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Resumen

El agente de biocontrol Fusarium oxysporum Fo47 reduce los sintomas de diferentes
enfermedades en plantas cultivadas. En este estudio se ha utilizado un cultivo esterilizado de
Fo47 como elicitor para tratar plantas de judia que posteriormente se inocularon con el
patégeno Phytophthora capsici. El tratamiento con el cultivo esterilizado de Fo47 redujo
significativamente la infeccién por P. capsici, tratdndose de un fendmeno de resistencia
inducida. Ademas se determind la actividad B-1,3-glucanasa, una enzima clasificada como
proteina PR e implicada en la defensa de la planta frente a patdgenos. El tratamiento con el
elicitor de Fo47 no indujo la actividad B-1,3-glucanasa en las hojas de judia antes de la
inoculacidn, pero si provocd su aumento de forma significativa tras la inoculacién con P.
capsici, observandose por lo tanto un efecto de “priming”.

Abstract

Fusarium oxysporum Fo47 is a biocontrol agent that reduces the symptoms of various diseases
in cultivated plants. In this study we used a sterilized culture of Fo47 as elicitor for treating
bean plants before inoculation with the pathogen Phytophthora capsici. Treatment with the
sterilized culture of Fo47 reduced significantly the infection by P. capsici, being a phenomenon
of induced resistance. Moreover, the -1,3-glucanase activity was determined; this enzyme is
classified as a PR protein and is involved in plant defense against pathogens. Treatment with
the Fo47 elicitor did not induce B-1,3-glucanase activity in bean leaves before inoculation, but
it caused a significantly increase in the activity after the inoculation with P. capsici, that is, a
"priming" effect.



1. Introduccion

La judia comun (Phaseolus vulgaris L.) es una de las leguminosas de mayor importancia a nivel
mundial. Se cultiva ampliamente en el norte de Espafia (Galicia y Asturias) por su alto valor de
mercado y por su buena composicién nutricional, suponiendo una importante fuente de
proteinas y calorias (Santalla et al., 1999; Ocampo et al., 2005; Olmedilla-Alonso et al., 2013).
Phytophthora capsici es un patédgeno que se distribuye mundialmente afectando a ciertos tipos
de judia (Fig.1) (Gevens et al., 2008).

Figura 1. Efecto de P. capsici en judia. Imdagenes tomadas de Cornell University
http://phytophthora.pppmb.cals.cornell.edu/biology.html.

Este hongo patégeno fue descrito por primera vez en 1922 en plantaciones de pimiento en
Nuevo Méjico (Leonian, 1922). Los organismos tradicionalmente considerados como “hongos”
se ubican actualmente en tres reinos distintos, Chromista, Protozoa y Fungi. P. capsici
pertenece al reino Chromista, encuadrado dentro de la clase Oomycetes (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacién de los Oomycetes (Hawksworth et al., 1995).

Reino Clase Orden Familia Género
Chromista  Oomycetes Lagenidiales

Leptomitales

Saprolegniales Saprolegniaceae Achlya
Saprolegnia

Peronosporales Pythiaceae Pythium
Phytophthora

Peronosporaceae Bremia
Peronospora

Albuginaceae Albugo




Los hongos verdaderos y los Oomicetos constituyen el grupo mas importante de agentes
causantes de enfermedades en las plantas, pero Phytophthora y otros oomicetos tienen unas
caracteristicas bioldgicas que no son comunes en los hongos verdaderos: la mayor parte del
ciclo vital es diploide y poseen zoosporas biflageladas, mientras que en los hongos verdaderos
es fundamentalmente haploide o dicaridtico; las paredes celulares de los hongos verdaderos
estan compuestas principalmente por quitina, quitosano y, en muchas especies, también por
glucano, mientras que las de los Oomicetos estan compuestas principalmente de 3-1,3-glucano
y celulosa (Cavalier-Smith, 1998; Garcia-Jiménez et al., 2010; Sanchez et al., 2010).

P. capsici es un patdgeno altamente dindmico y destructivo que causa podredumbre de tallos,
hojas, raices y frutos en un gran nimero de especies vegetales (Tabla 2). En 1988 causé graves
dafios en diferentes frutales y hortalizas en Florida, y en 1993 se registraron pérdidas
cuantiosas en cultivos de pimiento, calabaza y sandia debido a la accién de este patdogeno
(Ploetz et al., 2005). La presencia de P. capsici en cultivos de pimiento ha sido demostrada en
otras zonas de Espafia, especialmente en localidades mediterrdneas como Tarragona, Valencia,
Alicante y Murcia, pero Galicia es probablemente una de las zonas en las que mas pérdidas ha
provocado este patdgeno en dichos cultivos (Bartual et al., 1991; Pomar et al., 2001). La
enfermedad puede aparecer en cualquier etapa del ciclo de la planta, y los sintomas varian
considerablemente en funcién de la especie de planta sobre la que actua, las areas de
infeccidn y las condiciones ambientales (Fig. 2) (Baysal et al., 2005; Lamour et al., 2012).

Tabla 2. Principales especies huésped de P. capsici (Erwin & Ribeiro, 1996; Gevens et al., 2008;
Lamour et al., 2012).

Nombre comun Nombre cientifico Familia
Algoddn Gossypium hirsutum L. Malvaceae
Aloe Aloe sp. Xanthorrhoeaceae
Berenjena Solanum melongena L. Solanaceae
Cacao Theobroma cacao L. Malvaceae
Calabacin Cucurbita pepo L. Cucurbitaceae
Calabaza Cucurbita maxima Dcne. Cucurbitaceae
Caqui Diospyros kaki L. Ebenaceae
Cebolla Allium cepa L. Amarillidaceae
Col Brassica oloracea L. Brasicaceae
Espinaca Chenopodium amaranticolor Coste y Reyn. Amaranthaceae
Guisante Pisum sativum L. Fabaceae
Judia Phaseolus sp. Fabaceae
Manzano Malus pumila Mill. Rosaceae
Melocotonero Prunus persica L. Rosaceae
Meldn Solanum lycopersicum Mill. Solanaceae
Papaya Carica papaya L. Caricaceae
Pepino Cucumis sativus L. Cucurbitaceae
Sandia Citrullus lanatus Thunb. Cucurbitaceae
Tomate Solanum lycopersicum Mill. Solanaceae
Vainilla Vanilla planifolia Andr. Orchidaceae
Zanahoria Daucus carota L. Apiaceae




Figura 2. Sintomas provocados por P. capsici en diferentes huéspedes. (A) Podredumbre del

fruto en berenjena; (B) Podredumbre del fruto en pimiento; (C) Podredumbre del fruto en
calabacin; (D) Lesion en hoja de pimiento; (E) Infeccion en tomate; (F) Calabaza de verano
afectada por P. capsici; (G) Pepino afectado por P. capsici; (H) Podredumbre del fruto en
sandia; (I) Podredumbre de cuello en manzano. Imagenes tomadas de Gevenset al., 2008 (A,
B, C, H), de CornellUniversity http://phytophthora.pppmb.cals.cornell.edu/biology.html (D,
E, F), de Hausbeck & Lamour, 2004 (G) y de Diseases of UrbanPlants
http://ag.arizona.edu/pubs/diseases/az1124/#phyd (l).

Phytophthora capsici presenta un ciclo de vida con fase sexual y fase asexual, lo que dificulta el
control de la enfermedad (Ko¢ & Ustiin, 2012). Aproximadamente la mitad de las 60 especies
reconocidas del género Phytophthora son homotalicas; en estas especies un Unico aislado es
capaz de completar la fase sexual y formar oosporas. Sin embargo, la reproduccién sexual de P.
capsici, al tratarse de una especie heterotalica, requiere la presencia de aislados de dos tipos
de compatibilidad llamados Al y A2; cuando los micelios de ambos tipos de compatibilidad
entran en contacto comienza la produccion de dos gametangios diferentes, anteridios y
oogonios, que se fusionan entre si formando oosporas diploides capaces de persistir en el
suelo durante afios y resistir las condiciones ambientales desfavorables (Fig. 3A). Las oosporas
requieren cierto periodo de dormicidn, normalmente superior a ocho semanas, para germinar
y producir micelios sexualmente viables (Fig. 3B). Las oosporas germinan produciendo tubos
germinales que se ramifican dando lugar al micelio tipico y/o producen esporangios y largos
pedicelos (Bowers et al., 1990; Lamour & Hausbeck, 2003; Garcia-Jiménez et al., 2010;
Jiménez-Diaz & Zabalgogeazcoa, 2010; Lamour et al., 2012).

La reproduccion asexual se da bajo condiciones ambientales favorables, en las que P. capsici
puede producir un elevado nimero de esporangios en la superficie del tejido afectado (Fig.
3C,D). En el interior de los esporangios se produce la formacién de zoosporas biflageladas que
se liberan al medio en condiciones de Iluvia o eventos de riego, desplazandose por quimiotaxis
hacia la planta y siguiendo un geotropismo negativo (Fig. 3E,3F) (Lamour et al., 2012). En el



caso de Phytophthora spp. y Pythium spp., la quimiotaxis parece ser una respuesta inespecifica
a ciertos aminoacidos (acido aspartico, acido glutamico, arginina, metionina), y al etanol
secretado por las raices en anaerobiosis asociada con la saturacion acuosa en el suelo (Cooke
& Whipps, 1993; Hardham, 1992). No obstante, en la inmediata proximidad de la superficie
radical la quimiotaxis de las zoosporas es mediada en parte por campos eléctricos generados
por las raices como consecuencia de transporte idnico en su superficie, y son atraidas
preferentemente por zonas anddicas o catddicas. El desplazamiento quimiotdctico finaliza con
el enquistamiento de la zoospora, su adherencia a la superficie vegetal y la formacidén del tubo
germinativo. La estimulacidon del enquistamiento da lugar a una serie de rapidos cambios
estructurales en la zoospora, entre ellos la separacién o retracciéon de los flagelos (Jiménez-
Diaz & Zabalgogeazcoa, 2010; Lamour et al., 2012). El material adhesivo estd constituido
fundamentalmente por glicoproteinas de alto peso molecular, y se encuentra almacenado en
vesiculas citoplasmicas localizadas periférica, central o dorsalmente en la zoospora desde las
cuales es liberado para recubrir el quiste en formacion (Hardham, 1992). La formacién del tubo
germinativo implica que, con la ayuda de enzimas secretadas, penetre en la cuticula de la
planta directamente y colonice los tejidos huésped (Feng et al., 2010; Li et al., 2011; Lamour et
al., 2012). En algunos casos pueden observarse apresorios en la zona de infeccidn, estructuras
especializadas para penetrar tejidos adultos intactos que proporcionan al patégeno adherencia
a la superficie del huésped como preparacién para la invasidn subsiguiente (Jiménez-Diaz &
Zabalgogeazcoa, 2010; Lamour et al., 2012). P. capsici también puede infectar partes aéreas de
la planta, como frutos y hojas. La penetracién de la superficie de las hojas por P. capsici ocurre
directamente o a través de aberturas naturales como los estomas (Hausbeck & Lamour, 2004).

Figura 3. Estructuras reproductoras de P. capsici. (A) Oosporas; (B) Oospora empezando

a germinar; (C) Esporangio de P. capsici; (D) Esporangios producidos en la superficie de
una planta infectada; (E) Esporangio empezando a liberar las zoosporas que lleva en su
interior; (F) Esporangio liberando las zoosporas. Imagenes tomadas de Cornell University
http://phytophthora.pppmb.cals.cornell.edu/biology.html (A, B, C, D, E) y de Gevens et
al., 2008 (F).

Este oomiceto puede crecer a temperaturas entre 7 y 372C, pero las temperaturas de 27-329C
son Optimas para la produccion de zoosporas y el proceso de infeccién (Fig. 4). En condiciones
optimas (27-329C y alta humedad relativa) el tiempo desde la infeccidon hasta la esporulacion



es de 2-3 dias, por lo que P. capsici puede afectar rdpidamente a campos de cultivo enteros
(Gevens et al., 2008; Lamour et al., 2012).
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Figura 4. Ciclo de infeccidn de P. capsici en pepino. (A) Las oosporas latentes germinan en

condiciones de elevada humedad para producir esporangios que pueden germinar
directamente o liberar zoosporas. Los esporangios se producen en las raices, tallos y frutos
de las plantas infectadas; (B) Los esporangios y las zoosporas se propagan por el agua de
lluvia, riego o drenaje, que pueden saturar los suelos y contribuir a multiples ciclos de
indculo que impulsan la enfermedad durante una sola temporada de crecimiento; (C) Las
oosporas se forman cuando los tipos de compatibilidad Al y A2 se encuentran en estrecha
proximidad; las oosporas son capaces de sobrevivir durante afios en el suelo. Tomado y
modificado de Hausbeck & Lamour (2004).

P. capsici es considerado un organismo hemibiotrofo (Fig. 5). La estrategia de infeccion de los
hongos fitopatdgenos hemibiotrofos se caracteriza por una fase inicial de crecimiento
periplasmico y biotréfico de hifas intracelulares especializadas en la célula invadida, seguida
por el desarrollo de hifas secundarias que necrosan los tejidos vegetales con antelacion a su
invasién (Jiménez-Diaz & Zabalgogeazcoa, 2010). En la primera fase P. capsici actia como un
organismo biotrofo y las células de la planta infectada no parecen estar afectadas; en la
segunda fase P. capsici actlia como un organismo necrotrofo, matando las células infectadas y
causando necrosis y colapso tisular. El colapso tisular es seguido de la aparicion de los
esporangios, lo que proporciona los medios necesarios para la dispersién y el comienzo de un
nuevo ciclo de infeccidn (Lamour et al., 2012). El periodo de tiempo que transcurre entre la
fase biotrdfica y la fase necrotréfica supone un problema para el agricultor, ya que en el
momento de la cosecha parece no haber sintomas evidentes en los frutos (biotrofia) y cuando
éstos son almacenados y llegan al mercado, los sintomas aparecen bien visibles (necrotrofia)
(Hausbeck & Lamour, 2004; Lamour et al., 2012). Se hacen necesarios, por lo tanto, los
métodos de control de la enfermedad.
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Figura 5. Estudio de la interaccién P. capsici-huésped en Nicotiana

benthamiana. (A) Ensayo del efecto de la infeccién de P. capsici en hojas
de N. benthamiana; (B) Representacion esquematica del proceso de
infeccion en hojas de N. benthamiana. Tomado de Lamouret al., 2012.

Una de las estrategias mas prometedoras en el control de los agentes patdgenos de plantas es
el manejo de la resistencia inducida. En los Ultimos afios ha habido un gran nimero de
estudios destinados a comprender cudl es la mejor forma de emplear esta estrategia para
lograr la proteccidn de cultivos (Walters et al., 2013). Esta resistencia puede ser inducida en
plantas tanto a nivel local como sistémico, y, a pesar de que rara vez se consigue el control
completo del patégeno, la principal ventaja de esta estrategia es que protege a las plantas
contra una amplia gama de patdgenos (Kuc, 1982; Diaz et al., 2005). Este tipo de resistencia a
la infeccidn por patdgenos puede ser inducida en las plantas por una amplia gama de agentes
bidticos y abidticos (Tabla 3) (da Rocha & Hammerschmidt, 2005; Lyon, 2007; Walters et al.,
2013). Entre los agentes bidticos encontramos una gran variedad de microorganismos que son
utilizados en la induccién de resistencia, incluyendo virus, bacterias, levaduras y hongos,
siendo algunos patdgenos de plantas y otros no (Diaz et al., 2005).

En términos generales, la resistencia inducida se puede dividir en dos tipos principales, la
resistencia sistémica adquirida (SAR) y la resistencia sistémica inducida (ISR) (Fig. 6). Ambas
respuestas, junto con otras formas de resistencia inducida, representan una forma atractiva
para el manejo de enfermedades de los cultivos de manera sostenible en el marco de un
sistema de agricultura convencional (Vallad & Goodman, 2004).



Tabla 3. Ejemplos de elicitores de resistencia y agentes inductores de resistencia con

demostrada capacidad de control de enfermedades de plantas (tomado y modificado de

Walters et al., 2013).

Tipo de elicitor/

inductor de resistencia

Inductores biolégicos

Rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal

Ochrobactrum lupine/
Novosphingobium pentaromativorans
Azospirillum brasilense REC3

Bacillus subtilis FZB24

Pseudomonas fluorescensWCS417r

Hongos promotores del
crecimiento vegetal
Fusarium equiseti

Biocontrol fungico
Trichoderma asperellum SKT-1

T. harzianum T39

T. harzianum/T. atroviride
T. atroviride

Fusarium oxysporum Fo47

Hongos micorricicos arbusculares
Glomus intraradices
Glomus mosseae

Enddfitos
Piriformospora indica

Extractos de algas
Ulva armoricana
Ulva lactuca

Inductores quimicos y no biolégicos
Acibenzolar-S-metil (ASM)

Acido B-aminobutirico (BABA)
Fosfito potdsico
Carbén vegetal (Biochar)

Planta
protegida

Pimiento

Fresa
Fresa
Arabidopsis

Pepino

Arabidopsis

Vid
Tomate
Pino
Pimiento

Arroz
Maiz

Cebada

Judia/vid/
pepino

Tomate

Calabacin
Haba
Tomate

Tomate
Arabidopsis
Tomate
Esparrago

Patégeno

Xanthomonas axonopodis

Colletotrichum acutatum
Sphaerotheca macularis

Pseudomonas syringae pv.

tomato

Colletotrichum orbiculare
Rhizoctonia solani

Pseudomonas syringae pv.
tomato

Plasmopara viticola
Botrytis cinerea

Diplodia pinea
Phytophthora
capsici/Verticillium dahliae

Magnaporthe oryzae
Rhizoctonia solani

Blumeria graminis f.sp.
hordei

Erysiphe polygoni, Erysiphe
necator, Sphaerotheca
fuligenea
Fusarium oxysporum
f.sp.lycopersici

Phytophthora capsici
Uromyces viciae-fabae
Ralstonia solanacearum

Fusarium oxysporum f.sp.
radicis-lycopersici
Xanthomonas spp.
Phytophthora infestans
Phytophthora cinnamomi
Botrytis cinerea
Fusarium oxysporum/F.
proliferatum
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Figura 6. Comparacién grafica de los dos tipos de resistencia inducida mejor caracterizados
en plantas: SAR e ISR. Ambas respuestas se entrelazan molecularmente, tal y como se
demuestra por su dependencia de una versién funcional del gen NPR1 en Arabidopsis
thaliana. La flecha discontinua indica la transmisién de una sefial por el floema. Tomado y
modificado de Vallad & Goodman (2004).

La resistencia sistémica adquirida es una respuesta inducida por la necrosis de un tejido que
conduce a una resistencia generalizada en toda la planta frente a un amplio espectro de
patdgenos biotrofos (Nuez et al., 2004). Esta asociada a la respuesta al acido salicilico y a una
alta expresion de proteinas PR (“Pathogenesis-Related proteins”), proteinas de la planta
huésped cuya expresidn se induce en situaciones de patogénesis o en situaciones relacionadas
(Tabla 4) (Hammerschmidt, 1999; van Loon, 1999; Vallad & Goodman, 2004). Aunque el mayor
interés de estas proteinas reside en su funcién en la respuesta de defensa de las plantas, se
sabe que también participan en otros procesos fisiolégicos del desarrollo de la planta,
incluyendo la germinacion del polen y el crecimiento del tubo polinico, la fertilizacién, la
embriogénesis, la maduracidon del fruto, y la germinacién de la semilla y la movilizacién de las
reservas del endospermo del grano de cereales (San-Segundo & Coca, 2004). Algunas familias
de proteinas PR poseen actividades conocidas, como ocurre con la familia PR-2 (B-1,3-
glucanasas) (Saikia et al., 2005; Govindappa et al.,, 2010). Se han encontrado diferentes
isoformas de [-1,3-glucanasas en un gran nimero de especies de plantas, incluyendo la judia
(Awade et al., 1989). Esta ampliamente demostrado que las -1,3-glucanasas participan en la
defensa de las plantas frente a hongos fitopatégenos, bien solas o en combinacién con las
quitinasas (familias PR-3, PR-4, PR-8 y PR-11). Estas hidrolasas pueden actuar por dos vias
diferentes: directamente, degradando la pared del patégeno; e indirectamente, provocando la
liberacion de compuestos de la pared del hongo que actuarian como inductores de la
respuesta de defensa de la planta (San-Segundo & Coca, 2004). La pared celular de P. capsici
estd compuesta principalmente de [(-1,3-glucano y celulosa; las B-1,3-glucanasas actdan
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directamente sobre el

patégeno degradando el B-1,3-glucano de su pared celular,

contribuyendo asi a la defensa de la planta atacada (Balasubramanian et al., 2012).

Tabla 4. Familias de proteinas PR seglin van Loon (1999).

Familia Representante Propiedades/actividad

PR-1 PR-1a de tabaco Desconocida

PR-2 PR-2 de tabaco B-1,3-glucanasa

PR-3 Proteina P, Q de tabaco Quitinasa tipo |, Il, IV, V, VI, VII
PR-4 Proteina R de tabaco Quitinasa |, 1l

PR-5 Proteina S de tabaco Tipo taumatina

PR-6 Inhibidor | de tomate Inhibidor de proteinasas

PR-7 Proteina Pg, de tomate Endoproteinasa

PR-8 Quitinasa de pepino Quitinasa tipo Il

PR-9 Peroxidasa de tabaco Peroxidasa

PR-10 Proteina PR1 de perejil Tipo ribonucleasa

PR-11 Quitinasa clase V de tabaco Quitinasa tipo |

PR-12 Proteina R,-AFP3 de rabano Defensina

PR-13 Proteina THI2,1 de Arabidopsis  Tionina

PR-14 Proteina LTP4 de cebada Proteina transportadora de lipidos
PR-15 Proteina OxOa de cebada Oxalato oxidasa

PR-16 Proteina OxOLP de cebada Tipo oxalato oxidasa

PR-17 PRp27 de tabaco Desconocida

La resistencia sistémica inducida es otro tipo de respuesta inducida que conduce a resistencia
generalizada. Es desencadenada por rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) y
por algunos hongos, como Penicillium simplicissimum o Trichoderma sp. (Walters et al., 2013).
Se caracteriza por estar mediada por rutas de sefalizacidon dependientes del acido jasmdnico y
el etileno, siendo independiente de la acumulacion de acido salicilico y de la acumulacién de
proteinas PR (Pieterse & Van Loon 1999; Nuez et al., 2004; Vallad & Goodman, 2004; Gutiérrez
& de la Torre-Almaraz, 2007). Ciertos cambios bioquimicos caracteristicos de las plantas que
expresan ISR se hacen evidentes sélo en respuesta a una infeccidén adicional y sélo en partes de
la planta donde se requiere una resistencia efectiva. Este fendmeno ha sido descrito como
“priming”, y se traduce en una respuesta mas rapida y fuerte al ataque del patégeno (Sticher
et al., 1997; Conrath et al., 2001; Goellner & Conrath, 2008).

Las rutas SAR e ISR estan reguladas por la expresidon del gen NPR1. Esta evidencia supone que
las diferencias entre la ruta ISR y la ruta SAR son debidas a la activacién del gen NPR1, capaz de
distinguir entre la presencia de rizobacterias o de acido salicilico en la planta para producir dos
tipos de respuesta, o bien activando la expresién de los genes PR que desencadenan la
respuesta tipo SAR o bien activando el “priming” en la ISR (Fig. 7) (Garcia-Mas et al., 2004).

10



Figura 7. Papel central del gen NPR1 en las rutas de defensa de Arabidopsis. JA: acido
jasmonico; ET: etileno; SA: acido salicilico. Tomado y modificado de Feys& Parker (2000).

La resistencia inducida se puede lograr por la aplicacién de diferentes agentes, entre ellos los
hongos, cuyo uso esta bien documentado (Punja y Utkhede, 2003). Fusarium representa un
extenso género de hongos filamentosos ampliamente distribuido en el suelo. La mayoria de las
especies descritas pertenecientes a este género son saprdfitas. Fusarium oxysporum incluye un
significativo numero de patdgenos de plantas capaces de inducir necrosis o marchitez en
cultivos de gran importancia econdmica (Olivain et al., 2006). El uso de una cepa patdgena en
una planta que no es su huésped puede desencadenar resistencia inducida. F. oxysporum f. sp.
lycopersici es capaz de proteger el pimiento contra Verticillium dahliae, Phytophthora capsici y
Botrytis cinerea, lo que sugiere que la respuesta inducida es tanto local como sistémica, asi
como no especifica (Diaz et al., 2005). Silvar et al. (2009) encontraron que F. oxysporum f. sp.
lycopersici induce la expresidon de varios genes PR implicados en la resistencia inducida en
pimiento. Estos genes alcanzaron el maximo nivel de expresidon en las hojas de las plantas
inducidas, donde el patégeno P. capsici no fue detectado. Varios estudios han tratado de
identificar los elicitores especificos que producen tales respuestas de defensa de la planta con
el fin de evitar el uso del hongo vivo (Veloso & Diaz, 2013).

Por otra parte, el uso de cepas no patogenas de F. oxysporum constituye una buena estrategia
de control biolégico para proteger a la planta de una infeccién posterior con una cepa
patdgena capaz de provocar enfermedades vasculares (fusariosis) (Aimé et al., 2008). La cepa
no patégena Fusarium oxysporum 47 (Fo47), aislada de un suelo supresivo de la fusariosis,
representa un agente de control biolégico cuya eficacia se ha demostrado en varios tipos de
plantas, entre ellas tomate y pimiento (Fravel et al., 2003; Alabouvette et al., 2009; Veloso &
Diaz, 2012). Fo47 emplea varios mecanismos de accién para generar su capacidad de control
biolégico tales como la competencia por nutrientes en el suelo, la competencia por la
colonizacion de la raiz, y la resistencia inducida (Olivain et al., 2006). La induccién de proteinas
PR tras la induccién con una cepa no patogénica de F. oxysporum esta bien documentada
(Fuchs et al., 1997; Recorbet et al., 1998). Fuchs et al. (1997) vieron que la actividad de control
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biolégico de Fo47 era la responsable de inducir resistencia en tomate, correlacionandose con
un aumento en la actividad de las enzimas quitinasa, p-1,3-glucanasa y B-1,4-glucosidasa.
Duijff et al. (1998) demostraron que Fo47 inducia un aumento en el numero de proteinas PR
en tomate.

En el presente trabajo se ha empleado un cultivo esterilizado de F. oxysporum Fo47 para
determinar si confiere proteccion a plantas de judia (Phaseolus vulgaris L.) contra el patégeno
P. capsici. Se discute la participacién de mecanismos de resistencia inducida en la proteccién
conferida a las plantas de judia por el cultivo de Fo47 y se analiza una enzima relacionada con
la defensa de las plantas.

2. Objetivos

Los principales objetivos del presente trabajo consisten en comprobar si un cultivo esterilizado
de Fo47 confiere resistencia contra P. capsici a plantas de judia (Phaseolus vulgaris L.) y
analizar la actividad B-1,3-glucanasa relacionada con la defensa de las plantas de judia.

3. Material y métodos
3.1. Material vegetal

Se han empleado plantulas de Phaseolus vulgaris. Para la obtencién de las mismas, se
sembraron semillas de esta especie (Phaseolus vulgaris L. cv. Helda) en perlita y se regaron con
solucion nutritiva (Hoagland & Arnon, 1950). Transcurridos 7 dias en una camara de cultivo a
252C y un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad, se transplantaron a una mezcla de
tierra y perlita (3:1, v/v), previamente esterilizada en el autoclave, y se regaron con agua. Las
plantas se utilizaron para el tratamiento con el cultivo esterilizado de Fusarium oxysporum
(Fo47) 3 dias después del transplante.

3.2. Método de tratamiento con el cultivo esterilizado de Fo47

Fusarium oxysporum Fo47 fue proporcionado por C. Alabouvette y C. Steinberg (UMR INRA,
Dijon, Francia). El agente inductor se obtuvo a partir de cultivos de Fo47 en medio PDB (potato
dextrose broth) incubados a 259C en agitacién (150 rpm) durante 7 dias. Tras haber sido
esterilizado en el autoclave, el cultivo se centrifugd a 6.000 rpm durante 20 minutos. El
precipitado se resuspendié en 300 ml de agua destilada y se homogenizé con una batidora
durante 5 minutos.

En cada experimento se establecié un grupo como tratamiento control y otro grupo como
tratamiento con Fo47. Las hojas de las plantas control fueron pulverizadas con 10 ml de agua
destilada. Las hojas de las plantas pertenecientes al tratamiento con Fo47 se pulverizaron con
10 ml de la preparacién de Fo47.
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3.3. Material patégeno

El aislado de Phytophthora capsici (Pc450) fue proporcionado por F. Panabieres (UMR INRA,
Sophia-Antipolis, Francia). El inéculo se obtuvo a partir de cultivos en medio PDA (potato
dextrose agar) incubados a 252C durante 7 dias. Se utilizaron discos del cultivo de 12 mm de
diametro como indculo de las hojas de las plantas.

3.4. Bioensayo de severidad de la enfermedad con Phytophthora capsici

Se realizaron dos experimentos independientes en los que se emplearon grupos de 5 plantas
por experimento y tratamiento. Después del tratamiento con Fo47 o agua destilada, las
plantas se incubaron durante 24 horas en una camara de cultivo a 252C y con un fotoperiodo
de 16 horas de luz y 8 de oscuridad. Posteriormente las plantas se inocularon depositando 2
discos del cultivo de Pc450 en cada hoja. Tras la inoculacién las plantas se colocaron en una
camara humeda a 252C y con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad. La severidad
de la enfermedad se anotd para cada hoja de acuerdo con una escala de 0 (sin lesién) a 4
(>75% del area con sintomas), 24, 48 y 72 horas después de la inoculacién, y se midio el
didmetro de cada lesién con un calibre digital. Los datos de severidad de las dos hojas se
sumaron, dando un valor de entre 0 y 8 para cada planta. A partir de los valores de severidad
se calculé el valor de AUDPC (Area bajo la curva de progreso de la enfermedad), segun la
formula siguiente (Fig. 8) (Campbell y Madden, 1990):

AuppC=% % (tr1—1)

i

Figura 8. Férmula para el cdlculo de
AUDPC en la que y= indice de severidad
en la observacion i, t; = dias tras la
inoculacion en el momento de Ila
observacién iy n = n2 de observaciones.

El valor de AUDPC combina los datos de severidad con el factor tiempo, ya que la aparicidon
mas o menos temprana de los sintomas refleja con mas exactitud el grado de proteccion
conseguido con el tratamiento.

Los datos de didmetro de lesidn se utilizaron para calcular el area afectada en cada planta.

3.5. Toma de muestras y extraccion de proteinas

Se realizaron tres experimentos independientes en los que se emplearon grupos de 6 plantas
por experimento y tratamiento. Después del tratamiento con Fo47 o agua destilada, las
plantas se incubaron durante 24 horas en una camara de crecimiento a 252C y con un
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. Tras las 24 horas se recogieron
muestras de 3 hojas para el tratamiento control y para el tratamiento con Fo47. Las plantas
restantes de cada tratamiento se inocularon afadiendo 2 discos del cultivo de Pc450 en cada
hoja. Tras la inoculacidn se colocaron en una cdmara humeda a 252C y con un fotoperiodo de
16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, y se recogieron nuevas muestras 24 horas tras la
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inoculacién. Se anotd el peso fresco de todas las muestras y éstas se almacenaron en
congelador (-409C) hasta su analisis.

Para extraer las muestras, éstas se trituraron en un mortero con tampdn Tris HCl 50mM + KCl
1M pH 7,5 + PVPP (polivinilpolipirrolidona). El PVPP se afiadié aparte en una proporcién de 50
miligramos por gramo de peso fresco, y a cada muestra se le afladié un volumen diferente de
tampon en funcidn del peso fresco de la misma. El extracto se filtré a través de una gasa y se
centrifugd a 10.000 rpm durante 20 minutos a 49C. Las muestras de desalaron haciendo pasar
2,5 ml del sobrenadante resultante a través de columnas PD-10 (GE- Healthcare) previamente
equilibradas con 25 ml de tampdn Tris HCI 50mM pH 7,5 (Fig. 9). Posteriormente se recogieron
las muestras desaladas en tres alicuotas de 1 ml cada una en tubos eppendorf que fueron
congelados a -809C.

~ ! -
S

Figura 9. Columnas PD-10 equilibradas con
25ml de tampdn Tris HCI 50mM pH 7,5.

3.6. Medida de proteinas totales

La medida de proteinas totales se llevo a cabo seglin el método de Stoscheck (1990). Este
método consistié en mezclar 5 pl de muestra con 45ul de H,0 destilada, 50 ul de NaOH 1My
900 pl de reactivo de Bradford. Los tubos se incubaron a temperatura ambiente en oscuridad
durante 15 minutos y posteriormente se midid su absorbancia a 590 nm.

3.7.Medida de la actividad -1,3-glucanasa

La actividad [B-1,3-glucanasa se midié usando laminarina como sustrato. Las medidas se
realizaron siguiendo el método de Imanaka et al. (2001) con modificaciones. Una unidad de
actividad p-1,3-glucanasa se define como la cantidad de enzima que produce 1 umol de
azucares reductores por minuto. El método utilizado consistiéd en preincubar la mezcla de
reaccion (332,5 pl de tampdn acetato sédico 100mM pH 5 y 82,5 ul de laminarina al 1%) a
37°C durante 10 minutos y luego anadirle 85 pl de la muestra; posteriormente se incubd a
379C durante 10 minutos. Los tubos se transfirieron a un bafo de hielo durante 5 minutos y se
les afiadieron 670l de Ferricianuro potasico 1,5mM en carbonato sédico 0,5M, incubandose a
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1009C durante 15 minutos. Por ultimo se transfirieron los tubos a un bafo de hielo durante 5
minutos y se midié la absorbancia a 420 nm.

3.8. Andlisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando STATGRAPHICS 5.1 para Windows. En el
bioensayo con P. capsici los datos de drea de infeccidon y de AUPDC fueron analizados con la
prueba t-Student. Para los datos de severidad se usé la prueba y* de Pearson. En la medida de
la actividad B-1,3-glucanasa se utiliz6 el test ANOVA con una prueba de rango multiple
mediante el método Duncan para conocer qué grupo o grupos son los que difieren de los
demas.

4. Resultados
4.1. Tratamiento de Fo47 contra Phytophthora capsici

En las hojas no tratadas con Fo47 se vio como el drea de infeccidn de los dos discos del micelio
de P. capsici se solapaba. Los resultados que mejor se observan son aquellos en los que
transcurrieron 48 horas tras la inoculacién de las hojas con el patdgeno, por lo que se han
utilizado dichos datos para determinar los didmetros. La comparacion de las medias del area
enferma por planta del tratamiento control y el tratamiento con Fo47 permite llegar a la
conclusion de que existen diferencias estadisticamente significativas entre ambos tratamientos
(prueba t-Student, p= 0,0002) (Fig. 10).Como se esperaba, Fo47 no cambié el desarrollo
normal de las plantas, ya que las plantas inducidas no diferian en tamafio de las plantas
control.

1400 -

1200 A I

1000 A

200 -+ *
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400 -

Area enferma (mm?)

200

Figura 10. Area enferma por planta para cada tratamiento 48 horas después de la inoculacién de
las hojas de P. vulgaris con P. capsici. Los datos son medias * error estdndar. El asterisco indica
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en la prueba t- Student.
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Al comparar los datos de severidad de las plantas del tratamiento control y del tratamiento
con Fod7 se concluyd que existian diferencias estadisticamente significativas entre ambos
tratamientos (prueba x> de Pearson, p= 0,0300) (Fig. 11). A cada planta de cada tratamiento se
le asignd un valor de severidad de entre 0 y 8. Las plantas del tratamiento control mostraron
valores de severidad de entre 2 y 4, mientras que las plantas tratadas con Fo47 mostraron
valores de entre 0 y 3, por lo que hubo una reducciéon del valor de severidad en las plantas del
tratamiento con Fo47. En ningln tratamiento se observaron plantas en las que la infeccién
ocupara mas del 50% de su superficie total 48 horas tras la inoculacién, por lo que ninguna
planta mostré valores de severidad excesivamente altos.

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -

30% -
20% -

10% -

Distribucion de clases de severidad

0%
Co Fod7

Figura 11. Severidad 48 horas tras la inoculacién de las hojas de P. vulgaris con P. capsici. En
la prueba x* de Pearson se observan diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Con respecto a los valores de AUDPC se compararon las medias de AUDPC de ambos
tratamientos y se llegd a la conclusion de que existen diferencias estadisticamente
significativas entre el tratamiento control y el tratamiento con Fo47 (prueba t- Student, p=
0,0004) (Fig. 12). Tal y como se observa en la figura 12, la AUDPC tiene un valor mas bajo en el
tratamiento con Fo47; la reduccidn del valor de AUDPC en las plantas tratadas con Fo47 junto
con la reduccidn del drea de infeccion y del valor severidad indican que Fo47 fue eficaz en el
control de P. capsici en judia.
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Figura 12. AUDPC en las plantas de P. vulgaris inoculadas con P. capsici. Los datos son medias
+ error estandar. El asterisco indica diferencias estadisticamente significativas (p <0,05) en la
prueba t- Student.

4.2. Efecto del tratamiento de Fo47 en la actividad-1,3-glucanasa

Se compard la actividad B-1,3-glucanasa de ambos tratamientos tanto a 0 horas como a 24
horas tras la inoculacion con P. capsici, y se llegd a la conclusién de que existen diferencias
estadisticamente significativas entre el tratamiento control y el tratamiento con Fo47 (test
ANOVA, p= 0,0070) (Fig. 13). La prueba de Duncan permitié ver que de los cuatro grupos
analizados (tratamiento control a 0 y 24 horas y tratamiento con Fo47 a 0y 24 horas) el grupo
de Fo47 a 24 horas es el que difiere de los demas, tal y como se observa en la figura 13. Esta
observacion representa un fendmeno de “priming”, de forma que las plantas tratadas con
Fo47 muestran antes de la inoculacién una actividad B-1,3-glucanasa similar a la de las plantas
control, pero cuando se inocula el patégeno la actividad B-1,3-glucanasa es mucho mayor en
las plantas del tratamiento con Fo47; la presencia del agente inductor Fo47 junto con la
inoculacidn de P. capsici genera una respuesta mucho mas fuerte, disparandose la expresion
de B-1,3-glucanasas que protegen a las plantas de judia contra la infeccién por P. capsici.
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Figura 13. Actividad B-1,3-glucanasa (mU/mg proteina) para cada tratamiento 0 y 24 horas
tras la inoculacidn con P. capsici. Los datos son medias * error estandar. El asterisco indica
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en los test ANOVA y Duncan.

5. Discusion

Fusarium oxysporum Fo47 ha demostrado ser un eficaz agente de biocontrol induciendo
respuestas de defensa en varios cultivos (Fuchs et al., 1997; Benhamou & Garand, 2001). Fo47
es capaz de colonizar las capas mas externas de la raiz donde se desencadenan varias
respuestas inducidas que previenen la colonizacién (Benhamou & Garand, 2001; Benhamou et
al., 2002; Alabouvette et al., 2009).

Existen estudios en los que se ha comprobado la eficacia de Fo47 frente a diferentes
patdgenos. Veloso & Diaz (2012) comprobaron que la aplicacion de Fo47 vivo redujo los
sintomas de las enfermedades provocadas por Verticillium dahliae y Phytophthora capsici en
plantas de pimiento. Sin embargo, vieron que este agente no fue eficaz contra el patégeno
Botrytis cinerea. Los resultados dependeran tanto de la especie de planta tratada como del
patégeno empleado, ademas del agente que se utilice como inductor. En cualquier caso, hoy
en dia un programa de control integrado de enfermedades implica la disponibilidad de
pesticidas, agentes de biocontrol y fitofortificantes; debido a sus notables propiedades
bioldgicas, Fo47 ofrece muy buenas perspectivas para la gestion integrada de enfermedades
radiculares en los cultivos de invernadero (Benhamou et al., 2002).

Ademas de los hongos vivos, los extractos de Fusarium han sido ensayados con éxito frente a
varias enfermedades de plantas, y la variedad de respuestas provocadas por las diferentes
preparaciones crudas sugiere que hay varios elicitores presentes en el micelio de Fusarium y
que cada uno desencadena una respuesta diferente en la planta (Veloso & Diaz, 2013). El uso
de un extracto de cultivo esterilizado puede hacer mds comoda su aplicacidon, manteniendo
parte de las propiedades inductoras de resistencia del hongo vivo. Veloso& Diaz (2013)
demostraron que una fraccién de un extracto crudo obtenido a partir de una cepa de Fusarium
oxysporum f. sp. Lycopersici indujo resistencia en plantas de pimiento contra Botrytis cinerea,

18



pero no contra Verticillium dahliae. Sin embargo, Diaz et al. (2005) observaron que la misma
cepa de Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici protegia a las plantas de pimiento contra ambos
patdgenos. La fraccion insoluble del extracto crudo de Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici
contiene elicitores que protegen a las plantas de pimiento contra B. cinerea a través de la
activacion de genes de defensa, y esta respuesta difiere de la observada para el hongo vivo,
que protege contra una gama mas amplia de agentes patdgenos y activa un patrén diferente
de genes de defensa. Veloso & Diaz (2013) observaron la expresion del gen CABPR1 (un tipo de
PR-1) tras la induccion con el extracto de Fusarium. Las proteinas PR-1 son consideradas
marcadores de la resistencia inducida. CABPR1 se acumula de forma temprana cuando se trata
de interacciones incompatibles, es decir, cuando se establece una relacién entre un
hospedante resistente y un patdgeno avirulento, y en dicho estudio se expresé en la raiz, tallo
y hojas de las plantas de pimiento.

En el presente estudio se observd la proteccion conferida por un cultivo esterilizado de Fo47 a
plantas de judia frente a P. capsici y la induccion de “priming” de la actividad B-1,3-glucanasa
endichas plantas. Aimé et al. (2008) fueron los primeros en demostrar las similitudes entre las
respuestas de defensa vegetales en tomate cuando se trataba con Fo47 y otros hongos de
colonizacion de la raiz y en proponer que el mecanismo por el cual Fo47 protege a tomate
involucra al fenémeno de “priming”. Los resultados mostraron que no hubo un aumento en la
acumulacion de proteinas PR tras la inoculacidn de la cepa protectora (Fo47), sino que ésta se
produjo tras la inoculacién del patégeno. En este ensayo de induccidn de resistencia a P.
capsici en judia con un cultivo esterilizado de Fo47 se puedo ver que Unicamente las plantas
tratadas con Fo47 e inoculadas con P. capsici mostraron una subida considerable en la
actividad B-1,3- glucanasa (“priming”), de forma que consiguieron una mayor proteccién
contra el patégeno que las plantas control.

La riqueza de informes cientificos acerca de las 3-1,3-glucanasas vegetales nos ha permitido
entender su estructura, su regulacién de la expresion y la multitud de las funciones que
desempenfan, directa e indirectamente en las plantas. Este grupo de proteinas se expresa
también en las plantas para resistir el estrés abidtico. Las [-1,3-glucanasas vegetales estan
directamente involucradas en la defensa mediante la hidrdlisis de las paredes celulares de
hongos patdgenos, comunmente en combinacidén con las isoenzimas quitinasa, degradando
juntas los B-1,3-glucanos y las quitinas de estos organismos (Balasubramanian et al., 2012). Las
plantas de judia tratadas con Fo47 e inoculadas con P. capsici, al presentar una mayor
actividad B-1,3-glucanasa, consiguieron controlar en mayor medida al patégeno mediante la
degradacion del B-1,3-glucano de su pared celular, y esto se observé en la diferente magnitud
de los sintomas en las plantas de cada tratamiento.

A pesar de que en la resistencia sistémica adquirida (SAR) también pueden observarse
fendmenos de “priming”, los resultados de la B-1,3-glucanasa obtenidos en este estudio
apuntan a que se puede tratar de un caso de resistencia sistémica inducida (ISR). En cualquier
caso, seria necesario profundizar mas en el estudio de los efectos sobre la fisiologia de la
planta y del agente inductor que hemos empleado.
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6. Conclusiones-Conclusions

Tras la elaboracién del presente trabajo se pudo concluir que el cultivo esterilizado de F.
oxysporum Fod7 induce resistencia en judia contra P. capsici, y que las plantas de judia
tratadas con dicho cultivo muestran una mayor actividad (-1,3-glucanasa solamente tras la
inoculacidn con P. capsici, un fendmeno de “priming”.

In the present work it was concluded that the sterilized culture of F. oxysporum Fo47 induces
resistance in bean against P. capsici, and bean plants treated with such a culture expressed an
increase of [-1,3-glucanase activity only after inoculation with P. capsici, that is, a priming effect.
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