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Resumo

Phytophthora capsici € un patdoxeno de gran plasticidade que conta con varios
hospedes, entre os cales se atopa o feixdn (Phaseolus vulgaris), unha planta ampliamente
cultivada e de grande importancia econdmica, polo que se fai necesario o estudo das suas
enfermidades para poder facer fronte as mesmas. Os obxectivos deste traballo son comprobar
se a aplicacién esdxena de bencilaminopurina nas follas da planta do feixdn confire resistencia
fronte a P. capsici, asi como se este tratamento vai provocar variacions nos niveis de fenois, un
grupo de compostos relacionados coa resposta defensiva. Os datos obtidos mostraron unha
diminucion da area enferma nas plantas que foron inducidas con bencilaminopurina, que
resultou ser mais notoria a nivel local que sistémico. Por outra banda o analise de compostos
fendlicos revelou unha diminucién nos mesmos nas plantas tratadas con bencilaminopurina, en
comparacion coas plantas non inducidas. Tomando estes datos como base, concluiuse que a
bencilaminopurina vai inducir resistencia a nivel local e sistémico fronte a infeccidén con
Phytophthora capsici.

Resumen

Phytophthora capsici es un patdégeno de gran plasticidad que cuenta con varios
huespedes, entre los cuales se encuentra la judia (Phaseolus vulgaris), una planta
ampliamente cultivada y de gran importancia econémica, por lo que se hace necesario el
estudio de sus enfermedades para poder hacer frente a ellas. Los objetivos de este trabajo son
comprobar si la aplicacién exégena de bencilaminopurina en las hojas de la planta de la judia
confiere resistencia frente a P. capsici, asi como si este tratamiento va a provocar variaciones
en los niveles de fenoles, un grupo de compuestos relacionados con la respuesta defensiva.
Los datos obtenidos mostraron una disminucién del area enferma en las plantas que fueron
inducidas con bencilaminopurina, que resulté ser mas notoria a nivel local que sistémico. Por
otro lado el andlisis de compuestos fendlicos reveld una disminucién de los mismos en las
plantas tratadas con bencilaminopurina, en comparacién con las plantas no inducidas.
Tomando estos datos como base, se concluye que la bencilaminopurina va a inducir resistencia
a nivel local y sistémico frente a la infeccién con Phytophthora capsici.

Abstract

Phytophthora capsici is a pathogen of great plasticity, with several hosts. One of the is
bean, a widely grown and economically important plant. Therefore, it is necessary to study the
diseases of bean to control them. The objectives of this study are to test whether exogenous
application of benzylaminopurine to the leaves of bean confers resistance against to P. capsici,
and if this treatment causes variations in the levels of phenols, a group of compounds related to
defensive response.The data obtained showed a decrease in the diseased area of plants that
were induced with benzylaminopurine, that was more noticeable at the local level than the
systemic level. On the other hand, the analysis of phenolic compounds revealed a decrease in
the plants treated with benzylaminopurine, compared to non-induced plants. Taking into account
these data, it is concluded that benzylaminopurine induces local and systemic resistance
against infection with Phytophthora capsici.



1.Introducién

1.1.As citocininas

As citocininas son fitohormonas implicadas en diversos procesos do desenvolvemento
da planta (Grosskinsky et al. 2011). Tratase de compostos quimicos que contan coa base
purica adenina, asi como cun substituinte de natureza aromatica ou isoprenoide, o cal se situa
na posicion 6 do anel de purina. A natureza quimica dos substituintes do anel € o que nos
permite clasificar as citocininas naturais en:

-Citocininas isoprenoidicas: Comprenden as familias da isopenteniladenina, a
dihidrozeatina e a zeatina (Fig.1); son as mais abundantes nas plantas.

-Citocininas aromaticas: grupo integrado por aquelas citocininas que contan cun grupo
aromatico na sua estrutura. Un exemplo destas son: meta-Topolina (mT), orto-topolina (oT)
(Fig.1), etc.

Ademais tamén podemos diferenciar as citocininas sintéticas (Fig.1), que son aquelas
hormonas que non aparecen na natureza, sendn que son sintetizadas quimicamente; neste
grupo podemos atopar a benciladenina tamén chamada Bencilaminopurina (Fig.1) (Russell et
al., 2013).

Isoprenoid
cytokinins
OoH
\/]VOH = ///li - OH
HNA/ HN'/&M“?A\ HNA“‘/ : HN/\,-//
N%'L\ N N%\ N N//’I\ N N} M
A % R b
LD LY S I
N H N H N H M H
trans-Zeatin (tZ) Ne-(A*-Isopentenyl)adenine (iP) cis-Zeatin (cZ) Dihydrozeatin (DZ)
Aromatic
cytokinins
H.CO OCH, HO OH
HN ~ HN HN HN
~> w5 W w )
N.//J\/l[—N> NZ |,—N\> N |_._N> NF |fN>
e ey
I LI LI e
M N N M
N H M H M H M H
ortho-Methoxytopolin meta-Methoxytopolin ortho-Topolin (oT) meta-Topolin (mT)
Synthetic
cytokinins

HN/_Q HN ”@
I I @@

Benzyladenine Kinetin Diphenylurea

Figura 1. Estrutura e nomenclatura dalgunhas das principais citocininas isoprenoidicas (A), aromaticas
(B) e tamén sintéticas (C) entre as cales se destaca a benciladenina. (Russell et al. 2013)

As citocininas tefien diferentes efectos fisioloxicos na planta: estimulan a division celular,
modifican a dominancia apical e estimulan o crecemento das xemas laterais. A sta proporcién
en canto as auxinas controla a morfoxénese asi como a formacion de brotes. Por outra banda
retrasan a senescencia, promoven a maduracion dos cloroplastos e a expansion das follas e



dos cotiledéns; tamén estimulan a movilizaciéon dos nutrintes a certos érganos (Azcon-Bieto et
al., 2008).

A concentracion das hormonas vexetais debe de ser a axeitada para que a sinal que
orixinan tamén o sexa. De xeito xeral, a concentracion de hormona que podemos atopar nun
tecido ou célula determinado, ven dado polo equilibrio entre a taxa de aumento da sua
concentracion (procesos de biosintese, activacién local ou importacion dende outros lugares da
planta) e a de diminucién (comprende diferentes procesos como a inactivacion, degradacién ou
secuestro). Pero a regulacién dos niveis hormonais é moi complexa: as vias de biosintese das
hormonas primarias inflien nas das secundarias, e pddense diferenciar multiples variantes
estruturais da hormona, asi como dos mecanismos para a eliminaciéon da mesma (Taiz et al.,
2015)

1.2.Phytophthora capsici

Phytophthora capsici € un organismo pertencente ao reino Protista, da clase Oomicetes,
o cal conta cun amplo rango de hdéspedes (Hawksworth et al., 1995) (Taboa 1). Ademais,
dentro do xénero Phytophthora, P. capsici pertenceria ao clado 2, segundo estudos baseados
en loci representativos deste xénero (Blair et al. 2008). Algunhas das principais diferenzas que
separan a este patéxeno e outros oomicetos dos fungos verdadeiros son: as paredes dos
oomicetos estdn compostas principalmente de ©-1,3-glucano e celulosa, mentres que nos
fungos verdadeiros atopamos quitina e incluso glicano; por outra banda, o ciclo vital destes
ultimos é fundamentalmente haploide, e nos oomicetos € diploide con zoosporas biflaxeladas.
(Cavalier-Smith, 1998; Garcia-Jiménez et al., 2010; Sanchez et al., 2010).

Taboa 1. Clasificacién dos Oomicetes. (Adaptado de Hawksworth et al., 1995).

Reino Clase Orde Familia Xénero
Protista Oomycetes Lagenidiales

Leptomitales

Saprolegniales Saprolegniaceae Achlya
Saprolegnia
Peronosporales Pythiaceae Pythium
Phytophthora
Peronosporaceae Bremia
Peronospora
Albuginaceae Albugo

Como xa se menciona no paragrafo anterior, P. capsici conta cun gran numero de
hdspedes, nos cales a enfermidade pode aparecer en calquer etapa do ciclo da planta, e os
sintomas van variar en funcién da especie do héspede, as areas de infeccion e as condicidns
ambientais nas que se produza; tratase asi dun patoxeno moi dinamico e con alta capacidade
destrutiva (Fig.2) (Baysal et al., 2005; Lamour et al., 2012).



Fig.2. Mostra dos sintomas de infeccién por Phytophthora capsici. A) Lesions e podremia da raiz
producida por P. capsici na planta do pemento. B) Tomateira murcha por mor de Phytophthora capsici. C)
Podremia na cabacifia provocada por P. capsici. (Adaptado de Gevens et al., 2010).

Este patdxeno presenta un ciclo de vida con fase asexual e fase sexual, esta ultima vai
requirir de illados compatibles (A1 e A2), debido a que se trata dunha especie heterotalica. Coa
entrada en contacto de micelios compatibles dase a formacion de estruturas diploides
resistentes a condicions ambientais desfavorables, denominadas oosporas (Bowers et al.,
1990; Lamour & Hausbeck, 2003), das cales xorden tubos xerminativos que se ramifican,
podendo dar lugar a un micelio tipico e/ou a producién de esporanxios. Se as condicions
ambientais son favorables, P. capsici reproducese asexualmente, xerando unha gran cantidade
de esporanxios na zona de infeccion, dentro dos cales se forman zoosporas biflaxeladas. Estas
estruturas libéranse ao medio en condicions de choiva ou regadio, desprazandose na planta
por quimiotaxis. Posteriormente, producese o enquistamento da zoospora, a sua adherencia a
superficie vexetal asi como a conseguinte formacion do tubo xerminativo (Fig. 3). A adhesion
ven dada por unha substancia mucosa constituida principalmente por glicoproteinas de alto
peso molecular, que son acumuladas en vesiculas citoplasmaticas e liberadas pola zoospora.
Unha vez a estrutura esta fixada, formase o tubo xerminativo, que vai penetrar nos tecidos do
hospede de forma directa, mediante aberturas naturais como os estomas, feridas nos tecidos
ou mediante o emprego de enzimas (Li et al., 2011). Os apresorios son unhas estruturas que se
poden formar nalguns casos nas zonas de infeccion, e que se poden definir como elementos
globosos especializados para a penetracion no hdspede (Lamour et al., 2012).



Cada esporanxio
produce entre 20-40
zoosporas biflaxeladas

O patdxeno propagase pola

Nas plantas infectadas auga de choiva, regadio,...

prodicense gran cantidade

de esporanxios asexuais ﬁ

As oosporas sobreviven. '
no solo durante anos e
cando as condicions As plantas infectadas
son favorables morren, pero o patoxeno
iniciasea infeccion permanece nos restos

das mesmas

Se os tipos A1 e A2 estan presentes, vanse
producir anteridios e oogonios que se
fusionan para formar oosporas

Fig.3. Ciclo de infecion de P. capsici, as anotacions en azul refirense a fase asexual do ciclo, e as
vermellas a sexual. (Adaptado de Pardo, 2013).

Segundo a estratexia de infeccion que siga o organismo fitopatdxeno, este pode tratarse
dun biotrofo, hemibiotrofo ou necrotrofo (Fig.4). Phytophthora capsici € un hemibiotrofo, polo
que conta cunha fase inicial biotrofa sen sintomas evidentes, na que amosan un crecemento
periplasmico de hifas especializadas na célula xa invadida, a cal da paso a outra fase con
comportamento necrotrofo, na cal se vai producir a necrose do tecido de forma previa a
invasion. A necrotizacion do tecido xera o seu colapso, ao cal segue a aparicién dos
esporanxios, permitindolle iniciar un novo evento de infeccion. Polo tanto, imos poder
diferenciar unha fase inicial aparentemente asintomatica (etapa biotrofa) seguida doutra na que
os sintomas si son visibles (etapa necrotrofa) (Hausbeck & Lamour, 2004; Jiménez-Diaz &
Zabalgogeazcoa, 2010; Lamour et al., 2012).
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Fig.4. (A) Efectos da infeccion por P.capsici en follas de Nicotiana benthamiana Domin nas suas duas
fases. (B) Esquema das fases de infeccion de P. capsici .(Lamour et al., 2012).

Un dos hdspedes potenciais de P. capsici é o feixon (Phaseolus vulgaris L.), leguminosa
amplamente cultivada e de grande importancia econdmica na que o patéxeno pode afectar
diferentes partes da mesma, como se mostra na figura 5 (Lois, 2015).

1.3.Hoéspede: Phaseolus vulgaris L.

O hospede empregado neste traballo para a experimentacion co patoxeno Phytophthora
capsici € Phaseolus vulgaris L., cofiecido comunmente como feixén. Esta € unha planta
fanerégama da familia das fabaceas, a cal é anual e cun ciclo de vida relativamente curto;
ademais presenta un importante interese econdémico. A forma salvaxe provén de América, e
actualmente esta domesticada (Diaz Leal, 2012). Esta especie cultivase amplamente en
Espafia, e € unha das leguminosas de maior importancia a nivel mundial, polo que se fai
necesario o desenvolvemento de métodos para o control das suas enfermidades (Santalla et
al., 1999; Olmedilla-Alonso et al., 2013).



Fig.5: Efectos de P. capsici en feixon. Nas imaxes podense observar como o patéxeno pode afectar a
diferentes partes da planta, como as follas ou os froitos. (Adaptado de Lois, 2015).

1.4.Fitohormonas e resistencia

Nos ultimos anos, desenvolvéronse un gran numero de estudios co obxectivo de
empregar, con eficacia, 0 manexo da resistencia inducida como estratexia para o control dos
axentes patoxenos das plantas. Este tipo de resistencia pode ser inducida a nivel local e
sistémico, producindo un aumento na expresidon dos mecanismos de defensa naturais das
plantas contra un amplo rango de patoxenos (Diaz et al.,, 2005; Walters et al., 2013; Zeller,
2006). Ademais, cabe mencionar que, este tipo de resistencia pode ser inducida nas plantas
por diferentes factores abidticos e bidticos, entre estes ultimos podemos atopar diversas
bacterias, lévedos e fungos; alguns son patéxenos de plantas e outros non (Diaz et al., 2005;
Walters et al., 2013). As interaccidéns entre diversas hormonas relacionadas co estrés (acido
salicilico e acido xasmonico/etileno), van representar o punto central que determina a
inmunidade; pero seran as hormonas promotoras do crecemento, entre as cales se atopan as
citocininas, as que inhiban ou potencien o equilibrio protecion-susceptibilidade da planta fronte
ao patéxeno (Naseem & Dandekar, 2012).

A resistencia inducida, pddese definir como a resposta a nivel sistémico que pode
expresar unha planta fronte diferentes tipos de patéxenos. A resistencia sistémica adquirida
(SAR) e a resistencia sistémica inducida (ISR) son duas das respostas mellor caracterizadas
(Smith et al. 2010). A SAR e a ISR estan reguladas pola expresién do xen NPR1, punto de
converxencia que relaciona as duas rutas. Naseem & Dandekar (2012) explican a interaccion
anterior, asi como a influencia das citocininas sobre a mesma: durante o proceso de infeccion
vaise producir unha diminuciéon dos niveis de citocininas. Estas ultimas vanse encargar de
activar a via SAR a nivel do factor transcripcional TGA3 dunha maneira dependente de NPR1.
Pero as citocininas tamén inhiben o transporte de auxinas, o que provoca un desequilibro no
fluxo e distribucion da fitohormona. Deste xeito, as auxinas e as citocininas presentan unha
inhibicion reciproca, contribuindo de xeitos diferentes aos procesos de defensa das plantas
fronte aos patéxenos (Fig.6). A relaciéon entre os niveis de citocininas e de acido salicilico
tamén foi estudada por Choi et al. (2011), que observaron como a aplicacién eséxena de t-
zeatina en Arabidopsis provocaba un incremento nos niveis de acido salicilico, influindo
positivamente a inmunidade que presenta a planta. Esta interaccion positiva entre acido
salicilico e citocininas tamén se observou na planta do arroz, na cal se produce un aumento da
resistencia ao fungo Magnaporthe oryzae. En Arabidopsis, a estabilizacién dos niveis de
citocininas aumenta a resistencia contra o patéxeno hemibiotrofo Verticillium longisporum.
Estes son exemplos que ilustran como o control e aumento dos niveis de citocininas permiten
mellorar a inmunidade da planta ao interferir na via da SAR (Nassem et al., 2015).
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Fig.6. Influencia da interacién auxinas-citocininas na inmunidade da planta. (Tomado de Naseem &
Dandekar, 2012).

Pero a influencia das citocininas na ruta da SAR tamén pode ter efectos negativos, tal e
como observaron Hann et al. (2014) nun estudo no que a aplicacion esdxena de citocininas
afectou de xeito negativo & inmunidade en Arabidopsis, ao reprimir os receptores de
recofiecemento do patéxeno.

En tabaco, Grosskinsky et al. (2011), observaron que a inducion da biosintese endéxena
da fitohormona nas follas, aumenta a resistencia contra Pseudomona syringae. Ademais,
tamén demostraron que a aplicacion esdxena de quinetina, xa sexa a través da sua
pulverizacion na superficie foliar ou subministrada polo peciolo, vai diminuir o desenvolvemento
de sintomas nas follas infectadas. Neste traballo viron que esta resistencia mediada polas
citocininas era independente do acido salicilico, xasmonatos e etileno, polo que se trataria dun
proceso non vinculado as rutas da SAR e da ISR. Demostrouse que as citocininas inducen
resistencia na planta do tabaco, debido a que van provocar un aumento na sintese de duas
fitoalexinas con actividade antimicrobiana.

O emprego de altas concentracions de citocininas esoxenas, tamén tivo resultados
positivos contra o oidio da cebada. Observouse como estas fitohormonas inducian alteracions
na morfoloxia dos apresorios, sendo asi capaces de evitar o desenvolvemento do patdxeno
(Grosskinsky et al., 2011). Un estudo sobre o tizon da folla do taro (Colocasia esculenta L.
Schott), demostrou que a aplicacién de altas concentracions de bencilaminopurina tifia un
efecto funxicida a nivel local sobre o patéxeno Phytophthora colocasiae (Mishra et al., 2008).

Tendo en conta os antecedentes, asi como toda a informacién anterior, neste traballo
realizouse a pulverizacién cunha solucion de benciladenina, para determinar se esta confire
proteccion fronte ao hemibiotrofo P. capsici na planta do feixdn (Phaseolus vulgaris L.).

Ademais, tamén se discute a participacion dos diferentes mecanismos de resistencia,
comprobando a posible implicacion dos fenois.



2.0bxectivos
Os obxectivos deste traballo son dous:
1. Comprobar de xeito experimental se mediante a aplicacion esoéxena da
citocinina Benciladenina (BAP) nas follas, se consegue resistencia fronte a P,

capsici na planta do feixon (Phaseolus vulgaris L.).

2. Ver se a aplicacién da BAP vai orixinar variaciéns na planta dos niveis de
fenois, compostos relacionados coa resposta defensiva.

3.Materiais e métodos

3.1.Material vexetal

Neste traballo empregamos plantulas de Phaseolus vulgaris L. (cultivar Helda), as cales
se obtiveron mediante sementeira en perlita e regado con solucion nutritiva (Hoagland & Arnon,
1950). O sementado mantivose durante 7 dias en condicions controladas, con 16 horas de luz
a 25°C e 8 horas de oscuridade a 18°C. Tras os 7 dias, as plantulas foron transplantadas a
unha mestura de terra e perlita (3:1 v/v). Unha vez transplantadas, as plantulas mantivéronse 3
dias nas condicions anteriormente expostas, para logo aplicarlles o tratamento de inducién
correspondente a experimentacion.

3.2.Material patéxeno

O illado de Phytophthora capsici empregado foi o Pc450, proporcionado por Franck
Panabiéres (UMR INRA, Francia). O cultivo desta cepa realizouse en placas con medio PDA
(Agar Dextrosa Pataca), incubadas durante 7 dias a temperatura ambiente. Para a inoculacién
das plantulas empregaronse discos do cultivo cun diametro de 9mm.

3.3.Método de inducién

Durante a experimentacion distinguimos entre plantas control e inducidas, cada un
destes grupos integrados por 6 plantulas. Logo do proceso de transplante, e pasados 3 dias
nas condiciéns controladas indicadas anteriormente, as plantulas foron inducidas. A inducion
nas plantas pertencentes ao grupo control consistiu na pulverizacién de 25ml dunha solucion
de dimetilsulféxido (DMSO) 0,05%; mentres que no caso das inducidas a pulverizacion
realizouse cunha disolucion de benciladenina (BAP) 50uM disolta en DMSO 0,05%. En ambos
casos, a inducion fixose tan sé nunha das follas, para asi poder analizar os resultados a nivel
local (folla tratada) e sistémico (folla non tratada).

Realizaronse dous experimentos independentes, con seis plantas por experimento e
tratamento para avaliar os sintomas, e tres experimentos independentes para as medidas dos
fenois.

3.4.Método de inoculacidon e determinacién de sintomas.

Transcorridas 24h logo da inducién, realizouse a inoculacién das plantas empregando
discos cun diametro de 9mm do cultivo de P. capsici. Neste proceso realizouse a colocacion, de
forma simétrica, de 2 discos en cada unha das follas de cada planta. As plantas incubaronse en



caixas de plastico transparentes, cunha humidade elevada para favorecer o desenvolvemento
da enfermidade, os cales se mantiveron nunhas condiciéns de 16 horas de luz a 25°C e 8 de
escuridade a 18°C; a continuacion, procedeuse a realizar a medida do diametro de infeccién
provocada polo fitopatoxeno as 24, 48 e 72h trala inoculacion. Con esta medida,
posteriormente calculouse a area enferma de cada planta a nivel local e sistémico.

3.5.Toma de mostras

O seguinte punto, consistiu noutra experimentacion para comprobar se a pulverizacion
do BAP na folla, provoca cambios nos niveis normais de compostos fendlicos.

Para a toma de mostras realizaronse 3 experimentos independentes, para os cales se
seguiu a mesma metodoloxia que nos anteriores pero, pasadas 24h logo da inoculacién, as
follas sistémicas de cada tratamento son pesadas conxuntamente, ao igual que as locais, para
posteriormente ser conxeladas a -20°C. Os tratamentos foron: plantas control non inoculadas,
plantas control inoculadas, plantas inducidas con BAP non inoculadas, e plantas inducidas con
BAP e inoculadas con P. capsici, tendo que diferenciar en cada caso entre follas sistémicas e
locais (Fig.7). Deste xeito, en cada unha das mostras contabamos con tres follas coas que
poder realizar a determinacién dos compostos fendlicos.

Prantas control

Fig.7. Esquema que ilustra os tratamentos realizados asi como os diferentes
tipos de mostras recollidas.
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3.6.Extraccion e determinaciéon de compostos fenélicos

O primeiro paso na determinacion dos compostos fendlicos, consistiu na
homoxeneizacion de cada unha das mostras conxeladas nun morteiro con 15ml de metanol
80%. O homoxeneizado resultante recolleuse nunha botella de 100ml de vidro, que se incubou
a 70°C durante 15 minutos para, a continuacion, ser filtrado a través de filtros de papel de
laboratorio. Este extracto filtrado enrasouse a un volume final de 20ml, sendo esta a solucién
final que se empregou como mostra para o analise dos fenois.

Para a determinacion da concentracion dos fenois, prepararonse varios tubos
eppendorf: duas réplicas para o branco e tres para cada mostra do experimento. O branco
consta de 50ul de metanol 80%, aos que posteriormente se lle engadiron 750ul de auga e 50yl
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de Reactivo de Folin-Ciocalteu. Nos tubos eppendorf correspondentes as mostras, incluironse
50ul do extrato da mostra xunto con 750ul de auga e 50ul do Reactivo de Folin-Ciocalteu. A
continuacion, axitouse cada un dos tubos por inversiéon e incubaronse durante 3 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, engadironse 150ul de Na,CO, 20%, volveuse a axitar

cada un dos tubos por inversion, e incubaronse a temperatura ambiente durante 2h. Por ultimo,
realizouse a medicion da absorbancia do contido dos tubos no espectrofotometro a 760nm,
axustando a cero mediante o emprego do branco.

De forma complementaria, realizaronse unha serie de diluciéns de acido galico, de
concentraciéns conecidas, que se empregaron para formar unha recta de calibrado, a cal sera
a base para o calculo das concentracions que presentan as mostras do noso traballo.

3.7. Anadlise estadistico.

O tratamento estadistico dos datos, realizouse empregando o paquete estadistico
Statgraphics Centurion XVII. Os datos referentes a area de tecido enfermo analizaronse cunha
proba W de Mann-Whitney cun a=0,05, para realizar a comparacién dos resultados acadados
no grupo control e BAP. Para os fenois, o test realizado foi unha ANOVA de duas vias, xa que
nos permite ver e comparar as posibles interaccions entre os tratamentos de inoculacion e
inducion.

4.Resultados

4.1.Efecto _da Benciladenina sobre os sintomas causados por Phytophthora
capsici.

Durante o experimento diferencidronse dous grupos de plantas, o control e o inducido
con BAP. En cada un dos grupos, pulverizouse unha folla de cada planta e logo inocularonse
ambas follas con P. capsici. Neste caso, realizouse unha medicion do didmetro da zona
infectada as 24, 48 e 72h trala inoculacién, e calculouse a area enferma en cada planta a nivel
local e sistémico.

Se comparamos as areas enfermas do grupo control e BAP a cada unha das horas as
que se realizou a medicion, vemos que a nivel local si se observaron diferencias
estatisticamente significativas entre os tratamentos a todos os tempos (p-valor= 0,0373, 0,0061
e 0,0009). A nivel sistémico os resultados do estatistico son diferentes posto que, si apareceron
diferencias significativas entre BAP e control nos tempos de 24h e 48h (p-valor= 0,0262 e
0,0014), pero non ocorre 0 mesmo as 72h trala inoculacién, resultados para os que non se
atoparon diferencias estatisticas significativas (p-valor= 0,7508).

4.2. Efecto da Benciladenina sobre o contido en compostos fendlicos.

Os resultados do proceso de extraccion e determinacion de compostos fendlicos, ao
igual que os do tratamento con benciladenina, foron sometidos a un analise estatistico. Neste
caso os datos trataronse mediante unha ANOVA multifactorial na que os factores empregados
foron: por unha banda se as mostras estaban inoculadas ou non, e pola outra, se as plantas
pertencian ao grupo control ou ao grupo tratado con BAP.
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Fig.8. Area enferma 24h, 48h e 72h trala inoculacién con Phytophthora capsici no grupo control e tratado
con BAP; diferenciando entre os resultados obtidos a nivel local (A) e sistémico (B). Os datos
representan as medias * o seu erro estandar (n=12). Os asteriscos indican diferencias significativas
respecto do control nun test W de Mann-Whitney (p < 0,05).

Na figura 9 represéntanse os valores de concentracions de compostos fendlicos obtidos
durante a experimentacién, asi como os correspondentes ao analise estatistico.
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Fig.9. Efecto do BAP no contido en fenois das follas, diferenciando entre os datos das mostras a nivel
local na grafica A, e os obtidos a nivel sistémico na grafica B. Os datos representados correspéndense
coas medias * o seu erro estandar (n=3). Nas graficas diferéncianse 2 tipos de letras: 1) mindsculas:
letras correspondentes ao factor inoculado/non inoculado con P. capsici que se incluiu na proba
estatistica. 2) mailsculas: letras correspondentes ao factor control/BAP empregado na ANOVA
multifactorial. As letras diferentes dentro do mesmo grupo indican diferencias significativas no test
estatistico realizado.

A nivel local, a ANOVA multifactorial revela diferencias estatisticamente significativas
entre os datos das plantas do grupo control e BAP (p-valor= 0,0279), pero non se comparamos
plantas inoculadas e non inoculadas (p-valor= 0,2205). Pola contra, os resultados obtidos a
nivel sistémico non mostran diferencias significativas para ningunha das agrupacions (p-valor=
0,1272 no caso da comparanza plantas control e BAP; p-valor= 0,3358 para o caso das
mostras inoculadas e non inoculadas). En ningln caso se atoparon interaciéns significativas
entre o tratamento de inducién e o de inoculacién.
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5.Discusion

As citocininas, como menciona Azcén-Bieto et al. (2008), van estar implicadas en
diferentes procesos do desenvolvemento vexetal, pero tamén xogan un papel de importancia
nas interaciéns planta-patoxeno. Existen estudos nos que se comprobou a eficacia da
benciladenina fronte a diferentes patoxenos. Mishra et al. (2008) viron como a aplicaciéon
esoxena desta citocinina era eficaz contra o desenvolvemento de Phytophothora colocasiae na
planta do taro, debido a un efecto funxicida provocado polas citocininas. No noso caso, para
excluir este tipo de efecto sobre P. capsici, realizouse unha analise a nivel local e sistémico.

En canto aos resultados obtidos neste traballo, estes mostraron como a aplicacion
esoxena de citocininas leva a unha diminuciéon dos sintomas que presenta a planta. Un dos
aspectos analizados foi a area enferma as 24, 48 e 72 horas trala inoculacién. No intervalo 48-
72h produciuse un forte aumento da area afectada, tanto a nivel local como sistémico; pero
sera s6 a nivel local onde as diferenzas entre o grupo control e inducido co BAP mostren
diferenzas significativas en todos os tempos analizados. A nivel sistémico aparecen diferenzas
estatisticamente significativas as 24h e 48h trala inoculacién. Cos puntos anteriores como
base, podemos deducir que o efecto da aplicacion das citocininas € maior a nivel local que
sistémico. Isto pode deberse a que na folla tratada ademais dun proceso de resistencia
inducida se produza un efecto funxicida como o que se observou no traballo de Mishra et al.
(2008), elemento que non se desenvolve a nivel sistémico, o que fai que a proteccion fronte ao
patéxeno a este nivel sexa menor.

Parte do efecto positivo que o BAP xera sobre a resistencia que a planta ofrece ao
patoxeno, poderia explicarse mediante a relacion das citocininas coa ruta de resposta
dependente do &cido salicilico, como obsevaron Nassem e Dandekar (2012) en Arabidopsis.
No referente a este ultimo punto, demostrouse que a aplicacion esbéxena de citocininas
aumenta a protecién da planta fronte a patdxenos necrotrofos e biotrofos. Esto suxire que a
sinalizacion por parte das citocininas vai reforzar a inmunidade mediada por SA. Esta relacion
entre os niveis do acido salicilico e os das citocininas foi estudada por Choi et al. (2011), o cal
demostrou como a aplicacion eséxena de t-zeatina en Arabidopsis leva a un incremento nos
niveis de acido salicilico, o que ten un efecto positivo na inmunidade que presenta a planta
fronte ao patdoxeno. Esta interacion tamén mostrou resultados de aumento da resistencia na
planta do arroz contra o fungo Magnaporthe oryzae, ao igual que ocorre en Arabidopsis fronte
ao patéxeno hemibiotrofo Verticillium longisporum (Nassem et al., 2015).

Pero existen outras posibles explicaciéns, Grokinsky et al. (2011) demostraron que en
tabaco, as citocininas van mediar no proceso de proteccién de xeito independente da ruta do
salicilico. Os mecanismos implicados comprenderian: a xa comentada presenza de actividade
antimicrobiana nas citocininas (evitando o crecemento do patdxeno), inducién da sintese de
fitoalexinas con actividade bactericida, asi como a resistencia mediada por NPR1. Este ultimo
punto tamén se observou no traballo de Naseem & Dandekar (2012).

Para intentar esclarecer o mecanismo involucrado na acentuacion da resistencia a
Phytophthora capsici, realizaronse os experimentos de determinacién de compostos fendlicos,
os cales mostraron unha diminuciéon da concentraciéon nos grupos inducidos en referencia aos
control. Para explicar esta caida, pdédense barallar varias hipéteses; o descenso dos fenois
pode vir dado por un aumento da biosintese de lignina, un composto fenilpropanoide. O
aumento da lignificacion € unha resposta comun das plantas fronte ao ataque dun patéxeno, xa
que vai representar unha barreira non degradable mecanicamente para os mesmos. Os fenois
son un dos elementos precusores da lignina, polo que a sua diminucién pode ser debida ao
aumento na biosintese e deposicion de lignina como resposta a presencia de Phythophthora
capsici na superficie foliar (Moura, 2010; Rey, 2014).

O estado REDOX que presenta o tecido € outro dos factores que poderian explicar os
datos obtidos no noso traballo para os fenois. As especies reactivas de osixeno (ROS) son un
elemento modulador do estado REDOX asi que van xogar un papel importante nas diferentes
respostas ao estrés bidtico e abidtico (Grosskinsky et al., 2011). A variacién nos niveis de ROS
poden ser a explicacion para a caida dos fenois que se observou nos nosos resultados. As
especies reactivas de osixeno son altamente oxidantes que poden causar danos celulares se
se atopan en altas concentracions, debido a isto, na planta vanse consumir axentes
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antioxidantes como os fenois; 0 que explicaria os resultados obtidos no traballo (Smith et al.,
2010). Por outra banda, o acido salicilico vai regular a actividade do xen NPR1 mediante
cambios redox relacionados coa xeracion de especies reactivas de osixeno (ROS), as cales
van modificar o estado oxidativo do xen e por tanto a activacion da via SAR (Veloso et al.,
2013). O ambiente oxidante vai ser por tanto, o elemento necesario para que se desencadee
esta defensa na planta; deste xeito, o descenso de fenois que se observou na experimentacion
pode ser unha resposta para permitir o desenvolvemento normal do proceso de defensa
dependente do acido salicilico.

Os resultados obtidos neste traballo, mostran claras diferencias entre as respostas
observadas a nivel local e sistémico fronte a infecion con Phytophthora capsici. Como se
mencionou, estes contrastes poden explicarse por un efecto funxicida a nivel local, que fai que
a resposta sexa maior na folla tratada que na sistémica. Por outra banda, entre o grupo control
e BAP, tamén apareceron diferencias estatisticamente significativas a nivel sistémico en canto
a superficie de area enferma, demostrando que a bencilaminopurina vai ter efectos positivos
sobre a resposta da planta ante o patéxeno. No tocante ao analise de compostos fendlicos,
este permitiunos ver que se producia un descenso nos niveis dos mesmos nas mostras non
inoculadas. O aumento da lignificacion como resposta a infeccidon asi como o papel dos fenois
como antioxidantes dentro do equilibrio REDOX dos tecidos, son as posibles explicacions que
se barallaron; pero para comprobar estas hipoteses seria necesaria a realizacion de mais
analises.

6.Conclusiéons

1. A aplicacion eséxena de Bencilaminopurina na superficie foliar de Phaseolus vulgaris
L. (feixdn), confir proteccion a nivel sistémico e local fronte a infeccién de Phythophthora
capsici; podendo diferenciar unha maior diminucién dos sintomas a nivel local, o cal pode vir

dado por un posible efecto funxicida que non se produce a nivel sistémico.
2. A pulverizacién de citocininas sobre a superficie das follas da planta do feixén

(Phaseolus vulgaris L.), diminte os niveis de compostos fendlicos a nivel local entre os grupos
control e BAP, pero non ocorre o0 mesmo a nivel sistémico.
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