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1. Me refiero al auto dictado por ese Despacho notificado por fijacién en lista de 1
de Diciembre de 2011.

2. Con el fin de responder a las objeciones expuestas por el Sefior Examinador en
su Concepto Técnico bajo los acdpites de claridad y novedad, atentamente me
permito presentar los siguientes argumentos técnicos, asi como las siguientes
modificaciones en la solicitud de patente en cuestién, por medio de lo cual se superan
completamente dichas objeciones.

3. TITULO DE LA SOLICITUD

En primer lugar, el sefior Examinador ha objetado el titulo de la presente
solicitud aduciendo lo siguiente:

"El titulo no corresponde con el objeto de la solicitud porque es muy general y se
requiere que sea mas especifico de acuerdo con la materia reclamada, por lo

cual se sugiere al solicitante hacer la correccién necesaria"

En respuesta a lo anterior me permito sefialar que el solicitante ha decidido
reemplazar el titulo actual:

“Tratamiento de cultivos horticolas"

por el nuevo titulo:

"TRATAMIENTO DE CULTIVOS HORTICOLAS CON UNA COMPOSICION
LIQUIDA QUE COMPRENDE CICLOPROPENOS"
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El cual se ajusta plenamente al objeto de la solicitud de patente en cuestidn y
por lo tanto permite superar satisfactoriamente la objecién realizada por el sefior
Examinador a éste respecto.

4, MODIFICACIONES EN_EL CAPITULO REIVINDICATORIO DE LA
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SOLICITUD

Adicionalmente a lo anterior, atentamente me permito sefialar que el solicitante
ha decidido realizar las siguientes modificaciones en el capitulo reivindicatorio de la
invencién:

. En la reivindicacion 1 se ha especificado que las plantas de cultivos
horticolas que se tratan con el método alli revelado son plantas
seleccionadas del grupo conformado por plantas solanaceas vy
cucurbitdceas (lo anterior de conformidad con la reivindicacion 3
actualmente presentada), asi como también se ha especificado que el
ciclopropeno que hace parte de la composicidn liquida empleada en el

método revelado es un compuesto que tiene la siguiente estructura:

Donde cada uno de R? R3® y R* es hidrédgeno y donde R! es un grupo
alifatico sustituido o no sustituido, lo anterior de conformidad con lo

mencionado en, por ejemplo, las paginas 1 y 2 de la descripcion.

. Como resultado de lo anterior, la reivindicacion 3 actualmente presentada
ha sido eliminada; vy,

. Se ha adicionado una nueva reivindicacion, la cual ha sido enumerada
como reivindicacion 8, es dependiente de la reivindicacion 1 y se encuentra
dirigida a especificar que la variable R' representa un grupo alquilo C;-Ca,

lo anterior de conformidad con, por ejemplo, lo mencionado en la pagina 7
de la descripcion.

De lo anterior es claro que las modificaciones realizadas en el capitulo
reivindicatorio de la presente invencidon no implican de manera alguna una ampliacién
en el alcance de la solicitud presentada originalmente, cumpliendo por lo tanto a

cabalidad con las disposiciones de patentabilidad establecidas en el Articulo 34 de la
Decision 486 de 2000.
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5. CLARIDAD DEL CAPIiTULO REIVINDICATORIO

De otro lado, el sefior Examinador ha objetado la claridad del capitulo
reivindicatorio con base en los siguientes argumentos:

. "La reivindicacion 1 menciona que el procedimiento es para tratar
cultivos horticolas, pero dichos cultivos no estin sustentados en la
descripcién porque en los ejemplos y ensayos sélo se ests tratando
los productos agricolas: tomate, pimentones, sandia y melones
cantalope, mencionados en las reivindicaciones 3 y 4 pero que no
constituyen una razonable generalizacién de los cultivos horticolas.
Puesto que fundamentalmente se estd haciendo referencia a
algunos de los productos agricolas pertenecientes a las dos familias
mencionadas en la Tabla 1 (reivindicacién 3)"

En respuesta a lo anterior inicialmente me permito sefialar que el solicitante ha
decidido especificar en la reivindicacién 1 que las plantas de los cultivos
horticolas que pueden tratarse mediante el método alli revelado son plantas
seleccionadas del grupo conformado por plantas solanaceas y cucurbitaceas.

Ahora bien, tal como lo menciona el sefior Examinador en su Concepto Técnico,
a lo largo de la descripcién de la solicitud de patente en cuestion se divulgan
ejemplos en los que se aplica el método de tratamiento revelado a dos
diferentes especies por cada categoria de planta mencionada en la reivindicacion
1, hecho que sustenta apropiadamente el alcance de dicha nueva reivindicacion
y por io tanto permite superar la objecién realizada por el sefior Examinador a
éste respecto.

o "La reivindicacién 1 menciona que la composicion liquida
comprende ciclopropenos, pero estos no estin debidamente
sustentados en la descripcién, porque solo se estd mencionando la

efectividad del 1-MCP, el cual no es una razonable generalizaciéon
de los ciclopropenos"

Frente a éste particular y de conformidad con lo mencionado previamente en el
numeral 3 del presente escrito, me permito sefialar que el solicitante ha decidido
restringir drasticamente el alcance de la reivindicacién 1 al establecer que el
ciclo”propeno que hace parte de la composicién liquida empleada en el

procedimiento revelado en dicha reivindicacién presenta la siguiente estructura
gquimica;
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Donde cada uno de R? R*y R* es hidrégeno y donde R! es un grupo alifatico
sustituido o no sustituido.

. "En la reivindicacion 1 se menciona un procedimiento pero este no
se define en términos de una secuencia l6gica de etapas y

condiciones, sino sélo por una etapa convencional de aplicacién del
herbicida"

En respuesta a lo anterior atentamente me permito manifestar ante ese
Despacho que la reivindicacion 1 de la solicitud en cuestidon describe el
procedimiento revelado por el solicitante de manera suficientemente clara para
que la persona medianamente versada en la materia pueda ponerlo en practica
y obtener el resultado descrito.

En efecto, en dicha reivindicacidn se establece que un liquido que comprende un
ciclopropeno con determinada estructura quimica general debe ponerse en
contacto con una planta seleccionada del grupo conformado por plantas
solanaceas y cucurbitdceas durante la etapa reproductiva de dicha planta, esto
es, durante una época especifica dentro del ciclo de crecimiento de dicha planta
gue es plenamente conocida por la persona medianamente versada en la
materia técnica en cuestion y que es explicado en el articulo escrito por
Anuradha Pujar y compafieros, titulado: "Whole.plant growth stage ontology for
angiosperms and its application in plant biology" (Anexo I1I).

Visto lo anterior, atentamente solicito al sefior Examinador la reconsideracion de

las objeciones realizadas a éste respecto.

. "Las reivindicaciones 1, 5-8 no son claras porque la expresion,
"uno o mas" precediendo una caracteristica no es preciso, porque
hace opcional a las caracteristicas y no limita el alcance de la
reivindicacion”

En respuesta a lo anterior me permito sefalar ante ese Despacho que el
solicitante ha decidido realizar las siguientes modificaciones: reemplazar la frase
‘uno o0 mas ciclopropenos’ por la frase 'un ciclopropeno’, reemplazar la frase 'uno
0 mds de dichos pasos...' por la frase 'dicho paso...' y reemplazar la frase 'una o
mas veces durante...’ por la frase ‘una vez durante...’, con lo cual se supera

completamente |la objecién realizada por el sefior Examinador a éste respecto.

Con base en lo anterior, me permito manifestar que el nuevo capitulo

reivindicatorio de la solicitud en cuestién cumple a cabalidad con las disposiciones de

4
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patentabilidad establecidas en el articulo 30 de la Decision 486 de 2000, toda vez que

es claro, conciso y encuentra pleno sustento en la descripcién.

6. CLARIDAD DE LA DESCRIPCION

Asi mismo, el sefior Examinador ha objetado la claridad de la descripcion
aduciendo lo siguiente:

"En el capitulo descriptivo se presentan algunas inconsistencias
respecto a los simbolos aceptados por el sistema internacional de
unidades, puesto que el simbolo correcto para hectirea es ha, sin tilde
alguna (folio 27, 30-31, 33, 36-37, 41) y el simbolo para tonelada

métrica es Tm (folio 37-37). Se sugiere realizar dichas correcciones"”

Atendiendo a lo anterior me permito sefialar que el solicitante ha decidido

realizar a lo largo de toda la descripcidn de la invencién las siguientes modificaciones:

i.  Reemplazar el término Ha por Ha; v,

ii.  Reemplazar el término mT por el término correcto Tm

Visto lo anterior, me permito manifestar ante ese Despacho que la descripcién
de la solicitud de patente en cuestion, tal y como ha sido modificada, cumple a
cabalidad con las disposiciones de patentabilidad establecidas en el Articulo 28 de la
Decision 486 de 2000.

7. ANALISIS DE LA NOVEDAD DE LA SOLICITUD

Finalmente, de acuerdo con el sefior Examinador el capitulo reivindicatorio de la
presente invencion carece de novedad frente a las ensefianzas de los siguientes
documentos:

(D1) - EP 1 680 960
(D2) » EP 1 609 359

En este sentido, el sefior Examinador argumenta basicamente que las
caracteristicas esenciales de la composicion definida en la reivindicacién 1 habian sido
divulgadas previamente en los documentos D1 y D2 porque:

"D1 ensefia un método para el tratamiento de una planta que comprende poner
en contacto dicha planta con al menos una composicion (i) que comprende al
menos un ciclopropeno y poner éste con una composicion (ii) que comprende al

menos un regulador de crecimiento vegetal que no es un ciclopropeno, para

5
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plantas no citricas (pagina 12, renglones 30-32), ademds se proporciona una

composicion liquida adecuada para el tratamiento de las plantas (pagina 2,
renglones 15-29),

Ademds D2 de forma independiente da a conocer un método de tratamiento de
plantas o partes de plantas que comprende la etapa de poner en contacto con
dichas plantas o partes de plantas con al menos una composicion que
comprende un compuesto doble enlace aducto al ciclopropeno (pégina 7
renglones 19-23; pagina 8, pagina 10, renglones 15-16)"

En vista de lo anterior y con el animo de demostrar que el nuevo capitulo
reivindicatorio de la solicitud de patente en cuestion es nuevo frente a las ensefianzas

de los documentos D1 y D2, atentamente me permito presentar las siguientes
consideraciones técnicas:

(a) La solicitud de patente en cuestion se encuentra dirigida a proteger Un
procedimiento para tratar plantas de cultivos horticolas, donde dichas
plantas son seleccionadas del grupo conformado por plantas solanaceas y
cucurbitdceas, comprendiendo el paso de poner en contacto a esas plantas
una o mas veces con una composicion liquida, en donde dicha composicion
liqguida comprende un ciclopropeno, en donde dicho contacto se efectua
durante una etapa reproductiva de esas plantas, y en donde dicho

ciclopropeno es un compuesto que tiene la estructura:

Donde cada uno de R?, R® y R* es hidrégeno y donde R es un grupo
alifatico sustituido o no sustituido.

(b) Ahora bien, en el documento D1 se divulga un método para el tratamiento
de plantas no citricas que incluye poner en contacto dicha planta con una
composicion que comprende al menos un compuesto ciclopropeno y con
una composiciéon que comprende al menos un regulador de crecimiento de
planta diferente a ciclopropeno. Asi mismo, dicha anterioridad divulga una
composicion liquida adecuada para el tratamiento de plantas que
comprende al menos un ciclopropeno, al menos un regulador de
crecimiento de planta diferente a ciclopropeno y uno o mas ingredientes
adicionales seleccionados del grupo conformado por agentes acomplejantes
de metal, surfactantes, hidrocarburos de petrdleo y alcoholes.
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Sin embargo, a partir de la atenta lectura del documento D1 es claro que
en dicha anterioridad no se ensefia un procedimiento para tratar plantas de
cultivos horticolas seleccionadas del grupo conformado por plantas
solandceas y cucurbitdceas, razén por la cual es claro que la solicitud de
patente en cuestidn, tal y como ha sido modificada, presenta un inequivoco

caracter novedoso frente a las enseflanzas de D1.

(¢) Por su parte, el documento D2 divulga un método para el tratamiento de
plantas o partes de plantas que comprende el paso de poner en contacto
dichés plantas o partes de plantas con al menos una composicién que
comprende un compuesto ciclopropeno en el cual un atomo de un grupo
guimico estd enlazado al carbono 3 del compuesto ciclopropeno mediante
un doble enlace, tal y como ocurre en los siguientes casos (ver paginas 2 y
3 de dicha anterioridad):

Rsl; R3\|N /i\
‘Rl R2 or R1 R2 or R1 R2

Sin embargo, contrario a lo anterior, es claro que en el procedimiento
revelado en la solicitud de patente en cuestién se emplea un compuesto

ciclopropeno que tiene la siguiente estructura quimica general:

R R

Donde cada uno de R? R®y R* es hidrégeno y donde R! es un grupo
alifatico sustituido o no sustituido.

De lo anterior es evidente que el carbono 3 del ciclopropeno empleado en
la presente invencion esta enlazado a dos atomos de hidrogeno (grupos R3
y R*) y por lo tanto dicho dtomo de carbono 3 de ninguna manera puede

estar enlazado mediante un doble enlace a alglin grupo quimico.

Visto lo anterior, es claro que el procedimiento revelado en la solicitud de
patente en cuestion también presenta un inequivoco caracter novedoso
frente a las ensefianzas del documento D2.

Visto lo anterior, atentamente me permito manifestar que el nuevo capitulo

reivindicatorio de la solicitud de patente en cuestidn presenta un inequivoco caracter
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novedoso frente a las ensefianzas de los documentos D1 y D2, cumpliendo por lo

tanto a cabalidad con las disposiciones de patentabilidad establecidas en el articulo 16
de la Decision 486 de 2000.

8. CONCLUSION

De conformidad con lo mencionado en el presente memorial, me permito
manifestar que el capitulo reivindicatorio de la solicitud en cuestién, tal como ha sido

modificado, es claro, conciso y presenta pleno sustento en la descripcion de la
solicitud.

Asi mismo, es claro que el procedimiento para tratar plantas de cultivos
horticolas revelado en el nuevo capitulo reivindicatorio de la presente invencidon es
novedoso frente a las enseflanzas de los documentos D1 y D2, toda vez que es claro
que un procedimiento para el tratamiento de plantas seleccionadas del grupo
conformado por plantas solanaceas y cucurbitdceas con una composicién liquida que
comprende un ciclopropeno con la estructura quimica general establecida en la
reivindicacion 1 de la solicitud en cuestién, no era conocido en el estado de la técnica

anterior, incluyendo los documentos D1 y D2 sefialados por ese Despacho.

Por lo tanto, en vista de las modificaciones realizadas en el capitulo
reivindicatorio de la presente solicitud, y teniendo en cuenta los argumentos técnicos
presentados para demostrar el inequivoco caracter novedoso de la invencién en
cuestion, resulta completamente claro que se han superado las objeciones expuestas
por el sefior Examinador en su Concepto Técnico, y por lo tanto, dicha invencién es
merecedora del privilegio de patente solicitado.

9.  Anexo al presente memorial me permito presentar:

. Copia de la nueva descripcién de la solicitud, la cual reemplaza al

documento actualmente presentado y en la que se han realizado las modificaciones
previamente mencionadas;

. Copia del nuevo capitulo reivindicatorio de la solicitud, el cual reemplaza al
documento actualmente presentado y en el que se han realizado las modificaciones
previamente mencionadas; v,

. Copia del articulo: A. Pujar et al., Whole-plant growth stage ontology for

angiosperms and its application in plant biology, Plant Physiology, October 2006, Vol.
142, pp. 414-428.
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En vista de lo anterior, ruego a usted proceder a estudiar nuevamente la

solicitud a la luz de las modificaciones y argumentaciones presentadas y conceder el

e WA
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privilegio de patente solicitado.
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TRATAMIENTO DE CULTIVOS HORTICOLAS CON UNA COMPOSICION
LIQUIDA QUE COMPRENDE CICLOPROPENOS

RESUMEN -OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

En un aspecto de la presente invencién, se provee un procedimiento para
tratar plantas horticolas que comprenden el paso de poner en contacto a esas
plantas, una o mas veces, con una composicién liquida, en que esa composicién

liquida comprende uno o mas ciclopropenosy, en que ese contacto se efectua

durante una etapa reproductiva de esas plantas.
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TRATAMIENTO DE CULTIVOS HORTICOLAS CON UNA COMPOSICION
LIQUIDA QUE COMPRENDE CICLOPROPENOS
MEMORIA DESCRIPTIVA

Las plantas de cultivo se tratan, a menudo, poniéndolas en contacto

con composiciones. Un posible beneficio de tal tratamiento es el mejoramiento del
rendimiento del cultivo. Por ejemplo, la Publicacién de la Patente de los EE. UU. N°
2006/0160704 describe tratar a plantas no-citricas con composiciones que
contienen al menos un ciclopropeno y al menos un regulador de crecimiento
vegetal que no es ciclopropeno. Se desea proveer procedimientos que incluyan el
tratamiento de ciertas plantas especificas de cultivo, con composiciones liquidas,

en etapas de desarrollo adecuadas para esas plantas especificas.

En un aspecto de la presente invencién, se provee un procedimiento -
para tratar plantas horticolas que comprende el paso de poner en contacto a esas
plantas, una 0 méas veces, con una composicion liquida, en que esa composicion

liquida comprende uno o mas ciclopropenos vy, en que ese -contacto se efectua

durante una etapa reproductiva de esas plantas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La practica de la presente invencion incluye el uso de uno o mas

ciclopropenos. Como se usa aqui, "un ciclopropeno" es cualquier compuesto con la

férmula:

del grupo que consiste de H y un grupo quimico de férmula:
'(L)n'z




monovalente. Cada Z se selecciona independientemente del grupo g

isocianido,

€n que n es un entero desde 0 hasta 12. Cada L es un radical

bivalente. Los grupos L adecuados incluyen, por ejemplo, a radicales conteniendo

uno o mas atomos seleccionados de H,B,C,N,O,P, S, Si 0 mezclas de los mismos.

Los tomos dentro de un grupo L pueden estar conectados entre s por enlaces
simples, dobles, triples 0 mezclas de los mismos. Cada grupo L puede ser linear,

ramificado, ciclico o una combinacién de los mismos. En cualquier grupo R (es decir,

cualquiera de R', R?, R® y R*) el nimero total de heterodtomos (es decir, atomos que

no son H ni C) varia desde 0 a 6, Independientemente, en cualquier grupo R el

nimero total de atomos no-hidrégeno es 50 o menos. Cada Z es un radical

ue consiste de
hidrégeno, haldgeno, ciano, nitro, nitroso, azido, clorato, bromato, yodato, isocianato,
isotiocianato, pentafiuorotio y un grupo quimico G, en que G es un

sistema de anillos de 3 a 14 miembros.

Los grupos R', R% R® y R* se seleccionan independientemente de

grupos adecuados. Los grupos R', R%, R® y R* pueden ser idénticos entre s 0,

cualquier nimero de ellos puede ser distinto de los otros. Entra los grupos que son

adecuados para usar como uno o mas de R', R2, Ry R* estan, por ejemplo, grupos

alifaticos, grupos alifaticos-oxi, grupos alquifosfato, grupos cicloalifaticos, grupos
cicloalquilsulfonil, grupos cicloalquilamino, grupos heterociclicos, grupos aril, grupos
heteroaril, haldgenos, grupos silil, otros grupos y mezclas y combinaciones de los
mismos. Lod grupos que son adecuados para usar como uno o mas de R', R?, R® y
R* pueden estar sustituidos o no-sustituidos. Independientemente, los grupos que
son adecuados para usar como uno o mas de R', R?, R® y R pueden conectarse

directamente con el anillo de ciclopropeno o pueden estar conectados con el anillo de

ciclopropeno, a través de un grupo interventor tal como, por ejemplo, un grupo

conteniendo un heteroatomo.




Entre los grupos R', R?, R® y R? adecuados estan, por ejemplo, los

grupos alifaticos.  Algunos grupos alifdticos adecuados incluyen, por ejemplo, a
grupos alquil, alquenil y' alquinil.  Los grupos alifaticos adecuados pueden ser

lineares, ramificados, ciclicos O una combinacion de los mlsmos

Independlentemente los grupos alifaticos adecuados pueden estar sustituidos o no-

sustituidos.

Como se usa aqui, se dice qué un grupo quimico de interés esta

“sustituido” sf uno o més de sus atomos de hidrégeno estan reemplazados por un

sustituyente._ Se contempla que tales grupos sustituidos puedan prepararse por

cualquier procedimiento incluyendo, pero sin que sea limitacion, preparar la forma -
no-sustituida del grupo quimico de interés y efectuando luego la sustitucidn. Los
sustituyentes adecuados incluyen, por ejemplo, alquil, alquenil, acetilamino, alcoxi,

alcoxialcoxi, alcoxwarbonll alcoxiimino, carboxi, halégeno, haloalcoxi, hidroxi,

alquilsulfonil, alquiltio, trialquilsilil, dialquilamino Yy combinaciones de los mismos. Un

sustituyente adicional, adecuado, que si esta presente puede estar solo o en

combinacién con otro sustituyente adecuado es:
“(LUm-Z

€n que m es 0 hasta 8 y en que L y Z se definieron. Si esta presente
méas de un Sustituyente en un grupo simple de interés, cada sustituyente puede
reemplazar a un 4tomo de hidrégeno diferente o, un sustituyente puede estar unido a
otro sustituyente, el que a su vez esta unido al grupo quimico de interés 0, una
combinaciéﬁ de los mismos.

Entre los grupos adecuados R', R?, R? y R* estan, por ejemplo, los
grupos oxi-alifaticos sustituidos o no-sustituidos tales como, por ejemplo, alquenoxi,

alquinoxi y alcoxicarboniloxi.

Tambien entre los grupos R', R2, R? y R* adecuados estan, por

ejemplo, los grupos alquilfosfonato  sustituidos o no-sustituidos,
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alquilfosfato sustituidos o no-sustituidos, los grupos alquilamino sustituidos o no-

sustituidos, los grupos alquilsuifonil sustituidos o no-sustituidos, los grupos

alquilcarbonil sustituidos o no=sustituidos y los grupos alquilaminosulfonil sustituidos
0 no-sustituidos incluyendo, por ejemplo, a los grupos alquilfosfonato, dialquilfosfato,

dialquiltiofosfato, dialquilamino, alquilcarbonil y dialquilaminosulfonil.

Tambien entre los grupos R', R R? y R* adecuados estan, por

ejemplo, los grupos cicloalquilsulfonil sustituidos o no-sustituidos y los grupos

cicloalquilamino  tales  como, por  ejemplo, dicicloalquilaminosulfonil y

dicicloalquilamino.

También entre los grupos R', R?, R® y R* adecuados estan, por

ejemplo, los grupos heterociclil sustituidos o no-sustituidos (es decir, grupos ciclicos,

aromaticos o no-arométicos, con al menos un heterodtomo en el anillo).

También entre los grupos R', R?, R® y R* adecuados estan, por
ejemplo, los grupos heterociclil sustituidos o no-sustituidos que estan conectados al
compuesto ciclopropeno a través de un grupo interventor oxi, amino, carbonil o
sulfonil; los ejemplos- de tales grupos R, R’ R® y R* son heterocicliloxi
heterociclilcarbonil, diheterociclilamino y diheterociclilaminosulfonil.

También entre los grupos R', R?, R® y R* adecuados estan, por

ejemplo, los grupos aril sustituidos o no-sustituidos. Los sustituyentes adecuados
son aquellos descritos anteriormente. En algunas modalidades, se usa uno 0 mas
grupos aril sustituidos, en los cuales al menos un sustituyente es uno o mas de
alquenil, alquil, alquinil, acetilamino, alcoxialcoxi, alcoxi, alcoxicarbonil, carbonil,
segun la Reivindicacién alquiloxi, carboxi, arilamino, haloalcoxi, haldgeno, hidroxi,
trialquilsilil, dialquilamino, alquilsulfonil,  sulfonilalquil,  alquiltio, tioalquil,

arilaminosulfonil y haloalquiltfo.

También entre los grupos R', R%, R® y R* adecuados estan, por
RUOP Ny e,
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‘con el compuesto ciclopropeno a través de un grupo interventor oxi, amino, carbonil,

sulfonil, tioalquil o aminosulfonil; los ejemplos de tales grupos R, R% R®y R* son

diheteroarilamino, heteroariltioalquil y diheteroarilaminosulfonit,

También entre los grupos R', R%, R® y R* adecuados estan, por

ejemplo, los grupos hidrégeno, fldor, cloro, bromo, yodo, ciano, nitro, nitroso, azido,;
clorato, bromato, yodato, isocianato, isocianido, isotiocianato, pentafluorotio, acetoxi,
carboetoxi, cianato, nitrato, nitrito, perclorato,alenil, butilmercapto, dietilfosfonato,

dimetilfenilsilil, isoquinolil, mercapto, naftil, fenoxi, fenil, piperidino, piridil, quinolil,

trigtilsilil, trimetilsilil y los analogos sustituidos de los mismos.

Como se usa aqui, el grupo quimico G es un sistema de anillos de 3 a

14 miembros. Los sistemas de anillo adecuados como grupo quimico G pueden

estar sustituidos 0 no-sustituidos; pueden ser arométicos (incluyendo por gjemplo,

fenil y naftil) o alifaticos (incluyendo grupos alifaticos insaturados, alifaticos

parcialmente saturados o alifaticos saturados); y pueden ser carbociclicos o

heterociclicos. Enir los grupos G heterociclicos, algunos heteroatomos adecuados
son, por ejemplo, nitrégeno, azufre, oxigeno y sus combinaciones. Los sistemas de
anillo adecuados como grupo quimico G pueden ser monociclicos, biciclicos,
tncncllcos policiclicos, esplro o fundidos; entre los sistemas de anillo adecuados para
el grupo quimico G que son biciclicos, triciclicos o fundidos, los varios anillos en un
grupo quimico G simple pueden ser del mismo tipo o de dos o0 mas tipos (por
ejemplo, un anillo aromatico puede estar fundido con un anillo alifatico).

En algunas modalidades, G es un sistema de anillos que contiene
anillos de 3 miembros, saturados 0 insaturados tal como, por ejemplo, un anillo
ciclopropano, ciclopropeno, epoxido o aziridino, sustituidos o no-sustituidos.

En algunas modalidades, G es un sistema de anillos que contiene a un

anillo heterociclico de 4 miembros; en algunas de esas modalidades, G es un

sistema de anillos que contiene a un anillo heterociclico con.5 0 mas mi
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algunas de tales modalidades, el anillo heterociclico contiene 1 a 4 heteroatomos,
Independientemente, en algunas modalidades, el anillo en G es no-sustituido: en
otras modalidades, el sistema.de anillos contiene 1 a 5 sustituyentes: en algunas de
las modalidades en que G contiene sustituyentes, cada sustituyente se selecciona

independientemente de los sustltuyentes ya descritos. También son adecuadas las

modalidades en las cuales G es un sistema de anillos carbociclico.

En algunas modalidades, cada G es un grupo fenil, piridil, ciclohexil,
ciclopentil, propi, furil, tiofenil, triazolil, pirazolil, 1,3-dioxanil o morfolinil sustituidos o
no-sustituidos. Entre esas modalidades se incluyen aquellas, por ejemplo, en las

cuales G es un grupo fenil, ciclopentil, cicloheptil o ciclohexil, sustituidos o no-"

sustituidos. En algunas de esas modalidades, G es un grupo ciclopentil, cicloheptil,
ciclohexil, fenil o fenil sustituido. Entre las modalidades en las cuales G es fenil
sustituido, estdn aquellas por ejemplo, en que hay 1, 2 o 3 sustituyentes.

Independientemente, también entre las modalidades en las cuales G es fenil

sustituido estan aquellas, por ejemplo, en las cuales los sustituyentes se seleccionan

independientemente de metil, metoxi y haldgeno.

También se contempla modalidades en las cuales R® y R* estan
combinados en un grupo simple, que esta unido al atomo de carbono numero 3 del
anillo de ciclopropeno por un enlace doble. Algunos de tales compuestos se

describen en la Publicacion de Patente de los EE. UU, N° 2005/0288189.

En algunas modalidades, sélido usan uno o mas ciclopropenos, en los
cuales uno o mas de R', R?, R®y R* es hidrogeno. En algunas modalidades, R' y R

0 ambos, son hidrégeno. En algunas modalidades, R® y R* o0 ambos son hidrdgeno.

En algunas modalidades, R?, R® y R* son hidrégeno.

En algunas modalidades, uno o mas de R', R% R® y R* son una

estructura que no tiene un enlace doble. Independientemente, en algunas
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enlace triple. Independientemente, en algunas modalidades, uno o mas de R', R?,

R® y R* son una estructura que carece de un sustituyente halogeno.

Independientemente, en algunas modalidades, uno o mas de R, R% R®y R*son una

estructura que carece de un Sustituyente idnico.

En algunas modalidades, uno o més de R', R? R®y R* son hidrégeno o

alquil C1 10- En algunas modalidades, cada | uno de R', R?, R® y R* son hidrégeno o

alquil Cy4. En algunas modalidades, cada uno de R', R2, R? y R* son hidrégeno o

alquil Ci4.  En algunas modalidades, cada uno de R', R?, R? y R* son hidrégeno o

metil. En algunas modalidades, R' es alquil Cy4 y cada uno de R2, RB? y R* son
hidrégeno. En algunas modalidades, R' eg metil y cada uno de R?2

hidrogeno y el ciclopropeno §e conoce aqui como “1-MCP”.

En algunas modalidades, se usa.un ciclopropeno que tiene un punto de

ebullicién, a una atmésfera de presion, de 50°C o menor; 0 25°C o menor; 0 15°C o

menor, Independlentemente en algunas modalidades, se usa un ciclopropeno que
tiene un punto de ebulhcuon a una atmdsfera de presion, de -100°C 0 mas alto; de -

50°C o mas alto; o de -25°C o mas alto; o de 0°C 0 mas alto.

Los ciclopropenos adecuados para usar en esta invencién pueden
prepararse por cualquier método. Algunos métodos adecuados de preparacion de

ciclopropenos son los procedimientos descritos en las Patentes de los EE. UU. N°s

5.518.988 y 6.017.849.

En algunas modalidades, una o mas composiciones de la presente

invencién incluyen al menos u reactivo acomplejador iénico. Un reactivo

acomplejador idnico interactda con un ciclopropeno para formar un complejo que es

estable en agua. Algunos reactivos acomplejadores i6nicos adecuados incluyen, por

ejemplo, al ion litio. En algunas modalidades, no se usa reactivo acomplejador

ionico.
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En algunas modalidades, ninguna composicién de la presente

invencion incluye un agente encapsutador molecular. En otras modalidades, una o

mas composiciones de la presente invencion incluyen a al menos un agente

encapsulador molecular,

Cuando se usa un agente encapsulador molecular, los agentes

adecuados incluyen, por ejemplo, agentes encapsuladores moleculares organicos o

inorganicos.  Los organicos adecuados incluyen, por ejemplo, ciclodextrinas

sustituidas, ciclodextrinas no-sustituidas y éteres coronados, Los agentes

encapsuladores moleculares inorganicos incluyen, por ejemplo, zeolitas. También

son adecuadas las mezclas de agentes encapsuladores moleculares. En algunas

modalidades de la presente invencidn, el agente encapsulador molecular es alfa-
ciclodextrina, beta-ciclodextrina, gamma-ciclodextrina 0 mezclas de las mismas. En
algunas modalidades de la invencion, particularmente cuando el ciclopropeno e 1-

metilciclopropeno, el agente encapsulador es alfa-ciclodextrina.  E| agente

encapsulador preferido variara, dependiendo de Ia estructura del ciclopropeno o

ciclopropenos usados. Cualquier ciclodextrina o mezcla de ciclodextrinas también

pueden utilizarse de acuerdo con la presente invencion. Algunas ciclo-dextrinas

estan disponibles, por ejemplo, en Wacker Biochem, Inc., Adrian, MI o Cerestar

U.S.A, Hammond, IN, asf como en otros suministradores.

En algunas modalidades, en las cuales esti presente un agente

encapsulador molecular, al menos uno de ellos encapsula a ung o mas

ciclopropenos.  Una molécula de ciclopropeno o de ciclopropeno  sustituido,
encapsulado especialmente una molécula de agente encapsulador molecular se
conoce aqui como “complejo de agente encapsulador molecular de ciclopropeno”. El

complejo de agente encapsulador molecular de ciclopropeno puede prepararse por

cualquier medio. En un método de preparacion, por ejemplo, tales complejos se
RRUM M’,;,.‘_“‘,‘ :
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agente encapsulador molecular y luego aislando e complejo usando, por ejemplo, los

~procedimientos descritos en Ia Patente de los EE, UU. N° 6.017.849. Por gjemplo,

€n un procedimiento para Prepararlos, en el cual se encapsula 1-MCP en un agente
encapsulador, se hace burbujear gas de 1-MCP 3 través de una solucion de alfa-
cuclodextrrna €n agua, desde la cual e complejo precipita primero ¥ luego se aisla por

filtracion. En algunas modalidades, los complejos se preparan por el prOCGdlmlentO

anterior y, después de la aislacion, se secan y almacenan en forma sélida, por

ejemplo, como polvo para agregarlos después a composnmones utiles.

En algunas modalidades, uno o mas agentes encapsuladores

moleculares y uno o més ciclopropenos estan presentes en una composicion; en ‘
algunas de tales modalidades, la cantidad de agente encapsulador molecular puede

caracterizarse Utilmente por la relacion entre moles del agente encapsulador

molecular a los moles de ciclopropeno. En algunas modalidades, esta relacion de
moles varia desde 0,1 o mayor 0 0,2 0 mayor 0 0,5 o mayor o 0,9 o mayor.

Independientemente, en algunas de esas modalidades la relacién-es 2 o menor; o

1,5 0 menor.

En algunas modalidades, Ia composicion de la presente invencion

carece de un agente de absgisién,

La practica de la presente invencidn incluye una o mas composiciones
liquidas. Las composiciones liquidas son liquidos a 25°C. En algunas modalidades,
las composiciones liquidas son liquidas a Ia temperatura a la que se usa la
composmlon para tratar a las plantas. Debido g Que las plantas se tratan, a menudo,
fuera de edificios, las plantas pueden tratarse a temperaturas que varfan desde 1°C
hasta 45°C; las composiciones liquidas adecuadas no necesitan ser liquidas en todo

este rango de temperaturas, pero las adecuadas son liquidas a al menos algunas

temperaturas desde 1°C hasta 45°C,
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Si una composicién liquida contiene mas de una sustancia, esa

composicion liquida puede ser una solucion o dispersién o combinacion de las

mismas. Si en la composicion liquida, una sustancia esta dispersada en otra

- Sustancia en forma de dispersion, la dispersién puede ser de cualquier tipo

incluyendo, por ejemplo, una suspension, un latex, una emuision, una mini-emulsion,
una micro-emulsion o cualquier combinacion de las mismas.

La cantidad de ciclopropeno en |Ia composicion puede variar

ampliamente, dependiendo del tipo de composicién y del metodo que se intenta usar.
En algunas modalidades, la cantidad de ciclopropeno, basada en el peso total de Ia

composicion, es 4%, en PESO 0 menor; 0 1%, en peso o menor; 0 0,5% , en peso o

menor; o0 0,5%, en peso o menor. Independientemente, en algunas modalidades, Ia

cantidad de ciclopropeno, basada en el peso total de la compoasicion, es 0,000.001%,

€n peso o0 mayor; 0 0,000.01%, en PE€SO 0 mayor; 0 0,000.1%, en peso o mayor; o

0,001%, en peso o mayor.

Entre las modalidades de I presente invencion que usan una

composicion de la presente invencién Que contiene agua, la cantidad de ciclopropeno

puede caracterizarse como partes por millon (es decir, partes, en peso, de

ciclopropeno por 1 millén de partes de agua en la composicion, “ppm”) o como partes

por billon (es decir, partes en'peso, de ciclopropeno por 1.000 millones de partes de

agua en la composicién, ‘ppb”).  En algunas modalidades, la cantidad de
ciclopropeno es 1 PPb 0 mayor; o 10 PPb 0 mayor; o 100 Ppb 0 mayor.
Independientemente, en algunas modalidades, la cantidad de ciclopropeno es 10.000

PPmM 0 menor; o 1.000 ppm o menor.

En algunas modalidades, se usa una composicion liquida de Ia

presente invencion, en la cual algo o todo el ciclopropeno esta encapsulado en uno o

mas agentes encapsuladores.
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En algunas modalidades, ninguna composicién de la presente

invencién incluye agentes acomplejadores metalicos. En algunas modalidades, una

0 mas de las composiciones~de la presente invencign incluye uno o mas agentes

acomplejadores metdlicos,

Puede incluirse uno o mas agentes acomplejadores metdlicos en una 0

MAs composiciones liquidas. Un agente acomplejador metalico es un compuesto

Capaz de formar enlaces coordinados con &tomos metalicos.  Algunos agentes

acomplejadores metdlicos son agentes queladores. Como se usa aqui, un “agente

quelador” es un Compuesto en que cada una de sus moléculas es capaz de formar

dos o més enlaces coordinados con un simple &tomo de metal, Algunos agentes

acomplejadores metalicos forman enlaces coordinados con atomos metdlicos porque
el agente acomplejador contiene &tomos donantes de electrones que participan en

los enlaces coordinados con los atomos metdlicos. Los agentes queladores

adecuados incluyen, por ejemplo, agentes queladores organicos e inorgénicos,
Entre los agentes queladores inorganicos estan, por ejemplo, los fosfatos tales como
pirofosfato de tetrasodio, tripolifosfato de sodio y &cido hexametafosférico. Entre los

agentes queladores organicos adecuados estan aquellos con estructuras

macrociclicas y no macrociclicas.  Entre |og agentes queladores organicos

adecuados estan, por ejemplo, los compuestos de porfina, poliéteres ciclicos

(también llamados éteres coronados) y compuestos macrociclicos con ambos,

atomos de nitrégeno y oxigeno.

Algunos agentes queladores organicos adecuados que tienen

estructuras no macrociclicas Son, por ejemplo, los acidos amino-carboxilicos, 1,3-

diquetonas, 4&cidos hidroxi-carboxilicos, poliaminas, amino-alcoholes, bases

heterociclicas aromaticas, fenol, aminofenoles, oximas, bases de Shiff, compuestos

de azufre y mezclas de los mismos. En algunas modalidades, el agent@
: R

. fa . - . o "’/
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carboxflicos, una o mas oximas o mezclas de los mismos. Algunos acidos amino-

carboxilicos adecuados incluyen, por ejemplo, acido etilendiamino tetra acético
(EDTA), &cido hidroxietil etilendiamino triacético (HEDTA), &cido nitrilo triacético
(NTA), N-dihidroxietil glicina (2-HxG), etilenbis(hidroxifenilglicina) (EHPG) y mezclas

de los mismos. Algunos 4cidos hidroxi-carboxilicos adecuados incluyen, por
ejemplo, &cido tartérico, &cido citrico, Acido gluconico, &cido 5-sulfosalicilico y

mezclas de los mismos. Algunas oximas adecuadas incluyen, por ejemplo,
dimetilglioxima, salicilaldoxima Y mezclas de las mismas. En algunas modalidades,

se usa EDTA.

Algunos agentes queladores adecuados, adicionales, son poliméricos.
Entre estos, se incluyen, ‘por ejemplo, a las polietileniminas, polimetacriloilacetonas,
acido poliacrilico y écido polimetacrilico.

Algunos agentes acomplejadores metalicos adecuados, que no son
agentes queladores son, por ejemplo, carbonatos alcalinos tales como el carbonato

de sodio.

Los agentes acomplejadores metalicos pueden estar presentes en

forma neutra o en forma de una o mas sales. Las mezclas de agentes

acomplejadores metalicos, también son adecuadas.

En algunas modalidades de la presente invencion, ninguna

composicion contiene agua. En otras modalidades, la composicién de |a presente

invencion contiene agua.

Independientemente, en algunas modalidades en las cuales se usa una
composicion liquida que incluye agua y que contiene a uno o mas agentes
acomplejadores metalicos, la cantidad de agentes acomplejadores metdalicos puede

caracterizarse ttilmente por la concentracion molar del agente acomplejador metalico

en la composicién liquida (es decir, moles del agente acomplejador metalico por litro

de la composicion liquida). En tales composiciones liquidas, la conc
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agente acomplejador metalico es 0,000.01 mM (es decir, mili- -molar) o mayor: o

0,000.1 mM o mayor: 0 0 ;001 mM o mayor; o 0.01 mM o mayor: o 0,1 mM o mayor,
Independientemente, en algunas modalidades en las cuales una composicién de |a

presente invencién incluye agua, la concentracién dej agente acomplejador metalico

es 100 mM o menor; 0 10 mM o menor; o 1 mM o menor,

En algunas modalidades de la presente invencién, uno o mas

adyuvantes se incluyen en la composicién. El uso de adyuvantes se considera

opcional en la practica de Ia presente invencion. Los adyuvantes pueden usarse

solos o en cualquier combinacién. Cuando se usa mas de un adyuvante, se

contempla que pueda usarse cualquier combinacion de ellos. Algunos adyuvantes

adecuados son tensioactivos, alcoholes, aceites, rellenos, pigmentos, aglomerantes,

plastificantes, lubricantes, agentes humectantes, agentes esparcidores, agentes

dispersadores, adherentes, adhesivos, desespumantes, espesadores, agentes
vehiculares y emulsificantes.

En algunas modalidades, se usa una composicion de la presente
invencién, que contiene uno o mas adyuvantes seleccionados de alcoholes, aceites y
Sus mezclas; tal composicién puede contener 0 no uno o mas tensioactivos.

En algunas modalidades de la presente invencion se usa uno o mas
tensioactivos. Los tensioactivos adecuados incluyen, por ejemplo, tensioactivos
anionicos, catidnicos, no-idnicos, anfotéricos y mezclas de los mismos. En algunas
modalidades, se usa uno o mas tensioactivos anidnicos. También son adecuadas

las mezclas de tensioactivos,

Entre las modalidades en las cuales se usa una o mas composiciones
liquidas que incluyen a uno o mds tensioactivos, algunas contienen tensioactivos en
cantidades, en peso basadas en el peso total de la composicién liquida, de 0,025% o

mas; 0 0,05% 0 mas; 0 0,1% o0 mas. Independientemente, algunas composiciones
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composicion liquida de 75% o menos; o 50% o menos; o0 20% o menos; o0 5% o

menos; 0 2% 0 menos; 0 1% o menos; 0 0,5% o menos; 0 0,3% o menos.

En algunas de Ias modalidades, no se incluye aceite en Ia composicion.

Independientemente en algunas de las modalidades, se usa uno o mas

aceites. Como se usa aqui, un “aceite” es un compuesto que es liquido a 25°C yai

atmosfera de presidn Y, Que tiene un punto de ebullicién de 30°C o mayor, a 1

atmosfera de presién. Como se usa aqui, “aceite” no incluye agua ni tensioactivos

(como ya se describié) ni alcoholes (como se describira).

Algunos aceites son
aceites de hidrocarburos, mientras otros no lo son. Loa aceites de hidrocarburos son
COmpuestos de alcanos rectos, ramificados o ciclicos, con 6 o mas atomos de

carbono. Como se usa aquf “sin hidrocarburo” significa cualquier compuesto que

contiene al menos un atomo que no es hidrégeno ni carbono.

En algunas modalidades, en las cuales se usa una composicién liquida,

se incluye uno o méas aceites de hidrocarburo en la composicion. Algunos aceites de

hidrocarburo adecuados incluyen, por ejemplo, hexano, dodecano, hexadecano,

petroleo diesel, aceite parafinico refinado (por ejemplo, aceite para aspersion

Ultradine™ de la Sun Company) y mezclas de los mismos.

En algunas modalidades, se incluye uno o méas aceites no-hidrocarburo

en la composicién. En algunas modalidades, los aceites no hidrocarburo tienen un

punto de ebullicién de 50°C o mayor; o 75°C o mayor; 0 100°C o mayor.

Independientemente, en algunas modalidades, los aceites no hidrocarburo tienen un
peso molecular de 100 o mayor; 0 200 o mayor; o0 500 o mayor.

Algunos aceites no hidrocarburo son, por ejemplo, aceites grasos no

hidrocarburo. Aquf “graso” significa cualquier compuesto que contenga uno o mas

residuos de 4cidos grasos. Los acidos grasos son acidos carboxilicos de cadena

larga, con largos de cadena de al menos 4 atomos de carbono. Los acidos grasos

Ve
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tipicos tienen largos de cadena de 4 a 18 atomos de carbono, aunque alg
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cadenas mas largas, Algunos de los aceltes grasos, no hldrocarburo adecuados
SOn, por ejemplo, ésteres de &cidos grasos. Tales ésteres incluyen, por ejemplo,
glicéridos de 4cidos grasos, ineluyendo triglicéridos. Un ejemplo de un triglicérido de
acido graso es el acsite de Soya. Los aceites grasos no hidrocarburo pueden ser
sintéticos o naturales o madificaciones de aceites naturales o una combinacién o
mezcla de los mismos. También, entre los aceites grasos no hidrocarburo estan los
ésteres auto-emulsificantes de acidos grasos.

Otro grupo de aceites no hidrocarburo adecuados son los aceites de

silicona. Los aceites de silicona son oligémeros o polimeros Que tienen un espinazo

parcial o completamente hecho de eslabones -Si0-, Log aceites de silicona

incluyen, por ejemplo, a los aceites de polidimetilsiloxano.
También son adecuadas las mezclas de aceites adecuados, incluyendo
mezclas plurales de aceltes de hidrocarburg, mezclas plurales de aceites no

hidrocarburo y mezclas de uno 0 mas aceites de hidrocarburo Con uno 0 mas aceites

no hidrocarburo.

Algunas modalidades usan aceites en cantidades en peso, basadas en

el peso total de la composicidn de 0,25% o mas; o 0,5% 0 mas; 0 1% 0 mas.
Independientemente, algunas modalidades usan aceites en cantidades en peso,
basadas en el peso total de la composicién, de 90% o menor; 0 50% o0 menor; 0 10%
0 menor; 0 5% 0 menor; 0 4% o menor, 0 3% 0 menor.

En algunas composiciones liquidas se usa uno o mas alcoholes. Los
alcoholes adecuados incluyen, por ejemplo, alquil alcoholes u otros alcoholes. Como
Se usa aqui, los alquil alcoholes son compuestos de alquil con un grupo hidroxil; el
grupo alquil puede ser linear, ramificado, ciclico o una combinacion de los mismos.
El alcohol puede ser primario, secundario o terciario. En algljnas modalidades, se

usa los alquil alcoholes Que tienen grupos alquil con 2 0 mas atomos de carbono. En

“qL
algunas modalidades se usa etanol, isopropanol o una mezcla de ellos, qualgunéis
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modalidades se usa uno o mas alquil alcoholes que tienen grupos alquil con 20 o

menos atomos de carbono; o 10 0 menos atomos de carbono; o 6 o0 menos atomos

de carbono; 0 3 0 menos atomos de carbono.

Entre las composiciones liquidas que usan alcohol, algunas usan

alcohol en cantidades en Peso, basadas en el peso total de la composicion liquida,

de 0,25% o mayor; 0 0,5% o mayor; 0 1% o mayor. Entre las composiciones liquidas

Gue usan alcohol, algunas usan alcohol en cantidades en Peso, basadas en el peso

total de la composicion, de 90substancialmente o menos; 0 50% o menos; 0 10% o

menos; 0 5% 0 menos; 0 4% o menos,; 0 3% 0 menos,

Los ingredientes de Ia presente invencion pueden mezclarse por

cualquier medio, en cualquier orden.

En la préctica de la presente invencidn puede usarse cualquier método

que permita por en contacto a la composicion liquida o composiciones de la presente

invencion, con la planta. Como se usa aqui, poner en contacto la planta con una

composicion liquida de la presente invencion se designa “tratar” a Ia planta. Algunos

ejemplos de métodos de contacto son, por ejemplo, asperiar, espumar, nebulizar,

vaciar, pincelar, sumergir y métodos similares y Sus combinaciones. En algunas

modalidades se usa asperjar o sumergir o ambos. En algunas modalidades se usa

asperiar,

Algunas plantas se cultivan con el propdsito de remover una o méas de

Sus partes, cuando tales partes se consideran un producto Gtil. Tales plantas se

conocen aqui como “plantas cultivadas”, La remocion de tales partes Gtiles de la
planta se conoce como cosecha. En la practica de la presente invencion, las plantas
que producen partes Utiles se tratan con la composicion de la presente invencion

antes de cosechar sus partes Gtiles. En tales modalidades, cada composicion que se

usa puede, independientemente de cualquier otra composicién que pueda usarse,

‘ﬁ&OP WD(ZS

puede ponerse en contacto con toda o con una porcién de la planta, Si
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contacto la composicién con una porcién de la planta, esa porcion puede o no incluir
la parte Util de la planta que se pretende cosechar.

Se usa una composicion de la presente invencién para ponerla en
contacto con plantas. Se contempla que, al efectuar el tratamiento, la compaosicion
de la presente invencién pueda ponerse en contacto con toda la planta o solo con
una o mas partes de la planta. Las partes de la planta incluyen cualquier parte de la

planta incluyendo, por ejemplo, flores, yemas, brotes, semillas, cotes, raices,
bulbos, frutos, hortalizas, hojas y combinaciones de las mismas.

En algunas modalidades, la composicién liquida de la presente invencién
se asperja sobre plantas cultivadas que crecen en el campo. Tal operacion de
aspersion puede efectuarse una o mas veces en un grupo particular de plantas
cultivadas, durante una sola estacién de crecimiento. En algunas modalidades la
cantidad de ciclopropeno usada en una operacion de aspersion es de 0,1 g/ha o
mas; o 0,5 glha o mas; o 1 g/ha o mas. Independientemente, en algunas
modalidades, la cantidad de ciclopropeno usada en una operacién de aspersion es
500 g/ha o menor; o 300 g/ha o menor; o 100 g/ha o menor; o 50 g/ha o menor.

En proceéo de crecimiento y desarrollo de muchas plantas de cultivo
puede describirse por ciertas etapas de desarrollo. Por ejemplo, muchas plantas de
cultivo se desarrollan a través de etapas vegetativas, seguidas por etapas
reproductivas. Algunas plantas de cultivo se desarrollan a través de etapas de
maduracion, después de sus etapas reproductivas. En la practica de la presente
invencion, las plantas de cultivo se ponen en contacto con una composicién de la
presente invencion, una o mas veces durante una 0 mas etapas reproductivas. En
algunas modalidades, las plantas de cultivo opcionalmerﬁe pueden ponerse en
contacto, adicionalmente, con una composicién de la presente invencion, una 0 mas

veces, antes de cualquier etapa reproductiva, una o mas veces durante la etapa de
maduracion o combinacién de las mimas.
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Algunas plantas de cultivo se desarrollan a través de procesos
vegetativos y reproductivos simultdneamente. Se contempla poner en contacto tales
plantas de cultivo con una o mas composiciones de la presente invencion, una o més

veces después de la germinacion, pero antes de la cosecha.

Se contempla que, en algunas modalidades, el contacto de plantas de

Cultivo con una composicién liquida de la presente invencion resultara en un

rendimiento _mejorado.  Se contempla que, para algunas plantas de cultivo

especificas, haya una etapa o etapas en las cuales efectuar el contacto con Ia
composicion de la presente invencién, para Iograr el maximo mejoramiento del
rendimiento. Se contempla que la etapa o etapas Optimas pueden ser diferentes
para cada tipo de planta de cultivo Y que tales etapa o etapas dptimas puedan, en

algunos casos, depender de las condiciones de crecimiento especificas.

En algunas modalidades, se contempla poner en contacto a un grupo
de plantas de cultivo, a cierta etapa deseada de crecimiento. En talés casos, se
contempla que tal contacto se efectde cuando la relacién entre el nimero de plantas
que alcanzaron la etapa de desarrollo deseada, al nimero de plantas totales en el
grupo, sea de al menos 0,1; o al menos 0,5; 0 al menos 0,75; o al menos 0,9 (es
decir, cuando la porcion de plantas q:ue alcanzaron la etapa de desarrollo deseada
sea de al menos 10%, 50%, 75% o 90%).

Los tratamientos adecuados pueden efectuarse en plantas cultivadas
en el campo, en un jardin, en un edificio (por ejemplo, en un invernadero) o en
Cualquier otra ubicacién. Los tratamientos adecuados pueden efectuarse en plantas
cultivadas en terreno abierto, en uno o mas contenedores (

por ejemplo, un macetero

o florero), en camas confinadas o elevadas o en otros lugares. En algunas

modalidades en las cuales el tratamiento se efectia en un edificio, se contempla que

de cualquier edificio.
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En la practica de Ia presente invencion, las plantas que se tratan son
cualquier planta que produzca una cosecha horticola. Los cultivos horticolas son
productos agricolas que no son cultivos agronémicos ni son productos fofestales.
Los cultivos agronémicos son “tultivos de campo herbaceos, incluyendo granos,
oleaginosas y fibras. Los productos forestales son arboles forestalves Y producto
forestales. Las plantas horticolas son plantas manejadas en forma relativamente

intensiva, que se cultivan para alimento o estética. Algunos cultivos horticolas tipicos
son frutas, hortalizas, especies, hierbas y plantas para uso ornamental.

En algunas modalidades, se tratan plantas de cultivo que pfoduoen
frutas, hortalizas, especias, hierbas o plantas o partes de plantas que se cultivan
para uso ornamental. En algunas modalidades retratan plantas que producen frutas

u hortalizas. En algunas modalidades, se tratan plantas que producen hortalizas.

Entre las modalidades Que incluyen a plantas de cultivo que producen

hortalizas, las plantas adecuadas incluyen, por ejemplo, plantas que producen

repollos, alcachofas, esparragos, lechuga, espinacas, hojas de Casava, tomates,

coliflores, zapallos, pepinos, berenjenas, ajies y pimientos dulces, cebollines, cebolias

ajos, puerro y otras hortalizas alidceas, porotos verdes, arvejas, porotos pallares,

zanahorias, ocra, choclos, hongos, sandias, melones cantaloupe, otros melones,

brotes de bamby, betarragas, alcaparras, chaguales, apio, berros, hinojo, rabano

picante,” mejorana, perejil, radicha, ruibarbo, rutabagas, ajedrea, acederilla y otras

hortalizas.

Algunas modalidades incluyen el tratamiento de plantas solanaceas o

cucurbitaceas. Las plantas solanaceas incluyen, por ejemplo, Lycopersicon

esculentum  (incluyendo tomates); plantas del genero Capsicum (tales como

pimentones, pimiento dulce y ajies); y plantas de Solanum melongena (incluyendo

berenjenas). Las plantas cucurbitaceas incluyen, por ejemplo, Citrullus lanatus

(sandfas), Cucumis sativys (pepinos), Cucumis melo (todos los melones),
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anguria (berenjenas), Cuclrbita (cinco especies de zapallo), Cucurbita pepo

(zapallos de verano, zapallitos italianos), Cucurbita méxima y moschata.

Algunas modalidades incluyen el tratamiento de plantas de tomate, de

pimiento dulce, de sandia, de melon.

Entre las modalidades que incluyen el tratamiento de plantas de tomate,
las plantas de tomate adecuadas incluyen, por ejemplo, plantas de tomate para
procesamiento y para mercado fresco. Las plantas de tomates se tratan, al menos
una vez, con al menos un tratamiento efectuado en cualquier tiempo, durante
cualquiera etapa reproductiva. En algunas modalidades, las plantas de tomate se
tratan en uno o mas de los siguientes tiempos: una o mas veces durante el periodo
desde la iniciacion de la primera floracion hasta siete dias después; y una o mas
cosecha. En algunas modalidades, las plantas de tomate se tratan en uno o mas de
los siguientes tiempos: a la iniciacion del primer pluralidad de floracion; siete dias
después de la iniciacion del primer periodo de floracién; 28 dias antes de la cosecha

predicha y cualquier combinacién de los mismos.

Entre las modalidades que incluyen el tratamiento de plantas de tomate,
las tasas de tratamiento adecuadas incluyen, por ejemplo, 5 g/ha o mas; o 10 g/ha o
mas; o 20 g/ha o mas. Independientemente, entre las modalidades que incluyen el
tratamiento de plantas de tomate, las tasas adecuadas de tratamiento incluyen, por

ejemplo, 100 g/ha o menos: o0 60 g/ha o menos; 0 30 g’/ha o menos.

Entre las modalidades que incluyen el tratamiento de platas de pimiento
dulce, estas se tratan al menos una vez, con al menos un tratamiento efectuado en
cualquier tiempo, durante cualquier etapa reproductiva. En algunas modalidades,

las plantas de pimiento dulce se tratan al inicio del primer periodo de floracion.
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Entre las modalidades que incluyen el tratamiento de plantas de pimiento
dulce, las tasas adecuadas de tratamiento incluyen, por ejemplo, 5 g/ha o mas; o 10
g/ha o mas; o 20 g/ha o mas. Independientemente, entre las modalidades que
incluyen el tratamiento de plantas de pimiento dulce, las tasas adecuadas de

tratamiento incluyen, por ejemplo, 10 g/ha o menos: o0 60 g/ha o menos; o 30 g/ha o
menos.

Entre las modalidades que incluyen el tratamiento de plantas de sandia,
estas se tratan al menos una vez, con al menos un tratamiento efectuado en
cualquier tiempo, durante cUanuier etapa reproductiva. La época de aplicacion de
los tratamientos en plantas de sandia pueden describirse como “DAF!; es decir dias
después de floracion, lo que significa el nimero de dias después del comienzo de la
floracion. En algunas modalidades, se tratan las plantas de sandia una o mas
veces a los 1 a 14 DAF. En algunas modalidades, las plantas de sandia se tratan

en cualquier o en todas las combinaciones de las siguientes épocas: 1DAF; 7 DAF y
14 DAF.

Entre las modalidades que incluyen el tratamiento de plantas de sandia,
las tasas adecuadas de tratamiento incluyen, por ejemplo, 1 g/ha 0 mas; o 2 g/ha o
mas; o 5 g/ha o més. Independientemente, entre las modalidades que incluyen el
tratamiento de plantas de sandia, las tasas adecuadas de tratamiento incluyen, por

ejemplo, 100 g/ha o menos: o 60 g/ha o menos; o 30 g/ha o menos.

Entre las modalidades que incluyen el tratamiento de plantas de
cantalupa, estas se tratan al menos una vez, con al menos un tratamiento efectuado
en cualquier tiempo, durante cualquier etapa reproductiva. En algunas modalidades,
las plantas de cantalupa se tratan una o mas veces en el periodo desde iniciacién
de las yemas hasta 10 dias después de la abertura de las flores. En algunas
modalidades, las plantas de cantalupa se tratan después de la iniciacion de las
yemas, pero antes de la abertura de las flores. En algunas modalidades, las plantas
de Catalufa se tratan 10 dias después de la abertura de las flores.
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Entre las modalidades que incluyen el tratamiento de plantas de.

cantalupa, las tasas de tratamiento incluyen, por ejemplo, 5 g/ha o mas; o 10 g/ha o
mas; 0 20 g/ha 0 mas. lndependientemente, entre las modalidades que incluyen el
tratamiento de plantas de canfdlupa, las tasas adecuadas de tratamiento incluyen, por

ejemplo, 10 g/ha o Menos; o 60 g’ha o menos: o 30 g/ha o menos.

Entre las modalidades que incluyen el tratamiento de plantas de meldn,
diferentes de las de cantalupa, la época contemplada de tratamiento y las tasas de

tratamiento son las mismas ya descritas para plantas de cantalupa.

Otras. Las frutas citricas incluyen, por ejemplo, naranjas, tangerinas, mandarinas,
clementinas, stasumas, limén, lima, pomelo, bergamota, quinotos, y otras. Las
frutas pomaceas incluyen, por ejemplo, Manzanas, peras membrillos y otras.
Las frutas de carozo incluyen, por ejemplo, damascos, cerezas, duraznos,

nectarines, ciruelas y otras. Las bayas incluyen, por ejemplo, frutillas, frambuesas,

grosellas, uvas para Pasas, arandanos, arandano rojo, moras, frambuesas de Logan,
moreras, otros arandanos y otras. Las frutas tropicales incluyen, por ejemplo, caquis,
Kivis, mango, palta, pina, datiles, papaya, fruto del arbol del pan, chirimoya, Feijoo,
guava, mamei, naranjillo, maracuya, zapote, y otras. La frutas misceldneas incluyen,
por ejemplo, babaco, litchi, Pomegranada, tuna, tamarindo y fresas de arbol.

En algunas modalidades de la presente invencion, se trata un grupo de
plantas en forma simultanea O secuencial. Una caracteristica de tal grupo de plantas
es el rendimiento que sev define como la cantidad (aqui llamada “cantidad de
cosecha’) de parte utiles de las plantas, recolectadas desde u grupo de plantas
definido. En una definicign atil del rendimiento, el grupo de plantas definido ocupa

Una cierta drea de terreno (esta definicién se usa g menudo cuando las
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crecen en un grupo contiguo, en un campo). En otra definicién dtil de rendimiento, el
grupo de plantas definido es un nimero especifico de plantas individualmente
identificadas (esta definicion puede usarse para cualquier grupo de plantas

incluyendo, por ejemplo, plantas en un campo, en maceteros, en invernaderos o
cualquier combinacion de los mismos).

La cantidad de cosecha puede definirse en una variedad de formas. En la
practica de la presente invencién, la cantidad de cosecha puede medirse, por
ejemplo, por cualquiera de los siguientes métodos; peso, volumen, nimero de
partes de planta cosechadas o biomasa. También se contempla métodos en los
cuales la cantidad de cosecha se mide como la cantidad de cosecha de un
constituyente especifico (tal como, por ejemplo, sodlidos, azucar, almidon o
proteina). Ademas, se contempla métodos en los cuales la co de cosecha se mide
como la cantidad de una cierta caracteristica (tal como coloracién roja, que a veces
se usa para medir la cantidad de una cosecha de tomates). Ademas, se contempla
metodos en los cuales la cantidad de cosecha se mide como la cantidad de una
porcion especifica de la parte de planta cosechada.

En algunas modalidades, el rendimiento de la cosecha se define como la
cantidad de cosecha por unidad de éarea. Esto es, el area del campo desde ‘el cual
se cosecho y, la cantidad de cosecha se divide por el area para calcular el
rendimiento. Por ejemplo, una cantidad de cosecha medida como el peso de las
partes de planta cosechadas, conduciria a un rendimiento que se informa co.mo
peso por area (por ejemplo, kg/ha). Se contempla que, en algunas modalidades, las
partes de planta cosechadas que contribuyen a la cantidad de cosecha sean
aquellas partes de planta que satisfacen el criterio de calidad minima, adecuada
para ese tipo de planta. Esto es, cuando se cosechan partes de planta de ciertas
plantas, la cantidad de cosecha es, por ejemplo, el peso de las partes de planta de

calidad aceptable, que se cosechan de esas plantas. La calidad aceptable puede
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determinarla cualquiera con e| criterio comdn usado por personas que cosechan o
manipulan partes de plantas de interés. Tal criterio de calidad aceptable de una

parte de una planta puede ser, por ejemplo, uno o mas de tamano, peso, firmeza,

resistencia a daros, sabor, balance azucar/almidon, color, belleza, edibilidad,

atractivo cosmético, apariencia general, adecuacion para venta, otros criterios de

calidad o sus combinaciones. También se contempla como criterio de calidad, tanto
solo como en combinacién con cualquier de los criterios anteriores, la duracion del

tiempo en que la planta mantiene su calidad (juzgada por cualquiera de los criterios

anteriores).

Unos pocos ejemplos ilustrativos (pero no limitantes) de cantidad de

cosecha son, por ejemplo, el Peso total de la cosecha; el nimero total de plantas

cosechadas; peso (o ndmero) de las partes de plantas cosechadas que cumplen o

exceden algun peso minimo para el tipo de parte de plantas; o peso (o numero) de

partes de plantas cosechadas que son comestibles; o peso (o numero) de las partes

de plantas que pueden comercializarse. En tal caso, como ya se definio, e

rendimiento de la cosecha es la cantidad cosechada por unidad de area en la cula

crecio la cosecha,

En algunas modalidades de la presente invencion, el tratamiento de un
grupo de plantas con los métodos de |a presente invencién aumentara el rendimiento
de la cosecha de tal grupo de plantas, en comparacion con el que se hubiera
obtenido de tal grupo de plantas si no se hubieran tratado con los métodos de Ia
presente invencion. El aumento de rendimiento puede obtenerse en una variedad
amplia de formas. Por ejemplo, una forma de aumentar el rendimiento es que cada
planta pueda producir un mayor nimero de partes de planta tiles. Como otro
ejemplo, una forma de aumentar el rendimiento es que cada parte pueda tener un
mayor peso. Como un tercer ejemplo, el aumento en el rendimiento pude deberse a

un mayor numero de partes de planta potencialmente Utiles que cumplan

q{g:ﬁteml%
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minimo de calidad aceptable. Otras formas de aumentar el rendimiento pueden

resultar también de la practica de la presente invencién. También se contempla los

aumentos en rendimiento que suceden por una combinacioén de formas.

Otro beneficio contemplado de la practica de algunas modalidades de
la presente invencion es que puede mejorarse a calidad general de la cosecha. Esto
©S, Una cosecha producida por los métodos de la presente invencion puede tener un
nivel general o promedio de calidad mas alta que cosechas comparables producidas
sin los métodos de ‘Ia presente invencion, juzgada por los criterios de calidad
adecuados para esa cosecha. En algunos casos, tales cosechas de calidad mas alta

pueden obtener precios mas altos cuando se comercializan,

EJEMPLOS

En los Ejemplos siguientes, se usg los siguientes materiales:

-Polvo 1 = polvo conteniendo 3,8% de 1-MCP, en peso, disponible

como AFXRD-038 en Rohm & Haas Co.

-Polvo 2 = polvo conteniendo 2,0% de 1-MCP, en peso, disponible como

AFXRD-020, en Rohm & Haas Co.

-Adyuvante 1 = aceite de aspersion Dyne-Amic™, disponible en Helena

Chemical.

En los siguientes Ejemplos, las muestras designadas “UTC" son

testigos sin tratamientg y son ejemplos comparativos. Los Ejemplos remanentes

representan a la presente invencion.

En los siguientes Ejemplos, se usé los procedimientos;

El estanque de Ia aspersora se liend con aproximadamente dos tercios
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acuerdo con la tasa de tratamiento planeada y se prepard el volumen total de
aspersion. Se calculo la cantidad adecuada para dar 0,38% (v/v) del volumen total a
asperjar. El Adyuvante 1 se agregé al estanque, que se agitd hasta que la mezcla
se hizo blanca como leche. Se agregdé Polvo 1 o Polvo 2 al estanque, el que se
agité suavemente (no vigorosamente). Se agregé el resto del agua, asegurando que
todo el polvo estuviera mojado y se lavo los costados del estanque (si algo se
hubiera depositado alli). Se sacudid el estanque durante 2 a 5 minutos, para

asegurar buen mezclado. Después de 5 a 60 minutos, se asperjo las plantas con la
mezcla.

Se uso boquillas de abanico plano, produciendo un tamafio de gotitas de
100 @ 500 pm. Se asperj6 con 187 a 373 I/ha (20 a 40 g/A). Se usd una aspersora

de espalda impulsada por diéxido de carbono. Se asperj6 antes de las 10:00 am.

En los siguientes Ejemplos se us6 las siguientes abreviaturas: ha para
hectarea, Tm para tonelada métrica, Al por 1-MCP y wt por peso.

EJEMPLO 1: Procesamiento de Tomates, variedad AB2

Se cultivo la variedad de tomates AB2 en Gainesville, FL. Se condujo el
tratamiento por aspersion como ya se describid, con una concentracién del liquido

ajustada para dar 25 g/ha (9,4 0z/A) de 1-MCP. Se aplico el tratamiento en las
siguientes etapas:

Flor1 = inicio de la primera floracién

Flor2 = 7 dias después de inicio del primer periodo de floracién
Dia28 = 28 dias antes de la cosecha predicha

Dia21 = 21 dias antes de la cosecha predicha
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Dia14 = 14 dias antes de la cbsecha predicha

Los resultados son como sigue:

Masa como rendimiento de frutos, informado como Tm/ha (tons/A)

“Brix son sélidos solubles (también llamados sélidos solubles totales o
contenido de sélidos solubles), que es una medida de calidad en tomates. Los °Brix

se informan como peso de solidos por unidad de area de campo, es decir, Tm/ha
(tons/A)

Retardo es el retardo de la cosecha, informada como % de Verdes

Maduros

Numero es el rendimiento de frutos, informado como miles de frutos por
hectarea (miles/A).

Ensayo 1
Tratamiento Masa °Brix Retardo
Flor 1 243 (44) 12,1 (2,18) 10
Flor 1y Flor 2 227 (41) 12,0 (2,17) 11
Dia 28 : 221 (40) 11,6 9
uTtcC 199 (36) 10,5 (1,89) 8
Ensayo 2
Tratamiento Masa °Brix Retardo
Flor 1 194 (35) 11,0 (1,99) 4
Flor 1y Flor 2 205 (37) 11,5 (2,08) 3
Dia 28 183 (33) 10,9 (1,97) 4
- UTC 177 (32) 9,4 (1,70) 5
Ensayo 3
Tratamiento Masa °Brix Retardo
Flor 1y Flor 2 111 (20) 6.4 (1,15) 13
Dia 28 116 (21) 6,3 (1,14)
uTC 105 (19) 6,3 (1,14)




28

Ensayo 4
Tratamiento ly_lasa °Brix Retardo
Flor 1 Flor 2 304 (55) 14,9 (2,7) 5
uTC 288 (52) 14,4 (2,6) 4

Los tomates tratados mostraron un mejoramiento en Masa y °Brix sobre
los tomates UTC

EJEMPLO 2: Tomates para Procesamiento, Variedad 410

Los tomates de la variedad 410 se cultivaron y trataron como en el
Ejemplo 1. Los resultados fueron los siguientes:

Ensayo 5
Tratamiento Masa Nimero
Flor 1 354 (64) 2.245 (909)
Flor 2 376 (68) 2.406 (974)
| uTtcC 327 (59) 2.062 (835)

Los tomates tratados mostraron mejoramiento en Masa y Numero,
sobre los tomates UTC

EJEMPLO 3: Tomates para Consumo Fresco. Variedad FL47

Se cultivé tomates de la Variedad FL 47 en Florida y se los traté como se
describi6é anteriormente. El rendimiento se informa como Tm/ha (CWl/A, es decir, el

numero de grupos de cien libras/A). Los resultados son como sigue:

Ensayo 6
Tratamiento Masa
Flor 1 27,0 (241)
Flor 2 21,5 (192)
Flor 1y Flor 2 23,3 (208)
UuTcC ‘ 19,4 (173)
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Ensayo 7
Tratamiento Rendimiento
Flor1 18,3 (163)
Flor2 18,6 (166)
Flor 1y Flor2 17,2 (154)
uTte 15,8 (1 41) |
Ensayo 8
Tratamiento Rendimiento
Dia21 24,2 (216)
Dia 14 20,4 (182)
Dia21 y Dia14 22,3 (199)
B utc 19,4 (173) |

Los tomates tratados mostraron mejoramiento sobre los tomates UTC.,

EJEMPLO 4: Pimentones

Se cultivd Pimentones de la variedad Lady Bell, en Fostoria, Ohio, en

una parcela pequena vy se los tratg COmo en el Ejemplo anterior, con un tratamiento al

inicio del primer periodo de floracion. Las tasas de tratamiento se informan como

g/ha (0z/A). Los resultados se informa'n como Fruta Total (

producidos en toda la parcela), Frutas por Planta (

Totales (nimero total de plantas en toda la parcela. “N

numero de pimientos dulces

promedio de la parcela) y Plantas

S" significa que Ia

composicion liquida no tenia tensioactivos. Los resultados fueron los siguientes:

Tasa de Tratamiento Frutas Frutas por Plantas
Totales Planta Totales

uTc 176 6,1 16

5 (1,9) 292 10,1 23

25 (9,4) 243 8,4 22

25 (9,4)NS 231 8 22

Las plantas de pimiento'dulce tratadas mostraron mejoramiento sobre

las plantas de pimiento dulce UTC.




30

EJEMPLO 5: Sandia

Se tratd plantas de sandfa (variedad triploide cv. SS 7187) como en el

Ejemplo 1 anterior. Las tasas de tratamiento se informan en gramos de 1-MCP/ha.

La etapa de aplicacién se informa como DAF (dias después de floracién). Una

sandia comercializable es una con una masa de 4,54 kg o mayor. Un “cull”

(seleccionada para eliminacién) es una sandia con masa inferior a 4,54 kg o una no

cosechada que tiene un didmetro mayor de 5 cm. Se informa los siguientes

resultados:

Num25 = Ndmero de frutas con diametro mayor de 5 cm/planta, -

evaluada antes de cosecha, a 25 DAF, también conocida como “fruta Cuajada”.

NumTot = Frutas Cosechadas y NoCosechadas, 42-56 dias, con

diametros mayores de 5 cm,

NumMark = Nimero de sandias comercializables por planta.
NumCull = NGmero de eliminadas por planta.

Tamano =fTamaﬁo promedio de la fruta, en kg.

Rendimiento = Masa de sandias comercializables, en toneladas

métricas/ha.
Los resultados son los siguientes:
CUADRO 5.1
Tasa de Etapa de Num25 NumTot Rendimiento |
Tratamiento aplicacién
uUTC -- 1,0 1,65
10 1 1,8 2,3
10 7 1,55 1,8
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El analisis estadistico de los datos que se resume en el Cuadro 5.1

mostro que el Tratamiento a 1 DAF dio un aumento significativo en ambos, nimero

y rendimiento de sandias, sobre UTC.

-

CUADRO 5.2
Tasa de Epoca de Num25 | NumMark | NumCulls Rendimiento | Tamafo
Tratamiento Aplicacion
uTtc - - 1,25 1,09 0,78 44,4 7,46
5 7 1,25 1,24 0,64 46,2 6,83
5 14 1,83 1,44 0,58 58,1 7,44
5 7y14 1,58 1,40 0,71 55,8 7,26
10 7 1,17 1,47 0,71 60,6 7,56
10 14 1,42 1,33 0,64 51,9 7,09
10 7y 14 1,67 1,33 0,78 51,4 7,10
25 7 1,58 1,49 0,58 57,0 7,08
25 14 1,75 1,42 0,58 57 1 741
25 7y 14 1,92 1,29 0,60 50,3 7,15

El analisis estadistico de los datos que se resumen en el Cuadro 5.2

mostro lo siguiente. El tratamiento a 25 g/ha produjo un aumento significativo en la
cuaja de frutas sobre UTC. Las plantas tratadas mostraron un aumento significativo
en el nimero de frutas comercializables, sobre UTC. Las plantas tratadas mostraron
un aumento significativo en el rendimiento sobre UTC. Las diferencias en tamafio de

fruta, entre las plantas tratadas y UTC, no fueron significativas.

EJEMPLQ 6: Cantaloupe

Se traté plantas de cantalupa como en el Ejemplo 1. La etapa de

tratamiento fue "Antes" (antes de la abertura de flores) o "Flor 10" (10 dias antes de

la abertura de flor). Se midi6 el promedio de cuaja de la primera flor ("Set"). Los
resultados fueron los siguientes:

Tratamiento Cuaja
UTC 0,137
Antes 0,161
Flor 10 0,0247
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sobre UTC.
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El tratamiento antes de Ia abertura de la flor dio una cuaja mejorada
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REIVINDICACIONES

1.- Un procedimiento para tratar plantas de cultivos horticolas, donde dichas
plantas son seleccionadas ~del grupo conformado - por plantas solanaceas vy
cucurbitaceas, comprendiendo el paso de poner en contacto a esas plantas una o
mas veces con una composicion liquida, en donde dicha composicién liquida
comprende un ciclopropeno, en donde dicho contacto se efecttia durante una etapa

reproductiva de esas plantas, y en donde dicho ciclopropeno es un compuesto que
tiene la estructura:

donde cada uno de R?, R® y R* es hidrogeno y donde R es un grupo alifatico
sustituido o no sustituido.

2.- El procedimiento segln la reivindicacion 1, CARACTERIZADO porque ese

contacto se efectua a una tasa desde 1 hasta 300 g/ha de ese ciclopropeno.

3.- El procedimiento segun la reivindicacion 1, CARACTERIZADO porque esas

plantas se seleccionan del grupo que consiste de plantas de sandia, melones de
cantalupe, pimentén y tomate.

4.- El procedimiento segln la reivindicacion 1, CARACTERIZADO porque esas
plantas son de tomate y porque dicho paso de poner en contacto se efectiia en un
tiempo que se selecciona del grupo que consiste de:
a) una vez durante el periodo desde el inicio de la primera floracién hasta 7
dias después del inicio del primer periodo de floracién;

b) una vez durante el periodo desde 28 dias antes de la cosecha predicha,
hasta la cosecha; vy,

¢) cualquier combinacion de los anteriores.
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5.- El procedimiento segun la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque esas

plantas son de pimenton y porque dicho paso de poner en contacto se efectua en
un tiempo al inicio del primer periodo de floracion.

6.- El procedimiento segun la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque esas

plantas son de sandia y porque dicho paso de poner en contacto se efectua en un
tiempo desde 1 hasta 14 dias después de la floracion.

7.- El procedimiento segun la reivindicacion 1, CARACTERIZADO porque esas
plantas son de meldn cantalupe y porque dicho paso de poner en contacto se

efectia en el periodo desde iniciacién de las yemas hasta 10 dias después de la
abertura de flores.

8.- El procedimiento segun la reivindicacién 1, en donde R' es alquiloC.4.




Ehm A'\c) Haa;) (Of*f)mu[

& DF09Y.
Bioinformatics - 4.683

Whole-Plant Growth Stage Ontology for Angiosperms
and Its Application in Plant Biology![©A!

Anuradha Pujarz, Pankaj Jaiswal?, Elizabeth A. Kelloggz, Katica Ilic?, Leszek Vincent?, Shulamit Avraham?

Peter Stevens?, Felipe Zapataz, Leonore Reiser?, Seung Y. Rhee, Martin M. Sachs, Mary Schaeffer,
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Plant growth stages are identified as distinct morphological landmarks in a continuous developmental process. The terms
describing these developmental stages record the morphological appearance of the plant at a specific point in its life cycle. The
widely differing morphology of plant species consequently gave rise to heterogeneous vocabularies describing growth and
development. Each species or family specific community developed distinct terminologies for describing whole-plant growth
stages. This semantic heterogeneity made it impossible to use growth stage description contained within plant biology
databases to make meaningful computational comparisons. The Plant Ontology Consortium (http:/ /www.plantontology.org)
was founded to develop standard ontologies describing plant anatomical as well as growth and developmental stages that can
be used for annotation of gene expression patterns and phenotypes of all flowering plants. In this article, we describe the
development of a generic whole-plant growth stage ontology that describes the spatiotemporal stages of plant growth as a set
of landmark events that progress from germination to senescence. This ontology represents a synthesis and integration of
terms and concepts from a variety of species-specific vocabularies previously used for describing phenotypes and genomic
information. It provides a common platform for annotating gene function and gene expression in relation to the developmental
trajectory of a plant described at the organismal level. As proof of concept the Plant Ontology Consortium used the plant

ontology growth stage ontology to annotate genes and phenotypes in plants with initial emphasis on those represented in The
Arabidopsis Information Resource, Gramene database, and MaizeGDB.

Plant systems are complex, both structurally and
operationally, and the information regarding plant
development requires extensive synthesis to provide
a coherent view of their growth and development.
The difficulty of developing such a synthesis is exac-
erbated by the deluge of new technologies such as
high-throughput genotyping, microarrays, proteomics,
transcriptomics, etc., that generate large amounts of
data rapidly. The speed and magnitude of data depo-
sition challenges our ability to represent and interpret

! This work was supported by the National Science Foundation
(grant no. 0321666).

? These authors contributed equally to the paper.

3 Present address: Molecular Sciences Institute, 2168 Shattuck
Ave., Berkeley, CA 94704.

*Corresponding author; e-mail srmd@cornelledu; fax 1-607-
255-6683.

The author responsible for distribution of materials integral to the
findings presented in this article in accordance with the policy

described in the Instructions for Authors (www.plantphysiol.org) is:
Susan McCouch (srm4@cornell.edu).

[0A] Open Access articles can be viewed online without a sub-
scription.

www.plantphysiol.org/cgi/doi/10.1104/pp.106.085720
414

this data within the context of any particular biological
system (Gopalacharyulu et al., 2005). The ability to
extract knowledge from historical sources and inte-
grate it with new information derived from global data-
sets requires a sophisticated approach to data mining
and integration.

Historically, the growth and development of culti-
vated plants have been monitored at the whole-plant
level with the help of scales of easily recognizable
growth stages. Consequently, there exist large volumes
of literature detailing growth stages for individual
plant species or closely related groups of species. For
example, Zadok’s scale (Zadok et al., 1974) was devel-
oped for the Triticeae crops and is widely used to stage
the growth and development of cereal crops in the
United States. The flexibility of this scale has allowed it
to be extended to other cultivated plants, and a uni-
form code called the Biologische Bundesanstalt, Bun-
dessortenamt, and Chemical Industry (BBCH) code
was developed from it (Meier, 1997). The BBCH scale
is quite generic and encompasses multiple crops,
including monocot and eudicot species. It offers
standardized descriptions of plant development in
the order of phenological appearance, and has coded

Plant Physiology, October 2006, Vol. 142, pp. 414-428, www.plantphysiol.org © 2006 American Society of Plant Biologists



each stage for easy computer retrieval. It should be
noted that Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), as a
representative of the Brassicaceae and by virtue of
not being a cultivated species, did not have a specific
growth stage vocabulary or scale until 2001 when
Boyes et al. (2001) developed an experimental plat-
form describing the Arabidopsis growth stages using
the BBCH scale. This work created a crucial semantic
link between Arabidopsis and cultivated plants. In
addition to facilitating the description and synthesis of
large amounts of data within a crop species, vocabu-
laries like the BBCH and Zadok's scale also make pos-
sible transfer of information among researchers and
provide a common language for comparative pur-
poses {(Counce et al., 2000).

In the post genomic era, these scales have proved
inadequate to handle the deluge of information that
required large-scale computation for comparative anal-
ysis. This called for the conversion of existing scales
into ontology that have an advantage over simple
scales because their hierarchical organization facili-
tates computation across them. Terms in an ontology
are organized in the form of a tree, the nodes of the tree
represent entities at greater or lesser levels of detail
(Smith, 2004). The branches connecting the nodes
represent the relation between two entities such that
the term radicle emergence stage is a child of the par-
ent term germination stage (Fig. 1). Individual stages
of a scale are then parts that can be related to the whole
by their order of appearance during plant growth.
Each term carries a unique identifier and strictly
specified relationships between the terms allow sys-
tematic ordering of data within a database, this in turn
improves input and retrieval of information (Bard and
Rhee, 2004; Harris et al., 2004).

Consequently, several species-specific databases
converted BBCH and other scales into formal ontol-

[ whole plant growth stage }

Plant Growth Stage Ontology

ogies (controlled vocabularies) to facilitate the anno-
tation of genetic information. For example, the Gramene
database (Jaiswal et al., 2006) designed its cereal growth
stage ontology based on the stages described in the
standard evaluation system for rice (Oryza sativa;
INGER, 1996) and those described by Counce et al.
(2000) for rice, by Zadok et al. (1974) for Triticeae (wheat
[Triticum aestivum], oat [Avena sativa], and barley [Hordeum
vulgare]), and by Doggett (1988) for sorghum. Except for
the sorghum, which is a less studied crop, these species
had fairly well-described growth staging vocabularies.
MaizeGDB (Lawrence et al, 2005) developed a very
extensive controlled vocabulary from a modified version
of that described by Ritchie et al. (1993). The Arabidopsis
Information Resource (TAIR; Rhee et al., 2003) developed
the Arabidopsis growth stage ontology from the scale
described by Boyes et al. (2001). However, ontologies
created in these projects remained restricted to particular
species or families, whereas comparative genomics re-
quires that a common standard vocabulary be applied to
a broad range of species. The uniform BBCH scale (Meier,
1997) appeared to be a suitable model to develop a
unified ontology since this scale had already synthesized
monocot and eudicot crop stages into a single vocabulary.

The Plant Ontology Consortium (POC) was inaugu-
rated in 2003 for the purpose of developing common
ontologies to describe the anatomy, morphology, and
growth stages of flowering plants (Jaiswal et al., 2005).
Its primary task was to integrate and normalize exist-
ing species-specific ontologies or vocabularies that had
been developed by several major databases for the
purpose of annotating gene expression and mutant
phenotype. The plant ontology (PO) is divided into
two aspects. The first is the plant structure ontology
(PSO), a vocabulary of anatomical terms (K. llic, E.A.
Kellogg, P. Jaiswal, F. Zapata, P. Stevens, L. Vincent,
S. Avraham, L. Reiser, A. Pujar, M.M. Sachs, S. McCouch,

Figure 1. The parent and child term orga-
nization in the whole-plant GSO. The
solid curved lines joining the terms repre-
sent IS_A relationship and the dotted
curved lines suggest a PART_OF relation-
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M. Schaeffer, D. Ware, L. Stein, and S.Y. Rhee, unpub-
lished data), which, since its release to the public domain
in 2004, has become widely used by plant genome
databases (Jaiswal et al., 2005). The second aspect is the
plant growth and developmental stages ontology. This
component of PO s further divided into the whole-plant
growth stage ontology (GSO) developed by this project
and the plant part developmental stages. This article
focuses on the whole-plant GSO; we will discuss the
history, design, and applications of the GSO and show
how it simplifies the description of a continuous and
complex series of events in plant development. The
plant part developmental stages will be reviewed
elsewhere.

RESULTS

The GSO was developed over a period of two years
(2004-2006) by a team of plant biologists comprising
systematists, molecular biologists, agronomists, plant
breeders, and bioinformaticians. We worked to de-
velop a set of terms to describe plant development
from germination to senescence that would be valid
across a range of morphologically distinct and evolu-
tionarily distant species. Although the rate of addition
of new terms to the GSO has slowed since its initial
stages of development, it is still under active develop-
ment as we refine the ontology in response to user
input and feedback from database curators.

Currently, the GSO has a total of 112 active terms,
each organized hierarchically (Figs. 1 and 2A) and asso-
ciated with a human-readable definition. Although we
started with existing systems such as the BBCH (Meier,
1997) as well as the controlled vocabularies developed
for Arabidopsis by TAIR, for rice, Triticeae (wheat, oat,
and barley), and sorghum by Gramene database, and
for maize (Zea mays) by MaizeGDB, the current version
of GSO is quite distinct from its predecessors. We will
first discuss the major design issues we dealt with
during the development of the GSO, and then describe
the structure of the GSO and its applications to real-
world problems. The ontology terms, database, and gene
annotation statistics provided here are based on the
April, 2006 release of the POC database.

Architecture of the Ontology

We chose to make use of the data model originally
developed for the gene ontology (GO) to describe the
GSO. This data model uses a directed acyclic graph
(DAG) to organize a hierarchy of terms such that the
most general terms are located toward the top of the
hierarchy while the most specific ones are located at
the bottom of the hierarchy (Figs. 1 and 2, A and B).
Each parent term has one or more children, and the
relationship between a parent and one of its children is
named either IS_A to indicate that the child term is a
specific type of the parent term, or PART_OF to
indicate that the child term is a component of the
parent term (Smith, 2004). For example, the reproduc-
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tive growth and flowering terms are related by IS_A,
because flowering is a type of reproductive growth.
On the other hand, seedling growth is related to its
children terms radicle emergence and shoot emer-
gence by PART_OF, because seedling growth is com-
prised of the two processes of radicle emergence and
shoot emergence (Figs. 1 and 2A).

Each term is given a unique accession number named
POXXXXXXX where the series of X’s is a seven-digit
number (Fig. 2A). Accession numbers are never re-
used, even when the term is retired or superseded.
Obsolete terms are instead moved to a location in the
hierarchy underneath a term named obsolete_growth_
and_developmental_stage (Fig. 2A). This ensures that
there is never any confusion about which term an ac-
cession number refers to. Each term also has a human-
readable name like seedling growth, a paragraph-length
definition that describes the criteria for identifying the
stage, and citations that attribute the term to a source
database, journal article, or an existing staging system.
Many terms also have a synonym list; these are de-
scribed in more detail below.

Our choice of the GO data model was driven by
numerous practical considerations, foremost of which
was the fact that the data model is supported by a rich
set of database schemas, editing tools, annotation sys-
tems, and visualization tools.

Naming of Plant Growth Stages

The next issue we dealt with was how to name plant
growth stages. Although development in any organism
is a continuous process, it is important to have land-
marks that identify discrete milestones of the process in
a way that is easily reproducible. Extant systems either
name growth stages according to a landmark (e.g.
three-leaf stage) or by assigning a number or other
arbitrary label to each stage. We chose to define growth
stages using morphological landmarks that are visible
to the naked eye (Counce et al., 2000), because such
descriptive terms are more intuitive, self explanatory
to the users, and easy to record in an experiment. To
minimize differences among species, we were able to
describe many growth stages using measurements/
landmarks that are in proportion to the fully mature
state. For example, the inflorescence stages are de-
scribed in progression starting from the “inflorescence
just visible,” “1/4 inflorescence length reached,” “1/2
inflorescence length reached,” to “full inflorescence
length reached.” This provides an objective measure-
ment of the degree of maturation of the inflorescence
in a way that is not dependent on the absolute value of
the inflorescence length.

Synonyms

Because the GSO crosses species and community
boundaries, we needed to acknowledge the fact that
each community has its own distinct vocabulary for
describing plant structures and growth stages. To ac-
commodate this, we made liberal use of the GO data
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model’s synonym lists, which allow any GSO term to
have one or more synonyms from species-specific
vocabulary that are considered equivalent to the official
term name. The GSO currently contains 997 synonyms
taken from several plant species. On an average there
are about nine synonyms per GSO term (Table I). Like
terms, we attribute synonyms to the database, literature
reference, or textbook from which they were derived.

Plant Growth Stage Ontology

As an example of asynonym, consider “dough stagein
wheat” and “kernel ripening in maize,” both of which
essentially refer to the fruit ripening stage. These terms
are included as synonyms to the generic (species-
independent) GSO term “ripening” (PO:0007010;
http://www.plantontology.org /amigo/ go.cgi?view =
details&show_associations=termsé&search_constraint=
terms&depth=0&query=P0:0007010). From the end
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Figure 2. The GSO as seen on the ontology browser available at http://iwww.plantontology.org/amigo/go.cgi. A, For browsing,
simply click on the [+] icon before the term name plant growth and developmental stages, and then on the [+] next to whole-
plant growth stages (GSO). This will expand the tree by opening the children terms. The PO ID is the term’s accession number,
and the number followed by the term name is the total number of associations that have been curated to the genes for a given
term. This number will change depending on the gene product filter a user may have chosen. Users can also get a pie chart
showing the distribution of data associations to a term’s children term. In this image, the general leve! (top level) terms in the GSO
are “A_Vegetative growth,” “B_Reproductive growth,” “C_Senescence,” and “D_Dormancy.” The substages of “A_Vegetative
growth” are “0_Germination,” “1_Main Shoot Growth,” and “2_Formation of Axillary Shoot,” while the substages of
“B_Reproductive growth” are “3_Inflorescence Visible,” ““4_Flowering,” “S_Fruit Formation,” and “6_Ripening.” Neither
“C_Senescence” nor “D_Dormancy” currently has substages beneath them. The alphanumeric prefixes serve to make the
substages appear in the order in which they occur during the plant’s life cycle. If the temporal order is not defined consistently in
all plants, the terms may not have these prefixes. The prefixes are usually abbreviations of the term name: for example, LP is for
leaf production, SE is for stem elongation. The numerical portion uses double digits starting with 01, 02, and so on. Each of the
substages may have more specific stages beneath it. When a term is retired or superseded, it is considered Obsolete. Such terms
are moved to a location in the hierarchy underneath a term named “obsolete _growth_and_developmental_stage.” B, A detailed
view of the substage PO:0007133, “Leaf production” and its children. Children terms up to 20 leaves visible were added to
accommodate the growth stage requirements of the maize plant.
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Table I. A summary of the number of synonyms integrated into the
GSO from each species/family/source

The integration of synonyms for Soybean and Solanaceae is in
progress.

Species/Source No. of Synonyms

Arabidopsis 93
Rice 23
Maize 162
Wheat 65
Oat 65
Barley 65
Sorghum 13
BBCH and Zadok scales 381
Soybean 79
Solanaceae (mainly tomato) 51
All the species 997

Average no. of synonyms per GSO term About 9

user’s point of view, the synonyms can be used inter-
changeably with the generic terms when searching
databases that use the PO. This means that data asso-
ciated with the ripening stage of all plants is accessible
even to a naive user, irrespective of the variable termi-
nology, diverse morphologies, and differing develop-
mental time lines of plants such as wheat and maize.
By using synonyms, we were able to merge 98% of
terms from the various species-specific source ontol-
ogies into unambiguous generic terms. In a few cases
we encountered identical terms that are used by dif-
ferent communities to refer to biologically distinct stages.
We resolved such cases by using the sensu qualifier to
indicate that the term has a species-specific (not generic)
meaning. One example of this, described in more detail
later, is “inflorescence visible” (to the naked eye) versus
“inflorescence visible (sensu Poaceae).” In most plants
the inflorescence becomes visible to the naked eye soon
after it forms, whereas in Poaceae (grasses), the inflo-
rescence only becomes visible much later in its devel-
opment, after emergence from the flag leaf sheath.

Spatiotemporal Representation

Less satisfactory is the design compromise that we
reached to represent the spatial and temporal ordering
of terms. The existing plant growth scales are orga-
nized by the temporal progression of developmental
events. However, the GO data model presents unique
challenges in designing an ontology that represents
the temporal ordering of terms across multiple species
that display small but key variations in that ordering.

In particular, the GO data model does not have a
standard mechanism for representing organisms’ de-
velopmental time lines. This has forced each organism
database that has sought to represent developmental
events using the GO model to grapple with the issue of
representing a dynamic process in a static representa-
tion. Some animal model organism databases, such as
WormBase for Caenorhabditis elegans, Flybase for Dro-
sophila, Zfin for Zebra fish, have developed develop-
mental stage ontologies (OBO, 2005) in which temporal
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ordering is represented using either the DERIVED_
FROM, DEVELOPS_FROM, or OCCURS_AT_OR_
AFTER relationship to indicate that one structure is
derived from another or that one stage follows another.
However, we found these solutions to be unworkable
for the GSO because of the requirement that the ontol-
ogy must represent growth stages across multiple
species. For example, consider the process of main
shoot growth. In the wheat plant, main shoot growth
may be completed at the nine-leaf stage, while in rice
and maize, shoot growth may be completed at the
11- and 20-leaf stages, respectively, and this varies with
different cultivars/germplasms (Fig. 3). Transition to
the subsequent stage of reproductive growth is thus
staggered for each species, and cannot be accurately
described by an ontology in which each stage rigidly
follows another.

Our compromise is to visually order the display of
terms in a temporal and spatial fashion, but not to
build this ordering into the structure of the ontology
itself. In practice, what we do is add alphabetic and
numeric prefixes to each term. When terms are dis-
played the user interface tools sort them alphabetically
so that later stages follow earlier ones (Fig. 2A). This
compromise is similar to the one taken by the Dro-
sophila developmental stages ontology (Flybase, http://
flybase.org/; OBO, 2005).

As an example of how this works, we describe the
stages of leaf production using terms named “LP.01
one leaf visible,” “LP.02 two leaves visible,” “LP.03
three leaves visible,” and so forth. When displayed
using the ontology web browser, the terms appear in
their natural order (Fig. 2B). However, there is nothing
hard wired into the ontology that indicates that LP.01
one leaf visible precedes LP.02 two leaves visible.

A related issue is the observation that during plant
maturation, multiple developmental programs can
proceed in parallel. For instance, the processes of leaf
production and stem elongation, although coupled,
are temporally overlapping and can proceed at differ-
ent relative rates among species and among cultivars
within a species. We represent such processes as inde-
pendent children of a more generic term. In the case of
the previous example, both leaf production and stem
elongation are represented as types of main shoot
growth using the IS_A relationship (Figs. 1 and 2A).

Description of the Ontology

The four main divisions of the GSO are “A_Vegetative
growth,” “B_Reproductive growth,” “C_Senescence,”
and “D_Dormancy” (Fig. 2A). As described earlier, the
alphabetic prefix is there to force these four divisions to
be displayed in the order in which they occur during the
plant’s life cycle in general. The substages of “vegetative
growth” are “0_Germination,” “1_Main Shoot Growth,”
and “2_Formation of Axillary Shoot,” while the substages
of “reproductive growth” are “3_Inflorescence Visible,”
”4_Flowering," “5_Fruit Formation,” and "6_Ripening.”
Neither “C_Senescence” nor “D_Dormancy” currently

Plant Physiol. Vol. 142, 2006
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Figure 3. Corresponding growth stages in different plants and advantages of using broad and granular terms for annotations. In
this example one can say flowering occurs in plant A at the six-leaf visible stage, in plant B at the nine-leaf visible stage, and in
plant C at the11-leaf visible stage. Plants A to C represent either different germplasm accessions/cultivars of the same species or
accessions/cultivars from different species. This nomenclature allows the researcher to record when a gene is expressed or a
phenotype is observed by following the gradual progression of the plant’s life cycle. For example, if a gene is expressed at the six-
leaf or the fifth-internode stage, the meaning is now clear, while in the past, the information had to be recorded as the fifth leaf
from the top of the plant. Such annotation required that one wait until the plant completed its life cycle to count the number of
leaves from the top, or that one make an assumption how many leaves there would be in the plant/population used in the study.
Note: the number of nodes and the number of leaves is always less than the number of internodes by one. The arrow pointing
upwards suggests that the numbers are counted in that direction in ascending order starting with 1 and going up to n, where n can

a>

be any number depending on the plant.

has substages beneath them. Again, the numeric pre-
fixes are there only to make the substages appear in a
logical order. Each of the substages has multiple, more
specific stages beneath it.

Although the BBCH scale (Meier, 1997) was the
starting point for the GSO, we have diverged from it
in many important aspects. A major difference is
the number of top-level terms (Figs. 1 and 2A). The
BBCH scale has 10 principle stages as its top-level
terms, but the GSO only has four. We collapsed four
BBCH top-level stages (germination, leaf develop-
ment, stem elongation, and tillering) into our top-level
vegetative growth term, and collapsed another six
BBCH top-level terms (booting, inflorescence emer-
gence, flowering, fruit development, and ripening)
into reproductive growth. We felt justified in intro-
ducing the binning terms vegetative growth and re-
productive growth for several reasons; (1) to help
annotate genes that act throughout these phases; (2)
persistent use in current scientific literature, especially
when the specific stage of gene action or expression
remains unclear; and (3) they were requested by our
scientific reviewers to enhance the immediate utility of
the ontology.

We now look in more detail at some of the more
important parts of the ontology.

Plant Physiol. Vol. 142, 2006

Germination (PO:0007057)

This node in the GSO has eight children that are
broadly applicable to seed germination. The stages
under “seedling growth” and “shoot emergence” are
not given numerical prefixes, as it is not clear which
event precedes the other among the various species.
Only events of seed germination were considered in
this ontology, whereas the BBCH scale equates seed
germination with germination of vegetatively propa-
gated annual plants and perennials such as bud
sprouting. The two processes are in fact quite distinct
in terms of organs developing at this stage, the phys-
iology, and various metabolic processes, and thus we
felt that combining them was inappropriate.

Main Shoot Growth (P0:0007112)

This refers to the stage of the plant when the shoot is
undergoing rapid growth. It can be assessed in differ-
ent ways depending on the species and the interests of
the biologist. Plants may be equally well described in
terms of leaves visible on the main shoot or in terms of
the number of nodes detectable (Zadok et al., 1974),
and biologists studying Arabidopsis commonly assess
the size of the rosette. To accommodate existing data
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associated to these terms we created three instances of
main shoot growth, namely the “leaf production,” “ro-
sette growth,” and “stem elongation,” with a strong
recommendation to use “leaf production” wherever
possible. '

Leaf Production (PO:0007133)

Leaves are produced successively so that the pro-
gression through this stage can be measured by count-
ing the number of visible leaves on the plant (Figs. 2B
and 3). In any species, leaves are always counted in the
same way (Meier, 1997; described in detail later). In
plants other than monocotyledons, leaves are counted
when they are visibly separated from the terminal
bud. The recognition of the associated internode (be-
low) follows the same rule (Fig. 3). Leaves are counted
singly unless they are in pairs or whorls visibly sep-
arated by an internode, in which case they are counted
as pairs or whorls. In taxa with a hypogeal type of
germination, the first leaf on the epicotyl is considered
to be leaf one and in grasses the coleoptile is leaf one.

In the GSO the stages of leaf production continue up
to 20 leaves/pairs/whorls of visible leaves (Fig. 2A),
but this can be emended to accommodate higher num-
bers, as new species are included. This is unlike the
BBCH scale (Meier, 1997), where only nine leaves can
be counted and all the rest would be annotated to nine
leaves or more. This was done to accommodate the leaf
development stages of maize, where depending on
cultivars the number of leaves can be few as five or
have 20 or more leaves. The maize community and the
MaizeGDB database (Lawrence et al., 2005) use a modi-
fied version of Ritchie’s scale (Ritchie et al., 1993) in which
the stages of the maize plant are measured solely by
counting the leaves from the seedling through the
vegetative stages, and the nodes are not counted.

Stem elongation can be assessed by the number of
visible nodes; this metric is commonly applied to the
Triticeae, for which the Zadok’s (Zadok et al., 1974) or
BBCH scales (Meier, 1997) were originally developed.
Stem elongation begins when the first node becomes
detectable. This is usually equivalent to node number
seven (the number varies in different cultivars), since
earlier nodes are not detectable before elongation
commences in the grasses. Boyes et al. (2001) considers
Arabidopsis rosette growth analogous to stem elon-
gation in the grasses, and uses leaf expansion as the
common factor linking the rosette growth and stem
elongation stages. In our model, “rosette growth”
(PO:0007113) and “stem elongation” (PO:0007089) are
treated as separate instances of sibling stages (Figs. 1
and 2A), mainly to provide language continuity for
users, rather than for biological reasons.

Reproductive Growth (PO:0007130)

Reproductive growth and its child terms are orga-
nized a little differently from vegetative growth. Re-
productive growth has four instances: “inflorescence
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visible” (PO:0007047), “flowering” (PO:0007026), “fruit
formation” (PO:0007042), and “ripening” (PO:0007010;
Fig. 2A). The “inflorescence visible (sensu Poaceae)”
(PO:0007012) specific to grass family is an instance of
the generic term “inflorescence visible” (PO:0007047).
This in turn has two instances: “booting” (PO:0007014)
and “inflorescence emergence from flag leaf sheath”
(PO:0007041). As described earlier, the generic “inflo-
rescence visible” stage is considered separate from
“inflorescence visible (sensu Poaceae),” as the former
includes all plants where inflorescence formation and
visibility coincide, while in members of the Poaceae,
many developmental events in the reproductive phase
start during the vegetative phase but manifest them-
selves as visible morphological markers much later.
Other stages are similar in their organization to the
existing scales, but as we continue including various
species from families Solanceae and Fabaceae, we
anticipate that changes in the organization may be
required to accommodate them into the GSO.

User Interface

The GSO terms are in a simple hierarchy that is
intuitive to use. The GSO is a relatively small ontology
and has a total of 112 terms, excluding the obsolete node.
It has four top nodes, 15 interior nodes (terms associ-
ated with children terms), and 88 leaf nodes (terms
without any children terms; Fig. 2A). New terms are
added based on user requests after thorough discus-
sions. A researcher can browse the GSO using the ontol-
ogy browser available at http:/ /www.plantontology.org /
amigo/go.cgi. This is a Web-based tool for searching
and browsing ontologies and their associations to data.
It has been developed by the GO consortium (http://
www.geneontology.org/GO.tools.shtml#in_house) and
modified to suit our needs. To browse, clicking on the
[+] sign in front of the term expands the tree to show
children terms (Fig. 2A). This view provides informa-
tion on the PO identification (ID) of the GSO term,
term name, followed by a number of associated data
such as genes. For every green-colored parent term a
summary of the data associated to its children terms is
presented as a pie chart. The user has an option to filter
the number of associated data displayed based on
species, data sources, and evidence codes. The icons
for [i] and [p] suggest the relationship types between
the parent and child term as described in the legend.
While browsing, a user can click on the term name to
get the details at any time (Fig. 4B). The users will see
the icon [d] for develops_from relationship type. This
relationship type is used strictly in the PSO and not
GSO. It suggests that a plant structure develops from
another structure (Jaiswal et al., 2005).

In addition to the browse utility, users may search
by entering the name of a term or a gene. For example,
querying with “germination” results in three terms, of
which two are from the GSO section of the plant
growth and development stage ontology and one from
the PSO. To avoid getting a large list, users may choose

Plant Physiol. Vol. 142, 2006
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Figure 4. An example of a GSO search using the ontology browser and search Web interface. A, Ontology search results for 0
germination by using the exact match and terms filter. To start searching, visit the www.plantontology.org Web site and click on
the “Search and Browse Plant Ontology” link on the page menu. An ontology browser page opens that has a search option on the
left-hand side. Type the term name of interest, such as “germination” for a generic search or “0 germination” for an exact match.
Select the term filter and submit query. Click on the term name to visit the term detail page or browse the lineage of this term in
the ontology by clicking the tree icon next to the check box. B, The term detail page provides information on the term name,

accession/ID, synonyms, definition, comments, and associations to

genes. C, The list of genes associated to the term are listed in

the bottom half of the term detail page. A default list gives all the genes with every type of evidence code and source. The
evidence type, species, and source filters can be used to generate the list as desired. The list provides the gene symbol, name,
source, evidence, and a citation. The gene symbol links to the gene detail page and the source links to the original record in the
contributor’s database (e.g. TAIR/Gramene), the evidence code links to its details and the reference links to the original citation
referred to by the contributor for inferring the ontology association to the gene. D, The gene detail page provides information on
the symbol, name, synonym, source, a list of all the terms in the GSO and PSO, evidence, and the citations. This view suggests
where and when a gene is expressed and/or an associated phenotype is observed.

the exact match option before submitting the query. A
search for “0 germination” choosing exact match gives
one result (Fig. 4A). A user may browse the parents
and children of this term by clicking on the blue-
colored tree icon and following the [+] sign next to the
term name, which suggests that there are additional
terms under this term, or simply clicking on the term
name “0 germination” for more details. The term
detail page (Fig. 4B) provides information on the ID,
aspect ontology (plant structure or growth and devel-
opment), species-specific synonyms, if any, definition,
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external references and links, if any, and the associated
data. The association section allows a user to select the
source database, species name, and the evidence code
(Table II) used to make the annotation to limit the data
displayed. For example, there are 138 gene associations
to the term “0 germination” (P0O:0007057; Fig. 4B). The
list of associated data (Fig. 4C) gives information about
the name, symbol, type (e.g. gene), the source, and the
species, in addition to the evidence used for inferring
the association to the term. The gene symbol provides a
hyperlink to the gene detail page (Fig. 4D), and the data
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Table W. List of evidence codes for use in annotations to GSO

These are used in building the annotation inferences that indicate the
type of experiment cited by the researcher whose data was used to
determine the protein and/or transcript expression and phenotype of
mutant(s) or quantitative trait loci.

Evidence Code Name
IC Inferred by curator
IDA Inferred from direct assay
IEA Inferred from electronic annotation
IEP inferred from expression pattern
IMP Inferred from mutant phenotype
IGI Inferred from genetic interaction
1Pl Inferred from physical interaction
ISS Inferred from sequence or structural similarity
NAS Nontraceable author statement
TAS Traceable author statement

source links to the same entry on the provider's Web
site. This allows a user to search for extended details
that may not be provided in the POC database, such as
information on genome location, biochemical char-
acterization, associations to the GOs, etc. For help at
any time, users can click on the help menu at the bot-
tom of the browser page or visit the link http://www.
plantontology.org/amigo/docs /user_guide/index.html.

Annotations to GSO

Annotation is the process of tagging snippets of
information to the genomic element by skilled biolo-
gists to extract its biological significance and deepen
our understanding of the biological processes (Stein,
2001). The curator attributes the added information to
its source by the use of evidence codes (http://www.
plantontology.org/docs/otherdocs/evidence_codes.htmi)
indicating the kind of experiment that was carried out
to infer the association to a GSO term, such as inferred
from expression pattern (IEP) involving northern,
western, and/or microarray experiment, or inferred
from direct assay (IDA) such as isolated enzyme and/
or in situ assays, etc. (Table II). The user interface has
query filter options to search for genes annotated with
a given type of evidence code. Explicit spatiotemporal
information related to the whole plant is extracted
from literature by a curator and described using terms
from the GSO. The current build of the GSO has over
600 genes associated to it from the TAIR and Gramene
databases (Fig. 5A). Analysis of the data at this point
may not be entirely reflective of current research in
Arabidopsis and rice, as manual curation is a dynamic
and evolving process and will necessarily lag behind
the actual state of research. In TAIR, about 130 gene
associations to whole-plant growth stages carry the
evidence code IEP, while in the Gramene database, a
majority of GSO annotations (about 480) carry the
evidence code inferred from mutant phenotype (IMP)
and a smaller number of IEP and inferred by genetic
interaction (IGI) associations. A closer look at the num-
ber of genes associated to various terms and their
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immediate parents (Fig. 5, A and B) reveals that many
of these genes with GSO annotations in TAIR are as-
sociated to germination stages, which is a vegetative
stage. Similarly the vegetative stages, particularly five-
to six-leaf stages (children of leaf production) and
reproductive stages, namely the inflorescence visible
(sensu Poaceae), a child of inflorescence visible, fruit
formation, and ripening stages in the rice plant are of
particular importance (Fig. 5B). The Solanaceae Ge-
nome Network (SGN) has adapted the GSO and has
created a mapping file for Solanaceae (tomato [Lyco-
persicon esculentum]) synonyms that is used to associate
their data. Tomato mutants are initially being curated
to these terms and, predictably, a large number of
mutants will be associated to the ripening stages (data
not shown). As we continue to solicit data from
collaborating databases and annotate using the GSO,
we obtain a global view of how data is associated with
different stages of plant growth (Fig. 5B).

Application

This section provides examples of genetic analyses
that typically use whole-plant ontogeny as a feature of
the experimental design and data analysis. It indicates
some of the difficulties of extracting spatiotemporal
information from the literature and shows the advan-
tages of curating genomic information using the plant
ontologies (GSO and PSO), which allow the users to
query when and where a gene is assayed, expressed,
or its effects become visible during the life cycle of a
plant. In addition the PO database supports queries
such as what are the genes that are expressed during
the germination stage in Arabidopsis and rice or show
me all of the phenotypes in the reproductive stages of a
rice plant when mutated.

Annotation Examples of Mutant Phenotypes

The primary description of phenotypic data is usu-
ally at the whole-plant level and it is rarely a straight-
forward exercise of term-to-term association for the
curator. For example, characterization of dwarf mu-
tants is done in different ways, most often by the leaf
or node number that is affected, counted either top
down or bottom up; in this system the leaf and the
internode below it can be used to define the same
stage. This is distinct from node visible stages that are
less reliable, as the first node that is visible is a variable
number in grasses (Fig. 3).

An example is provided by recording of internode
elongation, the main morphological feature that is
affected in dwarf plants, is attributed among others to
the effect of gibberellin and brassinosteroids (Chory,
1993; Ashikari et al., 1999). Yamamuro et al. (2000)
show that brassinosteroid plays important roles in
internode elongation in rice and have characterized
dwarf mutants based on the specific internode that is
affected. In the dn-type mutant all the nodes are
uniformly affected (the total number of nodes in a
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Growth Stage term & ID Arabidopsis annotations | Rice annotations
‘Cj-il‘ 0 Germination 136 (ABI1, COX6B, GA4, | 2(d10, agr1)
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LP.01 one leaf visible none 2 (bierf1, gh2)
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Figure 5. Summary of the Arabidopsis and rice gene annotations to the GSO. A, Growth stage-specific gene annotations from
Arabidopsis and rice. The stages prefixed with A to D are the top most categories of the growth stages, namely vegetative,
reproductive, senescence, and dormancy. The stages prefixed with 0 to 2 are vegetative substages, and those with 3 to 6 are
reproductive substages. All stages means all the GSO terms. B, A list of selected Arabidopsis and rice genes annotated to five
specific growth stage terms, suggesting the current state of annotations and not the actual growth stage-specific profile. Asimilar list
canbe generated to get growth stage-specific gene expression profiles for a given species. In columns 2 and 3, the numbers (written
in bold) appearing before the parentheses are the total number of gene annotations; species-specific genes are written in italics.

given mature rice plant). However, in the nl-type
mutant, only the fourth internode is affected, while
in the case of the sh-type mutant, only the first inter-
node is affected. However, in this case, the authors of
the study number the internodes from top down (the
uppermost internode below the panicle is the first
internode). To be consistent with the GSO, these num-
bers have to be converted to the appropriate leaf/node
counting from the base of the shoot (Fig. 3). This has to
be achieved by the curator’s personal knowledge of
the plant, from legacy information available for the
species and germplasm accession, or by contacting the
authors. Unlike the above example, generally leaves
are counted from below and the curator extracts infor-
mation from statements such as when the plant is at
the three-leaf stage. This permits an immediate visu-
alization of the morphological appearance of the plant
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to the researcher and curator as well as the user (Fig.
3). Currently by using the IMP filter, more than 500
genes annotated to different growth stages are avail-
able in the PO database.

Cross-Database Comparison of Gene Annotations

Almost all organismal databases are mutually ex-
clusive and provide little or no overlap in their sche-
mas with other databases. Thus they cater to exclusive
user communities. To illustrate how the use of ontol-
ogies can overcome database interoperability prob-
lems, we compare the related processes of flowering
time in Arabidopsis and heading date in rice (Fig. 6).
The gene network underlying the photoperiodic flow-
ering response involves photoreceptors, circadian
clock systems, and floral regulator genes (Yanovsky
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Figure 6. Genes participating in the flowering time pathway. This image illustrates the flowering time pathway genes from
Arabidopsis, GI, COand FT, andrice, OsGl, SeT (Hd1), and Hd3a. In the PO database, the annotation for these genes is provided by
three databases, the National Arabidopsis Stock Centre, TAIR (for Arabidopsis), and Gramene (for rice). The curators have used
terms (Table 1) from the whole GSO and PSO to suggest when and where in a plant these genes were expressed or their phenotype
was observed. Based on the experiment types (evidence codes) and citation evidences, the databases recorded information about
the mutant/gene/gene product to the GSO and the PSO terms. Compared to the short-day length promotion of flowering in rice,
flowering is promoted by long-day exposure in Arabidopsis. When rice is exposed to long days, it leads to a down regulation of the
Hd3a gene by SeT (Hd1), leading to a delayed transition of the vegetative shoot apical meristem to the reproductive inflorescence
meristem. In other words, the growth stage inflorescence visible (sensu Poaceae), which is synonymous with heading stage, is
delayed. The double-headed arrows suggest that the Arabidopsis and rice genes are orthologous. The colored boxes around the
genes represent the databases that provided the gene annotations. In the PO database, the putative orthology of these genes cannot

currently be determined or displayed, but it can be inferred by visiting either the Gramene or the TAIR database.

and Kay, 2002; Izawa et al., 2003; Putterill et al., 2004;
Searle and Coupland, 2004). Interestingly, the molec-
ular components that underlie the transition from
vegetative to reproductive growth are conserved in
Arabidopsis and rice (Hayama and Coupland, 2004;
Putterill et al., 2004).

The three key regulatory genes in Arabidopsis are
GIGANTEA (GI), CONSTANS (CO), and FLOWERING
TIME (FT), and in rice they are Oryza sativa Gigantea
(OsGlI), Photosensitivity (Sel; synonymous with Heading
date T [Hd1)), and Hd3a (Hayama et al., 2003; Fig. 6). GI
is an activator of CO (Izawa et al., 2000) and literature
provides evidence that the Sel (Hd1) gene from rice is
an ortholog of a CO family member in Arabidopsis
(Putterill et al., 1995; Yano et al., 2000). Furthermore, an
allele at the Hd3a locus in rice promotes the transition
to floral development (Kojima et al., 2002) and it ap-
pears to be an ortholog of FT (Kardailsky et al., 1999;
Kobayashi et al., 1999). Thus, the relationship of OsGI
to Sel (Hd1) and that of Sel (Hd1) to Hd3a in rice is
similar to GI, CO, and FT in Arabidopsis, despite the
fact that Arabidopsis is a long-day plant while rice is a
short-day plant (Kojima et al., 2002; Hayama et al,,
2003; Fig. 6).

At present all the above genes are available in the
PO database, annotated either or to both GSO and
PSO terms (Table III). The Arabidopsis databases,
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National Arabidopsis Stock Centre and TAIR, have
used IMP, IEP, IDA, and traceable author statement
(TAS) evidence codes to annotate GI, CO, and FT
genes to the exact plant structure where they are
expressed. Gramene database has used the IMP and
IGI evidence codes to annotate OsGi, Sel (Hd1), and
Hd3a. For rice the IGI code was used to describe the
epistatic interaction between Sel (Hd1) and Hd3a.
Table III also includes the annotation of the same
genes to the GO. Although this information is not
provided by the POC database, it can be retrieved by
visiting the respective source databases TAIR and
Gramene from the gene detail pages. The information
on GO annotations further suggests the biochemical
roles of these genes and their functional similarity or
dissimilarity.

Cross-database querying is often difficult because of
the way the stage of plant growth is described or the
way a trait or phenotype is assayed and curated in
species-specific databases. In Arabidopsis the time of
flowering is indicated by the number of rosettes on a
plant (Samach et al., 2000}, while it is indicated by the
number of days between planting (or transplanting)
and heading of the primary panicle in rice (Yano et al.,
2000). The phenology or growth stage studied in
both plants is the same (appearance of reproductive
structure), but the annotation typically used to identify
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Table I\. Annotation of the three orthologous sets of flowering time pathway genes from Arabidopsis and rice

The GSO and PSO annotations for Arabidopsis GI, CO, and FT, and rice OsGl, Sel (Hd1), and Hd3a genes were imported from the PO database.
The annotations to GO (columns 4-6) were imported from TAIR and Gramene databases to give an overview on the functional characteristics of the
orthologous genes. The curators assigned the ontology terms from the whole growth stage (GSO) and plant structure (PSO) aspect to suggest when and

where in a plant these genes were expressed or phenotyped. Depending on the experiment type (evidence code) and citation evidence (references)
the databases recorded information about the mutant/gene/gene product to GSO and PSO terms. The same procedure was used for GO annotations

Columns 2 to 6 provide information on the term names, 1D, and the evidence code.

]

Plant Growth

Plant Structure

Genes GO: Cellular GO: Molecular CO: Biological
Stage (GSO) (PSO) Component Function Process
Arabidopsis
cl Whole plant Flower (PO:0009046; Nucleoplasm Unknown Response to cold
(PO:0000003; TAS) IMP) (GO:0005654; (GO:0009409;
IDA) and nucleus IMP), flower
(GO:0005634; development
IDA) (GO:0009908;
TAS), regulation
of circadian rhythm
(GO:0042752; IMP),
positive regulation
of long-day
photoperiodism,
and flowering
(GO:0048578;
IMP)

co Not available Flower (PO:0009046; Nucleus Transcription Regulation of flower

IMP) (GO:0005634; factor activity development
NAS) (GO:0003700; I1SS) (GO:0009909;
IMP)

FT Not available Leaf (PO:0009025; Unknown Phosphatidylethanolamine Positive regulation of
TAS) and shoot binding (C0:0008429; flower development
apex {PO:0000037; ISS) and protein binding (GO:0009911;
IDA) (GO:0005515; 1P1) IMP)

Rice

OsGi Inflorescence Inflorescence Nucleus Unknown Inflorescence

emergence from (PO:0009049; IMP) (GO:0005634; development
flag leaf sheath IEP) (GO:0010229;
(PO:0000003; IMP) IMP)
Sel Inflorescence Floret (sensu Poaceae; Nucleus DNA binding (CO:0003677; inflorescence
(Hd1, FI1) emergence from PO:0006318; IMP), (GO:0005634; ISS), transcription factor development
flag leaf sheath inflorescence IEP) activity (GO:0003700; (CO:0010229; 1G)),
(PO:0007041; |G, (PO:0009049; 1GI, ISS), and zinc ion binding long-day
IMP), stem elonga- IMP), inflorescence (GO:0008270; 1SS) photoperiodism
tion (PO:0007089; meristem (GO:0048571; IEP,
IMP), and FR.04 fruit (PO:0000230; IMP), ICl), and short-day
ripening complete and seed photoperiodism
(PO:0007038; IMP) (PO:0009010; IMP) (GO:0048572; IEP,
IQY)
Hd3a Inflorescence Floret (sensu Unknown Phosphatidylethanolamine Inflorescence
(FI32a) emergence from Poaceae; binding (GO:0008429; development
flag leaf sheath PO:0006318; IMP), ISS) (GO:0010229; IMP),

(PO:0007041;
IMP), stem
elongation
(PO:0007089;
IMP), and FR.04
fruit ripening
complete
(PO:0007038; IMP)

inflorescence
(PO:0009049; IMP),
inflorescence
meristem
(PO:0000230; IMP),
seed (PO:0009010;
IMP), and
sporophyte
(PO:0009003; IEP)

short-day
photoperiodism
(GO:0048572; tMP),
and regulation of
timing of transition
from vegetative to
reproductive phase
(GO:0048510; IMP)
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that growth stage is very different. Once generic ter-
minology describing plant phenology/growth stages
is agreed upon and consistently utilized in database
curation, these kinds of results will become more read-
ily accessible with fewer queries.

Standard Growth Stage Vocabulary in Experimental
Description and Design

Associated with the problem of database curation is
the problem of data collection in laboratories and
research groups, where data related to plant growth
stages are typically collected based on chronological
age alone such as 5 d after germination, 10 d after
flowering, 1-month-old plant, leaf tissue was harvested
in the spring of 2005, etc. The widely differing develop-
mental timelines do not allow meaningful comparisons,
even among members of the same species, particularly
when environmental conditions vary. However, if crit-
ical studies can be performed on a few model genotypes
from the same species across various environments
they can serve as a reference. This kind of data has been
described for 24 rice cultivars, including Nipponbare,
Azucena, IR36, IR64, Koshihikari, etc. (Yin and Kropff,
1996), for 19 genotypes of maize, including B73, Mo17,
hybrid B73xMo17, and 16 additional hybrids (Padilla
and Otegui, 2005), and a comparative study including
wheat, barley, and maize (McMaster et al., 2005). The
overall outcome of all these studies suggested that
although genotypes may differ in their growth profiles
in terms of growth rate or flowering time as a result
of environmental variables (i.e. light, temperature, or
water-deficit conditions), the targeted vegetative growth
stages recorded by counting the number of leaves
almost always followed a predictable pattern for a
given genotype. The responses to variables such as
increase or decrease of growth rate or stem elongation,
versus the leaf numbers, were not interdependent.
This further proved that such experiments can be used
by researchers to estimate the growth stage profile
based on counting the number of leaves and that this
estimate of growth stage was independent of the en-
vironment as long as the genotype is known. Thus,
data collected with reference to a commonly defined
series of whole-plant growth stages such as the ones
described in the GSO will provide greater coherence
and facilitate comparisons between and within species
(Boyes et al., 2001).

DISCUSSION

The GSO is meant to link genetic and molecular
information along the ontogenetic trajectory of plant
growth, from germination to senescence in develop-
mental time and space. Development is the execution
of the genetic program for the construction of a given
organism. The morphological structure is the product
of many hundreds or thousands of genes that must be
expressed in an orchestrated fashion to create any given
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tissue, body part, or multicellular structure (Davidson,
2001). Development is thus the outcome of a vast net-
work of genes whose expression is regulated both
spatially and temporally. Suites of genes are expressed
only during specific times during the life cycle of a
plant, while other genes are turned on and off inter-
mittently throughout the life cycle. Effective annota-
tion of growth stage-specific gene markers in plant
genome databases requires the development and use
of ontologies, such as the GSO described here. Many
genetic and developmental studies are initially con-
ducted using a specific model system that is rich in
genomic resources, but validation of hypotheses often
depends on investigation of multiple plant systems
(Cullis, 2004). Incorporation of information from mul-
tiple sources requires integration and synthesis of data
across species and database boundaries. The use of
common terminology to describe homologous features
in diverse species is the first step. Inclusion of syno-
nyms for growth stages of every plant species offers an
effective solution for the immediate term, but may
become unwieldy in the future. It is analogous to the
approach taken by the WORDNET project that defines
words using sets of synonyms and currently covers
150,000 English words (Fellbaum, 1998). We are work-
ing with our software developers to provide tools that
will categorize synonyms, eventually helping the user
community to find the GSO terms that qualify as the
growth stage terms for the plant species of their choice
and automate the process of identifying derivative
synonyms that can be queried in multiple ways. For
example, a user may want to query on the terms sixth
leaf/six leaves /6 leaves, all of which are derivatives of
each other. Improvements in developer’s tools will
help prevent the ontology from becoming unwieldy
and will greatly improve the efficiency of searches.
The GSO will also be valuable in describing high-
throughput experimental designs, where plant devel-
opment is typically analyzed using global patterns of
gene expression at defined developmental stages
(Schnable et al., 2004). We further anticipate that the
design of an experiment is likely to influence the
potential to conduct comparative analyses. For exam-
ple, a problem may arise when a normalized set of
tissue samples, e.g. from leaf tissue harvested at the
three-, six-, and 10-leaf stages, is used to isolate a
protein sample for a proteomics experiment or mRNA
for either the microarray experiment or for construct-
ing an expressed sequence tag/cDNA library. Unless
each sequence from the library is associated with a
particular source tissue and growth stage, it is very
difficult to ascertain the actual growth stage at which
the mRNA was expressed. Further in the PSO and
GSO annotations it is not necessary that one gene is
associated with only one plant structure and growth
stage description. There can be multiple annotations to
accommodate the necessary information about an
expression profile, e.g. an expressed sequence tag
accession can be expressed in leaf tissue at both the
three- and 10-leaf stage but it may not be detected in
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the six-leaf stage. Hence, the use of well-defined GSO
would be extremely useful to provide a framework for
comparing gene expression patterns analyzed at dif-
ferent stages within and across species.

The generic design of the GSO aims to facilitate the
process of integrating genomic information from di-
verse plant systems to deepen our understanding of
plant form and function. Adoption of the ontology will
contribute to its continued improvement and devel-
opment and will promote an increasingly global view
of plant biology. Members of the POC have used the
emerging GSO to annotate genes and phenotypes in
plants. As proof of concept, data associations from
TAIR and Gramene are already available and users can
now search over 600 annotated genes, updated on a
monthly basis. The Gramene database (Jaiswal et al.,
2006) will display the cereal GSO together with the
GSO and eventually retire the cereal GSO, giving
transition time for its users to familiarize themselves
with the new terms. A similar approach will be taken
by TAIR (Rhee et al., 2003), and MaizeGDB (Lawrence
etal., 2005) is currently testing their annotations. Initially,
emphasis was focused on the core databases but ex-
panding use of the ontology by Soybase collaborators
Rex Nelson and Randy Shoemaker and SGN collabo-
rators Naama Menda and Lukas Mueller highlights its
utility for comparative genomics. Soybase has adapted
the GSO for description of soybean (Glycine max) data.
SGN adapted the GSO for taxonomic family-wide de-
scription of Solanaceous plants and is currently testing
it for tomato mutant description. In subsequent re-
leases associations to maize and tomato will become
available in the PO database, followed by soybean.

As our understanding of the gene networks and
underlying molecular details regarding the origin and
diversification of complex pathways such as flowering
time grows, a challenge is presented to test the ability
to place this knowledge into a framework that can
accommodate the information as it emerges and place
it into an appropriate comparative context. Similarly
our current understanding of genetics and evolution in
plants raises many questions about orthology, paral-
ogy, and coorthology in diverse species (Malcomber
et al., 2006). The functional relationships among these
genes and gene families will be reflected in databases
that annotate such information using precise morpho-
logical terms from the GSO and the PSO. The effective
use of controlled vocabularies also helps identify
problems and gaps in knowledge related to the cura-
tion of genes in different species where the evolution-
ary relationships are not entirely clear. Drawing from
the experience of its core databases, the POC in the
future will address the above issues by preparing and
sharing annotation standards that can be used by other
member databases to the benefit of the larger plant
science community.

The current GSO design is based on annual plants,
therefore discussions are underway with collaborators
representing the poplar (Populus spp.) and citrus re-
search communities to expand it to include perennials.
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We also hope that future software developments will
allow us to hard wire temporal relationships into the
ontology. We encourage databases and individual re-
searchers to contact us if they are suggesting new
terms, modification of existing definition(s), term-to-
term relationships, or even interested in joining the
POC by contributing the associations to their genes
and mutant phenotypes by writing an e-mail to
po-dev@plantontology.org. More information about
joining POC can be found online (http://www.
plantontology.org/docs/otherdocs/ charter.html).

MATERIALS AND METHODS
Ontology Development

Biologists from University of Missouri at St. Louis and Missouri Botanical
Gardens, and curators from the TAIR, MaizeGDB, and Gramene databases
worked together to evaluate growth and development in Arabidopsis
(Arabidopsis thaliana), maize (Zea mays), and rice (Oryza sativa), examining
the vocabularies and models used to describe the whole-plant growth stages
in each species. Growth stages of Arabidopsis were described by Boyes et al.
(2001) based on the BBCH scale (Meier, 1997) that includes both monocot and
nonmonocot species. The BBCH scale in turn is based on the Zadok scale,
developed for Triticeae (Zadok et al., 1974), which forms one of the literature
bases for the cereal GSO developed by Gramene database (Jaiswal et al., 2006).
Rice terminology was derived from INGER (1996), for Triticeae from Zadok
et al. (1974) and Haun (1973), and for sorghum from Doggett (1988).
MaizeGDB (Lawrence et al., 2005) derives its growth stage vocabulary from
a modified version of Ritchie’s scale (Ritchie et al., 1993). The vocabulary
developed by MaizeGDB was integrated into cereal GSO in the Gramene
database as well. With these preexisting interconnections in the core data-
bases, we were able to begin synthesizing them into a generic ontology. Similar
growth stage concepts for the above species were identified and mapped to
the generic growth stages and stored in mapping files. The mapping files are
available at http:/ /brebiou.cshl.edu/viewcvs/Poc/mapping2po/. More details
about the project and ontology development is available on the documentation
section of the PO Web site (http://www.plantontology.org/docs/docs.html).

Review of Ontology

All aspects of the ontologies developed by the POC, including the GSO, are
a collaborative effort and involve evaluation and assessment by numerous
external experts. Before each ontology is released to the public, the POC’s
internal board of senior editors provides critical assessments and offers
suggestions for substantive changes that are thoroughly discussed and
incorporated into a revised version of the ontologies. The revised ontologies
are then released to database curators and developers, who check for incon-
sistencies and provide critical feedback about problems and/or advantages
associated with use of the new ontologies. In the final phase, the ontologies are
subjected to review (http://www.plantontology.org/docs/growth/growth.
html) by an external panel of experts. Over 15 outside scientists with expertise
in the growth and development of diverse plant species have provided
valuable input to the development of this ontology (http://www.plantontology.
org/docs/otherdocs/acknowledgment_list.html).

Ontology Editing Tools and Web Interface

The plant ontologies are built and maintained using the DAG editor (DAG-
edit) developed by the GO software group. It is open source software
implemented in Java and installed locally; flat files are used to store the
ontologies. DAG-edit permits creating and deleting new terms, and adding
synonyms in categories such as exact, broad, narrow, or related synonyms.
This software also supports a user-defined plug in for reading, saving,
importing, and exporting (Harris et al., 2004; http:/ /sourceforge.net/ project/
showfiles.php?group_id=36855). The ontologies are shown using a tree
structure. As the GSO is a relatively small ontology, the DAG-edit shows a
good overview of the expanded tree in one window. The tool DAG-edit was
superseded by the Open Biomedical Ontology Editor (OBO-edit) in its recent

427



[l

N

Pujar et al.

release by the GO software group. The same will be used in the future
development and maintenance of the GSO.

The PO uses the Amigo ontology browser as the Web interface for
searching and displaying the ontologies (Fig. 4). Querying can be done using
term names, numerical identifier, synonyms, or definitions. The associated
annotations to terms from all the represented databases can be viewed on the
term detail page (Jaiswal et al., 2005).
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