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Uso de ésteres de (Z)-3-hexenilo y método para
proteger plantas frente a plagas.

La presente invencion se refiere al uso de los ésteres
acetato, propionato y butirato de (Z)-3-hexenilo, o de
una composicion que comprende dichos compuestos,
para proteger plantas, en particular de cultivos
agricolas, frente a plagas, mediante la estimulacion
de los mecanismos de defensa que tienen las propias
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DESCRIPCION

Uso de ésteres de (Z2)-3-hexenilo y método para proteger plantas frente a plagas

La presente invencion se refiere al uso de los ésteres (acetato, propanoato o butanoato)
de (2)-3-hexenilo, o de una composicion que comprende dichos compuestos, para
proteger plantas, en particular de cultivos agricolas, frente a plagas, mediante la
estimulacion de los mecanismos de defensa que tienen las propias plantas. La invencion
también se refiere a un método para proteger plantas frente a plagas aplicando los

mencionados ésteres a las plantas.

Por tanto, la presente invencién se encuadra en el sector técnico del control de plagas

en plantas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Garantizar la seguridad alimentaria es uno de los desafios mas acuciantes con los que
se encuentra la poblacién mundial en la actualidad. La produccién agricola mundial se
enfrenta con el reto de cubrir las demandas crecientes de alimentos para una poblacion
que de acuerdo con la FAO alcanzard 9.000 millones de habitantes en 2050. Esta
necesidad deberd poder abordarse a pesar de las adversidades que pueden suponer
los cambios en los patrones de consumo, los impactos del cambio climético y la
creciente escasez de agua Y tierra cultivable. Ademas, a estas adversidades hay que
afadir las ya importantes pérdidas de rendimiento en los cultivos que provocan los

distintos estreses tanto abidticos como biéticos.

En el caso particular de plagas, patdgenos y malas hierbas, las pérdidas en los cultivos
varian con cada cultivo concreto, pero en general, se admite que las plagas y
enfermedades participan de forma parecida, con un 15 % cada grupo, mientras que las
malas hierbas lo hacen con otro 13 %. A estas cantidades habria que sumar entre un 9

y un 20 % de pérdidas adicionales en postcosecha.

Desgraciadamente estas cifras se acentuaran en los préximos afios como consecuencia
de las nuevas condiciones derivadas del cambio climatico, tales como la introduccién de

nuevas plagas o enfermedades exéticas en nuestra agricultura. A modo de ejemplo, en
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la Comunidad Valencia el numero de plagas agricolas exoéticas introducidas durante los
ualtimos 20 afos llega a casi una por afio. En algunas ocasiones son introducciones que
pueden pasar desapercibidas, pero desafortunadamente algunas de ellas irrumpen con
fuerza en nuestros cultivos al no venir acompafiadas de sus enemigos naturales,
convirtiéndose rapidamente en plagas clave. Un caso conocido por la repercusion
mediatica que supuso, y que puede servir de ejemplo paradigmatico de plaga exdética
en dicha Comunidad, es la polilla del tomate, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera:
Gelichiidae), que se detecté a finales del 2006 en la provincia de Castellon y que

rapidamente paso a convertirse en una plaga clave de este cultivo en todo el mundo.

Desde el nacimiento de la agricultura como tal hace unos 10.000 afios hasta hace tan
s6lo 65 afios, la agricultura fue una actividad holistica, basada en un enfoque sistémico.
Las sociedades agricolas disefiaron programas de proteccién de cultivos basados
principalmente en la prevencion de plagas. Esta forma verdadera de gestion
agroecoldgica incluia, entre otras, rotacion de cultivos, planificacion de distintas
combinaciones de cultivos, uso de cultivares resistentes o tolerantes, eleccion de

periodos correctos de siembra y cosecha, control biolégico, mecénico y fisico, etc.

Sin embargo, a medida que la genética vegetal, los fertilizantes sintéticos y los
plaguicidas se fueron desarrollando, la investigacion agricola cambié de un enfoque
holistico a una ciencia extremadamente reduccionista donde las plagas eran combatidas
principalmente a base de calendario de tratamientos o tratamientos curativos. El uso
cada vez mayor de plaguicidas sintéticos dio lugar a una grave pérdida de biodiversidad,
y ésta a su vez a una reduccion del funcionamiento de las infraestructuras ecoldgicas
que permiten la regulacion de plagas, la polinizacion y la purificacion de agua. Ademas,
ha supuesto también un aporte exorbitante de recursos y consecuencias financieras de

miles de millones de euros.

Llegados a este punto, en los Ultimos afios y desde diversos gobiernos y organizaciones
del todo el mundo, se ha hecho un llamamiento para volver a un enfoque de proteccion
de cultivos mas cercano a la ecologia. En toda la Unién Europea se ha establecido un
marco de actuacibn comunitaria para conseguir un uso sostenible de los plaguicidas
(Directiva 2009/128/CE) que ha dado lugar a la obligatoriedad que toda produccion
hortofruticola producida en la unién europea sea bajo los preceptos de Gestidn

Integrada de Plagas (GIP) (o en su caso agricultura ecoldgica).
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A pesar de todos estos esfuerzos, en la actualidad tanto en GIP como en agricultura
ecoldgica, desgraciadamente en la mayor parte de los casos el control de plagas reside
todavia en los tratamientos curativos con plaguicidas, ya que en ambos tipos de
agricultura existen productos autorizados para ello. En el contexto en que se presenta
esta invencién se entiende que, independientemente del tipo de manejo de plagas que
se esté utilizando (GIP o ecoldgica), la primera linea de proteccion de los cultivos
deberia ser la implementacion de métodos preventivos de control como son los métodos
culturales, utilizacion de plantas resistentes/tolerantes, la aplicacion de estrictos
reglamentos de cuarentena, y el fomento del control natural de las plagas. En este
contexto anterior es donde se encuadraria la utilizacion de la presente invencion.
Cuando a pesar de estos esfuerzos las plagas excedan o se prevea que vayan a
exceder los niveles aceptables de poblacién (umbral econémico de dafo), el control
biologico de plagas deberia ser la primera opcion a utilizar, si es necesario en
combinacion con otras tacticas de GIP (donde en ultimo lugar estarian los plaguicidas).

Este concepto, que dultimamente se ha acufiado como "agricultura consciente",
respetaria el medio ambiente y la disponibilidad de recursos para las generaciones

futuras.

En los dltimos afios el uso de enemigos naturales omnivoros en cultivos horticolas, y en
particular los depredadores zoofitéfagos que pueden alimentarse tanto de la planta
como de presas, ha dado lugar a alguno de los éxitos mas rotundos del control biol6gico
en nuestro pais. Asi, por ejemplo, en pimiento la liberacién y conservacién del acaro
depredador Amblyseius swirskii (Athias-Henriot) (Acari: Phytoseiidae) junto con el
antocérido Orius laevigatus (Fieber) (Hemiptera: Anthocoridae) permite manejar con
éxito las poblaciones de las plagas clave de este cultivo: la mosca blanca Bemisia tabaci
Gennadius y el trips Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae). De
manera similar en tomate, el mirido cosmopolita Nesidiocoris tenuis (Reuter)
(Hemiptera: Miridae) permite el control eficaz de B. tabaci y la polilla del tomate T.

absoluta.

Recientemente, se ha demostrado como algunos de estos depredadores zoofitéfagos
debido a su fitofagia, activan los mismos mecanismos de defensa que provocan los

artropodos herbivoros obligados. Es ampliamente conocido, que las plantas responden
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a ataques de fitéfagos (defensas inducidas) a través de varias vias de respuesta.

Estas defensas pueden entre otros fendmenos, provocar la produccion de metabolitos
secundarios y proteinas que tienen efectos toxicos, repelentes y/o antialimenticios sobre
los herbivoros (defensas directas). También desencadenar la produccién y liberacion de
volatiles (Volatiles de las plantas inducidos por los herbivoros: HIPVs, del inglés
Herbivore-induced plant volatiles) por parte de la planta que pueden modificar el
comportamiento tanto de las plagas fitofagas como de sus enemigos naturales
(defensas indirectas). Trabajos anteriores citados mas adelante han demostrado que
varias especies de depredadores zoofitéfagos que vienen utilizdndose en estrategias
biolégicas de control de plagas son capaces de inducir defensas en varios cultivos
horticolas como son el pimiento y el tomate. Estas defensas inducibles son sin duda un
valor afiadido que poseen estos agentes de control biolégico y gestionadas
adecuadamente, podrian ofrecer una excelente herramienta para aumentar la resiliencia

de los cultivos.

En una primera etapa se pudo verificar como la fitofagia del depredador N. tenuis activo
la ruta metabdlica del acido abscisico y acido jasménico (JA) en plantas de tomate, lo
que las hizo menos atractivas para la mosca blanca B. tabaci, y més atractivas para el
parasitoide de mosca blanca Encarsia formosa (Gahan) (Hymenoptera: Aphelinidae).
Ademas, se observo como los volatiles emitidos por plantas picadas por N. tenuis podian
inducir defensas en plantas vecinas intactas al activarles la ruta del JA, lo que también
resultaba en la atraccion de parasitoides por estas plantas intactas que no habian sido
expuestas a N. tenuis. Posteriormente se confirmd que todos los estados de desarrollo
de N. tenuis (desde ninfas jovenes hasta adultos) son capaces de desencadenar estas
respuestas defensivas. Sin embargo, no todos los depredadores zoofitofagos tienen la
misma capacidad de inducir dichas respuestas en plantas de tomate. Las plantas de
tomate pueden tener distintos grados de atraccion para plagas y enemigos naturales
dependiendo de si la fitofagia es producida, por ejemplo, por N. tenuis, Macrolophus
pygmaeus (Rambur) o Dicyphus maroccanus Wagner (Hemiptera: Miridae). Asi,
mientras que las plantas dafiadas por N. tenuis rechazan B. tabaci y T. absoluta, la
fitofagia de M. pygmaeus y D. maroccanus no tiene efecto sobre la repelencia en B.
tabaciy atrae a T. absoluta. Contrariamente la actividad de los tres miridos resulta en la
atraccion de E. formosa.

Recientemente se han identificado los volatiles (HIPVs) implicados en las respuestas
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defensivas de las plantas de tomate inducidas por M. pygmaeus y N. tenuis: seis
volatiles de hojas verdes (GLVs), el metil salicilato y el acetato de octilo ((Pérez-Hedo,
M. et al. Biocontrol, 63: 203-213 (2018)). En general, las plantas expuestas a N. tenuis
emitieron mas volatiles que las plantas expuestas a M. pygmaeus, y estas Ultimas
emitieron mas volatiles que las plantas intactas. Los seis GLVs y el metil salicilato
resultaron ser repelentes para B. tabaci y atractivos para E. formosa, mientras que no
mostraron efecto sobre T. absoluta. Estos resultados muestran claramente como la
herbivoria de los miridos puede modular la preferencia de una plaga o en un enemigo
natural en funcién de la exposicidon a un determinado volatil y abre las puertas a posibles

aplicaciones practicas de dichos compuestos.

En pimiento se ha comprobado como también la fitofagia del antocérido O. laevigatus
desencadena respuestas defensivas en la planta (Bouagga et al. Journal of Pest
Science, 91: 55-64 (2018)). En concreto plantas de pimiento expuestas a O. laevigatus
inducen repelencia frente a la mosca blanca B. tabaci y al trips F. occidentalis.
Contrariamente, el parasitoide de la mosca blanca E. formosa se siente atraido a las
plantas expuestas a O. laevigatus. La fitofagia de O. laevigatus desencadena la
liberacion de una mezcla de voléatiles (5 terpenos, 2 GLVs, metil salicilato y uno por
identificar) y la activacion de las rutas metabdlicas del acido jdsmonico y del acido
salicilico. De manera similar, la fitofagia de los miridos N. tenuis y M. pygmaeus en
pimiento también provocé repelencia para B. tabaci y F. occidentalis y atraccion para E.
formosa y desencadené volatiles de naturaleza similar a los desencadenos por O.

laevigatus.

Quizas uno de los resultados mas interesantes hasta la fecha haya sido el comprobar
como en ensayos de invernadero en plantas tanto de tomate como de pimiento que
previamente habian sido activadas (expuestas) durante 24 horas por N. tenuis, la
infestacién de la arafia roja, Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) y de B.
tabaci era significantemente menor en comparacién a plantas de pimiento no expuestas
al depredador. Desde que se vienen utilizando depredadores zoofitofagos en cultivos
horticolas se ha observado una menor incidencia de determinadas Vvirosis.
Recientemente se ha comprobado como las defensas inducidas por miridos
depredadores disminuyen la multiplicacion de virus fitopatégenos, en concreto el virus
del bronceado del tomate en pimiento (TSWV) (Bouagga et al. Pest Management

Science, 76: 561-567 (2020)). Tal como se ha comentado con anterioridad se han
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identificado compuestos volatiles que son responsables de la repelencia y atraccion a

plagas y a enemigos naturales.

En los ultimos afios, el nimero de proyectos de investigacion que intentan utilizar estos
volatiles para inducir defensas vegetales ha aumentado considerablemente (Turlings,
T.C.J., Erb, M. Annu. Rev. Entomol. 63, 433-452 (2018)). Por ejemplo, en maiz, la
exposicion a (2)-3-hexenal, (Z)-3-hexen-1-ol y el (Z)-3-hexenil acetato consiguio
sobreexpresar la ruta del acido jasmonico (Engelberth, J., H. T. Alborn, E. A. Proc. Natl.
Acad. Sci. 101, 1781-1785 (2004). Sin embargo, ninguno de ellos ha conseguido
obtener resultados en que se vea respuesta defensiva de las plantas en condiciones
reales de campo. En cambio, la aplicacién del propionato (Z)-3-hexenilo mediante
difusores ha provocado una respuesta defensiva en cultivos comerciales tal y como se

presenta en esta invencion.

En esta invencion se muestra que los esteres de (Z)-3-hexenilo, son elicitores de la
induccion de defensas directas e indirectas en cultivos, como el cultivo de tomate. En
concreto se ha podido activar defensivamente las plantas simplemente exponiéndolas
a estos voléatiles de origen sintético. La exposicion de los esteres de (Z)-3-hexenilo se
han descrito como repelentes de fit6fagos plaga la mosca blanca, Bemisia tabaci y
atrayente de enemigos naturales como es el parasitoide de moscas blancas, Encarsia
formosa (Pérez-Hedo, M. et al. Biocontrol, 63: 203-213 (2018)). La atracciéon a

parasitoides es un efecto indirecto que puede beneficiar el control bioldégico de una

plaga.

La presente invencidn es una herramienta sostenible y bioracional de control de plagas
basada en la comunicacién entre plantas para la proteccion cultivos. Las plantas utilizan
la emisién de estos volatiles para comunicar a sus “vecinas” determinadas agresiones.
Las plantas receptoras de estas sefiales entran en un estado de alerta en el cual se

preparan para un futuro ataque. A esto se le conoce como priming.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los inventores de la presente invencion han encontrado que los compuestos segun la
Formula |, donde R=CHs, CH>-CH3; o CH»-CH>-CHs, son capaces de alertar plantas

expuestas a los mismos e inducir mecanismos de defensa en ellas que reducen el
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impacto de plagas, de manera que induce o elicita las defensas naturales de las plantas.

O

R)ko X

Formula |

Mediante la utilizacion de estos compuestos volatiles la planta se activa defensivamente
a través de las rutas hormonales del acido jasmonico y del acido salicilico, ambas

fitohormonas involucradas en mecanismos de defensas en planta.

La activacién defensiva que se consigue con estos compuestos hace a las plantas

activadas mas resistente al ataque de plagas.

Luego, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere al uso de al menos un
compuesto de férmula | definida anteriormente, o de una composicibn que lo
comprende, para la proteccion de plantas frente a plagas mediante la estimulacién de

los mecanismos naturales de defensa de dichas plantas.

Estos mecanismos hacen que las plantas repelan a las plagas y/o atraigan parasitoides
de dichas plagas. Estos parasitoides son enemigos naturales de las plagas, por lo que,
en consecuencia, la atraccion de los mismos hace que las plantas queden protegidas

frente a las mencionadas plagas.

Los compuestos usados en la presente invencion son acetato, propanoato o butanoato
de (Z2)-3-hexenilo. En una realizacion preferida, la invencion se refiere al uso de
propanoato de (Z)-3-hexenilo, o de una composicién que los comprende, para la
proteccion de plantas frente a plagas mediante la estimulacién de los mecanismos

naturales de defensa de dichas plantas.

En una realizacion preferida, los mecanismos de defensa de las plantas provocan la
repelencia de al menos una plaga seleccionada de la lista que comprende: Bemisia
tabaci (Gennadius) y Trialeurodes vaporariorum (Westwood), Aleurothrixus floccosus

(Maskell), Dialeurodes citri (Ashmead) y Paraleyrodes minei laccarino (Hemiptera:
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Aleyroididae), los trips Frankliniella occidentalis Pergande, Pezothrips kellyanus Bagnall,
Chaetanaphothrips orchidii (Moulton) y Thrips tabaci Lindeman (Thysanoptera:
Thripidae), las arafias rojas Tetranychus urticae, Eutetranychus orientalis (Klein),
Eutetranychus banksi (McGregor), T. urticae, Panonychus citri (McGregor) Koch y
Tetranychus evansi Baker & Pritchard (Acari: Tetranychidae), los lepidépteros Tuta
absoluta (Meyrick), Phyllocnistis citrella Stainton (Lepidoptera: Gracillariidae),
Spodoptera exigua Hibner y Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae)
en cultivos horticolas; y los psilidos Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) y

Trioza erytreae (Del Guercio) (Hemiptera: Psyllidae), en citricos.

En una realizacion aun mas preferida, la plaga es seleccionada de la lista que
comprende: la mosca blanca Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae), el
trips Frankliniella occidentalis Pergande (Thysanoptera: Thripidae), la arafia roja
Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae), el lepidoptero Tuta absoluta (Meyrick)
(Lepidoptera: Gelechiidae) y el psilido Diaphorina citri.

En una realizacion preferida, los mecanismos de defensa de las plantas provocan la
atraccion de al menos un parasitoide seleccionado de la lista que comprende: especies
de los géneros Encarsia spp., Aphytis spp. Cales spp., Eretmocerus spp., Aphelinus
spp., (Hymenoptera: Aphelinidae), Aphidius spp. Lysiphlebus spp. (Hymenoptera:
Braconidae) Metaphycus spp., Anagyrus spp. (Hymenoptera: Encyrtidae), Tamarixia
spp. Citrostichus spp., Cirrospilus spp., Diglyphus spp. (Hymenoptera: Eulophidae),
Trissolcus spp., Telenomus spp. (Hymenoptera: Scelionidae) y Trichogramma spp.

(Hymenoptera. Trichogrammatidae).

El mencionado compuesto ha demostrado repeler a plagas de cultivos horticolas de
ordenes de Insecta distintos (Hemiptera, Thysanoptera y Lepidoptera), lo cual no era de
esperar precisamente por tratarse de especies muy separadas filogenéticamente. En el
caso de los citricos se ha observado como la activacion con este mismo volatil disminuye

la puesta del psilido Diaphorina citri.

En una realizacion preferida las plantas protegidas son plantas horticolas o plantas de
citricos. Las plantas horticolas son seleccionadas preferiblemente de la lista que
comprende: tomates, pimientos, berenjenas, cebollas, puerros, calabazas, calabacines,

pepinos, acelgas, lechugas y leguminosas. Mas preferiblemente, las plantas horticolas
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son plantas de tomate (Solanum lycopersicum) o pimiento (Capsicum annuum). Los
citricos son seleccionados preferiblemente de la lista que comprende limones, limas,

naranjas, pomelos y mandarinas.

En una realizacibn mas particular, la planta es una planta de tomate y la plaga es la

mosca blanca B. tabaci, el trips Frankliniella occidentalis o el lepidoptero Tuta absoluta.

En otra realizacion mas particular, la planta es un citrico y la plaga es el psilido

Diaphorina citri.

En una realizacion preferida, el uso comprende la aplicacion de los compuestos segun
la Formula | mediante difusores, lo que permite utilizar de forma eficaz dichos
compuestos via exposicion en condiciones de campo como inductor/elicitor de las
defensas de las plantas. Este sistema de emision mediante difusores consigue que se
obtenga, en la atmdésfera que rodea a las plantas a proteger, una concentracion
mantenida en el tiempo y suficiente del inductor, que no se obtendria con una aplicacién

puntual del mismo.

De acuerdo con la presente invencion, se entiende por “difusor” (también denominado
“emisor”) un dispositivo o vehiculo (formulacién) que distribuye a velocidad controlada
al menos uno de los compuestos de la invencion (Formula I) via exposicion de los
mismos a las plantas en condiciones de campo. Los dispositivos son contenedores de
los compuestos segln la Formula | que permiten que dichas sustancias se liberen a la
atmosfera de forma controlada a través de una membrana, una valvula o incluso a través
de la propia pared del contenedor. Los vehiculos son formulaciones de sustancias
liguidas, gelificadas o pastosas que contienen los compuestos segun la Formula | y que
se aplican en forma de gotas o granulos de forma que los volatiles se van emitiendo
conforme el vehiculo se va degradando o deshidratando. Estas formulaciones o
vehiculos se pueden aplicar sobre alguna parte de la planta, sobre el sustrato, sobre
estructuras en el cultivo o en cualquier sitio desde el que se pueda emitir cercano a las
plantas. Dentro de los vehiculos se encuentran sustancias como las parafinas, las
siliconas, pectinas, aceites pesados, polisacéaridos, proteinas, etc. Entre ellas se puede
nombrar a modo de ejemplo las siguientes: agar-agar, alginina, carragenato, colageno,
almidén de maiz, gelatina, goma guar, goma de algarrobo, pectina, goma xantana,

aceite mineral, aceite de silicona, parafinas, olefinas o aceites minerales o vegetales.
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Los difusores son preferiblemente dispositivos de dos tipos:

(1) emisores pasivos que consisten en un contenedor de los compuestos segun la
Formula | configurado para permitir la difusién de dichas sustancias, por lo que el
contenedor debe ser permeable a los compuestos de férmula I, bien a través de su
propio cerramiento de un material polimérico o bien a través de una membrana colocada
en parte de su cerramiento para regular la emision;

(2) emisores activos en los que los compuestos segun la Férmula | se envasan en un
recipiente a presion que contiene una valvula configurada para accionarse de forma

programada, como es el caso de los nebulizadores que producen un aerosol.

En una realizacion mas preferida, los compuestos segun la Férmula | se aplican
mediante difusores consistentes en viales de polietileno de baja densidad (LDPE, por

sus siglas en inglés, Low Density Polyethylene).

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a un método para la proteccién
de plantas frente a plagas mediante la estimulacion de los mecanismos naturales de
defensa de dichas plantas, dicho método esté caracterizado porque comprende poner
en contacto al menos un compuesto de Férmula |, o una composicion que lo comprende,
con las plantas. El contacto puede ser directo, mediante la aplicacién directa del
compuesto a la planta o indirecto, mediante la exposicion de la planta a un ambiente

gue contenga dicho compuesto.

Estos mecanismos naturales de defensa de las plantas permiten repeler las plagas o

atraer a parasitoides naturales de las mismas.

En una realizacién preferida del método se caracteriza porque comprende la aplicacién

del propanoato de (Z)-3-hexenilo o de una composicion que le comprende.

En una realizacion preferida del método, la plaga es seleccionada de la lista que
comprende: Bemisia tabaci (Gennadius) y Trialeurodes vaporariorum (Westwood),
Aleurothrixus floccosus (Maskell), Dialeurodes citri (Ashmead) y Paraleyrodes minei
laccarino (Hemiptera: Aleyroididae), los trips Frankliniella occidentalis Pergande,
Pezothrips kellyanus Bagnall, Chaetanaphothrips orchidii (Moulton) y Thrips tabaci

Lindeman (Thysanoptera: Thripidae), las arafias rojas Tetranychus urticae,
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Eutetranychus orientalis (Klein), Eutetranychus banksi (McGregor), T. urticae,
Panonychus citri (McGregor) Koch y Tetranychus evansi Baker & Pritchard (Acari:
Tetranychidae), los lepidopteros Tuta absoluta (Meyrick), Phyllocnistis citrella Stainton
(Lepidoptera: Gracillaridae), Spodoptera exigua Hubner y Helicoverpa armigera
(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) en cultivos horticolas; y los psilidos Diaphorina citri
Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) y Trioza erytreae (Del Guercio) (Hemiptera: Psyllidae),

en citricos.

En una realizacion aun mas preferida, la plaga es seleccionada de la lista que
comprende: la mosca blanca Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae), el
trips Frankliniella occidentalis Pergande (Thysanoptera: Thripidae), la arafia roja
Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae), el lepidéptero Tuta absoluta (Meyrick)

(Lepidoptera: Gelechiidae) y el psilido Diaphorina citri.

En una realizacion preferida del método, la proteccion de las plantas se produce por la
atraccion de parasitoides seleccionados de la lista que comprende: especies de los
géneros Encarsia spp., Aphytis spp. Cales spp., Eretmocerus spp., Aphelinus spp.,
(Hymenoptera: Aphelinidae), Aphidius spp. Lysiphlebus spp. (Hymenoptera:
Braconidae) Metaphycus spp., Anagyrus spp. (Hymenoptera: Encyrtidae), Tamarixia
spp. Citrostichus spp., Cirrospilus spp., Diglyphus spp. (Hymenoptera: Eulophidae),
Trissolcus spp., Telenomus spp. (Hymenoptera: Scelionidae) y Trichogramma spp.

(Hymenoptera. Trichogrammatidae).

En una realizacion preferida del método, las plantas protegidas son plantas horticolas o
plantas de citricos. Las plantas horticolas son seleccionadas preferiblemente de la lista
que comprende: tomates, pimientos, berenjenas, cebollas, puerros, calabazas,
calabacines, pepinos, acelgas, lechugas y leguminosas. Mas preferiblemente, las
plantas horticolas son plantas de tomate (Solanum lycopersicum) o pimiento (Capsicum
annuum). Los citricos son seleccionados preferiblemente de la lista que comprende

limones, limas, naranjas, pomelos y mandarinas.

En una realizacion més particular, la planta es una planta de tomate y la plaga es la

mosca blanca B. tabaci, el trips Frankliniella occidentalis o el lepid6ptero Tuta absoluta.

En otra realizacibn mas particular, la planta es un citrico y la plaga es el psilido
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Diaphorina citri.

En una realizacién preferida del método, los compuestos segun la Formula I, o de una
composicion que los comprende, son aplicados mediante el uso de difusores. Los
difusores y las realizaciones preferidas de los mismos de acuerdo con la presente
invencién se han definido en el primer aspecto de la invencién. En una realizacion mas
preferida, los compuestos segun la Férmula | se aplican mediante difusores consistentes

en viales de polietileno de baja densidad.

En una realizacion preferida, la aplicacion se realiza a razén de un difusor por cada 20
m? de superficie plantada. De esta manera el difusor distribuye el compuesto al ambiente

que rodea a las plantas y éstas lo detectan.

En una realizacion preferida del método, los compuestos segun la Formula | son
aplicados al ambiente del cultivo en una dosis entre 25 mg/ha/dia y 25 g/ha/dia, y mas
preferiblemente entre 200 mg/ha/dia y 10 g/ha/dia.

Durante el desarrollo de esta invencion se ha observado, mediante el uso de distintos
difusores, como la planta se activa defensivamente cuando las fuentes emisoras del
volatil lo hacen a partir de 25 mg/ha/dia de los compuestos segun la Férmula I. Se ha
comprobado como el uso de un difusor polimérico pasivo es capaz de liberar en funcion
de las condiciones ambientales una dosis del volatil en el rango suficiente para activar

plantas tanto de tomate, pimiento o citricos en condiciones de campo.

El desarrollo de esta invencion permite por primera vez activar defensivamente plantas
como el tomate, pimiento y citricos y hacerlas mas resilientes frente a plagas mediante

la exposicion de las plantas a los volatiles segun la Férmula I.

La metodologia descrita en la presente solicitud mediante la exposicion a los
compuestos segun la Formula I, activa una respuesta en la planta anteriormente no
descrita relacionada con la sobrexpresion de las rutas del 4cido salicilico y la del acido
jasmonico. Esta activacion provoca en las plantas activadas la emision de volatiles que
atraen y repelen enemigos naturales y plagas, respectivamente. En el caso del tomate
se ha observado como plantas expuestas al propanoato de (Z)-3-hexenilo repelen

plagas clave de este cultivo como la mosca blanca, B. tabaci, el trips F. occidentalis y al
13
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lepidoptero T. absoluta. Esta activacién permite repeler por tanto tres plagas clave, lo
cual no era de esperar por pertenecer estas tres especies a tres 6rdenes de insectos
distintos (Hemiptera, Thysanoptera y Lepidoptera). En el caso de los citricos se ha
observado como la activacion con este mismo volatil repele al psilido D. citri. Se ha
demostrado en el caso de los citricos que la puesta de D. citri se reduce también a mas
de la mitad cuando la planta de citrico ha estado expuesto a este volatil. También las
plantas activadas por exposicion al propanoato de (Z)-3-hexenilo son mas atrayentes a
enemigos naturales de las plagas como son los parasitoides Encarsia formosa en

tomate y Tamarixia radiata en citricos.

En el desarrollo de la presente invencion, también se ha observado como la activaciéon
de la planta defensivamente no afecta al establecimiento ni desarrollo de depredadores

zoofitéfagos que puedan colonizar dicho cultivo.

Por lo contrario a lo que se cabria esperar, la sobreexpresion de las rutas defensivas en
planta provocada por la exposicién del volatil propanoato de (Z)-3-hexenilo, no reduce
el crecimiento ni la produccion de la planta, obteniendo como resultado final unas

plantas igual de productivas pero mas resistentes al ataque de plagas.

La presente invencion es un nuevo método de gestién de plagas no utilizada hasta la

fecha en ningun cultivo.

Alo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes
no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para
los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se
desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende

gque sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1.: Respuesta transcripcional de los genes defensivos PR1 (un gen marcador para
la via de sefalizacion de acido salicilico, SA) (fig. 1A) y SI-PI-1y SI-PI-1l (dos marcadores
para inhibidores de proteinasas de plantas) (fig. 1B y 1C respectivamente) en plantas
de tomate expuestas a acetato de (Z)-3-hexenilo (HA), butanoato de (Z)-3-hexenilo (HB)

y propanoato de (Z)-3-hexenilo (HP) y al control. Los datos se presentan como la media
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de ocho andlisis independientes de expresiones de transcripcion en relacién con un gen
de limpieza  error estandar (n = 8). Las diferencias significativas basadas en la prueba
ANOVA estdn marcadas con distintas letras (P <0.05). Respuesta (% + SE (Error
estandar)) de las hembras Encarsia formosa (E.f.), Tuta absoluta (T.a.), Tetranychus
urticae (T.u.), Bemisia tabaci (B.t.) y Frankliniella occidentalis (F.0.) en un olfatbmetro
de tubo en Y cuando se exponen al control (1: 10,000 metanol: agua) y a propanoato de
(2)-3-hexenilo ((Z2) -3-HP) (1: 10,000 con el volatil para probar). Los asteriscos indican
diferencias significativas en la distribucién de las elecciones de brazo lateral (pruebas
x2; P <0.05) (fig. 1D). Numero (media + error estandar) de hembras de Tetranychus
urticae por planta de tomate al comparar el desarrollo de acaros en plantas de tomate
expuestas a propanoato de (2)-3-hexenilo [(Z) -3-HP)] en comparacién con plantas de
tomate no expuesto (Control). La exposicion a (Z)-3-HP se prob6 en dos tipos de
bioensayos, (24 h) y (Per): en el primer tipo, las plantas solo estuvieron expuestas
durante 24 horas al volatil antes de la liberacién de T. urticae (24 h); En el otro tipo de
prueba, las plantas estuvieron permanentemente expuestas al volatil durante todo el
experimento (Per). Las barras con letras diferentes son significativamente diferentes
(GLMM, medidas repetidas a <0.05) (fig 1E). Niumero de huevos (media * error
estandar) puestos por 2 hembras Tuta absoluta durante 72 horas en plantas expuestas
a propanoato de (2)-3-hexenilo [(Z) -3-HP)] en comparacion con las plantas de tomate
no expuestas (Control). Las barras con letras diferentes son significativamente
diferentes (ANOVA, Tukey a <0.05) (fig. 1F). Porcentaje de mortalidad (media + error
estandar) de T. absoluta desde huevo a adulto cuando se desarrollé en plantas de
tomate expuestas a a propanoato de (2)-3-hexenilo [(Z2)-3-HP)] en comparacion con las
plantas de tomate no tratadas (Control). Las barras con letras diferentes son
significativamente diferentes (ANOVA, Tukey a <0.05) (fig. 1G).

Fig. 2. Respuesta transcripcional del gen PIN2 (un gen marcador para la via de
sefalizacién del acido jasmanico (JA) en plantas de tomate expuestas en condiciones
de semicampo al propanoato de (Z)-3-hexenilo [(Z) -3-HP] con distintos niveles de
emision del volatil: 5 mg/dia/difusor en el emisor de polietileno de baja densidad (LD) y
0,01 mg/dia/difusor en el emisor de polietileno de alta densidad (HD). El tratamiento
control consiste en plantas no expuestas al volatil. Las diferencias significativas basadas

en la prueba ANOVA estan marcadas con distintas letras (P <0.05).

Fig. 3: Respuesta transcripcional de los genes defensivos PR1 (un gen marcador para
la via de sefializacion de SA) (fig. 3A) y PIN2 (un gen marcador para la via de

sefalizacién del &cido jasmoénico) (fig. 3B) en plantas de tomate expuestas en
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condiciones de campo a propanoato de (Z)-3-hexenilo [(Z) -3-HP] liberado en un
dispensador polimérico (LD) vial de polietileno de baja densidad de 4 ml (Kartell) un dia
antes, 4 y 8 semanas tras la colocacion del difusor. Las diferencias significativas entre
tratamientos para cada una de las fechas estdn marcadas con un asterisco (t-test; P
<0.05). Numero de Nesidicoris tenuis por planta (media + error estandar) (fig. 3C) y
namero de foliolos infestados por planta (media * error estandar) (fig. 3D) en el
invernadero comercial (GLMM, P <0.05). Perfil de liberacion del dispensador empleado

ajustado del modelo de regresion lineal (fig. 3E).

Fig. 4: Respuesta transcripcional de los genes defensivos LOX2 (precursor del 4cido
jasmonico JA) (fig 4A) y PAL y NPR1 dos genes relacionados con la ruta del 4cido
salicilico (fig. 4B y C, respectivamente) en plantas de citrange Carrizo expuestas a
propanoato de (Z)-3-hexenilo y al control. Los datos se presentan como la media de seis
analisis independientes de expresiones de transcripcion en relaciébn con un gen de
limpieza + Error estandar (n = 6). Las diferencias significativas basadas en la prueba t
estan marcadas con (*) (P <0.05). Respuesta (% + SE) de las hembras Diaphorina citri
y Tamarixia radiata en un olfatdbmetro de tubo en Y cuando se exponen al control (1:
10,000 metanol: agua) y a propanoato de (Z)-3-hexenilo ((Z) -3-HP) (1: 10,000 con el
volétil para probar). Los asteriscos indican diferencias significativas en la distribucion de
las elecciones de brazo lateral (pruebas x2; P <0.05) (fig. 4D).

Fig. 5: Numero de brotes receptivos (media + SE) y puesta (media + SE) de Diaphorina
citri en los plantones de Murraya paniculata utilizados como plantas centinela con y sin
difusor cargado con HP. Letras distintas sobre las barras muestran diferencias

significativas (t-test P < 0,05).

EJEMPLOS

A continuacién, se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los

inventores.

Ejemplo 1: Ensayos de activacion defensiva en tomate via exposicion en

condiciones de laboratorio

Metodologia
Para demostrar que la exposicion de los volétiles propanoato de (Z)-3-hexenilo, acetato

de (Z)-3-hexenilo de y butanoato de (Z)-3-hexenilo activa defensas en plantas se
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utilizaron plantas de tomate Solanum lycopersicum cv. Moneymaker. Dos semanas tras
la germinacion de las semillas, las plantulas se trasplantaron individualmente en
macetas (8 x 8 x 8 cm). Las plantas se mantuvieron a 25 = 2 °C, con una humedad
relativa constante del 65% + 5% y un fotoperiodo de 14:10 h (luz: oscuridad). Se
utilizaron plantas de tomate que no habian recibido ningun tratamiento plaguicida a las
cuatro semanas de edad (aproximadamente 20 cm de altura). Todos los volatiles
utilizados se consiguieron a través de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Cada volatil
se expuso mediante la utilizacién de una porcién de papel de filtro de 2 x 2 cm sobre el
cual se impregn6 10 ul de una disolucién que contenia el volatil correspondiente a una
concentracion de 1:10.000 [éster de (Z)-3-hexenilo:metanol] como fuente emisora del
volatil correspondiente (Pérez-Hedo, M. et al. Biocontrol, 63: 203-213 (2018)).

Para activar una planta se colocaron dos porciones de papel de filtro impregnadas con
el volatil en la parte inferior de una jaula de plastico de 30 x 30 x 30 cm (BugDorm-1
Insect Tents; MegaView Science Co., Ltd, Taichung, Taiwan) en la cual se introdujo la
planta. Se realizé un tratamiento control en el cual las dos porciones de papel de filtro
se impregnaron con 10 pl de metanol. Se realizaron ocho repeticiones por tratamiento.
Las plantas de los tratamientos se mantuvieron expuestas al volatil sin perturbar durante
24 horas en camaras climaticas separadas y aisladas para evitar cualquier interferencia
de los volatiles y se mantuvieron a 25 + 2°C, 65 + 10% HR y un fotoperiodo de 14:10 h
(L: D). Transcurridas las 24 horas se estudio la expresion de 3 genes relacionados con
la activacion defensiva en planta en ambos tratamientos: se estudiaron el precursor de
la proteina relacionada con la patogénesis basica (PR-1), un gen marcador de la via de
sefalizacién del SA y dos marcadores de los inhibidores de la proteinasa de la planta
(SI-PI-1'y SI-PI-1I).

Para la extraccion y cuantificaciéon de la expresion génica se siguié la metodologia
descrita por Pérez-Hedo et al. Journal of Pest Science 3: 543-554 (2015). Los cebadores
empleados fueron directo (forward): 5- CTCATATGAGACGTCGAGAAG-3' (SEQ ID
NO: 1) e inverso (reverse): 5'-GGAAACAAGAAGATGCAGTACTTAA -3’ (SEQ ID NO:
2) para la cuantificacion del PR1, forward: 5-TGAAACTCTCATGGCACGAA-3' (SEQ ID
NO: 3) y reverse: 5- TTTTGACATATTGTGGCTGCTT-3' (SEQ ID NO: 4) para SI-PI-l, y
forward: 5-GGCCAAATGCTTGCACCTTT-3' (SEQ ID NO: 5) y reverse: 5-
CAACACGTGGTACATCCGGT-3' (SEQ ID NO: 6) para el gen SI-PI-Il. Los nucle6tidos
del gen constitutivo EF1 fueron forward: 5-GATTGGTGGTATTGGAACTGTC-3' (SEQ
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ID NO: 7) y reverse: 50-AGCTTCGTGGTGCATCTC-30 (SEQ ID NO: 8).

Tras comprobar que la exposicion a los tres volétiles activaba genes relacionados con
las defensas de las plantas, se seleccion6 de entre los tres volatiles el propanoato de

(2)-3-hexenilo como modelo de los ésteres de (2)-3-hexenilo.

Se estudio si la activacion defensiva conseguida por la exposicion a propanoato de (Z)-
3-hexenilo podia tener un efecto de repelencia y/o atraccion en herbivoros que atacan
al tomate, la mosca blanca Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae), el trips
Frankliniella occidentalis Pergande (Thysanoptera: Thripidae), la arafia roja Tetranychus
urticae Koch (Acari: Tetranychidae) y el barrenador del tomate, Tuta absoluta (Meyrick)
(Lepidoptera: Gelechiidae), y en un enemigo natural que se ha venido utilizando como
organismo modelo en este cultivo, el parasitoide Encarsia formosa Gahan

(Hymenoptera: Aphelinidae).

Las ninfas de ultimo estadio de B. tabaci y las pupas de E. formosa fueron
proporcionadas por Koppert Biological Systems, S.L. (Aguilas, Murcia, Espafia). Los
adultos de B. tabaci recién emergidos (de menos de 2 dias de edad) se liberaron en
plantas de tomate en el interior de jaulas de plastico (BugDorm-2) de 60 x 60 x 60 cm y
se colocaron en una camara climatica a 25 + 2°C, 65 + 10% HR y un 14:10 h (L: D)
fotoperiodo en IVIA. Se usaron B. tabaci adultos de cinco dias en todos los
experimentos. En el caso de E. formosa, las pupas se depositaron en una placa de Petri
de 9 cm de didmetro y se dejaron emerger en condiciones ambientales de laboratorio
(25 + 2°C), con una pequefia gota de miel como alimento. Se usaron hembras de E.
formosa de menos de dos dias de edad en todos los experimentos. Los adultos de F.
occidentalis procedian de una cria mantenida en cautividad establecida en el Instituto
Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA) en 2010, procedente originalmente del
Campo de Cartagena (Murcia, Espafia). La cria de trips se mantuvo en vainas de judia
(Phaseolus vulgaris L.; Fabales: Fabaceae) en las mismas condiciones descritas
anteriormente. Todas las hembras de F. occidentalis utilizadas para la experimentacion
tenian menos de cinco dias. Los adultos de T. urticae se obtuvieron de una colonia
establecida en el IVIA en 2011 cuya procedencia original eran clementinos localizados
en La Plana (Castell6, Espafia). Los acaros se mantenian en plantas de tomate en una
camara climética en las mismas condiciones descritas anteriormente. Las hembras de

T. absoluta se obtuvieron de colonias sobre tomate mantenidas en un invernadero del
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IVIA a 25 + 4°C, 60 + 15% HR y bajo fotoperiodo natural. Se utilizaron hembras adultas

recién emergidas de menos de 5 dias en todos los ensayos.

Para evaluar la preferencia de F. occidentalis, B. tabaci, T. urticae, T. absoluta y E.
formosa a plantas de tomate que estuvieron expuestas previamente durante 24 h a (2)
-3 -HP en relacion con las plantas intactas se utilizé un olfactometro en forma de Y. Las
plantas se expusieron a ambos volatiles como se describié anteriormente con el uso de
las porciones de papel de filtro. El olfactometro (Analytical Research Systems,
Gainesville, FL) consistia en un tubo de vidrio en forma de Y de 2,4 cm de didametro con
una base de 13,5 cm de largo y dos brazos cada uno de 5,75 cm de largo. Ambos brazos
laterales se conectaron a través de tubos de polietileno de alta densidad (HDPE) a dos
frascos de vidrio idénticos (volumen de 5 litros), cada uno de los cuales se conecté a
una bomba de aire que produjo un flujo de aire humidificado unidireccional a 150 ml /
min (Pérez-Hedo et al. Journal o Pest Science 3: 543-554 (2015)).

Para cada especie se introdujo una hembra individualmente en el tubo de entrada del
olfactometro y se observé hasta que habia caminado al menos 3 cm por uno de los
brazos de eleccion o hasta que habian transcurrido 15 minutos. Se registraron un total
de 40 réplicas vélidas para cada especie para cada par de fuentes de olor. Cada
individuo fue probado solo una vez. Las hembras que no eligieron un brazo lateral en
15 minutos se registraron como "no respuesta” y se excluyeron del andlisis de datos.
Después de registrar cinco respuestas, el tubo Y se enjuagd con agua jabonosa y luego
se limpié con acetona y se dejé secar durante 5 minutos. Las fuentes de olor se
cambiaron posteriormente entre los brazos laterales izquierdo y derecho para minimizar
cualquier efecto espacial en la eleccién. Los dos tipos de plantas (intactas e inducidas)
se usaron solo una vez para evaluar la respuesta de 10 hembras y luego se
reemplazaron con plantas nuevas. El experimento con el tubo en Y se realizé en las

siguientes condiciones ambientales: 23 £ 2 ° Cy 60 + 10% de HR.

También se estudi6 si la activacién defensiva inducida por la exposicién a propanoato
de (2)-3-hexenilo podia influenciar el desarrollo de dos fit6fagos de gran importancia en
el cultivo del tomate, la arafia roja, T. urticae y el lepidéptero T. absoluta. Los individuos
utilizados en estos experimentos procedian de las crias en cautividad de estas especies
gue se mantienen en el IVIA descritas anteriormente. Sobre ambos fit6fagos se prob6

de dos maneras distintas el tiempo de exposicion de la planta al volatil, una donde la
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planta tan solo estuvo 24 horas expuesta al volatil y a continuacion se liberd
inmediatamente el herbivoro a ensayar y el otro donde el volatil estuvo expuesto de

forma permanente a lo largo de todo el experimento.

Para ello se utilizaron 2 camaras climaticas bajo las mismas condiciones ambientales
[25+2°C, 65+ 5% HR y 14:10 h (L: D) de fotoperiodo], donde, para evitar interferencias
entre los volatiles, una se asigné a los tratamientos de propanoato de (Z)-3-hexenilo y
otra al tratamiento de control. En la camara climatica donde se ensayé la exposicion al
propanoato de (2)-3-hexenilo se colocaron 12 jaulas de plastico (60 cm x 60 cm x 60
cm) (BugDorm-2. MegaView Science Co., Ltd., Taichung, Taiwan), seis por cada
tratamiento probado (24 h de exposicion y exposicidon permanente) mientras que en la
cadmara climatica donde se ensay0 el tratamiento de control se colocaron seis jaulas.
Las jaulas se distribuyeron equitativamente a una distancia de un metro y medio entre
ellas. Cada jaula representaba una réplica. En cada jaula se colocaron en la parte
inferior dos porciones de papel de filtro impregnadas tal como se explicé anteriormente
tanto para el tratamiento con propanoato de (Z)-3-hexenilo como para el control. En el
tratamiento donde los volétiles se expusieron durante todo el experimento, las porciones

de papel de filtro impregnado se reemplazaron cada dos dias.

En cada jaula se introdujeron ocho plantas de tomate (Lycopersicon esculentum cv.
Moneymaker). En el experimento con T. urticae, para evitar el movimiento de los &caros
de una planta a otra, las plantas se aislaron individualmente, sin tocarse entre si ni con
las paredes de la jaula. Ademas, las plantas se colocaron sobre un pequefio ladrillo
dentro de una bandeja de plastico llena de agua, y todas las macetas se pintaron con
una banda de pegamento. Las plantas se infestaron artificialmente con T. urticae de la
poblacion de laboratorio mencionada anteriormente. Veinte hembras de T. urticae se
liberaron por planta, distribuidas equitativamente en todas las hojas con la ayuda de un
pincel fino. Se realizaron muestreos a ojo desnudo, siete, 14 y 21 dias después de la
liberacion de T. urticae, donde se contd el numero total de hembras de T. urticae en

cada planta.

Para evaluar el efecto de la exposicion a ambos volatiles sobre T. absoluta, se realizaron
dos experimentos consecutivos. En el primero, se estudio el efecto sobre la puesta de
T. absoluta. Los huevos seleccionados puestos en el primer experimento se usaron

posteriormente en el segundo para estudiar la mortalidad de los inmaduros de T.
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absoluta desarrollados en plantas expuestas al propanoato de (Z)-3-hexenilo. Los
mismos tres tratamientos descritos anteriormente para T. urticae se ensayaron también
para T. absoluta. La puesta de T. absoluta se evalué en 8 plantas de tomate (cv.
Moneymaker) por tratamiento. Cada una de las plantas se aislé dentro de una jaula de
plastico (60 x 60 x 60 cm) (BugDorm-2) y se mantuvieron en una camara climatica a 25
+2°C, 65+5% HR, 14:10 (L: D) h fotoperiodo siguiendo la misma distribucién de ensayo
descrita para T. urticae. Dentro de cada jaula (réplica), se liberaron 2 parejas adultas de
T. absoluta (machos y hembras) y se dejaron sin perturbar durante 72 horas. Después

de este tiempo, se eliminaron los adultos de T. absoluta y se contd el nUmero de huevos.

Para estudiar la mortalidad de T. absoluta en las plantas expuestas a los 3 tratamientos
descritos anteriormente, 6 huevos de T. absoluta por planta se distribuyeron por igual
en todas las hojas con la ayuda de un pincel fino. Los huevos utilizados en cada
tratamiento provinieron del tratamiento correspondiente del primer experimento. Se
evalu6 la mortalidad de T. absoluta en 8 plantas de tomate (cv. Moneymaker) por
tratamiento. Cada una de las plantas se aislé dentro de una jaula de plastico (60 x 60 x
60 cm) (carpas de insectos BugDorm-2) mantenidas en una camara climatica a 25 + 2
°C, 65 + 5% HR, 14:10 (L: D) h fotoperiodo siguiendo la misma distribucion de
tratamiento descrita anteriormente. Las plantas se dejaron intactas hasta que
emergieron los adultos de T. absoluta. Tan pronto como los adultos comenzaron a

emerger, se contaron y se retiraron diariamente de las jaulas.

Resultado

La exposicion a los tres volatiles propanoato de (Z)-3-hexenilo, acetato de (Z)-3-hexenilo
de y butanoato de (2)-3-hexenilo de plantas intactas de tomate sobreexpreso
significativamente los tres marcadores estudiados respecto al control, sin encontrar
diferencias entre ellos (Figura 1 A,B,C). PR-1: F1.19 = 14,09; P < 0,0001 SPI-1: Fi.19 =
21,91; P <0,0001 y SPI-2: F119 = 16,28; P < 0,0001.

Las plantas activadas expuestas 24 horas a propanoato de (Z)-3-hexenilo resultaron ser
repelentes frente a plagas de gran importancia en el tomate como son el lepidoptero T.
absoluta (#*> = 9.80; P = 0.0017), la mosca blanca B. tabaci (y* =12.80; P = 0.0003) y el
trips F. occidentalis (¥* =5.00; P = 0.0253) (Figura 1D). Ademas, las plantas expuestas

a este volatil fueron mas atrayentes para el parasitoide E. formosa (3* = 5.00; P =
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0.0253). La arafia roja T. urticae fue la Unica especie que no mostré preferencia (3* =
1.80; P =0.1797) (Figure 1D).

En el caso de la arafia roja, a los 21 dias tras su liberacion, se obtuvo una reduccion del
numero de acaros por planta del 50,3 £+ 6,3 % y del 83,9 + 5,0 % respecto al control, en
los tratamientos donde se mantuvo la planta expuesta 24 h y durante todo el
experimento al propanoato de (Z)-3-hexenilo, respectivamente (Fags = 4,437; P = 0.003)
(Figura 1E). En el caso de T. absoluta, en el tratamiento de exposicion permanente a
(2)-3-HP se obtuvo una reduccion de la puesta de 67,2 + 15,0 % respecto al control
(F223 = 3.746; P = 0.0406) (Figura 1F). Ademas, la mortalidad desde huevo a adulto de
T. absoluta en plantas expuestas permanentemente a (Z)-3-HP se situ6 en torno al 80%,
lo cual fue significativamente mayor que el tratamiento control (F223 = 6.944; P = 0.0048)
(Figura 1G). la puesta (F2,23 = 1.147; P = 0.3367) ni en la mortalidad (F223 = 0.5881; P =
0.5643) de T. absoluta.

Ejemplo 2: Ensayos de liberacion en semicampo con distintas dosis de aplicacion
del propionato de (Z)-3-hexenilo desde emisores pasivos de tipo polimérico.

Metodologia

Para comprobar el nivel de activacion que pueden proporcionar diferentes niveles de
emisién del propionato de (Z)-3-hexenilo se utilizaron dos tipos diferentes de emisores
poliméricos: (LD) vial de polietileno de baja densidad de 4-ml y (HD) vial de polietileno
de alta densidad de 4-ml. Mediante estudios previos en laboratorio, el nivel mas alto de
emision (5 mg/dia) se consiguié con emisores LD cargados con 20 mg de la sustancia
pura. El nivel de emision més bajo (0,01 mg/dia) lo proporcionaron los viales HD
cargados con una mezcla 1:100 de propionato de (Z)-3-hexenilo y aceite parafinico
(0,02:2; g:g). Durante los experimentos se control6 la cinética de emision de los
emisores utilizados mediante el estudio de la pérdida de peso (método gravimétrico). Se
colocaron emisores adicionales en las mismas condiciones ambientales, midiendo
semanalmente su peso con una balanza de precision (0.0001 g). La diferencia de peso
registrada en cada periodo sera la cantidad emitida de la sustancia para cada tipo de
emisor. Para obtener el nivel de emision medio de cada emisor, los pesos registrados
(y) se relacionan con el tiempo de envejecimiento (x) por medio de un analisis de
regresion mdaltiple.

Una vez establecidos los niveles de emisibn mencionados, 5 y 0,01 mg/dia/difusor, se
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expusieron las plantas de tomate a los distintos niveles de emision mediante un
experimento en condiciones de semicampo, en invernadero de cristal. Para ello, se
conté con tres cabinas de 24 m? para los distintos tratamientos: (CONTROL) sin
emisores del volatil, (HD) con 1 emisor de 0,01 mg/dia, y (LD) con 1 emisor de 5 mg/dia.
La humedad relativa fue del 65% + 10% y el fotoperiodo fue natural (aproximadamente
14:10 h L: D) en los tres cubiculos. Las condiciones ambientales se controlaron y
registraron utilizando un registrador de datos Mithra clima (ver. 1.01.03, Priva
nutricontrol Ibérica S.L). En cada uno de los tres cubiculos se transplantaron 30 plantas
de tomate en macetas individuales de polietileno de 20 litros llenas con una mezcla de
arenay turba (1: 2 w: w, respectivamente). Las macetas se distribuyeron en cada cabina
en cuatro filas de cinco plantas cada una (2 plantas / m?). Se siguieron las técnicas de
cultivo tipicas del cultivo de tomate en invernadero en Espafa: entutorado a una guia
para cada planta, poda semanal de brotes secundarios, aplicacién de una solucién
nutritiva estdndar para tomate mediante un sistema de riego automatizado con una
frecuencia de riego ajustada a las condiciones ambientales y un tiempo de riego de 15
min. Los difusores se colocaron a 50 cm por encima del apice de las plantas de tomate

y se adaptaron en altura segun el crecimiento de las plantas.

Los emisores se mantuvieron dentro de las cabinas correspondientes durante todo el
ensayo y se tomaron muestras de las plantas de cada cabina a las 4 semanas tras la
instalacion del tratamiento. De dichas muestras se estudio la respuesta transcripcional
del gen defensivo PIN2 (un gen marcador para la via de sefializacion de &cido
jasmonico, JA). Se realizaron cinco repeticiones por tratamiento. Para la extraccion y
cuantificacién de la expresion génica se siguio la metodologia descrita por Pérez-Hedo
et al. Journal of Pest Science 3: 543-554 (2015). Las secuencias del cebador empleado
para la cuantificacion del gen PIN2 fue directa (forward): 5'-
GAAAATCGTTAATTTATCCCAC-3' (SEQ ID NO: 9) vy inversa (reverse): 5-
ACATACAAACTTTCCATCTTTA-3' (SEQ ID NO: 10), mientras que el gen constitutivo
EF1 las secuencias fueron forward: 5-GATTGGTGGTATTGGAACTGTC-3' (SEQ ID
NO: 7) y reverse: 50-AGCTTCGTGGTGCATCTC-30 (SEQ ID NO: 8).

Resultados
Los estudios de expresion mostraron que el nivel mas bajo de emision de propionato de
(2)-3-hexenilo (0,01 mg/dia) no tuvo ningun efecto sobre las plantas expuestas. Sin

embargo, una emision de 5 mg/dia consiguié una activacion significativa de la ruta
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metabdlica del &cido jasmonico (Figura 2).

Ejemplo 3. Ensayos de activacion defensiva en tomate via exposicion en

condiciones de campo

Metodologia

Para conocer el comportamiento de los difusores cargados con propionato de (Z)-3-
hexenilo bajo condiciones reales de cultivo se seleccionaron cuatro invernaderos
comerciales de tomate cv Raf localizados en Xilxes (provincia de Castellébn) con un
histérico de problemas de T. absoluta a la salida del invierno. Se realizé un disefio
experimental de bloques al azar donde cada invernadero se consider6é un bloque con
dos tratamientos por bloque y 4 repeticiones por tratamiento. En dichos invernaderos de
tomate se viene utilizando al depredador zoofitofago Nesidiocoris tenuis Reuter
(Hemiptera: Miridae) el cual se libera desde el semillero a finales de agosto y mantiene
las poblaciones de fit6fagos plaga bajo control tras su trasplante en invernadero a final
de agosto hasta la llegada del invierno. Sin embargo, las poblaciones de este
depredador descienden bruscamente bajo las condiciones ambientales que se dan en
invierno. A la salida del invierno sus poblaciones empiezan a recuperarse lentamente
de tal forma que las poblaciones de T. absoluta lo hacen mas rapido y es comun recurrir
a insecticidas selectivos durante la primavera para mantener a raya a T. absoluta. Por
tanto, se consider6 estos invernaderos un marco idéneo donde confirmar el efecto sobre

T. absoluta encontrado en condiciones de laboratorio.

El cultivo se inici6 el 4 de septiembre de 2018 con el trasplante con un marco de
plantacion de 0,4 x 1 m lo cual resulté en 1,2 plantas por metro cuadrado (25.450 plantas
en 21.200 m?). Se siguieron las técnicas de cultivo comunes en la zona: el tallo principal
se llevé a dos brazos, se podaron semanalmente brotes secundarios y hojas
senescentes y se aplicdé semanalmente una solucién nutritiva estandar para tomate
mediante un sistema de riego por goteo automatizado. Las plantas trasplantadas se
inocularon en semillero con el depredador N. tenuis. Se liberd una dosis de 1 N. tenuis
por planta en el vivero y se usaron huevos de E. kuehniella como presa alternativa
(Urbaneja-Bernat et al. Journal of Applied Entomology 139: 61-167 (2015)). Desde la
fecha de siembra hasta el dia en que se colgaron los difusores, ninguno de los
invernaderos recibié tratamiento quimico alguno y el control de plagas residio solo en el

depredador N. tenuis.
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Tal como se ha comentado anteriormente, se seleccionaron 2 zonas en cada uno de los
invernaderos en las cuales en una de ellas el 22 de febrero 2019 se colg6 un difusor
((LD) vial de polietileno de baja densidad de 4-ml) cargado de 4 ml de propanoato de
(2)-3-hexenilo cada 20 m? y la otra de igual superficie se utiliz6 como tratamiento control.
En las cuatro zonas con volatil, se colocaron un total de 260 difusores en una superficie
total de 5,200 m? (equivalente a una densidad de 500 difusores/ha). Tal y como se
describe en el ejemplo 2, se estudio la cinética de emisién de los difusores por medio

del método gravimétrico.

Se muestrearon semanalmente durante 11 semanas, veinte plantas elegidas al azar por
repeticiébn, comenzando el 30 de enero de 2019. En primer lugar, se cont6 el nimero de
foliolos infestados por T. absoluta por planta. Luego se contd el nimero de N. tenuis
(adultos y ninfas) en todo el tercio apical de cada planta planta (hojas, flores y brotes).
Siguiendo la metodologia descrita anteriormente, se tomaron 6 muestras de la parte
apical de cada planta por repeticion que se introdujeron inmediatamente en nitrégeno
liquido para cuantificar la expresion de los genes PR1y del PIN2 (descritos en el ejemplo
1y ejemplo 2). La expresion de estos genes se cuantificé un dia antes, 4 y 8 semanas

después de colgar los difusores en los invernaderos.

Resultado

Al iniciar el ensayo la expresion de ambos genes marcadores de rutas de defensa era
igual, pero a los 30 y a los 60 dias la expresién de ambos genes fue significativamente
mayor en las plantas expuestas al volatil en comparacion a las plantas de la zona control
(Figure 3 A,B) (Tabla 1).

Tabla 1. Valores de la probabilidad para la comparacion por pares de la respuesta transcripcional
de los genes defensivos PR1 (un gen marcador para la ruta de sefializacion SA) y PIN2 (un gen
marcador para la ruta de sefializacién JA) en plantas de tomate expuestas a propanoato de (Z)-
3-hexenilo [(Z) -3-HP] liberado en un difusor polimérico (LD) vial de polietileno de baja densidad
de 4 ml (Kartell) y en plantas de tomate del control 24 horas antes y 4 y 8 semanas después
delestablecimiento de los difusores en los invernaderos de tomate. Los valores en negrita
corresponden a valores estadisticamente significativos. Prueba t (P <0.05).
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Control vs (Z2)-3-HP PR1 PIN2
t14 P t14 P
1 dia antes 0.2464 | 0.8089 0.4412 0.6658
4 semanas 2.379 | 0.0321 3.037 0.0089
8 semanas 3.490 | 0.0040 2.263 0.0400

La poblacién del mirido, N. tenuis se mantuvo igual en ambos tratamientos (F1, ss =
2,112; P = 0,150) (Figura 3C), pero no asi la infestacién de T. absoluta, la cual fue
significativamente menor (aprox. el 58%) en el tratamiento con volatil (F1,ss = 11,375; P
< 0,0001) (Figura 3D). El volatil propanoato de (2)-3-hexenilo volatil se emitié de manera
sustancialmente constante durante el periodo de estudio a una tasa media de 12,2 mg
/ dia, segun la pendiente del modelo ajustado (Figura 3E), lo que supone una dosis de

aplicacion aproximada de 6 g/ha/dia.

Ejemplo 4. Ensayos de activacion defensiva en citricos via exposicién en
condiciones de laboratorio

Para demostrar que la exposicion al volatil propanoato de (Z)-3-hexenilo activa defensas
en plantas de citricos se utilizaron plantulas del patron citrange Carrizo (Citrus sinensis
Osb. x Poncirus trifoliata L. Raf.). Dos semanas tras la germinacion de las semillas, las
plantulas se trasplantaron individualmente en macetas (8 x 8 x 8 cm). Las plantas se
mantuvieron en un invernadero con cubierta plastica a unas condiciones climaticas
aproximadas de 25 £+ 5 °C, una humedad relativa del 65% * 5% y un fotoperiodo de luz
natural, aproximadamente 14:10 h (luz: oscuridad). Se utilizaron plantas de citrange
Carrizo que no habian recibido ningun tratamiento plaguicida a las 8 semanas de edad
(aproximadamente 20 cm de altura). El volatil propanoato de (Z)-3-hexenilo se consiguio
a través de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). El volatil se expuso mediante la
utilizacion de una porcion de papel de filtro de 2 x 2 cm sobre el cual se impregn6 10 pl
de una disoluciébn que contenia el volatil correspondiente a una concentracién de
1:10.000 [propanoato de (Z)-3-hexenilo:metanol] como fuente emisora del volatil
correspondiente (Pérez-Hedo, M. et al. Biocontrol, 63: 203-213 (2018)).

Para activar una planta se colocaron dos porciones de papel de filtro impregnadas con

el volatil en la parte inferior de una jaula de plastico de 30 x 30 x 30 cm (BugDorm-1

Insect Tents; MegaView Science Co., Ltd, Taichung, Taiwan) en la cual se introdujo la

planta. Se realizé un tratamiento control en el cual las dos porciones de papel de filtro
26



10

15

20

25

30

35

ES 2763 224 Al

se impregnaron con 10.000 pl de metanol. Se realizaron seis repeticiones por
tratamiento. Las plantas de ambos tratamientos se mantuvieron expuestas al volatil sin
perturbar durante 24 horas en camaras climéticas separadas y aisladas para evitar
cualquier interferencia del volatil y se mantuvieron a 25 + 2°C, 65 + 10% HR y un
fotoperiodo de 14:10 h (L: D). Transcurridas las 24 horas se estudio la expresion de 3
genes relacionados con la activacién defensiva en planta en ambos tratamientos: se
estudiaron un precursor de acido jasmoénico JA (LOX2) y dos relacionados con la ruta

del &cido salicilico un downstream (PAL), y un precusor (NPR1).

Para la extraccion y cuantificacion de la expresion génico se siguié la metodologia
descrita por Pérez-Hedo et al. Journal of Pest Science 3: 543-554 (2015). Los cebadores
empleados fueron directa (forward): 5’- GAACCATATTGCCACTTTCG -3’ (SEQ ID NO:
11) e inversa (reverse): 5'- CGTCATCAATGACTTGACCA -3’ (SEQ ID NO: 12) para la
cuantificacion del LOX2, forward: 5'- CACATTCTTGGTAGCGCTTTG-3' (SEQ ID NO:
13) y reverse: 5- AGCTACTTGGCTGACAGTATTC-3' (SEQ ID NO: 14) para PAL y
forward: 5- TACCTCCACCTCTCTCATTCTT-3' (SEQ ID NO: 15) y reverse: 5-
GTGCGAGAGAAGGTTAGCTATG-3' (SEQ ID NO: 16) para el gen NPR5. Los
nucleotidos del gen constitutivo gene glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) fueron forward: 5-GGAAGGTCAAGATCGGAATCAA-3' (SEQ ID NO: 17) y
reverse: 5-CGTCCCTCTGCAAGATGACTCT-3' (SEQ ID NO: 18).

Para evaluar la preferencia de hembras de D. citri y del parasitoide T. radiata a plantas
de citrange Carrizo que estuvieron expuestas previamente durante 24 h a (2)-3-HP en
relacién con las plantas intactas se utilizé un olfactometro en forma de Y de igual forma
al descrito en el ejemplo 1 y las plantas se expusieron a ambos volatiles como se
describié anteriormente con el uso de las porciones de papel de filtro. Se registraron un
total de 40 réplicas vélidas para cada especie para cada par de fuentes de olor. Cada
individuo fue probado solo una vez. Las hembras que no eligieron un brazo lateral en
15 minutos se registraron como "no respuesta" y se excluyeron del andlisis de datos.
Después de registrar cinco respuestas, el tubo Y se enjuag6 con agua jabonosa y luego
se limpié con acetona y se dejé secar durante 5 minutos. Las fuentes de olor se
cambiaron posteriormente entre los brazos laterales izquierdo y derecho para minimizar
cualquier efecto espacial en la eleccion. Los dos tipos de plantas (intactas e inducidas)
se usaron solo una vez para evaluar la respuesta de 10 hembras y luego se

reemplazaron con plantas nuevas. El experimento con el tubo en Y se realizé en las
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siguientes condiciones ambientales: 25+ 1 ° Cy 60 + 10% de HR.

Los adultos de D. citri se obtuvieron de una colonia establecida en el SWFREC
(University of Florida) cuya procedencia original eran citricos localizados en sus parcelas
experimentales. Los parasitodes se colectaron en dichos campos experimentales. Se

utilizaron hembras adultas recién emergidas de menos de 5 dias en todos los ensayos.

Resultado

La exposicion al volatil propanoato de (Z)-3-hexenilo a plantas intactas de citrange
Carrizo sobreexpreso significativamente los tres marcadores estudiados (fig. 4A, By C).
Las plantas activadas expuestas 24 horas a propanoato de (Z)-3-hexenilo resultaron ser
altamente atrayentes al parasitoide Tamarixia radiata (> = 6,914; P = 0.0043) y se
mostraron indiferentes frente a Diaphorina citri (#* = 1,429; P = 0.1160) (fig. 4D).

Ejemplo 5. Respuesta a la activacién defensiva en citricos en condiciones de

campo

Metodologia

Eficacia del uso de difusores cargados con HP en campo.

Se seleccioné un campo de naranjas Valencia con alta presencia de brotes receptivos
y una poblacion de adultos de D. citri localizado en los campos experimentales de
SWFREC (University of Florida). EI campo tenia una extensién aproximada de 0,3 ha.
Se utilizaron plantas centinela que se colgaron en el interior de la copa del arbol. Las
plantas centinelas eran plantones de Murraya paniculata con brotes receptivos a la
puesta de D. citri. Se utlizaron 7 plantones con difusor (difusor polimérico que se cargo
con 1,5 ml de propanoato de (2)-3-hexenilo y 7 plantones sin difusor. Cada plantén se
distribuy6 en el campo siguiendo un disefio de bloques al azar (utilizando fila de arboles
como blogue) y en cada bloque se colocé un plantén con difusor y otro sin. Los plantones
se localizaron a una distancia minima entre ellos de 50 metros para evitar cualquier

efecto borde.

Tras 4 dias de la colocacion de los plantones, éstos se recogieron del campo y se
llevaron al laboratorio donde bajo lupa binocular se conté el nimero de huevos por brote
en cada uno de los plantones.
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Resultado

No se encontraron diferencias entre el nimero de brotes receptivos entre ambos
tratamientos. Al igual que lo observado anteriormente en laboratorio y en invernadero,
la colocacion de los difusores del volatil consiguio reducir la puesta de D. citri en mas de
un 70% (Figura 5).

Aunque se han descrito experimentos especificos llevados a cabo con plantas de tomate
y citricos, el experto en la técnica entendera que el compuesto descrito en la presente
invencién (propanoato de (Z)-3-hexenilo) serd igualmente Util para su uso en la
proteccion de otro tipo de plantas mediante el estimulo o induccién de mecanismos de
defensa. Asimismo, aungque se han descrito experimentos en los que se han sometido
plantas de tomate a ciertas plagas, el experto en la técnica entendera que el compuesto
descrito en la presente invencion sera igualmente Util para su uso en la proteccion de

plantas frente a otras plagas.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de al menos un compuesto de formula |

oS
/\/ﬁ\

formula |
donde R=-CHgs, -CH,-CH3 0 -CH»-CH»-CHs, 0 de una composicién que lo comprende,
para la proteccion de plantas frente a plagas mediante la estimulacién de los

mecanismos naturales de defensa de dichas plantas.

2. Uso, segun la reivindicacion 1, donde el compuesto de formula | es propanoato
de (2)-3-hexenilo.

3. Uso, segun la reivindicacion 1 6 2, donde la proteccion de las plantas se produce

mediante la repelencia de las plagas y/o la atraccion de parasitoides de las plagas.

4. Uso, segun la reivindicacion cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde los
mecanismos de defensa de las plantas provocan la repelencia de las plagas que se
seleccionan de la lista que comprende: las moscas blancas Bemisia tabaci
(Gennadius) y Trialeurodes vaporariorum (Westwood), Aleurothrixus floccosus
(Maskell), Dialeurodes citri (Ashmead) y Paraleyrodes minei laccarino (Hemiptera:
Aleyroididae), los trips Frankliniella occidentalis Pergande, Pezothrips kellyanus
Bagnall, Chaetanaphothrips orchidii (Moulton) y Thrips tabaci Lindeman
(Thysanoptera: Thripidae), las arafias rojas Tetranychus urticae, Eutetranychus
orientalis (Klein), Eutetranychus banksi (McGregor), T. urticae, Panonychus citri
(McGregor) Koch y Tetranychus evansi Baker & Pritchard (Acari: Tetranychidae), los
lepidépteros Tuta absoluta (Meyrick), Phyllocnistis citrella Stainton (Lepidoptera:
Gracillaridae), Spodoptera exigua Hibner y Helicoverpa armigera (HUbner)
(Lepidoptera: Noctuidae) y los psilidos Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera:

Liviidae) y Trioza erytreae (Del Guercio) (Hemiptera: Psyllidae).

5. Uso, segun la reivindicacion cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 donde los
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mecanismos de defensa de las plantas provocan la atraccion de los parasitoides
seleccionados de la lista que comprende especies de los géneros: Encarsia spp.,
Aphytis spp. Cales spp., Eretmocerus spp., Aphelinus spp., (Hymenoptera:
Aphelinidae), Aphidius spp. Lysiphlebus spp. (Hymenoptera: Braconidae) Metaphycus
spp., Anagyrus spp. (Hymenoptera: Encyrtidae), Tamarixia spp. Citrostichus spp.,
Cirrospilus spp., Diglyphus spp. (Hymenoptera: Eulophidae), Trissolcus spp.,
Telenomus spp. (Hymenoptera: Scelionidae) y Trichogramma spp. (Hymenoptera.

Trichogrammatidae).

6. Uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde las plantas protegidas

son plantas horticolas o de citrico.

7. Uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde al menos un
compuesto de la férmula I, o de una composicién que lo comprende, es aplicado a las
plantas mediante difusores.

8. Método para proteccion de plantas frente a plagas mediante la estimulacion de los
mecanismos naturales de defensa de dichas plantas caracterizado porque comprende
poner en contacto al menos un compuesto de formula |, o de una composicion que los

comprende, con las plantas:

R AO/\/I
formula |

siendo RZ-CHs, -CHz-CHg (0] -CHz-CHz-CHg,

9. Método, segun la reivindicacion 8, caracterizado por que el compuesto de formula |

es propanoato de (2)-3-hexenilo.
10. Meétodo, segun la reivindicacién 8 6 9, caracterizado por que el compuesto de

férmula I, o de una composicion que lo comprende, es puesto en contacto con la planta

mediante difusores.
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11. Meétodo, segun la reivindicacién 10, caracterizado por que el difusor es un emisor
pasivo que consisten en un contenedor del compuesto de formula | configurado para

permitir la difusion de dicho compuesto al ambiente que rodea a la planta.

12. Método, segun la reivindicacidén 10, caracterizado por que el difusor consiste en

un nebulizador que produce un aerosol.

13. Método, segun la reivindicacién 10, caracterizado por que el difusor es una
composicion liquida o en gel que contiene el compuesto de la férmula | y que esta

formulada para permitir la difusién de dicho compuesto al ambiente.

14. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, caracterizado por
gue la dosis de compuesto aplicada al ambiente que rodea a las plantas por el
difusor esta entre 25 mg/ha/dia y 25 g/ha/dia.

15. Método, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores 8 a 14,
caracterizado porque los mecanismos naturales de defensa estimulados en las plantas
provocan la repelencia de plagas seleccionadas de la lista que comprende: las moscas
blancas Bemisia tabaci (Gennadius) y Trialeurodes vaporariorum (Westwood),
Aleurothrixus floccosus (Maskell), Dialeurodes citri (Ashmead) y Paraleyrodes minei
laccarino (Hemiptera: Aleyroididae), los trips Frankliniella occidentalis Pergande,
Pezothrips kellyanus Bagnall, Chaetanaphothrips orchidii (Moulton) y Thrips tabaci
Lindeman (Thysanoptera: Thripidae), las arafias rojas Tetranychus urticae,
Eutetranychus orientalis (Klein), Eutetranychus banksi (McGregor), T. urticae,
Panonychus citri (McGregor) Koch y Tetranychus evansi Baker & Pritchard (Acari:
Tetranychidae), los lepidépteros Tuta absoluta (Meyrick), Phyllocnistis citrella Stainton
(Lepidoptera: Gracillariidae), Spodoptera exigua Hubner y Helicoverpa armigera
(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae); y los psilidos Diaphorina citri Kuwayama

(Hemiptera: Liviidae) y Trioza erytreae (Del Guercio) (Hemiptera: Psyllidae).

16. Método, segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 15, caracterizado porque
los mecanismos naturales de defensa estimulados en las plantas provocan la atraccion
de parasitoides seleccionados de la lista que comprende especies de los géneros:
Encarsia spp., Aphytis spp. Cales spp., Eretmocerus spp., Aphelinus spp.,
(Hymenoptera: Aphelinidae), Aphidius spp. Lysiphlebus spp. (Hymenoptera:
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Braconidae) Metaphycus spp., Anagyrus spp. (Hymenoptera: Encyrtidae), Tamarixia
spp. Citrostichus spp., Cirrospilus spp., Diglyphus spp. (Hymenoptera: Eulophidae),
Trissolcus spp., Telenomus spp. (Hymenoptera: Scelionidae) y Trichogramma spp.

(Hymenoptera. Trichogrammatidae).

17. Método, segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 16, caracterizado porque

la planta es una planta horticola o un citrico.
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