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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 pimiento y judia que posteriormente se inocularon
con el patégeno Phytophthora capsici. El tratamiento con el cultivo esterilizado de Fo47 redujo
significativamente los sintomas de la infeccidn por P. capsici en ambas especies de plantas,
tratdndose de un fenémeno de resistencia inducida. En judia se determind la actividad
peroxidasa, una enzima clasificada como proteina PR implicada en la defensa de la planta
frente a patégenos, ademas del contenido en compuestos fendlicos solubles totales y la
abundancia de lignina. Las plantas de judia tratadas con el cultivo esterilizado de Fo47 y
posteriormente inoculadas con P. capsici experimentaron un aumento significativo de la
actividad peroxidasa; sin embargo, hubo una reduccién significativa en compuestos fendlicos
solubles totales y la ausencia de cambios en la abundancia de lignina. Se analizé el nivel de
expresion de tres genes relacionados con la defensa en pimiento, CABPR1, CASC1 y CAPO1. La
expresion de CABPR1 en las plantas de pimiento inducidas con el cultivo esterilizado de Fo47
no experimentd cambios significativos ni antes ni después de la inoculacién con P. capsici,
CASC1 aumento significativamente en las plantas inducidas con el cultivo esterilizado de Fo47
e inoculadas con el patégeno, y CAPO1 se redujo significativamente en las plantas inducidas
con el cultivo esterilizado de Fo47 en ausencia del patégeno. Estos resultados demuestran que
el cultivo esterilizado de Fo47 provoca una respuesta en ambas especies de plantas cultivadas,
lo que se traduce en una resistencia inducida frente a P. capsici.

Resumo

O axente de control bioldxico Fusarium oxysporum Fo47 reduce os sintomas de varias
enfermidades en plantas cultivadas. Neste estudo utilizouse un cultivo esterilizado de Fo47
como elicitor para tratar plantas de pemento e feixdn que posteriormente foron inoculadas co
patéxeno Phytophthora capsici. O tratamento co cultivo esterilizado de Fo47 reduciu
significativamente os sintomas da infeccidn por P. capsici en ambas as duas especies de
plantas, constituindo un fendmeno de resistencia inducida. En feixdn determinouse a
actividade peroxidasa, unha enzima clasificada como proteina PR implicada na defensa das
plantas contra patéxenos, ademais do contido en compostos fendlicos solubles totais e a
abundancia de lignina. As plantas de feixdn tratadas co cultivo esterilizado de Fo47 e
posteriormente inoculadas con P. capsici experimentaron un aumento significativo na
actividade peroxidasa; sen embargo, houbo unha reducidn significativa en compostos fendlicos
solubles totais e a ausencia de alteraciéns na abundancia de lignina. Analizouse o nivel de
expresion de tres xenes relacionados coa defensa de pemento, CABPR1, CASC1 e CAPO1. A
expresion de CABPR1 nas plantas de pemento inducidas co cultivo esterilizado de Fo47 nos
experimentou cambios significativos nin antes nin despois da inoculacién con P. capsici. CASC1
aumentou significativamente nas plantas inducidas co cultivo esterilizado de Fo47 e inoculadas
co patéxeno, e CAPO1 reduciuse significativamente nas plantas de pemento tratadas con
cultivo esterilizado de Fo47 en ausencia do patdéxeno. Estes resultados demostran que o
cultivo esterilizado de Fo47 provoca unha resposta en ambas as duas especies de plantas
cultivadas, o que se traduce nunha resistencia inducida fronte a P. capsici.



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
pepper and bean plants before inoculation with the pathogen Phytophthora capsici. Treatment
with the sterilized culture of Fo47 reduced significantly the symptoms of the infection by P.
capsici in both plants, being a phenomenon of induced resistance. In bean the peroxidase
activity was measured; this enzime is classified as a PR protein and is involved in plant defense
against pathogens. In addition, the total soluble phenolic compounds and abundance of lignin
was determined. Bean plants treated with the sterilized culture of Fo47 and then inoculated
with Phytophthora capsici experienced a significant increase in the peroxidase activity;
however, there was a significant reduction in total soluble phenolic compounds and the
absence of changes in the abundance of lignin. The expression of three defense-related genes
defense in pepper, CABPR1, CASC1 and CAPO1 was analyzed. CABPR1 expression in pepper
plants induced with the sterilized culture of Fo47 experienced no significant changes before or
after inoculation with Phytophthora capsici. CASC1 significantly increased in pepper plants
induced with the sterilized culture of Fo47 and inoculated with pathogen. CAPO1 was
significantly reduced in pepper plants induced with sterilized culture of Fo47 in absence of the
pathogen. These results show that the sterilized culture of Fo47 causes a response in both crop
species, leading to an induced resistance against P. capsici.
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1. Introduccién
1.1. Enfermedades de las plantas

Las plantas fijan la energia solar que coordina practicamente todos los procesos vitales en la
Tierra, constituyendo de forma directa o indirecta todo alimento del que dependen seres
humanos y animales (Pieterse et al., 2014). En la naturaleza, las plantas crecen bien siempre y
cuando el suelo les proporcione los nutrientes suficientes y las condiciones de humedad, luz y
temperatura sean las adecuadas; sin embargo, las plantas también enferman, creciendo y
produciendo poco, y exhibiendo diferentes tipos de sintomas que a menudo conducen a la
muerte de determinadas partes de la planta o de la planta entera (Agrios, 2004). Ademas de
las condiciones medioambientales desfavorables, entre los agentes causantes de
enfermedades y otros tipos de estrés en las plantas se encuentran multiples patégenos y
plagas, como virus, bacterias, hongos, oomicetos, protozoos, nematodos, insectos e incluso
otras plantas (plantas parasitas) (Pieterse et al., 2012; Veloso et al., 2014). La gran importancia
econdmica y alimentaria de los cultivos vegetales hace necesaria la adaptacion de las plantas a
todos estos estreses para lograr su supervivencia y propagacién (Rasmann et al., 2012).

Anualmente las enfermedades de las plantas provocan una reduccidén en la produccion y/o
causan la destruccién de un 14,1% de los cultivos a nivel mundial, lo que supone una pérdida
de aproximadamente 220.000 millones de délares al afio; generalmente esta pérdida es menor
en los paises mas desarrollados y mayor en aquellos en desarrollo, que necesitan mayor
cantidad de alimento. El tipo y cantidad de pérdidas provocadas por enfermedades varian
segln la planta o producto vegetal, el patogeno, la localidad, el medio ambiente, las medidas
de control utilizadas y la combinacién de todos estos factores. Es de vital importancia el
control de enfermedades de las plantas para evitar una reduccidn en la cantidad y calidad de
los alimentos y la posible subida del precio de los mismos, de modo que el resultado sea una
mayor cantidad de alimento de mejor calidad (Agrios, 2004).

En el presente trabajo fin de master vamos a estudiar una estrategia de control de uno de los
patégenos que causan mas pérdidas a nivel mundial, el oomiceto Phytophthora capsici (Erwin
& Ribeiro, 1996).

1.2. Phytopthora capsici

Los organismos tradicionalmente considerados como “hongos” se ubican actualmente en tres
reinos distintos, Chromista, Protozoa y Fungi. P. capsici pertenece al reino Chromista, clase
Oomycetes, orden Peronosporales y familia Pythiaceae (Hawksworth et al., 1995). Las especies
pertenecientes al género Phytophthora se clasifican en 10 clados principales; P. capsici
pertenece al clado 2 (Blair et al., 2008).

Los hongos verdaderos y los oomicetos constituyen el grupo mds importante de agentes
causantes de enfermedades en las plantas, pero Phytophthora y otros oomicetos tienen ciertas
caracteristicas bioldgicas que los diferencian de 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 por B-1,3-
glucano y celulosa (Cavalier-Smith, 1998; Garcia-Jiménez et al., 2010; Sanchez et al., 2010).

Phytophthora capsici fue descrito por primera vez en 1922 en plantaciones de pimiento en
Nuevo Méjico (Leonian, 1922).

P. capsici es un patdgeno altamente dindmico y destructivo. La enfermedad provocada por
este patdgeno ataca a un gran nimero de especies vegetales (Figura 1 y Tabla 1) provocando
marchitez foliar y podredumbre de tallos, raices y frutos (Kim et al., 1997; Hausbeck & Lamour,
2004). La infeccidn se caracteriza por una rapida expansion y por la presencia de lesiones
necroticas y blandas (Figura 1) (Baysal et al., 2005; Candole et al., 2012; Kousik et al., 2012). La
enfermedad puede aparecer en cualquier etapa del ciclo de la planta, y los sintomas varian
considerablemente en funcion de la especie vegetal, el area de infeccion y las condiciones
ambientales (Baysal et al., 2005; Lamour et al., 2012). La edad de la planta o del fruto también
afecta a la susceptibilidad a la enfermedad (la enfermedad suele ser mas severa en las plantas
y frutos mas jovenes y pequefios) (Granke et al., 2012).

Figura 1. Sintomas provocados por P. capsici en diferentes huéspedes. Podredumbre del
fruto en pepino (A), sandia (B), tomate (C), berenjena (D), calabaza (E) y calabacin (F);
podredumbre radical en calabaza (G); Podredumbre de cuello en manzano (H). Imagenes
tomadas de Granke et al., 2012 (A, F), Gevens et al., 2011 (B), Cornell University
http://phytophthora.pppmb.cals.cornell.edu/biology.html (C, D), Lamour et al., 2012 (E, G) y
Diseases of Urban Plants http://ag.arizona.edu/pubs/diseases/az1124/#phyd (H).



Tabla 1. Principales especies huésped de P. capsici (Erwin & Ribeiro, 1996; Gevens et al., 2011;
Lamour et al., 2012; Granke et al., 2012).

Familia Nombre cientifico Nombre comun
Aloaceae Aloe sp. Aloe
Apiaceae Daucus carota L. Zanahoria
Brassicaceae Brassica oleracea var. botrytis Coliflor
Brassica rapa L. Nabo
Raphanus sativus L. Rébano
Caricaceae Carica papaya L. Papaya
Caryophyllaceae Dianthus barbatus L. Clavel
Chenopodiaceae Beta vulgaris L. Remolacha
Beta vulgaris var. cicla Acelga
Spinacia oleracea L. Espinaca
Cucurbitaceae Citrullus sp. Meldn
Citrullus lanatus Thunb. Sandia
Cucumis sativus L. Pepino
Cucurbita mdxima Dcne. Calabaza
Cucurbita pepo L. Calabacin
Ebenaceae Diospyros kaki L. Caqui
Fabaceae Medicago sativa L. Alfalfa
Phaseolus sp. Judia
Pisum sativum L. Guisante
Vicia faba L. Haba
Lauraceae Persea americana L. Aguacate
Liliaceae Allium cepa L. Cebolla
Linaceae Linum sp. Lino
Malvaceae Gossypium hirsutum L. Algodon
Moraceae Ficus carica L. Higo
Orchidaceae Vanilla planifolia Andr. Vainilla
Piperaceae Piper nigrum L. Pimienta
Proteaceae Macadamia ternifolia L. Nuez de Macadamia
Rosaceae Malus pumila Mill. Manzano
Prunus persica L. Melocotén
Rutaceae Citrus spp. Citricos
Solanaceae Capsicum annuum L. Pimiento
Datura stramonium Estramonio
Solanum lycopersicum Mill. Tomate
Nicotiana sp. Tabaco
Petunia sp. Petunia
Solanum melongena L. Berenjena
Sterculiaceae Theobroma cacao L. Cacao

P. capsici presenta un ciclo de vida con fase sexual y fase asexual (esto dificulta en gran medida
el control de la enfermedad) y cuya mayor parte requiere la presencia de un huésped (Ko¢ &
Ustiin, 2012; Lamour et al., 2012). Aproximadamente la mitad de las 60 especies reconocidas
del género Phytophthora son homotalicas; sin embargo, P. capsici es una especie heterotalica.
Esto implica la necesidad del contacto directo de los dos tipos de compatibilidad (A1 y A2) para
la reproduccion sexual (Ko, 1988; Tyler, 2002). Cuando los micelios de Al y A2 entran en
contacto comienza la produccion de los gametangios masculinos y femeninos (anteridios y
oogonios, respectivamente), que se fusionan entre si formando oosporas diploides capaces de
persistir en el suelo durante afios vy resistir las condiciones ambientales desfavorables (Figura
2A, B). Las oosporas requieren cierto periodo de dormicién, generalmente mayor a cuatro
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semanas, para germinar y producir micelios sexualmente viables (Satour & Butler, 1968; Erwin
& Ribeiro, 1996). Las oosporas germinan produciendo tubos germinales que se ramifican
dando lugar al micelio tipico y/o producen esporangios y largos pedicelos (Figura 2C) (Bowers
et al., 1990; Lamour & Hausbeck, 2003; Garcia-Jiménez et al., 2010; Jiménez-Diaz &
Zabalgogeazcoa, 2010; Lamour et al., 2012).

Figura 2. Estructuras reproductoras de P. capsici. (A) Oosporas; (B) Oospora

empezando a germinar; (C) Esporangios; (D) Esporangio empezando a liberar
las zoosporas que lleva en su interior; (E, F) Esporangio liberando las
zoosporas. Imagenes tomadas de Cornell University
http://phytophthora.pppmb.cals.cornell.edu/biology.html (A, B, C, D, F) y
Gevens et al., 2011 (E).

Esta especie puede producir un elevado nimero de esporangios en la superficie del tejido
afectado. En el interior de los esporangios se forman zoosporas biflageladas que se liberan al
medio (Figura 2D, E, F) en condiciones de lluvia o eventos de riego, desplazandose por
guimiotaxis hacia la planta y siguiendo un geotropismo negativo (Lamour et al., 2012). En el
caso de Phytophthora spp. y Pythium spp. (familia Pythiaceae) la quimiotaxis parece ser una
respuesta inespecifica a ciertos aminoacidos (acido aspartico, acido glutdmico, arginina,
metionina), y al etanol secretado por las raices en anaerobiosis asociada con la saturacion
acuosa en el suelo (Hardham, 1992; Cooke & Whipps, 1993). 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 las zoosporas son atraidas preferentemente por zonas anddicas o catddicas. El
desplazamiento quimiotactico finaliza con el enquistamiento de la zoospora, su adhesién a la
superficie vegetal y la formacién del tubo germinativo. La estimulacidn del enquistamiento da
lugar a una serie de rdpidos cambios estructurales en la zoospora, entre ellos la separacién o
retraccion 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). El tubo germinativo, con la ayuda de enzimas secretadas, penetra en la
cuticula de la planta directamente y coloniza 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 preparacidn para la invasién
subsiguiente (Jiménez-Diaz & Zabalgogeazcoa, 2010; Lamour et al., 2012). P. capsici también
puede infectar partes aéreas de la planta, como frutos y hojas. La penetracion de la superficie
de las hojas por P. capsici ocurre directamente o a través de aberturas naturales como los
estomas (Hausbeck & Lamour, 2004).

La lluvia y el exceso de humedad en el suelo son los principales factores que contribuyen a la
infeccidn inicial y la propagacién de P. capsici (Figura 3) (Bowers et al., 1990; Bowers &
Mitchell, 1990; Ristaino et al., 1991; Ristaino, 1992; Ristaino et al., 1993). Este oomiceto puede
crecer a temperaturas de entre 7 y 37°C, pero una temperatura de 27-32°C es 6ptima para la
produccion de zoosporas y el proceso de infeccion. En condiciones dptimas de temperatura y
alta humedad relativa el tiempo desde la infeccién hasta la esporulacién es de 2-3 dias, por lo
que P. capsici puede afectar rapidamente a campos de cultivo enteros (Gevens et al., 2011;
Lamour et al., 2012).

Cada esporangio produce 20-40
zoosporas biflageladas

P. capsici se propaga por el agua a
través del agua de lluvia o de riego

En las plantas infectadas se producen
millones de esporangios asexuales

E=T=

Las oosporas sobreviven

durante afios en el suelo;
cuando las condiciones
son favorables inician el
proceso de infeccién Cuando Aly A2 entran en
contacto se producen

anteridios y oogonios que

se fusionan para formar
oosporas

Figura 3. Ciclo de infeccidn de P. capsici. Tomado y modificado de Cornell University
http://phytophthora.pppmb.cals.cornell.edu/biology.html.

P. capsici es considerado un organismo hemibiotrofo. La estrategia de infeccién 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 antelacién a su invasion (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



actia como un organismo necrotrofo, matando las células infectadas y causando necrosis y
colapso tisular. El colapso tisular es seguido de la aparicién de los esporangios, lo que
proporciona los medios necesarios para la dispersion y el comienzo de un nuevo ciclo de
infeccidn (Lamour et al., 2012). El periodo de tiempo que transcurre entre la fase biotrofica 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). La expresién de los sintomas tras la cosecha se ve favorecida por el
calor y las condiciones de alta humedad (Granke & Hausbeck, 2010).

1.3. Huéspedes de Phytophthora capsici: Capsicum annuum L. y Phaseolus vulgaris L.

El pimiento (Capsicum annuum L.) constituye uno de los cultivos vegetales de mayor
importancia a nivel mundial. Perteneciente a la familia Solanaceae, su fruto puede ser
consumido como vegetal fresco o bien deshidratado para su uso como especia (Zhang et al.,
2013; Choi & Hwang, 2015). Tiene gran importancia econémica en la region de Galicia, donde
el cultivar de mayor relevancia es Padréon (Pomar et al., 2001; Veloso & Diaz, 2012). En el afio
2013 se produjeron aproximadamente 999600 toneladas de pimiento en Espana (FAOSTAT
2015). Los cultivos de pimiento son atacados por diferentes patdgenos que causan serias
pérdidas en cuanto a produccion. Una de las enfermedades mads destructivas a nivel mundial
es la conocida como “tristeza” del pimiento, causada por P. capsici (Figura 4A, B, C) (Hwang &
Kim, 1995; Ristaino & Johnston, 1999; Lee et al., 2001; Hausbeck & Lamour, 2004).
Estrechamente relacionada con la alteracion del equilibrio hidrico vegetal, los sintomas que
caracterizan esta enfermedad son fundamentalmente la pérdida de turgencia de los tejidos (lo
que se traduce en marchitamientos parciales o totales), la menor intensidad del color verde en
los 6rganos aéreos y el menor desarrollo global de la planta (Palazén & Palazén, 1989). Se ha
demostrado la presencia de P. capsici en cultivos de pimiento en diferentes zonas de Espania,
especialmente en localidades mediterraneas como Tarragona, Valencia, Alicante y Murcia,
pero Galicia es probablemente una de las zonas en las que mas pérdidas ha provocado este
patogeno (Bartual et al., 1991; Pomar et al., 2001).

P. capsici también ataca a la judia comun (Phaseolus vulgaris L.) (Figura 4D, E, F) (Gevens et al.,
2008). La judia es una de las leguminosas de mayor importancia a nivel mundial cultivada
ampliamente en el norte de Espaiia (Galicia y Asturias) por su alto valor de mercado y su buena
composicion nutricional, suponiendo una importante fuente de proteinas y calorias (Santalla et
al., 1999; Ocampo et al., 2005; Olmedilla-Alonso et al., 2013). En el afio 2013 se produjeron
aproximadamente 177600 toneladas de este cultivo en Espafia (FAOSTAT, 2015).

Las notables pérdidas (tanto econdmicas como de produccion) en estos cultivos por la accion
de P. capsici hacen necesaria la busqueda de un control integrado de la enfermedad provocada
por este patdgeno. Para ello, es fundamental profundizar en el conocimiento de la interacciéon
entre estas dos especies vegetales y P. capsici.



Figura 4. Efecto de P. capsici en pimiento (A, B, C) y judia (D, E, F). Imagenes
tomadas de Granke et al, 2012 (A, B, C) y Cornell University
http://phytophthora.pppmb.cals.cornell.edu/biology.html (D, E, F).

1.4. Comunicaciéon molecular planta-patégeno

La mayoria de las plantas son resistentes ante el contacto directo con organismos
potencialmente patdgenos; estas interacciones son incompatibles y se denominan
interacciones de no huésped, mientras que aquellas interacciones con plantas susceptibles al
ataque de un patdégeno se denominan interacciones de huésped (Van der Ent et al., 2008).

Las plantas han sido capaces de desarrollar un sistema inmune inducible basado en el
reconocimiento especifico de moléculas derivadas de patdgenos; el desarrollo evolutivo de
este sistema se representa como un modelo en zig-zag (Figura 5) (Chisholm et al., 2006; Jones
& Dangl, 2006). La activacién de la defensa requiere el reconocimiento por parte de la planta
de sefiales/moléculas producidas por el propio patdgeno; estas sefiales son reconocidas por
dos clases de receptores, los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, Pattern
Recognition Receptors) y las proteinas R (Jones & Dangl, 2006; Dodds & Rathjen, 2010). En una
primera fase, los PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns) o MAMPs (Microbe
Associated Molecular Patterns) son reconocidos por los PRRs activdandose la conocida como
inmunidad desencadenada por PAMPs (PTIl; PAMP-triggered immunity). Los PRRs también
reconocen sefiales enddgenas vegetales que surgen del dafio causado por la infeccidon
patogénica (DAMPs; Damage Associated Molecular Patterns) (Jones & Dangl, 2006). Para
superar esta primera linea de defensa, el patégeno desarrolla efectores que son secretados en
la interfaz del patégeno con la célula vegetal, evitando la deteccién de PAMPs por el huésped o
suprimendo la sefializacién de la PTI (Abramovitch & Martin, 2004; De Jonge et al., 2010;
Bardoel et al., 2011; Pieterse et al., 2012). Se produce asi la llamada susceptibilidad activada
por efectores (ETS; effector-triggered susceptibility) (Glazebrook et al., 2003; Chisholm et al.,
2006; Jones & Dangl, 2006). En una segunda linea de defensa vegetal las proteinas R median el
reconocimiento de la accion especifica de estos efectores, resultando en la conocida como
inmunidad desencadenada por efectores (ETI, effector-triggered immunity); se trata de una
respuesta acelerada y amplificada de la PTI que resulta en la resistencia a la enfermedad y esta



asociada generalmente con la respuesta hipersensible (HR), una forma de muerte celular
programada vegetal en los sitios de infeccidon que implica el aumento de la expresidn de genes
de defensa (Diaz et al., 2002). La HR limita al patdgeno al lugar inicial de la infeccidn,
restringiendo asi su crecimiento y propagacion (Stall et al., 2009). En una ultima fase, la
seleccion natural conduce a que el patdgeno evite la ETI, por ejemplo, desarrollando nuevos
efectores que supriman la ETI (Jones & Dangl, 2006). Numerosos estudios han demostrado que
la ETI y la PTI utilizan un conjunto de componentes de sefializacién que incluyen multiples
proteinas reguladoras, especies reactivas de oxigeno (ROS), éxido nitrico (NO) y fitohormonas
como el acido salicilico (SA), etileno (ET) y dacido jasmodnico (JA) (Nimchuk et al., 2003;
Glazebrook, 2005; Spanu, 2012). Generalmente los niveles de estas fitohormonas y de ROS
aumentan en los tejidos vegetales tras la infeccidn por el patogeno (Pieterse et al., 2012).
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Figura 5. llustracion del modelo en zig-zag del sistema inmune vegetal. Tomado y
modificado de Jones & Dangl (2006).

La PTI, y la ETI constituyen respuestas locales transitorias limitadas a los tejidos infectados por
patégenos. Sin embargo, las plantas pueden activar una inmunidad sistémica de larga
duracién; esta inmunidad sistémica puede ser iniciada por interacciones compatibles o
incompatibles locales que resultan en la resistencia sistémica adquirida (SAR) o en la
resistencia sistémica inducida por rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR-ISR)
(Pieterse et al., 1998; van Wees et al., 2000).

1.5. Resistencia inducida

La defensas vegetales pueden ser constitutivas o inducidas (defensa pasiva o activa
respectivamente) (Lucas, 1998). Estas defensas pueden ser estructurales, como por ejemplo
capas gruesas de cuticula, tricomas, depésitos de lignina, suberina o calosa en la pared celular
vegetal, o quimicas, basadas en la acumulacién de sustancias tdxicas en la célula vegetal tales
como compuestos fendlicos, fitoalexinas o proteinas PR (“Pathogenesis-Related proteins”)
(Van der Ent et al., 2008).

La resistencia inducida constituye una de las estrategias mas prometedoras en el control de los
agentes patégenos de plantas. La resistencia inducida es una forma de defensa activa que
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involucra la expresion diferencial de genes y cambios metabdlicos. En los ultimos afios ha

habido un gran nimero de estudios destinados a comprender cual es la mejor forma de

emplear esta estrategia para lograr la proteccion de cultivos (Walters et al., 2013). La

resistencia inducida confiere proteccion frente a una amplia gama de patdgenos y plagas,

como hongos, bacterias, virus, nematodos, plantas parasitas e insectos herbivoros (Sticher et
al., 1997; Benhamou & Nicole, 1999; Walling, 2000; Kessler & Baldwin, 2002), y puede ser
inducida por una amplia gama de agentes bidticos y abidticos (Tabla 2) (da Rocha &
Hammerschmidt, 2005; Lyon, 2007; Walters et al., 2013).

Tabla 2. Ejemplos de elicitores 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/ Planta Patégeno Referencia
inductor de resistencia protegida
Inductores biolégicos
Rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal
Ochrobactrum lupine/ Pimiento Xanthomonas axonopodis Hahm et al. (2012)
Novosphingobium pentaromativorans
Azospirillum brasilense REC3 Fresa Colletotrichum acutatum Tortora et al. (2012)
Bacillus subtilis FZB24 Fresa Sphaerotheca macularis Lowe et al. (2012)
Pseudomonas fluorescens WCS417r Arabidopsis Pseudomonas syringae pv. Weller et al. (2012)
tomato
Hongos promotores del
crecimiento vegetal
Fusarium equiseti Pepino Colletotrichum orbiculare Saldajeno & Hyakumachi (2011)
Rhizoctonia solani Saldajeno & Hyakumachi (2011)
Hongos de biocontrol y sus elicitores
Trichoderma asperellum SKT-1 Arabidopsis Pseudomonas syringae pv. Yoshioka et al. (2012)
tomato
T. harzianum T39 Vid Plasmopara viticola Perazzolli et al. (2011)
T. harzianum/T. atroviride Tomate Botrytis cinerea Tucci et al. (2011)
T. atroviride Pino Diplodia pinea Reglinski et al. (2012)
Fusarium oxysporum Fo47 Pimiento Phytophthora Veloso & Diaz (2012)
capsicif/Verticillium dahliae
Elicitor de Fo47 Judia Phytophthora capsici Lois (2014)
Hongos micorricicos arbusculares
Glomus intraradices Arroz Magnaporthe oryzae Campos-Soriano et al. (2012)
Glomus mosseae Maiz Rhizoctonia solani Song et al. (2011)
Endofitos
Piriformospora indica Cebada Blumeria graminis f.sp. Molitor et al. (2011)
hordei
Extractos de algas
Ulva armoricana Judia/vid/ Erysiphe polygoni, Erysiphe Jaulneau et al. (2011)
pepino necator, Sphaerotheca
fuligenea
Ulva lactuca Tomate Fusarium oxysporum f.sp. El Modafar et al. (2012)
lycopersici
Inductores quimicos y no bioldgicos
Acibenzolar-S-metil (ASM) Calabacin Phytophthora capsici Jietal (2011)
Haba Uromyces viciae-fabae Sillero et al. (2012)
Tomate Ralstonia solanacearum Hong et al. (2011)
Abo-Elyousr et al. (2012)
Fusarium oxysporum f.sp. Myresiotis et al. (2012)
radicis-lycopersici
Xanthomonas spp. Huang et al. (2012)
Acido B-aminobutirico (BABA) Tomate Phytophthora infestans Sharma et al. (2012)
Fosfito potdsico Arabidopsis Phytophthora cinnamomi Eshraghi et al. (2011)
Carbon vegetal (Biochar) Tomate Botrytis cinerea Elad et al. (2010)
Esparrago Fusarium oxysporum/F. Elmer & Pignatello (2011)

proliferatum




Originalmente el término elicitor se utilizaba para designar a aquellas moléculas capaces de
inducir la produccién de fitoalexinas; actualmente comprende todo aquel compuesto capaz de
estimular cualquier tipo de defensa vegetal (Ebel & Cosio, 1994; Hahn, 1996; Nirnberger,
1999). Esta definicion mas amplia incluye tanto sustancias de origen patégeno como
compuestos liberados por las plantas debido al ataque del mismo (Boller, 1995; Ebel & Cosio,
1994). Los elicitores no tienen una estructura quimica comun (pueden ser oligosacaridos,
péptidos, proteinas y lipidos) y se clasifican en generales (desencadenan respuestas de defensa
en plantas huéspedes y no huéspedes) y especificos de raza (inducen respuestas de defensa
que conducen a la resistencia a la enfermedad sdlo en los cultivares con resistencia especifica
de huésped) (Montesano et al.,, 2003). Los primeros elicitores fungicos proteicos
caracterizados forman parte de una pequefia familia de holoproteinas secretoras altamente
conservadas de 10 kD, las elicitinas. Las elicitinas son secretadas por diversas especies de
Phytophthora, induciendo resistencia en tabaco y otras plantas (Ricci et al., 1989; Bonnet et
al., 1996).

Los elicitores son capaces de desarrollar resistencia inducida en la planta; entre las respuestas
de resistencia inducida se han caracterizado bastante bien dos: la resistencia sistémica
adquirida (SAR) y la resistencia sistémica inducida (ISR).

1.5.1. SAR e ISR

La SAR es una respuesta inducida en los tejidos distales al lugar de infeccidon que implica la
propagacion de sefiales a larga distancia que confieran una capacidad defensiva mejorada en
aquellas partes de la planta que todavia se encuentran en buen estado (Figura 6) (Dempsey &
Klessig, 2012; Shah & Zeier, 2013). Estd asociada a un aumento local y sistémico del nivel de
acido salicilico (SA) y a un aumento en la expresion de proteinas PR, proteinas de la planta
huésped cuya expresidn se induce en situaciones de patogénesis o en situaciones relacionadas
(Vernooij et al., 1994; Hammerschmidt, 1999; van Loon, 1999; Vallad & Goodman, 2004).
Aunque el mayor interés de estas proteinas reside en su funcion en la respuesta de defensa de
las plantas, se sabe que también participan en otros procesos fisiolégicos del desarrollo de la
planta, incluyendo la germinacidn del polen y el crecimiento del tubo polinico, la fertilizacion,
la embriogénesis, la maduracion del fruto, y la germinacién de la semilla y la movilizacién de
las reservas del endospermo en semillas de cereales (San-Segundo & Coca, 2004).

En la SAR el SA se acumula primero en el lugar de infeccién y posteriormente en los tejidos y
organos distales (Jung et al., 2009). Se han descubierto varios metabolitos implicados en la
sefializacion a larga distancia de la SAR: MeSA (salicilato de metilo), el diterpenoide DA
(dehidroabietinal), un factor dependiente de G3P (glicerol-3-fosfato), AzA (acido azelaico), y
Pip (acido pipecolico) (Pieterse et al., 2014). Es necesaria la formaciéon de MeSA en el lugar de
la infeccidn (nivel local) y la conversidn del MeSA en SA a nivel sistémico para generar la SAR
(Park et al., 2007).

La ISR 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). A diferencia
de la SAR, la induccién de ISR no estd asociada a la acumulacion de SA y proteinas PR; esta
mediada por rutas de sefalizacion dependientes del acido jasmonico (JA) y etileno (ET) (Figura
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6) (Van Wees et al., 2000; Nuez et al., 2004; Vallad & Goodman, 2004; Gutiérrez & de la Torre-
Almaraz, 2007). La PGPR-ISR ha demostrado ser eficaz contra el ataque de patdgenos
necrotrofos e insectos herbivoros (Van Wees et al., 2008; Pineda et al., 2010). Ciertos cambios
bioquimicos caracteristicos de las plantas que expresan ISR se hacen evidentes sdlo en
respuesta a la infeccidn por el patdgeno y sélo en partes de la planta donde se requiere una
resistencia efectiva. Este fendmeno ha sido descrito como “priming”; es la respuesta vegetal
mas comun contra el estrés bidtico y abidtico y se traduce en una respuesta mas rdpida y
fuerte al ataque del patdgeno (Sticher et al., 1997; Conrath et al., 2001; Bruce et al., 2007;
Goellner & Conrath, 2008).
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Figura 6. Comparacion gréfica entre SAR e ISR. La flecha discontinua indica la transmisién
de una sefial por el floema. Tomado y modificado de Vallad & Goodman (2004).

Las diferencias entre la ruta ISR y la ruta SAR son debidas a la activacién de la proteina NPR1
(Non-Expressor of PR), que es capaz de distinguir entre la presencia de rizobacterias o de SA en
la planta para producir dos tipos de respuesta, o bien activar la expresiéon de genes PR que
desencadenan la respuesta de tipo SAR o ISR (Garcia-Mas et al., 2004).

NPR1 constituye un regulador central de la SAR; relacionado con la via de sefializacién del SA
para la induccién de genes de defensa), NPR1 regula la expresion de genes de defensa a través
de la interaccién con los factores de transcripcion TGA (Dong, 2004; Gatz, 2012; Fu & Dong,
2013). Se ha propuesto que la actividad de NPR1 esta controlada por las proteinas de unién a
SA NPR3 y NPR4, que funcionan como receptores del SA y pueden unirse fisicamente a NPR1
en funcidn de la concentracion de esta hormona. NPR4 se uniria a NPR1 en ausencia de SA,
mientras que NPR3 requiere SA para unirse a NPR1 (NPR4 tiene una alta afinidad por el SA 'y
NPR3 una baja afinidad) (Fu et al., 2012). NPR3 controlaria la activacion de la HR en el sitio de
infeccion y NPR4 controlaria la activacién de genes de defensa en los tejidos circundantes y
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distales. Sin embargo, NPR1 también es capaz de unirse al SA independientemente de NPR3 y
NPR4 y de responder a interacciones con este ligando mediante cambios conformacionales,
por lo que se ha propuesto que NPR1 seria por si mismo un receptor de SA (Wu et al., 2012).

El fendmeno de “priming” también se ha observado durante la expresiéon de SAR en plantas
tratadas con productos quimicos agonistas del SA o inoculadas con diferentes patdgenos
(Figura 7) (Goellner & Conrath, 2008; Luna & Ton, 2012). Cuando las plantas se exponen al
patégeno durante largos periodos de tiempo el efecto de “priming” puede ser transmitido a la
progenie y responder ante un estrés bidtico de forma similar a la de sus progenitores (Luna &
Ton, 2012; Slaughter et al., 2012). Los mecanismos epigenéticos implicados en este “priming”
transgeneracional implicarian modificaciones de histonas (metilacién, acetilacién,
SUMOilacién, fosforilacion), cambios en la metilacion del DNA y modificaciones de la
cromatina (Jung et al., 2012; Pastor et al., 2013). NPR1 seria un factor clave para el
establecimiento del “priming transgeneracional”; al ser un posible receptor del SA, la
priming”

| “

percepcién y sefalizacion del SA seria fundamental para la consecucidon de
transgeneracional (Veloso et al., 2014).
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implicados en la SAR e ISR. Tomado vy
modificado de Pieterse et al. (2014).
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La ISR no es dependiente de SA y no se asocia a la expresion de proteinas PR antes del ataque
del patégeno, por lo que la funcidn de NPR1 en esta forma de resistencia inducida se
desconoce todavia (Van der Ent et al., 2008). Un importante regulador transcripcional de
“priming” durante la ISR es el factor transcripcional MYC2 (Fig. 7) (Pozo et al., 2008; Stein et
al.,, 2008). Otras proteinas de sefalizacion implicadas en este fendmeno son las MAPKs
(mitogen-activated protein kinases) (Pieterse et al., 2014). Durante este fendmeno se produce
una mayor deposicién de calosa (barreras estructurales) cuya regulacion estd mediada por el
acido abscisico (ABA) (Fig. 7).

1.6. Aplicacion practica de hongos como inductores de resistencia: el caso de Fusarium

El uso de hongos en la induccidn de resistencia esta bien documentado (Punja & Utkhede,
2003). Fusarium representa un extenso género de hongos filamentosos ampliamente
distribuido en el suelo, y la mayoria de las especies descritas pertenecientes a este género son
saprofitas. Fusarium oxysporum incluye un significativo nimero 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 de Fusarium en una planta que no es su huésped puede
desencadenar resistencia inducida; ademads, la PTI en la planta generalmente es mas fuerte
que en el caso de las cepas patdgenas (Fravel et al., 2003). Se han ensayado diferentes cepas
de Fusarium oxysporum como agentes inductores de resistencia, algunas de ellas no patégenas
(Fuchs et al., 1997; Duijff et al., 1998; Larkin & Fravel, 1999; He et al., 2002; Elmer, 2004), y en
otros casos formae speciales capaces de infectar otros huéspedes (Biles & Martyn, 1989;
Huertas-Gonzalez et al., 1999). Teniendo en cuenta la estrecha especificidad de huésped de las
cepas patodgenas, la ausencia de patogenicidad en ciertas especies de plantas puede ser
simplemente una consecuencia de incompatibilidad con una planta no huésped, que podria
ser suficiente para inducir respuestas de defensa en la planta y protegerla contra ataques
posteriores de otros patégenos. La colonizacidn por una cepa no patégena o patégena implica
diferencias en la respuesta de defensa vegetal; estas diferencias pueden ser debidas a PAMPs
(o MAMPSs) o a la existencia de efectores especificos que modulan la respuesta de defensa (Vos
etal., 2014). Por otra parte, en algunos casos F. oxysporum no sélo induce resistencia, sino que
también funciona compitiendo con el patégeno (por ejemplo, con Fusarium spp.), confiriendo
asi una proteccidn adicional (Fravel et al., 2003).

El tratamiento de sandia con Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum induce resistencia
sistémica contra determinados patdgenos aéreos (Biles & Martyn, 1989). La resistencia de
Asparagus densiflorus a F. oxysporum f. sp. asparagi se correlaciona con la induccién de laHRy
el aumento de la actividad peroxidasa y PAL (He et al., 2001). El uso de cepas no patdogenas de
F. oxysporum indujo SAR en A. officinalis contra la cepa patégena F. oxysporum f. sp. asparagi.
Esta resistencia inducida se asocié con la activacién de enzimas relacionadas con la defensa y
la acumulacién de lignina, junto con la sobreexpresion de genes de respuesta a SA (He et al.,
2002); la participacion de una via de sefializacion dependiente de SA se confirmdé mediante el
uso de inhibidores de la biosintesis de SA (He & Wolyn, 2005). El aumento de la actividad
peroxidasa y PAL y la acumulacion de lignina constituyen componentes clave en la resistencia a
la enfermedad local y sistémica (Kombrink & Somssich, 1995). La actividad PAL se asocia con la
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biosintesis de metabolitos toxicos tales como fitoalexinas, fenoles, ligninas y SA en las vias de
defensa vegetales (Mauch-Mani & Slusarenko, 1996). F. oxysporum f. sp. lycopersici (patégena
en tomate) es capaz de proteger a pimiento contra Verticillium dahliae, Phytophthora capsici y
Botrytis cinerea e induce un incremento en los niveles de compuestos fendlicos. Al proteger
frente a patdgenos del suelo y también aéreos, la respuesta inducida por F. oxysporum f. sp.
lycopersici es tanto local como sistémica, asi como no especifica (Diaz et al., 2005). Varios
estudios han tratado de identificar los elicitores especificos que producen tales respuestas de
defensa con el fin de evitar el uso del hongo vivo; un extracto crudo esterilizado de F.
oxysporum f. sp. lycopersici confirid proteccién a pimiento contra B. cinerea e indujo la
expresion de varios genes de defensa vegetales (Veloso & Diaz, 2013). La proteccion conferida
por F. oxysporum f. sp. lycopersici implica la activacién de diferentes genes relacionados con la
defensa (Silvar et al., 2009). Los compuestos fendlicos se relacionan con varias funciones
implicadas en la defensa vegetal, es decir, barreras fisicas y quimicas preformadas o inducibles
contra agentes patdgenos y sefializacidon local y sistémica para la expresion de genes de
defensa (Dixon et al., 2002). Tamietti et al. (1993) también observaron un aumento en los
niveles de compuestos fendlicos en plantas de tomate inoculadas con cepas no patdgenas de
Fusarium.

El uso de cepas no patégenas de F. oxysporum constituye una buena estrategia de control
bioldgico para proteger a la planta de una infeccidn posterior con una cepa patégena capaz de
provocar enfermedades vasculares (fusariosis) (Aimé et al., 2008). Las respuestas de defensa
vegetal son mas frecuentes e intensas tras la inoculacidon con una cepa de control biolégico
que con una cepa patogena (Olivain & Alabouvette, 1999; Olivain et al., 2003). La cepa no
patdgena Fusarium oxysporum 47 (Fo47), aislada de un suelo supresivo de la fusariosis, ha
demostrado ser un eficaz agente de control bioldgico induciendo respuestas de defensa en
varios cultivos, entre ellos tomate (Fuchs et al., 1997), guisante (Benhamou & Garand, 2001),
pepino (Benhamou et al, 2002) y pimiento (Veloso & Diaz, 2012). Este aislado es
especialmente eficaz contra enfermedades radicales provocadas por cepas patdgenas de F.
oxysporum; es capaz de colonizar las capas mas externas de la raiz desencadenando varias
respuestas inducidas que previenen la colonizacién (Benhamou & Garand, 2001; Benhamou et
al., 2002; Fravel et al., 2003; Alabouvette et al., 2009). Fo47 emplea diferentes mecanismos de
accion para generar su capacidad de control biolégico, entre ellos la competencia por
nutrientes en el suelo, la competencia por la colonizacién de la raiz y la resistencia inducida
(Olivain et al., 2006). Aimé et al. (2013) demostraron que, ademas de la competencia por
nutrientes, el fenédmeno de priming es uno de los mecanismos por los que Fo47 controla la
fusariosis en tomate, uno de los cultivos de mayor interés econdmico. La proteccién conferida
a la planta por Fo47 es siempre mejor cuando este hongo se aplica un par de dias antes de la
inoculacidon con el patégeno (Olivain et al., 1995). Duijff et al. (1998) sugirieron que la
resistencia inducida por Fo47 puede actuar a través de un mecanismo de tipo SAR clasico, ya
gue induce la expresién de proteinas PR; sin embargo, también se ha sugerido un mecanismo
de tipo ISR para este hongo de biocontrol (Vos et al., 2014).

El trabajo previo realizado en nuestro laboratorio demostré que un cultivo esterilizado de Fo47
inducia resistencia en judia contra P. capsici; las plantas de judia tratadas con dicho cultivo
mostraban una mayor actividad -1,3-glucanasa tras la inoculacidn con P. capsici (Lois, 2014).
En el presente trabajo se ha analizado la actividad peroxidasa junto con la abundancia de
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lignina y la produccion de compuestos fendlicos solubles totales asociados a la defensa de las
plantas de judia en respuesta a un cultivo esterilizado de Fo47.

Castro (2014) demostré en el mismo laboratorio que un extracto crudo de Fo47 inducia
resistencia en pimiento contra el patégeno necrotrofo Botrytis cinerea; las plantas tratadas
con el extracto crudo de Fo47 mostraban una mayor actividad peroxidasa y -1,3-glucanasa y
un mayor nivel de expresidon en las hojas del gen CABPR1, una proteina PR1 bdsica. Los
resultados obtenidos en este estudio nos han llevado a ensayar si el cultivo esterilizado de F.
oxysporum Fo47 confiere proteccion a plantas de pimiento (Capsicum annuum L.) contra el
patégeno P. capsici. En el presente trabajo se discute la participacion de mecanismos de
resistencia inducida en la proteccidn conferida a las plantas de pimiento por el cultivo de Fo47
y se analiza en las raices la expresién génica de tres genes relacionados con la defensa de
pimiento, CASC1 (una sesquiterpeno ciclasa implicada en la sintesis de fitoalexinas), CAPO1
(una peroxidasa) y CABPR1 (una proteina PR).

2. Objetivos
Los principales objetivos del presente trabajo fueron:

- Determinar la capacidad del cultivo esterilizado de Fo47 para inducir cambios en la actividad
peroxidasa en plantas de judia (Phaseolus vulgaris L.) y analizar la abundancia de lignina y la
produccion de compuestos fendlicos solubles totales relacionados con el mecanismo de
defensa vegetal.

- Determinar la capacidad del cultivo esterilizado de Fo47 para conferir resistencia contra P.
capsici a plantas de pimiento (Capsicum annuum L.).

- Analizar en las raices en pimiento la expresion de tres genes relacionados con la defensa,
CASC1, CAPO1 y CABPR1.

3. Material y métodos
3.1. Material vegetal
3.1.1. Judia

Se han empleado plédntulas de Phaseolus vulgaris L. cv. Helda. Para la obtencidn de las mismas,
se adquirieron semillas de este cultivar en un establecimiento comercial, se sembraron en
perlita y se regaron con solucién nutritiva (Hoagland & Arnon, 1950). Transcurridos 7 dias en
una camara de cultivo a 25°C y un fotoperiodo de 16 horas, se transplantaron a una mezcla de
tierra y perlita (3:1, v/v), previamente esterilizada en el autoclave, y se regaron con agua.

3.1.2. Pimiento

Se han empleado plantulas de Capsicum annuum L. var. annuum ecotipo Padrén. Para la
obtencidn de las mismas, se sembraron semillas de este ecotipo procedentes del laboratorio
de Fisiologia vegetal de la Universidad de A Corufia. Las semillas fueron previamente
desinfectadas con lejia al 1% en vermiculita y se regaron con solucidn nutritiva (Hoagland &
Arnon, 1950). Transcurridos 14 dias en una camara de cultivo a 25°C y un fotoperiodo de 16
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horas, se transplantaron a una mezcla de tierra y perlita (3:1, v/v), previamente esterilizada en
el autoclave, y se regaron con agua.

3.2. Material fungico
3.2.1. Fo47

El aislado Fusarium oxysporum Fod7 fue proporcionado por C. Alabouvette y C. Steinberg
(UMR INRA, Dijon, Francia). El aislado se mantuvo por cultivo en medio PDA (patata dextrosa
agar) a 25°C.

3.2.2. Phytophthora capsici

El aislado de Phytophthora capsici (Pc450) fue proporcionado por F. Panabieres (UMR INRA,
Sophia-Antipolis, Francia). El aislado se mantuvo por cultivo en medio V8 agar a 25°C.

3.2.2.1. Obtencion de indculo de Phytophthora capsici
3.2.2.1.1. Judia

El inéculo se obtuvo a partir de cultivos en medio PDA (patata dextrosa agar) incubados a 25°C
durante 7 dias. Se utilizaron discos del cultivo de 12 mm de didmetro.

3.2.2.1.2. Pimiento

El indculo se obtuvo a partir de cultivos en medio sélido V8 agar incubados a 25°C durante 7
dias. El cultivo en V8 agar se usé como indculo inicial de un medio con KNOs a 25°C en
agitacién (150 rpm) durante 4 dias. Transcurridos 4 dias el medio se expuso a 4 °C durante 45
minutos y a temperatura ambiente otros 45 minutos para la obtencién de zoosporas;
posteriormente se filtré a través de una gasa y se ajusté la concentracién del inéculo a 103
zoosporas/ml.

3.3. Método de tratamiento con el cultivo esterilizado de Fo47

Las plantas de judia se utilizaron para el tratamiento con el cultivo esterilizado de Fo47 3 dias
después del trasplante. Las plantas de pimiento se utilizaron para el tratamiento con el cultivo
esterilizado de Fo47 11 dias después del trasplante.

Para obtener el agente inductor, se sembraron en medio PDB (caldo de patata y dextrosa)
fragmentos de un cultivo en PDA de 7 dias. El medio PDB sembrado se incubd a 25°C en
agitacién (150 rpm) durante 7 dias. Dicho cultivo se esterilizé en el autoclave, y se centrifugé a
4.770 x g 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 (judia) y
20 ml (pimiento) de H,O destilada. Las hojas de las plantas pertenecientes al tratamiento con
Fo47 se pulverizaron con 10 ml (judia) o 20 ml (pimiento) de la preparacién de Fo47.
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3.4. Inoculacién con Phytophthora capsici
3.4.1. Inoculacidn de las hojas de judia

Después del tratamiento con Fo47 o H,0 destilada las plantas se incubaron durante 24 horas
en una camara de cultivo a 25°C 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 inoculacidn las plantas se colocaron en una cdmara himeda a 25°C y con un
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad. 72 horas después de la inoculacién se midié el
diametro de cada lesion con un calibre digital. Se realizaron 2 experimentos independientes
con 5 plantas por tratamiento y experimento.

3.4.2. Inoculaciodn de las raices de pimiento

Después del tratamiento con Fo47 o H,0 destilada las plantas fueron incubadas durante 24
horas en una camara de cultivo a 25°C y con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de
oscuridad. Posteriormente las raices de las plantas fueron inoculadas con 5 ml de la
suspension de zoosporas (10° zoosporas/ml) de P. capsici a nivel del hipocétilo. Previamente a
la inoculacidn, las plantas de ambos tratamientos fueron encharcadas con agua. Para medir la
gravedad de los sintomas se empled una escala que va desde 0 (sin sintomas) a 7 (muerte); los
sintomas se midieron 1, 2, 3, 4 y 5 dias tras la inoculacién. Se realizaron 3 experimentos
independientes con 10 plantas por tratamiento y experimento.

Se calculé el valor de AUDPC (Area bajo la curva de progreso de la enfermedad), segin la
formula siguiente (Fig. 9) (Campbell & Madden, 1990):

AUDPC =% % (61— 1)

Figura 9. Formula para el calculo de AUDPC
en la que y; = indice de severidad en la
observacion i, t;= dias tras la inoculacién en
el momento de la observacién iy n = n2 de
observaciones.

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

3.5. Determinacion de la actividad peroxidasa en judia
3.5.1. Toma de muestras y extraccion de proteinas

Se realizaron tres experimentos independientes en los que se emplearon grupos de 6 plantas
de judia por experimento y tratamiento. Después del tratamiento con el cultivo esterilizado de
Fo47 o H,0 destilada, las plantas se incubaron durante 24 horas en una cdmara de cultivo a
25°C y con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad. Tras las 24 horas se recogieron
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muestras de 3 plantas para el tratamiento control y para el tratamiento con Fo47. Las plantas
restantes de cada tratamiento se inocularon colocando 2 discos del cultivo de Pc450 en cada
hoja. Tras la inoculacién se colocaron en una cdmara himeda a 25°C y con un fotoperiodo de
16 horas de luz y 8 de oscuridad, y se recogieron nuevas muestras 24 horas tras la inoculacion.
Se anotd el peso fresco de todas las muestras y éstas se almacenaron en congelador (-30°C)
hasta su analisis.

Para extraer las muestras, éstas se homogeneizaron en un mortero con tampdn Tris HCl 50
mM + KCl 1 M pH 7,5 + PVPP (polivinilpolipirrolidona). EI PVPP se afiadié aparte en una
proporcién de 50 miligramos por gramo de peso fresco, y a cada muestra se le afiadid un
volumen diferente de tampdn en funcidn del peso fresco de la misma. El extracto se filtré a
través de una gasa y se centrifugd a 12.857 x g durante 20 minutos a 4°C. 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 50 mM pH 7,5 (Fig. 9).
Posteriormente se recogieron las muestras desaladas y fueron congeladas a -80°C.

3.5.2. Medida de la actividad peroxidasa

El método consistié en mezclar 890 pl de tampdn Tris HCl mM pH 7,5 (previamente incubado
en un bafio a 25°C), 10 ul de 4-metoxi-1-naftol 100 mM, 50 pl de H,0; 10 mM y 50 pL de
muestra y medir el incremento de absorbancia a 593 nm durante un minuto. Para el calculo de
la actividad peroxidasa se utilizd €s93= 21-10° Mtcm?, y se expresé en unidades
internacionales (U) por mg de proteina (Diaz et al., 2005).

3.6. Determinacion de fenoles solubles totales en judia
3.6.1. Toma de muestras y extraccion de fenoles

La toma de muestras es idéntica en proteinas y fenoles. Se tomaron varias plantas de cada
tratamiento hasta tener aproximadamente 3-4 gramos. Cada muestra se homogenizd en
mortero con 10 ml de metanol al 80%. Se recogid el homogenizado en un tubo con tapa y se
incubd a 70°C durante 15 minutos. A continuacién se enfrié el tubo y se centrifugé a 1.500 x g
durante 10 minutos, recogiendo el sobrenadante en un tubo graduado. El precipitado se
resuspendié en otros 10 ml de metanol al 80% y se centrifugd nuevamente a 1.500 x g durante
10 minutos. Se recogid el sobrenadante y se afiadid al sobrenadante anterior, enrasdndose el
conjunto a 20 ml con metanol al 80%. El precipitado se conservd en metanol puro a
temperatura ambiente hasta su uso para extraer paredes y medir lignina.

3.6.2. Medida de fenoles totales

La medida del contenido en compuestos fendlicos solubles totales se llevo a cabo segun el
método de Singleton & Rossi (1965). El método consistié en mezclar 50 pl de muestra, 750 pl
de H,0 destilada y 50 ul del reactivo de Folin-Ciocalteau. Tras una incubacidon de 3 minutos a
temperatura ambiente, se aifadieron 150 pl de Na,COs al 20%. Tras una incubacién de 2 horas
a temperatura ambiente, se midié la absorbancia a 760 nm.
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Para calcular la cantidad de fenoles presentes en las muestras se prepard previamente una
recta de calibrado utilizando cuatro soluciones de acido gélico (un acido fendlico) en metanol
al 80% con diferentes concentraciones (0,01, 0,02, 0,05 y 0,1 mg de acido gélico/ml).

3.7. Determinacion de lignina en judia
3.7.1. Extraccion de paredes

Para llevar a cabo la extraccidn de paredes se partid del precipitado obtenido tras la extraccion
de fenoles. Las paredes celulares se extrajeron mediante una modificacion de la técnica de
Lorences & Zarra (1986) y Diaz & Merino (1998). Se elimind el metanol del precipitado por
centrifugacion y posteriormente se homogeneiz6 en 10 ml de H,0 destilada. El
homogeneizado se transfirié al tubo previamente pesado y se centrifugd a 1.500 x g durante
15 minutos. A continuacidn se retiré el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 6 ml
de H,0 destilada; la suspensidon se mantuvo una hora en agitacion. Se repitid el proceso
anterior tres veces (sin agitacién), resuspendiendo el ultimo precipitado en 6 ml de una
solucién de tampdn fosfato 0,5 M pH 7,0, etanol al 5% y proteasa al 0,02% (Pronase E, Sigma
Chemicals) preincubada durante dos horas a 37 °C. La suspension final se incubd durante 18
horas a 37°C, y se centrifugd a 1500 x g durante 10 minutos. Posteriormente se realizaron tres
pasos sucesivos de resuspensidn con H,O destilada y centrifugacidn, seguidos de otros tres
lavados con etanol al 95% y dos lavados con etanol absoluto. El precipitado final se dejé secar
en estufa a 37°Cy, una vez seco, se pesaron las paredes extraidas.

3.7.2. Medida de la abundancia de ligninas

La medida de la abundancia de ligninas se llevd a cabo segun el método de Johnson et al.
(1961) modificado segun Fry (1988) y Hatfield et al. (1999). Se mezclaron 5 mg de paredes
celulares con 1 ml de una mezcla de bromuro acetilo y acido acético (1:3, v/v) en un tubo
cerrado, incubandolos después a 50°C durante 2 horas (con agitaciones puntuales) para
posteriormente enfriarlos en hielo durante 5 minutos. A la muestra anterior se le aifiadié una
mezcla de 0,9 ml de NaOH 2N y 5 ml de acido acético glacial. Posteriormente se afiadieron 0,1
ml de cloruro de hidroxilamonio 7,5 M, se filtré la mezcla resultante con lana de vidrio y se
enraso con acido acético a 10 ml. Finalmente se midié la absorbancia a 280 nm. La cantidad de
lignina se calcula teniendo en cuenta que una absorbancia de 0,24 se corresponde con una
concentracién de 10 pg de lignina/ml (Fry, 1988).

3.8. Estudio de la expresion génica en pimiento
3.8.1. Obtencion de muestras

Las plantas de pimiento se indujeron e inocularon tal y como se describe en los apartados 3.3 y
3.4.2. En cada experimento se establecieron dos grupos como tratamiento control y dos
grupos como tratamiento con Fo47; uno de los grupos de cada tratamiento fue inoculado con
5 ml de H,O destilada y otro con 5 ml de la suspensién de zoosporas. Se realizaron 3
experimentos independientes con 5 plantas por tratamiento y experimento. 48 horas después
de la induccidn y 24 horas después de la inoculacidn las raices de cada tratamiento se lavaron y
pesaron conjuntamente y posteriormente se congelaron en nitrégeno liquido. Las muestras se
almacenaron a -80°C hasta su anilisis.
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3.8.2. Extraccion de RNA

Las muestras se trituraron en mortero con nitrégeno liquido. Por cada muestra se tomaron 50
mg del triturado en tubos eppendorf y se llevd a cabo la extraccion de RNA siguiendo el
protocolo del Kit de BioRad “AurumTM Total RNA Mini Kit”.

3.8.3. Sintesis de cDNA

La sintesis de cDNA se llevé a cabo siguiendo el protocolo de “iScript cDNA Synthesis Kit” de
Bio-Rad, utilizando el RNA extraido anteriormente como molde para su retrotranscripcion.

3.8.4. Medida de expresion génica por qPCR (o PCR cuantitativa)

Las muestras de cDNA obtenidas se enviaron al SAl (Servicios de Apoyo a la Investigacion) de la
Universidad de A Coruia y se analizaron con el “iCycler iQ System” de Bio-Rad segun Silvar et
al. (2008). Para la amplificaciéon se utilizaron cebadores especificos para los genes CABPRI,
CASC1 y CAPO1 (Tabla 3). La mezcla de reaccion (50 pl) contiene | X iQ SYBR Green Supermix
(Bio-Rad), 0.3 uM de cada cebador y 2.5 ul de cDNA. El protocolo de amplificacién consistid en
una desnaturalizacion inicial de 2 minutos a 95°C seguido de 40 ciclos de amplificacion (20
segundos a 95°C, 25 segundos a 58°C y 50 segundos a 72°C) y finalmente una elongacién de 5
minutos a 72°C.

Los resultados obtenidos se analizaron con el software Optical System Software 3.0 (Bio-Rad).
Como control enddégeno se empleé el gen de la actina (CaAct), que se expresa
constitutivamente. Se comprobaron las eficiencias de amplificacién y los datos de Ct obtenidos
se trataron segun el método de Pfaffl (2001) para obtener la expresion relativa de cada uno de
los genes estudiados.

Tabla 3. Cebadores empleados en la PCR a tiempo real para la cuantificacion de los niveles de
RNA de los tres genes estudiados.

Cebador
Gen N° acceso Fuente Nombre Secuencia (5°-3") Amplicén (pb)
CaAct AY572427 Silvar et al., 2008 CaACTFW ATCCCTCCACCTCTTCACTCTC 128

CaACTRV GCCTTAACCATTCCTGTTCCATTATC

CABPR1 AF053343 Gayoso et al., 2007 CaBPR1FW GTTGTGCTAGGGTTCGGTGT 301
CaBPR1RV CAAGCAATTATTTAAACGATCCA
CASC1 AF061285 Silvar et al., 2008 CASCFW GCCTCCTGCTTCTGAATACC 312
CASCRV TTAATATCCTTCCATCCCGACTC
CAPO1 AF442386 Garcia et al., 2015 CAPXFW ACACTGGAAGCGTGAACAAT 333
CAPXRV CAGCTTGCGCTAACATGAAC

3.9. Andlisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando STATGRAPHICS 5.1 para Windows. Los
datos de diametro de la lesion en las plantas de judia fueron analizados con la prueba t-
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Student. En el bioensayo con P. capsici los datos de AUPDC en las plantas de pimiento fueron
analizados con la prueba de Kruskal-Wallis. Los datos de actividad peroxidasa, compuestos
fendlicos solubles totales y abundancia de lignina fueron analizados con la prueba de Kruskal-
Wallis, al igual que la expresion de CABPR1, CASC1 y CAPO1.

4. Resultados
4.1. Proteccion conferida por el tratamiento con Fo47 frente a Phytophthora capsici
4.1.1. Phaseolus vulgaris

Hemos medido el didmetro de la lesidn 72 horas después de la inoculacién con P. capsici. En
algunos casos el diametro de la lesidn de los dos discos del micelio de P. capsici en las hojas
tratadas con H,0 destilada se solapaba, mientras que en las plantas inducidas con el cultivo
esterilizado de Fo47 la severidad era menor (Figura 10). Comparando las medias de diametro
de la lesién por planta del tratamiento control y tratamiento con el cultivo esterilizado de Fo47
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos tratamientos (t-Student,
p= 0,003) (Figura 11). Previamente en nuestro laboratorio habiamos observado diferencias
estadisticamente significativas de drea enferma, severidad de la enfermedad y AUDPC entre
ambos tratamientos. La reduccién del valor de AUDPC y severidad de la enfermedad en las
plantas inducidas con Fo47 junto con la reduccién del area de infeccién y el didmetro de la
lesidn demostraron que Fo47 fue eficaz en el control de P. capsici en judia.

Control Fod7

Figura 10. Hojas de judia 72 horas después de la inoculacién con P. capsici previamente
tratadas con el cultivo esterilizado Fo47 (derecha) o H,0 destilada (izquierda).
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Figura 11. Didametro de la lesién (mm) para cada tratamiento 72 horas tras la inoculacién
de las hojas de judia con P. capsici. Los datos son medias % error estandar. El asterisco
indica diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en la prueba t-Student.

4.1.2. Capsicum annuum

La marchitez foliar y la podredumbre del hipocédtilo se redujo en las plantas inducidas con el
cultivo esterilizado de Fo47, especialmente 72 horas después de la inoculacién con P. capsici
(Figura 12). Como se esperaba, el cultivo esterilizado de Fo47 no cambié el desarrollo normal
de las plantas, ya que las plantas inducidas no diferian en tamafio de las plantas control. Se
analizé la AUDPC y se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el
tratamiento control y el tratamiento con el cultivo esterilizado de Fo47 (Kruskal-Wallis, p=
0,0004) (Figura 13). La reduccién del valor de AUDPC en las plantas tratadas con el cultivo
esterilizado de Fo47 indica que dicho tratamiento fue eficaz en el control de P. capsici en
pimiento.

Figura 12. Plantas de pimiento 72 horas después de la inoculaciéon con P. capsici
previamente tratadas con el cultivo esterilizado de Fo47 (derecha) o H,O destilada 22
(izquierda).
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Figura 13. AUDPC para cada tratamiento en un periodo de 5 dias tras la inoculacién de las
plantas de pimiento con P. capsici. Los datos son medias + error estandar. El asterisco
indica diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en la prueba de Kruskal-Wallis.

4.2. Efecto del tratamiento de Fo47 en la actividad peroxidasa de judia

Se analizé la actividad peroxidasa en el momento de la inoculacién y 24 horas después. El
analisis de la actividad peroxidasa 24 horas después de la inoculacion de las plantas de judia
con P. capsici muestra diferencias estadisticamente significativas entre ambos tratamientos
(Kruskal-Wallis, p= 0,0495) (Figura 14). Las plantas inducidas con el cultivo esterilizado de Fo47
también presentan una mayor actividad peroxidasa antes de la inoculacién con el patégeno en
comparacion con las plantas control, pero la diferencia no es significativa.
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Figura 14. Actividad peroxidasa 0 y 24 horas tras la inoculacién con P. capsici. Los
datos son medias * error estandar. El asterisco indica diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control (p < 0,05) en la prueba Kruskal-Wallis.
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4.3. Efecto del tratamiento de Fo47 en el contenido en compuestos fendlicos solubles totales
de judia

Se compard el contenido en compuestos fendlicos solubles totales de ambos tratamientos
tanto a 0 horas como a 24 horas tras la inoculacién con P. capsici; el analisis estadistico
muestra diferencias estadisticamente significativas entre el tratamiento control y el
tratamiento con el cultivo esterilizado de Fo47 24 horas después de la inoculacion (Kruskal-
Wallis, p= 0,0495) (Figura 15). El contenido en compuestos fendlicos se redujo en las plantas
inducidas con el cultivo esterilizado de Fo47 tanto a 0 horas como a 24 horas tras la
inoculacidn, pero a 0 horas la diferencia no es significativa.

Control
0,9 -

0,8 - m Fo47

0,3 -
0,2 -

Compuestos fendlicos solubles
totales (mg/g peso fresco)

0 24
Horas tras la inoculacion

Figura 15. Contenido en compuestos fendlicos solubles totales 0 y 24 horas tras la inoculacion
con P. capsici. Los datos son medias + error estdndar. El asterisco indica diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control (p < 0,05) en la prueba Kruskal-Wallis.

4.4. Efecto del tratamiento de Fo47 en la abundancia de ligninas de judia

No se observaron diferencias estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis, p= 0,127) en el
contenido de lignina entre el tratamiento control y el tratamiento con el cultivo esterilizado de
Fo47 ni antes de la inoculacion con el patdgeno ni, 24 horas tras la inoculacidn (Figura 16).
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Figura 16. Contenido en lignina para cada tratamiento 0 y 24 horas tras la
inoculacidn con P. capsici. Los datos son medias * error estandar.

4.5. Expresion génica de CABPR1, CASC1 y CAPO1 en pimiento

Se analizd la expresion génica de CASC1, CABPR1 y CAPO1 en las raices de pimiento. El nivel de
expresion de CABPR1 y CASC1 fue ligeramente mayor en las plantas inducidas con el cultivo
esterilizado de Fo47 no inoculadas en comparacion con las plantas control, pero las diferencias
no fueron significativas. Sin embargo, el nivel de expresion de CAPO1 disminuyd
significativamente en las plantas inducidas (Kruskal Wallis, p= 0,0495) (Figura 17).
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Figura 17. Expresion génica de tres genes relacionados con la defensa (CABPR1, CASC1
y CAPO1) en pimiento 48 horas tras la induccion con el cultivo esterilizado de Fo47.
Los datos son medias + error estandar. El asterisco indica diferencias estadisticamente

significativas con respecto al control (p < 0,05) en la prueba Kruskal-Wallis.
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Los tres genes mostraron un nivel mayor de expresion en las plantas inducidas con el cultivo
esterilizado de Fo47 e inoculadas con P. capsici en comparacion con las plantas no inducidas e
inoculadas con el patégeno, siendo las diferencias significativas en el caso de CASC1 (Kruskal-
Wallis, p= 0,0495) (Figura 18).
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Figura 18. Expresidén génica de tres genes relacionados con la defensa (CABPR1,
CASC1 y CAPO1) en pimiento 24 horas tras la inoculacién con P. capsici. Los datos
son medias + error estandar. El asterisco indica diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control (p < 0,05) en la prueba Kruskal-Wallis.

5. Discusion

Hoy en dia un programa de control integrado de enfermedades implica la combinacién de
pesticidas, agentes de biocontrol y fitofortificantes. La explotacidon con fines comerciales de
ciertos organismos de control biolégico ha adquirido gran importancia; en los préximos afios
se espera un considerable crecimiento del mercado de biopesticidas (Nollet & Rathore, 2015).

Debido a sus notables propiedades bioldgicas, Fusarium oxysporum Fo47 ofrece muy buenas
perspectivas para la gestidon integrada de enfermedades radiculares en los cultivos de
invernadero (Benhamou et al., 2002).

Existen estudios en los que se ha comprobado la eficacia de Fo47 frente a diferentes
patdgenos. Veloso & Diaz (2012) comprobaron que la aplicacion del hongo vivo reduce los
sintomas de las enfermedades provocadas por Verticillium dahliae y Phytophthora capsici en
plantas de pimiento; sin embargo, Fo47 no indujo resistencia contra Botrytis cinerea. Ademas
del empleo del hongo vivo, diferentes extractos de Fusarium han sido ensayados con éxito
frente a varias enfermedades vegetales. Veloso & Diaz (2013) demostraron que una fraccién
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de un extracto crudo obtenido a partir de una cepa de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(FOL) induce resistencia en plantas de pimiento contra Botrytis cinerea, pero no contra
Verticillium dahliae. Sin embargo, Diaz et al. (2005) observaron que esta misma cepa protege a
las plantas de pimiento contra ambos patdgenos. La fraccidn insoluble del extracto crudo de
FOL 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 patégenos y activa un patrén diferente
de genes de defensa. La variedad de respuestas provocadas por las diferentes preparaciones
crudas sugiere la existencia de varios elicitores presentes en el micelio de Fusarium; cada uno
de ellos desencadena una respuesta diferente en la planta (Veloso & Diaz, 2013). El uso de un
extracto de cultivo esterilizado puede hacer mas comoda su aplicacién, manteniendo parte de
las propiedades inductoras de resistencia del hongo vivo. Metabolitos secundarios tales como
el acido fusarico, Nepl y tomatinasa son posibles candidatos a PAMPs (o MAMPs) producidos
por cepas de F. oxysporum que inducen respuestas de defensa vegetales a bajas
concentraciones (Ito et al., 2004; Bae et al., 2006; Bouizgarne et al., 2006). Nep1 (necrosis- and
ethylene-inducing peptide) es uno de los elicitores mas conocidos de F. oxysporum y esta
implicado en la induccién de muerte celular en tabaco (Jennings et al., 2001). No se sabe si
estos metabolitos secundarios son especificos para las cepas patégenas o no patdgenas, por lo
gue no se conoce su implicacion en el priming de la ISR (Vos et al., 2014).

En el presente estudio se observd la proteccion conferida por un cultivo esterilizado de Fo47 a
plantas de pimiento frente a P. capsici; esta misma respuesta ha sido observada en estudios
realizados previamente en judia (Lois, 2014). Veloso & Diaz (2012) indujeron las raices de
pimiento con un extracto de Fo47 e inocularon por un lado las hojas con discos del micelio de
P. capsici y por otro lado las raices con un volumen determinado de la suspensién de
zoosporas del oomiceto. Fo47 protegié las plantas de pimiento cuando las raices fueron
inoculadas con P. capsici; sin embargo, cuando se inoculd el patdégeno en las hojas Fo47 sélo
protegid a las plantas 48 horas después de la inoculacién, pero no a las 72 horas. En nuestro
estudio, por el contrario, las hojas de pimiento fueron inducidas con un cultivo esterilizado de
Fo47 y la inoculacién con P. capsici se realizd en las raices; los resultados que obtuvimos
muestran que Fo47 protegio las plantas de pimiento. Castro (2014) obtuvo la misma respuesta
cuando indujo las hojas de pimiento con un extracto crudo de Fo47 y posteriormente inoculd
las hojas con B. cinerea. El trabajo previamente realizado en plantas de judia con el mismo
agente inductor mostraba una reduccién de la enfermedad; el cultivo esterilizado de Fo47 se
habia aplicado en las hojas y la inoculacion se realizd depositando discos del micelio de P.
capsici en las hojas (Lois, 2014).

La gran variedad de resultados obtenidos en diferentes estudios probablemente estd
influenciada por el tipo de especie vegetal, el patdgeno empleado y el tipo de agente inductor;
los diferentes métodos de induccion e inoculacién en distintas zonas de la planta pueden
explicar la variacion (proteccidn o no) en los resultados obtenidos en los multiples estudios
realizados, ademas del empleo de un agente inductor vivo o previamente esterilizado.

La respuesta de induccién de resistencia a P. capsici en plantas de judia con un cultivo
esterilizado de Fo47 mostré una mayor la actividad B-1,3-glucanasa 24 horas después de la
inoculacién con el patégeno (Lois, 2014); este aumento en la actividad -1,3-glucanasa nos ha
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llevado a analizar la actividad peroxidasa, el contenido en compuestos fendlicos solubles
totales y la abundancia de lignina en las plantas de judia, que, al igual que las B-1,3-
glucanasas, forman parte de la defensas inducidas.

Las peroxidasas, fenoles y PAL estan directa o indirectamente implicados en el desarrollo de la
HR, la biosintesis de material de refuerzo de la pared celular (lignina, suberina), compuestos
antimicrobianos y moléculas de sefalizacidon (SA y JA) (Kolattukudy et al., 1992; Creelman &
Mullet, 1997; Daayf et al., 1997, Hammerschmidt, 1999). Es sabido que la actividad PAL y la
produccidn de fitoalexinas son inducidas por elicitores del micelio de F. oxysporum (Buiatti et
al., 1985). Naveen et al. (2013) vieron que la pulverizacién de plantas de pimiento con
glicoesfingolipidos aislados y purificados de F. oxysporum f. sp. lycopersici induce la
acumulacion de H,0,, PAL, peroxidasa y fenoles, y una disminucion de la incidencia de la
enfermedad; este aumento de la actividad peroxidasa se correlacioné con la acumulacién de
lignina. Biles & Martyn (1993) y Martyn et al. (1996) vieron una correlacion entre la induccién
de resistencia por F. oxysporum f.sp. niveum en sandia y el incremento de la actividad
peroxidasa. En el estudio de Diaz et al. (2005) las peroxidasas no fueron inducidas por
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, pero los niveles de compuestos fendlicos unidos a la
pared celular fueron mayores en las plantas tratadas con esta cepa, especialmente en tallos;
esto puede estar relacionado con un aumento de las barreras fisicas frente a la infeccidn,
como ocurre con la respuesta a elicitores en perejil (Conrath et al., 2001) y Arabidopsis (Tan et
al., 2004).

En el ensayo de induccién de resistencia a P. capsici en judia con un cultivo esterilizado de
Fo47 se pudo ver que Unicamente las plantas tratadas con Fo47 e inoculadas con P. capsici
mostraron una subida considerable en la actividad peroxidasa, de forma que consiguieron una
mayor proteccidn contra el patdgeno que las plantas control. En el trabajo de Castro (2014) se
observé una mayor actividad B-1,3-glucanasa en las plantas de pimiento inducidas con el
extracto crudo de Fo47 después de la inoculacion con B. cinerea que coincide con la observada
en las plantas de judia inducidas con el cultivo esterilizado de Fo47 e inoculadas con P. capsici
(Lois, 2014). Vimos que el aumento de la actividad peroxidasa en judia también era similar al
observado por Castro (2014) en pimiento. A pesar de utilizar dos patégenos con diferentes
estrategias de infeccion como son P. capsici (hemibiotrofo) y B. cinerea (necrotrofo) y dos
especies vegetales distintas, el grado de proteccién conferida y el nivel de actividad enzimatica
relacionada con la defensa es muy parecido en ambas interacciones planta-patégeno.

Diaz et al. (2005) observaron que la actividad peroxidasa era similar en las plantas inducidas
con FOL vivo y las plantas control tras la inoculacién con el patdégeno pero el contenido de
compuestos fendlicos de la pared celular en el tallo se duplicaba en las plantas inducidas; en
nuestro estudio el contenido en compuestos fendlicos disminuyd significativamente después
de la inoculacién con P. capsici, pero no hubo diferencias significativas en el contenido de
lignina. He et al. (2002) vieron que una cepa no patégena de F. oxysporum no inducia una
mayor actividad peroxidasa y lignina en Asparagus officinalis antes de la inoculacién con el
patdgeno, pero si después de la inoculacidn con F. oxysporum f.sp. asparagi. Los diferentes
resultados pueden deberse al hecho de que la resistencia inducida sea mas fuerte de manera
local, es decir, en aquella zona tratada con el elicitor. Aunque la proteccion es mas intensa en
aquellos tejidos tratados con el elicitor, cuando las plantas estdn expuestas al ataque de
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patdgenos necrotizantes se acumulan cantidades importantes de determinadas enzimas tanto
en el lugar de la infeccién como en los tejidos distantes. La presencia de estas enzimas en las
plantas infectadas se ha relacionado con el desarrollo de la lesidon y la limitacién de la
propagacion de la enfermedad (Xue et al., 1998).

Una posible explicacion a nuestros resultados es que el tiempo transcurrido tras la inoculaciéon
con P. capsici en las plantas de judia inducidas con el cultivo esterilizado de Fo47 (24 horas) es
suficiente para que aumente la actividad peroxidasa, pero todavia estaria en proceso la
formacion de compuestos fendlicos y lignina que refuercen la pared celular de las plantas de
judia para defenderse del ataque del patdgeno; de este modo, seria interesante medir la
actividad de estas enzimas a un tiempo mayor de 24 horas después de la inoculacién.

Otra posible explicacion reside en el estatus redox en la planta. La respuesta clasica de las
células animales y vegetales ante el ataque de patdgenos consiste en un estallido oxidativo y
una produccidn repentina de especies activas de oxigeno que aparecen brevemente y/o horas
después de ciertos estreses (Kawano, 2003; Mika et al., 2004; Torres & Dangl, 2005;
Sumimoto, 2008). El estrés oxidativo es esencial para el establecimiento de una respuesta de
resistencia efectiva mediante la activaciéon de elementos aguas abajo que sobre regulan la
produccidon de proteinas antimicrobianas y compuestos fendlicos (Levine et al., 1994),
causando peroxidacion lipidica y cambios en la permeabilidad de las membranas (Qiu & Liang,
1995; Rawyler et al., 2002). El estallido oxidativo es promovido por diversos elicitores, entre
ellos las elicitinas (Virad et al., 1994), péptidos fungicos purificados (Vera-Estrella et al., 1992) y
otras moléculas procedentes de extractos de patdgenos (Schwacke & Hager, 1992). La
produccion de ROS, entre ellas H,0,, se puede observar después de la aplicacion de elicitores
fungicos (Paré et al., 2005). Los fenoles también reflejan el estatus redox en la planta (un
mayor contenido en compuestos fendlicos implica un mayor poder reductor); el hecho de que
el contenido en compuestos fendlicos descienda con la aplicacion del cultivo esterilizado de
Fo47 refleja un menor poder reductor que podria estar relacionado con el grado de resistencia
obtenido y con una mayor producciéon de ROS. De hecho, las peroxidasas tienen mas funciones
gue la sintesis de lignina, entre ellas la produccién de H,0, (Almagro, 2009).

Bolwell et al. (2002) demostraron que las peroxidasas apoplasticas solubles se pueden unir a la
membrana plasmatica de Phaseolus vulgaris L. en presencia de ciertos estreses. Chivasa et al.
(2005) observaron que el tratamiento de cultivos celulares de maiz con un elicitor de Fusarium
verticillioides inducia la acumulacién de H,0, que, a su vez, se relacionaba con el desarrollo de
un estallido oxidativo inducido por el patdégeno; demostraron también que el estado de
fosforilacién de las peroxidasas extracelulares cambiaba rapidamente en respuesta al
tratamiento con el elicitor de Fusarium, sugiriendo una posible sefalizacién intercelular
inducida por el patégeno y regulada por eventos de fosforilacion/desfosforilacion a través de
la matriz extracelular.

Mika et al. (2010) observaron que la aplicacién de raices de maiz con extractos de F.
graminearum y F. culmorum que actian como elicitores y el tratamiento de las raices con
MelA y SA incremento la actividad de cuatro peroxidasas de unién a la membrana plasmatica,
sugiriendo una amplia funcidon de las mismas en el estrés oxidativo; probablemente estas
peroxidasas participen sustancialmente en la detoxificacion de la célula y/o en la reparacién de
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la membrana plasmatica, pudiendo desempefiar un papel importante para mantener las
funciones celulares en diferentes condiciones de estrés. La mayor expresién de todas las
isoenzimas de la membrana plasmatica provocada por MelA sugiere una funcién de estas
peroxidasas en la SAR.

Dey et al. (2010) observaron que el tratamiento con el elicitor de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici EFOL-2 induce un influjo de calcio citosdlico en una linea de tomate resistente a
Fusarium, confirmando el requerimiento de calcio citosélico libre para la generaciéon de ROS.
La entrada de calcio conduce a cambios en el potencial de membrana en la fase inicial de la
respuesta de defensa (Blume et al., 2000; Kadota et al., 2004), y a menudo esta acompafiada
de la generacion de ROS (Link et al., 2002) mediando la HR (Levine et al., 1994); sin embargo, la
respuesta de resistencia observada en tomate es independiente de la muerte celular
programada, y la generacién transitoria de ROS dependiente de calcio es, posiblemente, parte
de la maquinaria de sefalizacion. El calcio se requiere para la activacion de MAP quinasas tras
el tratamiento con elicitores derivados de Fusarium en cultivos celulares en suspensiéon de
tomate (Link et al., 2002). El trabajo de Dey et al. (2010) sugiere la posibilidad del
reconocimiento de factores derivados de oligosacdridos en la preparacion de EFOL-2 que
constituirian componentes principales de la sefalizacion.

Las peroxidasas solubles son bien conocidas como proteinas involucradas en la SAR y en
reacciones de defensa vegetal (Almagro et al., 2009). El incremento de la actividad peroxidasa
en las plantas inducidas con el cultivo esterilizado de Fo47 después de la inoculacién con P.
capsici estaria relacionado con un alto nivel de ROS, principalmente H,0,, como consecuencia
de un influjo de calcio citosdlico; esto explicaria el descenso de compuestos fendlicos y que la
abundancia de lignina no experimentara cambios notables, ya que, como ya hemos dicho, las
peroxidasas estan implicadas en otros procesos diferentes de la sintesis de lignina como
refuerzo de la pared celular y que estan relacionados con el aumento de ROS. Ademas, el
descenso en compuestos fendlicos esta reflejando un menor poder reductor. Es probable que
el aumento de la actividad peroxidasa en las plantas inducidas con el cultivo esterilizado de
Fo47 después de la inoculacidn con P. capsici se relacione con un fenédmeno de “priming” en
una respuesta de tipo SAR o ISR; seria interesante medir el nivel de H,O; en estas plantas,
ademas del nivel de SA o JA que podria facilitar el encaminarnos hacia un fendmenos de SAR o
de ISR.

Es sabido que Fo47 es capaz de estimular la expresién de genes de defensa desencadenando la
HR, lo que conduce al aumento de la resistencia a la enfermedad (Benhamou & Garand, 2001;
Choi & Hwang, 2015). En nuestro estudio se analizé el nivel de expresidon de tres genes de
pimiento relacionados con la defensa: CABPR1, CASC1 y CAPO1. Hemos observado una ligera
disminucién del nivel de infeccidn en las raices de pimiento que coincide con un aumento leve
del nivel de expresién génica.

CABPR1 se acumula de forma temprana cuando se trata de interacciones incompatibles, es
decir, cuando se establece una relacidn entre un huésped resistente y un patégeno avirulento
(Veloso & Diaz, 2013). Paparu et al. (2007) demostraron que PR-1 incrementa su expresion en
las raices de banano inducidas con cepas endofiticas de F. oxysporum e inoculadas con el
nematodo R. similis. Veloso & Diaz (2013) observaron la expresién de CABPR1 en raices tallos y
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hojas de pimiento tras la induccién con el extracto crudo de FOL, pero 24 horas después de la
inoculacidon con B. cinerea la expresiéon de este gen disminuyd. Castro (2014) observd un
aumento significativo de la expresidn de CABPR1 en las plantas de pimiento inducidas con el
extracto crudo de Fo47 en comparacién con las plantas control. En nuestro estudio la
expresion de CABPR1 también fue mayor en las plantas inoculadas con P. capsici e inducidas
con el cultivo esterilizado de Fo47 en comparacién con las plantas control; sin embargo, este
aumento no fue significativo. Ademas, el hecho de que CABPR1 sea inducible por las hormonas
SA, JAy ET (Choi & Hwang, 2015) hace dificil determinar si se trata un fendmeno de resistencia
inducida de tipo SAR o ISR.

La sesquiterpeno ciclasa CASC1 se ha relacionado con la resistencia de pimiento contra P.
capsici (Silvar et al., 2008; Silvar et al., 2009). Estas enzimas forman un punto de ramificacion
en la ruta general de los isoprenoides implicada en la conversién del intermediario isoprenoide
aciclico farnesil pirofosfato en una amplia variedad de esqueletos sesquiterpénicos ciclicos;
ademads, comprenden las primeras etapas de la sintesis de capsidiol, que inhibe el crecimiento
fungico (Taller, 2006). Veloso & Diaz (2013) observaron un aumento de la expresion de CASC1
en las hojas de pimiento inducidas con el extracto de FOL tras la inoculacién con B. cinerea,
mostrando un efecto de priming. Silvar et al. (2009) y Veloso & Diaz (2012) también
observaron un aumento de la expresién de CASCI1 en pimiento con FOL vivo y Fo47
respectivamente después de la inoculacidn con el patégeno. Ambos resultados apoyan el
papel de CASC1 en la resistencia desencadenada por Fusarium en pimiento, probablemente
participando en la sintesis de capsidiol. En nuestro estudio la expresién de CASCI1 también
aumento significativamente en las plantas inducidas con el cultivo esterilizado de Fo47 e
inoculadas con P. capsici en comparacion con las plantas control inoculadas; esto sugiere la
importancia de la presencia del patdégeno para una mayor expresién de los genes relacionados
con la defensa vegetal. Seria interesante medir el nivel de capsidiol en las plantas inducidas
con el cultivo esterilizado de Fo47 e inoculadas con P. capsici. Por otra parte, en nuestro
estudio el nivel de expresién de CAPO1 fue significativamente menor en las plantas inducidas
con el cultivo esterilizado de Fo47 en ausencia de P. capsici en comparacién con las plantas no
inducidas en ausencia del patdgeno; Veloso & Diaz (2013) vieron que el extracto crudo de FOL
no indujo la expresion de CAPO1; esto podria haber sido debido a que parte de la respuesta
protectora inducida por FOL en pimiento se pierde en la fraccién insoluble libre de proteina,
por lo que CAPO1 podria formar parte de dicha respuesta. Sin embargo, numerosos trabajos
de induccidén de resistencia muestran un aumento de la actividad peroxidasa junto con el
aumento de la expresion del gen CAPO1. Fung et al. (2004) encontraron un ligero aumento en
los niveles de transcripcién de CAPO1 en plantas de pimiento inducidas con salicilato de metilo
y con jasmonato de metilo. Do et al. (2003) observaron cierta expresion de CAPO1 en plantas
de pimiento tratadas con acido salicilico.

En resumen, los resultados de nuestro estudio en judia y pimiento muestran un fendémeno de
resistencia inducida en el que podrian estar implicadas diferentes vias de sefalizacidon
hormonales tales como la del etileno, acido salicilico o jasmonatos. El conocimiento de las
diferencias en los procesos que se desencadenan entre especies de microorganismos no
patdgenos-planta y patdgenos-planta que conducen a respuestas especificas en la planta como
la muerte celular inducida permitiria una mejor comprensién de los modos de accion de las
cepas de control bioldgico (Humbert et al., 2015). Es necesario destacar que las interacciones
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planta-patdgeno representan sistemas bioldgicos no estaticos y dindamicos; resulta complicado
buscar un mecanismo general responsable de la resistencia inducida que explique los
resultados de nuestro estudio. Seria necesario profundizar mas en el estudio de los efectos
sobre la fisiologia de la planta y del agente inductor que hemos empleado. La respuesta
obtenida puede ser el resultado de la combinacién de diversos mecanismos o de la induccién
de nuevas rutas de respuesta todavia sin identificar.

6. Conclusiones
Tras la realizacién del presente trabajo se concluyé que:

- Las plantas de judia tratadas con el cultivo esterilizado de Fo47 y posteriormente inoculadas
con Phytophthora capsici muestran una mayor actividad peroxidasa en comparacién con las
plantas no tratadas con este agente de biocontrol, asi como el descenso en compuestos
fendlicos solubles totales y la ausencia de cambios en la abundancia de lignina.

- El cultivo esterilizado de Fo47 induce resistencia en pimiento (Capsicum annuum L.) contra
Phytophthora capsici.

- El nivel de expresién de CABPR1 en las plantas de pimiento inducidas con el cultivo
esterilizado de Fo47 no experimenta cambios significativos ni antes ni después de la
inoculacidon con Phytophthora capsici. CASC1 aumenta significativamente en las plantas
inducidas con el cultivo esterilizado de Fo47 e inoculadas con el patdégeno; CAPOI1, sin
embargo, desciende significativamente en las plantas inducidas con el cultivo esterilizado de
Fo47 en ausencia del patégeno.
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