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DESCRIPCION

Utilizacion de sustancias humicas como activadores de agentes moleculares especificos de la absorcién de hierro en
plantas

La presente invencion tiene por objeto esencialmente una nueva utilizaciéon de las sustancias humicas, naturales o
sintéticas.

Mas especificamente, la presente invencion se refiere a la utilizacién de una composicién que comprende sustancias
hdmicas como activadores de la expresion génica que codifica los agentes moleculares especificos de la absorcion
de hierro en las plantas. La utilizacion de esta composicion tiene una aplicaciéon particularmente ventajosa cuando
las plantas se encuentran en condiciones del que disponen de suficiente hierro.

Entre los minerales esenciales, el hierro desempefia un papel importante en los procesos bioldgicos fundamentales
tales como el crecimiento, el desarrollo, la fotosintesis y la respiracion de los vegetales.

La reaccién del hierro con el oxigeno conlleva su gran insolubilidad y una toxicidad potencial, lo que hace que su
utilizacion sea dificil para los organismos aerdbico. Su concentracién en el suelo en una forma asimilable para las
plantas es, por lo tanto, muy a menudo un factor que limita la produccién vegetal.

La carencia de hierro de las plantas puede alterar considerablemente su fisiologia, y representa pues uno de los
problemas mas importantes que tienen que resolver los agricultores para los cultivos desarrollados en suelos
basicos y calcareos.

Al contrario, un exceso de hierro ferroso soluble, como por ejemplo el que se encuentra en suelos acidos, puede
llevar a una toxicidad ferrosa debida a la reaccién del hierro con las formas reducidas del oxigeno y a la produccion
de especies radicalarias.

Por lo tanto, existe una ventana 6ptima de concentracién de hierro para que una planta funcione correctamente y
adopte un crecimiento normal. Esta concentracion éptima es objeto de numerosas regulaciones que controlan los
sistemas activos de adquisicién de hierro del suelo por las raices, asi como su transporte y distribucion a todos los
organos de la planta.

A nivel de sus raices, las plantas disponen de sistemas activos que permiten absorber el hierro del suelo. En las
plantas denominadas “no gramineas”, la asimilacion de hierro se basa en un mecanismo con tres etapas: (i) una HT-
ATPasa de raices libera protones, lo que permite la acidificacion del suelo y la solubilizacién de hierro férrico (Fe3+),
(i) una reductasa férrica reduce el hierro férrico a hierro ferroso (Fe?*), y (iii) este ultimo se transporta por el interior
de las plantas mediante un transportador altamente especifico de hierro.

En condiciones de carencia de hierro, la expresion génica que codifica la quelato-reductasa y el transportador
especifico de hierro estd considerablemente inducida en la epidermis de las raices. Si la regulacion de estos genes
por el estado en cuanto a hierro esta bien documentada, los elementos sensores, las vias de transduccion de la
sefal y las regiones promotoras implicadas siguen sin ser muy conocidas.

El aporte de quelatos de hierro de sintesis con capacidad de complejarse con el hierro y de volverlo asimilable para
las plantas es el medio de uso mas comun para corregir las carencias de hierro. Sin embargo, estos productos
pueden plantear problemas medioambientales y de salud.

Las sustancias humicas son capaces de complejarse con los metales presentes en el suelo, y en particular, el hierro.
La formacion de estos complejos permite volver los metales estén disponibles para los procesos nutricionales de las
plantas, ya que evitan que los metales no se precipiten en forma de 6xidos, hidréxidos o carbonatos que son
insolubles y, por lo tanto, inaccesibles para las raices de las plantas.

Una alternativa seria poder estimular los mecanismos naturales que las plantas poseen para aumentar la eficacia de
la absorcion del hierro presente en el suelo.

Es en este contexto que los inventores han constatado, de una forma totalmente inesperada, que la utilizaciéon de
una composicion que comprende sustancias himicas permite activar la expresién génica que codifica los agentes
moleculares que estan naturalmente implicados de forma especifica en la absorcién de hierro en las plantas.

En particular, las sustancias humicas son capaces de activar la respuesta natural de las plantas que se encuentran
en condiciones del que disponen de suficiente hierro.

Si otras moléculas, tales como el etileno o el 6xido nitrico, pueden aumentar la respuesta de las raices de las plantas
en condiciones de carencia de hierro, no son capaces de inducir sin embargo esta respuesta en condiciones en las



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2399559 T3

que disponen de hierro suficiente.

Por lo tanto, existen dos categorias de moléculas capaces de actuar sobre la absorcion de hierro en las plantas: las
que pueden restaurar una absorcién de hierro con el fin de evitar las consecuencias de una carencia (simple retorno
a un nivel normal de absorcién) pero que son incapaces de actuar en condiciones en las que hay suficiente hierro, y
las que son capaces de restaurar la absorcién de hierro en condiciones de carencia de hierro y de continuar a
estimularla en condiciones en las que hay suficiente hierro, es decir, que son capaces de continuar activando la
respuesta natural de las plantas para absorber hierro en exceso mas alla del nivel estrictamente necesario.

Los inventores han demostrado de este modo que las sustancias humicas pertenecen a esta segunda categoria de
moléculas cuya utilizacion en condiciones en las que hay suficiente hierro permite conferir un cierto nimero de
ventajas asociadas a las plantas.

De hecho, el “exceso de absorcidon” de hierro por parte de las plantas después de la utilizacion de sustancias
hamicas confiere unas ventajas para la propia planta, en particular como un mejor crecimiento, una fotosintesis
mejorada, una resistencia incrementada a las patologias. Ademas, los diferentes efectos de las sustancias humicas
permiten mejorar el rendimiento de los cultivos y mejorar el contenido en hierro de las semillas de las plantas. Por
otro lado, la utilizaciéon de las sustancias humicas, de acuerdo con la invencién, permite obtener plantas que poseen
una ventaja nutricional puesto que estan enriquecidas con hierro.

Las sustancias humicas constituyen los elementos principales del humus que representa la materia organica natural
del suelo. De composicién heterogénea y compleja, estas sustancias pueden subdividirse en diferentes fracciones
(acidos fulvicos, acidos humicos, humina) y en sub-fracciones (acido glucidico, acido ulmico, acido apocrénico, acido
himatomelanico, etc.) en funcién de diferentes criterios, tales como su acidez, su color, su solubilidad, etc.

El siguiente esquema es una posible representacion de las propiedades fisico-quimicas de las sustancias humicas,
de acuerdo con Stevenson, F. J., 1994. Humus Chemistry, Segunda Edition, Wiley, New York.

Sustancias humicas (polimeros pigmentados)

Acidos fulvicos Acidos humicos Humina
Amarillo claro | Marrén amarillo Marrén oscuro | Gris-negro Negro
aumento de la intensidad del color >
aumento del grado de polimerizacion >
2000 aumento del peso molecular 300.000 —»
45% aumento del contenido de carbono 62% —»
48% disminucién del contenido de oxigeno 30% —»
1400 disminucion de intercambio de acidez 500 —»
disminucién del grado de solubilidad >

De este modo, los acidos himicos representan una fraccion de las sustancias himicas que no es soluble en el agua
en condiciones acidas (pH < 2) pero soluble en valores de pH superiores.

Los acidos fulvicos representan, en cuanto a ellos, una fraccion soluble en agua, sean cuales sean los valores del
pH.

La humina representa la fraccion de las sustancias humicas que no es soluble en agua, sea cual sea el valor del pH.

En el marco de la presente invencion, el término “condicion de carencia de hierro” representa las condiciones en las
que las plantas presentan signos exteriores o sintomas de carencia de hierro, tales como clorosis férrica (amarilleo
de las hojas).

De este modo, el término “condicién de suficiencia de hierro” significa unas condiciones en las que las plantas no
presentan los sintomas de carencia de hierro mencionadas anteriormente.

La presente invencion tiene por objeto la utilizaciéon de una composicion que comprende sustancias humicas como
activador de la expresiéon génica que codifica los agentes moleculares que estan especificamente implicados en la
absorcién de hierro en las plantas. La utilizacion de una composicion de este tipo permite estimular la absorcion de
hierro en las plantas en condiciones de suficiencia de hierro.

De acuerdo con la invencién, puede utilizarse cualquier materia organica rica en sustancias (SH) humicas. En el
marco de la presente invencion, la materia organica utilizada debera contener al menos un 5% de sustancias
hdmicas (peso/peso).
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Entre las materias organicas naturales, en particular se pueden utilizar las leonarditas, los lignitos, las turbas, el
compost de residuos organicos.

Cualquier materia organica de sintesis que contenga sustancias himicas también puede utilizarse en el marco de la
presente invencion.

Las materias organicas que contienen sustancias humicas pueden utilizarse tal cual o bien pueden extraerse
previamente las sustancias humicas antes de su utilizacion. Las sustancias humicas en particular pueden extraerse
y/o purificarse mediante procedimientos de sobra conocidos por los expertos en la materia (Stevenson, 1994, Humus
Chemistry, Segunda Edicion, Wiley, New York).

Preferentemente, se utiliza una composicion que comprende sustancias humicas que se han extraido previamente
de la materia organica.

Por otro lado, las sustancias humicas pueden proceder de un procedimiento de sintesis (Hanninen et al. 1987, The
Science of the Total Environment, 62, 201-210) o de transformacion de sustancias humicas naturales, en particular,
por hemisintesis.

La materia organica natural preferente, de acuerdo con la invencién, es la leonardita. De este modo, se utilizan
preferentemente sustancias humicas extraidas de la leonardita o bien se utiliza directamente la leonardita como
materia organica natural que contiene sustancias humicas.

De acuerdo con la invencidon, se puede utilizar cualquiera de las fracciones de las sustancias humicas.
Preferentemente, se utilizan los acidos humicos y/o los acidos fulvicos, y de una manera aun mas preferente los
acidos humicos. La composicion utilizada, de acuerdo con la invencién, puede comprender en concreto la fraccion
marrén y/o gris de los acidos humicos.

De acuerdo con un modo de realizacion particularmente preferente, las sustancias humicas se presentan en forma
de sales acidas humicas. Entre las sales preferentes, en particular se pueden citar, por ejemplo, las sales de
amonio, las sales de sodio, las sales de potasio. Preferentemente, se utilizan en particular las sales potasicas de
acidos humicos.

En la composicion que se ha utilizado, de acuerdo con la invencion, las sustancias humicas se presentan
ventajosamente en una cantidad que oscila de un 5 a un 70% (peso/peso), preferentemente de un 10 a un 70%
(peso/peso), o bien incluso de un 15 a un 50% (peso/peso).

La composicion que comprende las sustancias humicas también puede contener uno o varios nutrientes minerales
(como por ejemplo, nitrégeno, urea, fosfato de diamonio, sulfato de amonio, potasa y fésforo), uno o varios
compuestos bioestimulantes de las plantas, como por ejemplo azucares, oligosacaridos, polisacaridos (por ejemplo,
el quitosan), auxinas (acido indolacético y derivados, triptéfano), citoquininas (zeatina y derivados, isopentiladenina y
derivados, isopentiladenosina y derivados, adenosina, adenina, isopentil-alcohol), giberelinas, etileno, o precursores
del etileno, poliaminas, 6xido nitrico o precursores dadores de 6xido nitrico, nucledtidos ciclicos o compuestos que
tienen la capacidad de aumentar la concentracion intra-celular de nucleétidos ciclicos, aminoacidos,
brasinoesteroides, salicilatos y ligno-sulfatos, o bien incluso extractos de algas que comprendan compuestos de este
tipo.

En particular, la composicion utilizada, de acuerdo con la invencion, contiene L-triptéfano ademas de las sustancias
hdmicas.

En general, estos nutrientes minerales estaran presentes en el interior de la composiciéon en una cantidad de 1 a un
50% (peso/peso), y preferentemente en una cantidad de 1 a un 10% (peso/peso).

Ademas de las sustancias humicas, cualquier compuesto adicional contenido en la composicién que se utiliza, de
acuerdo con la invencion, esta presente en las cantidades que habitualmente se utilizan y que son compatibles con
el cultivo de las plantas.

La fabricacién de la composicién que comprende las sustancias humicas utilizadas, de acuerdo con la invencién, se
realiza mediante una simple mezcla de los compuestos, bien en fase liquida acuosa u organica, o bien en fase
solida. Preferentemente, las sustancias humicas se utilizaran en fase liquida acuosa, como el agua. Esta mezcla
puede realizarse a cualquier temperatura y presion, y preferentemente a 25 °C y a 1 atmésfera de presion.

La composicién que comprende las sustancias humicas se puede presentar en forma de un producto liquido o
sélido, insoluble en el agua o parcial o totalmente soluble en agua, y preferentemente soluble en agua. Entre las
formas solidas, la composicidon puede presentarse, por ejemplo, en forma de polvo o de granulados.
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En el caso de una forma liquida, la composicion comprende preferentemente de un 5 a un 15% (peso/peso) de
sustancias humicas, y en el caso de forma sdlida, preferentemente de un 5 a un 70% (peso/peso) de sustancias
humicas.

Cuando la composicidon utilizada, de acuerdo con la invencidén, se presenta en forma solida, comprende
ventajosamente un agente fluidizante, como por ejemplo la sepiolita. Cuando la sepiolita se incorpora a la
composicion utilizada, de acuerdo con la invencion, esta presente en una cantidad que oscila de un 10 a un 50%
(peso/peso).

De manera preferente, la composicidén se presenta en una forma particularmente bien adaptada a una distribucion
facil y homogénea para el cultivo de plantas.

La composicion se utiliza preferentemente mediante la aplicacién a nivel de las hojas y/o raices de las plantas que
hay que tratar, mediante cualquier medio de distribucién apropiado, como por ejemplo mediante pulverizacién en el
caso de una formulacion liquida. Preferentemente, la composicion que comprende las sustancias humicas se aplica
a nivel de la regién de las raices de las plantas. La composicién que comprende las sustancias humicas también
puede introducirse en el sistema de irrigacion, en el agua y/o en el abono (fertilizante). En el caso de una
formulacion solida, ésta puede distribuirse por toda la superficie del suelo o preferentemente localizarse en la region
de las raices de las plantas a tratar.

Generalmente, la composicion se puede utilizar a razén de 5 a 50 litros por hectarea para una formulacién liquida y
de 100 a 750 kg por hectarea para una formulacion sélida.

En particular, la composicién se utiliza preferentemente en cantidades que oscilan de 5 a 30 litros por hectarea para
una formulacién liquida que contiene un 15% (peso/peso) de sustancias humicas en forma de sales potasicas. En
particular, se utilizan cantidades de aproximadamente 100 kg a 500 kg por hectarea en el caso de una formulacion
sélida que contiene un 30% (peso/peso) de sustancias humicas. El experto en la materia sabra adaptar las
cantidades a utilizar en funcién del modo de aplicacién elegido. En particular, las cantidades inferiores se utilizan
preferentemente cuando la composicion se aplica en la region de las raices, mientras que las cantidades superiores
se utilizan ventajosamente cuando la composicién se aplica por toda la superficie del suelo. Por otro lado, las
sustancias humicas se utilizan en una sola aplicacion o bien en varias aplicaciones con 15 dias de separacion.

La actividad de las sustancias humicas sobre la absorcién de hierro en las plantas se describira mas detalladamente
en los siguientes ejemplos, y que se refieren a las figuras adjuntas en las que:

La figura 1 es una representacion grafica en forma de histograma del contenido relativo en ARNm de quelato-
reductasa (CsFROT,; figura 1A) y del transportador especifico de hierro IRT1 (Cs/IRT1, figura 1B) en las raices
de las plantas de pepino en contacto con una composicion que comprende 2, 5, 100 y 250 mg L'C de
sustancias (SH) humicas. Cada punto representa la media + la desviacién estandar de tres determinaciones de
tres extracciones de raices diferentes. Las barras de error representan el calculo de error REST con la ayuda de
las series de Taylor y la significacion estadistica a un nivel de 0,05 (p<0,05) por ensayo aleatorio se indica con
un asterisco encima del histograma.

La figura 2 es una representacion grafica en forma de histogramas de la actividad quelato-reductasa (figura 2)
de las raices de plantas de pepino en contacto con una composicion que comprende 2, 5, 100 y 250 mg L'C de
sustancias (SH) humicas. Cada punto representa la media + la desviacion estandar de tres determinaciones de
tres extracciones de raices diferentes. Unas letras diferentes encima del histograma indican que los valores son
significativamente diferentes a un nivel de 0,05 (p<0,05), de acuerdo con el ensayo Tuckey-b.

La figura 3 representa la tasa de absorcion de hierro por las raices de las plantas de pepino expuestas a
diferentes dosis de una composicién que comprende sustancias (SH) humicas. Cada punto representa la media
+ la desviacion estandar de tres experiencias. (La pendiente de cada curva que corresponde a la velocidad de
absorcidn de hierro por las plantas se indica en la tabla de la figura).

La figura 4 es una representacion grafica en forma de histogramas del contenido de hierro y clorofila (unidad
SPAD) de las hojas de plantas de lechuga tratadas con una composicion que comprende sustancias (SH)
humicas, comparado con el de las hojas de las plantas de control sin tratar.

La figura 5 representa la eficacia de la fotosintesis (fotosistema Il (A): fotosintesis neta (B) de las plantas de
lechuga tratadas con una composicion que comprende sustancias (SH) humicas, comparada con la obtenida
con las plantas de control sin tratar.

La figura 6 es una representacion grafica del peso en seco de las hojas de las plantas de lechuga después del
tratamiento con una composicion que comprende sustancias (SH) humicas, comparado al de las plantas de
control sin tratar.

Ejemplos
En estos ejemplos se estudian diferentes aspectos de los efectos en las plantas de una composiciéon que comprende

sustancias humicas, tales como la expresion génica y de la actividad de los principales agentes moleculares
especificos de la absorcion de hierro en plantas, la absorcién y el contenido de hierro, la fisiologia y el crecimiento
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de las plantas tratadas.

A continuacion, se describen ejemplos de composiciones que pueden utilizarse, de acuerdo con la invencién (los %
se expresan en peso/peso):

- una composicion liquida que contiene un 15% de sales potasicas de acidos humicos procedentes de la
leonardita.

- una composicion liquida que contiene un 15% de sales potasicas de acidos humicos procedentes de la
leonardita y un 1% de L-triptéfano.

- una composicion sdélida que contiene un 45% de sales potasicas de acidos humicos procedentes de la
leonardita, un 15% de urea, un 10% de fosfato de diamonio y un 30% de sepiolita.

- una composicion solida que contiene un 50% de leonardita y un 50% de sulfato de amonio.

Ejemplo 1 — Preparacién de una composicion gue comprende sustancias (SH) humicas

Extraccion y purificacion de los acidos humicos

Los acidos humicos se extraen y purifican (AHP) a partir de la leonardita con la ayuda del método recomendado por
la IHSS (International Humic Substances Society “Sociedad internacional de Sustancias Humicas”). Se mezclan 10 g
de leonardita sin secar con 200 ml de NaOH 0,1 M en un recipiente de 250 ml. Después de 45 horas de agitacion a
25 °C en la oscuridad, el sobrenadante que contiene el extracto humico no fraccionado se separa de la fraccidon
sélida centrifugandolo a 7650 g durante 30 minutos. La extraccion se realiza en una atmésfera inerte (N2). Los AHP
se obtienen por acidificacién de una alicuota del extracto alcalino que contiene los acidos humicos con acido
clorhidrico (HCI) a 6 M hasta obtener un pH de 1,5. Después de 12 horas, la muestra acidificada se centrifuga a
7650 g durante 30 minutos con el fin de separar los acidos himicos precipitados del sobrenadante que contiene los
acidos fulvicos y los otros compuestos organicos solubles en acido. Tras lavarlo con agua para eliminar la
contaminacion CI', los AHP se liofilizan.

Se prepara una composicion liquida que contiene un 15% de sales potasicas de acidos himicos procedentes de
leonardita de la siguiente manera: los acidos humicos purificados se disuelven en una proporciéon de un 15%
peso/peso en agua, posteriormente se someten a un tratamiento basico por KOH 0,1 M hasta alcanzar un pH 10.

Ejemplo 2 — Efectos de las sustancias humicas en la expresidn génica de los principales actores
moleculares especificos de la absorcion de hierro en las plantas

Los dos agentes moleculares sometidos a ensayo en este ejemplo que estan implicados especificamente en la
absorciéon de hierro en las plantas son la quelato-reductasa FRO1 y el transportador especifico de hierro, Iron
Regulated transporter 1 (IRT1).

El efecto de las sustancias humicas en la expresion génica que codifica estas proteinas asi como la actividad de
estas proteinas se estudian en las plantas tratadas con una composicion que comprende sustancias humicas y
comparadas a las que se obtienen en las plantas de control cultivadas sin aportarles sustancias humicas.

Se ponen a germinar semillas de Cucumis sativus L. (variedad Ashley) en la oscuridad sobre papel filtro himedo con
CaS04 1 mM. Las plantas de 7 dias se trasplantan a un medio hidropoénico en un recipiente de cristal negro de 900
ml que contiene una solucién nutritiva ventilada, como describe Romera et al., 1999, Annals of Botany 83:51-55. La
solucion nutritiva contiene 40 uM de hierro en forma de quelato EDTA. El pH de la solucién nutritiva se lleva a 6 con
el fin de evitar la descomposicién de los quelatos EDTA-hierro y la precipitacién de hierro (i.e. condicién de
suficiencia de hierro). No se ha observado ninguna precipitaciéon de las especies inorganicas de hierro a lo largo del
experimento. Las plantas se cultivan en invernadero a 25/15 °C dia/noche, a 40-60% de humedad y con luz natural
durante un periodo de exposicion de 14 horas.

Después de 21 dias de cultivo, se han constituido diferentes grupos: un grupo de control de plantas que reciben
unicamente la solucion nutritiva y cuatro grupos de plantas que se tratan con la composicién que comprende
sustancias humicas a razén de 2, 5, 100 y 200 mg L' c (mg equivalente de carbono por litro). La composicion del
ejemplo 1 que contiene un 15% de sustancias humicas se diluye en la solucién nutritiva hasta alcanzar las diferentes
concentraciones, partiendo de la base del contenido de carbono de los acidos humicos que es de aproximadamente
un 58% (el analisis del contenido de carbono es de sobra conocido en el estado de la técnica: oxidacién del carbono
por permanganato en el medio basico o por dicromato en medio acido (Stevenson, 1994, Humus Chemistry,
Segunda Edicién, Wiley, New York).

Después de 4, 20, 48, 72 y 96 horas de tratamiento, las plantas se cosechan y el material vegetal se utiliza para los
diferentes analisis. 48 horas antes de cada cosecha, las plantas se estabilizan en una camara de crecimiento
(irradiacion: 250 ymol m? s™) durante un periodo de exposicion de 14/10 h dia/noche, a una temperatura media de
23/21 °C dia/noche y una humedad relativa del 60-75%. Ademas, las plantas reciben 6 h de luz antes de la cosecha.
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La expresion génica que codifica la quelato-reductasa (CsFRO1) y el transportador de hierro, Iron Regulated
Transporter 1 (CsINT1), que estan implicados especificamente en la toma de hierro en las plantas se estudia con
RT-PCR en tiempo real de la siguiente manera:

Anélisis de los transcritos ARNm con RT-PCR

Las raices apicales (2-3 cm) se cosechan y trituran en nitrégeno liquido antes de sacarles el ARN. Los ARN totales
se extraen a partir de 60 mg de triturado utilizando 350 pl de tampon de lisis guanidina-HCI del kit ARN de plantas
Nucleospin® (Macherey-Nagel, Alemania), y 3,5 pl de p-mercaptoetanol con la ayuda de un “robot’
triturador/homogeneizador durante 45 segundos, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Una ADNasa
digiere los acidos nucléicos extraidos y los ARN resultantes se cuantifican mediante espectrofotometria, midiendo la
absorbancia a 260 mm. La eliminacion del ADN se verifica con una PCR en tiempo real que contiene 50 ng de ARN
totales (sin previa transcriptasa inversa) y unos cebadores especificos de la a-tubulina (Cs Tua1; véase Tabla 1).

La ausencia de contaminacion proteica se confirma con una relacion de 260/280 nm superior a 1,8. La integridad de
los ARN se verifica mediante electroforesis en gel de agarosa formaldehido 1% con Sybr Gold. La ausencia de
inhibidores en los 250 ng de muestras de ARN se verifica también mediante el ensayo SPUD con Sybr green, como
se describe en Nolan et al., 2006, Analytical Biochemistry, 351, 308-310.

La primera cadena de ADNc se prepara en 20 yl de reaccion que contiene 1 uyg de ARN con una transcriptasa
inversa RNasa H+ MMLV, una mezcla de oligo(dT) y unos cebadores aleatorios, con la ayuda de un kit de sintesis
de ADNc iScript® (Laboratorios Bio-Rad, Hercules, CA). La transcripcion inversa se realiza durante 5 minutos a 25
°C, después de 30 minutos a 42 °C vy finaliza con 5 minutos a 85 °C. La calidad de los ADNc se verifica con la
relacién de amplificacion en 5 y 3’ (realizando una PCR en tiempo real con unos cebadores especificos de la a-
tubulina (SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8; CsTua 4 en 5" y SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10 CsTua 6 en 3’; véase
Tabla 1).

La PCR en tiempo real se realiza a 50 ng de ADNc, utilizando el supermix iQ Sybr green que contiene un ADN
polimerasa “hot-start” ITaq en un iCycler iQ (Laboratorios Bio-RTad, Hercules, CA). Las parejas de cebadores
utilizados para amplificar el ADNc que codifica la Fe** quelato-reductasa de Cucumis sativus (SEQ ID NO: 1 y SEQ
ID NO: 2; CsFRO1) y el ADNc que codifica el transportador de hierro de Cucumis sativus (SEQ ID NO: 3 y SEQ ID
NO:4; CsIRT1), asi como la a-tubulina (gen de referencia, SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO:6; Cstua1) se disefian con la
ayuda del programa de ordenador Beacon Premier Biosoft y se sintetizan mediante Sigma-Genosys (UK). Las
secuencias de los cebadores utilizados se recapitulan en la siguiente tabla 1.

Tabla 1
Definicion de la Numero de Nombre de
secuencia objetivo acceso Longitud los Secuencia de los cebadores
(gen) Genbank del cebadores
amplicon
(pb)
5-AGCGGCGGCAGTGGAATC-
ADNCc entero de la sentido 3
reductasa férrica de (SEQ ID NO: 1)
Cucumis sativus. AY590765 152 CsFRO1 5-
antisentido | GTTTGGAGGAGGTGGAGGAA
GG-3’
(SEQ ID NO: 2)
ADNCc entero del 5-
transportador con sentido TTCGCAGCAGGTATCATTCTC
fuerte afinidad de G-3
hierro de Cucumis AY590764 259 CsIRT1 (SEQ ID NO: 3)
sativus. 5-
antisentido | CACCACTCACTACAGGAACT
C-3
(SEQ ID NO: 4)
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Definicién de la
secuencia objetivo

Numero de
acceso

Longitud

Nombre de
los

Secuencia de los cebadores

Genbank del
amplicon
(pb)

(gen) cebadores

5-
ACCGTTGGAAAGGAAATTGT
TG-3

(SEQ ID NO: 5)
5-GGAGCCGAGACCAGAACC-
>

(SEQ ID NO: 6)

sentido

129 Cstua1
antisentido

ADNCc parcial de la a- 5-

tubulina de Cucumis AJ715498 sentido ACTACACCGTTGGAAAGGAA
sativus (gen tua). ATTG-3

(SEQ ID NO: 7)

antisentido | 5'-
AAAGGAGGGAGCCGAGACC-
3

(SEQ ID NO: 8)

141 Cstua4

5-
GACATTGAGCGACCTAACTAC
sentido -3

(SEQ ID NO: 9)

5-
AACTGGATTCTGGGATATGG
G-3

(SEQ ID NO: 10)

149 Cstuab

antisentido

El programa de PCT en tiempo real consiste en una activacién del ADN polimerasa iTaq a 95 °C durante 3 minutos,
seguido de 40 ciclos de amplificacion (etapa de desnaturalizacién de 10 segundos a 95 °C, etapa de hibridacion de
10 segundos a 62 °C y etapa de elongacién de 10 segundos a 72 °C durante las que se registran los valores de
fluorescencia). Para confirmar los productos de la PCR, se realiza una curva de desnaturalizacion térmica
calentando las muestras de 72 °C a 98 °C en etapas de 0,1 °C con un tiempo de parada de 10 segundos en cada
temperatura durante el cual se registran los valores de fluorescencia. La temperatura de desnaturalizaciéon térmica
de los productos se determina con la ayuda del programa informatico iCycler iQ Optical System (version 3,
Laboratorios Bio-Rad).

La eficacia de reaccion de la PCR (entre 1,99 y 2,02) se determina en la pendiente de la curva estandar realizada
mediante una serie de diluciones de la mezcla de los ADNc a ensayar, y esto con cada pareja de cebadores
especificos en el gen de interés. La expresion génica objetivo se normaliza con respecto a la expresion de la a-
tubulina. La expresion relativa (x-veces) del gen objetivo normalizado se calcula con la ayuda del programa
informatico Relative Expression Software Tool-Multiple Condition Solver (programa informatico REST-MCS-beta,
version de agosto 2006), en comparacién con las plantas de control, considerando los valores de eficacia, de
acuerdo con los modelos matematicos propuestos por Pfaffl et al., 2002, Nucleic Acid Research 30 (9), e36.

Los resultados de la expresiéon génica que codifica los principales agentes moleculares especificos de la absorcion
de hierro, tras la aportacion de sustancias humicas se representan en la figura 1 (expresion transcripcional de la
enzima quelato-reductasa FRO1 (A) y expresidon transcripcional del transportador de hierro Iron Regulated
Transporter 1 (B)).

Ejemplo 3 — Efectos de las sustancias humicas en la actividad enzimatica de los principales actores
moleculares especificos de la absorcion de hierro en las plantas

Las plantas se cultivan y tratan con la composicién que comprende las sustancias humicas, tal como se describe en
los ejemplos 1y 2.

Ensayo quelato-reductasa en raices enteras

La reduccién del Fe**-EDTA por parte de las raices de las plantas de pepino se mide, tal y como se describe en
Pinton et al., 1999, Plant and Soil 210, 145-157, con la ayuda de un reactivo batofenantrolina disulfanato (BPDS).
Brevemente, las raices de una planta Unica (1 g) se incuban en 5 ml de una solucién nutritiva que contiene Fe*-
EDTA 0,387 mM y BPDS a 0,286 mM (pH 5,5) en la oscuridad a 25 °C. Después de 30 minutos, la absorbancia de la
solucion se mide a 535 nm y la cantidad de Fe*" reducido se calcula por la concentracion de complejos Fe**-BPDS
formados, utilizando un coeficiente de extincion de 22,1 mM ™ cm™.
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La reduccion de Fe** se mide 4, 24, 48, 72 y 96 horas después de afiadir la composicion que comprende las
sustancias htimicas a 2, 5, 100 y 250 mg.L™" C.

La actividad quelato-reductasa se expresa con respecto al peso (PF) en fresco de las raices y los resultados se
representan en la figura 2.

De este modo, los resultados presentados en las figuras 1 y 2 demuestran que las sustancias humicas son capaces
de activar la expresidon génica y la actividad de los principales agentes moleculares que estan especificamente
implicados en la absorcion de hierro en las plantas.

Ejemplo 4 — Efectos de las sustancias humicas en la tasa de absorcion de hierro por las plantas

Las plantas se cultivan y se tratan con la composicién que comprende las sustancias humicas, tal como se describe
en los ejemplos 1y 2.

La concentracién de hierro se mide en las muestras correspondientes a las 4, 24, 48, 72 y 96 horas después de
afiadir la composicion que comprende las sustancias humicas.

Las hojas se secan en la estufa a 40 °C durante 48 horas. A continuacion, se trituran con un triturador de titanio. 0,5
g de triturado se digieren en botes de teflon “bombas de digestion” con 2 ml de perdxido de hidrégeno 30% y 8 ml de
acido nitrico 65%. La digestion se realiza durante 30 minutos a 200 °C en un microondas Ethos de Milestone. Las
digestiones se calibran a 25 ml con agua destilada de calidad MilliQ.

La concentracion de hierro se mide con ICP-OES (Termo Elemental Co. Iris Intrepid | XDL). La potencia de la fuente
de radiofrecuencia utilizada es de 1150 W, el flujo de nebulizacién de la muestra es de 0.58 I/min con un flujo de gas
auxiliar de 0.50 I/min. La muestra se introduce con un flujo constante de 1.85 ml/min. Su deteccién a 240.488 nm;
259.940 nm y 261.187 nm se realiza después de 10 segundos de integracion.

El célculo de la concentracion se hace gracias a una curva de calibracion de una serie de diluciones de una solucion
patrén conocida, y se expresa en funcion del peso en seco (0.5 g) y del factor de dilucion (25 ml). La concentracion
obtenida mg/l es el resultado de la media de tres medidas.

Los resultados obtenidos se representan en la figura 3. En cada tiempo indicado, la absorcion de hierro se mide por
la diferencia entre el hierro-EDTA en la solucién al principio y al final de cada intervalo. La tasa de absorcion de
hierro por las raices se expresa con respecto al peso en fresco de las raices.

Estos resultados muestran que la aportacion de las sustancias humicas permite aumentar la tasa de absorcion de
hierro en las plantas.

Ejemplo 5 — Efectos de las sustancias humicas en el contenido de hierro y el crecimiento de las plantas

Los efectos de la utilizacion de una composicién que comprende sustancias humicas en las plantas se estudia a
diferentes niveles: el contenido de hierro de las hojas, el contenido de clorofila de las hojas, la eficacia de la
fotosintesis y el peso del sistema foliar.

Se cultivan plantas de lechuga en macetas de 3 litros que contienen perlita y se irrigan cada dia con una solucion
completa de “hogland” que contiene un minimo de 40 pM de hierro disponible (3 mM KNO3, 2 mM Ca (NOs)2, 1 mM
MgS0Os4, 0.004 mM MnCl,, 0.023 mM H3BOs3, 0.004 mM ZnSQO4, 0.00015 mM CuSO4, 0.00005 mM H2MoO4 y 1 g 200
mL™" Fe3+EDTA; bien para cada elemento: N 2 mM, P 0,10 mM, K 7,8 mM, Ca 0,18 mM, Mg 0,07 mM, Fe 40 uM, Cu
0,3 uM, Zn 0,7 uM, Mn 7,29 uM, B 11,3 pM).

Las plantas se tratan con la ayuda de una composicion liquida que contiene un 15% de sales potasicas de acidos
humicos procedentes de la leonardita, tal y como se describe en el ejemplo 1. Esta composicion se aplica mediante
irrigacion de las raices a razon de 2,5 litros por hectarea en una sola aplicacion.

Las plantas se cultivan en invernadero a 25/15 °C dia/noche, a 40-60% de humedad y a la luz natural durante un
periodo de exposicion de 14 horas.

Después de 34 dias de cultivo en estas condiciones, se cosechan las plantas. Se toman las diferentes medidas y
luego se comparan a las obtenidas con las plantas de control sin tratar con la composicion que comprende las
sustancias humicas, tal y como se describe a continuacion. Las medidas relativas al fotosistema 1l y a la fotosintesis
real se toman después de 13, 18, 27 y 34 horas de cultivo, de acuerdo con el método descrito por Jackson E., et al.,
1986, The Analysis of Agricultural materials. London, UK; Ministry of Agriculture, Fisheries and Food.

Para medir el contenido de clorofila, la hoja se introduce en la pinza de medida del SPAD 502meter (Minolta, Osaka,
Japan). El contenido relativo de clorofila se expresa en unidad SPAD y se determina por la medida de la
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transmitancia de la hoja a dos longitudes de onda (600 nm y 700 nm). Este contenido hace referencia a la prueba
experimental.

La eficacia de la fotosintesis se mide con la ayuda de dos parametros: la fotosintesis neta que representa la
concentracion de CO, absorbido por las hojas de las plantas y el fotosistema Il que mide la fluorescencia de la
clorofila y da de este modo una indicacién de la eficacia de la produccion de energia a partir de la luz.

Para medir la fotosintesis neta, la hoja se introduce en una camara térmica del sistema CIRAS-2 PP que tiene las
mismas condiciones experimentales de temperatura, humedad, CO. y luz que activan la fotosintesis (PAR) que el
invernadero. El valor de fotosintesis neta se obtiene en proporcion a la superficie foliar analizada y se expresa en
pmol de CO2m?s™.

En lo referente al fotosistema I, la eficacia fotosintética se evaltua con la ayuda de los parametros de fluorescencia
utilizados de forma convencional y tales como los describen Baker, N. R., Rosenqvist, E., 2004, J. Exp. Bot., 55,
1607-1621.

Por ultimo, para medir el peso en seco de las hojas, éstas se secan en una estufa a 40 °C durante 48 h, después se
pesan en una balanza analitica.

Los resultados se representan en las figuras 4 a 6.

El tratamiento de las plantas con la composicién que comprende sustancias humicas aumenta de forma significativa
el contenido de hierro y de clorofila de las hojas. Este efecto también se asocia a un aumento significativo de la
actividad fotosintética en las plantas tratadas.

El efecto positivo global de las sustancias humicas en la asimilacion de hierro y los procesos fisioldgicos principales
unidos al hierro (sintesis de clorofila y actividad fotosintética) conlleva un aumento significativo del peso en seco
finalmente medido en las plantas que se han tratado con la composicion que comprende las sustancias humicas.

Estos resultados demuestran que la utilizacion de una composicion que comprende sustancias humicas permite
mejorar el contenido de hierro y el crecimiento de las plantas.
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<110> TIMAC AGRO INTERNATIONAL
Lemerger, Diane

Bacaicoa, Eva

Garcia-Mina, José Maria

Yvin, Jean-Claude

<120> Utilizacion de las sustancias humicas como activadores de los agentes moleculares especificos de la
absorcioén de hierro en las plantas

<130> 1H294250 0001 WO PCT

<150> FR 07 58196
<151>2007-10-10

<160> 10

<170> Patentin version 3.3
<210>1

<211> 18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador con sentido CsFRO1

<400> 1
agcggcggcea gtggaatc 18

<210> 2

<211> 22
<212> ADN

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2399559 T3
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<223> Cebador antisentido CsFRO1

<400> 2
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<210> 3
<211> 22
<212> ADN
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<220>
<223> Cebador con sentido CsIRT1

<400> 3
ttcgcagcag gtatcattct cg 22

<210> 4
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador antisentido CsIRT1

<400> 4
caccactcac tacaggcaac tc 22

<210>5
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<212> ADN
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<223> Cebador con sentido Cstua1

<400> 5
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<213> Artificial
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<210>9
<211> 21
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<223> Cebador con sentido Cstua6

<400> 9
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<220>
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<400> 10
aactggattc tgggatagg g 21
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién de una composicion que comprende sustancias humicas como activador de la expresién génica que
codifica los agentes moleculares especificos de la absorcidon de hierro en las plantas, en condiciones de suficiencia
de hierro.

2. Utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada por que las plantas son plantas “no gramineas”.

3. Utilizacién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que las
sustancias humicas se extraen de materias organicas naturales.

4. Utilizacion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que las
sustancias humicas son el resultado de un procedimiento de sintesis o de la transformacién de sustancias humicas
naturales.

5. Utilizacién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que las
sustancias humicas son las de la leonardita.

6. Utilizacion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que las
sustancias humicas son acidos humicos y/o acidos fllvicos.

7. Utilizacién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que las
sustancias humicas estan constituidas por la fraccion marrén y/o por la fraccion gris de los acidos humicos.

8. Utilizaciébn de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que las
sustancias humicas se presentan en forma de sales potasicas.

9. Utilizacion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que dicha
composicién contiene de un 5 a un 70% de sustancias humicas.

10. Utilizacién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que dicha
composicion contiene uno o varios compuestos adicionales escogidos entre los nutrientes minerales y los
compuestos bioestimulantes de las plantas.

11. Utilizacién de acuerdo con la reivindicaciéon 10, caracterizada por que dicha composicién contiene L-triptéfano.

12. Utilizacién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que dicha
composicion se presenta en forma solida o liquida, soluble, parcialmente soluble o insoluble en el agua.

13. Utilizacién de acuerdo con la reivindicaciéon 12, caracterizada por que dicha composicidon se presenta en forma
liquida.

14. Utilizacion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que dicha

composicion se utiliza en cantidades que oscilan de 5 a 50 litros por hectarea en el caso de una composicion en
forma liquida y que oscila de 100 a 750 kg por hectarea en el caso de una composicion en forma sélida.

13
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