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COMPOSICION Y METODO PARA LA MITIGACION DE ESTRES EN PLANTAS

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere generalmente a un método y composicién

para mitigar la autofagia de plantas o la degradacion de las células de plantas mas
viejas para suministrar nutrientes a las células de plantas recientemente formadas
deficientes, lo cual puede ocurrir durante el desarrollo (por ejemplo, floracién) de
nuevas celulas de plantas bajo condiciones estresantes, tales como altas
temperaturas. Ademas, esta invencidn se refiere al desarrollo mejorado de
semillas, y en consecuencia, el rendimiento incrementado de granos cosechables
de plantas, incluyendo plantas de cultivo, que experimentan condiciones de

crecimiento ambientalmente estresantes durante el desarrollo y crecimiento.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Tradicionalmente, los fertilizantes minerales. se han aplicado

predominantemente a plantas de cultivo en crecimiento. Las dificultades surgen,
sin embargo, cuando el estrés externo impide el desarrollo exitoso de la planta,
especialmente de cultivos de granos o simillas y/u otros cultivos. El estrés fisico,
tal como los causados por las temperaturas ambientales es ya sea demasiado
bajo o demasiado alto, y en particular las altas temperaturas, son especialmente
problematicas. Ademas, la practica agronémica del estado del arte no emplea
reguladores del crecimiento de plantas para superar una dificultad de la planta,
debido a tal estrés, en la produccién de cantidades suficientes de nutrientes, por
ejemplo, azlicares, para prevenir la autofagia (es decir, canibalismo de las células
de plantas previamente . formadas por células recientemente formadas para
compensar una escasez de nutrientes de células). Es bien sabido que los
fertilizantes minerales proporcionan dieciséis minerales que son necesarios para el
crecimiento y desarrollo del cultivo. Es sabido que las moléculas de sefializacion,
tales como reguladores de crecimiento de plantas u otras moléculas, mejoran la
productividad del cultivo mediante la expresion de ciertos genes. Ademas, se ha
llevado a cabo mucha investigacion en el uso de reguladores del crecimiento de
plantas y sus efectos sobre el crecimiento y desarrollo de plantas. Sin embargo,
hasta la descripcién de la invencién aqui, no se ha sabido que la aplicacion de
ciertas “moléculas de sefalizacion” mejore la productividad de las plantas

mitigando la autofagia de plantas causada por estrés ambiental, tales como altas
temperaturas de crecimiento.



Considerando la completa cantidad de investigacion en técnicas y
composiciones para mejorar la produccion de alimentos asi como también la
necesidad continua de mayor produccion de alimentos para alimentar una
poblacién humana exponencial en crecimiento, hay una necesidad largamente |
anhelada y no cumplida de métodos y composiciones mejorados para mejorar las
productividades de plantas, especialmente en vista de temperaturas ambientales

mas altas y otras condiciones de crecimiento mas severas.

IDENTIFICACION DE OBJETOS DE LA INVENCION

Un objeto de la invencidn es realizar uno o0 mas de los siguientes:

Proporcionar un método y composicidén para mejorar la productividad
y crecimiento de plantas de cultivo;

Proporcionar un método y composicion para mejorar la productividad
y crecimiento de plantas de cultivo que crecen bajo estrés ambiental severo;

Proporcionar un método y composicién para mejorar la productividad
y crecimiento de plantas que crecen bajo condiciones de alta temperatura;

Proporcionar un método y composicion para incrementar la sintesis
de nutrientes por las plantas;

Proporcionar un método y composicion para mitigar la autofagia y/o
apoptosis de plantas;

Proporcionar un método y composicidén para mejorar la productividad
y crecimiento de cultivo durante las etapas vegetativas del crecimiento de cultivo,
previo a las etapas reproductivas del crecimiento de cultivo;

Proporcionar un método y composiciéon para mejorar el tamario de
semilla de cultivos de gfano, y por lo tanto el rendimiento de cultivo, bajo estrés de
alta temperatura incrementando la disponibilidad del agua para el
dimensionamiento del grano; y

Proporcionar un método y composicién para mejorar el tamarfio de
semilla de cultivos de grano y por lo tanto el rendimiento de cultivo bajo estrés de
alta temperatura incrementando la disponibilidad de agua para el
dimensionamiento del grano.

Otros objetos, caracteristicas, y ventajas de la invencion seran
evidentes a partir de la siguiente especificacion y figuras para un experto en el

arte.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION




Los objetos identificados anteriormente, junto con otras
caracteristicas y ventajas de la invencidn se incorporan en un método y
composicion para plantas en crecimiento, especialmente plantas de cultivo, para
que sean mas productivas y/o resilientes a las condiciones de crecimiento
estresantes, tal como alta temperatura. Cuando las temperaturas de crecimiento
son demasiado altas, se sabe que se compromete el desarrollo de flores y
embriones subsecuentes (semillas), con el resultado concomitante que la
productividad de los granos de cultivo u otros tipos de cosechas agronémicas se
deteriorar y los rendimientos del cultivo se pueden disminuir drasticamente. Bajo
condiciones de crecimiento extremas, tales como altas temperaturas, las plantas
experimentan una incapacidad para producir los nutrientes, tales como azlcares,
necesarios para llevar a cabo los procesos anabdlicos normales (es decir,
desarrollo de flor y embridn/semilla). Para compensar esta escasez de nutrientes,
las plantas que crecen bajo estas condiciones de estrés tipicamente sufren
autofagia, o auto-canibalismo, para asegurar los nutrientes necesarios a las
células recientemente formadas.

La aplicacion exdgena a la canopia de la planta (es decir, hojas y
flores) de la citoquinina de hormona/regulador de crecimiento de la planta se ha .
descubierto que previene tal autofagia induciendo la produccion necesaria de
suficientes nutrientes (es decir, azlcares) para el crecimiento de nuevas células
de plantas (es decir, desarrollo exitoso y completo de las semillas). Se piensa que
los genes que controlan los niveles incrementados de fotosintatos (es decir,
productores de azucar/energia de la planta) se activan por la aplicacién exdgena
de citoquinina. Adicionalmente, la aplicacién de bajas concentraciones de potasio
junto con la citoquinina se ha encontrado que incrementa sustancialmente el
efecto de la citoquinina. Tales resultados son inesperados con tales bajas
concentraciones de potasio, debido a que difieren de los efectos fisiologicos
normalmente atribuidos a mayores velocidades de aplicacién de potasio grado
fertilizante. Se piensa que la aplicacion de bajas concentraciones de potasio actda
muy similar a otras moléculas de sefalizaciéon (por ejemplo, hormonas) en la
estimulacion de transcripcion de genes particulares, tales como los genes que
expresan efectos de citoquinina, o proporcionan un nivel mejorado de energia o
mejoran otras hormonas que tienen un efecto los rendimientos incrementados
tales como acido abscisico o sensibilidad al mismo. La sinergia de la aplicacion de
bajas concentraciones de potasio y citoquinina a plantas en crecimiento también

se puede realizar bajo condiciones de crecimiento de menor estrés.



La composicién descrita y su método de aplicacién representa un
procedimiento practico para mitigar la autofagia de plantas, y cualquier
consiguiente apoptosis, que resulta de las condiciones de crecimiento de planta
estresantes, tales como altas temperaturas. El método preferiblemente incluye la
aplicacion de una hormona de planta, principalmente una citoquinina, al follaje y/o
flores de plantas en o aproximadamente el momento del comienzo del
florecimiento de la planta (por ejemplo, durante la meiosis y cuando el polen esta a
punto de entrar en la dehiscencia. Este agente inhibidor de autofagia
preferiblemente es la citoquinina, quinetina, sin embargo, otras formas de
citoquinina también se pueden usar de manera singular o en combinacion, tal
como zeatina, varias formas de zeatina, NB6-bencil adenina, N6-(delta-2-
isopentil)adenina, 1,3-difenil urea, tidiazuron, CPPU (forclorfenuron) u otras
formulaciones quimicas con actividad similar a citoquinina. Preferiblemente, pero
opcionalmente, una baja concentracién de potasio también se aplica junto con la
hormona de planta para mejorar los efectos de la hormona de planta como se
describid previamente. |

En una primera etapa, la hormona de planta citoquinina es preparada
para la aplicacion a las plantas a ser tratadas. La hormona de planta citoquinina
preferiblemente se aplica a las plantas como una solucién acuosa. Por lo tanto, la
preparacion de la hormona de planta citoquinina puede incluir una o mas de las
siguientes actividades: diluir la hormona de planta citoquinina en suficiente agua
para crear la concentracion deseada de citoquinina en la mezcla/composicion
aplicada, agregar bajas boncentraciones de potasio a la mezcla/composiciéon de
hormona de planta citoquinina para mejorar los efectos de la citoquinina aplicada,
cargar la hormona de planta citoquinina con o sin potasio (0 una mezcla acuosa
del mismo) en un rociador o tanque para la subsecuente aplicacién a las plantas a
ser tratadas, calibrar el rociador o aplicador de dosificacion para medir la cantidad
deseada de la mezcla de hormona de planta citoquinina a las plantas a ser
tratadas y transportar la hormona de planta citoquinina con o sin potasio (o una
mezcla acuosa del mismo) a la ubicacién de las plantas a ser tratadas.

Preferiblemente, la concentracion de citoquinina en una solucién
acuosa no diluida varia desde aproximadamente 0.01% a aproximadamente
0.10%. Una solucién de citoquinina no diluida comercialmente disponible, X-Cyte -
(un producto de Stoller USA, Houston, Texas), suministra la concentracion de
citoquinina preferida de aproximadamente 0.04%. A la concentracion de

citoquinina preferida, la solucion acuosa no diluida de citoquinina se aplica en una



segunda etapa a las plantas a ser tratadas a la velocidad de entre
aproximadamente 1/4 a 4 pintas (0.4 | a 2.27 I) de solucion por acre (0.4
hectareas) de plantas en crecimiento y mas preferiblemente entre 1 a 2 pintas
(0.57 a 1.14 1) de solucion por acre (0.4 hectareas) de plantas en crecimiento. Tal
aplicaciébn iguala una velocidad de entre aproximadamente 0.09 a
aproximadamente 0.76 gramos de citoquinina por acre (0.4 hectareas) de plantas
en crecimiento (diluida en 60 galones (272.7 |) de agua por acre (0.4 hectareas)), y
mas preferiblemente, a una velocidad de entre aproximadamente 0.19 a
aproximadamente 0.38 gramos de citoquinina por acre (0.4 hectareas) de plantas
en crecimiento (diluida en 60 galones (272.7 1) de agua por acre (0.4 hectareas)).
El potasio, si se aplica con la citoquinina, preferiblemente se aplica a
concentraciones muy bajas. Las velocidades de aplicacibn de potasio
preferiblemente estan entre aproximadamente 1/4 Ib (0.11 kg) a aproximadamente
2 Ibs (0.90 kg) por acre (0.4 hectareas), mas preferiblemente entre
aproximadamente 1/2 Ib (0.22 kg) a aproximadamente 1 1/2 Ibs (0.68 kg) por acre
(0.4 hectareas), y muy preferiblemente aproximadamente 1 Ib (.454 kg) por acre
(0.4 hectareas). La citoquinina y/o potasio se pueden aplicar ya sea a las hojas,
como se establecié anteriormente, o al suelo a las mismas concentraciones. Se
puede aplicar al suelo en cualquier manera apropiada, tal como, por ejemplo, en
un surco abierto cerca de las raices de la planta, el surco se puede cerrar
subsecuentemente. También se puede aplicar con varias formas de riego, tal

como cinta de goteo o aspersién, o riego por surcos, entre otros.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Por via de ilustracion y no limitacién, la invencion se describe en

detalle después sobre la base de las figuras acompaiantes, en las cuales:

La Figura 1 es un histograma de resultados experimentales que
prueban si el desarrollo deteriorado de semillas/silicua bajo condiciones de
crecimiento de alta temperatura es causado por una insuficiencia de
nutrientes/azdcar, lo cual puede incitar la apoptosis de células de plantas .
recientemente formadas via autofagia; y

La Figura 2 es un histograma de datos experimentales que verifica
los resultados obtenidos en la Figura 1, principaimente que la reduccién de
rendimiento a alta temperatura, causada por la autofagia, principalmente es debido

a una insuficiencia de la hormona/regulador de crecimiento de planta, citoquinina.



DESCRIPCION DE LAS IMPLEMENTACIONES PREFERIDAS DE LA
INVENCION

Una implementacion preferida de la invencion dirige una o mas de las

deficiencias del arte previo e incorpora al menos uno de los objetos previamente
identificados. La invencion emplea un regulador de crecimiento de plantas,
preferiblemente una citoquinina, la cual cuando se aplica apropiadamente a las
plantas se ha descubierto que mejora la sintesis y transferencia de suficientes
nutrientes, tales como azucares, para el crecimiento y desarrollo de las partes
reproductivas (por ejemplo, en particular, el polen) de plantas que crecieron bajo
condiciones estresantes, tal como altas temperaturas. Para los propésitos de esta -
invencion, las altas temperaturas de crecimiento incluyen temperaturas de
crecimiento arriba de aproximadamente 25 grados Celsius (77 grados Fahrenheit),
pero mas comunmente temperaturas de crecimiento arriba de aproximadamente
30 grados Celsius (86 grados Fahrenheit). Aln una temperatura mayor de
aproximadamente 20 grados Celsius (68 grados Fahrenheit) se puede considerar
una “alta” temperatura, dependiendo del tipo de planta (por ejemplo, cebada, trigo
y centeno) y/o localidad (por ejemplo, distancia desde los polos de la tierra). Se ha
encontrado que tales altas temperaturas comprometen la productividad de la
planta de cultivo. Esto se piensa que es el resultado de la reduccién de hormonas
de plantas citoquinina en la planta debido a las altas temperaturas.

Una reduccion en el nivel de citoquinina en los tejidos de plantas
incita la autofagia — auto-canibalismo — de tejidos de plantas saludables para
proporcionar los nutrientes requeridos para el desarrollo reproductor. El estrés de
autofagia puede comprometer la formacién de semillas (Cheikh et al. 1994),
resistencia estructural y/o integridad fisica de los 6rganos reproductores (y por
consiguiente la fertilizacion exitosa de huevos) (Liptay et al. 1994), arreglo celular
y funcionalidad de érganos (Lolle et al. 1998), replicacién celular (Takahshi et al. ‘
2008) y crecimiento celular (Szekeres et al. 1996). Estos efectos de estrés son
debido a la autofagia de tejidos pre-formados en los diversos procesos del
desarrollo y crecimiento de plantas mencionados previamente. Ademas, esta
autofagia resulta en la apoptosis de productos de cultivo potenciales, reduciendo
significativamente el rendimiento de cultivo.

Las aplicaciones exégenas de citoquinina a las flores y hojas (es
decir, follaje) de plantas proporcionan el efecto de sefalizacién regulador de
crecimiento espacialmente requerido necesario para la sintesis mejorada de

nutrientes/azucares para el uso por las nuevas células sensibles. La citoquinina
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y/o potasio también se pueden aplicar al suelo en el cual las plantas estan
creciendo a las mismas concentraciones. Se puede aplicar al suelo en cualquier
manera apropiada, tal como, por ejemplo, en un surco abierto cerca de las raices
de la planta, el surco se puede cerrar subsecuentemente. También se puede
aplicar con varias formas de riego, tal como cinta de goteo o aspersién, o riego por
surcos, entre otros. El mejoramiento de la sintesis de nutrientes, via aplicacién de
citoquinina, se cree que resulta en un desarrollo mas completo de los tejidos
biolégicos para la reproduccion de plantas. Especificamente, la disponibilidad de
un suministro adecuado de nutrientes/energia conduce al desarrollo exitoso del
esperma masculino, incluyendo los diversos tejidos y sefiales biolégicas
responsables de su desarrollo. Una fuente de energia adecuada también ayuda en
las diversas etapas de desarrollo del polen en el cual los espermas se protegen
por recubrimiento. Ademas, los nutrientes/energia adecuados estan disponibles
para asistir al esperma masculino en su viaje desde el grano de polen, a través del
tubo de polen en desarrollo y en el ovario femenino para la fertilizacién del huevo.
Por consiguiente, la aplicacion de citoquinina resulta en la formaciéon exitosa de
embriones de semillas y tejidos asociados de la planta de cultivo, superando la
autofagia y cualquier apoptosis resultante.

Adicionalmente, se ha encontrado que la aplicacion de bajas
concentraciones de potasio junto con la citoquinina incrementa sustancialmente el
efecto de la citoquinina en tejidos de plantas. Tales resultados son inesperados y
difieren de los efectos fisiolégicos normalmente atribuidos a mayores velocidades
de aplicacion de potasio grado fertilizante tipico. Los efectos fisiologicos de
mayores concentraciones de potasio aplicadas incluyen: mantener la turgencia en
las plantas y por consiguiente asegurar un suministro de agua, neutralizar los
aniones que ayudan a estabilizar el pH del citoplasma, y procesos metabdlicos
generales. Para inducir estos efectos fisiolégicos, la concentracion de potasio
aplicado debe estar en el orden de los fertilizantes tipicos. Las bajas
concentraciones de potasio, descritas en la presente, empleadas para el efecto de
sefalizacién son al menos diez por ciento menores que las aplicaciones de
fertilizante de potasio tipicas, tales como aquellas descritas en la Patente de
Estados Unidos 4,581,056 emitida por Nooden et al. o en A. A. Csizinszky, Foliar
and Soil-Applied Biostimulant Studies with Microirrigated Pepper and Tomato, 103
PRrRoC. FLA. STATE HORT. Soc. 113-17 (1990). Se piensa que el potasio, aplicado en
bajas concentraciones, actiia muy similar a otras moléculas de sefializacién (por
ejemplo, hormonas) en la ayuda de transcripcion de genes particulares, tales



11

como los genes que se expresan en respuesta a la citoquinina aplicada. El
potasio, si se aplica con la citoquinina, preferiblemente se aplica a
concentraciones muy bajas entre aproximadamente 1/4 Ib (0.11 kg) a
aproximadamente 2 Ibs (0.90 kg) por acre (0.4 hectareas), mas preferiblemente
entre aproximadamente 1/2 Ib (0.22 kg) a aproximadamente 1 1/2 Ibs (0.68 kg) por |
acre (0.4 hectareas), y muy preferiblemente aproximadamente 1 b (.454 kg) por
acre (0.4 hectareas). El efecto de sefalizacion del potasio se ha encontrado que
se disminuye incrementadamente para velocidades de aplicacidn de potasio
mayores de aproximadamente 2 Ibs (0.90 kg) por acre (0.4 hectareas). _

Una implementacién preferida de la invencién facilita la sintesis
exitosa de nutrientes/azicares, de modo que estos nutrientes/azlicares (es decir,
energia quimica) se pueden transferir a los érganos de planta masculinos en
desarrollo. El método preferiblemente incluye la aplicacién de una hormona de
planta, principalmente una citoquinina, al follaje y/o flores de plantas en o -
aproximadamente el momento de la floracién de la planta. El periodo de
efectividad potencial de aplicacion de citoquinina puede variar desde varias
semanas previo a la emergencia de la flor, hasta e incluyendo la emergencia de la
flor, polinizacion, y durante el desarrollo subsecuente de embriones. Un tiempo
preferido es durante el proceso de meiosis, cuando las células madre de polen
pueden no diferenciarse, o no dividirse. Este tiempo de meiosis ocurre en plantas
dicotiledéneas durante un intervalo después de la diferenciacion de brote de Ia flor,
pero antes que las flores se abran. En las plantas monocotiledoneas, tales como -
granos, corresponde aproximadamente a la etapa de “inicio temprano” (etapa de
Feekes 10.0) en el desarrollo del grano. Otro tiempo preferido es durante la
liberacion de polen de los sacos de polen y tapete, cuando el polen esta a punto
de entrar en la dehiscencia (o diseminacion). En las plantas dicotiledoneas, esta
generalmente cae dentro del periodo que varia desde inmediatamente antes de la
abertura de la flor hasta que la flor muere y cae de la planta. En las plantas
monocotiledoneas, la liberacion de polen corresponde aproximadamente a la
etapa de Feekes (10.5.1) en el desarrollo del grano. La aplicacién de citoquinina
después de la floraciéon también puede mejorar el desarrollo del embridén bajo A
condiciones de crecimiento de alta temperatura e incrementar el rendimiento.

El agente inhibidor de autofagia preferiblemente es la citoquinina,
quinetina, sin embargo, otras formas de citoquinina se pueden usar singularmente

0 en combinacion, tal como zeatina, varias formas de zeatina, N6-bencil adenina,
N6-(delta-2-isopentil)adenina, 1,3-difenil urea, tidiazuron, CPPU (forclorfenuron) u
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otras formulaciones quimicas con actividad similar a citoquinina. Preferiblemente,
pero opcionalmente, una baja concentracidén de potasio también se aplica junto
con la hormona de planta para mejorar los efectos de la hormona de planta,
citoquinina. ‘

-En una primera etapa, la hormona de planta citoquinina se prepara
para la aplicacidon a las plantas a ser tratadas. La hormona de planta citoquinina
preferiblemente se aplica a las plantas como una solucién acuosa. La aplicacion
de sustancias quimicas agricolas se puede realizar en cualquiera de varias formas
bien conocidas por aquellos expertos en el arte, incluyendo pero no limitado a,
rocio, lineas de goteo, abono lateral, etc. Por lo tanto, la preparaciéon de la
hormona de planta citoquinina puede incluir una o mas de las siguientes
actividades: diluir la hormona de planta citoquinina en suficiente agua para crear la
concentracién deseada de citoquinina en la mezcla/composicién aplicada, agregar
una baja concentracion de potasio a la mezcla/composicién de hormona de planta
citoquinina para mejorar el efecto de la citoquinina aplicada, cargar la hormona de
planta citoquinina con o sin potasio (0 una mezcla acuosa del mismo) en un
rociador o tanque para la subsecuente aplicacién a las plantas a ser tratadas,
calibrar el rociador o aplicador de dosificacién para medir la cantidad deseada de
la mezcla de hormona de planta citoquinina a las plantas a ser tratadas y
transportar la hormona de planta citoquinina con o sin potasio (0 una mezcla
acuosa del mismo) a la ubicacién de las plantas a ser tratadas.

Preferiblemente, la concentracion de citoquinina en una solucién
acuosa no diluida varia desde aproximadamente 0.01% a aproximadamente
0.10%. Un producto de citoquinina no diluida comercialmente disponible, X-Cyte
(un producto de Stoller USA, Houston, Texas), suministra la concentraciéon de
citoquinina preferida de aproximadamente 0.04%. A la concentracién de
citoquinina preferida, la solucién acuosa no diluida de citoquinina se aplica en una
segunda etapa a las plantas a ser tratadas a la velocidad de entre
aproximadamente 1/4 a 4 pintas (0.4 a 2.27 I) de solucién por acre (0.4 hectareas)
de plantas en crecimiento y mas preferiblemente entre 1 a 2 pintas (0.57 a 1.14 1)
de solucion por acre (0.4 hectareas) de plantas en crecimiento. Tal aplicacién
iguala una velocidad de entre aproximadamente 0.09 a aproximadamente 0.76
gramos de citoquinina por acre (0.4 hectareas) de plantas en crecimiento (diluida
en 60 galones (272.7 I) de agua por acre (0.4 hectareas) para una solucion
rociada/aplicada), y mas preferiblemente, a wuna velocidad de entre

aproximadamente 0.19 a aproximadamente 0.38 gramos de citoquinina por acre
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(0.4 hectareas) de plantas en crecimiento (diluida en 60 galones (272.7 ) de agua
por acre (0.4 hectareas) para una solucién rociada/aplicada), dependiendo de las
especies de planta/cultivo especificas. Por consiguiente, como se describid
anteriormente, la cantidad de citoquinina aplicada a las plantas en crecimiento (1 a
2 pintas (0.57 a 1.14 |) de solucién de citoquinina no diluida por acre (0.4
hectareas), lo cual es equivalente a 0.1 ppm a 1.66 ppm de citoquinina de la
solucién rociada/aplicada por acre (0.4 hectareas)) es mucho menor que las
aplicaciones de citoquinina previas a las plantas en crecimiento. De hecho, las
velocidades de aplicacién preferidas son mas de diez veces menores que otros |
intervalos reportados de aplicacion de citoquinina, que son desde
aproximadamente 20 ppm a aproximadamente 400 ppm como se sugiere por N.
G. Denny, User Guide of Plant Growth Regulators. Si la duracion del desarrollo de
flor es larga, la aplicacién puede necesitar ser repetida para las flores
recientemente desarrolladas.

La citoquinina y/o potasio (discutido con detalle adicional a
continuacion) se puede aplicar ya sea a las hojas de las plantas, o al suelo a las
mismas concentraciones. Se puede aplicar al suelo en cualquier forma apropiada, |
tal como, por ejemplo, en un surco abierto cerca de las raices de la planta, el
surco se puede cerrar subsecuentemente. También se puede aplicar con varias
formas de riego, tal como cinta de goteo o aspersién, o riego por surcos, entre
otros.

El potasio, si se aplica junto con Ila citoquinina, también se aplica
preferiblemente a bajas concentraciones. (Alternativamente, el potasio se puede
aplicar previo a o después de una aplicaciéon separada de citoquinina. Sin
embargo, tales aplicaciones separadas no son éptimas, debido a que requieren
mas energia y mucho tiempo). El potasio preferiblemente se aplica como una sal
de potasio, tal como aquella encontrada en la potasa, sin embargo otras formas de
potasio conocidas por aquellos expertos en el arte se pueden emplear igualmente.
Las velocidades de aplicaciéon de potasio preferiblemente estan entre
aproximadamente 1/4 Ib (0.11 kg) a aproximadamente 2 Ibs (0.90 kg) por acre (0.4
hectareas) (equivalente a aproximadamente 500 ppm a aproximadamente 4,000
ppm de potasio de la solucidon rociada por acre (0.4 hectareas)), mas
preferiblemente entre aproximadamente 1/2 Ib (0.22 kg) a aproximadamente 1 1/2
Ibs (0.68 kg) por acre (0.4 hectareas), y muy preferiblemente aproximadamente 1
Ib (.454 kg) por acre (0.4 hectareas). Los efectos sinergisticos de la aplicacién de

bajas concentraciones de citoquinina junto con bajas concentraciones de potasio a
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plantas en crecimiento no se pueden limitar a condiciones de crecimiento de alto
estrés sino también se pueden realizar bajo condiciones de crecimiento de menor
estrés.

Las implementaciones preferidas de la invencién se describen
adicionalmente en los siguientes diversos ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos
no se proponen en alguna manera, y no se deben interpretar, para limitar el -

alcance de la invencién descrita en la presente.

EJEMPLO 1

Se condujeron experimentos para determinar el grado al cual el
regulador de crecimiento de plantas, citoquinina, cuando se aplica apropiadamente
a las plantas que crecen en ambientes de alta temperatura, mejora los niveles de
azucar e incrementa la transferencia de azlucares a porciones deficientes de
energia de la planta. Estos experimentos también se disefiaron para determinar si -
los tejidos de planta bajo estrés de alta temperatura sufrieron de uno o ambos de
los dos problemas potenciales: Primero, si esta bajo estrés de alta temperatura,
hay una deficiencia de citoquinina en el tejido de planta. Segundo, si esta bajo
estrés de alta temperatura, hay degradacion de la citoquinina (la cual es un
proceso normal para regular el equilibrio de los reguladores de crecimiento de
planta en tejidos de planta, en este caso reduciendo la cantidad de citoquinina
activa en el tejido de planta).

Los datos de estos experimentos, como se muestra en las Figuras 1
y 2, claramente indican que el problema sufrido por las plantas sometidas a estrés
de alta temperatura durante su fase de floracion es una insuficiencia de citoquinina
en los tejidos reproductores de las plantas. Los resultados ademas muestran que
la aplicacion de citoquinina exégena apropiada, como se describe en la presente,
incrementa el desarrollo de la planta y rendimientos de cultivo en ambientes de
crecimiento de alta temperatura (es decir, incrementa el nimero y calidad de las
semillas que se desarrollan apropiadamente, incrementando asi el rendimiento en
la cosécha). La Figura 1 es un histograma de los resultados experimentales que
prueban si el desarrollo deteriorado de las semillas/silicua bajo condiciones de
crecimiento de alta temperatura es causado por una insuficiencia de
nutrientes/azdcar, que puede incitar apoptosis de células de planta recientemente
formadas por autofagia y la Figura 2 es un histograma de los datos experimentales
que verifica los resultados obtenidos en la Figura 1, principalmente que la

reduccion de rendimiento de alta temperatura, causada por la autofagia,
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principalmente es debido a una insuficiencia del regulador/hormona de crecimiento
de plantas, citoquinina.

Estos experimentos emplearon la planta de cultivo modelo, .
Arabidopsis thaliana, cuyo genoma fue mapeado tan temprano como el afio 2000.
Para asegurar la uniformidad, las plantas probadas se seleccionaron de modo que
estuvieran en las etapas de inicio de floracién y tuvieran nimeros equilibrados de
flores a través de grupos. El agente de control asi como también todos los agentes
probados se aplicaron en hna solucién acuosa que contiene 0.01% de Silwet®
super esparcidor (obtenido de General Electric) a las hojas y flores (es decir,
follaje) de las plantas probadas. Como se muestra en la Figura 1, un agente de
control (Ctl) que consiste de una soluciéon acuosa de 0.01% de Silwet® stper .
esparcidor se aplicé'a un grupo de planta de control. Un segundo agente probado
que consiste de N-(2-cloro-piridin-4-il)-N-fenil-urea (CPPU) a 10 ug/l (0.1 ppm) se
aplicé a un segundo agrupamiento de plantas para probar si la dificultad de la
formacién de semillas es debido a la insuficiencia de citoquinina o enzimas
sobrerreactivas que descomponen la citoquinina en la planta. Los tercero y cuarto
agentes probados consistieron de 6-bencil adenina (g-BA) y quinetina (KIN) —
ambas citoquininas — cada una aplicada a la velocidad de 100 pg/l (0.1 ppm).
Finalmente, los quinto y sexto agentes probados consistieron de azlcares de
sacarosa aplicados en soluciones de 20 mM (SUC 20) y 100 mM (SUC 100),
respectivamente, aplicados como fuentes de energia faciimente disponibles. |

Las soluciones acuosas de los agentes probados preparadas a las
concentraciones/dosis establecidas se rociaron sobre los grupos de prueba de
flores y hojas (es decir, follaje) de Arabidopsis thaliana hasta la escorrentia en un
dia previo a la exposicidn al calor y de nuevo en cuatro dias después del inicio de
la exposicion al calor. La duracion total de la exposicion al calor fue catorce (14)
dias. Las temperaturas de crecimiento se mantuvieron entre 33-36 grados Celsius
durante dieciseis (16) horas al dia, y a aproximadamente 25 grados Celsius
durante ocho (8) horas por la noche. Los experimentos se condujeron en estantes |
encerrados con poli(metil metacrilato), es decir, estantes encerrados con
Plexiglass®, usando cuatro lamparas fluorescentes duales y un ventilador de
extraccion controlado por termostato. Las vainas de semillas (es decir, silicuas),
llenas de semillas desarrolladas (silicuas > 7 mm de largo y/o > 1 mm de ancho
y/o que portan semillas), se contaron apenas antes del inicio del experimento, y de
nuevo después de catorce (14) dias de los tratamientos de exposicion al calor.

Como se muestra en la Figura 1, el regulador de crecimiento de
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plantas, citoquinina, puede mitigar la deficiencia de azlcar en los tejidos de planta
causados por altas temperaturas de crecimiento, previniendo asi la autofagia. Este
resultado es indicado por el numero incrementado de semillas (es decir, silicuas)
en los agentes probados de citoquinina — 6-bencil adenina (6-BA) y quinetina
(KIN). Los resultados ligeramente negativos encontrados con el agente probado N-
(2-cloro-piridin-4-il)-N-fenil-urea (CPPU) (es decir, un inhibidor de citoquinina
oxidasa) combinados con los resultados positivos encontrados con los agentes
probados de citoquinina claramente indican que el problema de autofagia inducida |
por alta temperatura es debido a una insuficiencia de citoquinina (es decir, falta de
sintesis de energia para las células recientemente formadas). Se debe sefalar
que los dos agentes probados de sacarosa también alivian la deficiencia de
azucar/fotosintato previniendo la autofagia de las plantas. Sin embargo, los
agentes de prueba de sacarosa proporcionan alivio temporal costoso debido a que
la sacarosa se descompone rapidamente in situ.

La Figura 2 presenta un conjunto adicional de resultados
experimentales que refuerzan los resultados obtenidos para el experimento previo
(Figura 1). El segundo experimento se condujo de la misma manera y usando el
mismo control y concentraciones de agente probado como el primer experimento, -
con la excepcion de la aplicacion de CPPU. Por consiguiente, las soluciones
acuosas respectivas como se usan en el primer experimento, con la excepcién de
CPPU, se rociaron sobre los grupos de prueba de follaje de Arabidopsis thaliana
hasta la escorrentia en un dia previo a la exposicién al calor y de nuevo en cuatro
dias después del inicio de la exposicién al calor. La duracion total de la exposicion
al calor fue catorce (14) dias. Las temperaturas de crecimiento se mantuvieron
entre 33-36 grados Celsius durante dieciséis (16) horas al dia, y a
aproximadamente 25 grados Celsius durante ocho (8) horas en la noche. Los
experimentos se condujeron en estantes encerrados con poli(metil metacrilato), es
decir, estantes encerrados con Plexiglass®, usando cuatro lamparas fluorescentes
duales y un ventilador de extraccion controlado por termostato. Las vainas de
semillas (es decir, silicuas), llenas de semillas desarrolladas (silicuas > 7 mm de
largo y/o > 1 mm de ancho y/o que portan semillas), se contaron apenas antes del
inicio del experimento, y de nuevo después de catorce (14) dias de los
tratamientos de exposicién al calor. Los resultados del segundo experimento se
pueden interpretar de manera similar como los resultados del primer experimento,

confirmando que el regulador de crecimiento de plantas, citoquinina, puede mitigar
la deficiencia de azucar en los tejidos de plantas causada por altas temperaturas
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de crecimiento, reduciendo asi la autofagia.

EJEMPLO 2

En este ejemplo, se observé el efecto del regulador de crecimiento
de plantas, citoquinina, especificamente quinetina, aplicado al inicio de la floracion
y dos a cuatro semanas después a frijoles que crecieron en el campo (es decir,
habas) en Gustine, California. Se registraron temperaturas de crecimiento hasta
aproximadamente 35 grados Celsius. La Tabla 2 (a continuacion) proporciona los
resultados de este experimento aleatorizado duplicado. Los rendimientos de habas
se incrementaron significativamente (es decir, menos semillas sucumbieron a la
autofagia y colapso o muerte de semillas) cuando la solucion acuosa de quinetina
se aplico apenas previo a la floracion del follaje de habas ya sea a una velocidad
de una pinta por acre (0.57 | por 0.4 hectareas) o dos pintas por acre (1.14 | por

0.4 hectareas). La diferencia de la prueba “t” de 5% es significativa.

TABLA 1: Rendimiento de Cultivo de la Aplicacion de Solucién
de Quinetina en la Floracion para Velocidades de 0 pt/acre, 1/2 pt/acre (0.28
1/0.4 hectareas), 1 ptiacre (0.57 1/0.4 hectireas) y 2 pt/acre (1.14 1/0.4
hectareas)

Rendimiento de Habas
Gustine, CA
Ao 2010
Rendimiento Rendimiento Rendimiento Rendimiento
Promedio Promedio Promedio Promedio
Promedio (Ib/parcela) (Ib/parcela) (Ib/parcela) (Ib/parcela)
X- Cyte pt/acre (I/hectarea) 0 0.5(0.281) 1(0.57 1) 2(1.141)
Rendimiento promedio (Ib/parcela) 6.86 6.915 7.845 8.11375
prueba t vs. control 0.416532 0.000115 0.000307
prueba t vs. 1/2 pt/acre (0.28 1/0.4 hectareas) 0.003132 0.006917
prueba t vs. 1 pt/acre (0.57 1/0.4 hectareas) 0.09629
rep 1 713 6.47 8.13 8.61
6.84 8.34 8.02 8.02
rep 3 6.59 7.1 7.65 7.83
rep 4 6.8 6.68 8.07 8.37
rep 5 717 6.45 7.38 8.51
rep 6 7 717 7.55 6.85 |
rep7 6.7 6.49 7.91 8.53
rep 8 6.65 6.61 8.05 8.19
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EJEMPLO 3

En este ejemplo, se observo el efecto del regulador/hormona de
crecimiento de plantas, citoquinina, aplicado junto con bajas concentraciones de -
potasio. La citoquinina que se aplicé en el campo fue X-Cyte, como se describid
previamente. En estos ensayos de campo no duplicados, conducidos en Ohio
durante un periodo de tres afos, potasio a 1/2 Ib (0.22 kg) a 1 Ib (0.45 kg) por acre
(0.4 hectareas) y citoquinina a 1 pinta (0.57 I) por acre (0.4 hectareas) se aplicaron
al maiz de campo. El incremento promedio de rendimiento logrado mediante la
aplicacion de potasio, ademas de la citoquinina, fue aproximadamente quince (15)

bushels por acre (0.4 hectareas).

EJEMPLO 4

En este ejemplo, se observo el efecto del regulador de crecimiento
de plantas citoquinina, especificamente quinetina, y se aplico varias veces antes
de las etapas reproductoras de crecimiento. En la Tabla 2, V7, V10, V13, y V16 se
refieren a las etapas de crecimiento de la planta de maiz. V7 se refiere a la etapa
de crecimiento donde el collar de la séptima hoja es visible, V10 se refiere a la
etapa de crecimiento donde el collar de la décima hoja es visible, V13 se refiere a
la etapa de crecimiento donde el collar de la decimotercera hoja es visible, y V16
se refiere a la etapa de crecimiento donde el collar de la decimosexta hoja es _
visible. V16 también estd apenas previo a la etapa reproductora de crecimiento.
Los cultivos de maiz crecieron en Weslaco, Texas. Los niveles de agua fueron
nada (es decir, simplemente lluvia referida como tierra seca), o goteo mediante
una “cinta de goteo” (es decir, riego por goteo por lo cual suficiente agua se aplico
para el crecimiento mas Optimo del cultivo). Los resultados se dan para
rendimiento (medido en bushels por acre (0.4 hectareas)), y el peso de la semilla
(medido en gramos por 1,000 granos). Las pruebas t indican si hay diferencias.
Todos los tratamientos con citoquinina exdgena (en este caso quinetina)
mejoraron el rendimiento en una manera altamente significativa. El tamarfio de
semilla generalmente se incrementd a aproximadamente el mismo con mas riego
Optimo tanto para el control no tratado como la citoquinina exégenamente
aplicada. Sin embargo, bajo condiciones de tierra seca (sin agregar agua o sin
riego) el tratamiento con citoquinina incrementé el tamafio de semilla en una

manera altamente significativa sobre el control no tratado.
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Tabla 2: Tratamiento de cultivos de maiz crecidos en el campo

antes de la etapa reproductora de crecimiento con citoquinina, en este caso

quinetina, en el efecto del tratamiento sobre el rendimiento del cultivo

(medido en bushels de grano por acre (0.4 hectareas), y tamafio de semilla

(medido en gramos por 1,000 granos de semillas).

EXPT Etapa Variedad Agua | Fechade Rendimiento Rendimiento Rendimiento 1,000 SD Grano
Cosecha Bu/acre (0.4 SD Pruebatvscon | Granos Granos peso
de hectéreas) P= peso g peso Prueba t
Siembra Vs con
p=
1 control B25DC25 | Goteo | 10/1/11 174 11.6 296 71
R80 1/7/12
1 V10 ibid ibid ibid 259 70 0.01% 298 22 NS
1 V16 ibid Ibid ibid 311 8.8 0.01% 298 1.0 NS
2 control Asgrow Tierra | 03/15/11 91 74 227 5.1
7573 seca 07/15/11
2 V10 ibid ibid ibid 149 33 0.01% 244 5.0 0.01%
3 control H2684162 | Tierra | 02/15/11 101 22 260 15.1
seca 06/10/11
3 V16 ibid ibid ibid 207 49 0.015 296 36 0.01%
3 V13 ibid ibid ibid 208 9.1 0.01% 299 10.1 0.01%
3 Vio ibid ibid ibid 211 4.6 0.01% 296 6.6 0.01%
3 V7 ibid ibid ibid 212 6.4 0.01% 295 9.6 0.015

a la Oficina de Marcas y Patentes de Estados Unidos y al pablico en general un

El resumen de la descripcion se escribe solamente para proporcionar

medio por el cual determinar rapidamente de una inspeccién

superficial la naturaleza y esencia de la descripcidn técnica, y representa una

implementacion preferida y no es indicativo de la naturaleza de la invencién como

un todo.

Mientras que algunas implementaciones de la invencion se han

ilustrado en detalle, la invencién no se limita a las implementaciones mostradas;

modificaciones y adaptaciones de las implementaciones descritas pueden

producirse por aquellos expertos en el arte. Tales modificaciones y adaptaciones

estan en el espiritu y alcance de la invencion como se describe en las

reivindicaciones después.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para mitigar la autofagia de plantas en plantas que
crecen bajo una condicibn ambiental de alto estrés, caracterizado porque el
método comprende las etapas de: '

preparar una hormona de planta para la aplicacién a plantas, la
hormona de planta es principalmente citoquinina, y

aplicar la hormona de planta en una soluciéon acuosa a las plantas
durante o apenas previo a la floracién, la solucién acuosa tiene una concentracion
de entre aproximadamente 0.01% en peso a aproximadamente 0.1 % en peso de
citoquinina, la solucién acuosa se aplica a las plantas a una velocidad de
aproximadamente 1/4 pinta (0.4 !) a aproximadamente 4 pintas (2.27 |) por acre
(0.4 hectareas).

2. El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado
porque la solucidén acuosa se aplica al follaje o flores de las plantas.

3. El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado
porque la solucién acuosa se aplica al suelo en el cual las plantas estan creciendo.

4. El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado
porque la condicidén ambiental de alto estrés es una temperatura diurna de mas de
aproximadamente 30 grados Celsius.

5. El metodo de conformidad con la reivindicacion 4, caracterizado
porque la temperatura diurna de mas de 30 grados Celsius ocurre durante o
apenas previo a la floracion.

6. El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado
porque adicionalmente comprende la etapa de,

aplicar potasio al follaje o flores de las plantas a la velocidad de entre
aproximadamente 1/4 |b (0.11 kg) a aproximadamente 2 Ibs (0.90 kg) de potasio
por acre (0.4 hectareas).

7. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado
porque adicionalmente comprende la etapa de,

aplicar potasio al suelo en el cual las plantas estan creciendo a la
velocidad de entre aproximadamente 1/4 Ib (0.11 kg) a aproximadamente 2 Ibs ‘
(0.90 kg) de potasio por acre (0.4 hectareas).

8. Un meétodo de agricultura, caracterizado porque comprende las
etapas de:

preparar un agente inhibidor de autofagia para la aplicacién a plantas
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en crecimiento, el agente inhibidor de autofagia consiste de una hormona de
planta, la hormona de planta incluye una citoquinina,

preparar una sal de potasio para la aplicacién a las plantas en
crecimiento, y

aplicar el agente inhibidor de autofagia y sal de potasio en una
solucion acuosa al follaje o flores de las plantas en crecimiento, o al suelo en el
cual las plantas estan creciendo, durante o apenas previo a la floracion, la solucién
acuosa se aplica a las plantas en crecimiento de modo que entre
aproximadamente 0.09 gramos a aproximadamente 0.76 gramos de citoguinina se
aplican por acre (0.4 hectareas) de plantas en crecimiento.

9. El método de agricultura de conformidad con la reivindicacion 8,
caracterizado porque, _

la sal de potasio se aplica al follaje o flores de las plantas en
crecimiento, o al suelo en el cual las plantas estan creciendo a la velocidad de
aproximadamente 1/4 Ib (0.11 kg) a aproximadamente 2 Ibs (0.90 kg) de sal de
potasio por acre (0.4 hectareas).

10. Un método para plantas en crecimiento, caracterizado porque
comprende las etapas de:

preparar una hormona de planta y potasio para la aplicacion a follaje
o flores de plantas que crecen en una temperatura diurna promedio arriba de
aproximadamente 20 grados Celsius, la hormona de planta tiene citoquinina como
un componente mayoritario, y

aplicar una solucién acuosa de la hormona de planta y el potasio al
follaje o flores de las plantas, o al suelo en el cual las plantas estan creciendo,
durante o apenas previo a la floracidn, la citoquinina se aplica a las plantas a una
velocidad entre aproximadamente 0.09 gramos por acre (0.4 hectareas) a
aproximadamente 0.76 gramos por acre (0.4 hectareas).

11. El método de conformidad con la reivindicacion 10, caracterizado
porque

el potasio se aplica al follaje o flores de las plantas, o al suelo en el
cual las plantas estan creciendo, a una velocidad de entre aproximadamente 1/4 Ib
(0.11 kg) a aproximadamente 2 Ibs (0.90 kg) por acre (0.4 hectareas).

12. El método de conformidad con la reivindicacién 10, caracterizado
porque

la temperatura diurna promedio arriba de aproximadamente 20

grados Celsius ocurre durante o apenas previo a la floracion.



22

13. El metodo de conformidad con la reivindicaci()nv 10, caracterizado
porque |

la temperatura diurna promedio excede aproximadamente 30 grados
Celsius.

14. Una composicion para mitigar el estrés ambiental en plantas en
crecimiento, caracterizada porque la composiciéon comprende:

una hormona de planta que incluye principalmente una citoquinina, la
citoquinina esta presente en una solucion acuosa de la composicion a una
concentracion de entre aproximadamente 0.1 ppm a aproximadamente 3.4 ppm de
citoquinina, la composicion esta a una cantidad efectiva para disminuir la autofagia |
de plantas bajo una temperatura de crecimiento diurna promedio arriba de 30
grados Celsius.

15. La composicion de conformidad con la reivindicacion 14,
caracterizada porque adicionalmente comprende

una sal de potasio presente en la composicion a una concentracion
de entre aproximadamente 500 ppm a aproximadamente 4,000 ppm de sal de
potasio.

16. Una composicion para disminuir el estrés ambiental en plantas en
crecimiento, caracterizada porqué la composicion comprende:

una hormona de planta que tiene citoquinina como un componente
mayoritario, la citoquinina esta presente en una solucioén acuosa de la composicién
a una concentracion de modo que entre aproximadamente 0.09 gramos a
aproximadamente 0.76 gramos de citoquinina se pueden aplicar por acre (0.4
hectareas) de las plantas en crecimiento cuando la composicién se aplica asi, la
composicion esta a una cantidad efectiva para disminuir la autofagia de plantas
bajo una temperatura de crecimiento diurna promedio arriba de 30 grados Celsius
y

una sal de potasio que esta presente en la solucién acuosa de la
composicion a una concentracion de modo que entre aproximadamente 1/4 Ib
(0.11 kg) a aproximadamente 2 Ibs (0.90 kg) de sal de potasio se pueden aplicar
por acre (0.4 hectareas) de las plantas en crecimiento cuando la composicién se

aplica asi.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Una composiciéon y método para mitigar la autofagia y/o apoptosis de
plantas de células recientemente desarrolladas en plantas que crecen bajo
condiciones de crecimiento ambientalmente estresantes, tal como alta
temperatura. Se ha descubierto que la aplicacién exdgena de una citoquinina,
preferiblemente quinetina, ya sea a las raices o el follaje (es decir, flores y hojas)
de plantas supera, o al menos sustancialmente mitiga, la autofagia cuando se
aplica durante o apenas previo a la floracién. Los resultados experimentales
indican que la autofagia inducida por alta temperatura, y subsecuente apoptosis de
células nuevas, es el resultado de una deficiencia de citoquinina en los tejidos de
plantas. La aplicacion de bajas concentraciones de potasio junto con la citoquinina
parece proporcionar un efecto sinergistico amplificando el efecto de la citoquinina

para disminuir la autofagia e incrementar la productividad del cultivo.
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In case the space in any of the preceding bexes is not sufficient.
Continuation of:

V. 2. Citations and Explanations:
Claims 1-16 lack an inventive step under PCT Article 33(3) as being obvious over US 4,581,056 A to Nooden, et, al (hereinafter

“Nooden’) in view of US 2005/0197253 A1l to Stoller, et. al (hereinafter ‘Stoller’).

As per claim 1, Nooden discloses a method comprising the steps of: readying a plant hormone for application to plants (abstract
'cytokinin'), said plant hormone being primarily cytokinin (column 12, lines 43-68; column 13, lines 1-22), and said aqueous solution
having a concentration of betwecn about 0.01 wt% to about 0.1 wt% cytokinin, (column 12, lines 43-68; column 13, lines 1-22). Nooden
fails to disclose a method of mitigating plant autophagy in plants grown under a high stress environmental condition, applying said plant
hormone in an aqueous solution to said plants during or just prior to flowering, and that said aqueous solution is applied to said plants at
arate of about ¥4 pint to about 4 pints per acre. Stoller discloses applying said plant hormone in an aqueous solution to said plants during
or just prior to flowering (paragraph [0085]; claim 18), and that said aqueous solution is applied to said plants at a rate of about ¥ pint to
about 4 pints per acre (paragraph [0104]). It would have been obvious, to a person of ordinary skill in the art, at the time of invention, to
combine the method of Nooden with the method of Stoller, because both methods entail using a compositien comprising cytokinins to
improve crops and/or mitigate the effects of stresses on them. Combination of the methods would have resulted in the application of the
composition at the optimal time in the plant’s life cycle. In a similar manner, it would have been obvious to a person of ordinary skill in
the art to use the composition to treat for autophagy. Stoller discloses that hormone composition comprising cytokinins should relieve
stress on plants (paragraph {0085]) and a person of ordinary skill in the art could have recognized that the method of Nooden and Stoller
could have treated autophagy among other stress-related plant conditions.

As per claim 2, Nooden and Stoller, in combination, disclose the method of claim 1 and Stoller discloses that said aqueous solution is
applied to the foliage or flowers of said plants (paragraphs [0093]).

As per claim 3, Nooden and Stoller, in combination, disclose the method of claim 1 and Stoller discloses that said aqueous solution is
applied to the soil in which said plants are growing (paragraph [0109]).

Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (July 2011)
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As per claim 4, Nooden and Stoller, in combination, disclose the method of claim 1 and Stoller discloses that the high stress
environmental condition is a daytime temperature of greater than about 30 degrees Celsius (paragraphs (0009]-[0010]).

As per claim 5, Nooden and Stoller, in combination, disclose the method of claim 4, but neither Nooden nor Stoller explicitly discloses
that said daytime temperature of greater than 30 degrees Celsius occurs during or just prior to flowering. Stoller discloses that high
temperatures can impair the normal growth processes of plants (paragraph [0010]) and that the application of cytokinin, when applied at
or before the first flower, can mitigate and reverse the stress-induced abnormal growth patterns (paragraph [0085]). It would have been
obvious (o a person of ordinary skill in the art to have used the methods of Nooden and Stoller on plants when a daytime temperature of
greater than 30 degrees Celsius occurs during or just prior to flowering. Additionally, a person of ordinary skill in the art could have
employed the methods of Nooden and Stoller, under the conditions taught by Stoller, to mitigate stress 1o the plant caused by heat, and
subsequently improve the crop’s yield, as taught by Stoller (paragraph [0088]).

As per claim 6, Nooden and Stoller, in combination, disclose the method of claim 1 and Nooden discloses the method further comprising
the step of applying potassium to the foliage or flowers of said plants at the rate of between about 1/4 Ib. to about 2 Ibs. potassium per
acre (column 13, lines 14-16).

As per claim 7, Nooden and Stoller, in combination, disclose the method of claim 1, and Nooden discloses the method further comprising
the step of applying potassium at the rate of between about /4 Ib. to about 2 lbs. potassium per acre (column 13, lincs 14-16). Nooden
fails to disclose the step of applying potassium to the soil in which the said plants are growing. Stoller discloses that it is applied to the
soil in which said plants are growing (paragraph [0109]). It would have been obvious to a person of ordinary skill in the art to have used
the methods of Nooden and Stoller on plants when a daytime temperature of greater than 30 degrees Celsius occurs during or just prior to
flowering. Additionally, a person of ordinary skill in the art could have employed the methods of Nooden and Stoller, under the
conditions taught by Stoller, to mitigate stress to the plant caused by heat, and subsequently improve the crop's yield, as taught by Stoller
(paragraph [0088]), and also since addition of potassium to the soil would have aided in the synergistic effect of directly delivering the
combination of cytokinin and potassium to the roots of a plant to protect against heat-induced autophagy.

As per claim 8, Nooden discloses a plant hormone including a cytokinin (abstract), readying a potassium salt for application to said
growing plants (column 12, lines 55-57), applying the hormone and said potassium salt in an aqueous solution to the foliage of growing
plants (column 13, lines 1-5). Nooden further discloses applying an aqueous solution (column 12, lines 45-56) to growing plants such
that between about 0.0001 to 10 1bs. of cytokinin are applied per acre of growing plants (column 13, lines 18-20). Nooden fails to
disclose a method of farming comprising the steps of: readying an autophagy-inhibiting agent for application to growing plants, said
autophagy inhibiting agent consisting of a plant hormone, applying said autophagy-inhibiting agent and said potassium salt in an aqueous
solution during or just prior to flowering, and that said aqueous solution applied to said growing plants such that between about 0.09
grams to about 0.76 grams of cytokinin are applicd per acre of growing plants. Stoller discloses applying an aqueous solution to plants
during or just prior to flowering (paragraph [0085]). It would have been obvious to a person of ordinary skill in the art, at the time of
invention, to combine the method of Nooden with the method of Stoller, because both methods entail using a composition comprising
cytokinins to improve crops and/or mitigate the effects of stresses on them, the combination of methods would have resulted in the
application of the composition at the optimal time in the plant’s life cycle. In a similar manner, it would have been obvious 10 a person
of ordinary skill in the art, at the time of invention, to use the combination of methods in a method of farming comprising: readying an
autophagy-inhibiting agent for application to growing plants, said autophagy inhibiting agent consisting of a plant hormone, to treat for
autophagy. Stoller discloses that hormone compesition comprising cytokinins can relieve stress on plants (paragraph [0085]), and a
person of ordinary skill in the art would have recognized that the method of Nooden and Stoller could have treated for autophagy among
other stress-related plant conditions. Additionally, a person of ordinary skill in the art, at the time of invention, would have recognized
that 0.0001 o 10 Ibs per acre of cytokinin is equivalent to 0.0453 to 4,536 grams per acre, which would have fallen within the claimed
range of amounts.

As per claim 9, Nooden and Stoller, in combination, disclose the method of farming of claim 8, and Nooden further discloses that said
potassium salt is applied to the foliage (column 13, lines 1-5) of said growing plants, at the rate of % Ib to 2 lbs potassium per acre
(column 13, lines 15-16).

As per claim 10, Nooden discloses a method of growing plants (column 1, lines 9-16) comprising the steps of: readying a plant hormone
and potassium (column 12, lines 43-68) for application to foliage of plants (column 13, lines 1-5), said plant hormone having cytokinin
as a majority component (column 14, lines 11-18), and applying an aqueous solution (column 12, lines 43-47) of said plant hormone and
said potassium to the foliage of said plants (column 13, lines 1-5); applying cytokinin at a rate between 0.0001 pounds per acre to 10
pounds per acre (column 13, lines 18-20). Nooden fails to disclose that the plants grow in an average daytime temperature of above
about 20 degrees Celsius and that cytokinin applied to said plants at a rate between about 0.09 grams per acre to about 0.76 grams per
acre. Stoller discloses that the plants grow in an average daytime temperature of above about 20 degrees Celsius (paragraph (0009]). It
would have been obviaus to a person of ordinary skill in the art, at-the time of invention, to combine the method of Nooden with the
method of Stoller, because both methods entail using a composition comprising cytokinins to improve crops and/or mitigate the effects
of stresses on them, integrating the temperature range of the plants, as taught by Stoller, into the method of Nooden would have resulted
in & method of improving plants that grow in the temperature range of above about 20 degrees Celsius. Additionally, a person of
ordinary skill in the art, at the time of invention, would have recognized that 0.0001 to 10 Ibs per acre of cytokinin is equivalent to

"Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (July 2011)



PCT/US2012/030981 12.03.2013

International application No.
INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY PCT/US12/30981

Supplemental Box

0.0453 t0 4,536 grams per acre, which would have fallen within the claimed range of amounts.

As per claim 11, Nooden and Stoller, in combination, disclose the method of claim 10 and Nooden further discloses that potassium is
applied to the foliage of said plants (column 13, lines 1-5) at a rate of between about % Ib. to about 2 lbs. per acre (column 13, lines 15-
17.

As per claim 12, Nooden and Stoller, in combination, disclose the method of claim 10, but neither Nooden nor Stoller explicitly disclose
that the average daytime temperature of above about 20 degrees Celsius occurs during or just prior to flowering. However, it would have
been obvious to a person of ordinary skill in the art to have used the method of Nooden and Stoller on plants when an average daytime
temperature above about 20 degrees Celsius occurs during or just prior to flowering. Stoller discloses that high temperatures can impair
the normal growth processes of plants (paragraph [0010]) and that the application of cytokinin, when applied at or before the first flower,
can mitigate and even reverse the stress-induced abnormal growth patterns (paragraph [0085]). A person of ordinary skill in the art could
have employed the method of Nooden and Stoller under the conditions taught by Stoller, to mitigate stress to the plant, and subsequently
improve the crop’s yield, as taught by Stoller (paragraph [0088]).

As per claim 13, Nooden and Stoller, in combination, disclose the method of claim 10 and Stoller discloses that said average daytime
temperature exceeds about 30 degrees Celsius (paragraph [0010]).

As per claim 14, Nooden discloses a composition (column 12, lines 43-68) comprising a plant hormone including primarily a cytokinin
(column 12, lines 60-68), said composition comprising 0.0001 wt. % - 10 wt. % cytokinin (column 12, lines 60-63). Nooden fails to
disclosc a composition for mitigating environmental stress in growing plants, that said cytokinin is present in an aqueous solution of said
composition at a concentration of between about 0.1 ppm to about 3.4 ppm cytokinin, and that said composition is an amount effective to
fessen plant autophagy under an average daytime growing temperature above 30 degrees Celsius. Stoller discloses a composition for
mitigating environmental stress in plants (abstract; paragraph [0085]) under daytime growing temperatures above 30 degrees Celsius
(paragraph [0010]). It would have been obvious to a person of ordinary skill in the art, at the time of invention, to combine the
composition of Nooden with the composition of Stoller used to treat for stress, because both compositions comprise cytokinins and are
used to improve crops and/or mitigate the effects of stresses on them, a person of ordinary skill in the art would have further known to
use the composition under the temperature range taught by Stoller (paragraph [0085]). Furthermore, Stoller discloses several
environmental stresses (paragraph [0085]) for which cytokinins can be used to mitigate the effects. A person of ordinary skill in the art
could have used the cytokinin composition to treat for autophagy, among other stress-related conditions. Finally, a person of ordinary
skill in the art would have recognized that the 0.0001 wt. % - 10 wt. % cytokinin taught by Nooden (column 12, lincs 60-63) is
equivalent to 1 — 10,000 ppm.

As per claim 15, Nooden and Stoller, in combination, disclose the composition of claim 14 and Nooden discloses a potassium salt
present in said composition at a concentration of between about 0.5 wt. % and 30 wt. % (column 12, lines 55-57). Nooden does not
disclose a potassium salt present in said composition at a concentration of between about 500 ppm to about 4,000 ppm potassium salt.
However, a person of ordinary skill in the art would have recognized that 0.5 wi. % to 30 wi. % is equivalent to 5,000 ppm to 300,000
ppm. A person of ordinary skill in the art, at the time of invention, could have derived 500 ppm to 4000 ppm, through routine
experimentation and testing.

As per claim 16, Nooden discloses a composition (column 12, lines 43-68) comprising a plant hormone having cytokinin as a majority
component (column 12, lines 60-68), said cytokinin being present in an aqueous solution (column 12, lines 32-42) of said composition at
a concentration such that between about 0.0001 pounds to about 10 pounds of cytokinin may be applied per acre of said growing plants
when said composition is so applied (column 13, lines 18-19), and that a potassium salt is present in said aqueous solution of said
composition such that between about % 1b. to about 2 Ibs. of potassium salt (column 13, lines 15-17) may be applied per acre of said
growing plants when said composition is so applied (column 12, lines 30-68). Nooden fails to disclose a composition for lessening
environmental stress in growing plants and that said composition being in an amount effective to tessen plant autophagy under an
average daytime growing temperature above 30 degrees Celsius. Stoller discloses a composition for lessening environmental stress in
growing plants (paragraph [0085}) and applying the composition under an average daytime growing temperature above 30 degrees
Celsius (paragraphs [0009]-[0010]). It would have been obvious to a person of ordinary skill in the art, at the time of invention, to
combine the composition of Nooden with the composition of Stoller, because & person of ordinary skill in the art would have recognized
that the cytokinin composition of Nooden, which mitigates the effects of senescence in plants, could be used to treat for stress-related
plant conditions, as taught by Stoller. Additionally, a person of ordinary skill in the art would have recognized that the composition
could treat plant autophagy, as it is capable of treating other conditions associated with plant stress.

Claims 1-16 have industrial applicability as defined by PCT Article 33(4) because the subject matter can be made or used in industry.
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PODER
Yo {nosotros), STOLLER ENTERPRISES, INC.

domiciliado(sy én 4001 W. Sam Houston Parkway North,
Suite 100, Houston, TX 77043, US.

Nombro(amos) a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
yio MARTIN E. TORRES CARDOZO, de Bogota, Calombia,
apodéerados verdaderos y legales con poder especial, amplio
y suficiente. para recabar de las oficinas y autoridddes
colombianas administrativas, judiciales y de policla, en
cualquier instancia o recurso; la obtencién de patentes de
invencion, registros. de marcas, disefios industriales,
modelos de ulifided; depésitos de nombres comerciales y
ensefias, lemas comerciales, nombres .comerciales,
registros de -derechos de autor y contratos sobre los
rismos; obtencién de certificados de obtentor de vatiedades
vegetales, asi como sus prériogas, rendvaciones,
anotaciones de fraspaso, cambios de nombre ylo domicilio
yio direccién; elaborar, framitar y registrar contratos de
licencia y licencias de cualesquiera clases; intervenir como
demandante o como demandado en cualquier instancia ¥
recurso ante cualquier juez, corporacion, funcionario publico
o autoridad en acciones judiciales, administrativas y de
policia tales como: oposiciones al registro de marcas;
gcciongs de caducidad, cancelacién y nulidad; acciones
reivindicatorigs, dcciones derivadas de la obtentih o
explotacion’ de licencias; acciones de competencia desleal;
démandas penales; acciones de indemnizacion de
perjuicios, reclamos. y observaciones =z solicitudes de
patentes, disefios industriales, modelos de utilidad; en ef
gjerciclo de ‘medidas caute!ares y en otras zcciones o
medidas similafes,

A este efetlo; I(s) facultd(amos) para elevar. solicitudes,
formular descriptiones, ehmiendas, protestas,
declaraciones, oposiciones, cancelaciones, nulidades,
apelaciones y reclamos; pagar impuestos, cuotas y
gravamenes prescritos por la ley, renunciar o desistir a
derechos concedidos o en curso de concesion; recibir toda
clase de documentos y valores, dando el descargo
respectivo, y. en general, para dar ante dichas autcridades
todos los pasos necesarios al efecto indicado y.tomar todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo-de mis
(nuestros intereses), con fodas las demas facultades legales
necesarias.

Este poder comprende la facultad de ratificar o confirmar en
mi- (nuestro) nombre lo actuado asi.como la facultad de
desistir, transigir, comprometer, y fa de sustituirio en todo o
efi parte'y reévocar sustituciones. Asimismo nombro(afmos)
a. JUAN PABLO CADENA SARMIENTO y/o MARTIN E.
"TORRES CARDOZO, domiicifiado(s) en la Calle 70A No. 4-
41, mis. (nuestros) apoderados en Colombia, con faciiltades.
para recibir notificaciones y designar apoderados judiciales o
extrajudiciales.

Cltergado y-firmado-en

hoy, de de 200_
Firma

Nombre

Largo

HOUB321976.1

POWER OF ATTORNEY

1(We), STOLLER ENTERPRISES, INC..

domiciled in 4001 W. Sam Houston Parkway North, Suite,
100, Houston, TX 77043, US.

Hereby appoints JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
andlor MARTIN E. TORRES CARDOZO, of Bogots,
Colombia, my {our) true and lawful attomeys with special,
ample and sufficient power to: obtain - from the Colombnan
administrative, judicial and police offj ice’s and authorifies, in,
any instance, privileges of patents of invention, régistration
of trademarks, industial designs -and ufility models;
registration of commiercial nafmies, slogédns and émbléms,
registration of copyright and contracts relatéd thersto,
certificates of obtainers of vegetables varieties, as:well as
extensions, renewals and recorda! of ‘assignments and
changes of name, domiclle and address refated to the
above; to prepare, prosecute and - Tegistar hger_\ses of any
kirid; to act as plaintiff or defendant in any instance or
recourse, and before afy judge, corporation, public official
or authority in_judicial, administrative and’ police actions,
siich as:  oppositions. to- the: registration -of ‘trademarks;
caducity, cancellation and nullity actions; -claim actions
derived from the obtaining or exploitatiorr of ficenses, action
of unfair competition; criminal procesdings, actions for
payment of damages: claims or observations ‘on p_atent
applications, models, industrial designs and utility models; in
the exercise of preventiVe medsures and it other dctions of
similar proceedings.

Tothat effect they heraby empowered to file: applications,
formulate descriptions, amendments, protests, dedlarations;,
oppositions, cancellations, nullities, appeals and claims; to
pay faxes, qubtas and assessments prescribed by law,
renounce or waive the rights granted or in the process-of:
granting; 1o receive all kinds of documents and valuables,
giving the respective release of receipt, and, in general, to
take before said authorities the. necessary steps to such
effect, and any measures that they may deem pertinent to
the safequard of my (our) interest(s) with all the other
necessary legal powers.

This power includes the faculty to ratify or confirm desist,
seftle and compromise-on my (our) behalf, and t6 substitute
this power in whole or in part and to-revole substitutions. -At:
the same time 1| {(Wej hereby appoint JUAN PABLO
CADENA SARMIENTO andior MARTIN E. TORRES.
CARDOZO, domiiciled in Calle 70A No. 4-41, my (ouf)
attarney(s) in fact, with powers to.feceive notifications and
to designate judicial and extrajudicial attomeys.

Grafted and-signed’in Houiston, Téxas, USA

this day of June 2013
Signature: Q

Nam& ey #-8:

Title. Presuient
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Vil-2-1 |Declaration: Entitlement to apply for

and be granted a patent

Declaration as to the applicant's
entitiement, as at the international filing
date, to apply for and be granted a
patent (Rules 4.17(ii) and 51bis. 1(a)(ii)),
in a case where the declaration under
Rule 4.17(iv) is not appropriate:

Name (LAST, First)

In relation to this international
application

STOLLER ENTERPRISES, INC. is entitled to
apply for and be granted a patent by
virtue of the following:

SWZ“‘ an assignment from STOLLER, JERRY to
STOLLER ENTERPRISES, INC., dated 19
March 2012 (19.03.2012)

y)'"~2-1<i an asgignment from LIPTAY, ALBERT to
STOLLER ENTERPRISES, INC., dated 19
March 2012 (19.03.2012)

V21

v)

an assignment from SALZMAN, ROBERT to
STOLLER ENTERPRISES, INC., dated 19
March 2012 (19.03.2012)
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*** Conceptos Pagados *
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Completa - D ' - Incompleta [—’

PATENTE DEINVENCION peT [ wobeLo o umioap per [ Art.33 Decisidn 486100, Circular Unica

D Indicacién que se solicita una PCT

D Copia de la solicitug €n espaiiol, tal como 'fue presentada Inicialmente (capltulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

D Dibujos de ser estos pertinentes

DISENO INDUSTRIAL [ ] (Art. 119 Decision 486/00)

Indicacién Que se solicita Disefio industrial .

Datos de identificacién del solicitants o de |3 persona que presents la solicitud

Representacién gréfica y fotogréﬁca del Disefio industrial o Muestra del Mmaterial que incorpora el
disefio- ‘ '

Comprobante-de Pago de las tasag establecidas

Completa D . "~ Incompleta D

- ESQUEMA DE TRAZADO ] " (Art. 92 Décisién 486/00)

e -
Indicacién que se solicita un €Squema de trazado
Datos de- identificacion de| solicitante o de I3 persbna Que presenta la solicitud-
Representacién gréfica de un €Squema de trazado

Comprobante de Pago de las tagas establecidas

Completa D C ‘ Incompleta D

Uoono

PI02-FO8 (2009-1 1-18)




