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RESUMEN:

Botrytis cinerea es un hongo fitopatdégeno con estilo de vida necrotrofo que afecta a un
amplio rango de huéspedes, entre los que se incluye Phaseolus vulgaris. Los objetivos
de este trabajo fueron: comprobar experimentalmente si la aplicacién exégena de
bencilaminopurina (BAP) a las hojas de judia confiere proteccién frente al hongo y si
tiene algun efecto sobre la actividad peroxidasa, calcular la EDsy de la BAP como
fungicida frente a este hongo y determinar si ese efecto fungicida se debe a la inhibicién
de la sintesis de metionina en el hongo. Los resultados obtenidos apuntan a que la
aplicaciéon exégena de BAP si confirio proteccién, al reducir significativamente el area
de la lesion. También causé un incremento en los niveles de actividad peroxidasa, lo
que sugiere la induccion de resistencia en la planta. Ademas la BAP tuvo un efecto
fungicida sobre B. cinerea. La EDsy obtenida en el presente estudio fue de 85,52 uM.
Por ultimo, se comprobé que el modo de accién de la BAP como fungicida no es la
inhibicién de la sintesis de metionina del hongo.

RESUMO:

Botrytis cinerea € un fungo fitopatéxeno cun estilo de vida necrotrofo que afecta a un
amplo rango de héspedes, entre os que se inclue Phaseolus vulgaris. Os obxectivos
deste traballo foron: comprobar experimentalmente se a aplicacion esdxena de
bencilaminopurina (BAP) as follas de feixén confire proteccion fronte 6 fungo e se ten
algun efecto na actividade peroxidasa, calcular a EDsy da BAP como funxicida fronte a
este fungo e determinar se ese efecto funxicida débese & inhibicion da sintese de
metionina do fungo. Os resultados obtidos apuntan a que a aplicacion esdxena de BAP
si conferiu proteccion, 6 reducir significativamente a area da lesion. Tamén causou un
incremento nos niveis de actividade peroxidasa, o que suxire a inducion de resistencia
na planta. Ademais, a BAP tivo un efecto funxicida sobre B. cinerea. A EDsy obtida no
presente estudio foi de 85,52 uM. Por ultimo, comprobouse que o modo de accioén da
BAP como funxicida non é a inhibicién da sintese de metionina do fungo.

ABSTRACT:

Botrytis cinerea is a phypathogen fungus with necrotroph life style which affects a wide
range of hosts, including Phaseolus vulgaris. The goals of this work were: to test if
exogenous application of benzylaminopurine (BAP) to bean leaves confers protection
against the fungus and if it has any effect on the peroxidase activity, to calculate the EDsp
of the BAP as a fungicide against fungus and to determine if the fungicidal effect is due
to the inhibition of the synthesis of methionine in the fungus. The results suggest that
exogenous application of BAP provided protection by significantly reducing the lesion
area. Moreover, it caused an increase in peroxidase activity levels, suggesting the
induction of plant resistance. Furthermore, BAP had a fungicide effect on B. cinerea. The
EDso obtained in the present study was 85.52 uM. Finally, it was found that the mode of
action of BAP as a fungicide is not the inhibition of methionine synthesis in the fungus.



1. INTRODUCCION.

1.1. Botrytis cinerea.

Botrytis cinerea Pers.: Fr es un hongo fitopatdégeno con un estilo de vida necrotrofo que
ataca a mas de 200 cultivos. Su estado sexual reproductivo se denomina Botryotinia
fuckeliana (de Bary) Whetzel. Tiene una gran plasticidad genética y, debido a ello,
muchos de los fungicidas que se han utilizado para su control han dejado de ser
eficaces, al desarrollar el hongo resistencia a los mismos. Esta especie se utiliza como
un modelo para el estudio de los hongos necrotrofos (Williamson et al., 2007).

Clasificacion  taxondémica: reino: Fungi; phylum: Ascomycota; subphylum:
Pezizomycotina; clase: Letiomycetes; orden: Helotiales; familia: Sclerotiniaceae;
género: Botrytis; especie: Botrytis cinerea.

Como ya hemos dicho, B. cinerea es un patdégeno necrotrofo, lo que significa que
durante el proceso de infeccidon mata los tejidos de la planta y se alimenta de ellos, para
lo cual necesita producir enzimas liticas que causen la rotura de los tejidos. Su rango de
huéspedes es muy amplio y se debe, basicamente, a la capacidad del hongo para
contrarrestar la accién toxica de una amplia gama de metabolitos de plantas. Ademas,
es facil de cultivar axénicamente, es decir, es facil de obtener un cultivo puro de esta
especie (Smith et al., 2010).

En el proceso de infeccion, B. cinerea desarrolla unas estructuras de infeccion
denominadas apresorios (Fig. 1) que rompen la cuticula de la superficie de las hojas
para poder penetrar. Botrytis no puede penetrar por simple fuerza mecanica ya que su
apresorio no produce la cantidad suficiente de melanina como para ejercer una gran
presién de turgencia que permita dicha penetracion (van Kan, 2006). Por ello, el
apresorio de Botrytis secreta enzimas, como cutinasas y lipasas, para romper ese tejido.
De hecho, se ha visto que la especie contiene al menos cinco genes que codifican para
cutinasas y una docena de genes que codifican para lipasas. Ademas, la pared celular
de la planta es muy rica en pectinas, por lo que para que el hongo penetre es necesario
que produzca enzimas pectinasas, en concreto, la BcPG2 endopoligalacturonasa (van
Kan, 2006). Esta enzima rompe los enlaces entre los residuos de acido D-galacturénico
generando homogalacturonano no metilado y causa asi la separacién de las células y
la maceracion de tejidos, resultando en el tipico sintoma denominado podredumbre
blanda. Las endopoligalacturonasas de B. cinerea son codificadas por una familia de al
menos seis genes (Manfredini et al., 2006).

B.cinerea penetrando en
tejidos (van Kan, 2006).



Botrytis cinerea es el agente causal de la podredumbre gris y ataca a gran cantidad de
plantas de gran importancia tanto a nivel social como a nivel econémico, como es el
caso, por ejemplo, de la vid (Fig. 2). De hecho, el término botrys significa racimo o grupo
de uvas y el término cinerea viene de ceniza, pues provoca la aparicion en las plantas
de un polvillo gris que se asemeja mucho a la ceniza.

| : ‘v o "‘ ". A--‘ |
Fig. 2: Frutos de la vid infectados con
B.cinerea. Tomado de:

https://es.wikipedia.org/wiki/Botrytis_cinerea

B. cinerea es responsable de una amplia gama de sintomas. Quizas los mas tipicos en
las hojas y los frutos de baya son: podredumbre gris (Fig. 3), colapso e invasion por
agua del parénquima, seguido de una rapida aparicion de masas grises de conidios
(Williamson et al., 2007).
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Fig. 3: Podredumbre gris en fresas. Tomado
de:

httos://es.wikipedia.ora/wiki/Botrvtis cinerea

Para producir la muerte de las células, este patdégeno puede producir diferentes
sustancias. Una de ellas es una toxina denominada botridial, que incrementa la
virulencia de este hongo al ser toxica para las plantas. Otras sustancias que también
son secretadas por el patdégeno en el desarrollo de la enfermedad son el acido oxalico
y toxinas especificas de huésped. B. cinerea desencadena la respuesta oxidativa
durante la penetracién y la formacion de las lesiones primarias. De hecho, la infeccion
de las hojas de la planta de judia produce una acumulacion de peréxido de hidrégeno y
otros radicales libres muy reactivos que causa una perturbacién masiva del potencial
redox en y alrededor del tejido infectado, promoviendo asi el desarrollo de la enfermedad
(van Kan, 2006).



1.2. Judia (Phaseolus vulgaris).

La judia comun (Phaseolus vulgaris L.) (Fig. 4) es uno de los alimentos basicos mas
importantes en los paises en desarrollo. En nuestro estudio se ha utilizado como
huésped de la infeccion del patégeno debido a que es una especie de gran importancia
econdmica cuyo cultivo esta extendido por practicamente todo el mundo (Fig. 5). De ahi
que sea tan importante conocer la manera en la que Boftrytis infecta a esta planta, como
esta responde a él y como se puede combatir la enfermedad o producir resistencia.

Clasificacién taxondémica: reino: Plantae; division: Magnoliophyta; clase: Magnoliopsida;
subclase: Rosidae; orden: Fabales; familia: Fabaceae; subfamilia: Faboideae; género:
Phaseolus; especie: Phaseolus vulgatris.

Fig.4: Phaseolus vulgaris.
Tomado de:
https://es.wikipedia.org/wiki/P
haseolus_vulgaris

A nivel de Espana, también es una especie importante econémicamente, produciéndose
unas 17.677 toneladas de judia en el afio 2013 (FAOSTAT, 2016).

Production quantities by country  Average 1993 -2013 b= 4
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Fig. 5: Distribucion del cultivo de judia en el mundo (FAOSTAT, 2016).




Como se puede ver en la figura 6, Europa es responsable so6lo de un 2.6% del total de
la produccién mundial de judia. América, Asia y, en menor medida, Africa se sitian como
los continentes que mas la producen.

Production share by region  Average 1993 - 2013

Oceania }

/&Z}'—‘) Africa
Europe 177%
26%

Asia
446%

N

Americas
35%

Fig. 6: Produccion de judia por continente (FAOSTAT, 2016).

Entre los cinco paises que mas judia cultivan se encuentran: India, Brasil, Birmania
(Myanmar), China y Estados Unidos (Fig. 7).

Production of top 5 producers  Average 1993 -2013
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Fig. 7: Paises con mayor produccion de judia. (FAOSTAT,
2016).

1.3. Citoquininas.

Las citoquininas son unas hormonas vegetales que estan implicadas en la regulacion
de una gran variedad de procesos fisioldgicos de la planta, que incluyen: senescencia
de hojas, movilizacion de nutrientes, interacciones con otros organismos, etc. (Taiz et
al, 2015).

Las citoquininas naturales son moléculas derivadas de la adenina con una cadena
lateral unida al grupo amino 6 del anillo purinico. Las cadenas laterales pueden ser de



naturaleza isoprenoide o aromatica. Las primeras son sintetizadas a partir de derivados
del isopreno, como el dimetilalil difosfato (DMAPP) que procede o de la ruta del
mevalonato o de la ruta del metileritritol fosfato (MEP).

Dentro de las citoquininas isoprenoides se encuentran la zeatina (Fig. 8), la
isopenteniladenina y la dihidrozeatina. Entre las aromaticas se incluyen la
bencilaminopurina (Fig. 9) y la topolina.
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Fig. 8: Estructura quimica de la trans-zeatina.
Tomado de:
https://es.wikipedia.org/wiki/Citoquinina

Fig. 9: Estructura quimica de la bencilaminopurina.
Tomado de: https://en.wikipedia.org/wiki/6-
Benzylaminopurine

Los niveles de citoquininas en planta dependen basicamente del balance entre los
siguientes procesos: transporte, conjugacion, sintesis y degradacion (Fig. 10).

Desconjugacion = Conjugacidn
- Citogquininas activas en el —
Sintesis S interior de — = Degradacion
células/tefidos.
Transporte /e Transporte

Fig. 10: Balance de citoquininas en células y tejidos.

En Arabidopsis, los receptores de las citoquininas son las proteinas CRE 1, AHK2 y
AHKS3, las cuales forman parte de un sistema de sefalizacion de dos componentes
complejo. La citoquinina se une a CRE1, que se localiza en el reticulo endoplasmatico
en forma de dimero. La union ocurre en el dominio que reside en el lumen del reticulo
endoplasmatico del receptor, denominado CHASE. Se activa asi la actividad histidin
quinasa, fosforilando un aspartato del dominio receptor de CRE1. El fosfato se transfiere
a una proteina citosolica llamada AHP (es una proteina histidina fosfotransferasa de
Arabidopsis). Esta migra hacia el nucleo donde le cedera el fosfato a los residuos de
aspartato de los dominios receptores de las ARR de tipo A y de tipo B. La fosforilacion
de las ARR de tipo B, activa el dominio de salida que induce la transcripcion de genes
ARR de tipo A. La fosforilacion de las ARR de tipo A hace que se produzcan efectores
que van a llevar a cabo la respuesta adecuada en la planta (Taiz et al., 2015).

1.4. Resistencia inducida.

El concepto de resistencia inducida se puede definir como el incremento en la
resistencia que se produce en una planta susceptible en respuesta a un estimulo externo
sin que se produzcan cambios en el genoma. El estimulo externo puede ser biético (por
ejemplo la presencia de un patégeno o herbivoro), o abiético (Smith et al., 2010).



La resistencia puede ser de dos tipos:

» Local: la resistencia se produce solo en la parte de la planta donde se
encuentra el estimulo.
» Sistémica: la resistencia se produce en la planta completa.

Por otro lado, la resistencia inducida puede ser:

» Resistencia sistémica adquirida (SAR)
» Resistencia sistémica inducida (ISR)
» Resistencia inducida por herbivoros/heridas

La planta también tiene sistemas de inmunidad innata que se basan en unas proteinas
receptoras de reconocimiento de patrones (PRRs) que detectan de manera especifica
los PAMPs (patrones moleculares asociados a patdégenos) que son unas sefiales
estructurales que presenta el patégeno. Este tipo de resistencia se llama PTI (inmunidad
desencadenada por PAMPs). Algunos patdégenos se han adaptado a la PTI liberando
moléculas llamadas efectores que inhiben esta respuesta. A su vez, algunas plantas
han evolucionado para detectar estos efectores desarrollando asi un segundo tipo de
defensa, la ETI (inmunidad desencadenada por efectores). El reconocimiento de un
efector por parte de la planta desencadena una respuesta de resistencia mas rapida,
mas especifica y de mayor intensidad que tras el reconocimiento de PAMPs (Denancé
et al., 2013).

1.5. Hormonas y resistencia.

La resistencia esta regulada por fitohormonas. De hecho, hormonas como el acido
salicilico (SA), acido jasmoénico (JA) y etileno (ET) se consideran elementos
fundamentales de la inmunidad. La ruta del acido salicilico favorece la defensa de la
planta frente a patdégenos biotrofos, mientras que las rutas del jasmonato y etileno,
proporcionan inmunidad frente a patdégenos necrotrofos. Sin embargo, el papel de otras
hormonas como citoquininas, auxinas y acido abscisico en la defensa de la planta no
esta totalmente claro, se cree que modifican el equilibrio SA-JA/ET mediando la
proteccion o susceptibilidad de la planta contra el patdégeno (Naseem & Dandekar,
2012). Aun asi, se sabe que todas las rutas de las fitohormonas estan ligadas en una
enorme y compleja red de interrelaciones (Denancé et al., 2013).

1.6. Citoquininas y resistencia.

Es sabido que las auxinas y las citoquininas tienen papeles antagonistas en muchos
procesos, y en la inmunidad también. Naseem y Dandekar (2012) proponen un modelo
de accion antagonista de auxinas-citoquininas. En él, Pseudomonas syringae (un
patdgeno bacteriano) penetra en la planta, incrementando los niveles de auxinas, lo que
provoca una atenuacién de la ruta del acido salicilico y, por lo tanto, disminuye la
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resistencia frente a la infeccién. Ademas, los niveles altos de auxina van a bajar las
concentraciones de citoquininas en las plantas, lo que aun incrementa mas la
susceptibilidad. Pero la aplicacion exdégena de citoquininas inhibe el transporte de
auxinas y favorece la ruta del acido salicilico, el cual va a incrementar los niveles del
represor de las auxinas, AUX-IAA, haciendo que los niveles de auxinas bajen y, por lo
tanto, se favorezca la resistencia. El porqué de este efecto antagonista entre ambas
hormonas se puede deber a que las citoquininas activan a los ARRs de tipo B, que
estabilizan el represor AUX-IAA, suprimiendo asi la respuesta a la auxina. Por otro lado,
las auxinas activarian los ARRs de tipo A que regulan negativamente la respuesta de
las citoquininas.

El papel de las citoquininas en la regulacién de la resistencia no es muy claro, pues ha
habido estudios en los que el incremento de los niveles de citoquininas favorecen la
resistencia contra las infecciones de Botrytis cinerea en plantas de tomate (Swartzberg
et al., 2008), mientras que en tabaco, el aumento de los niveles de citoquininas incluso
incrementa la susceptibilidad a Botrytis cinerea (Grosskinsky et al., 2011). Por ello
parece que el papel de las citoquininas varia dependiendo de la especie de planta de la
que se trate, reflejando una clara coevolucion entre los patégenos y las plantas (Nafisi
etal., 2015).

El efecto de la bencilaminopurina (BAP) en Phytophthora se ha estudiado en algunos
trabajos (Mishra et al., 2009) y se ha visto que produce un descenso de la actividad endo
B-1,3-glucanasa del patégeno, dificultando su crecimiento e inhibiendo el desarrollo de
la enfermedad. En otro trabajo (Pardifo, 2016) se comprobd que la aplicacién exdgena
de BAP inducia resistencia tanto a nivel local como sistémico en Phaseolus vulgaris
frente a la infeccion de Phytophtora capsici, produciendo tanto una disminucion del area
del tejido enfermo como una reduccion en los niveles de fenoles en la planta. Nosotros
intentaremos estudiar si también produce una disminucién del area del tejido enfermo
contra el patdogeno Botrytis cinerea y si induce una enzima relacionada con la defensa
de la planta: la peroxidasa, que sirve como marcador de la resistencia inducida. Pero la
resistencia inducida no ofrece una proteccién total a la planta, con lo cual debe ser
utilizada junto con otras medidas de control, como los fungicidas (Walters et al., 2005).

El uso de fungicidas para tratar las enfermedades causadas por hongos en los campos
de cultivo se ha extendido a lo largo del mundo, el problema es que aquellos son
relativamente faciles de degradar por las bacterias del suelo, causan un gran impacto
en muchos organismos contra los que no van dirigidos, causan contaminacion de las
aguas y suelos, y los patdégenos suelen desarrollar mecanismos de resistencia a los
fungicidas (Mishra et al., 2009).

En un trabajo anterior (Rey, 2016) se llevaron a cabo ensayos con cultivos del patégeno
Botrytis cinerea para comprobar el posible efecto fungicida de la BAP, llegando a la
conclusion de que podria ser la causa de la proteccion observada en Zinnia elegans
frente al hongo. Por ello, en el presente trabajo de fin de grado se calculara la dosis
efectiva al 50% (EDso) de la BAP como fungicida.
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2. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo son los siguientes:

1. Comprobar experimentalmente si la aplicacion exégena de bencilaminopurina
(BAP) a las hojas de judia confiere proteccién frente al hongo Botrytis cinerea.

2. Determinar si la aplicacion de BAP a las plantas de judia ejerce algun efecto
sobre la actividad peroxidasa, que es una enzima implicada en la resistencia de
la planta a los patdégenos.

3. Calcular la EDsp de la BAP como fungicida frente a Botrytis cinerea y determinar
si ese efecto fungicida se debe a la inhibicion de la sintesis de metionina en el
hongo.

3. MATERIAL Y METODOS

Se realizaron diferentes tipos de ensayos para determinar la interaccion entre Phaseolus
vulgaris y Botrytis cinerea.

3.1. Material vegetal.

Se sembraron semillas de judia en perlita humedecida con solucidon nutritiva de
Hoagland y Arnon (1950). Se pusieron a germinar en una camara con un fotoperiodo de
16 horas de luz a una temperatura de 25°C y 8 horas de oscuridad a 18°C. A los siete
dias, se seleccionaron aquellas plantas con crecimiento mas optimo y se trasplantaron
a pocillos de plastico con una mezcla de tierra y perlita en proporcion 3:1 (V/V). A partir
de ese momento se regaron con agua del grifo y se mantuvieron en la camara en las
mismas condiciones.

3.2. Material fangico.

Se utilizé el aislado B0510 de Botrytis cinerea proporcionado por el Dr. J.A.L. van Kan
(WUR, Paises Bajos) y se mantuvo por repicados sucesivos en medio Patata Dextrosa
Agar (PDA). Para los experimentos se dejo crecer durante 4 dias en dicho medio en
condiciones de oscuridad y a temperatura ambiente.

3.3. Ensayos de severidad.

3.3.1 INDUCCION DEL MATERIAL VEGETAL.

Cuatro dias después de haber trasplantado las plantulas de judia, se procedié a su
induccién con una solucion de bencilaminopurina (BAP). Se partié de una solucién stock
100mM de BAP en un solvente organico inocuo para las plantas y el patégeno, el DMSO
(dimetilsulféxido). Se diluyé en agua destilada hasta obtener una concentracion final de
50 uM. Se dividieron las plantas en dos bandejas, la control y la tratamiento. Se
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seleccionaron seis plantas para cada una de las bandejas. Se pulverizé cada hoja de
las plantas control con 10 mL de una solucién con DMSO al 0,05%. Las plantas con
BAP fueron pulverizadas en cada hoja con 10 mL de una solucién de BAP 50 pM en
0,05% DMSO.

3.3.2 INOCULACION Y DETERMINACION DE SINTOMAS.

A las 24 horas tras el tratamiento con BAP, se inocularon las plantas con el hongo
Botrytis cinerea con un sacabocados. Se obtuvieron discos de micelio de 5mm de
diametro de los cultivos del hongo y se pusieron dos discos en cada hoja de las plantas.
Los discos se colocaron equidistantes en cada hoja. Las plantas se introdujeron en cajas
con elevada humedad ambiental ya que el hongo la necesita para iniciar la infeccién, y
se incubaron a temperatura ambiente. Posteriormente se midieron los diametros de las
lesiones causadas por B. cinerea a 48 y 72 horas tras la inoculacién. A partir de los
didmetros se calcularon las areas de las lesiones. Se realizaron dos experimentos
independientes con 4-6 plantas por tratamiento y experimento.

3.4. Ensayos enzimaticos.

Se realizaron otros tres experimentos adicionales en los que se siguid la misma
metodologia que en los ensayos de severidad, pero con ciertas variaciones con la
finalidad de conseguir muestras de material vegetal para posteriormente medir la
actividad de la enzima peroxidasa.

3.4.1. INDUCCION Y TOMA DE MUESTRAS.
Tras haber inducido el material vegetal de la misma manera que antes, se procedi6 a
separar las plantas en cuatro grupos: 3 plantas control sin inocular, 3 plantas control si
inoculadas, 3 plantas tratadas con BAP sin inocular y 3 plantas tratadas con BAP si
inoculadas. Se incubaron en cajas con alta humedad, al igual que en los ensayos de
severidad.

A las 24 h tras la inoculacién, se recogieron muestras de las hojas de cada grupo, se
pesaron y se congelaron a -80°C.

3.4.2. EXTRACCION DE PROTEINAS.
Todos los pasos de extraccion se realizaron en frio. Cada muestra se homogeneizo en
un mortero con tampén Tris HCI 50mM + KCI 1M pH 7,5 ahadiendo 10 mg de PVPP
(Polyvinylpolypyrrolidone) por gramo de muestra. Posteriormente, el extracto se filtr6 a
través de una gasa.

A continuacion, se centrifugd el filtrado a 12857 xg y 4°C durante 20 minutos.
Seguidamente, se procedio al desalado de cada muestra haciéndola pasar a través de
columnas de cromatografia de exclusion molecular PD-10 (GE Healthcare).

La columna se equilibré previamente con 25 mL de tampén TrisHCI 5mM pH 7,5. Luego
se hicieron pasar por la columna 2,5 mL de muestra y, posteriormente, 3,5 mL del mismo
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tampon. Es en ese momento en el que se procedio a la recoleccion de las muestras ya
desaladas. Por ultimo, se dividié el volumen de muestra tomado (3,5 mL) en 4 tubos
eppendorf que se mantuvieron en el congelador a -80°C hasta la posterior medida de la
actividad enzimatica.

3.4.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PEROXIDASA.
Para determinar la actividad de esta enzima, se midi6 la absorbancia a 593 nmy 25 °C
durante un intervalo de tiempo de 2 min. El blanco estara compuesto por 1 mL de tampon
TrisHCI 5mM pH 7,5. La mezcla de reaccion contenia: 915 yL de tampon TrisHCI 5mM
pH 7,5, 10 yL de 4 metoxinaftol 100mM (4-MN, que sera el sustrato de nuestra enzima),
25 uL de las muestras y 50 yL de H2O2 6,6mM.

La actividad enzimatica se expresé en U/g de Peso fresco.

3.5. Ensayo del efecto fungicida de 1a BAP.

3.5.1. CALCULO DE LA ED50 DE LA BAP COMO FUNGICIDA.
Para el calculo de EDs (dosis efectiva en la que se inhibe el crecimiento del hongo en
un 50%) se procedid a cultivar el hongo en medios que contenian diferentes
concentraciones de bencilaminopurina.

Se prepararon 4 medios con PDA: un medio control con un 0,5 % de DMSO, un medio
con BAP 25 uyM y 0,5% de DMSO, un medio con BAP 50 yM y 0,5% de DMSO y un
medio con BAP 100 uM y 0,5% de DMSO.

El mismo dia de la preparacion del medio, se obtuvo la placa madre del hongo a partir
de repicados. Dias mas tarde, y con la ayuda de un sacabocados de 5 mm, se obtuvieron
discos de micelio que se pasaron a cada placa. Se midi6 el crecimiento del hongo a 24
h, 48 hy 72 h. Se realizaron dos experimentos independientes con cuatro placas por
tratamiento y experimento.

La EDsp se calculé a partir de la representacion del % de inhibicion del crecimiento del
hongo a 72 h frente al logaritmo de la concentracion de la BAP.

3.5.2. EFECTO DE LA L-METIONINA SOBRE LA ACTIVIDAD FUNGICIDA DEL BAP.
Con el objetivo de saber si la BAP tiene algun efecto sobre la sintesis de L-metionina
del hongo Botrytis, preparamos medios de PDA, uno con 0,5% de DMSO (control), otro
con BAP 50 pM y 0,5% DMSO, otro con L-metionina (MET) 200 uM y 0,5% DMSO vy otro
con BAP 50 yM y L-metionina 200pM, ademas del 0,5% de DMSO.

Los medios se sembraron con B. cinerea y se midi6 el crecimiento del hongo tal y como
se expreso en el apartado 3.5.1. Se realizaron dos experimentos independientes con
tres placas por tratamiento y experimento.
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3.6. Analisis estadistico.

Para el analisis estadistico de los datos se hizo empleo del programa R. Se realizé un
test de rangos de Wilcoxon (a=0,05) para determinar si habia diferencias significativas
entre los datos referentes a las areas de tejido enfermo de la planta del control y de la
BAP. Para el analisis de la actividad peroxidasa y de los efectos de la BAP sobre la
metionina, se realizé un ANOVA (0=0,05) para determinar si existian diferencias
significativas entre los cuatro tratamientos, y se realizé un test de Tukey (a=0,05) para
determinar entre qué tratamientos se presentaban las diferencias, pues realiza
comparaciones dos a dos de las medias.

4. RESULTADOS

4.1. Ensayos de severidad.

Tras la realizacion del analisis se puede observar que tanto a 48 horas como a 72 horas,
el area de la lesion producida en las hojas disminuye significativamente con el
tratamiento exégeno de BAP con unos p-valores de 6,66*10 y 0,0365 respectivamente,
tal y como se puede ver en la Fig. 11.
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Fig. 11: Efecto del tratamiento con la BAP sobre la severidad de la enfermedad
causada por Botrytis cinerea. Los datos son las medias del area por lesion * el error
estandar. Los asteriscos muestran la existencia de diferencias significativas
(a=0,05).
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4.2. Ensayos enzimaticos.

Tras la realizacion de la prueba ANOVA, se determind que si existian diferencias
significativas entre los tratamientos con un p-valor de 0,00358. Se procedio a realizar un
test de Tukey para comprobar entre cuales de los tratamientos existen esas diferencias.
Se comprobé que en el tratamiento con la BAP inoculado, la actividad peroxidasa se
incrementa significativamente con respecto al control no inoculado (p-valor=0,005) y con
respecto al BAP no inoculado (p-valor=0,008) (Fig.12).
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Fig. 12: Efecto del tratamiento con BAP sobre la actividad peroxidasa en las hojas
(CN: control no inoculado con el hongo, ClI: control inoculado con el hongo; BN:
tratamiento con BAP sin inocular con el hongo; Bl: tratamiento con BAP inoculado
con el hongo) y sus errores estandar. Los tratamientos con letras diferentes
muestran la existencia de diferencias significativas (a= 0.05).

4.3. Ensayo del efecto fungicida de 1a BAP.

4.3.1. Determinacion de la ED50 de la BAP frente a B.cinerea.

La BAP inhibié el crecimiento de B. cinerea en distinta medida segun la concentracion
(Fig. 13). Se realizd una grafica que enfrentase el porcentaje de inhibicion del
crecimiento del hongo frente al logaritmo de la concentracién de BAP. A continuacion
se obtuvo la recta de regresién que mejor se ajustase a nuestros datos muestrales, que
es: %inhibicion = 74,677xlog [BAP] (UM) - 94,281. Teniendo en consideracion la
definicion del término EDso, se calculd el valor de la concentracion de BAP
correspondiente al 50% de la inhibicién. El valor obtenido para la EDso fue 85,52 uM (Fig.
14).
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Fig. 13: Crecimiento de B. cinerea en presencia de BAP. Izquierda arriba: control; derecha
arriba: BAP 25 uM; izquierda abajo: BAP 50uM; derecha abajo: BAP 100 uM.
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Fig. 14: Representacion grafica de la recta de regresion para el calculo de la EDso de la BAP
sobre B. cinerea.

4.3.2. Efecto de la metionina sobre sobre la actividad fungicida de la

BAP
La L-metionina (MET) no parecié afectar al efecto fungicida de la BAP (Fig. 15). Tras la
realizacion del test ANOVA, se determino que si existian diferencias significativas entre
los tratamientos con un p-valor de 3,102x107. Con el objetivo de determinar a qué
tratamientos se les asignan esas diferencias, se realiz6 un test de Tukey y se observaron
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diferencias significativas entre el control y la BAP (p-valor<0,001), entre el control y la
BAP+MET (p-valor<0,001), entre la BAP y la MET (p-valor<0,001) y entre la MET y la
BAP+MET (p-valor<0,001) (Fig. 16). En definitiva, la adicion de metionina al medio no
palia el efecto fungicida de la BAP.

Fig. 15: Crecimiento de B. cinerea en presencia de BAP y/o metionina. Izquierda arriba:
control; derecha arriba: tratamiento con BAP; izquierda abajo: tratamiento con metionina;
derecha abajo: tratamiento con BAP mas metionina.
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Fig. 16: Efecto de la metionina (MET) sobre la actividad fungicida de la BAP sobre B. cinerea.
Los datos son la media * el error estandar de 6 cultivos por tratamiento correspondientes a
dos experimentos independientes. Las diferentes letras indican la presencia de diferencias
significativas (a= 0.05).
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5. DISCUSION.

En lo referente a los ensayos de severidad, en ciertos trabajos como el de Pardifio
(2016), se habia comprobado que la aplicacién exégena de BAP producia proteccion a
nivel sistémico y local en Phaseolus vulgaris frente a la infeccién de Phytophtora capsici.
En otros como el de Rey (2016) se comprobdé que aunque la aplicacion de etileno no era
capaz de proteger a Zinnia elegans frente a la infeccién por Botrytis cinerea, la aplicacion
de BAP si lo conseguia. En otros como el de Nafisi et al. (2015) se ve que se
incrementaba la resistencia frente a Botrytis cinerea en tomates transgénicos que tenian
mayores niveles de citoquininas. También Mishra et al. (2009) concluyen que la BAP
tiene un efecto inhibitorio sobre el desarrollo de la enfermedad en taro (Colocasia
esculenta), reduciendo la severidad de la misma a medida que se incrementa la
concentracién de BAP. Por lo que en el presente estudio se reafirma la capacidad de la
BAP de conferir proteccién frente a determinados hongos. Esta proteccion podria
deberse a una induccion de la resistencia, que podria tener diferentes explicaciones
entre las que se incluye la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de
antioxidantes (Brenner et al. 2012).

En el estudio de Diaz et al. (2002) se vio que plantas pretratadas con etileno mostraban
un descenso en la susceptibilidad del tomate (Lycopersicon esculentum) frente a B.
cinereay se observé también que el mutante Defenseless deficiente en la biosintesis de
jasmonato, mostraba un incremento en la susceptibilidad al hongo. Esto puede estar
relacionado con lo comentado previamente (Naseem & Dandekar, 2012) de que la ruta
del SA proporcionaba resistencia a las plantas frente a patogenos biotrofos
(desencadenando la SAR (Veloso et al., 2014)) mientras que la ruta del JA/ET
proporcionaba frente a patogenos necrotrofos, incluido Botrytis. La regulacion hormonal
del sistema inmune de las plantas es clave para activar las respuestas adecuadas frente
a cada patogeno y poder asi contrarrestar de manera efectiva el ataque del patégeno
(Pieterse et al., 2012). Por lo tanto, la posible resistencia inducida por la aplicacion
exogena de BAP podria estar relacionada con una activacion de la ruta del jasmonato y
etileno, pues afectaria principalmente a los hongos necrotrofos como el usado en este
estudio. Sin embargo, como se dijo en la introduccidn, las citoquininas parecen favorecer
la ruta del SA (Naseem & Dandekar, 2012). Otros autores han encontrado que el SA
también puede conferir resistencia a B. cinerea en algunas especies (Diaz et al., 2002;
Vicedo et al., 2009).

En el presente trabajo también se ha observado que los niveles de actividad peroxidasa
eran significativamente mayores cuando se afiadia exdgenamente BAP y cuando se
inoculaba con Botrytis. En trabajos previos (Rey, 2016) se comprobé que la aplicacion
exogena de BAP no inducia cambios en los niveles de proteinas relacionadas con la
defensa de Zinnia elegans (como la peroxidasa, la quitinasa o la -1,3 glucanasa), lo
que podria explicar el porqué de la ausencia de diferencias significativas entre el control
y el tratamiento con BAP no inoculado. Ademas, en el mismo trabajo se vio que los
niveles de expresion del gen ZePRX que codifica para la peroxidasa si se
incrementaban significativamente, por lo que sugiere que la inoculacion de Botrytis,
sumado a la aplicacion de BAP, desencadena un mecanismo de respuesta en las
plantas (en nuestro caso, Phaseolus vulgaris) relacionado con un incremento de los
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niveles de la enzima peroxidasa. La peroxidasa esta presente en un amplio rango de
procesos fisioldgicos de la planta (Almagro et al., 2008), que incluyen: metabolismo de
la auxina, formacion de lignina y suberina, sintesis de fitoalexinas, unién de los
componentes de la pared celular y metabolismo de ROS. La formacién de lignina y la
sintesis de fitoalexinas estan relacionados con la resistencia de la planta a los
patégenos.

Como se ha comentado en apartados anteriores, el efecto fungicida de la BAP sobre B.
cinerea se habia comprobado en trabajos previos a este (Rey, 2016) por lo que uno de
los objetivos del presente estudio era el calculo de la EDso de la BAP como fungicida.
Diferentes autores han calculado las EDso de diferentes sustancias utilizadas para el
control de Botrytis cinerea en los campos de cultivo. Moyano et al. (2004) obtienen una
EDso para el pirimetanil de 0,05-0,5 mg/l para aislados sensibles, mientras que obtiene
una EDsp de esa misma sustancia de 1-10 mg/l en los aislados resistentes. Petsikos-
Panayotarou et al. (2003) afirman que el pirimetanil retrasa la aparicién de la
enfermedad pero que no reduce la tasa de infeccion, obteniendo unas EDso de un rango
de valores entre 0,03 y 0,19 pg/ml para esta sustancia. Mientras que obtienen una EDsp
de 0,006-0,054 ug/ml para el ciprodinil. De esta manera podemos apreciar que las EDsg
calculadas para fungicidas comerciales, como son el pirimetanil y el ciprodinil, son
inferiores a la obtenida en este trabajo para la BAP (85,52 uM, que es equivalente a
19,26 mg/l). Es decir, que se necesitaria una mayor dosis de BAP que de pirimetanil
para tratar a las plantas frente a B. cinerea. Estas diferencias en escalas podrian
deberse fundamentalmente a que el aislado del hongo utilizado en este estudio es una
cepa de laboratorio (B0510), mientras que en los trabajos revisados eran aislados de
campo. Seria necesario calcular la EDsy del pirimetanil en el aislado B0510 para
establecer una comparacion mas adecuada.

Masner et al (1994) observaron que al afiadir L-metionina al medio en el que crece
Botrytis cinerea, la inhibicién del crecimiento provocada por un fungicida comercial,
como es el pirimetanil era menor, por lo que se dedujo que el mecanismo de accion de
este podria ser la inhibicidon de la sintesis del aminoacido. Esta afirmacién todavia no
esta completamente demostrada pues aun no se han aislado los genes para determinar
que efectivamente esa es la diana de actuacion del pirimetanil.

Rey (2016) observo que los efectos del pirimetanil y la BAP sobre el crecimiento de
B.cinerea no eran aditivos. Por ello, en el presente trabajo se tratdé de comprobar si la
adicion de L-metionina paliaba el efecto fungicida de la BAP. Los resultados obtenidos
en esta investigacion, no sugieren que el mecanismo de accion de la BAP como
fungicida sea la misma que la del pirimetanil, pues la adicién de L-metionina al medio
en el que ya existia la presencia de BAP, no reduce significativamente el efecto de la
misma. Por lo tanto, podria ser interesante la investigacion de las dianas de actuacion
de la BAP como fungicida en estudios posteriores.

Para el control de la podredumbre gris en Vitis vinifera en un vifiedo de Chile, se usaba
un fungicida del grupo de la aminopirimidina, el ciprodinil. Y se vio (Latorre et al., 2002)
que su aplicacion solo y por mas de cuatro veces al afo, generaba cepas del hongo
resistentes, produciendo ademas una resistencia cruzada a otros fungicidas como el
mepanipirim y el pirimetanil. Los campos de cultivos de fresa de Alemania también se
solian tratar con fungicidas para evitar las infecciones de Botrytis (Leroch et al., 2013) y
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se ha observado resistencia a los mismos. El desarrollo de tales resistencias por parte
de hongos, hace que sean necesarias nuevas lineas de investigacion en el campo de
los productos fitosanitarios, como la investigacion de la aplicacién de BAP con funcion
de proteccion.

La comercializaciéon de productos fitosanitarios en agricultura esta muy controlada y
regulada pues hay que asegurar la proteccion de medio ambiente y de la salud humana.
Es decir, que introducir un fungicida nuevo en el mercado es altamente costoso y debe
pasar por estrictos controles de salud.

La 6-bencilaminopurina esta registrada y aprobada en la Unién Europea como producto
fitosanitario fitorregulador (Rey, 2016) desde el afio 2011, por lo que realizando mas
experimentacién sobre los efectos de este producto como fungicida, se podria
comercializar mas facilmente que otras sustancias quimicas nuevas.

6. CONCLUSIONES

Castellano:

1) La aplicacion exdégena de BAP en la superficie de las hojas de Phaseolus
vulgaris provoca una reduccion significativa en el area de la lesién producida,
confiriendo proteccion a la planta frente a B. cinerea.

2) La aplicacion exégena de BAP, sumada a la presencia del hongo, produce un
incremento en la actividad peroxidasa, lo que sugiere un efecto de resistencia
inducida.

3) La EDsg calculada para la BAP es: 85,52 uM. Y se ha comprobado que el
modo de accioén de la BAP como fungicida no es la inhibicién de la sintesis de
metionina del hongo.

Inglés:

1) Exogenous application of BAP on the surface of the leaves of Phaseolus vulgaris
causes a significant reduction in the area of the lesion produced, giving protection
to the plant against B. cinerea.

2) Exogenous application of BAP, added to presence of the fungus, causes an
increase in peroxidase activity, suggesting an effect of induced resistance.

3) The EDsp calculated for BAP is: 85.52 yM. And it was found that the mode of
action of BAP as a fungicide is not the inhibition of methionine synthesis of the
fungus.
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