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Resumo

No presente traballo realizouse un estudo da inducion de defensa en suspensions
celulares de Capsicum annuum L. var. annuum 6 ser elicitadas cun extracto de alpechin.
Para elo, iniciaronse suspensions de pemento a partir de plantas in vitro e se elicitaron
cun extracto de alpechinpara posteriormente determinar o contido fendlico mediante o
método Folin-Ciocalteu, a actividade antioxidante mediante o ensaio de DPPH, no
medio celular e no medio extracelular. Tamén se determina a expresion dos xenes de
defensa CaBPR1, CaSC1 e CaPO1, mediante PCR en tempo real. Os

resultados indican un aumento do contido fendlico, una maior capacidade antioxidante
tanto no medio celular como no medio extracelular e un efecto inductor da expresion

dos xenes de defensa.

Palabras chave
Cultivo in vitro, extracto alpechin, Capsicum annuum, compostos fendlicos, capacidade

antioxidante, elicitor, expresion xénica, CaBPR1, CaSC1, CaPO1.
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1. Introducion
1.1. Cultivo in vitro

O cultivo in vitro consiste nun conxunto de técnicas que permiten o crecemento dun
explante (protoplasto, célula, tecido ou érgano) nun medio nutritivo de composicion

definida, en condicions de asepsia e factores ambientais controlados.

O cultivo in vitro de plantas ten factores importantes como son: o medio nutritivo e 0s
factores ambientais. O medio nutritivo estd composto de nutrientes, hormonas,
vitaminas, auga e agar e a concentracion de cada un varia conforme as necesidades da
planta a cultivar. Por outra banda, € moi complexo reproducir todas as condicions
ambientais que afectan a unha planta nun laboratorio, por elo reproduicense aquelas que

se poden controlar como a temperatura, a humidade ou as condicions de luz/escuridade.

A principios do século XX Haberlandt estableceu o cultivo in vitro e foi mellorando
hasta que se converteu nunha ferramenta indispensable para a producion de plantas
libres de enfermidades, para a multiplicacién de xenotipos, para a transformacion

xenética de plantas e a producion de metabolitos (Espinosa-Leal et al., 2018).

O uso do cultivo in vitro para a obtencion de metabolitos secundarios bioactivos
converteuse nunha técnica novidosa e atractiva. Esta técnica ofrece unha serie de
vantaxes como a subministracion continla do metabolito (independentemente de
factores ambientais), non necesita de amplos espazos como o cultivo de planta no
campo e obtéfiense compostos naturais que por sintese quimica € moi complexo de
obter. (Paolis et al., 2019). Ademais existen diversas estratexias para aumentar a
producién dos metabolitos como a optimizacion da taxa de crecemento e rendemento da

planta ou o uso de elicitores, aos cales responden de forma rapida e homoxénea.

1.2.Callo
Existen diferentes formas de cultivo in vitro, un deles é o cultivo de callos. Un callo é
una masa amorfa de células indiferenciadas. Estas estruturas obtéfiense mediante
calloxénese, que consiste en inocular explantes nun medio nutritivo solido cunha
determinada concentracion de hormonas para que se produza a desdiferenciacion
celular. A calloxénese soe ser un dos primeiros pasos biotecnol6xicos que se pode usar

para rexenerar plantas enteiras ou para o inicio de suspensions celulares.
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1.3. Suspension celular
As suspensidns celulares son agregados celulares ou células libres dispostas nun medio
liquido en axitacion. Para ter un bo crecemento celular é adecuado partir dun callo
friable o cal se transfire a un medio liquido e se incuba en escuridade, a unha
temperatura de 25°C e en axitacion para romper os agregados celulares. Un callo friable
é aquel que presenta un alto grado de division celular, recofiécese por presentar cor

branca e textura xelatinosa.

A suspension celular inicial esta normalmente composta por grandes agregados que
tefien unha baixa taxa de division celular. A solucién é realizar subcultivos cando a
suspension celular estea proxima ao punto de saturacién, con elo conseguimos que 0s

agregados se rompan e se estableza unha lifia celular cun alto ritmo de crecemento.

As suspensions celulares tefien un maior potencial que o cultivo de tecidos e érganos da
planta para as aplicacions industriais e investigacions (Schmidt-Duran et al., 2016), xa
gue mediante elas podese estudiar o ciclo celular, aspectos fisioloxicos e bioquimicos.
Como se comentou anteriormente, o uso de elicitores en suspensions celulares presenta
unha serie de vantaxes como a distribucion homoxénea, grazas a axitacion que provoca
0 contacto do elicitor con todas as células. Responden de maneira rapida aos elicitores
debido a que as células presentan paredes finas. Por ultimo é posible ampliar a

producién dende os matraces de laboratorio a biorreactores de producion industrial.

1.4. Elicitacion
A elicitacién é aplicar un axente a un cultivo vexetal, desencadeando un aumento na
producion de metabolitos secundarios (habitualmente xéranse en baixas concentracions)
ou mellora o seu rendemento (Narayani & Srivastava, 2017). Como consecuencia deste
aumento do rendemento ou na produccién de metabolitos secundarios, activase ou

increméntase o nivel de resistencia do cultivo vexetal.

Os elicitores podense clasificar en bidticos (estratos de levadura, proteinas...) ou
abioticos (pH, luz...) e dentro de estes ultimos en fisicos (temperatura...) ou quimicos

(metais pesados...).

O mecanismo de accién dos elicitores non esta moi claro, pero si se sabe que depende
de diversos factores como o tipo de elicitor e a stia concentracion, ou a etapa de

crecemento do material vexetal no momento da elicitacion (Saini et al., 2014).
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Os elicitores bidticos tefien vias de sinalizacion dependentes de acido salicilico, dando
lugar a resistencia sistemética adquirida (SAR) e como consecuencia acumulanse
proteinas relacionadas de patoxénese (PR). Na via de sinalizacion dos elicitores
abioticos estan involucradas o &cido jasmonico e o etileno, dando lugar a resistencia
sistémica inducida. (Vallad & Goodman, 2004).

1.5. Metabolismo secundario

1.5.1. Compostos fendlicos
Os fenoles son compostos bioactivos sintetizados a través do metabolismo secundario
das plantas. Os flavonoides, os taninos ou os acidos fenolicos son exemplos de fenoles.
Estes compostos tefien un gran papel na fisioloxia e morfoloxia das plantas, xa que
contriblen a defensa da planta contra un estrés abidtico ou biotico, proporcionando
proteccion contra patoxenos e depredadores. Ademais, son responsables do sabor, color

e sabor das froitas e verduras.

A estrutura basica dos fenois é un anel aromatico, o cal poste un ou mais substituistes
hidroxilo (Varga et al., 2018). A partir desta estrutura, os fenois poden formar
moléculas simples (Figura 1) ou polimeros complexos de alto peso molecular (Figura 2)
(Balasundram et al., 2006). Por outro lado, os fenois poden encontrarse de forma libre
pero xeralmente estan unidos a un glucido formando un glucésido, algo moi frecuente
entre os flavonoides, ou a unha amida. Os fenoles tamén forman parte da parede celular,
como por exemplo en ligninas e os acidos hidroxicinamicos, os cales protexen contra o
estrés como son as infeccions, as feridas ou a radiacion ultravioleta (Khoddami et al.,
2013).

OH

Figura 1: Estrutura quimica dun fenol simple
(Soviquim, 2018).
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Figura 2: Estrutura quimica dun fenol

complexo (Dai & Mumper, 2010).

Os fenois tefien moitas actividades bioldxicas como anteriormente se mencionou, pero
cabe destacar a sua actividade antioxidante, a cal depende da estrutura, das posicions e
namero dos grupos hidroxilo e as substitucions dos aneis aromaticos (Balasundram et
al., 2006). As suas propiedades antioxidantes residen na quelacion de idns metalicos,
inhibicion da oxidacion de lipidos, inhibicion de enzimas formadoras de radicais e
neutralizando os radicais libres (Kim et al., 2003). Polo que os fenoles tefien un gran
beneficio sobre a salde ao combater este estrés oxidativo evitando asi enfermidades do
corazén, reduce a inflamacién, diminle a incidencia de cancer e a diabetes (Khoddami
et al., 2013). Ademais tefien efectos antialérxicos, antiarteroxénicos, antiinflamatorios,
antimicrobianos, antioxidantes, antitromboticos, cardioprotetores e vasodilatadores
(Balasundram et al., 2006).

Actualmente, o interese por antioxidantes naturais para substituir aos antioxidantes
sintéticos, os cales estan sendo restrinxidos pola sta carcionxénese (Boutennoun et al.,
2017). Por todas estas razons, ter unha dieta rica en froita e verdura ten grandes

beneficios na satde humana.

1.5.2. Antioxidantes
Os radicais libres definense como moléculas que tefien na sua orbita mais externa un
electron desapareado ou libre, como consecuencia, estas moléculas tefien unha alta
capacidade de reaccionar con outras moléculas, co fin de captar un electron para ser
estables. Estes radicais libres poden ser de tres tipos: especies reactivas de 0sixeno
(ROS) como o peroxido de hidroxeno (H202) ou o superdxido (O2°) sendo este tipo o
mais habituais, especies reactivas de nitréxeno (RNS) como o 6xido nitrico (NO") e

especies reactivas de xofre (RSS) (Kasote et al., 2015).

O orixe dos radicais libres pode ser endoxena ou esdxena. As fontes enddxenas de
radicais libres son os organulos subcelulais das células, sobre todo en mitocondrias e

cloroplastos, asi como a parede celular como un subproduto natural das reaccions
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metabolicas onde esta implicado o osixeno e do que as células se deben protexer. Sen
embargo, poden ser as propias células quen produzan os radicais libres, xa que acttan
como moléculas de sinalizacion para loitar fronte a patoxenos. Tamen de forma esdxena

como a contaminacion, a radiacion ou pesticidas.

A sobreproduciéon de radicais libres provoca un estrés oxidativo, o cal ten como
consecuencia o dano de biomoléculas como o ADN, as proteinas e os lipidos. Este
estrés oxidativo produce en plantas necrose, clorose, deformacions menor capacidade de
asimilacion de CO. e outros efectos negativos. O estrés oxidativo tamén ten
consecuencias na saude humana, dando lugar a problemas cardiovasculares,
enfermidades neurodexenerativas, cancer, diabetes e outras enfermidades (Pefia-Cerda
etal., 2017).

As células tefien sistemas de proteccion para tratar cos radicais libres. Estes sistemas
poden ser enzimaticos e inclien enzimas como a peroxidasa ou a catalasa, ou non
enzimaticos, que inclie moléculas como o &cido ascorbico, carotenoides ou acidos
fendlicos. Estes antioxidantes naturais tefien a capacidade de impedir a formacion de
radicais libres e de eliminalos grazas a que lles doan un dos seus electrons volvéndoos

estables e terminando a reaccién de captura de electréns.

Os antioxidantes poden ter orixe endoxena, como ocorre frecuentemente en plantas, que
a través do seu metabolismo secundario, son capaces de sintetizar ditas moléculas. No
caso dos animais, estes posuen sistemas enzimaticos e compostos antioxidante que se
poden suplementar como antioxidantes de forma eséxena, € dicir, a través da dieta, a
partir de nutrientes como as vitaminas ou 0s carotenoides, ou de non nutrientes como
son os compostos fenolicos. Polo que a fonte principal de antioxidantes son de orixe
vexetal e as fontes mais ricas son os cereais, as froitas e as verduras (Denev et al.,
2012).

1.6. Resistencia inducida
As plantas encontranse sometidas a estréses bidticos e/ou abidticos de forma continuada
e como consecuencia deben defenderse ou adaptarse ao estrés. As plantas tefien
defensas que expresan de forma constitutiva e inducibles. As defensa constitutivas
exprésanse continuamente e xeralmente son defensas pasivas. Estas pddense clasificar
en defensas estruturais como é a presencia de cuticula ou en defensas bioquimicas como

son compostos toxicos como as toxinas. As defensas da planta tamén se poden inducir
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ou desenvolverse tras ser sometida a un estrés, o que se cofiece como resistencia
inducida. Para que se poidan activar as defensas, a planta ten que recofiecer o factor de
estrés. Isto producese a traves dos DAMPs (Damage Associated Molecular Patterns),
PAMPs (Pathogen Associated Molecular Pattern) ou efectores. Unha vez recofiecido
producese unha transducién sinal que ten como resultado a inducion das defensas da
planta. Isto implica o reforzamento das defensas estruturais e bioquimicas. En moitos
casos é necesario un proceso de sintese de novos compostos, o que implica unha

regulacién a nivel da expresion xénica.

Nas plantas, caracterizaronse dous tipos de resistencia inducida, a resistencia sistémica
adquirida (SAR), a cal se activa como resposta ao ataque dun patdxeno e esta regula por
acido salicilico e a resistencia sistémica inducida (ISR), activada por rizobacterias
promotoras do crecemento da planta e estd regulada polas fitohormonas &cido

jasmonico e etileno.

A resistencia sistémica adquirida (SAR) € un mecanismo inducible que proporciona
resistencia en zonas da planta non infectadas. Esta resistencia caracterizase por ser
eficaz contra patoxenos que producen necrose como fungos, bacterias e virus e por ser
unha resistencia duradeira que se mantén activa durante dias ou semanas, polo gque este
tipo de resistencia € moi atractiva desde o punto de vista agronémico (Molina et al.,
2007).

Unha vez que se produce o recofiecemento dun patoxeno, da como resultado la
activacion da inmunidade activada por PAMP (PTI). Esta inmunidade pode inhibirse
mediante efectores procedentes dos patdxenos. A planta recofiece ao efector e da lugar a
activacion da inmunidade activada por el efector (ETI) (Adam et al., 2018). Xeralmente,

a ETI esté ligada coa resposta hipersensible (HR).

A resposta hipersensible é unha reaccion de defensa rapida que induce a producion de
sustancias toxicas para 0s patdxenos como son 0s ROS e a inducion da morte celular

programada, con fin que o patdxeno (xeralmente briéfitos) colonice toda a planta.

Na zona infectada da planta producense sinais que se transporta a toda a planta, onde as
partes non infectadas desenrolan resistencia a novas infeccions como a sintese de
proteinas PR ou fitoalexinas, dando lugar a resistencia sistémica (Thakur & Sohal,
2013).
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A variedade de estrés que sofre a planta ten como consecuencia perdida do seu
rendemento. Os agricultores fan fronte a este problema usando plaguicidas ou
funxicidas, principalmente. Inducir a resistencia sistémica adquirida (SAR) é unha
alternativa mais respectuosa co medio ambiente. Polo que é interesante 0 estudo de

elicitores capaces de inducir este tipo de resistencia

Neste traballo estudase a expresion xénica de tres xenes implicados na resistencia
inducida, a saber: CaBPR1 (proteina basica relacionada coa patoxénese 1 en Capsicum
annuum) , CaSC1 (enzima sesquiterpeno ciclasa de Capsicum annuum) e CaPOl

(enzima peroxidasa de Capsicum annuum).

1.7. Capsicum annuum L. var. annuum
Capsicum annuum L., cofiecido comunmente como pemento, pertence a familia
Solanaceae. E unha planta herbéacea anual ou perenne que pode acadar 6s 150 cm de
altura, con un talo principal que se ramifica dicotdmicamente, do que parten as follas de
forma alternada. As follas tefien un peciolo largo, son lobuladas, enteiras e lisas (Reche,
2010). As flores son completas, actinomorfas, de cor branca e aparecen de forma
solitaria. Os froitos, que tefien diferentes formas, color e sabor, contefien as sementes,

ovaladas e de cor amarelenta.

’ > “ ,;‘ " 4 A
Figura 3:Planta e froito de Capsicum annuum L. var.
Annuum

Capsicum annuum é nativo das zonas tropicais e hiumidas de América Central e do Sur
(Reche, 2010). O inicio da stua domesticacion prodlcese entre os anos 7000 e 5000 a.c.,

polo que se trata dun dos cultivos mais antigos. En 1943 esta planta foi introducida en
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Espafia como ornamental grazas 0s viaxes de Colon a América. Posteriormente, foise

expandindo por Europa, Medio Oriente e Asia.

Actualmente, Capsicum annuum L. é unha das plantas mais cultivadas no mundo e goza
dunha gran importancia econémica (Reche, 2010), sendo o sétimo froito mais
consumidas no mundo (Paes et al., 2019).

O seu éxito radica tanto na cocifia polo seu sabor e color caracteristicos, por ser un
froito altamente nutritivo como polas suas propiedades farmacoloxicas. As propiedades
farmacoloxicas do pemento son debidas a que contén compostos activos como son 0s
capsicinoides (capsicina) ou os compostos fendlicos (flavonoides), os cales actian como
antioxidantes, antimicrobianos, antiinflamatorios, protectores cardiovasculares e

anticancerixenos (Zimmer et al., 2012).

En Espafia, produciuse un proceso de seleccion realizado por xeracions de agricultores,
polo cal se crearon unha gran cantidade de ecotipos adaptados as condiciéns locais
(Pereira-Dias et al., 2019) como o pemento de Padrén. Este ecotipo de pemento recibe o
nome de Capsicum annuum L. var. Annuum, cultivase na provincia de A Corufia e
posUe a Denominacion de Orixe Protexida dende o 2009 baixo o nome de pemento de

Herbon.

1.8. Alpechin
A oliveira (Olea europea) € unha arbore da familia Oleaceae, nativo da rexién
mediterranea, onde o seu froito xoga un papel importante na economia de moitos paises
desta zona (El Shimi & Mostafa, 2016). O cultivo de oliveiras, xunto coas industrias ou
empresas directamente relacionadas, representa un dos principais sectores do sistema
agroalimentario espafiol (Vallesquino-Laguna et al., 2010), sendo tras os cereais 0

segundo cultivo en extension a nivel nacional.

O froito desta arbore denominase oliva e dela obtense o aceite de oliva. Os produtores
de aceite de oliva mais importante son Espafia e Italia (Ramos-Cormenzana et al.,
2010). Os procesos industriais que producen este aceite de oliva xeran unha cantidade
considerable de augas residuais, denominadas ‘“augas residuais de almazara™ cofecidas

como alpechin (EI Shimi & Mostafa, 2016).

O alpechin é un liquido escuro, con diversas sustancias disoltas e en suspension,

recentemente producido ten un olor que recorda ao aceite, pero un olor fétido cando
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fermenta (Cabrera, 1995). Estes residuos descarganse de maneira indiscriminatoria no
solo ou na via fluvial mais cercana, especialmente desde as pequenas almazaras, sendo
isto ilegal. As almazaras mais grandes almacenan o alpechin en estanques abertos ou
cerrados. Con todo, seguen sendo fontes de contaminacion para augas superficiais e
subterraneas e de lodos que se deben eliminar (Ramos-Cormenzana et al., 2010).
Ambos métodos de almacenamento do alpechin son moi custosos debido aos costos de

obra e mantemento.

Como se dixo anteriormente, o alpechin pode ser causante dunha contaminacién e hai
grandes dificultades no seu tratamento e eliminacion, debido fundamentalmente a sua
composicion. O alpechin componse fundamentalmente de auga, minerais e sustancias
organicas como acidos organicos e fenoles (Ramos-Cormenzana et al., 2010). O
alpechin presenta un alto grado de contaminacion organica que se traduce nunha alta
demanda quimica de oxigeno (DQO) e posee un pH é&cido, entre 3 e 6. Anque sla
composicion non é constante cualitativamente nin cuantitativamente e varia dacordo ao
solo cultivado, tempo de colleita, grado de maduracion do froito, variedade de oliva,
condicions climaticas, uso de fertilizantes e de pesticidas (Pozzi et al., 2010). Por todas
estas caracteristicas a aplicacion continua de augas residuais de almazara ao solo sen
ningun tratamento pode causar un impacto desfavorable nas plantas (Kavdir et al.,
2008), asi como na estrutura do solo e na poblacion microbiana.
Actualmente, investigase como obter productos de valor e otros usos potenciais a partir
destas augas residuais:

— Na industria alimentaria.

— Medio de crecemento de algas.

— Producion de sustancias biopoliméricas como polisacaridos e plasticos

bidegradables.
— Producion de bioenerxia.

— Fonte de productos biofarmacéuticos.

2. Obxectivos

Neste traballo estidase a capacidade elicitora da fraccion purificada numero 10 de
alpechin (F10) sobre suspensions celulares de Capsicum annuum L. var. annuum,
analizando tanto o medio extracelular como o medio celular. Para elo propofiense os

seguintes obxectivos:
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— Inicio dunha lifia celular de Capsicum annuum L. var. annuum para obter
suspensions celulares e elicitacion das mesmas co extracto de alpechin.

— Determinacion da concentracion de fenoles totais e capacidade antioxidante no
medio celular e extracelular.

— Analise da expresion xénica de CaBPR1, CaSC1 e CaPO1 mediante PCR a
tempo real co obxectivo de comprobar si hai inducion da resistencia en

suspension celulares.

3. Materiais e métodos
3.1. Inicio dunha lifia celular de Capsicum annuum L. var. Annuum.

3.1.1. Medio de cultivo

Productos Concentracion

Tipo de cultivo

Sales Murashige e Skoog 4.406 g/L
Vitaminas de Morel 1mL/L
Suspensions Caseina 0.25 g/L
celulares Sacarosa 30 g/L
Acido 2,4-diclorofenoxiacético 3 mg/L
Kinetina 0.05 mg/L
Callos Agar 8 g/L
Sales Murashige e Skoog 4.406 g/L
Cultivo vitro —
Vitaminas de Morel 1 mL/L
plant 5
Caseina 0.25 g/L
Sacarosa 30 g/L

Taboa 1: Composicién e concentracion empleadas nos medios de cultivo.

Os medios de cultivo realizanse nun matraz de volume 1l ao que se lle engaden o0s
compofientes descritos na tdboa 1. Unha vez feito isto, homoxeneizase a soluciéon nun
axitador magnético e midese o pH, o cal debe estar en torno ao 5.8, de non ser asi

axustase a solucion engadindo HCI ou NaOH.
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3.1.2. Vitro plant
O cultivo de plantas de pemento in vitro ten como finalidade obter material vexetal
esteril. Este proceso comeza coa esterilizacion das sementes, para elo as sementes
envoélvense nunha gasa que se sela cun clip. Mantéfiense as sementes en axitacion cun
axitador electromagnético e unha mosca, mentres se somerxen nunha solucién de etanol
ao 70% dous minutos e nunha de hipoclorito ao 20% sobre uns vinte minutos. A
continuacion, en condicions de esterilidade, na cabina de fluxo laminar, as sementes
lavanse tres veces en auga estéril para eliminar os restos das solucions coas que se
esterilizaron. Sobre un papel de filtro e coa axuda dunhas pinzas e un bisturi extraense
as sementes da gasa, as cales se colocan sobre un novo papel de filtro onde secan
durante unha hora aproximadamente. Unha vez que as sementes estdn secas, estas
inoculanse no sentido das agullas do reloxo nun bote de cristal con tapa e con medio
nutritivo sen hormonas. Finalizada a inoculacién, o bote sélase con parafilm e incibase
nunha cdmara de cultivo, cuxas condicions de temperatura é de 24°C, cun periodo de

luz de 16 horas e 8 de escuridade.

3.1.3. Inducion e repicado de callos
Os callos inducense a partir das plantas de pemento obtidas in vitro e en condicion de
esterilidade na cabina de fluxo laminar. Selecciénanse aquelas plantas de pemento que
presenten maior vigor, é dicir, aquelas que non presenten clorose ou necrose. As plantas
seleccionadas son fragmentadas, as follas (tanto cotiledoneas como verdadeiras)
cortanse lonxitudinalmente, mentres que o talo de forma transversal. Posteriormente,
inoculanse ditos fragmentos en unha placa petri con medio nutritivo con hormonas e no
sentido das agullas do reloxo. Estas placas petri incibanse a temperatura ambiente e en

condicions de escuridade.

Tras un mes de incubacion, nos bordes da materia vexetal formanse pequenas masas
celulares indiferenciadas, as cales se deben transferir a0 un novo medio nutritivo con
hormonas para que se sigan crecendo. Este proceso realizase en condicién de
esterilidade na cabina de fluxo laminar, coa axuda dunhas pinzas e un bisturi, retirase a
parte vexetal e os callos formados transfirese a unha nova placa petri con medio
nutritivo con hormonas. Estes callos son fragmentados co bisturi e ao mesmo tempo coa
folla do bisturi, prémense para que haxa un maior numero de células en contacto co
medio. Finalmente sélase a placa con parafilm e incubanse a temperatura ambiente e en

condicions de escuridade.
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Unha vez que os callos acadan un tamafo considerable, débense repicar para manter un
stock de material vexetal. Para elo, en condicions de esterilidade na camara de fluxo
laminar, fragméntase o callo cun bisturi e transfirese parte del para unha placa petri con
medio nutritivo con hormonas, onde se preme coa folla do bisturi co fin de que o maior
numero de células esteen en contacto co medio. Sélase a placa petri con parafilm e

incubanse a temperatura ambiente e en condicions de escuridade.

3.1.4. Inicio de suspensions celulares e repicado
O inicio de suspensidons celulares realizase a partir de callos friables en crecemento. O
inicio de suspensions celulares realizase en condicions de esterilidade na cdmara de
fluxo laminar, os callos seleccionados fragméntanse cun bisturi e unhas pinzas. A
continuacion, pésanse 8 gramos de ditos callos e engadense a un matraz de volume 100
ml, onde se agregan 40 ml de medio liquido. Estes matraces tapanse con papel de
aluminio estéril e incubanse na cdmara de cultivo, en condicions de escuridade, a unha

temperatura de 24°C e en axitacion a 139 r.p.m nun axitador orbital.

Tras unha incubacion de 7-10 dias aproximadamente, as suspension celulares
encéntranse en fase de saturacion, polo que se debe engadir medio nutritivo liquido co
fin de evitar a morte celular e que sigan en fase de crecemento exponencial. O repicado
das suspensiéns celulares faise en condiciéns de esterilidade na camara de fluxo
laminar, onde se realiza unha diluciéns de 1:2. Para levala a cabo, engadese aos
matraces 40 ml de medio liquido, homoxeneizase e dividese a suspensién en dous
matraces de volume 100 ml. Finalmente incUbanse nas condicion nomeadas no

paragrafo anterior.

3.2. Elicitacién das suspensions celulares.

3.2.1. Obtencion de suspension celulares para a elicitacion.
O inicio de suspension celular se realiza para obter 4 matraces en cada experimento, 0s
cales dous representan o control e outros dous os tratados. Para obter suspensions
celulares para a experimentacion, partese de suspensiéns celulares saturadas. En
condicions de esterilidade na camara de fluxo laminar, filtranse nun coador as
suspensions saturadas e cunha espatula, prémese suavemente o material vexetal extraido
para eliminar o maximo posible o medio liquido. Posteriormente, pésanse 3 gramos da

masa celular filtrada e engadense a un matraz de volume 100 ml, o cal se engaden 20 ml
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de medio liquido. Finalmente incibanse na camara de cultivo, en condicions de

escuridade, a unha temperatura de 24°C e en axitacion a 139 r.p.m nun axitador orbital.

3.2.2. Elicitacion das suspension celulares
As suspension celulares elicitanse tras 24 horas de incubacion. A elicitacion realizase en
condicions de esterilizade na cdmara de fluxo laminar e consiste en agregar 200 pl de
elicitor as suspensions celulares. Para aquelas que representan o control, engadese 200
pl de auga destilada esterilizada e para as suspensions tratadas engadense 200 ul de
alpechin. O extracto de alpechin é a fraccion enriquecida nimero 10 proporcionada polo
Dr. Marin Prodanov (Universidad Auténoma de Madrid), colaborador deste proxecto.
Este extracto de alpechin foi diluido 1:20. Ambos elicitores esterilizanse mediante a sua

filtracion a través dun filtro de 0.22 um

3.3. Recollida de mostras
A recollida de mostras realizase as 6 horas e as 24 horas, polo que, por cada
experimento, temos: control 6 horas, control 24 horas, alpechin 6 horas e alpechin 24
horas e realizase por filtrado ao baleiro grazas a unha bomba de baleiro. Como
consecuencia por unha parte obtéfiense as células, estas gardanse en tubos, pésanse e
conxélanse rapidamente en etanol absoluto a -80°C durante ao menos 5 minutos e
posteriormente gardanse no conxelador de -80°C. Por outra parte, extraese o medio

extracelular, o cal midese o seu volume e se conserva en tubos no conxelador a -20°C.

3.4. Procesado das mostras celulares.
As células débense romper para posteriormente extraer fenoles, antioxidante e 0 ARN.
Para elo Usase unha técnica fisica, as células conxeladas machulcanse nun morteiro
mantendo a condicidn de frio grazas ao nitroxeno liquido, co fin evitar a degradacién do
ARN. Unha vez que se obtivo un polvo fino branco, este repartese en varios ependorfs

anotandose o seu peso. Os ependorf gardanse a -80°C ata o0 seguinte procesado.

3.5. Contido total de fenoles e actividade antioxidante do medio celular e
extracelular.
3.5.1. Extraccion de fenoles e antioxidantes do medio celular.
Partese dun ependorf con homoxeneizado celular, o cal se pasa a un tubo con tapa e
engadense 2,5 ml de metanol ao 80%. Incubase durante 15 minutos a 70°C. A
continuacion, realizase unha centrifugacion a 4000 r.p.m. durante 10 minutos.

Recupérase o sobrenadante para un tubo graduado e o pellet, resuspéndese en 2,5 ml de
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metanol ao 80% e sométese a unha nova centrifugacion a 4000 r.p.m. durante 10
minutos. Posteriormente, recupérase o sobrenadante que se engade o recuperado no

paso anterior. Finalmente aférase con metanol ao 80% ata 10 ml.

3.5.2. Determinacion do contido total de fenoles.
A determinacion de fenoles realizase mediante o método de Slinkard & Singleton
(1977) modificado por Kraujalyte et al. (2015), no cal se usa o reactivo de Folin-
Ciocalteu diluido 1:10.

En primeiro lugar, realizase a recta de calibrado, na cal se utiliza diferentes
concentracions cofiecidas de acido galico: 0,01 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,10
mg/mL y 0,20 mg/mLNun tubo de ensaio, engadense 100 pl de &cido galico e 1000 pl
de reactivo de Folin-Ciocalteu para cada concentracion, realizanse 3 réplicas. O branco
consiste en engadir 100 pl de auga destilada en lugar do &cido gélico. Incubase en
escuridade durante 4 minutos e a continuacion, agrégase ao tubo 1000 pl de Na,COs ao
7% e 400ul de auga destilada. Homoxenéizase nun vortex e incubase en escuridade uns
90 minutos. Finalmente realizase a medicion da absorbancia a unha lonxitude de onda
de 725 nm. Unha vez obtidos os datos, estes Iévanse ao programa Microsoft Office
Excel 2016, onde se procesan para obter a recta de calibrado. Obtivose e seguinte recta
de calibrado cunha bondade de axuste de 0.992 (Fernandez, 2018):

y = 5.599x + 0.013

A determinacion de fenoles das mostras celulares e de medio extracelular, segue o
mesmo procedemento, agas que se engade 100 ul de mostra no canto de acido galico.

Finalmente, calculase a concentracion de fenoles grazas a recta de calibrado.

3.5.3. Determinacion da actividade antioxidante.
A determinacion da actividade antioxidante realizase seguindo o0 método de Thaipong et
al. (2006). A molécula 2,2-diphenyl-1-1picrylhydrazyl (DPPH) é unha molécula que en
estado oxidado (cun radical libre) presenta cor morada. En presencia dun composto
antioxidante, o radical libre do DPPH Unese a el, o que provoca un cambio na sta
coloracion, pasando a ser amarelo. Este cambio de cor provoca un cambio na
absorbancia da dilucion, polo que se pode calcular o porcentaxe de DPPH que se

reduciu grazas os compostos antioxidantes pola formula:

, A0 — AX
% DPPH reducido = 0 x 100
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Sendo A0 a absorbancia da dilucion nai e AX a absorbancia da mostra.

Para a determinacion da activade antioxidante das mostras € preciso unha recta de
calibrado. Esta recta de calibrado realizase con Trolox, unha sustancia con capacidade
antioxidante analogo a vitamina E, o cal se encontra en diferentes concentracions: 10,
20, 30, 40, 50, 100 e 200uM. Primeiro, partese dunha diluciéon nai de DPPH a 1mM, a
partir da cal se realizan unha serie de dilucions ata acadar unha cuxo valor de
absorbancia sexa de 0.800 a 525nm, como branco Usase metanol absoluto. Unha vez
conseguida a dilucién axeitada (conservada en escuridade para que non perda as suas
propiedades), céllense 950 ul de dita dilucién para unha cubeta onde engadimos 50 pl
de Trolox (para cada concentracion realizanse tres réplicas) e midese a sta absorbancia
a 525 nm. Unha vez obtidos os datos, estes Iévanse ao programa Microsoft Office Excel
2016, onde se procesan para obter a recta de calibrado. Obtivose e seguinte recta de

calibrado cunha bondade de axuste é de 0.9922:
y = 0.0971x + 4,3698

Finalmente, realizase a medida das absorbancias das mostras, as cales seguen 0 mesmo

procedemento, substituindo os 50 pl de Trolox por 50 ul da mostra.

3.6. Expresion dos xenes CaBPR1, CaSC1 e CaPOL1.

3.6.1. Extraccion de ARN.
A extraccion e purificacion de ARN realizase con E.Z.N.A® Plant RNA Kit (OMEGA
bio-tek), seguindo o protocolo do fabricante para mostras dificiles. Este kit extrae e
purifica 0 ARN grazas a columnas HiBind®, as cales contefien unha matriz onde se
produce a unién reversible do ARN e logo € eludido con auga DEPC estéril. Ademais
este kit poste buffers para lisar e eliminar restos celulares xunto con outros

contaminantes.

3.6.2. Sintese de cDNA.
Unha vez que se extrae o ARN, realizase a sintese de cDNA (DNA complementario)
mediante unha reaccion en cadea da polimerasa con transcriptasa inversa. Para elo Usase
o kit iScriptTM cDNA Synthesis Kit de BIO RAD, seguindo o seu protocolo e
programa para o termociclador. Este kit ten todo o necesario para realizar a RT-PCR,

incluida a enzima transcriptasa inversa.
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3.6.3. PCR atempo real
A PCR en tempo real é unha variante da PCR convencional, con esta técnica pddese
amplificar ADN e ao mesmo tempo cuantificalo de forma absoluta. A deteccion de
ADN amplificado realizase mediante sinais de intensidade de fluorescencia que se
producen en cada ciclo da PCR. O parametro a ter en conta a hora de realizar os
calculos e asi obter resultados é o Ct (Threshold Cycle), ciclo umbral ou ciclo de
cuantificacion. Este pardmetro establecese durante a fase lineal do gréfico de
amplificacion, é dicir, cando a molécula de ADN se estd a amplificar de forma
exponencial. O valor de Ct é inversamente proporcional ao nimero de copias de ADN
molde, isto tradlcese en que cantas mais copias de ADN molde haxa, valores mais

baixos tomara Ct, e viceversa.

As mostras de cDNA obtidas polo paso anterior enviaronse a Unidade de Bioloxia
Molecular dos Servizo de Apoio a Investigacion (SAI) da UDC onde se realiza unha
PCR a tempo real para estudar a expresion dos xenes CaBPR1 (unha proteina PR1),
CaSC1 (unha sesquiterpeno ciclasa) e CaPO1 (unha peroxidasa), utilizdndose como
xene de referencia o xene da actina, CaACT. O kit que se emprega é Biorad iCycle™iQ

System e as caracteristicas dos cebadores mdstranse na tboa 2.

Xene N° acceso Ref. Amplicon Nome Secuencia
(Silvar CaACTFw 5’ATCCCTCCACCTCTTCACTCTC3’
CaACT | AY572427 | ol 128 pb
20035 CaACTRv | 5GCCTTAACCATTCCTGTTCCATTATC3’
(Gayoso PR1Fw 5’GTTGTGCTAGGGTTCGGTGT3’
CaBPR1 | AF053343 | etal., 301 pb
2007) PR1Rv 5’CAAGCAATTATTTAAAGATCCA3’
(Silvar CaSCFwW 5’GCCTCCTGCTTCTGAATACC3?
CaSCl | AF061285 | etal., 312 pb
2008) CaSCRV S’TTAATATCCTTCCATCCCGACT3’
(Garcia CAPO1FW 5’ACACTGGAAGCGTGAACAAT3’
CaPOl | AF442386 | gl 333 bp
2015'5 CAPO1RV 5’CAGCTTGCGCTAACATGAAC3’

Taboa 2: Caracteristica dos cebadores empregados na PCR a tempo real.

Unha vez que se obtefien os resultados da expresién xénica, débese ter en conta a
eficiencia da amplificacion para posteriormente cuantificar sen que haxa unha
sobreestimacion, a concentracion de ADN inicial. A eficiencia calctlase coa seguinte

férmula;

1
E=(10%)—1

(17]




Onde k ¢é a pendente da grafica de amplificacion en base logaritmica, na cal se obtén

unha recta de amplificacion.

O célculo do cambio da expresion xénica realizase mediante 0 modelo matematico de
Pfaffl (Pfaffl, 2001). o cal ten en conta a eficiencia e normaliza a expresion xénica a un

xene de referencia (xene control) na seguinte formula:

(E xene diana)ACt (xene control-xen diana)

Rale da expresion xenica = E . )ACt (xene control-xen diana)
xene referencia

3.7. Andlise estatistico
O andlise estatistico realizouse co programa StatGraphics. Dado que os datos non se
axustan aos requesitos dos test paramétricos (ausencia de normalidade dos residuos
estandarizados e homoscedasticidade), o analise estatistico realizouse cun método non
paramétrico como € a proba W de Mann-Whitney (Wilcoxon) para comparar medianas.
Considerandose diferenzas significativas, cando a proba de W de Mann-Whitney
(Wilcoxon) obtivo un p-valor <0.05.

4. Resultados e discusion

4.1. Obtencidn de vitro plant
O método polo cal se obtiveron as plantulas de pemento resultou ser o adecuado. Os 10
dias da inoculacion das sementes esterilizadas nun medio nutritivo, obtivéronse
plantulas de pemento completas (Figura 4). O material usado, medio nutritivo, sementes
e material de laboratorio, resultou estar ben esterilizado, xa que non se presentaron
problemas de contaminacion. Ademais 0os compostos usados para esterilizar as sementes

non afectaron a taxa de xerminacion das plantulas.

Figura 4: Plantula de pemento na cdmara de cultivo.
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4.2. Obtencidn e repicado de callos
As primeiras masas celulares indiferenciadas apareceron nos bordes dos fragmentos
vexetais ao cabo dun mes aproximadamente (Figura 5). O medio nutritivo resultou ter a
concentracion de hormonas adecuada para que se producise a desdiferenciacion. A

esterilizade tamén foi a idénea, presentdndose poucos casos de contaminacion.

O repicado de callos das primeiras masas celulares desdiferenciadas realizouse ao cabo
dun mes aproximadamente, e ao seguinte mes aproximadamente, obtense un callo
completamente formado (Figura 5). Estes tamén se repican unha ou didas veces ao mes
para aumentar o material vexetal e asi poder iniciar suspensions celulares, asi como para

obter material vexetal en stock.

o Y l
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=

Figura 5: Inducion de callos e diferentes estados de desenrolo.

4.3. Obtencidn de suspensions celulares
As suspensions celulares obtivéronse a partir dos callos friables, os cales se levaron a
medio liquido e se mantiveron en axitacion e oscuridade. A esterilizade foi a adecuada,
Xa que o0s casos de contaminacion foron escasos. Ademais non se produciron

suspensions celulares de color pardo debido a oxidacion.

O primeiro repicado das suspensions celulares realizouse cando estas se encontraban
saturadas (Figura 6), o cal foi aos 15 dias do inicio. O tempo de saturacién alongouse
mais do habitual no tempo, en parte puido deberse ao estado do callo do cal se partiu, xa
que se encontraba na fase estacionaria. O repicado sa suspension celular realizouse en
perfectas condicions de esterilidade, xa que non se presentaron matraces con
contaminacions. Ademais resultou unha solucién idonea para establecer unha lifia
celular cunha alta taxa de crecemento. A partir do primeiro repicado, as suspensions
celulares acadaban a fase estacionaria en menos dunha semana, polo que era necesario
diluilas cada semana. Como consecuencia obtivéronse suficientes matraces de

suspensions celulares e en condicions idoneas para a seguinte fase experimental.
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Figura 6: Suspension celular iniciada e suspension celular saturada.

4.4.Fenoles
Os resultados obtidos do contido de fenoles no medio celular estan representados nas
figuras 7 e 8. O analise estatistico indica que non hai diferencias signficativas entre o
contido de fenoles no medio celular das suspensions celulares elicitadas con extracto de
alpechin e as control, tanto as 6 horas como as 24 horas. Anque si se pode observar que
0 extracto de alpechin tende a aumentar o contido de fenoles no medio celular. As 6
horas (Figura 7), o contido de fenoles das suspension celulares elicitadas con extracto de
alpechin era dun 213% mais con respecto &s suspensions celulares control, pero este
aumento non ¢é significativo na proba non paramétrica. As 24 horas (Figura 8), as
suspensions celulares elicitadas con extracto de alpechin tefien un 18% mais de contidos

fenolicos que as suspension control.

Contido de fenoles no medio celular as 6 horas da

elicitacién
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Figura 7: Contido de fenoles no medio celular as 6 horas da
elicitacion, representado polo porcentaxe de cantidade de fenoles en

comparacion ao control.
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Contenido de fenoles no medio celular as 24 horas da

elicitacion
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Figura 8: Contido de fenoles no medio celular as 24 horas da
elicitacion, representado polo porcentaxe de cantidade de fenoles en
comparacion ao control.

Os resultados obtidos do contido de fenoles do medio extracelular estan representados
nas figuras 9 e 10. O andlise estatistico indica que non hai diferencias signficativas
entre o contido de fenoles do medio extracelular das suspensiéns celulares elicitadas con
extracto de alpechin e as control, as 6 horas, pero si hai diferencias significativas as 24
horas. As 6 horas (Figura 9), o contido de fenoles das suspension celulares elicitadas
con extracto de alpechin tifian un 16% con respecto s suspensions celulares control. As
24 horas (Figura 10), as suspensions celulares elicitadas con extracto de alpechin tefien
un 40% mais de contido de fenoles que as suspensién control.

Contenido de fenoles no medio extracelular as 6 horas
da elicitacion
700
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Control Alpechin

Cantidade de fenoles (% respecto ao
control)

Figura 9: Contido de fenoles no medio extracelular as 6 horas da
elicitacion, representado polo porcentaxe de cantidade de fenoles en

comparacion ao control.
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Contenido de fenoles no medio extracelular as 24
horas da elicitacion
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Figura 10: Contido de fenoles no medio extracelular as 24 horas da
elicitacion, representado polo porcentaxe de cantidade de fenoles en
comparacion ao control. O asterisco (*) indica diferenzas

significativas.

Por tanto, o extracto de alpechin tende a aumentar o contido de fenoles no medio celular
tanto as 6 horas como as 24 horas, pero o test estatistico non é significativo. Por outro
lado, o contido de fenoles no medio extracelular nas suspensiéns elicitadas con extracto
de alpechin diminte as 6 horas, aumentando as 24 horas e habendo diferencias

significativas coas suspensions celulares control.

Datos similares obtivo Diaz et al. (2019), en onde se estudou o efecto de dous extractos
de alpechin, as fracciéns purificada nimero 10 e nimero 12 en plantas de pemento. A
fraccion namero 10, provocaba un aumento no contido dos fenoles solubles nas raices
as 24 horas de elicitacion, anque non era significativo estatisticamente. Por outra parte a
fraccion purificada nimero 12 producia unha diminucion no contido de fenoles solubles
das raices as 24 horas, semellante a que se produce neste estudo no medio extracelular
as 6 horas de elicitacion. Unha posible explicacion para estes datos é que o extracto de
alpechin provoca un estrés oxidativo e nun primeiro momento as células respondan

consumindo os fenoles do medio extracelular.

4.5. Capacidade antioxidante
Os resultados obtidos da capacidade antioxidante do medio celular estan representados
nas figuras 11 e 12. O analise estatistico indica que non hai diferencias signficativas
entre a capacidade antioxidante do medio celular das suspensiéns celulares elicitadas
con extracto de alpechin e as control, as 6 horas, pero si hai diferencias significativas as
24 horas. As 6 horas (Figura 11), a capacidade antioxidante das suspension celulares

elicitadas con extracto de alpechin era dun 27% mais con respecto &s suspensions
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celulares control. As 24 horas (Figura 12), as suspensions celulares elicitadas con
extracto de alpechin tefien un 40% mais de actividade antioxidante que as suspension

control.

Capacidade antioxidante do medio celular as 6 horas da
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Figura 11: Capacidade antioxidante do medio celular as 6 horas da
elicitacion, representado polo porcentaxe de capacidade antioxidante
en comparacion ao control. Os datos representa a media dos 4

experimentos + e o error estandar.
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Figura 12: Capacidade antioxidante do medio celular as 24 horas da
elicitacion, representado polo porcentaxe de capacidade antioxidante
en comparacion ao control. Os datos representa a media dos 4

experimentos + e o error estandar. O asterisco (*) indica diferenzas

Nas figuras 13 e 14 mostranse os resultados obtidos da capacidade antioxidante do
medio extracelular. O analise estatistico indica que non hai diferencias significativas
entre as suspensions celulares control e as elicitadas co extracto de alpechin as 6 horas
(Figura 13), pero si hai un aumento da capacidade antioxidante das suspensions
celulares elicitadas nun 29%. Con respecto aos resultados obtidos as 24 horas (Figura

14), o analise estatistico indica que hai diferencias significativas entre as suspensions
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elicitadas con extracto de alpechin e as control. O extracto de alpechin provoca un
aumento do 96% da capacidade antioxidante nas suspensions celulares tratadas con
alpechin.

Capacidade antioxidante do medio extracelular as 6
250,000 horas da elicitacion

200,000
150,000
100,000

50,000

Capacidade antioxidante (% respeto
ao control)

0,000
Control Alpechin

Figura 13: Capacidade antioxidante do medio extracelular as 6 horas
da elicitacion, representado polo porcentaxe de capacidade
antioxidante en comparacion ao control. Os datos representa a media
dos 4 experimentos + e o error estandar.
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Figura 14: Capacidade antioxidante do medio extracelularcelular as
24 horas da elicitacion, representado polo porcentaxe de capacidade
antioxidante en comparacion ao control. Os datos representa a media
dos 4 experimentos + e o error estandar. O asterisco (*) indica

diferenzas significativas.

Os resultados obtidos mostran que o extracto de alpechin tende a aumentar o nivel da
capacidade antioxidante das suspensions celulares, sendo un aumento significativo as 24

horas da elicitacion. Estes resultados concordan cos datos obtidos para o contido de
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fenoles, a medida que aumenta o contido fenolico, aumenta a capacidade antioxidante.
Anque hai unha excepcion, o contido fendlico no medio extracelular as 6 horas (Figura
9) non parece corresponder ao aumento da capacida antioxidante no medio celular as 6
horas (Figura 13). Este resultado pode ser debido a que a capacidade antioxidante é un
producto combinado entre metabolitos secundarios e enzimas. Ademais, na
determinacion do contido de fenoles pode que haxa compostos que non se estan a
detectar e tefian capacidade antioxidante (Materska & Perucka, 2005).

En xeral, o extracto de alpechin parece inducir ao metabolismo secundario das plantas,
como consecuencia prodlcese a sintese e a liberacion de fenoles e moléculas
antioxidantes que permanecen na célula ou se libran cara o medio extracelular e este

fendmeno ¢ significativo as 24 horas da elicitacion.

Este traballo forma parte dun proxecto onde se buscan estratexias alternativas para
controlar enfermidades en cultivos horticolas, buscando unha resistencia da planta.
Neste contexto Lépez (2019) realizou un estudo con dous extractos de Moringa, un
etandlico e un acuoso. O extracto de etanol produciu un aumento significativo as 6
horas de elicitacion, mentres que 0 extracto acuoso non produciu un aumento
significativo. En canto a capacidade antioxidante no medio extracelular, o extracto de
etanol non produciu un aumento de dita capacidade, anque si aumentou
significativamente as 6 e 24 horas co extracto acuosos. Si comparamos resultados, o
extracto de alpechin parece ser un bo indutor da sintese e liberacién de fenoles e
compostos antioxidantes cara 0 medio extracelular que o os extractos de Moringa.

Por outra banda, este estudio é a continuacion do TFG realizado por Fernandez (2018).
Neste estudio, as suspensions celulares de pemento son elicitadas cun extracto de
Moringa, os resultados para o contido de fenoles no medio extracelular foi un aumento
significativo as 96 horas nas suspension tratadas con respecto as control, resultados
semellantes aos que se tiveron co extracto de alpechin as 24 horas no medio
extracelular. No estudo de Fernandez (2018), a capacidade antioxidante non se viu
aumentada polo extracto de Moringa. Isto parece indicar que o extracto de alpechin, ten

mellores resultados para inducir as defensas antioxidantes das suspensions celulares.
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4.6. Expresion xénica

Neste traballo estidase a expresion de tres xenes: CaBPR, CaSC1 e CaPO1.

O xene CaBPR1 codifica para a proteina béasica relacionada coa patoxénese 1 en
Capsicum annuum. As proteinas relacionadas coa patoxénese (PR) indlcense e
acumulanse na planta cando esta sofre unha infeccion por un patéxeno (impide que este
se desenvolva e se propague) ou cando sofre unha condicion de estrés abidtico (Sarowar
et al., 2005). Ademais, este tipo de proteinas Usanse como marcador da resistencia
sistematica adquirida xa que son inducidas por patoxenos, o acido salicilico e o etileno
(Sarowar et al., 2005).

O xene CaSC1 codifica para a enzima sesquiterpeno ciclasa de Capsicum annuum. Esta
enzima participa na sintese de sesquiterpenoides naturais como ¢é a fitoalexina capsidiol,
amplamente distribuidos en plantas, o que suxire que ten unha gran importancia nas
interaccidns planta-planta e planta-patoxeno (Back et al., 1998). A fitoalexina é un
metabolito secundario con actividade antimicrobiana producida como resposta a unha
infeccion, un dano mecanico (ferida), un axente quimico ou a un estrés (Mateos & Leal,
2003). A sua citotoxicidade radica en que ataca a integridade do patdxeno evitando a

slia propagacion ou a infeccidn por parte dun novo patoxeno.

O xene CaPOl codifica para a enzima peroxidasa de Capsicum annuum. As
peroxidasas son enzimas éxido-reductoras que presentan ddas funciéns moi diferentes,
por un lado actian como enzimas antioxidantes cuxo sustrato é o H2O>, por outro lado,
tefien un papel importante na resistencia a patdxenos. A expresion de CaPO1 esta
relacionado co estalido oxidativo que ten lugar coa resposta hipersensible en plantas
resistentes, producindo especies reactivas de osixeno que actlan de sinal e crean un
ambiente toxico para os patoxenos (Chmielowska et al., 2010) e a sUa actividade esta
regulada por hormonas. Outra forma que tefien se inducir a resistencia as peroxidasas é
engrosando a parede celular ao estar involucrada na deposicién de lignina e suberina,

creando asi unha barrera estrutural que impide a entrada de patdxenos.

4.6.1. CaBPR1
Nas figuras 15 e 16 mdstranse os resultados da expresion xenica para o xene CaBPR1.
O analise estatistico indica que non hai diferenzas significativas entre as suspension

elicitadas con extracto de alpechin e as control, tanto as 6 horas como as 24 horas. A
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pesar disto, si que se pode ver que o extracto de alpechin provoca un lixeiro aumento da
expresion do xene CaBPRL1.

Expresion xénica de CaBPR1 as 6 horas

2,5 4

Expresion relativa a CaACT

0,5 4

Control Alpechin
Figura 15: Expresion xénica de CaBPR1 as 6 horas de elicitar. Os

datos representan a media dos 3 experimentos + el error estandar.

Expresion xénica de CaBPR1 as 24 horas

3,
2,5
5 |
1,5 -

1 -

Expresion relativa a CaACT

0,5 4

0 -
Control Alpechin
Figura 16: Expresion xénica de CaBPR1 as 24 horas de elicitar. Os

datos representan a media dos 3 experimentos * o error estandar.

4.6.2. CaSCl
Os resultados da expresion xénica obtidos para o xene CaSC1 as 6 horas e 24 horas logo
da elicitacion mostranse nas figuras 17 e 18. O analise estatistico confirma que non hai
diferencias significativas na expresion de CaSC1 en células tratadas con extracto de
alpechin e as control as 6 horas da elicitacion (Figura 17). Por outra banda, as 24 horas
de elicitacion (Figura 18) obsérvase un aumento na expresion de CaSC1 e o analise

estatistico indica que é significativo.
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Expresion xénica de CaSC1 as 6 horas

0,5 4

Expresion relativa a CaACT

Control Alpechin
Figura 17: Expresion xénica de CaSC1 as 6 horas de elicitar. Os

datos representan a media dos 3 experimentos + o error estandar.

Expresion xénica de CaSC1 as 24 horas

*

1,5 A

0,5 -

Expresion relativa a CaACT
=

0 4
Control Alpechin
Figura 18: Expresion xénica de CaSC1 as 24 horas de elicitar. Os

datos representan a media dos 3 experimentos * o error estandar. O

asterisco (*) indica diferenzas significativas.

4.6.3. CaPO1
Os resultados as 6 horas da elicitacibn mostranse na figura 19, obsérvase que
practicamente non hai diferencias na expresion de CaPOL entre as suspensions celulares

tratadas e as control. O analise estatistico non é significativo as 6 horas da elicitacion.

Os resultados as 24 horas da elicitacion mostranse na figura 20, obsérvase que hai un
aumento na expresion de CaPOL1 nas suspensions celulares elicitadas con extracto de

alpechin. O analise estatistico confirma que este aumento na expresion de CaPO1 é
significativo.
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Expresion xénica de CaPO1 as 6 horas
2,5 -

Expresion relativa a CaACT

Control Alpechin
Figura 19: Expresion xénica de CaPO1 as 6 horas de elicitar. Os

datos representan a media dos 3 experimentos * o error estandar.

Expresion xénica de CaPO1 as 24 horas

05 -

Expresion relativa a CaACT

Control Alpechin

Figura 20:Expresion xénica de CaPOL1 as 24 horas de elicitar. Os
datos representan a media dos 3 experimentos + o error estandar. O

asterisco (*) indica diferenzas significativas.

Os resultados obtidos indican que o extracto de alpechin inducen a expresion de CaSC1
e CaPO1 significativamente as 24 horas da elicitacion das suspensions celulares. O
xene CaBPR1 tamén sofre un aumento na sta expresion as 6 horas e as 24 horas da
elicitacion, pero o analise estatistico conclie que non € significativo. Este aumento na
expresion de xenes estd acompafiada nun aumento significativamente de antioxidantes
as 24 horas tanto no medio celular como no extracelular e 0 aumento significativo do
contido de fenoles no medio extracelular as 24 horas de elicitacion. Baseandose neste
aumento de antioxidante e do contido fendlico, xunto co aumento da expresion da
peroxidasa CaPOl1, a cal poderia estar funcionando como unha enzima antioxidante, o
alpechin parece estar producindo un estrés oxidativo ao cal as células responden coa
inducién da sintese de compostos con actividade antioxidante. CaSC1 e CaBPR1 son

xenes que codifican sustancias antimicrobianas e proteinas relacionadas coa patoxénese
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(PR), cuxa expresion aumenta, o cal poderia indicar que o alpechin pode ser un indutor

da resistencia sistémica adquirida.

Diaz et al. (2019) estudou o efecto deste extracto de alpechin, a fraccién purificada 10,
in vivo en plantas de Capsicum annuum. O seus resultados son similares aos obtidos in
vitro e indican que aumenta os niveis de expresion dos xenes CaBPR1, CaSCl e
CaPO1, pero estatisticamente non son significativos. Ademais, estudou o contido de
fenoles solubles, os resultados non foron significativo, pero si se produciu un leve

aumento no contido de fenoles en plantas tratadas co extracto de alpechin.

Lopez (2019) estudou a expresion xénica das suspensions celulares elicitadas con
ambos extractos de Moringa. Os xenes que analizou foron CaBPR1 e CaSC1. Os
resultados obtidos foron semellantes para ambos extractos e xenes, un aumento
significativo as 6 horas e logo un descenso as 24 horas, coa excepcion na expresion do
xene CaSC1 das suspensions celulares elicitadas co extracto acuosos, onde non se
produce dito descenso. Os resultados obtido co alpechin mostraron unha tendencia a
aumentar a expresion de ambos xenes e de CaPO1 as 6 horas e 24 horas, sendo un
aumento significativo para as 24 horas, salvo para o xene CaBPR1. Polo que o extracto
de alpechin non produce unha resposta instantdnea na expresién Xxénica como 0s
extractos de Moringa, anque parece activar a expresion xénica con maior lentitude.
Seria interesante estudar si este efecto no aumento da expresion xénica co extracto de

alpechin se mantén ou polo contrario diminGe como acontece cos extractos de Moringa.

Por tanto, poderia estar a producirse un estrés oxidativo ao que a célula responde con
sintese de novo de compostos, ademais parece producirse unha sinalizacion que leva a
inducion da resistencia sistémica adquirida. Como consecuencia a elicitacién con
extracto de alpechin poderia ser unha boa estratexia para inducir resistencia en cultivos,

polo cal é interesante investigacions mais profundas sobre este efecto.

5. Conclusiéns

— O extracto da fraccion purificada nimero 10 de alpechin induce a formacion e
liberacion de compostos fendlicos, sendo significativo as 24 horas da elicitacion

no medio extracelular.
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— O extracto da fraccion purificada numero 10 de alpechin induce a formacién e
liberacion de compostos con capacidade antioxidante, sendo significativo tanto
para medio celular e medio extracelular as 24 horas de elicitacion.

— O extracto da fraccién purificada numero 10 de alpechin induce a expresion dos
xenes CaBPR1, CaSC1 e CaPO1, sendo significativo o aumento da expresion as
24 horas de elicitacion para CaSC1 e CaPO1.

— Os datos obtidos de forma conxunta, indican que o extracto da fraccion
purificada nimero 10 de alpechin ten potencialidade para inducir resistencia en

cultivos celulares de pemento.
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