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0. RESUMO/RESUMEN/ABSTRACT.

RESUMO

O fungo patoxeno Botrytis cinerea é o causante de importantes perdas en multitude
de cultivos. Un xeito de combater os seus efectos é a inducidn de resistencia en
especies hospede utilizando diferentes sustancias como poden ser as fitohormonas. No
presente estudio deséfanse varios ensaios coa finalidade de demostrar o efecto sinérxico
da aplicacion esdéxena de duas fitohormonas (brasinoesteroides e xasmonatos) na
reducidon dos danos causados por B. cinerea en plantas de tomate (Solanum
lycopersicum). Para comprobar a eficacia do tratamento analizaranse a incidencia e a
severidade da enfermidade, realizarase a cuantificacion da colonizacion da planta polo
patdxeno e mediranse marcadores da resposta defensiva da planta como a concentracién
de H.O, e Oy, a actividade das encimas antioxidantes superdxido dismutasa, catalasa e

ascorbato peroxidasa e a expresion dos xenes que codifican ditas encimas.

RESUMEN

El hongo patégeno Botrytis cinerea causa importantes pérdidas en multitud de
cultivos. Una forma de reducir sus efectos es la induccidén de resistencia en especies
huésped utilizando diferentes sustancias como las fitohormonas. En el presente proyecto
se disefian varios ensayos con la finalidad de demostrar el efecto sinérgico de la
aplicacién exégena de dos fitohormonas (brasinoesteroides y jasmonatos) en la reduccion
de los dafos causados por B. cinerea en plantas de tomate (Solanum lycopersicum). Para
comprobar la eficacia del tratamiento se analizaran la incidencia y la severidad de la
enfermedad, se realizara la cuantificacidén de la colonizacion de la planta por el patégeno y
se mediran marcadores de la respuesta defensiva de la planta como la concentracion de
H.O.y de O, , la actividad de las enzimas antioxidantes superdxido dismutasa, catalasa y

ascorbato peroxidasa y la expresion de los genes que codifican dichas enzimas.



ABSTRACT

The pathogenic fungus Botrytis cinerea causes significant crop losses in a wide
variety of plant species. One way to reduce such losses is the use of resistance inducers
such as phytohormones. In the present project several assays were designed in order to
demonstrate the synergistic effect of the exogenous application of two phytohormones
(brassinosteroids and jasmonates) in the reduction of damages caused by B. cinerea in
tomato plants (Solanum lycopersicum). To check the effectiveness of the treatment we
planned to analyse the incidence and the severity of the disease, the quantification of
fungal development on plant tissue, the quantification of defensive response markers as
H.O, and Oy levels, the activity of antioxidant enzymes (superoxide dismutase, catalase

and ascorbate peroxidase) and the expression of the genes coding for these enzymes.



1. Antecedentes e estado actual.

1.1. O patéxeno e a planta hospede.

1.1. a) O patéxeno: Botrytis cinerea.

Botrytis cinerea € un fungo patéoxeno que afecta a 586 xéneros de plantas (Elad et
al, 2016). O seu control é tremendamente complexo, xa que ten diferentes modos de
ataque e pode sobrevivir durante longos periodos en restos dos cultivos formando
estruturas de resistencia. Por outra banda, como consecuencia da sua gran plasticidade
xenética desenvolveu resistencia a moitos dos funxicidas utilizados para o seu control
(Williamson et al., 2007). Todo o anterior pon en evidencia a necesidade de novos estudos
e técnicas para conseguir unha reducién das perdas causadas polo patdxeno.

O fungo estudado pertence ao Phylum Ascomycota, subphylum Pezizomycotina,
clase Leotiomycetes, orden Heliotales, Familia Sclerotiniaceae, xénero Botryonia e
especie Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whettzel (teleomorfo), Botrytis cinerea Pers.:Fr.
(anamorfo).

En canto a sua estratexia de ataque, Botrytis cinerea é un patoxeno necrotrofo, &
dicir, induce a morte nas células do hdospede e obtén a materia destas células mortas.
Para iso produce encimas que degradan a parede celular, metabolitos fitotdxicos (o mais
estudado é o botridial) e compostos de baixo peso molecular. Pero este comportamento
non € o unico que presenta a especie. Tamén se observou a sua capacidade de colonizar
plantas como enddfito (sen causar ningun sintoma) a curto prazo (van Kan et al., 2014).
Mesmo se observou a capacidade das esporas do fungo de infectar sementes, producir
hifas nos tecidos do hdospede a medida que este se desenvolve, e transformar o seu
comportamento en patdoxeno cando a planta florece. A comprension do mecanismo polo
cal este comportamento como enddfito facultativo se transforma en necrotrofo e as
condicions nas que sucede poden ser de gran axuda para entender as relacions entre a
planta e o fungo (van Kan et al., 2014)

Os conidios (esporas asexuais) producidos nos esclerocios (estruturas de
resistencia) ou en micelios que sobreviven en tecidos mortos ou en sementes, actuan
como indculos primarios a comenzos da primavera. A liberacion dos conidios sucede a
primeira hora da mafa. Co aumento da temperatura e o descenso da humidade, os

conididforos sofren cambios morfoléxicos que desencadean a liberacion das esporas



asexuais (Williamson et al., 2007). A dispersion dos conidios sucede principalmente por
correntes de aire, pero as gotas de auga e algun insecto tamén poden participar na
dispersion. A xerminacion sucede en condicions de humidade relativa alta, e se se
produce a penetracion do hospede formase un novo micelio.

O ciclo sexual implica a formaciéon de microconidios que actuan como espermacios.
A espermatizacion do esclerocio desencadea a formacion de apotecios, nos que se
desenvolven ascas con 8 ascosporas binucleadas. A formacion de apotecios en cultivos

infectados é rara ou non esta descrita.

a)

| -

Fig.1.a) Conidioforos de Botrytis cinerea. Modificado de
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Botrytis_conidiophore_40X.png#/media/File:Botrytis _conidiophore
b) Anel de esclerocios de Botrytis cinerea . Dispofiible en:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Botrytis_plate.png#/media/File:Botrytis_plate.png"

Para a penetracion de plantas sas, o apresorio (estrutura de penetracién) non pode
romper a cuticula das follas de forma exclusivamente mecanica, como sucede con outras
especies, e segrega encimas como lipasas e cutinasas para conseguilo.

A penetracién da cuticula e as lesidns que se forman no héspede desencadean, en
primeiro lugar, un estalido oxidativo, que afecta tanto @ membrana plasmatica do hospede
como a matriz extracelular que rodea as hifas. Parece probable que este proceso remate
desencadeando a morte celular programada nas células infectadas (van Kan, et al.,
2014). As hifas tamén poden penetrar no hdspede a través de feridas ou aperturas

naturais.



Botrytis cinerea ten un amplo rango de héspedes: mais de 586 xéneros, a maioria
plantas con sementes (Elad et al., 2016), son atacados por este fungo que afecta
diferentes partes do hospede: flores, follas, talos... Moitas destas plantas son cultivos de
gran importancia econémica e alguns exemplos son o tomate, a cenoria, a vide, o
amorodo, a framboesa... Nalgun cultivo de legumes, como garavanzos, as perdas poden
ser moi importantes e ter gran impacto na economia de certas areas agricolas. Outras
especies hospedes son comercializadas como flores cortadas, como as rosas e
xerberas. Froitos como o kiwi, peras e mazas almacenados a baixas temperaturas

durante periodos longos tamén son atacados polo patoxeno ( Williamson et al.,2007).

1.1. b) Héspede: Solanum lycopersicum L.

O tomate é orixinario da rexion andina e foi domesticado en México. No século XVI
(1544) introduciuse en Europa, € mentres nalguns paises foi destinado ao consumo
humano, noutros s6 se utilizaba como planta ornamental ou para usos medicinais
(Mapama, 2008).

En canto as caracteristicas morfoléxicas, o tomate € unha planta perenne de porte
arbustivo que é cultivado como anual. Pode desenvolverse de xeito rastreiro, semierecto
ou erecto. Ten unha raiz principal profunda con numerosas raices secundarias.
Aproximadamente o 70% das raices son superficiais. Os talos, de ata 2 metros, tefien de
2 a 4 centimetros de diametro na base. Presentan pelos glandulares e non glandulares.
As follas son pinnado-compostas duns 50 cm de longo. As flores son radiais, con 5
estames, de ovario supero bicarpelar ou multicarpelar. O froito € moi variable en canto a
tamano e forma, dependendo da variedade (Mapama, 2008).

Presenta un periodo de crecemento de entre 90 e 150 dias, cuns Optimos de
temperatura diurnos entre os 18 e os 25 °C e nocturnos entre os 10 e 20 °C, sendo
altamente sensible as xeadas. Os climas secos son os mais axeitados para o cultivo desta
especie, xa que unha alta humidade favorece a aparicién de enfermidades.

Na actualidade, segundo a FAO, dedicanse sobre 5 milléns de hectareas en todo o
planeta a este cultivo e a sua producion ascende as 170 milléns de toneladas (Figuras 3,
4) (FAOSTAT, 2018).
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1. 2. Estratexias de loita contra o patoxeno e as suas limitacions.

A loita contra as pragas e enfermidades € un dos grandes problemas aos que se
enfronta a agricultura na actualidade. De feito, estimase que entre 0 20 e 0 40% de toda a
producion mundial se perde por esta causa. Para reducir estas perdas, as estratexias
deben integrar e coordinar diferentes aspectos, como as practicas de cultivo, o uso de
variedades axeitadas e diversos métodos de control quimico e bioloxico (Villa et al.,
2017).

O control quimico baséase no uso de funxicidas sintéticos que afectan a diversos
aspectos da fisioloxia do patoxeno (respiracion, osmoregulacion, organizacion de
microtubulos...). En funciéon da sua localizacién na planta diferéncianse tres clases:
sistémicos, de contacto e penetrantes. Os sistémicos son absorbidos e transportados
polos tecidos internos da planta, polo que non necesitan un contacto directo co patéxeno,
mentres que os de contacto, que permanecen na superficie, si 0 necesitan (Jacometti et
al., 2010). Os penetrantes introducense nos tecidos da planta pero non son transportados

tan eficazmente como os sistémicos.



Na actualidade, estas sustancias tefien limitacibns no seu uso debido a
lexislacions restritivas, a preocupacién polo impacto que poden causar na saude ou no
medio ambiente e a resistencia que desenvolven os patoxenos (Villa et al., 2017).

Unha mostra de funxicidas usados contra B. cinerea e algunhas das suas

caracteristicas incluense na taboa 1.

Taboa 1. Funxicidas utilizados contra Botrytis cinerea (Modificado de Jacommetti et al., 2010 ).

Sustancia activo Grupo quimico Propiedades/modo Risco de
de accion resistencia
Thiram Disulfuro Amplo Baixo
espectro/contacto
Captan Imida ciclica Amplo espectro Alto
Tolyfluanid Sulfamida Amplo espectro/ Alto
contacto
Metil tiofanato Benziomidazol Amplo Alto
espectro/sistémico
Iprodiona Dicarboximida Amplo espectro/ Alto
contacto
Pirimetanil Anilinopirimidina Especifico botritis/ Alto
contacto
Fenhexamida Hidroxianilida Especifico botritis/ Medio
inhibe o crecemento do
micelio

En canto ao control bioldxico, considéranse catro tipos:
a) Clasico: Consiste na introducion dun axente de control bioléxico (BCA) exdtico para a
sua aclimatacién e control da praga a longo prazo.
b) Control bioloxico por inundacion: Consiste na introducion masiva de organismos vivos
para o control de pragas.
c) De conservacion: Ten como finalidade favorecer as poboacions de inimigos naturais
das pragas presentes nos cultivos, sen necesidade da introducién de novas especies no
medio.
d) Aumentativo (de inoculacion): Liberacion de organismos repetidas veces para o control
de pragas (Eilenberg et al., 2001).



Por mor da sua expansion xeneralizada, a sua taxa de crecemento rapida e a baixa
taxa de infeccion por parasitos, a utilizacion clasica dun unico axente de control bioléxico
non parece unha posibilidade real e axeitada para a loita de Botrytis cinerea.

O segundo tipo de control € o mais utilizado e a sua eficacia aumenta mesturando
BCAs ou utilizando diferentes cepas do mesmo BCA. Estas mesturas, transformadas en
diferentes presentacion (po, pellets, xeles..) son comercializadas como biofunxicidas.
Alguns dos problemas asociados aos biofunxicidas derivan do seu caracter preventivo, é
dicir, non soen ser efectivos despois da infeccidn, e a sua eficacia depende en gran
medida das condiciéns climaticas. Na taboa 2 modstranse alguns dos organismos

utilizados na loita contra B.cinerea e o seu modo de accion.

Taboa. 2. Biofunxicidas utilizados contra B. cinerea (Modificado Jacometti et al., 2010)

Organismo Modo de accién
Exclusion competitiva, antibiose, interrupcion encimatica,
Trichoderma harzianum inducion das defensas do hospede.
Trichoderma harzianum and Exclusion competitiva, antibiose, interrupcion encimatica,
Trichoderma polysporum inducion das defensas do hospede.
Trichoderma harzianum and Exclusion competitiva, antibiose, interrupcion encimatica,
Tricoderma viridae inducion das defensas do hospede.
Ulocadium oudemansi Exclusion competitiva
Candida saitoana Parasito, antibiose e inducion das defensas do hospede
Pseudomonas fluorescens Inducioén das defensas do hospede, antibiose

A xestion dos cultivos para reducir a incidencia da enfermidade depende da
especie utilizada e moitas veces son necesarias medidas especificas. Pero, de xeito
xeral, esta comprobado que factores como a alta humidade, escasa luminosidade e
temperaturas moderadas favorecen a expansion do fungo (Willamson et al., 2007).

Por exemplo, a poda e eliminacion de restos de follas nas vides dificulta a

expansion da enfermidade . Por unha banda, o aumento da exposicion a luz ultravioleta



en certas partes da planta aumenta a producion dunha fitoalexina, unha substancia que
inhibe o crecemento de varios patdxenos e, por outra, reduce o contacto entre as uvas
dentro dos acios, o que dificulta a expansion do fungo (Jacometti et al., 2010).

Outro exemplo é o0 uso de cubertas de plasticos en cultivos de amorodo. Esta
practica chega a reducir a incidencia da enfermidade ata un 90% (Xiao et al., 2001).

Pero na loita contra as pragas e enfermidades non se aplica unha uUnica estratexia
das citadas anteriormente, senon que se combinan e coordinan para conseguir unha
maior eficacia, é dicir, empregase a loita integrada. Cabe destacar a importancia a nivel
internacional do control integrado de pragas (IPM), definido pola FAO como aquel no que
se obtefien uns cultivos sans reducindo o uso do control quimico, utilizando todas as
técnicas alternativas das que se dispon e promovendo un control mais natural das pragas.
O IPM pretende minimizar os riscos para a saude e o medio ambiente derivados do
control de enfermidades. Algunhas das medidas recomendadas son: utilizar variedades
axeitadas de plantas e BCAs adecuados as condicions climaticas, eliminar de xeito
sistematico os restos mortos do cultivo para eliminar fontes de indculo, usar leitos
organicos, optimizar o espazo entre plantas, realizar podas axeitadas, conseguir unha boa
ventilacidon mediante a eliminacion de malas herbas, controlar a presencia de insectos que
actuen como vectores, etc. (Williamson et al., 2007).

No marco do IPM, a resistencia inducida debe de ser considerada unha ferramenta
de gran utilidade. O uso de fitohormonas como substancias indutoras permite, ademais de
loitar contra as enfermidades evitando o uso de compostos que poden alterar o medio,
acadar unha maior comprension das relacions que se establecen entre a planta e o

patoxeno e as complexas funcidons destas sustancias na planta.
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1.3. Resistencia inducida.

As plantas presentan multitude de estratexias defensivas para superar situacions,
causadas por factores tanto bidticos como abidticos, que dificultan o seu
desenvolvemento. Atendendo a necesidade de contacto previo cun patdoxeno, as
defensas clasificanse en constitutivas e inducidas. As primeiras estan presentes sen
necesidade de contacto previo co patdxeno e son tanto fisicas como quimicas. As
paredes celulares, ceras da epiderme, tricomas, cortizas e metabolitos secundarios
téxicos con capacidade de inhibir o crecemento de organismos son alguns exemplos de
defensas constitutivas. No segundo tipo incluense respostas activas desencadeadas tras
o0 recofiecemento do patoxeno. Este evento induce unha serie de procesos que incluen
modificacions na parede celular mediante a producidn de lignina e calosa, fluxos i6nicos,
un estalido oxidativo (oxidative burst), activacion de cascadas de quinasas, cambios
transcripcionais e producion de compostos antimicrobianos, como as proteinas
relacionadas coa patoxénese (PR) e as fitoalexinas (Spoel e Dong, 2012). As proteinas
PR clasificanse en 17 familias e a sua sintese pode ser inducida por fitohormonas como
o0 acido salicilico, o acido xasmoénico ou o etileno. As proteinas PR poden posuir
actividade antimicrobiana, capacidade de degradacion de paredes celulares, toxicidade e
participar na sinalizacion das defensas (Van Loon et al., 2006).

Despois do primeiro ataque dun patoxeno, as plantas volvense mais resistentes
fronte novos ataques; isto & cofiecido como resistencia inducida (Angulo et al., 2015).
Esta resposta tamén pode ser desencadeada por organismos non patoxénicos ou
mediante o uso de compostos naturais ou sintéticos. A inducién da resistencia pode
activar directamente as defensas ou desencadear un estado de “priming” ( Walters et al.,
2013). Este estado permite as plantas responder mais rapido e dun xeito mais eficaz
fronte a novos ataques ou situaciéns de estrés (Goellner e Conrath, 2008).

Os dous tipos principais de resistencia inducida son a resistencia sistémica
adquirida (SAR) e a resistencia sistémica inducida (ISR):

- SAR: pode ser inducida por tratamentos con diferentes axentes abidticos, como
por exemplo o Acibenzolar-S-metil (ASM) ou mediante a infeccion de patdéxenos
necrotrofos. E un proceso mediado polo &cido salicilico (SA), xa que esta asociado a un
aumento desta fitohormona, tanto local como sistémicamente. Tamén implica a expresion

de xenes de proteinas PR (Walters e Fountanie, 2009).
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- ISR: desencadéase pola colonizacién das raices por rizobacterias promotoras do
crecemento vexetal (“plant growth promoting rhizobacteria’” ou PGPR ) . As fitohormonas
que participan na mediacidén da ISR son os xasmonatos e o etileno (Walters et al., 2013).

Tanto SAR como ISR actuan de xeito non especifico fronte diferentes grupos
taxonémicos de patoxenos (Walters e Fountaine, 2009).

Multitude de axentes, tanto bidticos como abidticos, poden inducir resistencia a
patoxenos nas plantas (Walters et al., 2013). O comportamento destes axentes é moi
dispar en diferentes especies de plantas e fronte a diversos patdxenos, o que dificulta o
seu uso en cultivos ( Walters e Fountaine, 2009).

Alguns dos axentes indutores abidticos mais importantes son: o xa citado ASM
(Acibenzolar-S-metil), o acido p— aminobutirico (BABA), o probenazol, o fosfito e o
biochar (Walters et al., 2013).

En canto aos bidticos, dun xeito xeral os podemos agrupar en fungos micorricicos,
rizobacterias e fungos promotores do crecemento vexetal, fungos do xénero Trichoderma
e endofitos indutores obtidos a partir de estratos de algas (Walters et al., 2013).

Actualmente, a resistencia inducida é un sistema de control moito menos eficaz que
os pesticidas. Hai que ter en conta que € unha resposta do hdspede, polo que esta
condicionada por diversos factores como poden ser, entre outros, o xenotipo da planta ou
as condicions do medio (Walters e Fountaine, 2009). Outro aspecto importante € a
posible inducion previa das plantas. Xa que a resistencia inducida pode ser
desencadeada por diversos axentes presentes de xeito natural no medio, parece probable
que as plantas presenten unha inducion (polo menos parcial) anterior ao tratamento
(Walters e Fountaine, 2009).

12



1.4. Modulacion hormonal nos sistemas de defensa nas plantas.

As fitohormonas participan na regulacion do crecemento, desenvolvemento e
reproducion das plantas. Ademais, presentan un papel fundamental nas respostas de
defensa. O &cido salicilico (SA) e os xasmonatos (JA) son as principais hormonas
defensivas, pero hormonas como o etileno, acido abscisico, xiberelinas, auxinas,
citoquininas e brasinoesteroides tamén participan nas defensas da planta (Pieterse et al.,
2012).

O 4acido salicilico é a principal fitohormona na regulacién das defensas da planta
fronte aos ataques de patdoxenos biotrofos e hemibiotrofos, e como xa se citou
anteriormente, tamén regula a SAR (Denanace et al., 2013).

O gas etileno (C2 H 4) é un regulador de multitude de procesos nas plantas como
maduracién de froitos, inhibicion de crecemento de talo e raices, senescencia e estrés
abidtico. A sua accion nas defensas da planta pode ser positiva ou negativa dependendo
do patéxeno e da especie de planta. Fronte patéxenos necrotrofos, actua favorecendo a
resistencia xunto cos xasmonatos (Pieterse et al., 2012). No caso do tomate, aumenta a
resistencia a B. cinerea (Diaz et al., 2002).

As auxinas regulan moitos dos procesos de desenvolvemento da planta, como
dominancia apical, xeotropismo da raiz, formacion de raices aéreas e laterais, follas,
flores e desenvolvemento dos tecidos vasculares en plantas. Tamén estan descritas
outras accions que facilitan a infeccion dos patdxenos relacionadas con cambios na
estrutura da parede celular como a producion de expansinas, encimas que actuan sobre
ela facilitando a penetracion do patoxeno (Denanace et al., 2013). O fungo utilizado neste
traballo, B. cinerea pode sintetizar auxinas e liberalas ao medio in vitro, ainda que o papel
destas in vivo non esta claro ( Nafisi et al., 2015).

As citoquininas regulan procesos de crecemento e diferenciacion celular. Tamén
estan relacionadas coa asimilacion de nutrientes e nas respostas fronte a patdxenos
(Nafisi et al., 2015). O seu papel parece estar relacionado principalmente con biotrofos
(Pieterse et al., 2012). Pero observouse que tomates transxénicos con altos niveis de
citoquininas melloran a sua resistencia a B.cinerea (Nafisi et al., 2015).

O acido abscisico (ABA) esta relacionado coa resposta a estados de estrés
abidtico. Multiples estudos demostran que ten un efecto negativo na resistencia fronte a

patdéxenos necrotrofos (Nafisi et al., 2015).
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As xiberelinas controlan o crecemento celular mediante a degradacion das
proteinas inhibidoras do crecemento DELLA. A degradacion destas proteinas aumenta a

susceptibilidade a necrotrofos e a resistencia de biotrofos (Pieterse et al., 2012).

1.4.1. Xasmonatos.

Os xasmonatos son fitohormonas lipidicas (oxilipinas) que regulan procesos de
desenvolvemento da planta como o crecemento da raiz, a maduracion de froitos, a
senescencia e o desenvolvemento do polen. Tamén regulan respostas defensivas fronte
estres bidtico e abidtico (Yu et al.,2009). A figura 6 mostra a estrutura quimica do acido

xasmonico.

Figura 6. Estrutura do acido xasménico. Tomada de

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/51/Jasmonicacid.svg

En canto a ruta de sinalizacidn regulada por xasmonatos, Arabidopsis presenta
duas ramas principais, as denominadas MYC e a ERF, que desencadean a expresion de
xenes diferentes. A MYC esta asociada ao ataque de insectos e a ERF activase por
feridas e necotrofos e é dependente de etileno (Pieterse et al., 2012). Unha vez que ditas
rutas se activan localmente, unha resposta parecida pode desencadearse en partes da
planta non danadas. Isto, nalguns casos, induce a sintese de compostos téxicos ou

repelentes que protexen a planta fronte futuros ataques.
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Hai multiples exemplos que demostran que o0s xasmonatos participan e son
eficaces a hora de inducir a resistencia fronte a patdéxenos, tanto na planta como nos

froitos. Alguns estudos relevantes incluense na taboa 3.

Taboa 3. Especies nas que o tratamento con xasmonatos induce a resistencia a patéxenos.

Especie de planta/froito Patoxeno Referencia

Pseudomonas syringae
Xanthomonas campestris
Tomate Verticillium dahlie Thaler et al (2004)
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

Phytophthora infestans

Botrytis cinerea Yu et al (2009)
Vides Botrytis cinerea Wang et al (2015)
Jiang et al (2015)

1.4.2. Brasinoesteroides.

Os brasinoesteroides son un conxunto de fitohormonas esteroideas que regulan
procesos como o desenvolvemento das plantulas, organoxénese e reproducion (Nafisi et
al., 2015). Debido & sua eficacia a hora de mellorar o rendemento dos cultivos son
amplamente usadas como hormonas de crecemento. O mais potente de todas estas
hormonas esteroideas é o brasindlido (BL) (Figura 7)(Belkhadir et al., 2011).

En canto a sua funcion nas defensas, esta demostrado que desempefian un papel
fundamental nas respostas ao estrés, tanto abidtico como bidtico (Song et al., 2017). Por
exemplo, tratamentos con brasinoesteroides melloran a saude e supervivencia da planta
en presenza de metais pesados, temperaturas extremas, seca ou inundacions (Bjornson
et al., 2016). Ademais, en diferentes especies de mono e dicotiledéneas, como por
exemplo en tabaco, arroz e cogombro inducen resistencia fronte bacterias, fungos e virus
patéxenos (Zhang et al., 2015). Por outra banda, Song et al.,en 2017, demostraron a
participacion da fitohormona na resistencia fronte a nematodos en tomate, e Bjornson et
al.,, en 2016, concluen que en plantas de Arabidopsis nas que se induciu a resistencia
por feridas e tratadas con BL, as lesions causadas polo B. cinerea son considerablemente

menores que nas plantas non tratadas con dito regulador.
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Figura 7. Estrutura do brasinolido. Tomada de https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Brassinolide.png

A sinalizacion desencadeada polos BR comeza cando se unen a un dominio
extracelular dunha proteina receptora con actividade quinasa, a BRI1. Esta union permite
a activacion do dominio intracelular con actividade quinasa BAKI1 que implica unha serie
de eventos que rematan coa expresion de xenes dependentes de BR. BAKI1 tamén esta
relacionada coa percepciéon de moléculas dos patoxenos, polo que a través deste co-
receptor establécese a relacion entre o recofiecemento dos patéxenos e a actividade das
fitohormonas (Belkhadir et al., 2011).

1.4.4. Interacciéns entre as fitohormonas.

Os reguladores non actuan illadamente, senén que o fan dun modo coordinado e
conxunto. Isto € posible grazas as complexas interaccions (sinérxicas ou antagonicas)
que se establecen entre as suas rutas, permitindo as plantas responder dun xeito preciso
e eficiente a infinidade de situacidéns de estrés. Alguns exemplos destas interaccions son
o papel supresor do SA na ruta regulada por xasmonatos, a regulacion negativa das
auxinas na ruta mediada por SA fronte a patoxenos biotrofos, a sinerxia que se establece
entre SA e citoquininas e a inhibicion mediada po ABA da ruta regulada por SA (Pieterse
etal., 2012).

En canto aos dous tipos de fitohormonas obxectivo de estudo no traballo, dos

xasmonatos sabese que modulan rutas de sinalizacidén relacionadas co estrés como as
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reguladas por SA. Estas relacions poden ser sinérxicas, antagdnicas ou neutras pero
parece que as antagonicas son mais frecuentes (Pieterse et al., 2012). Polo que atinxe
aos BR, poden actuar dun xeito interdependente con outras hormonas promotoras do
crecemento como GA e auxinas. Por outra banda, tamén aumentan a sintese de oxilipinas
como os xasmonatos (Bjornson et al., 2016).

Tendo en conta o exposto, parece probable que tanto xasmonatos como
brasinoesteroides participen na resistencia en tomate fronte a B. cinerea e que se

estableza unha relacion sinérxica entre as rutas mediadas polas mesmas.

2. Hipétese.
Os xasmonatos e os brasinoesteroides actian de modo sinérxico na inducién de

resistencia a Botrytis cinerea en Solanum lycopersicum.

3. Obxectivos.

1. Estudar a eficacia da aplicacion es6xena de xasmonatos e brasinoestoroides na
inducion da resistencia a Botrytis cinerea en tomate.

2. Analizar os cambios fisioléxicos desencadeados pola aplicaciéon de xasmonatos
e brasinoesteroides.

3. Comprobar se a relacion establecida entre as duas hormonas é sinérxica.

4. Metodoloxia.

4.1.Material bioléxico.

Os ensaios realizaranse co Tomate cv Moneymaker. As sementes cultivaranse nun
substrato de vermiculita e regarase cunha solucién nutritiva (Hoagland e Arnon, 1950). O
segundo dia despois da xerminacion as plantulas seran transplantadas a un substrato
composto por unha mestura de terra: vermiculita (3:1 v/v). Para regar utilizarase auga da
billa. Durante todo o proceso as condicions de cultivo seran de 16 horas de luza 25°C e
8 horas de escuridade a 18 °C .

A cepa do fungo que se utilizara sera a cepa B05.10 de Botrytis cinerea Pers.:Fr.

cedida polo Dr. Jan van Kan (Wageningen University, Paises Baixos).
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4.2. Inoculacion.

O in6culo obtense seguindo o procedemento descrito por Benito et al. (1998) e
utilizado por Diaz et al. (2002). Os conidios suspenderanse a unha concentracién de 10°
conidios/mL no medio de cultivo Gamborg’s B5 (Duchefa Biochemie bv, Haarlem, Paises
Baixos) suplementado con glucosa 10 mM e fosfato potasico 10 mM (pH 6). A
suspension sera pre- incubada durante 2-3 horas sen axitacion. A inoculacion realizarase
con gotas de 2 microlitros da suspensidn na primeira e segunda das follas verdadeiras en

plantas de tres semanas. Aplicarase 1 gota por foliolo.

4.3. Tratamento.

24 horas antes da inoculacion, aplicaranse as plantas os diferentes tratamentos.
Para a induciéon coas hormonas utilizarase unha disolucién de xasmonato de 10 uM en
dimetilsulféxido:auga (1:10000 v/v), unha de brasindlido de 5 uM en dimetilsulfoxido:
auga (1:10000 v/v) e unha disolucion coas duas hormonas a unha concentracién de 10
uM de xasmonato e 5 uM de brasindlido. Establecerase o control cunha disolucion de
dimetilsulféxido en auga (1:10000 v/v). As concentracions de fitohormonas utilizadas en
cada caso estan baseadas en estudios realizados anteriormente no laboratorio de
Fisioloxia Vexetal da Universidade da Corufia en pemento (datos non publicados).

Todos os tratamentos realizaranse mediante a pulverizacién das primeiras follas
verdadeiras das plantulas. Cada tratamento aplicarase a 20 plantas, das que 10 seran
inoculadas e 10 non o seran. Os experimentos seran realizados por ftriplicado de xeito

independente.

4.4. Recollida e mantemento de mostras.

Para a cuantificacidon da colonizacion as mostras seran recollidas 72 horas despois
da inoculacion. No caso da actividade encimatica as mostras seran recollidas en tres
tempos: Oh (inoculacién), 8h e 24h (a contar dende o momento da inoculacion). Para a
valoracion da expresion xénica a recollida realizarase nos tempos Oh e 24h. Utilizaranse
as follas sometidas a cada tratamento en plantas inoculadas en non inoculadas. As

mostras seran pesadas, conxeladas en nitréxeno liquido e almacenadas a -80 °C.

18



4.5. Determinacién de sintomas.

O segundo e o terceiro dia despois da inoculacion, cun calibre mediranse os
diametros das lesions nas follas inoculadas e calcularase a incidencia e a severidade.

A incidencia é a porcentaxe do numero de lesions expandidas en relacion co

numero total de inoculacions.

| Incidencia=(nimero de lesidns/ nimero de inoculaciéns) x100 |

A severidade é a area da lesion.

| Area da lesion= & x (diametro da lesion/2)?

4.6. Cuantificacion da colonizacién con PCR en tempo real.

A cuantificaciéon da colonizacion do fungo no héspede determinarase cunha PCR
cuantitativa en tempo real (QPCR) seguindo o método descrito por Vega et al. (2015). O
DNA de mostras recollidas para cada tratamento sera illado mediante a metodoloxia
descrita por Edwards et al. (1991). A qPCR realizarase co seguinte programa: 95 °C 10
minutos, 40 ciclos de 95 °C 30 segundos, 55 °C 30 segundos e 72 °C 30 segundos
seguido dunha anadlise da curva de disociacion de 55 a 95 °C. As reaccions da gq-PCR
realizaranse por triplicado usando SYBRGreen no SAl (Servizos de Apoio a Investigacion
da Universidade da Coruna).

Para establecer a curva de calibrado utilizaranse disolucions seriadas con DNA
xenomico puro de cada especie (Gachon e Saindrenan, 2004). As secuencias dos

cebadores utilizados incluense na taboa 4.

19



Taboa 4. Cebadores utilizados para a gPCR. Modificado Vega et al. (2015)

Xene Organismo N.2 de acceso Secuencia Referencia
Ubi-F GGACGGACGTACTCTAGCTGAT

Ubiquitina Tomate TC193502

Ubi-R AGCTTTCGACCTCAAGGGTA Lowdal e Lillo, 2009
Cutinasa A B cirerea 760064 CG11-AGCCTTATGTCCCTTCCCTTG
CG12-GAAGAGAAATGGAAAATGGTGAG Gachon et al., 2004

4.7. Determinacion da cantidade de H.O; e O;.

A cantidade de H,0O,das mostras determinarase utilizando o método descrito por
Velikova et al. (2002). 0,5 gramos de follas frescas seran homoxeneizadas con 0,5mL de
acido tricloracético (TCA) 0,1% (w/v) nun morteiro colocado nun bafo de xeo. O
homoxeneizado sera centrifugado a 12.000 x g durante 20 minutos a 4 °C. 0,5 mL do
sobrenadante engadiranse a 0,5 mL de tampdn de fosfato potasico (pH 7,0) 10 mM e 1
mL de KI 1M. A absorbancia determinarase a 390 nm. O contido de H.O, expresarase en
mmol/kg.

Para determinar cantidade de O, utilizarase o método de Xu et al. (2006). 1 g de
tecido sera homoxeneizado con 2,5 mL de tampodn fosfato frio (pH 7.8), EDTA (acido
etilendiaminotetraacético) 1TmM e 2% PVPP (polivinilpolipirrolidona). O homoxeneizado
sera centrifugado a 17.000 x g durante 60 minutos a 4 °C. A 0,5 mL do sobrenadante
obtido engadirase 1 mL de hidroxilamonio cloruro (1mM) que se mantera durante 1 hora
a 25 °C. Para desenvolver a cor engadiranse 1 mL de acido sulfanilico (17mM) e 1 mL
de o-—naftilamina (7 mM). A nova mestura incubarase durante 20 minutos a 25 °C. A
absorbancia determinarase a 530 nm. A cantidade de O, expresarase en umol/kg.

As recollidas das follas frescas realizaranse no momento da inoculacion (Oh) e
cada 2 horas durante as seguintes 8 horas (2h, 4h, 6h e 8h). As extraccions e medicions

realizaranse coas mostras frescas.
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4.8. Ensaios encimaticos.

4.8.1. Extraccion e medida de proteinas totais.

Para a extracciéon e medida de proteinas totais seguirase a metodoloxia descrita
por Cao et al. (2009). Utilizaranse 0,3 gramos das mostras que seran homoxeneizadas
con 3mL de tampon HEPES 25 mM (pH 7,8), EDTA 0,2 mM, ascorbato 2 mM e 2% PVPP.
O homoxeneizado centrifugarase a 4 °C durante 20 minutos a 12.000 x g e o
sobrenadante separaranse en alicuotas de 300 uL que se almacenaran a —80 °C. A
medida de proteinas totais realizarase mediante o método Bradford (1976) usando

albumina sérica bovina para obter a recta patron.

4.8.2 Determinacion da actividade das encimas antioxidantes; superoéxido
dismutasa (SOD), da catalasa (CAT) e da ascorbato peroxidasa (APX).

Para determinar a actividade das encimas antioxidantes utilizaranse as alicuotas de
300 uL obtidas no apartado anterior.

A actividade da superoxido dismutasa cuantificarase medindo a sua capacidade de
inhibir a reducion fotoquimica do nitro azul tetrazolio (Nitro-Blue-Tetrazolium, NBT)
mediante o0 método descrito por Stewart e Bewley (1980). Para iso prepararanse 3mL de
mestura de reaccion con 50 mM de tampon fosfato (pH 7,8), metionina 13 mM, NBT 75
uM, EDTA 100 nM, 0-200uL do extracto da encima e riboflavina 2 uM. Os tubos coas
mesturas seran axitados e posteriormente colocados baixo dous tubos fluorescentes de
15w a unha distancia de 30 cm. Para comezar a reaccion acenderanse os tubos
fluorescentes e manteranse acesos durante 10 minutos. Despois os tubos coas mostras
seran tapados. A absorbancia medirase a 560nm. Unha unidade (U) de actividade da
SOD é definida como o volume necesario de encima para inhibir ao 50% a reaccién de
reducion do NBT. Os datos expresaranse en U/ mg de proteina.

Para determinar a actividade da catalasa utilizarase o método de Patra et al.
(1978), baseado no estudo da degradaciéon H,O, medindo os cambios que causa na
absorbancia a 240 nm. 5 mL de mestura de reaccién conteran tampoén fosfato 300 uM (pH
6,8), H:O, 100 uM e 1 mL do extracto da encima. A mestura incubarase durante 1 minuto
a 25 °C. Para parar a reaccién engadirase 10 ml de acido sulfurico 2% (v/v). Os datos
expresaranse en nkatales/mg de proteina. Un katal € a cantidade de encima que

transforma 1 mol de substrato por segundo.
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A actividade da ascorbato peroxidasa (APX) sera medida en funciéon do descenso
da absorbancia a 290 nm causada pola oxidacién do ascorbato (Nakano e Asada, 1981).
A mestura de reaccidon (3 mL) conteran tampodn fosfato 50 mM (pH 7), EDTA 0,2 mM,
acido ascorbico 0,5 mM, H.O; (30%) 0,2 mM e 50 pL do extracto da encima. Os datos

expresaranse en nkatales/mg de proteina.

4.9. Determinacion da expresion dos xenes da superdxido dismutasa,

catalasa, ascorbato peroxidasa.

4.9.1. Extraccion do RNA e obtencion de cDNA.

A extraccion do RNA das mostras realizarase usando TRIZOL (Invitrogen) seguindo
as indicacions do fabricante. O DNA xendmico sera eliminado seguindo o protocolo do kit
RNeasy Mini Kit (Qiagen).

A sintese do cDNA realizarase cunha transcriptasa reversa-PCR (RT-PCR) partindo
de 2 ug de RNA e co kit RevertAid™ first strand cDNA Synthesis (Fermentas, Lithuania). A
reaccion tera lugar no laboratorio de Fisioloxia Vexetal da UDC.

Os cebadores e o programa que se utilizaran foron descritos previamente por Li et
al. (2012).

Taboa 5. Nome, numero de acceso e secuencia dos cebadores. Nota: F: forward primer (sentido);

R: Reverse primer (antisentido). Modificado de Li et al. ( 2012)

Xene N.° Acceso Cebadores
SOD AF527880.1 F: ACTGGACTTGCTCCTGGACT
R: CGCATGACGAATTTCATCTC
CAT AF112368.1 F: AGGAGAATTGGAGGGTCCTT
R: TGTGAATGTGTGGACACCAG
APX DQ096286.1 F: GACTCTTGGAGCCCATTAGG
R: AGGGTGAAAGGGAACATCAG
actina AB19931 F: TGGTCGGAATGGGACAGAAG
R: CTCAGTCAGGAGAACAGGGT
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49.2. q-PCR

cDNA obtido no apartado anterior sera usado para a qPCR que se realizara no
SAL

Cada reaccion (20 pL) contera 10 pL of iQ SYBRGreen Supermix, 1 uyL de cDNA
diluido, e 0,1 umol dos cebadores.

A gPCR realizarase co programa indicado no apartado anterior (Li et al., 2012). Na
fase de 54 °C recolleranse os datos da fluorescencia. O xene da actina sera usado como
xene normalizador (housekeeping gene).

Todos os experimentos seran realizados por triplicado de xeito independente. O
cDNA sintetizarase a partir de duas mostras diferentes. A expresion relativa dos xenes

sera calculada seguindo o método de Livak e Schmittgen (2001).
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5. Plan de traballo.
O proxecto desenvolverase ao longo de nove meses. O cronograma recolle a

secuencia das tarefas programadas.

Tarefas Meses

Cultivo de sementes e crecemento de plantas
Obtencion do material finxico

Tratamentos fitohormonas

Inoculacion con B. cinerea

Recollida e mantemento de mostras

Determinacion de sintomas

Cuantificacion da colonizacién con PCR en tempo real
Determinacion da cantidade de HyO, e O;"

Extraccion e medida de proteinas totais

Determinacion da actividade das encimas antioxidantes

Medida da expresion xénica das encimas antioxidantes

Analise dos datos obtidos

Obtencion e analise das conclusions

Publicacién do estudio

Participacion en xornadas divulgativas

Congresos
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6. Cuestions éticas.

O desenvolvemento aqui presentado non vulnera ningun dos principios éticos e
legais da ciencia. Non se traballa con material humano nin con datos que poidan afectar a
privacidade dos pacientes. Non se traballa con animais ou con material organico ou
xenético de paises en desenvolvemento ou de especial proteccion. O presente traballo
carece de usos militares ou potencialmente danifios.

Para evitar posibles contaminacions, todos os residuos patoxénicos seran

esterilizados e destruidos.

7. Aplicabilidade.
A consecucion dos obxectivos expostos no proxecto permitira o desefio dun
produto fitosanitario que reducira os danos causados polo fungo patoxénico no cultivo de

tomate cun impacto minimo para o medio ambiente.

8. Plan para a difusion dos resultados.

Unha vez finalizado o proxecto, realizarase unha publicacion na que se daran a
cofecer os resultados e conclusiéns acadadas na revista Plant Pathology (factor de
impacto: 2,303 Q1 en “Agronomy” do Journal Citation Reports (JCR).

Por outra banda, a elaboracién do material necesario para a asistencia a congresos
como os organizados pola Sociedade Espafiola de Fitopatoloxia esta programada para o
ultimo mes do proxecto. Nese mesmo mes tamén se desefnaran os recursos necesarios
para difundir os resultados e as posibles aplicacions en diferentes foros como xornadas,
cursos e charlas cunha finalidade divulgativa e formativa. Todas estas actividades estaran

destinadas a produtores de tomate.
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9. Recursos necesarios.

O proxecto desenvolverase no laboratorio e dependencias da area de Fisioloxia
Vexetal da Facultade de Ciencias da Universidade da Corufia. Os Servizos de Apoio a
Investigacion (SAl) seran utilizados para a realizacion das PCRs cuantitativas en tempo
real. Unha estimacion da infraestrutura e dos recursos necesarios co seu custe

aproximado incluese na taboa 6.
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Taboa 6. Estimacion de recursos necesarios e custo aproximado. A maioria dos prezos
corresponden as tarifas do provedor Sigma-Aldrich ou foron proporcionados polo director do Traballo Fin de
Mestrado. O precio do kit RNeasy Mini corresponde a tarifa de Quiagen. Os primers seran adquiridos en R.
Costoya S.L. As tarifas do SAI obtivéronse da sua paxina web.

Recursos Custo aproximado en euros

Recursos dispoiiibles no laboratorio de Fisioloxia Vexetal

Céamaras de cultivo

Conxelador

Espectofotdmetro

Tubos fluorescentes

Centrifugas

Camara de fluxo laminar

Newera

Bafio

Calibre dixital

Pulverizadores

Micropipetas de varios wolumes

Morteiros de porcelana

Probetas de varios volumes

Vasos de precipitados de varios wlumes

Matraces de varios wolumes

Tubos centrifuga

Tubos de ensaio

Botellas vidro

Bandexas para sementeira

Servizos contratados (SAl)
RT-PCR *
g-PCR colonizacién 686,8
g-PCRexpresion xénica 1381,68
Material bioléxico/reactivos/funxibles

Sementes de tomate Moneymaker 3,75
B05.10 de Botnytis cinerea Pers.:Fr

Substrato vermiculita 21,2
Substrato terra 19,7
Macetas (bandexas de 40 alveolos) 15,73
Medio de cultivo Gamborg’s B5 8,5
Placas Petri 154,6
Potato Dextrose Agar 158
Metil- Xasmonato 36,5
Brasindlido 331
Dimetilsulféxido (DMSO) 51,5
Acido tricloroacético (TCA) 34,6
loduro potasico 54
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 72,5
Polivinilpolipirrolidona (PVPP) 198
Hidroxilamonio cloruro 272
Acido sulfanilico 61
a—naftilamina 115,5
Tampon HEPES 106
Tampon fosfato 137
Acido ascérbico 173
Albumina sérica bovina 681
Nitro-Blue-Tetrazolium (NBT) 93,5
Metionina 125
Riboflavina 44,25
H,0, 42,25
Acido sulfarico 180
TRIZOL 346
RNeasy Mini Kit (50) 272,45
RevertAid™ first strand cDNA Synthesis 318
Reactivo de Bradford 293
Primers 84,12
Eppendorf 1,5 ml 24
Papel aluminio 5
Puntas micropipeta varios volumes 120
Bolsa material contaminado 16,23
Papel Parafilm 20
Alcohol sanitario 21,6
Guantes desbotables 10,8

Outros gastos

Inscripcion e asistencia a congresos 1000
Inscripcion e/ou asistencia a xornadas, cursos e charlas 500
[ Total estimado] 8289,76 27
*Realizarase no Laboratorio Fisioloxia Vexetal da UDC.
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