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INTRODUCCION

El formulado de Cu complejado con &cido heptaglucdnico desarrollado por IDAI Nature se caracteriza por presentar una alta asimilabilidad por
parte de la planta. En este trabajo, se dilucida el mecanismo de accion del Cu complejado utilizando el patosistema Solanum lycopersicum
vs. Pseudomonas syringae, sobre el que tras diversos tratamientos se evaluaran parametros fisioldgicos, liberacion de especies reactivas de
oxigeno, rutas hormonales y compuestos fendlicos. Los resultados obtenidos indican que esta solucién es capaz de inducir los mecanismos de
defensa de la planta, resultando en una reduccion de la incidencia de P. syringae en mas de un 50% en plantas de tomate, y que la presencia

del propio Cu, junto con el incremento del acido clorogénico, podrian generar la proteccion de la planta frente al patdgeno.

La accion de determinadas moléculas como induc-
toras de crecimiento y/o de defensa de las plantas
frente a patGgenos es un campo que estd experimen-
tando actualmente un gran desarrollo. Para entender
la interaccion de la planta con las moléculas utiliza-
das y poder predecir el comportamiento frente a los
tratamientos en campo, previamente es necesario
conocer la respuesta de la planta a nivel fisiolgico,

se han abordado diversos ensayos en condiciones
controladas en colaboracién con el Grupo de Bioqui-
mica y Biotecnologia del departamento de Ciencias
Agrarias y del Medio Natural de la ‘Universitat Jaume
I (UJI) de Castelldn.

Para ello, mediante el uso del patosistema
Solanum lycopersicumvs. Pseudomonas syringae,
se han estudiado las diferentes rutas de respuesta de

la planta frente a esta bacteria tanto a nivel hormonal
como respuesta oxidativa. Se utilizaron plantas de
tomate (Solanum lycopersicum L.) var Ailsa Craig
de cuatro semanas de edad, regadas con solucion
de Hoagland y cultivadas con fotoperiodo 16/8 h luz/
oscuridad, a 21 + 3°C y 80% de HR, que se consi-
gui6 manteniéndolas en el interior de contenedores
de plastico. Como in6culo se utilizd la bacteria P.
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éxito de la empresa es IDAI Cobre, formulado a base i

de ion Cu? complejado con acido heptaglucénico.
Este agente complejante le confiere al metal una alta
asimilabilidad por la planta, permitiendo disminuir
las dosis de sus aplicaciones en campo, y con ello,
reducir las concentraciones de cobre metal en el
medio ambiente. Con el fin de profundizar en el
estudio y conocimiento sobre su modo de accion,

Figura 1. Efecto del producto sobre Pseudomonas syringae en planta en los tratamientos control sin
tratar inoculado (control positivo), y tratamiento radicular inoculado. A, Grado de infeccion representado
como porcentaje de la superficie de la hoja afectada con sintomas; B, Supervivencia de la bacteria en
UFC/mg de hoja. Para cada parametro evaluado, las columnas representan los valores medios de tres
repeticiones de cada tratamiento (10 plantas por repeticion y tratamiento), y las barras verticales el
error estandar de las medias. Letras diferentes representan valores con diferencias significativas de
acuerdo con el test LSD de Fisher para P < 0,05.
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syringae patovar ‘tomato’, cepa DC3000, ajustada
a una concentracion final de 5 x 10° UFG/mL. Se
inocularon la tercera y cuarta hoja verdadera de cada
planta, sumergiéndolas en la suspensién bacteria-
na durante 3 s. El producto fue aplicado segun las
indicaciones correspondientes, ajustando el pH al
de la solucion de riego. Se evaluaron los siguientes
tratamientos: /, plantas control sin tratar y sin ino-
cular (control negativo); /i, plantas control sin tratar
e inoculadas (control positivo); /i, plantas tratadas
via radicular sin inocular; y /v, plantas tratadas via
radicular e inoculadas. Todos los tratamientos se
aplicaron con finalidad bioestimulante, realizando-
se 72 horas antes de la inoculacion. Como disefio
experimental, para cada tratamiento se utilizaron 10
plantas que se distribuyeron al azar en el interior de
los contenedores plasticos utilizados para su incu-
bacion. El experimento se repitic tres veces. El efecto
de los tratamientos se evalud mediante el andlisis de
pardmetros fisiologicos, determinacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS; per6xido de hidrégeno,
H,0,) y andlisis de niveles de hormonas implicadas
en la defensa de las plantas.

Los pardmetros fisiol6gicos estimados fueron
la altura de las plantas y el peso seco de la parte
aérea y radicular, obtenido tras el secado en horno
de las muestras a 60°C durante 72 horas. Ambos
pardmetros fisioldgicos se midieron al final del ex-
perimento, a las 72 horas post-inoculacion (hpi).
Ademas, para el estudio del efecto del tratamiento
en la infeccion, 72 hpi también se valord visualmente
la severidad de ésta comparando las plantas tratadas
y las no tratadas, mediante el estudio del fenotipo
de la enfermedad [nivel de infeccion de cada uno de
los foliolos (%)] y realizando un conteo de colonias
en placas de King B con el antibiotico selectivo que
permitia determinar el efecto del tratamiento sobre
las poblaciones bacterianas.

Larespuesta de la planta al tratamiento se valo-
r6 48 hpi mediante analisis de la liberacion de ROS,
hormonas y compuestos fendlicos en hojas. El pri-
mero de estos tres pardmetros es uno de los meca-
nismos de defensa de las plantas frente al patdgeno,
puesto que estas especies reactivas son toxicas para
el patdgeno. Por tanto, ante la posible induccion de
defensa de la planta por parte de un tratamiento o
molécula, se procedid a la evaluacion de las canti-
dades de ROS en plantas tratadas para comprobar
si este es uno de los mecanismos potenciados por
el tratamiento. Ademds, para dilucidar el efecto de
los tratamientos en el metabolismo de la planta se
evaluaron los niveles de las hormonas dcido absci-
sico (ABA), dcido Indolacético (IAA), precursor del
4cido Jasménico (OPDA) y Acido Salicilico (SA); y
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Figura 2. Fenotipo de la infeccion causada por Pseudomonas syringae en (A) hojas de tomate de plantas
control inoculadas y no tratadas con Cu complejado, y en (B) hojas tratadas con Cu complejado via
radicular, 42 hpi.
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Figura 3. Cuantificacion de la acumulacion de peréxido de hidrégeno (H,0,; ROS) valorado en pixeles
tefiidos (%) en muestras de hojas de tomate tomadas 48 hpi para los cuatro tratamientos evaluados:
i) control sin tratar y sin inocular, ii) tratamiento radicular con Cu complejado sin inocular; iii) con-
trol sin tratar e inoculado; y iv) tratamiento radicular con Cu complejado e inoculado. Las columnas
representan los valores medios de tres repeticiones de cada tratamiento (10 plantas por repeticion
y tratamiento), y las barras verticales el error estandar de las medias. Letras diferentes representan
valores con diferencias significativas de acuerdo con el test LSD de Fisher para P< 0,05.
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Tratamiento ABA |AA (PDA A Ac. cafeico Ac. clorogénico
Gontrol sfinoc BN3+A038  202-198% T18+1784 5077 + 18754 5.1+ 78662 059+167 84
Gontrol ingc. 3796453153 300-8693 1376-1381b 8209+2812a 17012+ 277 1 040
Radfioular s/inac 32484468362 W38-1294 1738+ 8742 00,7 + 3860 4 147985+ 04250 5210+5431 9h
Radicular inoc. 37th5+3497 184+0, 38671210 12063+ 41693 161609+ 21849 b o802 4= 351550

Tabla 1. Efecto de los tratamientos con Cu complejado sobre los niveles (ng/g dw) de hormonas acido abscisico (ABA), acido indolacético (IAA), precursor

del dcido Jasmanico (OPDA) y acido Salicilico (SA); y de los compuestos fendlicos cafeico y clorogénico.

“Los datos representan la media de tres repeticiones independientes de 10 plantas cada una + el error estdndar de las medias; YLetras diferentes en una misma columna representan
diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el test LSD de Fisher para P < 0,05.

de los compuestos fendlicos cafeico y clorogénico.
Todos estos estos parametros se midieron segun o
descrito por Llorens y col. (2015, 2016).

Todos los datos obtenidos fueron sometidos a
rigurosos analisis estadisticos utilizando el software

Statgraphics Centurion XVI. Se comprobd que no
existfan diferencias significativas (P> 0,05) entre los

datos de las diferentes repeticiones, por lo que, para

cada experimento, los datos de las tres repeticiones
se analizaron conjuntamente. Se realizaron test de
normalidad y andlisis de ANOVA para los grupos
de poblacidn que seguian una distribucion normal,
asi como andlisis de ANCOVA para los grupos que
seguian un modelo de regresion lineal. Las medias
se separaron utilizando el test de minimas diferen-
cias de Fisher para P< 0,05.

Las plantas de tomate tratadas via radicular con
Cu complejado mostraron un porcentaje de infeccion
significativamente menor (=30%) que las plantas con-
trol inoculadas sin tratar (=70%) (Figura 1A; Figura
2). Este mismo patrén de comportamiento se observé
cuando se evaluo la cantidad de indculo de la bacteria
en las hojas inoculadas, siendo alrededor de 12.000
y 22.500 UFC/mg de hoja para los tratamientos ra-
diculares y control, respectivamente (Figura 1B). Sin
embargo, en cuanto a los pardmetros fisioldgicos me-
didos, aunque las plantas tratadas con Cu complejado
mostraron mayores valores de altura y peso seco, 10s
andlisis estadisticos no mostraron diferencias signi-
ficativas respecto al control. Aunque este resultado
apunta a que las aplicaciones de Cu complejado no
exacerban significativamente el crecimiento y desa-
rrollo de la planta, serfa necesario realizar estudios
mas exhaustivos mediante el uso de otros patosiste-
mas de referencia para corroborar este resultado. Sin
embargo, cabe destacar que las aplicaciones de este
producto son capaces de inducir los mecanismos de
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defensa de la planta frente a estreses causados por el
ataque de microorganismos fitopatdgenos.

Respecto a la respuesta de la planta al trata-
miento, la liberacién de ROS provoca dafios en los
tejidos vegetales, que son los que se cuantifican. Por
ello, bajos niveles de H,0, indicarian que la planta
estd sufriendo menos dafio, mientras que niveles
altos indican que la planta esté siendo afectada. Se
demostrd que los tratamientos con Cu compleja-
do disminuyen estos depdsitos tanto en presencia
del patégeno como en ausencia de éste (Figura 3).
Teniendo en cuenta la reduccion de la infeccidn
observada, se puede considerar que el efecto del
tratamiento es anterior a la respuesta oxidativa. Ello
implica que las plantas tratadas presentan un menor
dafio tisular y puede repercutir positivamente en ellas
a otros niveles.

Por otro lado, los resultados del analisis de los
niveles de las hormonas implicadas en rutas de de-
fensa apuntan a que ninguna de ellas esta implicada
en la induccidn de defensa por el tratamiento con Cu
complejado. En ningtin caso el tratamiento provoco
cambios significativos en las hormonas detectadas,
excepto para el OPDA (Tabla 1). Ello podrfa indicar
que la defensa de la planta frente al patogeno se esta
produciendo antes de que la bacteria llegue a afectar
ala célula vegetal. Para comprobar esta hipétesis se
procedio al andlisis de compuestos fendlicos, que
pueden afectar directamente a la bacteria debido a
su toxicidad, o reforzar la pared celular impidiendo
la entrada de toxinas. El andlisis de los compues-
tos fenclicos demostrd que el tratamiento induce la
formacion del &cido clorogénico tanto en presencia
como en ausencia de la bacteria (Tabla 1). Teniendo
en cuenta su poder toxico, podria estar ayudando
a que la planta se defienda frente a la infeccion de
poblaciones bacterianas.
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Como conclusion de este trabajo, es importante
destacar que IDAI Cobre aplicado por riego consigue
activar los mecanismos de defensa de la planta re-
duciendo la incidencia de P. syringae en méas de un
50%, siendo la presencia del propio Cu la que po-
drfa generar, junto con el incremento del compuesto
fendlico 4cido clorogénico, una activacion de este
mecanismo frente al patdgeno. Cabe destacar que
el 4cido clorogénico juega un papel importante en
la proteccion de cultivos frente a microorganismos
fitopatégenos e incluso para repeler el ataque de
herbivoros en plantas (Leiss y col. 2009).
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