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DESCRIPCION
Uso de hidroxiapatita como portador de sustancias bioactivas para tratar enfermedades vasculares en plantas
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de hidroxiapatita sustituida con carbonato como portador de sustancias
bioactivas para el tratamiento de enfermedades vasculares de las plantas, en particular: amarilleamiento de la vid
(causado por fitoplasma de la vid), cancro bacteriano en kiwi (causado por Pseudomonas syringae), sindrome de
declive rapido del olivo (causado por Xylella fastidiosa) y enfermedad del cancro bacteriano de los citricos (causada
por Xanthomonas axonopodis).

Técnica anterior

La proteccion vegetal esta cada vez mas orientada a fomentar el desarrollo de enfoques sostenibles e innovadores de
bajo impacto. Esto es ain mas desafiante en el control de enfermedades aln poco conocidas que pueden afectar
gravemente al cultivo. Es el caso de las enfermedades vasculares.

Generalmente, las enfermedades vasculares son responsables de la pérdida de turgencia en una planta completa o
en ciertas partes de una planta como resultado de alteraciones funcionales del sistema vascular. Las principales
causas de las enfermedades vasculares estan relacionadas con el micelio de hongos fitopatégenos o la acumulacién
de bacterias fitopatdgenas o fitoplasmas, que obstruyen el sistema vascular. Este fendbmeno puede ser la
consecuencia directa de la accion toxica de los parasitos sobre los tejidos de la planta-anfitrién y/o el efecto indirecto
tras la formacion en los vasos de tilides (hinchazones protoplasticas de las células parenquimatosas del xilema, que
crecen en los vasos).

Las enfermedades vasculares mas comunes de las plantas son las traqueomicosis y las traqueobacteriosis. Las
tragueomicosis son un grupo de enfermedades causadas por hongos patégenos. Incluyen, marchitez por fusarium y
verticiliosis en algodén y muchas otras plantas. Las traqueobacteriosis son causadas por bacterias fitopatégenas.
Incluyen la marchitez bacteriana en las solanaceas, el cancro bacteriano en los kiwis, los tomates y los citricos, y el
sindrome de declive rapido del olivo. Las secciones transversales y longitudinales de los tejidos de una planta enferma
muestran claramente un oscurecimiento de los vasos de la planta. Otra forma de enfermedad vascular es causada por
fitoplasmas, que son formas parecidas a bacterias y parasitos obligados del tejido del floema de las plantas. Los
fitoplasmas son transmitidos por insectos (vectores) y son patdégenos de plantas de importancia agricola, como la vid en
la que son responsables del amarilleamiento de la vid, un amarilleo leve que provoca la muerte de las vides infectadas.

Amarilleamiento de la vid

Los amarilleamientos de la vid (AV) son enfermedades asociadas a fitoplasmas que aparecen en muchas areas de
cultivo de uva en todo el mundo y tienen una importancia cada vez mayor. Los fitoplasmas de la vid se localizan en el
floema de las vides infectadas desde donde es adquirido por el vector para su posterior transmision. Un solo insecto
infeccioso puede ser suficiente para transmitir la enfermedad, iniciando asi una epidemia. Dado que no se conoce
ningun anfitrién alternativo ademas de la vid, es probable que todo el ciclo bioldgico se complete en la vid y el vector.
Los sintomas casi idénticos del sindrome AV son causados por diferentes fitoplasmas y aparecen en hojas, brotes y
racimos de vid. Los sintomas tipicos incluyen decoloraciéon y necrosis de las nervaduras y laminas de las hojas,
enrollamiento de las hojas hacia abajo, ausencia o lignificacion incompleta de los brotes, atrofia y necrosis de los
brotes, aborto de las inflorescencias y marchitamiento de las bayas. Esos sintomas estan relacionados con el deposito
calloso en las placas cribosas y la subsiguiente degeneracién del floema. Aunque hasta el momento no se conocen
cultivares de Vitis vinifera resistentes o portainjertos, las diversas variedades de uva difieren considerablemente en lo
que se refiere a la gravedad de los sintomas. Va desde un rapido declive y muerte en cultivares altamente susceptibles
hasta portainjertos tolerantes como portadores asintomaticos del patégeno. Si bien los fitoplasmas son
microorganismos no cultivables y, en el caso de AV, aun no se han cumplido los postulados de Koch, cuando los
fitoplasmas de un grupo o subgrupo especifico se encuentran consistentemente asociados con una enfermedad
especifica de la uva, se los considera agentes causales de la misma. Los grupos de fitoplasmas detectados en la vid
son: el grupo Stolbur que también es el agente causante de la Madera negra o "Bois noir" (BN), "EIm yellows" que
también es el agente causante de la Flavescencia dorada (FD) y el grupo Aster yellow. El manejo de AV se basa en
el control de sus vectores mediante el tratamiento periédico de los vifiedos con insecticidas: el manejo de FD incluye
la erradicacién de las plantas infectadas que sirven como fuente de infeccion, asi como el control del saltahojas
vectorizador Scaphoideus titanus. El control biolégico de S. titanus aun no es aplicable. Debido al ciclo epidémico mas
complejo de BN que incluye plantas anfitrionas alternativas como fuentes de in6culo y un vector no ampledfago cuya
historia de vida lo pone fuera del alcance de los insecticidas, el control de BN es considerablemente mas dificil y menos
eficiente que el control de FD. No existen métodos directos de control sobre AV.

Cancro bacteriano en kiwi

El cancro bacteriano del kiwi causado por Pseudomonas syringae pv. actinidiae es una grave amenaza para la
produccion de kiwi en todo el mundo. Muchos aspectos de la biologia y epidemiologia de P. syringae pv. actinidiae
aun requieren una investigacion en profundidad. La propagacion de P. syringae pv. actinidiae en xilema y floema se
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investigd mediante la realizacion de experimentos de inoculacion artificial con andlisis histolégicos vy
dendrocronoldgicos de plantas enfermas de forma natural en ltalia: se descubrié que la bacteria puede infectar las
plantas anfitrionas al ingresar por las aberturas y lesiones naturales. En plantas de kiwi naturalmente infectadas, P.
syringae pv. actinidiae esta presente en las lenticelas, asi como en el tejido muerto del floema debajo de las lenticelas,
rodeado por una lesion en el peridermo. En casos de estadios avanzados de infeccion por P. syringae pv. actinidiae,
se producen neurosis del floema, seguidas de muerte regresiva cambial y muy probablemente de infeccion del xilema.
Se observaron cambios anatémicos en la madera, tales como la reducciéon del ancho del anillo, una reduccién drastica
del tamanio de los vasos y la presencia de tilides en varios sitios infectados. En el campo, estos cambios ocurren solo
un ano después de que se observan los primeros sintomas en las hojas, lo que sugiere un lapso de tiempo significativo
entre los sintomas primarios y secundarios. Una serie de estudios y ensayos de campo sobre epidemiologia, técnicas
agrondémicas, efectividad de nuevos bactericidas, asi como andlisis de tipificacién molecular, genémica y protedmica,
permitieron dilucidar el ciclo de enfermedad del patégeno, modificar algunas técnicas agrondémicas basicas y permitir
a los agricultores coexistir con el patégeno alcanzando el pleno rendimiento y calidad del cultivo como antes de la
aparicion de la enfermedad. Sin embargo, no existen controles quimicos altamente efectivos y de baja toxicidad para
el cancer bacteriano del kiwi.

Sindrome de declive rapido del olivo

El sindrome de declive rapido del olivo (SDRO) es una enfermedad que aparecio repentinamente hace unos anos en
la provincia de Lecce, peninsula de Salento (sureste de ltalia). El principal incidente de la enfermedad es Xylella
fastidiosa, un patégeno cuarentenario de origen americano cuya introduccién no deseada en la zona ha creado mucha
perturbacién debido a: (i) el dafio dramatico sufrido por los olivares donde se ha establecido el patégeno; (ii) la alarma
que ha despertado este hallazgo en un pais (ltalia) cuya industria olivarera es un activo primordial, y en la Unién
Europea, que se enfrenta al primer registro confirmado en su territorio de este extrafio y temido microorganismo. El
SDRO se caracteriza por la presencia de chamuscado foliar y desecacion de ramillas y ramitas, que prevalecen
primero en la parte superior del dosel, luego se extienden al resto de la copa, la cual adquiere un aspecto quemado.
Los cultivadores podan fuertemente las plantas mas afectadas para favorecer un nuevo crecimiento, que, sin embargo,
es escaso y se seca en poco tiempo. Los arboles de aspecto esquelético empujan una multitud de chupones desde la
base y sobreviven durante algun tiempo, es decir, mientras las raices sean viables. X. fastidiosa es una bacteria con
una epidemiologia inusual (la transmision de planta a planta se produce Unicamente a través de insectos vectores),
que infecta a una amplia gama de anfitriones (309 especies de plantas pertenecientes a 193 géneros, segun una lista
reciente emitida por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria). Invade, se multiplica y ocluye los vasos del
xilema de la planta, lo que dificulta la absorcién de agua. En el caso del olivo, el dafio puede verse agravado por la
presencia de hongos de diferentes géneros, en particular Phaeoacremonium y Phaemoniella, pero también
Pleumostomophora y Neofusicoccum, que colonizan y necrosan la albura. Ademas del olivo, la cepa salenciana de X.
fastidiosa infecta en la naturaleza a varios anfitriones lefiosos (almendros, cerezos) y arbustivos (adelfas, retamas,
romero, Acacia saligna, Polygala myrtifolia, Westringia fruticosa, Rhamnus alaternus, Myrtus communis), pero no a las
vides y citricos. Una pista para la biusqueda de X. fastidiosa en olivos afectados por SDRO estuvo dada por: (i) los
sintomas, que recordaban mucho el severo quemado de hojas de arboles frutales y de sombra inducido por esta
bacteria, como se describe en la bibliografia norteamericana; (ii) la modalidad de propagacion de la enfermedad, que
era compatible con la de las infecciones por X. fastidiosa. Philaenus spumarius (salivazo de los prados), un
saltamontes muy comun en el area de Salento, donde prospera en el olivo, fue identificado experimentalmente como
el vector principal. El conocimiento actual dice que la erradicacién de la enfermedad y el saneamiento de las plantas
infectadas por Xylella, incluido el olivo, son inviables. Las Unicas medidas previstas para contener la difusion de la
enfermedad son el deshierbe mecanico en primavera, para matar el mayor nimero posible de juveniles del vector, que
prosperan especialmente en las malas hierbas, seguido de tratamientos insecticidas en los olivos, sobre los que los
adultos se desplazan tras la muda y viven sin trabas. Estas medidas van acompafadas de la mas drastica e impopular:
arrancar de raiz los olivos infectados (muchos de ellos son gigantes de varios siglos de edad) y los de los alrededores.

Enfermedad por cancro bacteriano de los citricos

El cancro de los citricos es una enfermedad que afecta a las especies de Citrus causada por la bacteria Xanthomonas
axonopodis. La bacteria Xanthomonas axonopodis pv. citri es un bacilo gramnegativo con forma de varilla y tiene un
solo flagelo polar. Los rangos de temperatura maxima y 6ptima para el crecimiento son de 39°C (95 a 102°F) y de 28
a 30°C (82 a 86°F), respectivamente. En general, en las plantaciones de campo, el pomelo, los limones mexicanos y
la naranja trifoliada son muy susceptibles al cancro; la naranja agria, el limén y la naranja dulce son moderadamente
susceptibles; y las mandarinas son moderadamente resistentes. Dentro de los cultivares de naranja, los cultivares de
maduracion temprana son mas susceptibles que los cultivares de temporada media que, a su vez, son mas
susceptibles que los cultivares de temporada tardia. Sin embargo, cuando los tejidos de la planta son interrumpidos
por heridas o por las galerias de alimentacién del minador asiatico, los tejidos internos de la hoja (meséfilo) quedan
expuestos. Cuando esto ocurre, todos los cultivares y la mayoria de los parientes de los citricos que expresan cierto
nivel de resistencia en el campo pueden infectarse. El cancro de los citricos puede ser una enfermedad grave donde
la lluvia y las temperaturas célidas son frecuentes durante los periodos de emergencia de los brotes y desarrollo
temprano de la fruta. Este es especialmente el caso donde prevalecen las tormentas tropicales. El cancro de los
citricos es principalmente una enfermedad que mancha las hojas y la cascara de la fruta, pero cuando las condiciones
son muy favorables para la infeccién, las infecciones causan defoliacién, muerte regresiva de los brotes y caida de la
fruta. Las lesiones del cancro de los citricos comienzan como manchas puntiformes y alcanzan un tamafo maximo de
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2 a 10 mm de diametro. Las lesiones jovenes son elevadas o 'pustulosas’' en ambas superficies de la hoja, pero
particularmente en la superficie inferior de la hoja. Un sintoma caracteristico de la enfermedad en las hojas es el halo
amarillo que rodea las lesiones. Un sintoma de diagnéstico mas confiable del cancro de los citricos es el margen
empapado de agua que se desarrolla alrededor del tejido necroético, que se detecta facilmente con luz transmitida. Las
lesiones del cancro de los citricos en frutos y tallos se extienden hasta 1 mm de profundidad y son superficialmente
similares a las de las hojas. En la fruta, las lesiones pueden variar en tamafo porque la cascara es susceptible por
mas tiempo que las hojas y puede ocurrir mas de un ciclo de infeccion. La infeccion de la fruta puede causar la caida
prematura de la fruta, pero si la fruta permanece en el arbol hasta la madurez, tal fruta reduce la comerciabilidad de la
fruta fresca. La primera linea de defensa contra el cancro de los citricos es la exclusién. El cancro de los citricos adn
no existe en algunos paises o regiones de paises donde las condiciones climaticas son favorables para el
establecimiento del patdgeno, lo que probablemente se deba a las estrictas restricciones a la importacion de material
de propagacioén y frutos de areas con cancro. Desafortunadamente, con el aumento de los viajes y el comercio
internacional, la probabilidad de introduccién de X. axonopodis pv. citri va en aumento, al igual que con muchas plagas
y patégenos exdticos. Cuando el cancro es un problema importante, el control requiere la integracién de practicas
culturales apropiadas que incluyen saneamiento, cortavientos y control de minadores de hojas con aplicaciones
frecuentes de pulverizaciones de cobre. Se ha demostrado que las pulverizaciones de cobre reducen un poco la
infeccion. Una vez introducido en un &rea, la eliminacién del inéculo mediante la remocion y destruccién de los arboles
infectados y expuestos es la forma de erradicacion méas aceptada.

El impacto econémico de las enfermedades vasculares en la agricultura es consecuencia de varios aspectos criticos,
ademas del conocimiento incompleto de los mecanismos de expresion de los sintomas. El principal aspecto critico es
la localizacién vascular de los patégenos responsables de las enfermedades y la dificultad de controlarlos por un
agente de control dentro de los tejidos vasculares.

Por lo tanto, todavia existe la necesidad de proporcionar agentes que sean capaces de controlar las enfermedades
vasculares en las plantas.

La hidroxiapatita es bien conocida en la técnica anterior en diferentes formas y para diferentes aplicaciones. Por
ejemplo, la hidroxiapatita sintética constituye un excelente biomaterial para aplicaciones biomédicas, en particular para
la reconstruccion 6sea.

La hidroxiapatita y la hidroxiapatita sustituida sintética se pueden producir por diferentes procesos, por sintesis
himeda, hidrotermal, electroquimica, sol-gel o en estado sélido. Se puede encontrar en diferentes formas
estequiométricas, morfoldgicas y cristalinas.

Los portadores de hidroxiapatita estequiométrica son conocidos del documento JPH0556105 que describe el uso de
hidroxiapatita como portador de un ion metélico antimicrobiano seleccionado entre plata, cobre y zinc para esterilizar
un suelo de la presencia del hongo patégeno de plantas Pythium. La accion del ion metalico antimicrobiano se limita
al suelo ya que la publicacién especifica que el agente apenas se absorbe en la planta.

El documento EP0640284 describe una arena antimicrobiana recubierta con un portador estequiométrico de
hidroxiapatita que contiene agentes antimicrobianos, tales como iones de plata, cobre o zinc. La arena antimicrobiana
se mezcla con el suelo utilizado para cultivar plantas con flores, tales como orquideas, ciclamen, etc., para esterilizar
el suelo contra los hongos: Rhizoctonia, Fusarium, Sclerotinia y Pyshium.

El documento RO 122830 describe una composicién fungicida, a base de sales de acido N,N-etilen-bis-tiocarbamico,
caracterizada por el hecho de que consiste en 40-50% de N,N-etilen-bis-tiocarbamato de zinc o una mezcla del mismo
con la sal de manganeso o sal de manganeso y hierro, 30-50% de hidroxiapatita, 1,5-3% de SiO2 y 20-50% de acetato
de potasio.

Los documentos JPH0556105 y EP 0 640 284 de la técnica anterior no describen el uso de hidroxiapatita sustituida
como portador de principios activos. La técnica anterior no describe el uso de hidroxiapatita como portador de
sustancias activas para el tratamiento de patologias vegetales mediante la aplicacién del portador sobre la planta. La
técnica anterior ilustra solo una forma de esterilizar el suelo usado para hacer crecer las plantas, en particular plantas
con flores (no cultivos).

El documento RO 122830 de la técnica anterior no describe el uso de hidroxiapatita como portador de sustancias
bioactivas para el tratamiento de enfermedades vasculares, en particular: amarilleamiento de la vid, cancro bacteriano
en kiwi, sindrome de declive rapido del olivo y enfermedad por cancro bacteriano de los citricos.

Compendio de la invencion

La presente invencion proporciona el uso de una hidroxiapatita sustituida con carbonato segun la reivindicacion 1
como portador de (es decir, cargada con) sustancias bioactivas destinadas al tratamiento de enfermedades vasculares,
en particular amarilleamiento de la vid, cancro bacteriano en kiwi, sindrome de declive rapido del olivo y enfermedad
por cancro bacteriano citricos.

Las hidroxiapatitas sustituidas, por regla general, pueden estar sustituidas con al menos un ion seleccionado entre ion
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carbonato o ion metélico. La hidroxiapatita de la invencion esta sustituida con al menos un ion carbonato.

La sustitucion con carbonato, pero también la sustitucion con iones metélicos, tiene la ventaja de disminuir el grado
de cristalinidad de la hidroxiapatita, que se vuelve mas amorfa. El estado amorfo conduce a un aumento de la
solubilidad de la estructura de hidroxiapatita en un medio biol6gico, con la ventaja de que se mejora la liberacién del
principio activo y se vuelve mas eficaz.

El portador de hidroxiapatita sustituida con carbonato cargado con al menos una sustancia bioactiva de la invencion
se aplica a las plantas afectadas por enfermedades vasculares, en particular amarilleamiento de la vid, cancro
bacteriano en kiwi, sindrome de decaimiento rapido del olivo y enfermedad por cancro bacteriano de los citricos, y
penetra en las plantas a través de aberturas naturales, como se explica en detalle a continuacién, logrando asi un
contacto intimo con las células patégenas que pueden estar presentes tanto en la superficie de la planta como en el
interior de la planta.

Preferiblemente, la sustancia bioactiva es un ion metdlico, tal como Cu, Zn y S. Tales iones tienen una accion
antiparasitaria. Otros ejemplos de sustancias bioactivas Utiles para los fines de la invencién son los iones metélicos,
tales como Mn, Mg, K, Fe, B (que actian como elementos fertilizantes y nutritivos), y extractos de origen vegetal, tales
como extractos de: lignina, menta, tomillo, romero, sésamo, soja, clavo, ajo, limén, canela, Abies sibirica, Malpighia
glabra, Achillea millefolium, Allium sativum, Medicago sativa, Aloe vera, Citrus sinensis, Artemisia annua, Arnica
Montana, Ocimum basilicum, Betula pendula, Betula pubescens, Calendula officinalis, Matricaria chamomilla,
Chamaemelum nobile, Cinnamomum verum, Centella asiatica, Chelidonium majus, Syzygium aromaticum, Allium
cepa, Equisetum arvense, Curcuma longa, Echinacea purpurea, Echinacea angustifolia, Eucalyptus globulus,
Hypericum perforatum, Fucus vesiculosus, Gentiana lutea, Lavandula angustifolia, Citrus limon, Melilotus officinalis,
Melissa officinalis, Punica granatum, Mentha piperita, Vaccinium myrtillus, Orthosiphon stamineus, Urtica dioica, Olea
europeae, Tabebuia impetiginosa, Plantago lanceolata, Hieracium pilosella, Pinus sibirica, Polypodium leucotoms,
Citrus paradise, Quassia amara, Rheum thais, Rosa canina, Rosmarinus officinalis, Ruscus aculeatus, Salix alba,
Salvia officinalis, Camelia sinensis, Tilia tomentosa, Thymus vulgaris, Arctostaphylos uva-ursi, Valeriana officinalis,
Solidago virgaurea, Loranthus europaeus, Zingiber officinale. Los extractos vegetales pueden tener tanto actividad
nutricional como leve actividad antiparasitaria.

La invencién se refiere también a un portador de una hidroxiapatita sustituida con carbonato que tiene las
caracteristicas anteriores, que comprende una sustancia bioactiva adsorbida al mismo, produciendo asi una
hidroxiapatita sustituida con carbonato cargada con al menos una sustancia bioactiva.

Para el alcance de la presente invencion, "hidroxiapatita funcionalizada con una sustancia bioactiva" es una definicion
equivalente a decir que la sustancia bioactiva se adsorbe sobre la hidroxiapatita.

Breve descripcion de los dibujos
Las Figuras 1A-D muestran los resultados de la prueba de laboratorio en Phaeomoniella chlamydospora.
Las Figuras 2A-D muestran los resultados de la prueba de laboratorio en Phaeoacremonium aleophilum.
Las Figuras 3 muestran los resultados (rendimiento) de la prueba de vivero en Agrobacterium vitis.
Las Figuras 4 muestran los resultados (frecuencia de sintomas) de la prueba de vivero en Agrobacterium vitis.
Las Figuras 5 muestran los resultados (frecuencia de la cepa patdégena) de la prueba de vivero en Agrobacterium vitis.
Las Figuras 6 muestran los resultados (parras muertas) de la prueba de campo en Flavescencia dorada.
Las Figuras 7 muestran la gravedad de la enfermedad en el ensayo de campo en SDRO (Xylella fastidiosa).
La Figura 8 muestra las diferencias de gravedad de la enfermedad en el ensayo de campo en SDRO (Xylella fastidiosa).
Descripcion detallada de la invencion

Con "hidroxiapatita sustituida" en la presente invencion, se pretende hacer referencia a hidroxiapatita de férmula
Ca1o(PO4)s(OH)2 en la que los iones de Ca, PO4 y/o OH se reemplazan, en la red cristalina de hidroxiapatita, por uno
0 mas iones de la misma o diferente especie.

Para el alcance de la presente invencion, "hidroxiapatita funcionalizada con una sustancia bioactiva" es una definicion
equivalente a decir que la sustancia bioactiva estd "adsorbida" o "cargada" sobre la hidroxiapatita y también
equivalente a decir que la hidroxiapatita es un portador de sustancias bioactivas.

Con "extracto vegetal" en la presente invencion se pretende hacer referencia a una mezcla de sustancias naturales
obtenidas del tratamiento mecanico o quimico de varias partes de las plantas, principalmente semillas, pero también
frutos (en particular, cascara o piel de los frutos) y otras partes de las plantas (p. €j., hojas). Los extractos vegetales
de acuerdo con la invencion se preparan preferiblemente utilizando un método quimico de tratamiento de semillas,
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flores, hojas, frutos (en particular la cascara o piel de los frutos) (u otras partes de las plantas) con un alcohol y/o
solucion hidroalcohdlica y eliminando a continuacion el disolvente para obtener un polvo higroscopico. Los extractos
vegetales de la invencion pueden utilizarse tanto en forma de polvo como en forma de solucién alcohdlica o
hidroalcohdlica. Los extractos vegetales de la invencién pueden ser también aceites esenciales.

Con "sustancia bioactiva" en la presente invencion se pretende hacer referencia a sustancias que tienen una actividad
nutricional y/o una actividad fitosanitaria. Por "tratamiento fitosanitario” o "actividad fitosanitaria" se entiende el
tratamiento o prevencion de enfermedades de las plantas causadas por parasitos tales como criptégamas, bacterias,
hongos, fitoplasmas e insectos.

Por "tratamiento nutricional" o "actividad nutricional" se pretende hacer referencia las sustancias bioactivas que ayudan
al desarrollo de las defensas naturales de la planta (y por lo tanto ayudan a las plantas a luchar contra las
enfermedades), manteniendo la planta en el mejor equilibrio nutricional, prerrogativa fundamental para prevenir el
desarrollo de cualquier enfermedad.

La sustancia bioactiva utilizada en la invencién puede tener tanto una actividad fitosanitaria como una actividad
nutricional y, por lo tanto, puede usarse para el tratamiento tanto fitosanitario como nutricional de las plantas,
dependiendo de la dosificacién de uso.

La presente invencion se refiere al uso de una hidroxiapatita sustituida con carbonato como portador (es decir, cargada
de sustancias bioactivas) destinada al tratamiento de enfermedades vasculares, en particular: amarilleamiento de la
vid, cancro bacteriano en kiwi, sindrome de declive rapido del olivo y enfermedad por cancro bacteriano de los citricos.

La hidroxiapatita segun la invencion esta sustituida con al menos un ion carbonato.

El portador de hidroxiapatita sustituido con carbonato de la invencion esté sustituido con al menos un ion carbonato y
tiene la siguiente formula:

Ca10)(PO4)(6)(CO3)y(OH)2
en donde y estda comprendido entre 0,002 y 2, preferiblemente entre 0,002 y 1, mas preferiblemente entre 0,002 y 0,030.

La sustitucién de carbonato puede ocupar el sitio B (iones fosfato PO4%) segun las féormulas generales anteriores y/o
el sitio A (iones hidroxilo OH) de la hidroxiapatita. La razén de sustitucion en el sitio A/sustitucion en el sitio B esta
comprendida entre 0,10 y 0,60, e incluso mas preferiblemente la razén esta comprendida entre 0,20 y 0,40.

En las estructuras de hidroxiapatita consideradas en la presente invencion, la sustitucién es preferiblemente en el sitio
B, siendo el porcentaje de carbonato que ocupa el sitio B superior o igual a 55% en peso, incluso mas preferiblemente
comprendido entre 90 y 100% en peso del peso total de carbonato contenido en la hidroxiapatita.

El contenido total de carbonato en la hidroxiapatita segun la invencién es de 1 a 20%, preferiblemente de 5 a 15% en
peso de la estructura total de hidroxiapatita.

Las sustituciones de iones carbonato, preferiblemente en el sitio B, son muy significativas ya que permiten que la
estructura de hidroxiapatita completa aumente su solubilidad en un entorno biol6gico. Segun una realizacion preferida,
la hidroxiapatita sustituida con carbonato anterior tiene un grado de cristalinidad comprendido entre 25 y 75%,
preferiblemente entre 25 y 40%.

Preferiblemente, el portador de hidroxiapatita sustituida con carbonato esta en forma de particulas menores de 2 um,
preferiblemente con un tamario de entre 0,2 y 0,9 um. Las particulas de hidroxiapatita sustituida con carbonato estan
preferiblemente en forma cristalina, es decir, se unen entre si para crear agregados de particulas de hidroxiapatita
(también denominados en esta solicitud como "agrupamientos" o "cristales" o "microcristales" o "agregados
microcristalinos”, todos estos términos con el mismo significado que "agregados" segun la invencién). Estos agregados
tienen dimensiones micrométricas, con un tamafno comprendido entre 0,5 y 25 um, mas particularmente entre 0,5y 5
pm y con un area de superficie importante. En particular, los agregados de hidroxiapatita Utiles segun la presente
invencidn tienen un area de superficie comprendida entre 60 y 120 m?/g, mas particularmente entre 70 y 90 m?/gramo.

Los agregados de hidroxiapatita sustituida con carbonato tienen la ventaja de tener un area de superficie mayor con
respecto a las particulas individuales de hidroxiapatita y, por lo tanto, permiten adsorber mas moléculas bioactivas y
controlar la liberacién de las mismas al medio ambiente. Por lo tanto, para una pequefa cantidad de hidroxiapatita
sustituida con carbonato es posible transportar un nimero significativo de moléculas bioactivas que permiten aumentar
aun mas la actividad y la eficacia biolégica de las moléculas.

Las sustancias bioactivas con actividad antiparasitaria y/o nutricional utilizadas en la presente invencion pueden ser
iones metalicos, tales como Cu, Zn y S. Tales iones tienen accion antiparasitaria. Otros ejemplos de sustancias
bioactivas utiles para los fines de la invencién son los iones metalicos, tales como Mn, Mg, K, Fe, B (que actian como
elementos fertilizantes y nutritivos), y extractos de origen vegetal, tales como extractos de: lignina, menta, tomillo,
romero, sésamo, soja, clavo, ajo, limén, canela, Abies sibirica, Malpighia glabra, Achillea millefolium, Allium sativum,
Medicago sativa, Aloe vera, Citrus sinensis, Artemisia annua, Arnica Montana, Ocimum basilicum, Betula pendula,
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Betula pubescens, Calendula officinalis, Matricaria chamomilla, Chamaemelum nobile, Cinnamomum verum, Centella
asiatica, Chelidonium majus, Syzygium aromaticum, Allium cepa, Equisetum arvense, Curcuma longa, Echinacea
purpurea, Echinacea angustifolia, Eucalyptus globulus, Hypericum perforatum, Fucus vesiculosus, Gentiana lutea,
Lavandula angustifolia, Citrus limon, Melilotus officinalis, Melissa officinalis, Punica granatum, Mentha piperita,
Vaccinium muyrtillus, Orthosiphon stamineus, Urtica dioica, Olea europeae, Tabebuia impetiginosa, Plantago
lanceolata, Hieracium pilosella, Pinus sibirica, Polypodium leucotoms, Citrus paradise, Quassia amara, Rheum thais,
Rosa canina, Rosmarinus officinalis, Ruscus aculeatus, Salix alba, Salvia officinalis, Camelia sinensis, Tilia tomentosa,
Thymus vulgaris, Arctostaphylos uva-ursi, Valeriana officinalis, Solidago virgaurea, Loranthus europaeus, Zingiber
officinale. Los extractos vegetales pueden tener tanto actividad nutricional como leve actividad antiparasitaria.

Las sustancias bioactivas se adsorben sobre el portador de hidroxiapatita, obteniéndose asi una hidroxiapatita cargada
con al menos una sustancia bioactiva.

La absorcion de tales sustancias sobre la hidroxiapatita puede realizarse por todos los procesos conocidos por el
experto en la técnica. El agregado de hidroxiapatita cristalizado tiene una zona interior puramente cristalina y una zona
periférica exterior con cargas eléctricas no completamente neutras, lo que permite retener las moléculas bioactivas.
Por ejemplo, en el caso de adsorcion de cobre y/o azufre sobre particulas de hidroxiapatita, la adsorciéon puede por
tanto obtenerse:

—  para cobre a partir de: sulfato (II) pentahidratado, cloruro de cobre, oxicloruro de cobre, hidréxido de cobre, éxido
de cobre o0 una mezcla de estos compuestos;

—  para azufre a partir de: azufre soluble, azufre micronizado, azufre atomizado o una mezcla de estos compuestos;
—  para Mn a partir de: Sulfato de manganeso;

- para Mg a partir de: Sulfato de magnesio, Oxido de magnesio;

- para K a partir de: Cloruro de potasio, Sulfato de potasio;

—  para Fe a partir de: Sulfato de hierro;

- para B a partir de: Acido bérico;

Para el uso segun la invencion, la hidroxiapatita sustituida con carbonato cargada con la sustancia activa se integra
preferiblemente en una composicion, preferiblemente en forma de agregados microcristalinos. Esta composicion
puede presentarse en todas las formas, en particular en polvo, granulos, liquido o gel. Segln una realizacién preferida,
los agregados de hidroxiapatita se dispersan de manera uniforme en agua. El pH de la composicién en forma liquida
es preferiblemente superior a 5 para evitar que los microcristales de hidroxiapatita sustituida con carbonato sufran una
hidrélisis parcial o total.

Tal composicion liquida permite la aplicacién foliar, en particular por pulverizaciéon. La estructura y el tamano
micromeétrico de los cristales de hidroxiapatita hacen que se dispersen uniformemente dentro del volumen de las gotas
micronizadas durante la pulverizacién, lo que permite una buena distribucién en todo el volumen utilizado para la
aplicacién y, en consecuencia, una distribucion mas uniforme sobre la superficie de aplicacién. Segun el tipo de
atomizador utilizado para la aplicacion de hidroxiapatita sustituida con carbonato, es posible tener gotitas cuyo
diametro varia entre 50 y 800 um. Para evitar o limitar el arrastre de gotitas muy pequefas y el vertido de gotitas muy
grandes, y garantizar una mejor aplicacion sobre la superficie a tratar, es posible utilizar medios de pulverizacién que
permitan obtener gotitas de un tamafo comprendido entre 150 y 250 um.

Una vez aplicadas, las particulas agregadas se adhieren a la hoja sin necesidad de utilizar agentes mejoradores de la
adhesividad en la composicion. De hecho, segun su superficie, su tamafo, sus irregularidades morfolégicas y sus
caracteristicas electrostaticas, los cristales de hidroxiapatita se adhieren a la superficie de las hojas, asegurando asi
una éptima resistencia de adherencia al agua escurrida, a diferencia de los productos existentes actualmente que son
arrastrados por la lluvia o el rocio. El uso de las composiciones, aplicadas por hectarea, debe adaptarse segun las
condiciones climaticas encontradas, la estacion y las estrategias de proteccién y nutricion del suelo.

Preferiblemente las composiciones contienen entre 5y 70% de hidroxiapatita sustituida con carbonato y/o agregados
de particulas de hidroxiapatita sustituida con carbonato, incluso méas preferiblemente entre 6 y 60% (como porcentaje
en peso de soélidos totales de la composicion).

En el caso de una formulacion acuosa para aplicacion foliar, las particulas de hidroxiapatita sustituida con carbonato
y/o los agregados de particulas de hidroxiapatita sustituida con carbonato estan preferiblemente entre 2 y 5% en peso
del peso total de la composicién.

Las dosificaciones preferidas son entre 2 y 5 kg, preferiblemente de 2,5 kg por hectarea a 250 I/ha en pleno desarrollo
vegetativo, con una densidad de aproximadamente 4000 tallos/ha.
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Un ejemplo de un protocolo de aplicacion particularmente adecuado es:

- Implementacién en otofio antes de la caida de las hojas (savia descendente) después de la cosecha
- Aplicacién de invierno inmediatamente después de la corta (mismo dia o al dia siguiente)
- Aplicacion de primavera antes de la floracion (savia ascendente)

- Aplicacion a finales de junio, julio y principios de agosto después de la floracion.
Se puede realizar una aplicacion adicional en caso de granizo.

Una vez aplicadas a la planta, las sustancias bioactivas pueden liberarse directamente o los microcristales de
hidroxiapatita sustituidos con carbonato pueden transportar estas sustancias a los espacios intercelulares. Las
sustancias bioactivas se liberan asi por hidrélisis, en la proximidad de los objetivos, en particular en la proximidad de
los parasitos objetivo, tales como hongos y bacterias.

De hecho, los agregados microcristalinos de hidroxiapatita sustituida con carbonato penetran en la planta segun la
difusién pasiva que sigue a la descarga de fluidos, tales como diéxido de carbono y agua, a través de las aberturas
naturales de los tejidos vegetales. En el interior de la planta, la hidroxiapatita se comporta como un "sol-gel": no se
estanca en un medio liquido, se desplaza en el xilema y el floema siguiendo la circulacion de la linfa. Por lo tanto, no
hay riesgo de acumulacién en la planta. Cuando la hidroxiapatita sustituida con carbonato se encuentra con un
patégeno, el agregado se descompone ya que la pared mas acida del microorganismo promueve la disolucién y la
liberacion de moléculas bioactivas transportadas por la hidroxiapatita sustituida con carbonato, que por lo tanto puede
actuar contra el patégeno.

Las sustancias bioactivas siguen el flujo linfatico y ejercen su actividad en particular como fertilizantes para mejorar el
desarrollo de la planta y/o reforzar sus defensas naturales. A diferencia de los métodos convencionales, no hay por
tanto accioén sobre las rutas metabolicas intracelulares, sino una accién de contacto entre los elementos funcionales
de los agregados de hidroxiapatita sustituida con carbonato y los patdégenos a nivel intercelular o en la superficie de
las plantas.

Por lo tanto, las sustancias bioactivas pueden actuar cuando se pulverizan sobre la superficie pero también en
profundidad en el nlcleo de los tejidos vegetales tratados.

Las particulas de hidroxiapatita sustituida con carbonato también se pueden utilizar para su aplicacién sobre el tronco,
sobre la madera de las plantas o sobre sus raices segun el propdsito de la aplicacion.

Segun otro aspecto, la invencion se refiere a particulas de hidroxiapatita sustituida con carbonato cargadas con al
menos una sustancia bioactiva. En otras palabras, la invencion se refiere a un portador de particulas (o agregados)
de hidroxiapatita sustituida con carbonato que comprende sustancias bioactivas adsorbidas sobre el mismo. Las
sustancias bioactivas son las enumeradas anteriormente.

La invencion también se refiere a agregados de particulas de hidroxiapatita sustituida con carbonato cargadas con al
menos una sustancia bioactiva como se describe anteriormente. Estos agrupamientos tienen un tamafo comprendido
entre 0,5y 25 ym, preferiblemente comprendido entre 0,5 y 5 um. La invencién también se refiere a una composicién
que comprende al menos una particula de hidroxiapatita sustituida con carbonato o al menos un agregado de particulas
de hidroxiapatita sustituida con carbonato segun la invencion, cargados con sustancias bioactivas. Preferiblemente,
tal composicién comprende entre 5y 70% en peso de particulas y/o agregados de hidroxiapatita sustituida con
carbonato con relacién al peso total de la materia seca de la composicién, ain mas preferiblemente entre 6 y 60%.

La invencion se ilustra ahora mediante ejemplos de procesos de fabricacion, ejemplos de composicion y ejemplos de
usos.

Ejemplo de fabricacion 1

La hidroxiapatita se sintetiza mezclando acido fosférico con una composicién que comprende hidréxido de calcio y
carbonato de calcio previamente dispersados en una cantidad adecuada de agua.

La reaccion requiere de aproximadamente 12 a 48 horas, mas particularmente de aproximadamente 15 a 30 horas.
Tras la suspension de los microcristales se anade una solucién de sulfato (Il) pentahidratado y cloruro de cobre,
previamente disueltos en una cantidad adecuada de agua.

Una vez que se combinan estas dos soluciones, se mezclan para permitir la adsorcién de iones de cobre en los
cristales inorganicos de hidroxiapatita.

La adsorcion de la solucion de cobre dura aproximadamente de 12 a 72 horas, mas particularmente de 24 a 60 horas.
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Ejemplo de fabricacion 2

La hidroxiapatita se sintetiza mezclando &cido fosforico con una composicién que comprende hidréxido de calcio y
carbonato de calcio, previamente dispersados en una cantidad adecuada de agua.

La reaccion requiere de aproximadamente 12 a 48 horas, mas particularmente de aproximadamente 15 a 30 horas.
Tras la suspension de microcristales, se afade una suspension de azufre y azufre micronizado dispersos en un
volumen adecuado de agua.

Una vez que se combinan estas dos soluciones, se mezclan para permitir la adsorcién de iones de azufre en los
cristales inorganicos de hidroxiapatita.

La reaccién requiere de aproximadamente 2 a 10 horas, mas particularmente de aproximadamente 4 a 6 horas.
Ejemplo de fabricacion 3

La hidroxiapatita se sintetiza mezclando acido fosférico con una composicién que comprende hidréxido de calcio y
carbonato de calcio, previamente dispersados en una cantidad adecuada de agua.

La reaccion requiere de aproximadamente 12 a 48 horas, mas particularmente de aproximadamente 15 a 30 horas.
Tras la suspensién de microcristales, se afiade una suspension de aceites esenciales dispersos en un volumen
adecuado de agua.

Una vez que se combinan estas dos soluciones, se mezclan para permitir la adsorcién de los aceites esenciales en
los cristales inorganicos de hidroxiapatita.

La reaccién requiere de aproximadamente 2 a 10 horas, mas particularmente de aproximadamente 4 a 6 horas.
Ejemplo de fabricacion 4

La hidroxiapatita se sintetiza mezclando acido fosférico con una composicién que comprende hidréxido de calcio y
carbonato de calcio previamente dispersados en una cantidad adecuada de agua.

La reaccion requiere de aproximadamente 12 a 48 horas, mas particularmente de aproximadamente 15 a 30 horas.
Tras la suspensién de microcristales se aflade una suspension de extractos vegetales tales como extractos de menta,
tomillo, romero, clavo, canela, limén y ajo, previamente disueltos en una cantidad adecuada de agua.

Una vez que se combinan estas dos soluciones, se mezclan para permitir la adsorcion de extractos vegetales en la
hidroxiapatita.

La adsorcion de la solucion de cobre dura de aproximadamente 12 a 72 horas, mas particularmente de 24 a 60 horas.
Ejemplo de fabricacién 5

La hidroxiapatita se sintetiza mezclando acido fosférico con una composicién que comprende hidréxido de calcio y
carbonato de calcio, previamente dispersados en una cantidad adecuada de agua.

La reaccion requiere de aproximadamente 12 a 48 horas, mas particularmente de aproximadamente 15 a 30 horas.
Tras la suspension de microcristales, se afade una formulacion de microelementos tales como acido bérico y éxido
de magnesio en un volumen adecuado de agua.

Una vez que se combinan estas dos soluciones, se mezclan para permitir la adsorcion de los iones metalicos en la
hidroxiapatita.

La reaccién requiere de aproximadamente 2 a 10 horas, mas particularmente de aproximadamente 4 a 6 horas.
Ejemplo de fabricacién 6

La hidroxiapatita se sintetiza mezclando acido fosférico con una composicién que comprende hidréxido de calcio y
carbonato de calcio, previamente dispersados en una cantidad adecuada de agua.

La reaccién requiere de aproximadamente 12 a 48 horas, mas particularmente de aproximadamente 15 a 30 horas.

Después de la suspension de microcristales, una suspension de extractos vegetales tales como el extracto alcohélico
o hidroalcohdlico (en forma de polvo higroscopico) de Citrus paradisi, Loranthus europaeus, Medicago sativa y
Solidago virgaurea, se dispersa en un volumen adecuado de agua.

Una vez que se combinan estas dos soluciones, se mezclan para permitir la adsorcion de los extractos en la
hidroxiapatita.
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Ejemplos de composicion

Una composicion a base de azufre puede comprender la siguiente formulacién:

Hidroxiapatita de azufre al 10% (hidroxiapatita con carbonato con iones de azufre adsorbidos)
Agua destilada 83%

Goma xantana 1%

Glicerina 4%

Acido benzoico 2%

Una composicion a base de cobre puede comprender la siguiente formulacion:

Hidroxiapatita de cobre al 10% (hidroxiapatita con carbonato con iones de cobre adsorbidos)
Agua destilada 83,5%

Goma xantana 1%

Glicerina 4%

Acido benzoico 1,5%

Una composicion a base de selenio puede comprender la siguiente formulacion:

Hidroxiapatita de selenio al 10% (hidroxiapatita con carbonato con iones de selenio adsorbidos)
Agua destilada 83%

Goma xantana 1%

Glicerina 4%

Acido benzoico 2%

Una composicion a base de Boro puede comprender la siguiente formulacion:

Una composicion segun la invencion puede ser también una composicién que comprenda una mezcla de las dos

Hidroxiapatita de boro al 10 % (hidroxiapatita con carbonato con iones de boro adsorbidos)
Agua destilada 83,5%

Goma xantana 1%

Glicerina 4%

Acido benzoico 1,5%

composiciones descritas anteriormente.

Una composicion a base de extracto vegetal y cobre puede comprender la siguiente formulacion:

Hidroxiapatita de cobre al 10 % (hidroxiapatita con carbonato con iones de cobre adsorbidos)
hidroxiapatita cargada con aceites esenciales al 10%

Agua destilada 73,5%

Goma xantana 1%

Glicerina 4%

10
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- Acido benzoico 1,5%
Ejemplo de uso

Para optimizar las propiedades funcionales y la estabilidad estructural de las composiciones liquidas que comprenden
las particulas de hidroxiapatita, se puede implementar un uso de acuerdo con las siguientes recomendaciones en
particular:

—  Agitar la composicion antes de su uso para volver a poner las particulas y/o agregados de particulas en
suspensién en la composicion;

- Utilizar un atomizador que asegura una humectacion completa y uniforme de la vegetacién y evita volimenes
demasiado bajos o demasiado altos;

- Utilizar cantidades de agua que varian de 60L/ha a 250L/ha en plantas completamente desarrolladas, evitando
cantidades excesivas de agua que generen escorrentias;

- Reducir la cantidad de producto por hectarea en caso de aplicacion manual;
—  Controlar el pH de la solucién en agua para que sea superior a 5.

Ejemplos A

Pruebas experimentales en enfermedades de las vides

LEYENDA DE LAS FORMULACIONES PROBADAS
Todas las formulaciones contienen agua, hidroxiapatita sustituida con iones carbonato y/o cobre y/o zinc, y cargada de iones (K,
Mg, B, Mn) y/o extractos vegetales.

Cadigo Sustancias funcionales (F) o sustituyentes (S) (g9/kg formulacién)
Fl cobre = 50 (S); Zn (S) = 18; mezcla de extractos vegetales = 30 (F)
F10 cobre = 50 (F); mezcla de extractos vegetales = 30 (F)

1. AMARILLEAMIENTO DE LA VID (Flavescence dorée y Bois Noir)

Para evaluar la accién de las formulaciones contra Flavescence dorée (FD), se han identificado 3 vifiedos diferentes
que presentan la enfermedad, en Piamonte, en la provincia de Cuneo (en las fincas Gaja y Ferrero) y Asti (en la finca
Tenute dei Vallarino Gancia) .

Granja| CV. Afo de |Superficie NUm.| Periodo de | Tipo de Control de sintomas Tratamientos
plantacién| total vides | tratamiento (Tratamiento | I | I I

A Arneis 2008 0,50 ha | 89 | despuésde planta  {10/10/2014 11/10/2014
la cosecha | individual

B |Barbera| 2003 1,00 ha | 124 | primavera/ planta  [30/09/2013|12/08/2014 04/10/2013{12/08/2014 23/09/2014
verano + individual

después de
la cosecha
C |Barbera| 2005 0,50ha | 95 | verano + planta 25/06/201427/10/2014
después de | individual
la cosecha

Para cada vifiedo se registré la gravedad de los sintomas, indicando si presentaba sintomas generalizados (sintomas
foliares en todo el follaje) o localizados (sintomas en algunas ramas); cada planta sintomatica se marcé con un simbolo
de marca especial.

En los vifiedos elegidos, la mitad de las vides fueron tratadas con Fl y la otra mitad se mantuvo como comparacion
(Prueba). Las vides sintomaticas fueron tratadas individualmente en forma alterna en la misma hilera. Los tratamientos
se realizaron en primavera y verano y después de la cosecha de la siguiente manera: En la finca “C” (Cuneo) se
recolectaron muestras foliares de 10 plantas tratadas y 10 plantas no tratadas (cv. Barbera) en octubre de 2014 del
vifiedo experimental, y se sometieron a prueba mediante RT-PCR multiplex en tiempo real para determinar la
presencia del fitoplasma Bois Noir (BN) y FD. El andlisis mostré la presencia de fitoplasma FD en 8 plantas no tratadas
y 0 tratadas. En 3 vides no tratadas se encontro6 el fitoplasma BN (Tabla 1).
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RT-PCR multiplex en tiempo real

Nam. MUESTRA

BN FD

TAB 1 - GRANJA B

AT1 Num. 1 TRATADA neg neg
AT2 Ndm. 1 NO TRATADA neg neg
AT3 Num. 2 TRATADA neg neg
AT4 Ndm. 2 NO TRATADA neg pos
AT5 Num. 3 TRATADA neg neg
AT6 Num. 3 NO TRATADA neg neg
AT7 NUm. 4 NO TRATADA neg pos
AT8 Num. 4 TRATADA neg neg
AT9 Num. 5 TRATADA neg neg
AT10 NUum. 5 NO TRATADA neg pos
AT11 NUm. 6 TRATADA neg neg
AT12 NUum. 6 NO TRATADA neg pos
AT13 Num. 7 TRATADA neg neg
AT14 Ndm. 7 NO TRATADA positivo pos
AT15 Num. 8 TRATADA neg neg
AT16 Ndm. 8 NO TRATADA positivo pos
AT17 Num. 9 TRATADA neg neg
AT18 Ndm. 9 NO TRATADA neg pos
AT19 Num. 10 TRATADA neg neg
AT20 NUum. 10 NO TRATADA positivo pos

En la finca “A” (Cuneo), el ensayo se inici6 el afio 2014 tratando después de la cosecha y el primer andlisis mostré la
presencia de fitoplasma FD en 9 plantas no tratadas y 0 tratadas y la presencia de fitoplasma BN en 1 planta no tratada
y 0 plantas tratadas (Tabla 2).

RT-PCR multiplex en tiempo real

Nam. MUESTRA

BN FD

TAB 2 - GRANJA C

CN17 Num. 1 TRATADA neg neg
CN18 Num. 1 NO TRATADA pos pos
CN19 Num. 2 TRATADA neg neg
CN20 Num. 2 NO TRATADA neg pos
CN21 Ndm. 3 TRATADA neg neg
CN22 Num. 3 NO TRATADA neg pos
CN23 Num. 4 NO TRATADA neg pos
CN24 NUum. 4 TRATADA neg neg
CN25 Num. 5 TRATADA neg neg
CN26 Num. 5 NO TRATADA neg neg
CN27 NUum. 6 TRATADA neg neg
CN28 Num. 6 NO TRATADA neg pos
CN29 NUum. 7 TRATADA neg neg
CN30 Num. 7 NO TRATADA neg pos
CN31 NUum. 8 TRATADA neg neg
CN32 Num. 8 NO TRATADA neg pos
CN33 NUum. 9 TRATADA neg neg
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RT-PCR multiplex en tiempo real

Nam. MUESTRA
BN FD
TAB 2 - GRANJA C
CN34 Num. 9 NO TRATADA neg pos
CN35 Num. 10 TRATADA neg neg
CN36 NUum. 10 NO TRATADA neg pos

En la finca “B” (Asti), se tomaron muestras de hojas de 10 plantas, en el vifedo experimental (cv. Barbera), en octubre
de 2014. El andlisis mostrd la presencia de fitoplasma FD en 8 plantas no tratadas y 0 tratadas (Tabla 3).

RT-PCR mudltiplex en tiempo real

Num. MUESTRA

BN FD

TAB 3 - GRANJA A

AA1 Num. 1 TRATADA neg neg
AA2 Num. 1 NO TRATADA neg pos
AA3 Num. 2 TRATADA neg neg
AA4 Num. 2 NO TRATADA neg pos
AA5 Ndm. 3 TRATADA neg neg
AAG6 Num. 3 NO TRATADA neg pos
AA7 Num. 4 NO TRATADA neg pos
AA8 NUum. 4 TRATADA neg neg
AA9 Ndm. 5 TRATADA neg neg
AA10 Num. 5 NO TRATADA neg pos
AA11 Num. 6 TRATADA neg neg
AA12 NUm. 6 NO TRATADA neg pos
AA13 Num. 7 TRATADA neg neg
AA14 Num. 7 NO TRATADA neg pos
AA15 Num. 8 TRATADA neg neg
AA16 NUm. 8 NO TRATADA neg pos
AA17 NUum. 9 TRATADA neg neg
AA18 Num. 9 NO TRATADA neg neg
AA19 Ndm. 10 TRATADA neg neg
AA20 Num. 10 NO TRATADA neg neg

Posteriormente se realizé el analisis de 13 muestras de hojas, tomadas de 10 plantas en vifiedos "sometidos a prueba”,
en las cuales se realizaron tratamientos igualmente con la formulacién Fl. Las muestras se identificaron, en la misma
rama, como "hojas sintomaticas" y "hojas asintomaticas" (salidas en el apice después del tratamiento). Solo las hojas
sintomaticas fueron positivas a FD.

Al mismo tiempo, se establecieron pruebas en ambiente controlado (invernadero) para evaluar y comparar la eficacia
de la formulacién Fl y F10 mediante el tratamiento de plantas de Catharanthus roseus, infectadas artificialmente con
diferentes agentes de Amarilleamiento de la vid.

Las plantas se cultivaron durante tres meses para alcanzar un estado de desarrollo adecuado para asegurar la eficacia
del indéculo, que se realizd acoplando porciones de planta herbacea con agentes infectados: Stolbur o Bois Noir
(16SrXII-A), Aster Yellows (16Srl-B) y Flavescence dorée (16SrV-C).

Las pruebas en invernadero fueron 3:
1- Productos Fl 'y F10 sobre plantas infectadas con el fitoplasma Stolbur (16SrXII-A);
2- Productos Fl y F10 en plantas infectadas con el fitoplasma Aster Yellows (16Srl-B);
3- Producto F10 sobre plantas infectadas con el fitoplasma Flavescence dorée (16SrV-C).
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Para las pruebas se utilizaron: 15 plantas infectadas con el fitoplasma y no tratadas, 15 plantas infectadas con el
fitoplasma y tratadas con Fl, 15 plantas infectadas con el fitoplasma y tratadas con F10, 15 plantas sanas tratadas con
Fl y 15 plantas sanas tratadas con F10.

Los tratamientos se inician transcurrido 1 mes desde la inoculacién, tras la plena manifestacién de los sintomas,
inicialmente a una concentracién de 6,6 g/l (0,6%) cada 9 dias y posteriormente de 50 g/l (5%) cada dos semanas. A
continuacion se muestran los resultados del seguimiento de sintomas:

DF Vides muertas Vides en crecimiento Hojas asintomaticas
Control 81% 19% 0%

F10 15% 63% 22%

Fl 13% 61% 26%

BN Vides muertas Vides en crecimiento Hojas asintomaticas
Control 81% 19% 0%

F10 14% 66% 20%

Fl 1% 70% 19%

AY/FI Vides muertas Vides en crecimiento Hojas asintomaticas
Control 89% 11% 0%

F10 8% 61% 31%

Fl 7% 60% 33%

Los tratamientos confirmaron la reduccién de la expresion de sintomas en las plantas afectadas de Amarilleamientos
de la vid, revelando una eficacia similar de las formulaciones Fl y F10 en comparacién con cada control.

Ejemplos B
Pruebas experimentales en enfermedades de la vid

LEYENDA DE LAS FORMULACIONES PROBADAS

Todas las formulaciones contienen agua, hidroxiapatita sustituida con iones carbonato y/o cobre y/o zinc, y cargada con iones (K,
Mg, B, Mn) y/o extractos vegetales.

cédigo Sustancias funcionales (F) o sustituyentes (S) (formulacién g/kg)

T1 Cu [sulfato] = 35 (F); Zn (F) = 18; mezcla de extractos vegetales = 30 (F)

T2 Cu [sulfato tribasico] = 35 (F); Zn (F) = 18; mezcla de extractos vegetales = 30 (F)
T3 Cu [oxicloruro] = 35 (F); Zn (F) = 18; mezcla de extractos vegetales = 30 (F)

T4 Cu [hidroxido] = 35 (F); Zn (F) = 18; mezcla de extractos vegetales = 30 (F)

MS Hidroxiapatita sustituida con iones de carbonato = 120

OE1 mezcla de extractos vegetales = 30 (F)

OE2 mezcla de extractos vegetales = 30 (F)

1. Introduccioén

Se probaron varias formulaciones a base de hidroxiapatita sustituida con iones carbonato y/o cobre y/o zinc, y cargadas
con extractos vegetales in vitro e in vivo contra patégenos de la vid.

2. Yesca o enfermedad del tronco de la vid

Muestras constituidas por agua y a base de Hidroxiapatita con Carbonato (HCA) cargadas con varias sales de cobre
(sulfato, sulfato tribasico, oxicloruro, hidroxido), sulfato de zinc y extractos vegetales (aceites esenciales) fueron probadas
in vitro contra los patégenos relacionados con la yesca: Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium aleophilum.

El protocolo consistié en el crecimiento de patégenos en un medio adecuado (MEA - Agar Extracto de Malta) como
muestra no tratada, y el mismo medio con 4 concentraciones diferentes de los agentes de prueba, 0,6%, 1,2%, 2,4%
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y 4,8.

El crecimiento fungico se midié, en la direccion diametral, desde el punto de inoculacién. La medida se expresé en
mm. Se observaron diferencias de crecimiento de Phaeoacremonium aleophilum y Phaeomoniella chlamydospora
cada 7 dias durante cuatro semanas (a continuacion, a los 7, 14, 21 y 28 dias).

Restando a los valores, el valor diametral 0,7 mm, correspondiente al inéculo inicial, se determiné el crecimiento real
de la colonia; sin embargo, la efectividad del producto Unico se calculé observando (Moghaddam et al, 2014) el
porcentaje de inhibicion del crecimiento en comparacién con el control (abreviado % |IG), mediante la formula:

% IG = [Valor de crecimiento de la muestra inoculada — Valor de crecimiento control] / Valor de crecimiento control

Con el fin de mejorar la informacién sobre los datos relacionados con el efecto de estos tratamientos, se sometieron a
andlisis de varianza (ANOVA) y la significacion de las diferencias entre los promedios de los tratamientos se prob6
mediante la prueba HSD de Tukey. El paquete utilizado para el andlisis estadistico de los resultados fue la version 10
desarrollada por StatSoft. Inc., Tulsa, OK 74104 EE. UU.

Resultados YESCA (Phaeomoniella chlamydospora) - Figuras 1A-D

Todas las placas tratadas con MS no se inhiben, sino que se observa una fuerte accién probidtica que alcanza el
maximo en el primer control con valores que, para las concentraciones muy altas, pueden alcanzar valores superiores
a 50%. La efectividad en la inhibicién de P. chlamydospora por parte de T1 es bien observable inmediatamente, de
hecho tiene 100% de inhibicién para cada concentracién. El dia 28 ninguna de las placas sometidas a prueba habia
producido micelio por lo que se mantuvieron inalterados los valores durante todo el tiempo de la prueba. El efecto de
inhibicion T2 es observable desde el primer dia hasta los siete dias a todas las concentraciones, que alcanzan el
maximo de eficacia el segundo dia, hasta el final de la prueba, para descender. Para el tratamiento T3 se observa que
el efecto inhibidor no esta presente. Para el tratamiento T4 se observa, desde el primer control a los siete dias un
efecto de inhibicion significativo para la concentraciéon mas alta, 4,8%, alcanza 100%. El tratamiento OE1 mostré una
tendencia diferente que resulté no ser inhibidor a la concentracion mas alta, pero si inhibidor a los 14 dias del inicio
de la prueba. También el tratamiento OE2 muestra un bajo efecto inhibidor: hay una diferencia estadisticamente
significativa solo al final de la prueba a las concentraciones mas altas.

Resultados YESCA (Phaeoacremonium aleophilum) - Figuras 2A-D

El tratamiento MS mostro, ya en la primera observacion, un efecto probiético sobre el hongo, especialmente para las
dos concentraciones mas bajas que demuestran diferencias estadisticamente detectables entre ellas. Comparando
con el resultado anterior, en este caso, el tratamiento T1 tiene un efecto de inhibicién pero inconstante durante la
duracién de la prueba y a todas las concentraciones. Para el tratamiento T2 se observa que las concentraciones mas
altas, 4,8% y 2,4%, tienen un efecto inhibidor del crecimiento del hongo ya en el primer control a los 7 dias que para
la concentracion de 4,8% que es de 98%. Como se informé en el patégeno anterior, el tratamiento T3 mostré un efecto
probidtico sobre P. aleophilum. Con la misma tendencia, el tratamiento OE1 tiene un efecto probidtico sobre el
crecimiento del hongo que alcanza su maximo al dia 21, hasta valores superiores a 100%. Mientras que para el
tratamiento OE2 se observa que la inhibicién de 100% del hongo comienza ya el dia 7 para todas las concentraciones
y se mantiene invariable durante todo el tiempo de la prueba. En el tratamiento T4, la concentracion de 4,8%, es
durante todo el tiempo de ensayo, inhibidora contra el hongo alcanzando un porcentaje superior a 70% que se
mantiene constante en el tiempo.

3. Agente de la agalla de la corona de la vid (Agrobacterium vitis)

Se determind la eficacia bioldgica de los agentes de prueba en el control de la infeccion por Agrobacterium vitis en
material de propagacion de vid (portainjertos) en vivero. Para ello, 400 vastagos de Glera ISV 19 (no infectados) y 400
esquejes 41B E12 (naturalmente infectados por el patdgeno) se dividieron en cuatro tesis experimentales, cada una
disefada para producir 100 esquejes injertados, tratados con diferentes concentraciones de T1 (1 y 2%), segun el
siguiente esquema:

Tesis Esquejes pre-hidratacién hidratacion post-hidratacién post-injerto
NT 100 - 7h en agua - -

TN 100 - 7h en agua - 1thenT1 2%
T1/2 100 10 minen T1 2% 7h en agua 10 minen T1 2% 10 minen T1 2%
T1/3 100 - 7henT1 1% - 10 minen T1 1%

El tratamiento se realizé sobre portainjertos de 4 tesis experimentales, en 25 L de agua. Al dia siguiente se realizaron
los injertos y el primer parafinado. En todas las etapas de elaboracién se mantuvieron separadas las cuatro tesis en
ensayo y se desinfectaron las maquinas injertadoras con hipoclorito sodico al 3%, tanto al inicio como al final de los
injertos experimentales.
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Los estudios de campo sobre el rendimiento y los sintomas (cancer a nivel del punto de injerto) se realizaron 3 veces
a lo largo de la temporada de crecimiento.

La presencia del patégeno fue controlada por analisis molecular en dos etapas: antes del tratamiento, de portainjertos e
injertos y al final del callo en vastagos injertados. El diagnéstico se realizé6 mediante analisis microbiolégico en sustrato
de agar semiselectivo y a continuacion, se confirmé mediante técnica molecular con PCR Multiplex (Bini et al. 2008).

Los datos de rendimientos en vivero de los esquejes injertados y su contaminacién por el patégeno se sometieron a
andlisis de varianza (ANOVA) y comparacién de medias con pruebas S.N.K. En las tablas y gréaficos, las mismas letras
corresponden a medias no estadisticamente diferentes (P <0,05). El andlisis estadistico se realizé utilizando el soporte
I6gico CoStat 6400 (Cohort Software).

Resultados del AGENTE DE LA AGALLA DE LA CORONA DE LA VID (Agrobacterium vitis)

La Figura 3 proporciona una representacion grafica del comportamiento de los datos de material de vivero sometidos al
tratamiento experimental con el agente T1, en las tres diferentes estrategias de empleo, en tres etapas, respectivamente,
en post-callo, pre-cosecha y cosecha. Sobre el no tratado (NT) se observa un rendimiento final de 70%, en linea con los
rendimientos normales de vivero, considerando que el material esta mayoritariamente infectado. Los tres tratamientos T1
han dado lugar a reducciones variables del rendimiento en vivero, respecto al control no tratado, con diferentes
porcentajes segun la fase de produccién. Antes de la cosecha, los tres tratamientos T1 mostraron rendimientos
aceptables (53 y 59% de plantas vivas, respectivamente), ligeramente inferiores al control no tratado.

Las vides injertadas en la cosecha fueron sometidas a control, no sélo de la vitalidad para evaluar el rendimiento final,
sino también de la presencia de sintomas evidentes de la enfermedad, consistentes en tumores a nivel del punto de
acoplamiento, en el portainjerto y en los vastagos. La Figura 4 proporciona una representacion grafica de la frecuencia
relativa de esquejes sintomaticos en la cosecha, bajo las tres diferentes estrategias de uso de T1, en comparacion
con el control no tratado. La presencia de sintomas en el control no tratado fue muy alta: de hecho el 67% de los
esquejes presentaron tumores, principalmente en el portainjerto. Las tesis T1/1 y T1/2 mostraron un comportamiento
similar, basicamente con una menor presencia de sintomas en comparacion con el control, respectivamente, en 44 y
47% de las plantas. Los esquejes tratados con T1/3 en cambio han destacado el menor porcentaje de presencia de
sintomas, 17%, confirmado por la prueba estadistica.

La Figura 5 muestra, para cada tesis, el andlisis molecular realizado para resaltar la presencia de cepas tumorigénicas
de Agrobacterium vitis: en las tres tesis experimentales fue menor que en el control no tratado. La tesis T1/3, en
particular, condujo a una reduccion considerable del patégeno, mostrando una reduccién de aproximadamente 65%
en comparacion con el control no tratado.

Considerando globalmente los datos de los tres tratamientos, en cuanto a la efectividad para destruir el patégeno, el
mayor rendimiento y la reduccion de sintomas en la cosecha fueron logrados por la tesis T3/3, que ha demostrado ser
el mejor compromiso entre rendimiento y eficacia.

4. Amarilleamientos de la vid (Flavescencia dorada/Flavescenza dorata)

Para evaluar la accién de las formulaciones frente a Flavescencia dorada//Flavescenza dorata (FD), se han identificado
5 vifiedos similares (cv. Barbera) que presentan la enfermedad, en Piamonte, en la provincia de Cuneo.

Para cada vifiedo, se registré la gravedad de la enfermedad en términos de vides muertas por hectarea. El primer
reconocimiento se realizé en agosto de 2011 hasta agosto de 2014. Los tratamientos se iniciaron en la poscosecha
de 2011, aplicando el siguiente protocolo en funcién de los estados fenolégicos de crecimiento de la vid:

1) BBCH 91 (Octubre- Post-cosecha)
2) BBCH 14 (mayo)

3) BBCH 71 (junio)

4) BBCH 77 (julio)

5) BBCH 81 (agosto)*

*tratamiento seguido del reconocimiento anual del vifiedo.

En cada tratamiento se aplicaron 2 I/ha del agente T1, utilizando el pulverizador tradicional para vifiedo y una media
de 300-400 I/ha de agua.

Resultados de AMARILLEAMIENTOS DE LA VID (Flavecencia Dorada/Flavescenza dorata)

La Figura 6 ilustra el nimero/ha de vides muertas en los 5 vifiedos tratados. Los datos referidos a 2011 representan
el estado inicial de los vifiedos antes de aplicar el agente T1. El siguiente esquema notifica los mismos datos:
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2011 2012 2013 2014
VINEDO 1 250 300 50 40
VINEDO 2 550 480 180 120
VINEDO 3 350 300 120 100
VINEDO 4 400 380 250 150
VINEDO 5 450 420 400 480

Globalmente en todos los vifiedos se registré una reduccion positiva y significativa, por afos, del nimero de vides
muertas por DF. La tendencia opuesta mostrada entre 2011 y 2012 en el vifiedo 1 y entre 2013 y 2014 en el vifiedo 5
se explicod por la exposicion excesiva del vifiledo a una presencia extraordinaria del Scaphoisus titanus, el insecto
vector de la EF.

Los resultados confirmaron el efecto positivo de los tratamientos con el agente T1 en la reduccién de la pudricién de
la vid relacionada con Grapewine Yellows (FD) en los vifiedos seleccionados.

5. Sindrome del declive rapido del olivo (Xylella fastidiosa)

Tal y como describe Martelli (2013), el sindrome de declive rapido del olivo (SDRO) es una enfermedad que aparecié
repentinamente hace unos afnos en la provincia de Lecce, peninsula de Salento (sureste de ltalia). El principal
desencadenante de la enfermedad es la Xylella fastidiosa, un patégeno cuarentenario de origen americano cuya
introduccion no deseada en la zona ha creado mucha perturbacion debido a: (i) el dafio dramatico sufrido por los
olivares donde se ha establecido el patdgeno; (ii) la alarma que ha despertado este hallazgo en un pais (ltalia) cuya
industria olivarera es un activo primordial, y en la Unién Europea, que se enfrenta al primer registro confirmado en su
territorio de este extrafio y temido microorganismo.

El SDRO se caracteriza por la presencia de chamuscado foliar y desecacion de ramillas y ramitas, que prevalecen
primero en la parte superior del dosel y luego se extienden al resto de la copa, que adquiere un aspecto quemado.
Los cultivadores podan fuertemente las plantas mas afectadas para favorecer un nuevo crecimiento que, sin embargo,
es escaso y se seca en poco tiempo. Los arboles de aspecto esquelético empujan una multitud de chupones desde la
base y sobreviven durante algun tiempo, es decir, mientras las raices sean viables.

El objetivo del ensayo fue comprobar en un primer afo preliminar, la eficacia del agente T1, al contrastar el desarrollo
de los sintomas del SDRO, causados por Xylella fastidiosa.

La prueba se realizé en olivos en un campo experimental bajo la responsabilidad y supervision del C.I.H.E.A.M. - IAMB
(Instituto Agronémico Mediterraneo de Bari), autorizado por el Ministerio de Agricultura italiano para realizar ensayos
de campo sobre SDRO. Se seleccioné olivar de aproximadamente 30 anos de edad (cv. Ogliarola Salento), con
sintomas de SDRO. El esquema de la prueba se caracterizé por cuatro bloques al azar donde cada bloque estuvo
compuesto por cuatro arboles, los bloques de las plantas tratadas se alternaron con los de las no tratadas en dos
hileras separadas por dos hileras de plantas no tratadas.

La prueba tuvo una duracién de nueve meses comenzando en abril y finalizando en diciembre, se realizaron con 6
tratamientos, 4 fertilizaciones y 8 reconocimientos de la sintomatologia asociada al SDRO. Las plantas se trataron con
un pulverizador (mod. LIBICCI de Tecnopress) equipado con una boquilla de distribucién, aplicando 0,5% (v/v) del
agente T1 para las primeras 4 aplicaciones y 0,75% para las ultimas 2 aplicaciones:

1) Mayo, 4
2) Junio, 3

3) Julio, 3

4) Agosto, 4
5) Noviembre

6) Noviembre

La prueba se realizé con un esquema experimental a bloques 'aleatorizados' con 4 repeticiones (4 plantas/cada uno)
véase la figura 7, para un total de 32 plantas ademas de 12 plantas con manifestacion evidente de sintomas (plantas
muertas). Para el andlisis estatico se utiliz6 ANOVA.

Las observaciones visuales se realizaron mensualmente y cubrieron el grado de progreso de los sintomas asociados
con SDRO basandose en una escala empirica de gravedad de los sintomas.

0 = sin sintomas foliares
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1 = 1-5% del follaje con ramas muertas
2 = 6-10% del follaje con ramas muertas
3 = 11-25% del follaje con ramas muertas
4 = mas del 25% del follaje con ramas muertas
Resultados del SINDROME DE DECLIVE RAPIDO DEL OLIVO (Xylella fastidiosa)

El curso de la enfermedad (SDRO), evaluado segin la escala empirica notificada, no ha dado las diferencias
estadisticas de las plantas tratadas respecto a las no tratadas. No obstante, observando la Figura 7, la linea roja
muestra el grado de la enfermedad en las plantas tratadas: el valor mas bajo indica un mejor grado de “salud” de la
planta. Como se muestra, al final de la prueba (diciembre) a las plantas tratadas se les dio un valor mas bajo que el
grado de los sintomas de SDRO, lo que indica una mejora inicial de las plantas (Figura 7).

En la Figura 8 se muestra la evaluacién del grado de la enfermedad (SDRO) desde el inicio y el final del ensayo: se
observa que las plantas no tratadas no tuvieron variacién en el desarrollo de los sintomas de la enfermedad, pero las
plantas tratadas mostraron una reduccién, indicando el inicio del proceso de mejoramiento de la planta (Figura 8).
Considerando el olivo, que no tiene una respuesta inmediata al tratamiento y considerando la complejidad de la
enfermedad que se articula con diversos patégenos asociados, los resultados fueron muy prometedores para lograr
una mejor mejora del estado de salud de la planta en los 2 afios siguientes de aplicacion en campo del mismo
tratamiento, siguiendo al menos el mismo tiempo en el que se recogieron resultados significativos frente a otras
enfermedades de las plantas.

6. Cancro bacteriano en kiwi (Pseudomonas syringae pv. actinidiae)

Pseudomonas syringae pv. actinidiae es particularmente peligrosa en kiwi, siendo responsable del desarrollo de un
cancro que causa la muerte de la planta. En la actualidad, para controlar este patdgeno bacteriano, especialmente en
agricultura organica, se pueden adoptar pocas estrategias efectivas. Se sugieren tratamientos con cobre y practicas
agronémicas apropiadas, tales como certificacion de semillas, riego y fertilizacién (Colin et al., 1984; Varvaro et al., 2001).

Debido a la reciente restriccion de la UE sobre el uso de cobre en la agricultura organica y al aumento del movimiento
de material vegetal entre paises de la UE y fuera de la UE, la posibilidad de limitar la aplicacion de agentes de control
a base de cobre y la amplificacién de su eficacia asumen una importancia relevante para el control de estos patégenos
bacterianos especialmente en la agricultura organica.

Con este fin, se disefié un estudio in vitro para evaluar la eficacia de los agentes T1y T2 en el control de Pseudomonas
syringae pv. actinidiae.

Las pruebas in vitro se realizaron mediante la prueba con principio activo incluido en el medio de cultivo que simula la
reaccion del patégeno al crecer sobre una superficie tratada con el agente de prueba.

Se utilizd una mezcla obtenida con 50% de T1 y 50% de T2 a la siguiente concentracion: 0,5-1-2-3-4-5-6-7-8 g/l (9
dosis). El agente de control se incluy6 en el medio NSA (caldo nutritivo 8 g/l, sacarosa 50 g/l y agar 18 g/l), que luego
se verti6 en cajas Petri y se dejo solidificar.

Se utilizaron cepas bacterianas, caracterizadas por un mayor nivel de virulencia y aisladas de plantas de kiwi en el
centro de ltalia, a la concentracién de 108 ufc/ml.

La suspension bacteriana se colocé en placas Petri NSA (100 pl por placa Petri) y después de la incubacion a 26°C
durante 48 h, se midié cualquier crecimiento bacteriano en mm, observando las placas Petri con un microscopio
estereoscdpico. La prueba in vitro se llevd a cabo en condiciones de laboratorio.

Resultados del CANCRO BACTERIANO EN KIWI (Pseudomonas syringae pv. actinidiae)

En prueba in vitro, el agente de prueba inhibe el crecimiento de la cepa bacteriana utilizada. La inhibicién comenz6 a
manifestarse a concentraciones mayores e iguales a 2 g/l: las 7 concentraciones efectivas inhibieron totalmente la
cepa bacteriana. Las concentraciones mas bajas (0,5 y 1 g/l) no produjeron inhibicion.

El medio NSA no tratado permitié un buen crecimiento de la cepa bacteriana, confirmando la validez de la prueba.
Los agentes de control T1 y T2 parecen ser Utiles para patdgenos bacterianos Pseudomonas syringae pv. actinidiae.

El uso de estas sustancias parece ser especialmente interesante para su aplicacién en campo en tratamientos
protectores del kiwi, debido al bajo contenido de cobre. La actividad antimicrobiana de los extractos vegetales reserva
interesantes oportunidades para sustituir o asociarse a cantidades de cobre inferiores a las normalmente utilizadas en
la agricultura ecoldgica.
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REIVINDICACIONES
1. Una hidroxiapatita sustituida con carbonato que tiene la siguiente férmula:
Ca(10)(POa4)(6-)(COs)y(OH)2
en donde y esta comprendido entre 0,002 y 2,
combinada con al menos una sustancia bioactiva
seleccionada del grupo formado por:
un ion de Cu, Zn, S, Mn, Mg, K, Fe y B y un extracto vegetal, o
un ion de Mn, Mg, K, Fe y B 0 un extracto vegetal;

donde el extracto vegetal se selecciona del grupo que consiste en un extracto de: lignina, menta,
tomillo, romero, sésamo, soja, clavo, ajo, limdén, canela, Abies sibirica, Malpighia glabra, Achillea
millefolium. Allium sativum, Medicago sativa, Aloe vera, Citrus sinensis, Artemisia annua, Arnica
Montana, Ocimum basilicum, Betula pendula, Betula pubescens, Calendula officinalis, Matricaria
chamomilla, Chamaemelum nobile, Cinnamomum verum, Centella asiatica, Chelidonium majus,
Syzygium aromaticum, Allium cepa, Equisetum arvense, Curcuma longa, Echinacea purpurea,
Echinacea angustifolia, Eucalyptus globulus, Hypericum perforatum, Fucus vesiculosus, Gentiana
lutea, Lavandula angustifolia, Citrus limon, Melilotus officinalis, Melissa officinalis, Punica granatum,
Mentha piperita, Vaccinium myrtillus, Orthosiphon stamineus, Urtica dioica, Olea europeae, Tabebuia
impetiginosa, Plantago lanceolata, Hieracium pilosella, Pinus sibirica, Polypodium leucotoms, Citrus
paradise, Quassia amara, Rheum thais, Rosa canina, Rosmarinus officinalis, Ruscus aculeatus, Salix
alba, Salvia officinalis, Camelia sinensis, Tilia tomentosa, Thymus vulgaris, Arctostaphylos uva-ursi,
Valeriana officinalis, Solidago virgaurea, Loranthus europaeus o Zingiber officinale,

y en donde la sustancia bioactiva se adsorbe sobre la hidroxiapatita sustituida.

2. La hidroxiapatita sustituida con carbonato segun la reivindicaciéon 1, en forma de agregado de particulas de
hidroxiapatita sustituida con carbonato, en donde el agregado tiene un tamafio comprendido entre 0,5y 5 pm.

3. La hidroxiapatita sustituida con carbonato segun la reivindicacién 1 o 2, en donde el extracto vegetal se presenta
en forma de polvo o de solucion alcohdlica o hidroalcohélica o como aceite esencial.

4. Una composiciébn que comprende la hidroxiapatita sustituida con carbonato segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en una cantidad de 5-70% con respecto al peso total de materia seca de la composicién.

5. El uso de la hidroxiapatita sustituida con carbonato segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o de la
composicién segun la reivindicacion 4 para el tratamiento de plantas afectadas por amarilleamientos de la vid (causados
por fitoplasmas de la vid), cancro bacteriano en kiwi (causado por Pseudomonas syringae), sindrome de declive (causado
por Xylella fastidiosa) y enfermedad del cancro bacteriano de los citricos (causada por Xanthomonas axonopodis).
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Gravedad de la enfermedad
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