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1. Resumos

Phaseolus vulgaris é unha planta de gran interese, porque se emprega
para o consumo en numerosas partes do mundo. Na actualidade vese
afectada por diversas enfermidades, unha delas é a causada polo
patoxeno necrotréfico Botrytis cinerea. Neste traballo comprobamos se a
resistencia da planta, P. vulgaris, pode ser inducida, tanto a nivel local
como a nivel sistémico. Para a estimulacion da defensa da planta
usamos dous axentes indutores diferentes, extractos da alga Undaria
pinnatifida e da hormona brasinélido. Os resultados obtidos mostraron
que, ningun dos dous axentes indutores son capaces de inducir a

resistencia a Botrytis en feixdn.

Resumen

Phaseolus vulgaris es una planta de gran interés, porque se emplea para
consumo en numerosas partes del mundo. Actualmente se ve afectada
por diversas enfermedades, una de ellas es la causada por el patégeno
necrotrofico Botrytis cinera. En este trabajo comprobamos si la
resistencia de la planta, P. vulgaris, puede ser inducida, tanto a nivel
local como a nivel sistémico. Para la estimulacion de la defensa de la
planta usamos dos agentes inductores diferentes, extractos del alga
Undaria pinnatifida y la hormona brasinélido. Los resultados obtenidos
mostraron que ninguno de los dos agentes inductores son capaces de

inducir la resistencia a Botrytis en judia.

Abstract

Phaseolus vulgaris is plant of great interest, because it is used for human
consumption in many parts of the world. Nowadays, it is affected for
different diseases, one of them is caused by a necrotrophic pathogen,
Botrytis cinerea. In this work we assayed if the resistance of the plant, P.
vulgaris, can be induced both at local level and/or at systemic level. For

the induction of the plant defense, we used two inducing agents, extracts
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of the algae Undaria pinnatifida, and the hormone brassinolide. The
obtained results show that neither of the two inducing agents were able

to induce resistance against Botrytis in bean.

Palabras clave

Phaseolus vulgaris, Botrytis cinerea, Undaria pinnatifida, brasinélido,

resistencia inducida, resistencia local, resistencia sistémica.



2. Obxectivos do traballo

1.

Ensaiar un extracto da alga Undaria pinnatifida como
fitofortificante en Phaseolus vulgaris L., feixon, contra o fungo
necrotrofo Botrytis cinerea.

Ensaiar a hormona vexetal Epibrasinélido como fitofortificante en
Phaseolus vulgaris L., feixdn, contra o fungo necrotrofo Botrytis

cinerea.



3.

Introducion

3.1.Enfermidades das plantas e factores que as causan

As plantas enfrontanse a multiples factores de estrés que poden poier
en risco a sua supervivencia. Por unha banda, falamos de factores
abidticos, cando son causas fisicas ou quimicas, como poden ser a
temperatura, a cantidade de auga a que estan expostas, a presenza de

contaminantes ou sustancias nocivas, e incluso a falta de nutrientes.

Por outra banda, falamos de factores bibticos, cando o dano esta
causado principalmente por axentes bioléxicos, como poden ser os

herbivoros, as bacterias, os fungos patdxenos e os virus.

Neste traballo centrarémonos nos danos que causan os fungos
patoxenos, concretamente Botrytis cinerea Pers.:Fr. Os fungos son
capaces de introducirse nas plantas mediante dous mecanismos, ben
directamente, é dicir, eles mesmos abren unha via pola que entrar na
planta, ou ben indirectamente mediante aberturas naturais da propia

planta ou feridas que esta poida ter.

Estes patoxenos diferéncianse en dous grandes grupos atendendo as
estratexias que seguen para obter nutrientes da planta héspede. Por un
lado estan os patéxenos biotrofos e polo outro estan os patéxenos

necrotrofos.

Os biotrofos caracterizanse por obter nutrientes dos tecidos vivos da
planta (Glazebrook, 2005), é dicir, estes fungos colonizan a planta a
través dun haustorio e aproveitan as sustancias nutritivas da mesma,

pero sen chegar a matala, polo menos a corto prazo.

Pola contra os fungos necrotrofos atacan a planta e matan as suas
células en etapas moi temperas da infeccién, causando un dano nos
tecidos moi extenso. Para causar este dano o fungo é capaz de producir
certas fitotoxinas ou substancias que promoven a morte da célula

hospede (Glazebrook, 2005), un exemplo disto, é Boftrytis cinerea, que é



capaz de producir un exopolisacarido, que suprime as defensas da
planta dependentes de certas hormonas coma os jasmonatos (Pieterse
et al., 2011), por tanto o vexetal non é capaz de crear unha resposta
efectiva contra este patdxeno. Bolrytis cinerea é considerado o

necrotrofo modelo.

3.2.Defensas e tipos de resistencia das plantas

As plantas son capaces de responder ao ataque de patéxenos mediante
diversos tipos de defensa, con todo, seguen un esquema xeral que
consistiria primeiramente na percepcidén do estrés ante o que se atopa.
A continuacién, a planta procesa o sinal e amplificao, e por ultimo, xera

unha resposta efectiva.

O vexetal é capaz de detectar que lle estan causando algun tipo de
dano, grazas a que a planta presenta receptores para os chamados
elicitores, que son sustancias quimicas de diversos tipos, como lipidos,
carbohidratos ou péptidos, entre outros, producidos polo patdxeno

(Subramanian, Sangha, & Gray, 2011).

Ditas sustancias son recofiecidas porque as plantas presentan
receptores de recofiecemento de patrons (PRRs) na superficie das suas
células, e estes son capaces de identificar os elicitores, concretamente
estes receptores recofiecen 6s patrons moleculares asociados a
patéxenos (PAMPs), que son os elicitores propios dos patéxenos. Como
consecuencia disto inducese a inmunidade activada por PAMPs, ou PTI
(Jones & Dangl, 2006).

Este recofiecemento de patrons moleculares asociados aos patdéxenos
encontrase baixo unha gran presién evolutiva. O longo do tempo os
patdxenos foron capaces de producir proteinas (efectores) que impiden
o recofiecemento dos seus PAMPs polos receptores PRR das plantas
impedindo a activaciéon da EPI. Isto produce o que se cofiece como a

susceptibilidade activada por efector ou ETS.



A ETS favorece a enfermidade e produce un aumento da presenza do
patoxeno no medio. Pola sua parte a planta que sofre ETS é capaz de
producir novos receptores que recofiecen os efectores do fungo,
activandose novamente a defensa da planta. A este novo tipo de
inmunidade cofiéceselle como inmunidade activada polo efector ou ETI.
(Jones & Dangl, 2006)

Tanto a PTl coma a ETI son tipos de resposta local da planta, é dicir,
producense no punto de infeccibn, onde o patoxeno se encontra
presente. Sen embargo a planta tamén pode desencadear unha
resposta sistémica, é dicir, os tecidos nos que non se encontra o
patoxeno e que ainda estan sans, activan os mecanismos de resistencia
para impedir a expansion do patéxeno (Fu & Dong, 2013). Esta ultima
resistencia pode ser de dous tipos: adquirida (SAR) ou inducida (ISR),

(Subramanian et al., 2011).

A resistencia sistémica adquirida (SAR), consiste na activacion de
defensas (producion de proteinas PR) en tecidos sans trala percepcion
da presenza do patdxeno noutras partes da planta (Strange, 2003). Foi a
primeira en ser descuberta e os primeiros usos na practica empregaban
cepas do patdéxeno atenuados pouco virulentos para inmunizar a planta

fronte as cepas do patdoxeno mais virulentas.

A SAR esta mediada pola hormona vexetal acido salicilico (SA) (Figura
1). Esta hormona producese a nivel local onde se percibe o patoxeno, a
cal activa unha serie de proteinas reguladoras, como NPR1, que se
encargan de transmitir o sinal os tecidos sistémicos e de producir nestes
a activacion dos xenes de defensa. Seran estes xenes os que codifiquen
proteinas relacionadas ca patoxénese (PR) como son as quitinasas ou
as glucanasas que en ultima instancia son as que atacaran ao patéxeno
(Pieterse et all., 2009).

A SAR é unha resposta producida pola planta ante infeccions causadas

por patdxenos biotrofos, como son os virus ou oidios (Glazebrook, 2005).



Por outra banda a ISR, tamén xera unha resposta sistémica, ao igual
que a SAR, pero non depende da percepcion dun patdbxeno atenuado se
non de organismos beneficiosos. Observouse que plantas nas que se
daba unha asociacién nas suas raices de rizobacterias promotoras do
crecemento (PGPR) eran mais resistentes a enfermidades. Estas
bacterias desencadeaban na planta unha resposta sistémica que

activaba as suias defensas.

A diferenza da SAR, na que a percepciéon do patoxeno atenuado
producia unha activacion directa das defensas, na ISR a activaciéon dase
en duas fases. Na primeira fase dase a percepcion das rizobacterias
beneficiosas e a activacion do estado de priming. Este estado de priming
€ un estado no que a planta é capaz de activar as defensas mais rapido

e eficazmente.

A segunda fase producese s6 se a planta entra en contacto co patdxeno.
Nesta segunda fase é na que os xenes de defensa, que producen as
proteinas PR activanse e fano de maneira mais rapida e intensa grazas
o estado de priming. A ISR depende das hormonas acido jasmoénico (JA)
e etileno (ET), (figura 1) (Strange, 2003).

O primeiro paso da resposta € a sintese das hormonas ET e JA. A forma
activa da hormona JA é o conxugado co aminodacido isoleucina,
formando o conxunto JA-ile. A percepcion do JA-ile produce a
degradacion dun grupo de represores cofiecidos como JAZ (“Jasmonate
Zim”), que actuan como reguladores negativos da transcripcion de xenes
de resposta a JA. O ET é percibido por uns receptores de membrana da
familia ETR que, trala sua activacion polo ET, activan os xenes de
resposta 6 ET. O JA e o ET actuan de forma sinérxica nos procesos de
defensa ainda que noutros procesos son antagonicos. (Pieterse et al.,
2009).

Compre sinalar, que a ISR é unha resposta producida pola planta ante

infeccibns causadas por patoxenos necrotrofos, (Glazebrook, 2005),
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como por exemplo o do caso que estudiamos neste traballo, o fungo

Botrytis cinerea.

Resistencia sistémica
inducida (ISR)

Resistencia sistémica
adquirida (SAR)

. ;'/"""

AW
T A

e Priming for ~ <__

JAET detenses - -

PRs

Figura 1: principais tipos de resistencia sistémica, SAR
e ISR, e as suUas caracteristicas mais importantes. SA:
acido salicilico, JA: acido jasmoénico, ET: etileno. Obtido
de https://doi.org/10.1038/nchembio  (Pieterse et
al., 2009)

Estes mecanismos de defensa estan a ser explotados de maneira
comercial como é o caso do uso de patdbxenos atenuados, ou
completamente avirulentos, ou o uso de bacterias beneficiosas. Estas
practicas danse sobre todo en especies de interese econdmico, como
son os cultivos de alto rendemento, entre os que se atopa o feixdn.
Estas practicas intégranse nos métodos convencionais para o control
das enfermidades, como € o uso de pesticidas. Isto permite a reducion

destas practicas clasicas altamente contaminantes.

3.3.Métodos de control das enfermidades das plantas

Para o control das enfermidades das plantas en agricultura Usase unha

técnica cofiecida como manexo integrado de pragas (IPM), o cal
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consiste en combinar métodos antigos con novos métodos de proteccion
ante pragas. Este método integra medidas que acaben coas pragas pero
que reduzan os riscos para o ser humano e o medio ambiente, facendo
que os cultivos sexan saudables e causen un menor impacto (Food and
Agriculture Organization of the United Nations, n.d.). En definitiva, con
esta técnica preténdese que o control das enfermidades sexa o mais

amigable co ambiente posible.

Unha medida de acordo co manexo integrado de pragas é o emprego de
fitofortificantes, que son sustancias ou microorganismos cuxa funcion é
protexer as plantas contra organismos nocivos (AEFISA), activando os
propios mecanismos da planta (SAR e ISR), por tanto, estas sustancias
non tefien un efecto directo sobre o patéxeno xa que non son toxicos.

Neste traballo estudarase a capacidade fitofortificante de dous indutores.

Os métodos integrados contemplan o uso de pesticidas clasicos,
sustancias quimicas que si afectan directamente aos patoxenos,
intentando erradicalos e asi protexendo a planta. Os métodos integrados
intentan reducir o uso destas sustancias xa que tefien un maior impacto
no medio, sobre todo se o uso non é o axeitado en canto a
concentracion e aplicaciéon. Os métodos integrados reducen o uso de
pesticidas clasicos complementandoos con fitofortificantes ou con outros

métodos.

Os programas de mellora xenética, son un dos métodos usados no
control integrado. Consisten na obtencién dun xenotipo de planta mais
resistente as pragas, mediante o cruzamento de varios individuos ata

obter o xenotipo resistente.

De igual maneira tamén, é un factor importante as condicions
ambientais nas que se atope o cultivo, € dicir, a temperatura, a cantidade
de auga ou a cantidade de nutrientes dos que dispofien as plantas, son
factores que poden favorecer a aparicion de pragas. Por este motivo
outros métodos de control a ter en conta serian a rotaciéon de cultivos ou
0 uso de policultivos, que non € mais que empregar un mesmo terreo

para o cultivo de varias especies diferentes.
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Tanto a medida de rotacibn como a inclusion de policultivos son
beneficiosos para evitar a propagaciéon das poboacidéns de patoxenos, xa
que desta maneira estariase a interromper a localizacién do hospede e,
tamén, a aumentar a distancia entre os cultivos do mesmo tipo, o que

faria mais dificil a dispersion da infeccion (Rusch. et al., 2013).

Todos estes métodos tefien en comun que buscan reducir perdas no
sector agrario, pois empréganse principalmente en cultivos comerciais,
como por exemplo no feixon (Phaseolus vulgaris L.), que é a especie

que nos ocupa neste traballo.

3.4.Feixon (Phaseolus vulgaris L.), caracteristicas xerais

Para a realizacion do experimento usaremos a Phaseolus vulgaris L.
como héspede, o cal se pode clasificar taxonomicamente como

mostramos a continuacién na taboa 1.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orde Fabales
Familia Fabaceae
Xénero Phaseolus

Taboa 1: clasificacion taxondémica
de Phaseolus vulgaris L.

Hai diversas variedades de feixons, con diferencias en altura, cor e
forma. Podemos ter dende variedades ananas duns 40 cm, ata
variedades erguidas con ata 2-3 m, de cores brancas, negras ou
vermellas, que ao fin son o resultado da evolucién da planta silvestre.
(Rodrigo, 2000).

Os feixdns son plantas moi empregadas en agricultura, xa que a sua
semente é usada para consumo, por isto na actualidade podémola
atopar en case todos os lugares do mundo, ainda que é orixinaria de
Centro-América (Figura 2) (FAOSTAT, 2017).

12



toneladas ¢ I

<=1025.0
<=3087.0

s W <=10274.0
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Figura 2: distribucion mundial do cultivo de feixd6n. Obtido de
http://www.fao.org/faostat/es (FAOSTAT 2017)

En Espafa xéranse arredor de 163.649 toneladas de feixéns ao ano, en
Europa esta cantidade multiplicase por 5. A pesar destes valores
Europa atdpase entre as rexiéns con menor producion (3,4%), sendo,

pola contra, Asia a maior produtora de feixéns, (91,9%) (Figura 3)

Oceania Africa

0.2 % \ ( 1%
Europa ._—Fﬂﬁ Américaz
34% ) 1.3 %

Azia
01.9 %

@ Aifrica @ Américaz @ Asian @ Euopa @ Ocemnia

Figura 3: producion de feixons por rexién. Obtido de
http://www.fao.org/faostat/es (FAOSTAT 2017)

A grande problematica a que se enfronta este tipo de cultivo son as
enfermidades as que estan expostos. Unha delas é a infeccion causada

polo fungo patoxeno Botrytis cinerea Pers.:Fr.
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3.5. Botrytis cinerea Pers.:Fr, caracteristicas xerais

Botrytis cinerea Pers.:Fr é un ascomicete pertencente a familia dos
Sclerotinicaeae (taboa 2), caracterizase por presentar un gran numero
de posibles hdspedes, o que o fai moi importante para a economia
mundial, posto que infecta a moitas plantas empregadas para a

agricultura.

Reino Fungi
Division Ascomycota

Clase Leotiomycetes

Orde Helotiales
Familia Sclerotinicaeae
Xénero Botrytis

Taboa 2: Clasificacion taxonémica de
Botrytis cinerea Pers.:Fr.

Este fungo é un necrotrofo, que, como se veu anteriormente,
caracterizase por un modo de infeccidn consistente en matar as células
da planta e logo infectar os tecidos mortos, para finalmente obter os

nutrientes das células xa mortas (Fu & Dong, 2013).

Botrytis € un patéoxeno de espectro amplio, € dicir, infecta a un gran
numero de héspedes diferentes, polo que se considera un fungo cun
impacto extenso para a agricultura, en xeral. A perda econdmica

causada por Botrytis supera os 10 mil millébns anuais (Hua et al., 2018)

Para combater a enfermidade causada por este fungo en feixon, no
presente traballo empregamos extractos da alga Undaria pinnatifida

(Harvey) Suringar, e un brasinolido, como indutores da resistencia.

3.6. Undaria pinnatifida (Harvey) Suringar, caracteristicas xerais

A alga Undaria pinnatifida, tamén cofiecida como wakame presenta a

seguinte clasificacion taxonémica (taboa 3):
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Reino Protoctista
Division Heterokontophyta
Clase Phaeophycaea
Orde Laminariales
Familia Alariaceae

Xénero Undaria

Taboa 3: clasificacion taxonomica de
Undaria pinnatifida (Harvey) Suringar

Esta alga é propia de Xapoén, Corea e China, mais na actualidade
presenta unha distribucidon mais ampla, converténdose nunha especie
invasora en Gran Bretafia, Francia, México, Australia, Nova Zelanda e
nalgunhas zonas de Espafia, como Asturias e Galicia (A Corufia e Rias
Baixas) (Figura 4) (GBIF).

Figura 4: distribucion mundial de Undaria pinnatifida (Harvey)
Suringar. Obtido de https://www.gbif.org/es (GBIF)

O wakame, caracterizase por vivir no infralitoral e medra sobre pedras
ou estruturas artificiais, aos cales se adhire por medio de rizoides
ramificados. Presenta unha gran talla, de ata 2 metros de lonxitude,
ademais ten unha lamina bastante grande e plana, con un nervio central

e lébulos nos laterais.

Do mesmo xeito, empregaremos un brasindlido para comprobar se é

capaz de inducir a resistencia da planta.
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3.7.Brasindlido, caracteristicas xerais

Os brasindlidos illaronse, por primeira vez na década dos setenta, a
partir do pole de Brassica napus L., (Hernandez & Martinez, 2016) e son
hormonas pertencentes ao grupo dos brasinoesteroides, que se poden

formar ben a partir do campesterol ou ben a partir da ruta dos esterois.

Os brasinoesteroides (BRs) tefien un papel moi importante nalguns
procesos bioloxicos das plantas, como a xerminacién de sementes, a
division celular, regulacion do metabolismo ou a resposta ante o estrés
dos vexetais, entre outros (Tang et al., 2016). Cémpre sinalar que dentro
deste grupo, os brasinolidos son os que producen unha maior actividade

bioloxica (Hernandez & Martinez, 2016).

En concreto na defensa da planta, os brasinoesteroides intervefien na
composiciéon e estrutura da parede celular vexetal, favorecendo a
deposicion de celulosa, e mantendo estable a disposicion da mesma, o
que fai que o fungo tefia maiores dificultades para atacar a planta,
(Abouraicha et al., 2015). Do mesmo xeito, provocan unha cascada de
sinalizacién que activa a defensa da planta, (Shin et al., 2016), ademais,

interactuan con outras hormonas (Figura 5).

Efectivo fronte Efectivo fronte
a necrotrofos a biotrofos

Figura 5: interacciéon entre as diferentes rutas de sinalizacion hormonal
durante a activaciéon da respostas sistémica. BRs: brasinoesteroides. ET:
etileno. JA: jasmonato. ABA: acido abscisico. SA: acido salicilico. ISR:
resistencia sistémica inducida. SAR: resistencia sistémica adquirida.
Adaptado de Gallego, 2015.
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Os brasinoesteroides inducen a ruta de sinalizacién do ET/JA facilitando
a activacion da ISR. Pola contra, os brasinoesteroides inhiben a SAR, e

polo tanto reducen as defensas fronte a patoxenos biotrofos.

Neste caso empregaremos o epibrasindlido para inducir a resistencia en
feixdbn ao patdéxeno necrotrofo Botytis cinerea. O epibrasindlido usado
neste traballo foi obtido da empresa Sigma-Aldrich, o cal presenta unha

estrutura con 28 atomos de carbono.
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4. Materiais e métodos

4.1. Material vexetal

Para a realizacion do traballo empregamos sementes de feixén
(Phaseolus vulgaris), as cales se sementaron en perlita humedecida coa
solucién nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), a concentracién 1:5. A
continuacion, puxéronse a xerminar nunha camara, durante sete dias,
nos cales se procedeu a regar con solucién nutritiva segundo fose
necesario. Transcorrido ese periodo realizouse o transplante das
plantulas a pocillos de plastico, nun substrato formado por terra e perlita
en proporcion 3:1. Seguidamente depositaronse as plantas, de novo, na

camara durante catro dias.

Do mesmo xeito, para o experimento empregamos a alga wakame,
(Undaria pinnatifida), usada para a preparacién do extracto, e a cal se
obtivo comercialmente da empresa Portomuifios, quen a distribue en

forma deshidratada.

4.2. Material finxico

Como patoxeno usouse o illado B0O510 de Botitrys cinerea, o cal se
cultivou e repicou no medio PDA (Pataca Dextrosa Agar). O stock
orixinal de B0510 almacenase nunha suspensién de conidios en glicerol
10% a -80°C. Para o seu uso, puxéronse 2 pl do stock de glicerol en
medio PDA e deixouse medrar durante unha semana. Estas placas
repicaronse a novo medio PDA e deixaronse medrar durante 3 dias. As

placas de 3 dias foron usadas como fonte do inoculo.
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4.3. Material hormonal

Para a inducién da resistencia empregouse un brasinoesteroide, o
epibrasinolido, con referencia E1641 e comercializado pola empresa
Sigma-Aldrich.

4.4. Elaboracion do extracto de Undaria pinnatifida

Para a preparacion do extracto primeiro homoxeneizamos en seco 0,3 g
de Undaria pinnatifida, seguidamente engadimos 10 ml de metanol ao
80%. Disponse o homoxeneizado nun tubo e incubase o mesmo a 65 °C

durante 15 minutos.

A continuacién, axitamos o tubo e procedemos a filtrar a mestura coa
axuda de papel de laboratorio. Unha vez filtrado, nivelamos con metanol
ao 80% ata obter 10 ml de volume final, volvemos axitar por inversion, e

reservamos o extracto para o ensaio de resistencia inducida.

4.5.Elaboracion do extracto do epibrasindlido

Para a preparacion do extracto partimos dun stock de epibrasinélido
diluido en DMSO (dimetilsulfoxido) cunha concentracion de 20 mM.
Collemos 70 yl do mesmo e engadimolo a 70 ml de auga destilada. A

continuacion axitamos a mestura, e reservamola para o experimento.

4.6.Ensaio de inducion:

4.6.1. Ensaio con Undaria Pinnatifida

Transcorridos 4 dias dende o transplante das plantulas, procedemos a
realizacion da inducion. Para isto collemos dous grupos con seis
individuos cada un. Un dos grupos sera 0 que empreguemos COmMo

control e o outro sera o grupo inducido.
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Por unha banda, en cada planta control seleccionamos unha folla que
pulverizamos con 10 ml dunha solucion 1:1000 (unha parte de metanol
ao 80% en 1000 partes de auga destilada). A outra folla da plantula non
foi pulverizada co fin de obter resultados tanto para a resistencia local
(folla pulverizada) como para a resistencia sistémica (folla non-

pulverizada).

Por outra banda, en cada planta inducida, escollemos unha folla e
pulverizamola, seguindo o mesmo procedemento ca co grupo control
pero empregando 10 ml dunha solucién cunha dilucion 1:1000 do
extracto da alga (1 parte do extracto de alga en alcohol 80% preparado

anteriormente en 1000 partes de auga destilada).

Pasadas 24 horas da inducién, procedemos a inocular as plantulas, para
iso empregamos o fungo B. cinerea, repicado en dias anteriores nas
placas de PDA. Coa axuda dun sacabocados, obtemos discos de micelio
do fungo de 7 mm de diametro. En cada plantula péfiense dous discos
por folla, tanto na pulverizada, como na que non se pulverizou, en total
catro discos por planta (figura 6). A continuacion, introducense as
plantulas nunha caixa con suficiente humidade e déixanse na camara,
con incidencia da luz lateralmente, para observar os sintomas da
infeccidbn posteriormente, e comprobandoos mediante a toma de

medidas de diametro de cada infeccién.

B ——— |

Figura 6: planta de feixon na que se amosa o desefio do ensaio. Na
folla local (pulverizada co indutor) presenta dous discos de micelio
nos que xa se observa expansion da infeccién (planta 72 horas trala
inoculacién). A folla sistémica (& esquerda da imaxe) non foi
pulverizada co indutor e foi inoculada de maneira similar con outros
dous discos de micelio.
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Repetimos este proceso ao dia seguinte, xa que realizamos un
experimento en tandem, obtendo asi datos de 24 plantulas en total (12

control e 12 tratamento).

4.6.2 Ensaio co epibrasindlido

O procedemento do ensaio co epibrasindlido é o mesmo que o
empregado con Undaria pinnatifida, a Unica diferenza foi que en lugar do
extracto da alga, para o tratamento empregamos o extracto obtido do

brasinélido.

4.7. Analise estatistico

Para o estudo estatistico dos datos utilizouse o programa R, usando o
entorno R-studio. Realizamos a analise ANOVA cun post-hoc de Tukey
e un a de 0,1, para comparar os datos do experimento control e o
experimento tratamento, tanto para o caso de Undaria como para o caso

do epibrasindlido.
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5. Resultados
5.1. A inducion co extracto de Undaria Pinnatifida produce un aumento
local da infeccion as 72 horas postinoculacion.

Para comprobar a inducion da resposta defensiva da planta, obtivéronse
datos da lesion en expansidon as 72 e 96 horas post-inoculacion,
diferenciando entre a resposta local e sistémica da planta, como se pode

ver nas Figura 7 e na Figura 8 respectivamente.

Resposta local

600
500
400 %
H Control
300
B Undaria
200
100
0

72hpi 96hpi

Media area por lesion (mm?2)

Figura 7: area de expansion do fungo a 72 e 96 horas post-
inoculacion, en plantas control e plantas tratadas con Undaria
pinnatifida a nivel local

Como podemos ver no grafico anterior a lesién causada polo fungo en
plantas tratadas é superior a lesion que causa en plantas control.
Obsérvanse diferenzas significativas as 72 horas post-inoculacion, entre
o tratamento e o control, pero non son os resultados esperados, xa que
a lesion nas plantas tratadas é superior. Estes resultados indicannos que
o tratamento co extracto da alga non reduciu a infeccion se non que a

aumentou a nivel local.

22



Resposta sistémica
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W Undaria

200

100

0

72hpi 96hpi
Figura 8: area de expansion do fungo a 72 e 96 horas post-inoculacion, en

Media area por lesién (mm2)

plantas control e plantas tratadas con Undaria pinnatifida a nivel sistémico.

No caso da resposta sistémica do vexetal non vemos diferenzas

significativas entre as plantas control e as tratadas co extracto da alga.

5.2. A inducién co epibrasinolido produce un aumento sistémico da
infeccion as 72 horas post-inoculacion

No caso da inducién da resposta defensiva tratando a planta co
epibrasindlido, obtivemos datos da lesidn en expansion a 48, 72 e 96
horas post-inoculacion, facendo diferenzas, ao igual ca no caso anterior

entre a resposta local, Figura 9, e a resposta sistémica, Figura 10.
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Resposta Local
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Figura 9: area de expansion do fungo a 48, 72 e 96 horas post-
inoculaciéon en plantas control e plantas tratadas co brasinélido a nivel
local.

Como vemos na Figura 9, as lesions das plantas tratadas co brasnoélido
non amosaron diferenzas significativas a nivel local en ningun dos

tempos medidos.

Resposta sistémica
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— 350
~
S
£ 300
C
© 250
3
= 200 H Control
o . aps

M Brasinodlido
o 150 *
O
©
5 100
9]
] ) .
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48hpi 72hpi 96hpi

Figura 10: area de expansion do fungo a 48, 72 e 96 horas post-inoculacion,

en plantas control e plantas tratadas co brasinélido a nivel sistémico.

Na resposta sistémica da planta, podemos ver os resultados na Figura
10, observase un aumento da infeccidbn debida o tratamento co
brasinélido. Como se observa, a lesién causada nas plantas tratadas é

significativamente maior ca no control as 72 horas post-inoculacién.
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6. Discusion

As algas contefien diversos compostos que poden favorecer a outras
especies vexetais, ben servindo como fertilizantes, mellorando asi, a
produtividade de cultivos, ou usandoas como bioestimulantes contra

estrés bidtico ou abidtico (Sharma et al., 2014).

Undaria pinnatifida € unha das algas empregadas como bioestimulante
en diversos estudos. De Corato et al. (2017), levaron a cabo un
experimento para comprobar a composicién de extractos de dita alga, e
para ver a sua eficacia. Obtiveron que a alga crua, presentaba un 42%
de lipidos, un 22% de polisacaridos solubles en auga e un 0,4% de
compostos fendlicos, todos eles produtos que poden intervir na defensa

da planta.

No noso caso observamos que o tratamento con Undaria pinnatifida non
dou resultados de inhibicion do fungo, senén todo o contrario xa que a
area de infeccidbn é maior nos individuos tratados ca nos individuos

control.

Pola contra, hai diversos traballos que si obtefien un resultado positivo
ao empregar Undaria como antifunxico, como € o caso de De Corato et
al. (2017), o cal di que os extractos de U. pinnatifida tefien un efecto
inhibidor contra Botrytis, en ensaios realizados en froita, xa que a alga foi
capaz de reducir a infeccion. Neste caso empregaron, fresas,

melocotons e limoéns.

Do mesmo xeito, Leal (2017) acadou resultados positivos contra Botrytis
cinerea ao aplicar U. pinnatifida. Con todo, nese caso, empregouse
pemento como especie de estudo, en lugar de feixdn, o que pode

explicar as diferenzas obtidas.

De igual maneira, hai estudos que empregan feixén, pero cambian o
indutor, nos que tamén obtiveron resultados significativos na resistencia
ante Botrytris cinerea, como € o caso de Cotelo (2016). Neste estudo
empregaron a hormona bencilaminopurina, unha citoquinina, como

indutor.
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Xeralmente, as citoquininas asoécianse coa resposta da planta ante
biotrofos (Pieterse et al., 2011), posto que intervefien na sinalizacién do
acido salicilico. Pero neste caso, Cotelo (2016), as citoquininas foron
capaces de inducir a resistencia ante un patéxeno necrotrofo, ao igual

que noutros estudos como o de Rey, (2016).

Cabe salientar o efecto potenciador da infeccion, xa que o aplicar o
extracto Undaria observaronse lesion significativamente maiores. Este
efecto a nivel local pode ser debido a sustancias contidas no extracto
que entran en contacto directo co fungo Botrytis. E posible que o
extracto contefia sustancias, como azucres, que o fungo use como
nutrientes. Cabe salientar que o extracto esta moi diluido, polo que a

dispofibilidade destes nutrientes non deberia ser moi elevada.

No que se refire ao experimento co epibrasinélido, tampouco obtivemos
resultados favorables, sendn que nos sucede algo similar ca con U.
pinnatifida, a area de lesion &€ maior nos individuos tratados ca nos
individuos control. Pola contra, neste caso atopamos diferencias mais
significativas entre o control e o tratamento, na resposta sistémica da
planta, cando antes os resultados mais significativos obtivéronse en
resistencia local. Polo tanto, 6 contrario ca caso anterior, o efecto do

brasinélido non e directo sobre o fungo.

En contraposicion, hai diversos estudos nos que os resultados, ao
empregar brasinoesteroides como indutores, foron positivos, € dicir,

estas hormonas foron capaces de inducir a resistencia das plantas.

Un exemplo € o traballo de Nakashita et al. (2003), no cal empregaron
arroz e tabaco, para comprobar a sua resistencia fronte a diferentes
enfermidades. Compre sinalar que tanto as plantas empregadas como
os axentes causantes de enfermidade non foron os mesmos cos usados
neste traballo. Nakashita et al. (2003) usaron os patoxenos virus do

mosaico do tabaco (TMV), Oidium sp. e Pseudomonas syringae.

Estes tres patdxenos, pertencen ao grupo dos biotrofos, o que apoiaria
que os nosos datos non fosen positivos, xa que empregamos un

patoxeno necrotrofo. Por tanto, a planta estariase defendendo contra un
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patoxeno que non a esta atacando, provocando que a defensa fronte ao
necrotrofo non fose efectiva, e mais, ao activar unha resposta

antagonica inhibise a resposta contraria.

Bjornson et al. (2016), tamén concluiron que ao aplicar brasindlidos
diminuia o dano causado por Botrytis cinerea, pero no seu caso O
estudio foi realizado en arabidopsis. Por ilo, e importante cofecer o
efecto que ten o brasindlido na planta que se queira protexer, xa que a

mesma sustancia produce respostas diferentes dependendo da especie.

Do mesmo xeito, Peres et al. (2019) expofien que en arabidopsis, os
brasinoesteroides poden regular os niveis de etileno, e como vimos esta
hormona intervén na defensa da planta contra necrotrofos. Afirman que
niveis baixos de BRs inhiben a sintese de etileno, mentres que niveis

altos de BRs promoven a sintese do mesmo.

Isto poderia explicar tamén os nosos resultados, posto que se a
cantidade de brasinoesteroides non foi suficiente cabe a posibilidade de
que os niveis de etileno tampouco o fosen, levando & inhibicion da

resposta da planta.

Por outra banda, Campos et al (2009), estableceron unha relacién
antagonica entre as hormonas jasmonatos e brasinoesteroides.
Afirmando que na planta, que eles usaron, tomate, os brasinoesteroides
non inducian a resposta senén que a inhibian, en contraposiciéon ao que

sucede con arabidopsis.

Estableceron que a planta presentaba un “dilema de asignacion de
recursos”, € dicir, por un lado a sintese de JA inducia o destino de
recursos a defensa da planta, e por outro lado a sintese de BRs inducia

ao crecemento da mesma.

Os resultados obtidos por Campos et al. (2009) apoian 0s nosos
resultados, xa que se as plantas tratadas co brasinoesteroide estivesen
dedicando a maioria de recursos o crecemento, a defensa da planta

fronte a B. cinerea veriase minguada.
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Bajguz e Hayat (2009), expuxeron que os brasinoesteroides son
responsables da estimulacidén da sintese proteinas relacionadas coa

patoxénese ao aumentar o nivel de acido salicilico.

Ao incrementar o nivel de SA, a resposta que produce a planta € a SAR,
que como xa se dixo, intervén ante patoxenos biotrofos. Polo que
chegamos a mesma conclusién ca co estudo realizado por Nakashita et
al. (2003). Como Botrytis € un fungo necrotrofo, a resposta dada pola
planta, seria ineficiente, posto que se estaria a defender contra
patoxenos que non presenta, evitando asi unha resposta ante Botrytis

efectiva.

Ademais, concluen que dependendo do modo e do tempo de aplicacion
dos brasinoesteroides, o resultado pode ser a proteccion ou a non-

proteccion ante o patdxeno.

Debemos ter en conta que nos estudos citados anteriormente ((Campos
et al., 2009); (Peres et al., 2019)) e tamén noutros traballos como o de
Huot et al. (2014), os autores insisten na necesidade da realizacion de
mais estudos para establecer claramente o papel regulador entre os
brasinoesteroides e as outras hormonas das plantas, asi como a

interaccion cos patéxenos.
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7. Conclusions

A aplicacion esdxena do extracto de Undaria pinnatifida induciu nas
follas de P. vulgaris susceptibilidade fronte o fungo Botrytis cinerea
a nivel local. Polo tanto, o extracto de Undaria pinnatifida a
concentracion usada e co método de aplicacion empregado non e
efectivo para a proteccion de P. vulgaris fronte a Botrytis cinerea.

A aplicacion esdxena do brasinélido tamén induciu nas follas de P.
vulgaris susceptibilidade fronte o fungo Botrytis cinerea pero neste
caso a nivel sistémico. Polo tanto, o brasindlido a concentracion
usada e co método de aplicacidén empregado non e efectivo para a

proteccion de P. vulgaris fronte a Botrytis cinerea.

Conclusiones

La aplicacion exogena del extracto de Undaria pinnatifida indujo
susceptibilidad en las hojas de P. vulgaris frente al hongo Botrytis
cinerea a nivel local. Por lo tanto, el extracto de Undaria
pinnatifida a la concentracion usada y con el método de aplicaciéon
empleado no es efectivo para la proteccion de P. vulgaris frente a
Botrytis cinerea.

La aplicacion exdgena del brasindlido también indujo
susceptibilidad en las hojas de P. vulgaris frente al hongo Botrytis
cinerea pero en este caso a nivel sistémico. Por lo tanto, el
brasindlido a la concentracion usada y con el método de
aplicacion empleado no es efectivo para la proteccion de P.

vulgaris frente a Botrytis cinerea.

Conclusions

The exogenous application of the Undaria pinnatifida extract

induced susceptibility in P. vulgaris against the fungus Botrytis
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cinerea at local level. Therefore, the Undaria pinnatifida extract, at
the concentration used and with the employed application method,
is not effective protecting P. vulgaris against Botrytis cinerea.

The exogenous application of the brassinolide also induced
susceptibility in P. vulgaris against the fungus Botrytis cinerea but
in this case at systemic level. Therefore, the brassinolide, at the
concentration used and with the employed application method, is

not effective protecting P. vulgaris against Botrytis cinerea.
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