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0. RESUMEN

Las plantas cultivadas son atacadas por diferentes plagas y enfermedades que causan
pérdidas econdmicas. Una de ellas es la podredumbre gris, causada por el hongo patégeno
necrotrofo Botrytis cinerea. Se ha comprobado que algunas fitohormonas pueden
provocar un aumento en la resistencia a los patégenos. En el presente trabajo se ensayo
la capacidad de proteccion de dos fitohormonas (etileno y una citoquinina) en la planta
ornamental Zinnia elegans. Una vez observada la proteccion que confiere la citoquinina
(6-bencilaminopurina) pero no del etileno, se midieron varios marcadores de la defensa
de la planta (actividad B-1,3 glucanasa, quitinasa, peroxidasa y expresion del gen de
peroxidasa implicado en lignificacion (ZePRX)). También se llevaron a cabo ensayos con
cultivos del patdégeno para comprobar una posible actividad fungicida de la 6-
bencilaminopurina. Los resultados mostraron la ausencia de cambios en los componentes
de la defensa en las plantas a las que se aplico bencilaminopurina, con la excepcion del
gen ZePRX, cuya expresion aumentd 42 horas tras la induccion. Asimismo, la
bencilaminopurina presentd actividad fungicida. Los resultados apuntan a la accién
fungicida de la bencilaminopurina como la causa de la proteccion observada, aunque
también sugieren la necesidad de comprobar la respuesta defensiva de la planta a

diferentes tiempos tras la aplicacion de la citoquinina.



1. INTRODUCCION.

1.1. Importancia de las enfermedades de las plantas.

A lo largo de su vida, las plantas interaccionan con numerosos organismos, algunos de
los cuales son beneficiosos (rizobacterias promotoras del crecimiento, micorrizas o
depredadores de herbivoros), mientras que otros son perjudiciales para las mismas
(insectos herbivoros y organismos patogenos) (Van der Ent ef al., 2009). Entre los
potenciales patdgenos de plantas se encuentran varios tipos de microorganismos
(bacterias, hongos, protozoos, virus, viroides, molicutes, nematodos y algas), siendo el

grupo mas amplio el de los hongos (Trigiano et al., 2008).

El ser humano depende de las plantas y de sus productos en sectores como la
alimentacion, el textil, el mobiliario, el medio ambiente y en muchos casos, la vivienda.
Para millones de personas en todo el mundo que todavia siguen dependiendo de su propia
producciodn agricola para sobrevivir, las enfermedades en las plantaciones pueden suponer
la diferencia entre una vida confortable y la pobreza, o incluso la muerte por inanicién.
También es importante en regiones cuya economia depende en parte de la produccion
agricola, ya que las enfermedades de sus cosechas supondrian pérdidas econdmicas para
los productores y un aumento del precio de los productos para los consumidores (Agrios,

2005).

Normalmente, los agricultores se basan en la aplicacion de buenas practicas agricolas y
el uso de fertilizantes quimicos y pesticidas, que han contribuido de manera importante a
las espectaculares mejoras en productividad y calidad de los cultivos en el siglo XX. Sin
embargo, en la actualidad, la regulacion del uso de estos agroquimicos es estricta, debido
a que la mala utilizacion de los mismos puede ocasionar varios problemas: aparicion de
cepas patdogenas con mayor resistencia a los mismos, contaminacion del medio ambiente

y, en algunos casos, problemas de salud en el ser humano (Pal & Gardener, 2006).

De acuerdo a estas nuevas necesidades socioecondmicas y medioambientales, en los
ultimos afios se ha incrementado la investigacion en este campo para buscar productos
alternativos a los agroquimicos tradicionales, elaborados a partir de organismos vivos o
recursos renovables que sean beneficiosos para el medio ambiente y la salud humana

(Alvarez, 2012).



1.2. Clasificacion de los patégenos segiin su estrategia de ataque.

Los patogenos pueden ser clasificados en dos grandes grupos en funcion de su estrategia

de ataque: biotrofos y necrotrofos (Figura 1). Los primeros obtienen los nutrientes de los

tejidos vivos de la planta huésped, generalmente a través de haustorios, unas estructuras

de alimentacion especializadas que penetran en la célula huésped sin interrumpir las

funciones de la misma. Los necrotrofos, en cambio, destruyen primero las células huésped

(a menudo mediante fitotoxinas producidas por ellos mismos) y luego se alimentan

(Pieterse et al., 2009; van der Ent & Pieterse, 2012).

En la siguiente tabla (Tabla 1) se indican sus caracteristicas principales y aquellas que

diferencian un grupo del otro.

Tabla 1. Caracteristicas diferenciales de biotrofos y necrotrofos. Adaptada de Oliver & Ipcho (2004).

BIOTROFOS

NECROTROFOS

Obtienen energia de células vegetales vivas

Obtienen energia de células vegetales muertas

Son patdgenos obligados

No son patdégenos obligados

Tienen un estrecho rango de hospedadores

Tienen un amplio rango de hospedadores

Secretan pequefias cantidades de enzimas

liticas

Secretan altas cantidades de enzimas

degradadoras de pared celular

Estan controlados por mecanismos de defensa

dependientes del acido salicilico

Son controlados por mecanismos de defensa

dependientes de jasmonato y etileno

Causan pequeios dafios en la planta huésped

Causan grandes dafios en la planta huésped

Estan controlados por genes de resistencia

especificos (“gene-for-gene”)

Estan controlados por genes de resistencia

cuantitativos

Poseen haustorios (estructuras de

alimentacion especializadas)

Producen toxinas

Ademas de estos dos grupos existe uno intermedio, el de los hemibiotrofos (Figura 1).

Estos se caracterizan por mostrar los dos estilos de vida; primero siguen un estilo de vida

biotrofo y finalmente cambian a una estrategia necrotrofa (Oliver & Ipcho, 2004).




Biotrofo Hemibiotrofo Necrotrofo

Figura 1. Sintomas de las enfermedades en hojas de Arabidopsis causadas por:

Hyaloperonospora arabidopsidis (biotrofo), Pseudomonas syringae (hemibiotrofo)

y Botrytis cinerea (necrotrofo). Adaptada de Pieterse et al. (2009).

1.3. Patégeno: Botrytis cinerea.

Botrytis cinerea Pers.:Fr. es un hongo patégeno necrotrofo conocido cominmente como
moho gris, que infecta a mas de 240 especies de plantas en todo el mundo (Hahn, 2014).
Causa importantes pérdidas econdmicas, ya sea en plantas o partes de ella, en estado de
pre o post-cosecha (van Kan, 2006; El Oirdi ef al., 2011). Puede desarrollarse alla donde
crezcan sus potenciales plantas hospedadoras, desde zonas tropicales y subtropicales

hasta zonas frias (Elad et al., 2004).

El moho gris afecta a muchos cultivos econdémicamente importantes: verduras y
hortalizas (tomate, pepino, brécol, lechuga, judias, zanahoria, patata...), plantas
ornamentales (rosa y gerbera), bulbos (cebolla), frutas (uva, fresa, frambuesa, mora,
kiwi...). Ademas, tiene la caracteristica de infectar diferentes 6rganos de las plantas
(hojas, tallo, flores, brotes, frutos...) (Figura 2) (Elad et al., 2004; Williamson et al.,
2007).



Figura 2. Infeccion por Botrytis cinerea en: A) uvas; B) hoja de tomate y C) rosa. Tomadas de:

A)http://www.agriculturemoderne.com/2015/07/les-maladies-cryptogamique-la.html
B)http://www.greenhousecanada.com/inputs/crop-protection/march-april-2014-4022

O)http://www.ludwigsroses.co.za/rose-care/botrytis/

Este hongo se desarrolla bajo condiciones de elevada humedad relativa y temperaturas
entre 0y 25 °C, y se transporta por el aire (Alvarez, 2012). Es mas destructivo en tejidos
maduros o senescentes, pero a veces aparece en estadios mucho mas tempranos, y se
mantiene en estado quiescente durante un periodo considerable hasta que las condiciones
ambientales para su desarrollo son las idoneas. B. cinerea es capaz de crecer con
efectividad tras pasar largos periodos de tiempo a temperaturas inmediatamente

superiores a la de congelacion (Williamson et al., 2007).

Sus hifas pueden penetrar la planta huésped a través de heridas o aperturas naturales, y se
propaga desde tejidos muertos previamente colonizados por el hongo hasta nuevos tejidos

sanos (El Oirdi et al., 2011).

Muchos fungicidas han fallado en el control de Botrytis cinerea debido a varios motivos:
su plasticidad genética, su variedad de modos de ataque, su capacidad para contrarrestar
la accién toxica de muchos metabolitos que producen las plantas (por ejemplo,
detoxificandolos o secretdndolos), la variedad de potenciales hospedadores que puede

atacar, su corto ciclo de vida, la abundante cantidad de esporas que produce y su

capacidad para sobrevivir en condiciones adversas (van Kan, 2006; Williamson et al.,

2007; Hahn, 2014).



Debido a la importancia mundial de Botrytis cinerea (por las pérdidas econémicas que
causa y el resultante interés industrial) y la disponibilidad de herramientas moleculares

para estudiarlo, hoy en dia se considera el hongo necrotrofo modelo (Williamson et al,

2007).

Los motivos de la eleccion de Botrytis cinerea para este trabajo son los siguientes:
- Es un modelo de hongo de estrategia necrotrofa.

- Tiene una gran importancia econdémica por los dafios que causa a nivel mundial.

- Tiene un amplio rango de hospedadores, entre los que se encuentra la planta de estudio

(Zinnia elegans), de la que hablaremos a continuacion.

1.4. Planta huésped: Zinnia elegans.

Zinnia elegans Jacq. (Figura 3) es una planta herbacea anual de verano (florece desde
mediados hasta final de la estacidon) perteneciente a la familia Asteraceae. El género
Zinnia se origind en el suroeste de Estados Unidos, México y América Central. Hoy en
dia es una planta ornamental con mucha importancia debido al alto ntimero de hibridos
que se han obtenido e introducido en el mercado (Hegazi & El-Kot, 2010; Kiecana &

Mielniczuk, 2010).

Las diversas infecciones que afectan a zinnia causan graves pérdidas en los cultivos.
Desde hace anos, los fungicidas quimicos se han vuelto menos eficaces debido al

desarrollo de resistencia por parte de los patogenos (Hegazi & El-Kot, 2010).
Se ha escogido a Zinnia elegans como huésped en este estudio por los siguientes motivos:

- Esuna planta ornamental comercializada.

- Enpocos dias llega a crecer para realizar los experimentos biologicos y se infecta
con facilidad por Botrytis cinerea.

- Es una planta modelo para el estudio de la lignificacion, uno de los mecanismos

de defensa de las plantas (Lopez-Serrano et al., 2004).



Figura 3. A) Zinnia elegans. Tomada de http://davesgarden.com/guides/pf/showimage/159409/#b; B,
C y D) Diferentes 6rganos de zinnia infectados por B. cinerea: B) yema, C) tallo, D) flor. Tomadas de

https://growingsmallfarms.ces.ncsu.edu/growingsmallfarms-problemzinnia/

1.5. Control de enfermedades en cultivos.

Existen tres modos bésicos de control de plagas en cultivos: las practicas de cultivo, el

control quimico y el control biologico (Trigiano et al., 2008).

Las practicas de cultivo ayudan a crear condiciones desfavorables para la aparicion de
patogenos, disminuyendo la probabilidad de que las plantas entren en contacto con ellos
(Agrios, 2005).Cada practica de cultivo (regimenes de irrigacidén, zona de plantacion,
saneamiento, rotacién de cultivos, desinfeccion de las semillas, etc) puede influir en la
aparicion/magnitud de una enfermedad en una plantacion (Agrios, 2005; Trigiano et al.,
2008). Una ventaja de las practicas de cultivo es que pueden implicar la reduccion o

eliminacion de otros tipos de medidas de control (Trigiano et al., 2008).

Botrytis cinerea crece Optimamente en condiciones de alta humedad, luz reducida y
temperaturas moderadas. Por ello, es adecuado tener un toldo abierto en las plantaciones
bajo cubierta, con movimiento de aire y buena intercepcion de luz a fin de que las
pequenias gotas de agua de lluvia o irrigacion se sequen lo antes posible. También se sabe

que un uso excesivo de fertilizantes nitrogenados incrementa el riesgo de infeccion por el
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moho gris y otras enfermedades. Estas son algunas de las practicas de cultivo que se deben

tener en cuenta para evitar el riesgo de infeccion por B. cinerea (Williamson et al., 2007).

El control quimico de enfermedades se basa en la utilizacion de sustancias quimicas para
matar o inhibir el desarrollo del microbio en alguna etapa del proceso patogénico. La
mayoria inhiben el desarrollo de la poblacion de los patdgenos (Agrios, 2005). Algunas
de estas sustancias atacan directamente al patdgeno, mientras otras actian indirectamente,
provocando un aumento en la resistencia de las plantas (Trigiano et al., 2008). Las
sustancias quimicas que atacan directamente al patdgeno reciben el nombre de pesticidas
o plaguicidas. En el caso especifico de los hongos, el control quimico se realiza con

fungicidas.

Se suele pensar que el control de las enfermedades se puede llevar a cabo tan solo con el
uso de pesticidas, pero lo cierto es que el control quimico debe ser un componente mas
de un sistema integrado que también comprenda otras estrategias, como las buenas

practicas de cultivo y el control biologico (Lucas, 1998; Trigiano et al., 2008).

Por su parte, el Consejo Nacional de Investigacion de los Estados Unidos definié el
control biologico como el “uso de organismos naturales o modificados, genes o productos
de genes, para reducir los efectos de organismos indeseables como patdgenos o favorecer
los de organismos deseables”. La ventaja principal del control biolégico respecto al
quimico radica en que el primero es menos perjudicial para el medio ambiente y la salud
humana. La desventaja que supone este tipo de control es que su eficacia varia en mayor
medida que el quimico ante cambios en el ambiente, lo cual puede ocasionar un
crecimiento mas favorable para los organismos patéogenos que para los antagonistas

utilizados en su control (Pal & Gardener, 2006; Trigiano et al., 2008).

El control de las enfermedades de un cultivo supone costes a mayores en cuestion de
materiales y mano de obra. Este coste debe ser cubierto por el aumento en el rendimiento
o la disminucion de pérdidas en la cosecha que supongan las medidas de control tomadas

(Lucas, 1998; Trigiano et al., 2008).



1.5.1. Concepto de producto fitosanitario. Fungicidas y fitorreguladores.

La ley 43/2002 de sanidad vegetal define productos fitosanitarios como: “las sustancias
activas y los preparados que contengan una o mas sustancias activas presentados en la
forma en que se ofrecen para su distribucion a los usuarios, destinados a proteger los
vegetales o productos vegetales contra las plagas o evitar la accion de éstas, mejorar la
conservacion de los productos vegetales, destruir los vegetales indeseables o partes de
vegetales, o influir en el proceso vital de los mismos de forma distinta a como actian los

nutrientes”.

Los productos fitosanitarios que actian de forma directa contra el hongo patéogeno son
los fungicidas. Si un fungicida se usa continuamente, existe la posibilidad de que ciertos
individuos de la poblacion de hongos lleguen a ser mas resistentes al mismo (por ejemplo,
por resultado de una mutacion genética) y consigan infectar las plantas, lo cual provoca

que estos individuos se multipliquen por seleccion natural (Walker et al., 2013).

Debido a su plasticidad genética, Botrytis cinerea ha sido capaz de desarrollar resistencia
a muchos fungicidas que afectan a diferentes dianas: osmorregulacion, agentes
antimicrotubulares, inhibidores de la biosintesis de metionina... (Walker et al., 2013).
Aun no existe en el mercado un fungicida “definitivo” contra el moho gris y, por ello, es

necesario seguir investigando.

Entre los fitosanitarios también se incluyen los fitorreguladores, definidos como
sustancias naturales o sintéticas que tienen estructuras andlogas a las fitohormonas y
efecto hormonal (agonista o antagonista) (Acosta et al., 2011). Los fitorreguladores
pueden, por tanto, mejorar la sanidad de los cultivos mediante la induccién de defensas
endogenas, es decir, pueden ser inductores de resistencia. Este concepto es interesante
para los investigadores, que buscan desarrollar nuevos productos fitorreguladores que

sustituyan a las hormonas sintéticas y los pesticidas, que son mds toxicos (Flors, 2000).

La aplicacion de productos fitorreguladores puede incrementar la calidad y
ocasionalmente la produccion en cultivos intensivos. Su uso debe ser utilizado siempre
junto a las buenas practicas agricolas para conseguir una optimizacion. Por su baja
toxicidad a plantas y animales, los fitorreguladores son buenos candidatos para su uso en

agricultura racional (Acosta et al., 2011).



1.6. Mecanismos de defensa de las plantas.

Para poder sobrevivir a los ataques de patogenos, las plantas se han visto obligadas a
desarrollar mecanismos de percepcion y respuestas de defensa adecuados (Trigiano et al.,

2008). A continuacion se detallan algunos aspectos de la defensa de las plantas.

1.6.1. Defensa constitutiva e inducida.

Algunos mecanismos de defensa de las plantas ya existen sin necesidad de contacto con
los potenciales atacantes, lo que se denomina como defensa constitutiva o pasiva (Figura
4). Las espinas, los tricomas o las aciculas son ejemplos de este tipo de defensa frente a
herbivoros, mientras que a una escala menor, la pared celular actia como barrera fisica
para los microorganismos. Ademas, las plantas producen constitutivamente metabolitos
secundarios que inhiben el crecimiento de los microbios o provocan que el tejido sea

menos atractivo para los herbivoros (Van der Ent ef al., 2009).

Ademas de la defensa constitutiva, existen otros mecanismos que solo se activan en
presencia del patdogeno; estos mecanismos forman parte de la defensa inducida o activa

(Figura 4) (Lucas, 1998).

Tras reconocer a un patégeno potencial, se activan muchos eventos de sefializacion
intracelular, incluyendo flujos de iones, activacion de cascadas de quinasas y generacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS). Estas sefializaciones tempranas suelen
desencadenar varias respuestas de defensa: refuerzo de la pared celular, produccion de
compuestos antimicrobianos como las proteinas de defensa (PR) o fitoalexinas y la
conocida como respuesta hipersensible (HR), una forma localizada de muerte celular
programada que permite limitar la expansion del patégeno a lo largo del tejido del

huésped (Mishra et al.,2012).
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Figura 4. Tipos de mecanismos de defensa de las plantas y algunos ejemplos
de cada uno.

1.6.2. Defensa fisica y bioquimica.
1.6.2.1. Mecanismos de defensa fisicos.

Cada célula vegetal esta rodeada por un obstaculo para los patogenos, la pared celular,
que forma la defensa fisica méas importante (Lucas, 1998). Ademads, las plantas han
desarrollado mecanismos que les permiten reforzar y fortificar la misma. Para superar
esta barrera, muchos microorganismos producen enzimas de degradacion de la pared
celular (pectinasas, poligalacturonasas, celulasas...). En respuesta a la aparicion del
patogeno, algunas plantas producen inhibidores de poligalacturonasas, refuerzan la pared
con deposiciones de calosa, sintetizan proteinas ricas en hidroxiprolina que se acumulan
en la pared, y aumentan la sintesis de lignina, que también se deposita en la pared y sirve

como refuerzo estructural (Nuez et al., 2004).

La lignina es un polimero de compuestos fenilpropanoides altamente ramificado que
forma parte de la pared celular, siendo el segundo compuesto mas abundante de la misma,
tras la celulosa. Sus principales funciones son servir de soporte mecanico para permitir
que las plantas se mantengan erguidas, ayudar en el transporte de agua por los vasos del

xilema y como defensa frente a patdogenos (Moura ef al., 2010). El proceso de biosintesis
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de lignina es muy complejo y engloba a una gran cantidad de enzimas, entre las que

destacan las peroxidasas (Vanholme et al., 2010).

Se ha demostrado que debido al ataque fungico se producen cambios en el contenido de
lignina. Ademas del estrés bidtico, el contenido en lignina también puede verse
modificado por otras situaciones de estrés abidtico como las bajas temperaturas o la

deficiencia de minerales, entre otros (Moura et al., 2010).

1.6.2.2. Mecanismos de defensa bioquimicos.

Los mecanismos bioquimicos de defensa se basan en la presencia de moléculas no
estructurales que tienen algun papel en la defensa de la planta (Figura 4). Ejemplos de

ello son las fitoalexinas, las proteinas PR, el estallido oxidativo... (Lucas, 1998).

1.6.2.2.1 Proteinas PR: peroxidasa, quitinasa y p-1,3 glucanasa.

En muchas interacciones de patogénesis con hongos, las plantas producen muchos tipos
de proteinas que se cree que tienen una funcioén defensiva: péptidos antifungicos, tioninas,
enzimas hidroliticas y varias clases de inhibidores enzimaticos. Cuando se da una
respuesta hipersensible (HR) se producen las llamadas proteinas PR (“pathogenesis-
related”) (Lucas, 1998; Agrios, 2005). Estas son relativamente pequefias, estables y se
acumulan predominantemente en los espacios intercelulares. Su produccién puede ser
inducida por microorganismos y también por varias sustancias, incluyendo hormonas

vegetales como el etileno (Lucas, 1998).

En 1994 se propuso una clasificacion de proteinas PR en 11 familias. Esta clasificacion
se baso en secuencias aminoacidicas, relaciones seroldgicas y/o enzimaticas o actividad
bioldgica (van Loon & van Strien, 1999). Hoy en dia la lista ha aumentado a 17 familias

(Sels et al., 2008).

Una de las familias de proteinas PR es la 9, que son peroxidasas implicadas en la sintesis
de lignina (Sels et al., 2008). Por lo tanto, si aumenta la actividad peroxidasa en una planta
infectada respecto a una que no lo estad, podremos concluir que la primera esta
defendiéndose del ataque del patdégeno. Aunque en una planta se detecten bastantes

isoenzimas de peroxidasa (en tabaco se han detectado 20), no todas son inducibles por
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patogenos (Vidhyasekaran, 2002). En Zinnia elegans se estudia la isozima peroxidasa

basica involucrada en la biosintesis de lignina, la ZePRX.

Dado que la quitina y los B-1,3 glucanos son constituyentes importantes de las paredes
celulares de hongos, se ha planteado la hipotesis de que las dos enzimas que los hidrolizan
(quitinasa y B-1,3 glucanasa, respectivamente) tienen una funcién en la defensa de las
plantas, especialmente sobre patdgenos fungicos (Arshad & Frankenberger, 2002).
Ambas enzimas son proteinas PR, y por ello, se incrementa su sintesis en condiciones de

patogénesis (Sels et al., 2008).

Las quitinasas comprenden las familias 3,4, 8 y 11 de las proteinas PR (Sels et al., 2008).
Son enzimas que hidrolizan los enlaces -1,4 de los polimeros formados por residuos de
N-acetilglucosamina, principalmente de la quitina (Kasprzewska, 2003). Son proteinas
monoméricas que incluyen tanto proteinas acidas (secretadas al exterior de las células)
como basicas (vacuolares). Algunas de ellas se expresan en tejidos concretos de manera
independiente a la infeccion (Nuez et al., 2004). Se sabe que algunas quitinasas

intervienen también en procesos de crecimiento y desarrollo de plantas y animales

(Kasprzewska, 2003).

Las B-1,3 glucanasas pertenecen a la familia 2 de las proteinas PR. Se trata de enzimas
que rompen enlaces P-1,3-D-glucosidicos en las moléculas de [p-1,3 glucanos. Son
enzimas abundantes y extensamente distribuidas entre las plantas con semilla. Ademas
de intervenir en las respuestas de las plantas a condiciones de estrés, las B-1,3 glucanasas
también tienen un papel en otros procesos de desarrollo (germinacion del polen,

fertilizacion, maduracion del fruto, etc.) (Leubner-Metzger & Meins, 1999).

Las quitinasas y las B-1,3 glucanasas pueden actuar tanto de forma directa (degradando
la pared del patégeno) como indirectamente (provocando la liberacion de compuestos de
la pared del mismo, que actuarian como inductores de respuestas de defensa de la planta)

(Nuez et al., 2004).

1.7. Resistencia inducida.

Ademéas de la defensa local, las plantas pueden activar otra linea de defensa, conocida

como resistencia inducida, la cual esta caracterizada por su efectividad ante un amplio
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espectro de atacantes. La propiedad mas importante de este tipo de defensa es que, ademas
de en el tejido atacado, también actua a nivel sistémico (toda la planta), lo que permite

protegerla de posteriores invasores (Van der Ent ef al., 2009).

Con la resistencia inducida se potencia la resistencia propia de la planta, llevandola a un
nivel superior (Zeller, 2006). Esto se consigue al poner en contacto a la planta con los
llamados inductores de resistencia, agentes tanto bidticos como abidticos. La resistencia
inducida normalmente es efectiva ante un amplio espectro de invasores y puede ser
duradera en el tiempo; pero raramente es una resistencia completa. Por lo general implica

una reduccion de enfermedad entre el 20 y el 85%. (Walters et al., 2013).

La resistencia inducida se subdivide en dos grandes grupos. En primer lugar, la resistencia
sistétmica adquirida (SAR), desarrollada local o sistémicamente en respuesta a un
patogeno que cause lesion necrédtica o HR (Figura 6). En la SAR se producen proteinas
PR y estd mediada por la via de defensa dependiente del acido salicilico (SA), una
fitohormona de la que hablaremos a continuacion. En segundo lugar, la resistencia
sistémica inducida (ISR), que se desarrolla sistémicamente sin implicar la expresion de
proteinas PR y mediada por la via de defensa dependiente del jasmonato y el etileno, otras
hormonas que se trataran mas adelante (Zeller, 2006). El factor desencadenante de la ISR
es habitualmente la colonizacion de raices por parte de microorganismos beneficiosos del
suelo, como los hongos micorricicos o las rizobacterias promotoras del crecimiento de la

planta (Pieterse ef al., 2009).

La induccion de resistencia puede dar lugar al “priming” de las células, que resulta en una

elicitacion mas fuerte de las defensas en posteriores ataques (Walters et al., 2013).

Los agentes inductores son muy variados y pueden dividirse en dos grupos: agentes
biologicos y quimicos. Ejemplos de agentes inductores de origen biologico son los
hongos micorricicos, las rizobacterias y los hongos promotores del crecimiento de la
planta, los extractos y elicitores algales, etc. Por su parte, algunos ejemplos de agentes
inductores quimicos son: el Acibenzolar-S-metil (ASM), el acido B-aminobutirico
(BABA), el probenazol, la sacarina, la tiamina, etc (Walters et al., 2013). Entre los
posibles agentes inductores se incluirian los productos sanitarios con actividad hormonal,

es decir, los fitorreguladores.
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3. Activacion
de la SAR

2. Sefalizacion a

toda la planta
— Figura 6. Principio de la SAR. Una hoja
n:i.elfndw::i:np:o tratada con sustancias quimicas u organismos
e inductores que causen una lesion necrdtica y

estimulen la sefializacion encaminada por el
SA, que es transportado al resto de la planta,
donde se activaran los mecanismos de defensa
para posteriores infecciones.

1.8. Modulacion hormonal.

Una fitohormona puede definirse como: producto de naturaleza organica y origen natural
presente en las plantas que actia a bajas concentraciones, modificando el desarrollo de

las plantas (Acosta et al., 2011).

La sefializacion de respuesta de una planta al ataque de un patogeno esta regulada
principalmente por tres hormonas clave: el acido salicilico (SA), el 4cido jasmdnico o
jasmonato (JA) y el etileno (ET) (Denancé et al., 2013). Estas provocan una cascada de
eventos que van a activar la defensa de la planta. Existen dos vias principales de
sefalizacion que son mas o menos efectivas dependiendo de la clase de patogeno al que
se enfrenten: generalmente, los patdogenos biotrofos son mas sensibles a las defensas
inducidas por la sefializacion del SA, mientras los necrotrofos y los herbivoros lo son
con las defensas mediadas por el JA y el ET (Figura 7) (Koornneef et al., 2008; Pieterse
et al.,2012; Denancé et al., 2013).

En la naturaleza, las plantas a menudo interaccionan simultanea o secuencialmente con
diferentes tipos de patdgenos, lo que significa un problema para las mismas, ya que hay
amplia evidencia de que existe una relacion antagoénica mutua entre la via dependiente

del JA y la del SA (Figura 7) (Koorneef et al., 2008; Pieterse et al., 2012), lo que
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provocaria la susceptibilidad ante la aparicion de un necrotrofo si la planta se esta
defendiendo via SA de un biotrofo y la susceptibilidad a un biotrofo si la planta se esta

defendiendo via JA de un necrotrofo.

Mas recientemente se ha descubierto que, ademas de las anteriores, las hormonas que
promueven el crecimiento de las plantas (4cido abscisico, auxinas, brasinoesteroides,
citoquininas y giberelinas) inhiben o potencian este equilibrio e influyen en la resistencia

de las plantas a los patégenos (Naseem & Dandekar, 2012; Nafisi et al., 2015).

Figura 7. Esquema general
de las dos principales vias de
sefializacion hormonales que
se activan en funcion del tipo
de patdgeno e interacciones
entre ellas. Adaptada de
Broekgaarden et al., 2015.

@écrotro‘fo(

Defensa Defensa
dependiente dependiente
de SA de JAJET
1.8.1. Etileno.

El etileno (Figura 8) es una hormona vegetal gaseosa de formula molecular muy simple
(C2H4) y de bajo peso molecular (28,05 g/mol) involucrada en la regulacion de muchas
respuestas fisioldgicas. Inicialmente denominada la “hormona de la maduracién”, esta
implicada en casi todos los procesos de crecimiento y desarrollo, desde la germinacion
de las semillas hasta la senescencia de varios 6rganos, ademas de intervenir en muchas

respuestas al estrés abiotico (Arshad & Frankenberger, 2002; NCBI, PubChem).
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/ \ Figura 8. Estructura del etileno. Tomada
H H de http://www.gcsescience.com/015.htm

Esta hormona se produce en casi todos los 6rganos de la planta, pero la magnitud de
sintesis de la misma aumenta con heridas y otros tipos de estrés, y durante la maduracion

de los frutos, la senescencia y la abscision (Jones et al., 2013).

El etileno también tiene un papel importante en las interacciones con organismos tanto
patogenos como beneficiosos. En las interacciones de patogénesis, se ha demostrado que
esta fitohormona regula tanto la respuesta primaria de las plantas huésped como las
respuestas sistémicas, y que actua principalmente frente a patégenos necrotrofos, como

Botrytis cinerea (van der Ent & Pieterse, 2012; Broekgaarden et al., 2015).

Se ha visto en diferentes estudios que la aplicacion exdgena de la hormona induce
resistencia, susceptibilidad o no tiene ningun efecto, dependiendo de la interaccion
planta-patégeno que se estudie. Se ha visto que cuando el etileno se aplica antes de la
inoculacion de la planta con el patogeno, la enfermedad disminuye o es la misma que en
condiciones normales; en cambio, si el etileno se aplica tras la inoculacion, se acelera el

desarrollo de la enfermedad (van Loon et al., 2006).

El etileno actia como una molécula senal inductora de varios genes relacionados con la
defensa: fitoalexinas, proteinas PR, alteraciones en la pared celular... (Diaz et al., 2002;

Vidhyasekaran, 2002).

Hay varios casos de estudio que afirman que el etileno induce resistencia. Por ejemplo,
Diaz y colaboradores observaron que el etileno disminuye la susceptibilidad a B. cinerea
en tomate (Diaz et al., 2002). Belhadj y colaboradores descubrieron que el tratamiento de
plantas de la vid (Vitis vinifera, un huésped potencial de B. cinerea) con eteféon (una
sustancia quimica que en la planta libera etileno) induce un aumento de proteinas PR y
de fitoalexinas, y que el etefon aumenta la proteccion de la vid frente a Erypsiphe necator
(Belhadj et al., 2008). Ademas, se ha visto que el etileno juega un papel esencial en la
resistencia de la planta modelo Arabidopsis frente a B. cinerea, el hongo objeto de nuestro

estudio (Thomma et al., 1999).
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1.8.2. Citoquininas. 6-Bencilaminopurina.

Las citoquininas son una familia de fitohormonas derivadas de la adenina e implicadas en
diversos mecanismos de regulacion de muchos procesos fisiologicos y de desarrollo de la
planta, como la division y diferenciacion celular, la senescencia foliar, la nodulacion, la
movilizacion de nutrientes, las respuestas a la luz, la dominancia apical o la germinacioén

de las semillas (GroBkinsky et al., 2011; Naseem et al., 2014).

Las citoquininas pueden ser tanto naturales (sintetizadas por las plantas) como sintéticas.
Las primeras se pueden clasificar en dos categorias segun la estructura de la cadena lateral
que va unida a la posicion 6 de la purina (Figura 9): citoquininas aromaticas e

isoprenoides (Jones et al., 2013).

Recientemente se ha demostrado que las citoquininas estan involucradas en las
interacciones huésped-patdgeno, pero este aspecto no ha sido ampliamente estudiado
hasta el momento (Mishra et al., 2008; Nafisi et al., 2015). A pesar de ello, se ha
demostrado que las mismas promueven la resistencia de las plantas ante diferentes
patoégenos, tanto bio como hemibio o necrotrofos (4lternaria brassicicola, Botrytis fabae,
Botrytis cinerea o Pseudomonas syringae) (Moore & Leach, 1968; Choi et al., 2010,
GroBkinsky et al., 2011; Nafisi et al., 2015). También promueven la resistencia contra
virus (mosaico del tabaco, virus de la necrosis) y herbivoros (Naseem & Dandekar, 2012;

Naseem et al., 2015)

Se ha observado que las citoquininas modulan la sefializacion de respuestas de defensa
dependientes del SA y el JA. Sin embargo, todavia queda mucho por conocer sobre los

mecanismos que subyacen estas interacciones (Naseem ef al., 2014).

Las citoquininas juegan un papel importante en la coordinacion del programa genético
que regula la senescencia de los tejidos de las plantas. Los patdogenos biotrofos inducen
una mayor produccién de citoquininas porque necesitan que las células de la planta sigan
vivas. Los necrotrofos, en cambio, destruyen el tejido de la planta a través de toxinas y

enzimas de degradacion de la pared celular para conseguir nutrientes (Barna et al., 2008).
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Figura 9. Estructura de algunas citoquininas. Adaptada de Buchanan et al. (2015).

Diversos patdgenos microbianos tienen la capacidad de producir citoquininas que
modulan la inmunidad de las plantas. Se ha demostrado que la produccion de citoquininas
es esencial en varios patdgenos para que se lleve a cabo la infeccion (GroBkinsky et al.,

2008).

Botrytis cinerea, al igual que los demas hongos necrotrofos, no produce citoquininas.
Choi y colaboradores han descubierto que las citoquininas promueven (mediante
modulacion de la sefalizacion de defensa) la resistencia de plantas a patdogenos que no

las secretan, como es el caso de B. cinerea (Choi et al., 2010).

Barna y colaboradores observaron que la sobreproduccion de citoquininas en tabaco
(inducida por la expresion del gen de biosintesis de citoquinina, el gen ipt) parece suprimir
los sintomas de respuesta hipersensible inducidas por bacterias incompatible con la
planta. Esta reduccion de la HR probablemente se debe, al menos en parte, a una mayor
capacidad antioxidante del tejido y una composicion lipidica de membrana mas estable

en el mismo (Barna ef al., 2008).
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Las plantas sintetizan varias formas de citoquininas: quinetina, zeatina y benciladenina o
6-bencilaminopurina (BAP) (Nafisi et al., 2015). En este trabajo hemos utilizado como
agente inductor/fungicida la 6-bencilaminopurina (Figura 9), de bajo peso molecular

(225,26 g/mol) y férmula molecular Ci2H11Ns (NCBI, PubChem).

Se ha visto que las citoquininas inducen la actividad peroxidasa en Zinnia elegans
(Gutiérrez et al., 2009). A partir de esto se extrae la hipdtesis de que la aplicacion exdgena
de esta fitohormona aumentara la expresion del gen que codifica para la isozima ZePrx
(Gutiérrez et al., 2009). Por tanto, podria aumentar la lignificacién y con ello, la

resistencia de la planta a los patogenos.

Ademas, Mishra y colaboradores han observado que la BAP inhibe el crecimiento de

Phytophthora colocasiae, es decir, que tiene un efecto fungicida (Mishra et al., 2008).

Por todo lo expuesto hasta ahora podemos plantear la hipotesis de que tanto el etileno
como la bencilaminopurina pueden actuar como inductores de resistencia en la planta
ornamental Zinnia elegans frente Botrytis cinerea. Ademas, debido a que en la actualidad
el uso de estas sustancias esta permitido para determinadas aplicaciones agricolas, no es
arriesgado pensar que podria aprobarse el uso de las mismas para controlar la enfermedad

del moho gris en diferentes cultivos.
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2. OBJETIVOS.

Los objetivos que hemos perseguido en este Trabajo de Fin de Master son los siguientes:

1. Comprobar si la aplicacion de etileno y de una citoquinina (la bencilaminopurina)
son capaces de proteger a Zinnia elegans frente a la infeccion por Botrytis cinerea.

2. Estudiar posibles mecanismos fisioldgicos de resistencia inducida que expliquen
la proteccion observada.

3. Estudiar posibles efectos fungicidas/fungistaticos que expliquen la proteccion

observada.

20



3. MATERIAL Y METODOS.

3.1. Material biologico.
3.1.1. Material vegetal: Zinnia elegans.

Los bioensayos comenzaron con la siembra de semillas de Zinnia elegans (cv Envy,
Chiltern Seeds, Cumbria, England) en un sustrato de perlita regado con solucion nutritiva
(Hoagland & Arnon, 1950). Las semillas sembradas se incubaron en una camara de
cultivo con un fotoperiodo de 16 h de luz a una temperatura de 25°C y 8 h de oscuridad a

18°C.

Tras una semana de incubacion, las plantas de zinnia se transplantaron a pequefias
macetas con una mezcla 1:2 (v/v) de perlita y tierra vegetal (Figura 10). Tras ello se

mantuvieron durante tres dias en la camara de incubacion con las condiciones anteriores.

Figura 10. Plantas de Zinnia elegans en perlita (a) y posterior transplante (b).

3.1.2. Material flingico: Botrytis cinerea.

Para este trabajo se utilizo el aislado B0510 de B. cinerea. El mismo fue cedido por el Dr.
Van Kan (Wageningen University, Paises Bajos). Se repicaron cuadrados de

aproximadamente 1 cm? de un cultivo del hongo a nuevas placas con medio de cultivo
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PDA (patata, dextrosa y agar) y se cultivaron a 23°C y en oscuridad permanente durante

cinco dias. Para la inoculacion se tomaron discos de micelio de este cultivo.

3.2. Métodos.
3.2.1. Tratamientos.
3.2.1.1. Tratamiento con etileno.

Debido a la dificultad de manejo que implica el etileno por su naturaleza gaseosa, en este
Trabajo Fin de Master hemos utilizamos el etefon (acido 2- cloroetilfosfonico,
CICH2CH2PO:3). El etefon se descompone en etileno (C2Hs4) en disoluciones con pH

basico, de acuerdo con la siguiente reaccion:
CICH2CH2PO3 + H20 = CI'' + C2Ha + H2PO4

Para nuestros ensayos se prepar6 una solucion de etefon 0,533 g/L en fosfato disédico 0,5
M en una botella cerrada con un septo en el tapon. Ello nos permite obtener una fase
gaseosa con una concentracion conocida de etileno (Zhang & Wen, 2010). Con una
jeringuilla se recogia a través del septo un volumen determinado del aire contenido en la
fase gaseosa de la botella. Este aire contenia el etileno desprendido de la descomposicion

del etefon.

Este etileno gaseoso fue posteriormente inyectado en cajas cerradas herméticamente para
evitar salidas o entradas de gases. Se afiadi6 el volumen necesario del stock gaseoso de
etileno a través de un septo en la caja, alcanzando la concentracion final de 1 ppm (Diaz
et al., 2002). En el interior de las cajas se dispusieron previamente las plantas de zinnia.
En la caja del control se anadieron 100 mg de permanganato potasico para absorber los
excesos de etileno y asi evitar que haya una alta acumulacion de esta hormona, que
pudiera influir en la resistencia de las plantas en el control no tratado. Las plantas se

mantuvieron en las cajas con etileno durante 24 horas.
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3.2.1.2. Tratamiento con 6-bencilaminopurina (BAP).

Para la induccién por BAP se pulverizaron las dos primeras hojas verdaderas de cada
planta de zinnia con 5 ml de una solucién de BAP 50 uM en dimetilsulféxido 0,05%

(Figura 11). Las plantas control fueron pulverizadas con 5 ml de dimetilsulfoxido 0,05%.

Figura 11. Puntos de aplicacion de la BAP. Primeras hojas verdaderas de

Zinnia elegans.

3.2.1.3. Tratamiento con el patéogeno. Inoculacion con Botrytis cinerea.

24 horas tras la aplicacion de la BAP o del etileno, las plantas se inocularon con discos
de micelio de 5 mm de didmetro de las zonas en crecimiento activo de los cultivos en
placa de B. cinerea. Los discos se pegaron al haz de las hojas donde se realizé la
induccion. El proceso se facilitd mojando previamente los discos en agua destilada
autoclavada. Luego, se incubaron las plantas de cada tratamiento a temperatura ambiente
en cajas de plastico cerradas con una capa de aproximadamente un centimetro de agua 'y
papel de filtro que ayudase a mantener una humedad ambiental elevada (Figura 12),

condicién que, como vimos anteriormente, favorece la infeccion por Botrytis cinerea.
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Figura 12. Incubacion de Z. elegans inoculada con B. cinerea.

Se hizo un seguimiento de la enfermedad, pasadas 48 horas en los ensayos con etileno, y
42 horas los ensayos con BAP, midiendo el didmetro de las lesiones (ya que el

crecimiento de la zona infectada era generalmente circular).

Para estudiar el efecto del etileno se realizaron dos experimentos independientes, cada
uno con 6-8 plantas por tratamiento (control inoculado con B. cinerea y tratamiento con
etileno inoculado con B. cinerea). Para estudiar el efecto de la BAP se realizaron dos
experimentos independientes, cada uno con 6-7 plantas por tratamiento (control

inoculado con B. cinerea y tratamiento con BAP inoculado con B. cinerea).

3.3. Toma de muestras para ensayos enzimaticos y de expresion génica.

Para la recogida de muestras se llevaron a cabo 4 experimentos independientes y con la
misma metodologia que los bioensayos. Pero, en este caso, se tomaron muestras de las
hojas enteras de cada grupo (control y BAP, ambos sin inocular) 24 h tras la induccion, y
18 h tras la inoculacion (42 h tras la induccion) de cada tratamiento (control sin inocular,
control inoculado, BAP sin inocular y BAP inoculado). Las muestras se almacenaron en

un congelador a -80°C inmediatamente tras ser pesadas.

Las muestras congeladas fueron posteriormente homogenizadas en un mortero con
nitrogeno liquido, y separadas en alicuotas de 200 mg para la extraccion de proteinas y

de 60 mg para extraccion de RNA. Todo este proceso se realiza en nitrogeno liquido para
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evitar la descongelacion de las muestras y, por tanto, la posible pérdida de actividades

enzimaticas o de RNA por degradacion.

3.4. Ensayos enzimaticos.
3.4.1. Extraccion de proteinas totales.

Se tomaron 200 mg de las muestras previamente homogenizadas en nitrégeno liquido y
almacenadas a -80°C y se resuspendieron en 1 ml de tampén Tris HCI 50 mM + KCI 1M
pH 7,5 con 10 mg de PVPP (polivinilpolipirrolidona). Las mezclas se centrifugaron a 4°C
y 12857 xg durante 20 min. El sobrenadante se separ6 en alicuotas de 400 pl, que se

almacenaron en el congelador a -80°C hasta su analisis. Todo el proceso se realiz6 en frio.

3.4.2. Medida de proteinas totales.

La medida de proteinas totales se realiz6 por el método de Stoscheck (1990). En primer
lugar se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad una mezcla
con 900 pl de reactivo Bradford, 50 pul de NaOH 1M, 45 ul de H20 y 5 pl de muestra de
las alicuotas. Posteriormente se midi6 la absorbancia a 590 nm frente a un blanco en el
que se sustituyo de la mezcla el volumen de muestra por H2O. Se us6é una recta de

calibrado para obtener los valores de concentracion de proteinas en cada muestra.

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

La actividad de la enzima B-1,3 glucanasa se cuantific6 mediante una modificacion del

método de Imanaka et al. (2001), utilizando laminarina como sustrato de la reaccion.

Se preincubaron las mezclas de reaccion (332,5 ul de tampon acetato sodico 100 mM pH
5y 82,5 pl de laminarina al 1%, (L9634-1g, Sigma) en eppendorfs a 37°C mientras se
descongelaban las alicuotas de muestras en hielo. Se anadieron 85 pl de muestra a cada
eppendorf y se incubaron durante 10 min a 37 °C. Inmediatamente se transfirieron los
tubos a un bafio de hielo durante 5 minutos. Luego se afiadieron 670 pl de Ferricianuro

potasico 1,5 mM en carbonato sédico 0,5 M y se incubaron en un bloque térmico a 100
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°C durante 15 minutos. Pasado ese tiempo se transfirieron las mezclas a un bafio de hielo
durante 5 minutos y se midieron las absorbancias a 420 nm. Los valores obtenidos se
sustituyeron en la funcion de una recta de calibrado realizada con glucosa. Los datos se
expresaron en mU/mg de proteina. Una unidad internacional (U) de actividad de B-1,3
glucanasa se define como la cantidad de enzima que produce 1 pmol de producto por

minuto.

3.4.4. Medida de la actividad quitinasa.

La medida de la actividad quitinasa se realizd6 mediante el método de Imanaka et al.
(2001); es decir, el mismo que para la B-1,3 glucanasa, pero con glicol-quitina al 1% como
sustrato de la reaccion. Consultese el apartado anterior para una descripcion detallada.

Los datos se expresaron en mU/mg de proteina.

3.4.5. Medida de la actividad peroxidasa.

Se mezclaron 890 pl de Tampon Tris HCI pH 7,5, 10 ul de 4MN (4-metoxinaftol) 100
mM, 50 pl de H202 10 mM y 50 ul de muestra, e inmediatamente se midieron los

incrementos de absorbancia por minuto a 593nm. Los valores obtenidos se utilizaron para
calcular la actividad peroxidasa de cada muestra, utilizando un €593=21x10*M"'cm™. Los

datos se expresaron en U/mg proteina.

3.5. Ensayos de expresion génica.
3.5.1. Extraccion de RNA vy sintesis de cDNA.

Las muestras de 60 mg se utilizaron para la extraccion del RNA, que se realiz6 siguiendo

el protocolo del kit BioRad Aurum™ Total RNA Mini kit.

Posteriormente se cuantifico la cantidad de RNA presente en las muestras con ayuda de
un espectrofotomentro (Helios y, Thermo) y se procedi6 a la sintesis de cDNA siguiendo

el protocolo del kit iScript™ cDNA Synthesis kit.
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3.5.2. Medida de la expresion del gen peroxidasa implicado en lignificacion (ZePRX).

Para medir la expresion del gen de la enzima peroxidasa implicada en lignificacion
(ZePRX), se us6 el cDNA para realizar una PCR cuantitativa en tiempo real (qQPCR). La
gPCR se realizo con el siguiente programa: 95°C 2 min, 40 ciclos de (95°C 20seg, 58°C
25segy 72°C 50seg) y un ultimo paso de 72°C 5 min.

La gPCR fue realizada por el SAI (Servicios de Apoyo a la Investigacion) de la
Universidad de A Corufia. Se amplificaron el gen de la peroxidasa (ZePRX) (ref. NCBI:
AJ880392) y tres genes de tubulina a la vez (ZeTubB1,2,3) (ref. NCBI: D63136, D63137
y D63138), tomados como referencia por su conocida estabilidad en niveles de expresion
en diferentes condiciones fisiologicas de la planta. Los primers utilizados para la
amplificacion de los genes ZePRX'y ZeTubB1,2,3 (Tabla 2) fueron previamente descritos
por Gomez-Ros et al. (2012).

Tabla 2. Cebadores utilizados para la QRT-PCR.

Cebador
Gen N° de acceso | Nombre Secuencia Amplicon
ZePrx AJB80392-5 | Ze266FW 5’-TCGACAACAACTACTACAGGG-3’ 216 pb
Ze266RV 5’-GATTACCGCAAAGAGTCCTT-3’
p-tubulina | D63136 ZeBTubFW | 5’-CAAGGCGGCCAATGCGGCAACCA-3" | 284 pb
D63137 ZeBTubRV | 5°-GCCCAATTATTACCAGCACCA-3’
D63138

Para el analisis y la obtencion de los valores de Ct se utilizo el software iCycler iQ System.
Se siguid el modelo descrito por Pfaffl (2001) para el célculo de los niveles de expresion
relativa de cada uno de los genes. Los resultados obtenidos sirvieron para comparar los

niveles de expresion de este gen en cada tratamiento.

3.6. Ensayos de efecto fungicida de la BAP.

Se realizaron dos ensayos de crecimiento de B. cinerea en placa Petri con medio PDA
suplementado con bencilaminopurina (BAP) y/o un fungicida comercial. Como

referencia de este estudio se utilizo el fungicida SCALA 400 SC, cuya sustancia activa es
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el pirimetanil (PIRI), un fungicida de uso comun para combatir las enfermedades

causadas por Botrytis.

Se prepararon 500 pl de una solucion stock en dimetilsulfoxido (DMSO) de BAP y/o PIRI
y se afadieron a 100 ml de medio PDA. Se utilizaron concentraciones finales de 50uM
de BAP y 25uM y 250uM de PIRI. Para las placas Petri control se afiadieron 500ul de
DMSO. Se realizaron un total de 6 tratamientos: Control, PIRI 25uM, PIRI 250uM, BAP,
BAP+PIRI 25uM y BAP+PIRI 250uM.

Las placas fueron sembradas con discos de micelio de 5 mm de la cepa BO510 de B.
cinerea. Las placas fueron incubadas durante tres dias a temperatura ambiente y en

oscuridad.

Se midieron los didmetros de expansion del hongo pasadas 48 y 72 h tras la siembra.

3.7. Analisis estadistico.

El analisis estadistico se ha realizado con el programa Statgraphics 5.1. Los datos
obtenidos de los ensayos de severidad de este trabajo se han analizado con test Kruskal-
Wallis. Las medidas de actividades enzimaticas y la expresion del gen ZePRX en las
muestras de zinnia de 24 horas tras la aplicacion de BAP han sido analizadas con el mismo
test, Kruskal-Wallis. Por su parte, las medidas enzimaticas y de expresion en las muestras
de zinnia de 42 horas tras la aplicacion de BAP se han analizado con un test Anova de
dos vias. Por tltimo, los datos de medicion del crecimiento de Botrytis cinerea en placa
Petri han sido analizados con test Anova y Duncan. En todos los casos se ha aplicado un

nivel de significacion a = 0,05.
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4. RESULTADOS.

4.1. Efecto del etileno sobre la severidad de la enfermedad.

La severidad de una infeccion indica la intensidad del ataque de un patdgeno en el
huésped. Una forma de medir la intensidad de la infeccion es con los didmetros de
expansion de las lesiones, ya que los discos de micelio son redondos y el crecimiento
concéntrico. Se han comparado los didmetros de expansion a las 48 h tras la inoculacién
con Botrytis cinerea (Figura 13). No se encontraron diferencias significativas de
expansion entre el control y las plantas tratadas con etileno (p > 0,05) habiendo tratado

los datos experimentales con un test Kruskal-Wallis.
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Figura 13. Severidad (medida como diametro de expansion) de la enfermedad causada por Botrytis
cinerea 48 h después de su inoculacion en hojas de Zinnia elegans. Control: plantas de Z. elegans no
tratadas; Etileno: plantas de Z. elegans tratadas con etileno. Las letras iguales indican ausencia de

diferencias significativas en un test Kruskal-Wallis (p > 0,05).

4.2. Efecto de 1a BAP sobre la severidad de la enfermedad.

Se han comparado los didmetros de expansion a las 42 h tras la inoculacion con Botrytis
cinerea. Los resultados indican que la severidad de la infeccion es significativamente
menor en las plantas de zinnia tratadas previamente con BAP (Figura 14), habiéndolo

probado con un test Kruskal-Wallis (p < 0,05).
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Figura 14. Severidad (medida como didmetro de expansion) de la enfermedad causada por
Botrytis cinerea 42 h después de su inoculacion en hojas de Zinnia elegans. Control: plantas de
Z. elegans no tratadas; BAP: plantas de Z. elegans tratadas con BAP (6-bencilaminopurina). Las

letras diferentes indican diferencias significativas en un test Kruskal-Wallis (p < 0,05).

4.3. Efecto de la BAP sobre marcadores bioquimicos y moleculares de la resistencia.

Tras comprobar que la aplicacion exdgena de etileno no indujo ningun aumento en la
resistencia de las plantas y que la BAP si tuvo esa capacidad, realizamos un estudio de

los marcadores de defensa tan solo con los tratamientos de los bioensayos de BAP.

Para estudiar los cambios en la fisiologia de las plantas en las diferentes condiciones a las
que las hemos expuesto, se llevaron a cabo varias determinaciones bioquimicas y
moleculares que daban una idea de si las mismas estaban experimentando cambios a nivel
fisiolégico que aumentaran su resistencia ante Botrytis y explicaran asi el menor diametro
de la lesion encontrada en las plantas tratadas con BAP como un fendmeno de induccion
de resistencia. Los marcadores medidos fueron: actividad enzimatica B-1,3 glucanasa,

quitinasa y peroxidasa, y la expresion del gen ZePRX.

4.3.1. Ensayos anteriores a la inoculacion con B. cinerea.

Pasadas 24 h tras la aplicacion de BAP en zinnia, se observo que las actividades de las

tres enzimas estudiadas fueron similares en las plantas tratadas con BAP que en las
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plantas no tratadas (p > 0,05) (Figura 15 ABC). Se observé lo mismo en la expresion del
gen ZePRX, que fue similar en plantas tratadas con BAP que en las que no lo fueron (p >

0,05) (Figura 15D).
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Figura 15. Efecto de la BAP sobre marcadores de resistencia en hojas de Z. elegans 24 h después de la
aplicacion de la hormona: A) actividad B-1,3 glucanasa; B) actividad quitinasa; C) actividad peroxidasa y
D) expresion del gen de peroxidasa implicado en lignificacion (ZePRX). Control: hojas no tratadas; BAP:
hojas tratadas con BAP. Las letras iguales indican la ausencia de diferencias significativas en test

estadisticos Kruskal-Wallis (p > 0,05).

4.3.2. Ensayos posteriores a la inoculacion con B. cinerea.

En los ensayos realizados 18 horas tras la inoculacion con el patdogeno (42 h después de
la aplicacion de BAP), los resultados de las actividades enzimaticas fueron similares a los
observados a las 24 horas de la aplicacion de BAP, es decir, los niveles de actividad de
las tres enzimas fueron similares entre cada uno de los tres tratamientos (BAP sin
inocular, control inoculado con Botrytis y BAP inoculado con Botrytis) frente al control

(Figura 16 ABC).
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En cambio, en el estudio de la expresion del gen de la enzima peroxidasa implicada en

lignificacion, se observd un aumento de expresion en

comparacion con los demas (p < 0,05) (Figura 16D).
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Figura 16. Efecto de la BAP sobre marcadores de resistencia en hojas de Z. elegans 42 h después de la

aplicacion de la hormona y 18 h tras la inoculacion con B. cinerea: A) actividad B-1,3 glucanasa; B)

actividad quitinasa; C) actividad peroxidasa y D) expresion del gen de peroxidasa implicado en

lignificacion (ZePRX). Control: hojas no tratadas; BAP: hojas tratadas con BAP; Control Bc: hojas no

tratadas con BAP e inoculadas con B. cinerea; BAP Bc: hojas tratadas con BAP e inoculadas con B.

cinerea. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos con BAP y los demas

en una ANOVA de dos vias (p < 0,05).

Las diferencias encontradas en la severidad por el tratamiento con BAP de las plantas de

Z. elegans frente a las plantas no tratadas y la ausencia general de diferencias observadas

en algunos de los mecanismos fisioldgicos de defensa (actividades enzimaticas de varias

proteinas PR y expresion del gen ZePRX) en zinnia, nos llevaron a plantear una nueva

hipdtesis de un posible efecto fungicida de la BAP.
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4.4. Efecto fungicida de la BAP. Crecimiento en placa de B. cinerea.

Tanto a las 48 como a las 72 h desde la siembra con Botrytis, los resultados fueron los
mismos, pero las diferencias fueron mas acusadas a las 72 h (Figura 17). Los datos
obtenidos en los experimentos en placa se analizaron con una ANOVA y un test de

Duncan.

En las placas a las que se les afiadid BAP 50 uM, el crecimiento del micelio de B.cinerea
fue menor que respecto al control (Figura 18). Lo mismo se observo en las placas con el
fungicida comercial SCALA a una concentracion de PIRI de 25 uM (p < 0,05). Por otro
lado, se observd un menor crecimiento de B. cinerea en las placas que contenian el
fungicida PIRI a concentracion 250 uM (p< 0,05). Como se puede ver en la grafica
resumen de este experimento (Figura 18), la inhibicion del crecimiento en las placas con

PIRI 250 uM es significativamente mayor que en las que tienen BAP y/o PIRI 25 pM.

Figura 17. Crecimiento de B. cinerea en placa Petri con medio PDA. Izquierda:

control; derecha: medio con BAP 50 pM.

La mezcla de BAP y PIRI 25 uM inhibi6 el crecimiento de B. cinerea de forma similar a
la inhibicidn que provoco la BAP (p > 0,05). El mismo resultado se observo en las placas
con BAP y PIRI 250 uM, en las que el crecimiento de Botrytis fue similar al que se dio
en las placas con PIRI 250 uM (p > 0,05). Por tanto no se observé un efecto aditivo de

PIRI y BAP.
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Figura 18. Crecimiento (diametro de expansion en mm) de Botrytis cinerea en placas con medio PDA a las 48
y 72 horas tras la inoculacion con el hongo. Control: placas con DMSO; BAP: placas con BAP 50 uM; PIRI
25: placas con el fungicida comercial SCALA a una concentracion de pirimetanil de 25 pM; PIRI 250: placas
con el fungicida comercial SCALA a una concentracion de pirimetanil de 250 pM; BAP+PIRI 25: placas con
el fungicida comercial SCALA a una concentracion de pirimetanil de 25 pM y BAP 50 pM; BAP+PIRI 250:
placas con el fungicida comercial SCALA a una concentracion de pirimetanil de 250 uM y BAP 50 uM. Letras

diferentes indican diferencias significativas en una ANOVA y un test de Duncan.
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5. DISCUSION.

El genoma de la cepa de Botrytis cinerea con la que hicimos este trabajo (B0510) esta
actualmente secuenciado (http://www.broadinstitute.org/scientific-
community/science/projects/fungal-genome-initiative/botrytis-cinerea-genome-project).
Ello supone que existe una base que permite abrir un nuevo campo de investigacion
molecular que proporcione una vision mas clara del mecanismo de infeccion del hongo.
Con esta base se podrian disefiar nuevas estrategias de control mas exitosas y menos

perjudiciales que las que existen actualmente en el mercado contra Botrytis cinerea.

Hoy en dia existen dos principales lineas de investigacion: la obtencion de plantas
resistentes al patdgeno y el disefio de nuevos fungicidas. Todo esto se estudia intentando

no comprometer la resistencia frente a biotrofos (Williamson et al., 2007).

En este trabajo, el etileno aplicado antes de la inoculacién del hongo no ha tenido un
efecto significativo sobre la enfermedad en las condiciones experimentales utilizadas.
Esto significa que el etileno no protege a Zinnia elegans contra la infeccidén causada por
Botrytis cinerea. En la introduccidon se citaron varios trabajos en los que el etileno
promovia la defensa de la planta (Thomma et al., 1999; Diaz et al., 2002; Belhadj ef al.,
2008), pero hay también varias investigaciones que no encontraron ningun efecto del

etileno o un efecto negativo (Lund et al., 1998; Sharon et al., 2004; Cantu et al., 2009).

Se sabe que el etileno puede acelerar la senescencia en hojas y la maduracién en frutos,
lo que podria predisponer al tejido para el desarrollo de patégenos necrotrofos. Por otra
parte, esta hormona también estimula el desarrollo de la necrosis y en muchos casos la
respuesta hipersensible (Ohtsubo et al., 1999; Diaz et al., 2002), procesos que facilitan la
colonizacion de B. cinerea (Govrin & Levine, 2000). De hecho, se observé que B.cinerea
induce senescencia en los tejidos diana como parte de su modo de accidén (Swartzberg et
al., 2008). Este efecto dual del etileno (inductor de resistencia y promotor de la
enfermedad) podria explicar la ausencia de diferencias encontradas en la severidad de la
enfermedad causada por B. cinerea en plantas tratadas con etileno frente a las que no lo

fueron.

En los ensayos con 6-bencilaminopurina, las plantas tratadas con la hormona mostraron

menor severidad, lo que demuestra que la hormona tiene la capacidad de conferir
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proteccion a Zinnia elegans frente a la infeccion por Botrytis cinerea. Este resultado
concuerda con los encontrados en investigaciones de otros patosistemas, en los que se

demostr6 que las citoquininas promueven la resistencia de las plantas (Moore & Leach,

1968; Choi et al., 2010, GroBkinsky et al., 2011; Nafisi et al., 2015).

En los ensayos del efecto de la BAP sobre varios marcadores bioquimicos y moleculares

de la resistencia de la planta no se obtuvieron los resultados esperados a priori.

En el caso de la actividad de la B-1,3 glucanasa, no se observaron diferencias entre las
plantas tratadas con BAP y las plantas control, a ninguno de los dos tiempos analizados.
Estos resultados muestran que la BAP no tuvo ningtin efecto sobre la actividad de la
enzima. Se sabe que la B-1,3 glucanasa es una proteina PR que hidroliza los B-1,3
glucanos, constituyentes importantes de las paredes celulares de los hongos. Por ello, el
resultado esperado seria que la actividad de la enzima fuera mayor en las condiciones de

estudio (Arshad & Frankenberger, 2002).

Los resultados son diferentes a los obtenidos por otros investigadores, que observaron
incrementos en la actividad de la B-1,3 glucanasa en situaciones de patogénesis (Jongedijk
et al., 1995; Jijakli & Lepoivre, 1998). Sin embargo, Mishra y colaboradores observaron
que a pesar de que la aplicacion de bajas concentraciones de BAP (1 y 10 uM) provoca
un aumento en la actividad B-1,3 glucanasa, la aplicacion de altas concentraciones (100 y
200 uM) disminuye la actividad de esta enzima (Mishra et al., 2008). Como en este
trabajo se ha utilizado una concentracion intermedia a las citadas (50 pM), ello explicaria
que la BAP no haya provocado ni un incremento ni una disminucion en los niveles de

actividad B-1,3 glucanasa.

Lo mismos resultados se dieron en la actividad quitinasa. La 6-bencilaminopurina no
provoco un incremento en los niveles de esta enzima. Anteriormente se ha descrito un
aumento en esta actividad al entrar la planta en contacto con un patdgeno o recibir una

sefal que estimule la activacion de los mecanismos de defensa (Barwe ef al., 2001).

Tampoco se observd un aumento en la actividad de la enzima peroxidasa en los
tratamientos con BAP. En cambio, al estudiar la actividad del gen de la peroxidasa
implicada en lignificacion (ZePRX) se vio que pasadas 42 horas tras la induccion con la
hormona, la expresion de este gen fue significativamente mayor que en el control. Este

resultado indica que la 6-bencilaminopurina estimula la produccion de la enzima. De
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hecho, otros autores han observado que la BAP es capaz de inducir la actividad peroxidasa

en melocoton (Zhang et al., 2015).

Como se sabe, un gen primero se transcribe y finalmente se traduce. Una hipotesis que
puede explicar los resultados obtenidos es que al tiempo analizado (42 horas tras
aplicacion de BAP) atin no se haya producido la traduccion de la proteina ZePRX, pero
si la transcripcion del gen que la codifica. En las otras proteinas PR estudiadas (B-1,3
glucanasa y quitinasa) podria haberse dado el mismo caso, lo que explicaria la ausencia

de diferencias en los niveles de actividad.

Visto lo anterior, una posible explicacion a los resultados alcanzados en los ensayos de
efecto de la BAP en los marcadores moleculares de defensa estudiados podria ser: la BAP
provoca una sefializacion en la planta que culmina, pasadas entre 24 y 48 h de la
aplicacion, con el aumento de los niveles de expresion de genes relacionados con la
defensa como el ZePRX o los genes que codifican para quitinasas y -1,3 glucanasas. Este
proceso finalizaria més tarde con la biosintesis de las proteinas y el consiguiente aumento
en la actividad enzimatica correspondiente. Una forma de contrastar esta hipotesis seria
realizando los ensayos de medida de actividades enzimaticas a distintos tiempos; por

ejemplo, a las 48, 72 y 96 horas tras la aplicacion de BAP.

Que la BAP fuera capaz de inducir resistencia en la planta seria interesante en el sentido
de que la resistencia inducida ofrece proteccion a largo plazo (Walters et al., 2005). A
pesar de ello, como se dijo en la introduccion, la resistencia inducida nunca es completa,
es decir, nunca ofrece una proteccion total a la planta (normalmente ofrece un control de
la enfermedad de entre 20 y 85%), con lo cual en la practica debe ser siempre utilizada
junto con otras medidas de control, como los fungicidas (Walters et al., 2005; Trigiano et

al., 2008).

En este trabajo también se ha constatado un efecto fungicida de la BAP sobre Botrytis
cinerea, ya que el crecimiento del micelio en placa fue menor en presencia de la hormona
que en condiciones normales. Por ello, se puede creer que parte de la proteccion o la
proteccion total observada que ofrecié la BAP a las plantas de zinnia puede deberse a este
efecto fungicida. Ademas, en anteriores estudios se habia observado que la BAP inhibe
el crecimiento de otros hongos como Phytophthora colocasiae o Monilinia fructicola
(Mishra et al., 2008; Zhang et al., 2015), pero nunca se habia probado su actuacion sobre

Botrytis cinerea.
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El uso de BAP como producto fitosanitario en agricultura con funciéon de proteccion
frente a Botrytis cinerea seria de alto interés por varios motivos que se explican a

continuacion.

Como se expuso en la introduccion de este trabajo, la 6-bencilaminopurina es una
hormona natural. En la actualidad esto se considera de interés para la agricultura, ya que
desde hace afios se viene intentando lograr una sustitucion de los agroquimicos
tradicionales por sustancias naturales, menos perjudiciales tanto para la salud animal y
humana como para el medioambiente. Por ello, una hormona natural como la 6-
bencilaminopurina seria mejor valorada como producto fitosanitario que si la misma se

sintetizara artificialmente.

Ademas, se ha visto que la BAP a una concentracion de 50 uM y el fungicida comercial
pirimetanil a la mitad de concentracion (25 pM), tienen un efecto inhibidor similar sobre
el crecimiento de B. cinerea, lo que significa que mas o menos se necesita la misma
cantidad para proteger los cultivos de esta especie de hongo. Por otra parte, la inhibicion
del crecimiento fue mucho mayor con una concentracion diez veces mayor de pirimetanil.
Seria interesante realizar estudios con diferentes concentraciones de BAP para ver su

efecto inhibidor.

Aun asi, se debe tener en cuenta que la BAP, al ser una hormona vegetal, regula muchos
procesos de desarrollo en la planta. Por lo tanto, si se aplican altas concentraciones de la
misma, seguramente se alterarian los procesos que regula (division y diferenciacion
celular, dominancia apical, nodulacién, etc.), pudiendo dar lugar a plantas protegidas
frente a Botrytis cinerea pero deformes o con alguna caracteristica indeseable. Seria
interesante realizar estudios de optimizacion de la actuacion de la BAP como fungicida

sin comprometer los procesos naturales de la planta.

En estos ensayos de efecto de la BAP como fungicida, se ha visto también que la
aplicacion del mismo junto al pirimetanil no supone un efecto aditivo, es decir, el efecto
de ambas sustancias no es sumatorio. De serlo, los ensayos resultarian en una mayor
inhibicién del moho gris cuando se utilizaron juntos. Una hipotesis que nos hemos
planteado y que podria dar respuesta a este hecho seria que la diana de actuacién frente
al hongo fuese la misma en ambas sustancias. Se ha observado que la adicion de
metionina al medio en el que crece Botrytis cinerea supone que la inhibicién del

crecimiento provocada por el pirimetanil sea menor, de lo que se deduce que su
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mecanismo de accion puede ser la inhibicion de la sintesis de este aminoacido (Masner et

al., 1994).

Por los resultados obtenidos en este Trabajo Fin de Master, queda abierta una puerta para
profundizar en la investigacion de la BAP con funcién de proteccion, que podria quizas
finalizar con la aprobacion y comercializacion de esta hormona como producto

fitosanitario. Pero todo esto es un proceso complicado y a largo plazo.

La Unién Europea posee uno de los sistemas de regulacion de productos fitosanitarios
mas desarrollados del mundo. La autorizacion y comercializacion de productos
fitosanitarios en agricultura en la Union Europea estd actualmente muy controlada para
asegurar y garantizar la proteccion de la salud humana y de animales y proteger el medio
ambiente. Viene regulada por el Reglamento (CE) N° 1107/2009 de la Comunidad
Europea. Esta normativa pretende asegurar, ademads, la utilizaciéon correcta, segura y

eficaz de los productos fitosanitarios.

La produccion agricola en Espaia goza de gran importancia a nivel mundial (ocupa los
primeros puestos en produccion de diversos cultivos); por ello, es fundamental
salvaguardar nuestra competitividad a la vez que se garantiza la seguridad humana,
animal y ambiental. Por ello, el Reglamento (CE) N° 1107/2009 recoge que se debe
fomentar la comercializacion de productos fitosanitarios de bajo riesgo mediante la oferta

de incentivos (Fernandez-Getino et al., 2015).

Desde el afio 2011, la 6-bencilaminopurina estd registrada y aprobada en la Union
Europea como producto fitosanitario para dos funciones: como anti-estrés en maiz y para
realizar aclareo en manzano (EU Pesticides Database, 2016). Por tanto, no seria
descabellada la idea de registrar la BAP como fungicida frente a Botrytis cinerea. Si
ademas se demostrara un efecto inductor de resistencia, ello apoyaria su aplicacion

practica como fitosanitario.
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6. CONCLUSIONES.

1.

Se ha comprobado que la aplicacion del etileno no es capaz de proteger a Zinnia
elegans frente a la infeccidon por Botrytis cinerea. En cambio, se ha observado que
la aplicacion de una citoquinina (6-bencilaminopurina) si es capaz de proteger a

Z. elegans contra el ataque de este hongo.

La aplicacion de 6-bencilaminopurina (BAP) no induce cambios en los niveles de
varias proteinas relacionadas con la defensa de la planta (proteinas PR:
peroxidasa, B-1,3 glucanasa y quitinasa), ni antes ni posteriormente a la
inoculacién con B. cinerea. En cambio, se ha visto que los niveles de expresion
del gen que codifica para la enzima peroxidasa implicada en la lignificacion
(ZePRX) son significativamente mayores en los tratamientos de aplicacion de

BAP en zinnia.

Se ha observado un efecto fungicida de la BAP sobre Botryitis cinerea, lo que
podria explicar la proteccion observada en los bioensayos con zinnia. También se
ha concluido que el efecto de la BAP no es aditivo al de un fungicida comercial

(pirimetanil).
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