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RESUMO

O pemento de Padron (Capsicum annuum cv. Padron) é unha planta de gran
importancia econdmica en Galicia, ainda que poste unha alta susceptibilidade a diversas
enfermidades que producen grandes perdas no seu cultivo. Algins dos patoxenos que
atacan a este cultivo son o oomicete (pseudofungo) Phytophthora capsici € o fungo
Botrytis cinerea. No presente traballo estudamos se os extractos vexetais de Ginkgo
biloba e Urtica dioica tefien efecto antimicrobiano sobre estes patdxenos, e os resultados
indican que non ¢ asi. Ademais, estudouse se os extractos eran eficaces fronte a
Phytophthora capsici nun ensaio en planta e se o extracto de ortiga causaba un efecto
sobre o crecemento da planta. Os resultados obtidos suxiren que ambos extractos poden
ter efectos sobre a inducidon da resistencia, mais non presentan actividade funxicida in

vitro.

RESUMEN

El pimiento de Padron (Capsicum annuum cv. Padron) es una planta de gran
importancia econémica en Galicia, aunque posee una alta susceptibilidad a diversas
enfermedades que producen grandes pérdidas en su cultivo. Algunos de los patogenos
que atacan a este cultivo son el oomiceto (pseudohongo) Phytophthora capsici y el hongo
Botrytis cinerea. En el presente trabajo estudiamos si los extractos vegetales de Ginkgo
biloba y Urtica dioica tienen efecto antimicrobiano sobre estos patdgenos, y los
resultados indican que no es asi. Ademas, se estudio si los extractos eran eficaces frente
a Phytophthora capsici en un ensayo en planta y si el extracto de ortiga causaba un efecto
sobre el crecimiento de la planta. Los resultados obtenidos sugieren que ambos extractos
pueden tener efectos sobre la induccion de la resistencia, pero no presentan actividad

fungicida in vitro.

SUMMARY
Padron pepper (Capsicum annuum cv. Padron) is a plant of great economic importance

in Galicia, despite it has a high susceptibility to various diseases that cause large losses
in this crop. Some of the pathogens that attack this crop are the oomycete (fungal-like
organism) Phytophthora capsici and the fungus Botrytis cinerea. In the present work we
studied if the plant extracts of Ginkgo biloba and Urtica dioica have an antimicrobial
effect on these pathogens, and the results indicate that this is not the case. In addition, it

was studied whether the extracts were effective against Phytophthora capsici in a plant



assay and whether nettle extract caused an effect on plant growth. The results obtained
suggest that both extracts may have effects on induced resistance, but they do not present

antifungal activity in vitro.



1. Introducion

1.1. Pemento (Capsicum annuum cv. Padron)

O pemento (xénero Capsicum), forma parte da familia Solanaceae, 4 cal pertencen
outras plantas de gran importancia econdmica como a pataca ou o tomate. A slla orixe ten
lugar no Novo Mundo, incluindo a 4rea tropical do norte de Sudamérica, América Central
e as illas da rexion (Govindarajan & Salzer, 1985).

As cinco especies principais son Capsicum annuum L., Capsicum frutescens L.,
Capsicum chinense Jacq., Capsicum baccatum L. e Capsicum pubescens Ruiz & Pav.,
sendo a especie mais amplamente cultivada C. annuum. Esta especie ¢ perenne, herbacea
ou sufrutescente, de vida curta (cultivada como anual), con follas oblongas e glabras,
flores solitarias de cor branca e bagas verdes que maduran en amarelo, laranxa ou
vermello, colgantes, extremadamente variables en tamafio, forma e picante (De, 2003).

En Galicia, os cultivos horticolas supofien actualmente arredor do 3,97% da superficie
dedicada aos cultivos herbaceos, destacando polo seu volume de producion os cultivos de
tomate, feixén verde, pemento e leituga, entre outros. O pemento ocupa unha superficie
de 1.119 ha, obténdose unha producion de 64.881 tm, das cales o 55% se comercializa,
sendo as provincias de A Corufia e Pontevedra as principais produtoras (Xunta de Galicia,
2019). A distribucién por variedades atopase claramente diferenciada, xa que arredor do
70% da superficie cultivada ¢ pemento de variedades autdctonas, mentres que o resto son
variedades hibridas (Taboada Arias et al., 2003).

As variedades locais galegas inclien varios ecotipos con caracteristicas organolépticas
que as fan moi apreciadas polos consumidores. As principais variedades son cinco: duas
delas de froito curto (Padron e Couto) e tres de froito mediano ou longo (Arnoia, Blanco

Rosal e Oimbra) (Taboa 1) (Pochard, 1966; Poves et al., 2004).

Taboa 1. Clasificacion dos principais pementos autoctonos que se producen e

comercializan en Galicia. Modificado de: Poves et al. (2004).

Tipo Seccion lonxitudinal Peso Forma Capsaicina | Clase | Grupo
froito froito froito
Padrén Triangular - Curto Presente C4 9
Couto Triangular - Curto Ausente C4 9
Arnoia Rectangular <100 g - - B3- 6
B4
Branco Triangular - Longo Ausente Cl 7
Rosal
Oimbra Triangular - Longo Ausente Cl 7




O pemento de Padrén (Capsicum annuum cv. Padron) € un ecotipo local cuxa orixe
provén de sementes traidas a Galicia polos monxes franciscanos 4 casa de Misions de
Herbon, unha localidade vecifia de Padron (A Coruifia), no século XVII. O seu froito é
semicartilaxinoso, de cor verde en estado inmaduro ¢ vermello en estado maduro,
colgante, con talla e forma variable dependendo do grao de desenvolvemento e das

condicions de cultivo (Fig. 1) (Estrada et al., 2000; Poves et al., 2004).

Fig. 1. Froito inmaduro (tamafio comercial) do Ecotipo Padron.

A sua aclimatacion ao solo e clima galegos foi rapida, de maneira que o seu cultivo se
estendeu desde o século XVIII ata a actualidade, considerandose habitual na dieta desde
enton, cultivaindose en diferentes comarcas e comercializandose a outros paises como
Portugal ou Alemana (Estrada et al., 2000; Poves et al., 2004).

Unha restricion importante na producion desta planta ¢ a alta susceptibilidade que
presenta a unha serie de enfermidades causadas por diversos patoxenos de tipo bacteriano,
fnxico ou virico, que poden provocar grandes perdas econdmicas. Entre os patoxenos
que atacan a este cultivo pddense destacar o pseudofungo (oomicete) Phytophthora
capsici Leon., que causa a tristeza do pemento, ¢ o fungo Botrytis cinerea Pers.:Fr.,
especie modelo de necrotrofo que presenta un amplo rango de héspedes (Govindarajan &

Salzer, 1985). Debido 4 importancia destes patoxenos, centraremos o estudo neles.

1.2. Botrytis cinerea

O fungo Botrytis cinerea, cofiecido como mofo gris, ¢ un fungo necrotrofo que pode
infectar a mais de 200 especies vexetais, principalmente dicotiledoneas, ainda que
algunhas monocotiledoneas tamén son susceptibles. E mais destrutivo en tecidos maduros
ou senescentes, pero xeralmente entra nos tecidos nunha etapa mais temperd no

desenvolvemento do cultivo, permanecendo inactivo durante un periodo considerable,



actuando como endofito, antes de podrecer rapidamente os tecidos cando o ambiente €
propicio e a fisioloxia do hospede cambia (Dean et al., 2012; Fillinger & Elad, 2016;
Williamson ef al., 2007).

Pode causar pudricion das partes aéreas da planta e podremia de hortalizas, froitas e
flores, producindo conidi6foros grises e macroconidios tipicos da enfermidade e
causando danos graves despois da colleita de cultivos aparentemente sans, coas
consecuentes perdas econdmicas (Dean ef al., 2012; Droby & Lichter, 2007; Williamson
et al.,2007).

O proceso de infeccion de Botrytis cinerea xeralmente consta das seguintes etapas:
penetracion da superficie do hospede, morte dos tecidos do hospede/formacion de lesion
primaria, expansion da lesion/maceracion de tecidos e esporulacion (Choquer et al., 2007,
van Kan, 2006).

Os conidios deste patoxeno considéranse a principal fonte de inoculo e a sua
xerminacion e adhesion as superficies das plantas son fases cruciais que preceden a
penetracion e colonizacion do hospede. O fungo detecta e recofiece as caracteristicas da
superficie do hospede, secreta unha matriz extracelular que serve de union a través de
interaccions hidrofobicas e libera varias enzimas extracelulares que facilitan a sua
penetracion ao romper as barreiras fisicas da planta (Choquer et al., 2007; Doss, 1999).

A morte celular da planta ocorre a través de toxinas funxicas e un estalido oxidativo
xerado tanto polo patoxeno como polo hospede. Botrytis cinerea secreta fitotoxinas
inespecificas para matar células dun gran nimero de plantas, entre as que destaca o
sesquiterpeno botridial, producido durante a infeccion da planta e que induce clorose ¢
colapso celular, facilitando asi a penetracion e a colonizacion (Colmenares et al., 2002).
Ademais das toxinas, produce especies reactivas de osixeno (ROS) durante a infeccion,
acumulandose perdxido de hidroxeno (H202) nos tecidos. A morte celular tamén se
produce debido a un estalido oxidativo producido polo propio héspede, como reaccion ao
ataque do fungo. Esta rapida producion de ROS pola planta € necesaria para a expresion
de xenes defensivos e a resposta hipersensible (HR), un tipo de morte celular programada
que limita o acceso do patéoxeno & auga e aos nutrientes. Sen embargo, nalgunhas
interaccions planta-patoxeno, a morte celular programada ten un papel claro na
promocion do crecemento do patdoxeno (Choquer et al., 2007; Greenberg & Yao, 2004).

A pesar de que existen funxicidas para o seu control, moitos deles non funcionan
debido & plasticidade xenética do fungo. Botrytis cinerea ¢ un patdxeno dificil de

controlar porque ten unha gran variedade de modos de ataque, diversos hdspedes como
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fontes de indculo e pode sobrevivir como micelio ou conidios ou durante periodos
prolongados de tempo como esclerocios en restos de cultivos (Droby & Lichter, 2007,

Williamson ef al., 2007).

1.3. Phytophthora capsici

Phytophthora capsici ¢ un oomicete (pseudofungo) patoxeno moi dindmico e
destrutivo que produce a enfermidade cofiecida como tristeza do pemento nun amplo
rango de hdspedes vexetais, atacando a todas as cucurbitdceas, algunhas solanaceas
(pemento, tomate, berenxena) e feixon (Lamour ef al., 2012).

Os sintomas varian considerablemente segundo o hdspede, a parte da planta infectada
e as condicions ambientais. En areas secas a infeccion producese xeralmente nas raices e
a coroa ¢ as plantas infectadas presentan unha distintiva lesion negra/marrén na lifia do
solo, mentres que en areas hiimidas, a infeccion aparece en todas as partes da planta. As
infeccions radiculares causan “damping off” nas plantulas e, en plantas mais vellas, é
comun observar retraso no crecemento, murcha e, finalmente, morte (Barchenger et al.,
2018; Erwin & Ribeiro, 1996; Hausbeck & Lamour, 2004).

Phytophthora capsici € unha especie heterotélica con illados que posten un dos dous
tipos de apareamento (designados Al e A2), os cales requiren proximidade para que se
produza dito apareamento (Ko, 1988). As oosporas formadas poden persistir no solo
durante anos e son resistentes as duras condicions ambientais (Bowers et al., 1990). Unha
vez xerminan, producen tubos xerminais que se ramifican nun micelio tipico e/ou
producen esporanxios, os cales son diseminados polo vento e a auga (Barchenger et al.,
2018; Lamour et al., 2012).

Durante eventos de choiva ou rego, os esporanxios maduros despréndense facilmente
e, cando se somerxen na auga, poden liberar rapidamente 20-40 zoosporas mobiles
biflaxeladas. As zoosporas son negativamente xeotropicas e nadan quimiotacticamente
cara as plantas, onde se adhiren & superficie das mesmas e producen un tubo xerminal,
que axudado coas enzimas secretadas polo patdxeno, penetra e coloniza os tecidos do
hoéspede (Hausbeck & Lamour, 2004; Lamour ef al., 2012).

De acordo coa stia designacion como hemibiotrofo, a infeccion por Phytophthora
capsici presenta dias etapas distintas: ao comezo da infeccion, as células non parecen
estar afectadas (biotrofia), indicando a supresion local das respostas de defensa, mentres

que, cando a infeccion avanza, mata as células infectadas e causa colapso tisular e necrose
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(necrotrofia). O colapso do tecido ¢ seguido da emerxencia de novos esporanxios,
proporcionando medios para a dispersion e un novo ciclo de infeccion (Lamour et al.,
2012)

A incidencia e gravidade da enfermidade aumentaron significativamente nas ltimas
décadas polo que, debido ao seu impacto na perda de cultivos, a ausencia de cultivares
resistentes, a alta diversidade xenotipica e a recombinacion sexual do patoxeno, aumentou
tamén o nimero de ferramentas e recursos para estudalo (Barchenger et al., 2018; Lamour

etal.,2012).

1.4. Defensa da planta

As plantas son héspedes potenciais para diversos grupos de patdxenos, incluindo
fungos, oomicetes, virus, bacterias e nematodos, € a sua natureza sésil fai que a exposicion
a ditos organismos sexa inevitable. Sen embargo, as plantas son capaces de preparar unha
defensa contra esta infeccion, non s6 localmente, se non tamén sistémicamente (Fu &
Dong, 2013; Jones & Dangl, 2006; Pieterse et al., 2012).

As células vexetais estan xeralmente protexidas por diversas capas de barreiras fisicas,
incluindo a cuticula na superficie foliar, a parede celular e a membrana plasmatica, que
impiden o acceso da maioria de microorganismos. Ademais, poden producir unha gran
variedade de quimicos para loitar contra os patéxenos como, por exemplo, as saponinas,
que aparecen na superficie de moitas plantas e cuxas propiedades similares ao xabon
poden alterar as membranas dos fungos (Fu & Dong, 2013; Glazebrook, 2005; Jones &
Dangl, 2006).

A parte destes mecanismos de defensa non especificos, diferentes clases de patoxenos
poden ser recofiecidos por receptores de recofiecemento de patrons (PRRs), localizados
na superficie das células, que se unen a patréons moleculares asociados a patdoxenos
(PAMPs) (Fu & Dong, 2013; Ingle et al., 2006; Jones & Dangl, 2006; Pieterse et al.,
2012).

Os PAMPs son moléculas altamente conservadas e amplamente distribuidas entre
especies microbianas (sexan patoxenas ou non), onde desempefian unha funcién esencial,
pero estan ausentes no hospede. Alguns PAMPs que cumpren estes criterios € provocan
unha resposta de defensa nas plantas inclien a quitina, os B-glucanos e o ergosterol de

fungos (Ingle et al., 2006; Niirnberger et al., 2004).



A deteccion de PAMPs é unha importante compofente da resistencia en plantas e serve
como un sistema de alerta tempera da presenza de patdéxenos potenciais. A union dun
PAMP ao receptor de patrons apropiado conduce a transducion de sinais e 4 activacion
dunha serie de mecanismos basais, incluindo a producion de etileno, o estalido oxidativo,
a deposicion de calosa, a inducion da expresion de xenes relacionados coa defensa e,
nalglins casos, morte celular localizada denominada resposta hipersensible (HR), que
restrinxe a propagacion do patoxeno (Freeman & Beattie, 2008; Ingle et al., 2006).

Actualmente, o desenvolvemento evolutivo do sistema inmune da planta represéntase
como un modelo en zig-zag (Fig. 2). Os PAMPs son recofiecidos por receptores de
recofiecemento de patréns (PRRs). Isto resulta na activacion da inmunidade activada por
PAMPs (PTI). Por outra banda, os patdoxenos exitosos adquiriron a capacidade de
producir moléculas efectoras para romper esta primeira lifia de defensa, xa sexa evitando
a deteccion dos seus PAMPs ou suprimindo a sinalizacién da PTI. Como consecuencia,
as plantas adquiriron unha segunda lifia de defensa na que proteinas de resistencia (R)
median o recofiecemento deses efectores especificos do atacante, o que resulta na
inmunidade activada por efectores (ETI) (Boller & Felix, 2009; Jones & Dangl, 2006;
Picterse et al., 2012).

PTI  ETS| | ETI ETS  ETI
Efectores ®e g '.
(,10 » ® L fectores
s patoxeno do
=
;E ® o® Avr-R Avr-R
[ ] ] o
Y =00
— ¢ L L]
090 ¢
1) PAMPS

Fig. 2. Modelo en zigzag que ilustra as diferentes respostas inmunes da planta e os principais

compofientes que intervefien nelas. Modificado de: Jones & Dangl (2006).

Despois de desencadearse a PTI ou a ETI, diversas hormonas vexetais activan unha
rede de sinalizacion na planta inmune, sendo o acido salicilico e os xasmonatos as
principais hormonas que regulan esta defensa (Bari & Jones, 2009; Browse, 2009;

Katagiri & Tsuda, 2010; Vlot et al., 2009). Sen embargo, outras sustancias coma o 6xido
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nitrico e as hormonas etileno, acido abscisico, xiberelinas, auxinas, citoquininas e
brasinoesteroides, funcionan como moduladores da rede de sinalizacion da planta inmune
(Kazan & Manners, 2009; Moreau et al., 2010; Nakashita et al., 2003; Navarro et al.,
2008; Ton et al., 2009; van Loon et al., 2006, Walters & McRoberts, 2006).

Os cambios na concentracion das sustancias mencionadas anteriormente ou na
sensibilidade desencadeada durante as interaccions cos patoxenos median toda unha gama
de respostas adaptativas nas plantas, a mido a costa do crecemento e desenvolvemento.
A composicion e momento da mestura hormonal producida pode determinar se os tecidos
vexetais son mais susceptibles ou resistentes aos patoxenos. As interaccions antagonicas
e sinérxicas entre diversas rutas de transducion de sinais hormonais proporcionan a planta
unha poderosa capacidade de regular a stia resposta inmune segundo o invasor atopado e
utilizar os recursos dunha maneira rendible (Bari & Jones, 2009; Pieterse et al., 2009;
Picterse et al., 2012).

A activacion do sistema inmune en resposta aos patoxenos produce a sintese de novo
de compostos que reducen ou inhiben o ataque do patdéxeno. Sen embargo, a activacion
do sistema inmune non se limita ao drgano da planta atacado (resposta local) se non que
se activan mecanismos de defensa en 6rganos distantes, ainda sen afectar (resposta
sistémica). As respostas locais (no o6rgano en contacto directo co patdéxeno), producen
unha sinal que se propaga ao longo da planta e induce cambios na expresion xénica en
partes da planta que permanecen sen infectar (6rgano sistémico sen ningunha infeccion).
A activacion de defensas de maneira sistémica permitird reducir a expansion do patéxeno
pola planta (Heil & Bostock, 2002; Van Loon, 1997).

Hai varios mecanismos de resistencia sistémica entre os que destacan a resistencia
sistémica adquirida (SAR) e a resistencia sistémica inducida (ISR). A SAR activase trala
infeccién das plantas por patdxenos que producen necrose e estd acompanada dun
incremento de acido salicilico (Feys & Parker, 2000; Fu & Dong, 2013; Ryals et al.,
1996). A ISR activase trala colonizacioén das raices por determinadas cepas bacterianas
ou funxicas non patdxenas da rizosfera e depende do etileno e os xasmonatos (Heil &

Bostock, 2002; Pieterse & Van Loon, 2004; Van Loon, 1997).
1.5. Extractos vexetais

A investigacion para reducir a aplicacion de funxicidas na agricultura a través do

descubrimento de novos antimicrobianos naturais ¢ necesaria para responder as



necesidades da agricultura sostible (da Rocha & Hammerschmidt, 2005; Walters et al.,
2013).

Ginkgo biloba L. é unha das especies mais importantes de plantas medicinais. E unha
valiosa fonte de varios grupos de productos naturais como lipidos fendlicos, terpenoides
(ginkgolidos e bilobalida) e flavonoides (glucdsidos flavonoides) (Begum et al., 2002;
Briskin, 2000; Jaggy & Koch, 1997; Zarnowska et al., 2000).

Traballos anteriores sobre os lipidos fenolicos de Ginkgo biloba revelaron que contén
acidos anacardicos, cardanoles e cardoles con cadeas laterais de alquenos que difiren na
lonxitude da cadea e nos patrons de insaturacions (Irie et al., 1996). En particular, os
acidos anacardicos inhiben enzimas como a tirosinasa ¢ a liposixenasa (Kubo et al., 1994;
Shobha et al., 1994) e presentan actividade antimicrobiana (Himejima & Kubo, 1991).

Durante o estudo dos metabolitos secundarios activos fisioldxicamente contra as
zoosporas do oomicete (pseudofungo) Aphanomyces cochlioides Drechsler, os
componentes solubles de acetato de etilo (EtOAc) dos froitos inmaduros de Ginkgo biloba
amosaron inhibicion da motilidade, seguida da lise de zoosporas de dito patoxeno. A
presenza dun grupo carboxilo libre e dunha cadea lateral alifatica parece importante para
a actividade litica dos 4cidos anacardicos (Begum et al., 2002).

Urtica dioica L. ¢ unha planta amplamente utilizada na medicina tradicional e diversos
estudios fitoquimicos demostraron que os seus principais constituintes quimicos son os
flavonoides, taninos, &cidos graxos, polisacéaridos, isolectinas, esterois, terpenos,
proteinas, vitaminas e minerais (Giil ez al., 2012; Joshi et al., 2014).

Os compostos que presenta a planta son B-sitosterol, acido trans-ferulico, dotriacotano,
acido eracico, acido wursolico, escopoletina, rutina, quercetina e alcohol p-
hidroxibencilico (Ji et al., 2007; Joshi et al., 2014).

Os extractos de Urtica dioica son moi utilizados polos agricultores. Traballos
anteriores sobre os efectos antimicrobianos e antioxidantes dos extractos desta planta
revelaron que posten propiedades antimicrobianas, xa que reducen os mofos grises e

azuis (Giilgin et al., 2004; Romanazzi et al., 2013).



2. Obxectivos

1- Averiguar se os extractos de Ginkgo biloba e Urtica dioica tefien actividade
funxicida in vitro fronte a Botrytis cinerea e Phytophthora capsici.

2- Ensaiar a eficacia dos extractos de Ginkgo biloba ¢ Urtica dioica para protexer as
plantas de pemento (Capsicum annuum L. cv. Padron) fronte ao patéxeno Phytophthora
capsici.

3- Comprobar se o extracto de Urtica dioica ten efecto no crecemento da planta.

3. Material e métodos

3.1. Material vexetal

Para realizar o ensaio en planta con Phytophthora capsici, utilizéronse plantulas de
pemento de Padron (Capsicum annuum L. cv. Padrén), obtidas a partir de sementes
plantadas nun medio con vermiculita. As plantas cultivaronse durante 14 dias, tras os
cales se seleccionaron as plantas mais vigorosas para transplantalas a un sustrato

composto de terra e perlita (proporcion 2:1).

(I

Fig. 3. Plantulas de pemento de Padrdén en sustrato composto de terra e perlita.

Para realizar o ensaio en planta con Urtica dioica e comprobar o efecto deste
tratamento sobre o crecemento das plantas, utilizaronse plantulas de pemento de Padron
(Capsicum annuum L. cv. Padrén) mercadas en Severiano Agrocomercial (As Pontes de
Gracia Rodriguez) e transplantadas 4 mesma terra, obtida na horta do domicilio da autora

deste Traballo Fin de Grado, para que todas tiveran as mesmas condicions.
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3.2. Material funxico

Para realizar os ensaios en placa utilizaronse dous patoxenos: a cepa B0510 do fungo
Botrytis cinerea e a cepa PC450 do pseudofungo Phytophthora capsici. Ambos patdxenos
incubaronse en medio PDA (Potato Dextrose Agar) nunha camara a 23°C, antes de ser
utilizados.

Para os ensaios de inoculacion en planta s6 se utilizou a cepa PC450 de Phytophthora
capsici, incubandoa en medio PDA nunha camara a 23°C. Posteriormente, realizouse un
repicado dese cultivo en Agar V8, incubandoo a 23°C durante 4 dias, para obter

zoosporas.

3.3. Elaboracion dos extractos

Para realizar os ensaios en placa e o ensaio en planta con Phytophthora capsici,
obtivéronse follas de Ginkgo biloba e Urtica dioica, as cales se lavaron, secaron a 60°C
e trituraron nun tubo e cun axitador con axuda dunha espatula de laboratorio. Ambos
extractos prepararonse engadindo 250 mg de follas secas a 2,5 ml de etanol ao 80%,
incubando posteriormente a mestura nun bloque térmico a 50°C durante 15 minutos.
Despois deste tempo, deixaronse arrefriar as suspensions a temperatura ambiente e, unha
vez frias, filtrdronse con papel de laboratorio.

Para realizar o ensaio en planta con Urtica dioica e comprobar o efecto deste
tratamento sobre o crecemento das plantas, recolectdronse follas de ortiga, as cales se
lavaron, secaron a aproximadamente 50°C e trituraron con axuda dun rodillo. Na
preparacion do extracto utilizdronse 10 g dese po de ortiga e 100 g de auga fervida e,

despois de 30 minutos, filtrouse o fluido, enrasando a 100 g.

3.4. Ensaios in vitro

Para os ensaios en placa levaronse a cabo dous experimentos independentes para cada
fungo, con catro réplicas de cada tratamento e cada experimento. Unha vez obtidos os
extractos de Ginkgo biloba e Urtica dioica, preparouse medio PDA con distintas

concentracions de ditos extractos vexetais (1:1, 1:2 e 1:4), ademais dun control con etanol
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ao 80% na mesma proporcion que nas placas con extracto (en todos os casos: a proporcion
final etanol-auga foi 1:1250).

Para iniciar o cultivo nas placas con extractos, perforaronse os cultivos de Botrytis
cinerea e Phytophthora capsici preparados anteriormente cun sacabocados de 9 mm de
diametro, obtendo asi fragmentos circulares que serviron como inoculo. Estes fragmentos
colocaronse no centro de cada unha das placas dos distintos tratamentos, seldndose con
Parafilm as correspondentes a Phytophthora capsici e pechandose con cinta adhesiva,

para permitir a aireacion, as correspondentes a Botrytis cinerea (Fig. 4).

Fig. 4. Ensaios en placa con Botrytis cinerea (esq.) e Phytophthora capsici (der.).

As placas mantivéronse en condicions de escuridade a 23°C. Unha vez transcorridas
24 horas, tomaronse duas medidas do didmetro do micelio de cada placa con axuda dun

calibre e continuaronse tomando medidas durante 72 horas, a intervalos de 24 horas.

3.5. Ensaios de inducion de resistencia en planta

En primeiro lugar, levouse a cabo un ensaio en planta con Phytophthora capsici, no
que se utilizaron plantulas de pemento de Padron (Capsicum annuum L. cv. Padron),
obtidas a partir de sementes, como se indica no apartado 3.1. Aproximadamente 10 dias
despois de transplantar as plantas, procedeuse ao tratamento das mesmas, dividindoas en
seis grupos, de doce plantas cada un: control, control inoculado, Ginkgo, Ginkgo

inoculado, Urtica e Urtica inoculado. A composicion dos tratamentos foi a seguinte:
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Taboa 2. Composicion dos tratamentos para o primeiro ensaio en planta.

Control Tratamento Ginkgo | Tratamento Urtica
Etanol 80% 0,1 ml - -
Extracto Ginkgo - 0,1 ml -
Extracto Urtica - - 0,1 ml
Auga mineral 100 ml 100 ml 100 ml

Para realizar os distintos tratamentos, tomdronse 5-10 ml de cada preparacion e
pulverizaronse as plantas “till run-off”, € dicir, ata que as follas quedan ben impregnadas
coa solucién correspondente e esvaran gotas.

24 horas despois do tratamento, fixose a inoculaciéon con Phytophthora capsici. Para
isto, obtivéronse previamente zoosporas do pseudofungo a partir dos cultivos en Agar V8
que se indican no apartado 3.2. Estes cultivos cortdronse en anacos de mais ou menos 1
cm?, e engadiuse o micelio da metade de cada placa a un matraz erlenmeyer con KNO3
0,01 M (25 ml por erlenmeyer), esterilizado no autoclave, e deixaronse en axitacion suave

(100 rpm) a temperatura e luz ambientais durante 4 dias (Fig. 5).

Fig. 5. Proceso de obtencion de zoosporas de Phytophthora capsici.

Pasado este tempo, puxéronse os erlenmeyer nunha neveira durante 45 minutos e
despois a temperatura ambiente durante outros 45 minutos para liberar as zoosporas. A
continuacion, filtrouse o liquido dos matraces a través dunha gasa previamente

esterilizada en autoclave e o eluido recolleuse noutro erlenmeyer autoclavado.
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A concentracion de zoosporas recontouse nunha camara Malassez tomando 0,5 ml do
fluido nun eppendorf, o cal se axita nun vortex durante 1 minuto para enquistar as
zoosporas e podelas contar facilmente. Unha vez feito o reconto, axustamos a
concentracion do inéculo a 10* zoosporas/ml con auga destilada e engadimos 5 ml do
inéculo ao colo de cada planta. As plantas incubaronse en condicidons de encharcamento
para favorecer a infeccion, ¢ dicir, engadese auga da billa &s bandexas ata que cubra
aproximadamente a metade da altura do substrato.

Os sintomas medironse diariamente tras a inoculacioén ainda que cabe destacar que,
debido as circunstancias excepcionais producidas a causa da COVID-19, ditas medicions
s0 se puideron realizar durante 3 dias, quedando o experimento incompleto tras o peche
do laboratorio para cumprir as normas sanitarias e non podendo realizarse un experimento
independente adicional para corroborar os resultados obtidos. Para avaliar a severidade
dos sintomas e para o calculo da AUDPC (area baixo a curva de progreso da enfermidade

, (AUPDC) seguiuse a metodoloxia de Garcia et al. (2018).

3.6. Ensaios de efecto no crecemento da planta

Para realizar o ensaio en planta co extracto de Urtica dioica e comprobar a influencia
deste tratamento sobre o crecemento das plantas de pemento, levaronse a cabo dous
experimentos independentes con trinta plantas cada un (10 plantas cada tratamento).

Unha vez transplantados os pementos, como se indica no apartado 3.1., mediuse a sua
altura e o niimero de follas, para ter uns datos iniciais cos que comparar o progreso do

experimento, e aplicaronse os distintos tratamentos (Téboa 3):

Taboa 3. Composicion dos tratamentos para o segundo ensaio en planta.

Control Ortiga en follas Ortiga en terra
H>0 fervida 20¢g 10g 10g
H>O billa 980 g 980 g 980 g
Extracto Urtica - 10g 10g

En cada planta aplicaronse 50 g do tratamento na terra e 50 g nas follas mediante
pulverizacion (Fig. 6) e tomaronse medidas de altura, nimero de follas e nimero de flores,
desde o inicio do experimento ata o final, a intervalos de 7 dias. Unha vez rematado o
ensaio, arrincaronse as plantas, lavaronse as raices e pesaronse para obter datos de peso

fresco e seco.
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Fig. 6. Plantas pulverizadas con extracto de Urtica dioica.

3.7. Analise estatistica

As andlises estatisticas realizaronse co programa Statgraphics Centurion XVII. Os
datos obtidos nos ensaios en placa analizdronse coa proba de Kruskal-Wallis. En canto
aos valores obtidos nos ensaios en planta, os datos de severidade e de area baixo a curva
de progreso da enfermidade (AUPDC) analizaronse coas probas x> de Pearson e Kruskal-
Wallis. No resto dos datos obtidos nos ensaios en planta, utilizouse a proba de Kruskal-

Wallis para cofiecer qué grupo ou grupos difiren dos demais.
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4. Resultados

4.1. Ensaios de actividade antimicrobiana in vitro

Ningin dos extractos utilizados semellou a simple vista producir inhibiciéon do
crecemento de Phytophthora capsici € Botrytis cinerea (Fig. 7). Os datos de diametro de
colonia 72 horas tras o comezo do experimento amodsanse na Fig 8. Trala realizacion da
proba de Kruskal-Wallis, determinouse que si existian diferenzas significativas entre os
distintos tratamentos (p-valor < 0,05), agas no ensaio de Botrytis cinerea tratada con
Ginkgo (Fig. 8B) onde o p-valor foi maior de 0,05. Utilizando o procedemento de
Bonferroni, hai 2 comparacions por pares estatisticamente significantes con nivel de

confianza do 95% no caso A e 1 nos casos C e D (Fig. 8).

Fig. 7. Crecemento de Phytophthora capsici e Botrytis cinerea en presenza dos distintos
extractos. A: P. capsici tratada con G. biloba, B: Botrytis cinerea tratada con G. biloba, C: P.
capsici tratada con U. dioica, D: Botrytis cinerea tratada con U. dioica. G1, G2 e G3 indican as

tres concentracions dos extractos (1:1, 1:2 e 1:4, respectivamente), o mesmo que U1, U2 e U3.
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Fig. 8. Efecto dos distintos extractos vexetais sobre o crecemento de Phytophthora capsici €
Botrytis cinerea. A: P. capsici tratada con G. biloba, B: B. cinerea tratada con G. biloba, C: P.
capsici tratada con Urtica dioica, D: Botrytis cinerea tratada con Urtica dioica. G1, G2 ¢ G3
indican as tres concentracions dos extractos (1:1, 1:2 e 1:4, respectivamente), o mesmo que Ul,

U2 e U3. As letras diferentes indican diferenzas significativas entre tratamentos.
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4.2. Ensaio de inducion de resistencia fronte a Phytophthora capsici polo

tratamento da planta cos extractos

Para avaliar os sintomas, calculouse a area baixo a curva de progreso da enfermidade
(AUPDC) a partir dos datos dos tres dias nos que se puideron determinar os sintomas
cunha escala de severidade entre o valor 0 (ninglin sintoma) a 7 (planta totalmente morta)
(Garcia et al., 2018). O analise dos datos da AUDPC indica que non existen diferenzas
estatisticamente significativas entre o tratamento control, o tratamento con Ginkgo e o
tratamento con Urtica (Fig. 9).
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Fig. 9. Efecto dos distintos extractos vexetais sobre Phytophthora capsici inoculada en plantas de

pemento.

4.3. Ensaios do efecto da aplicacion do extracto de Urtica dioica no crecemento

das plantas de pemento.

Con respecto as distintas medidas obtidas no estudo sobre o efecto do extracto de
Urtica dioica sobre o crecemento da planta de pemento, non existen diferenzas
estatisticamente significativas entre os distintos tratamentos en canto a altura, o numero
de follas e o peso seco (Fig. 10). Sen embargo, cabe destacar que no caso do numero de
flores, segundo a proba de Kruskal-Wallis, si que existen diferenzas significativas entre

o tratamento control e a aplicacion do extracto de ortiga en terra (Fig. 10).

17



18 - 02
a
s Al ——— o B2
= | I Z o1 | 1 4
g M | —— & 1 [
E Ll - 3 014 -
® Sonl I
3 10 4+——— — &
® e 01 +—— —
5 08 +——— — T
] g 008 —— i
S 06 —— I -
% % 006 ——— —_—
2 04— — E o004
0,2 T— —— 0,02 -
0,0 - - ol : :
Control  Ortiga Ortiga Control Ortiga Ortiga
follas terra follas terra
6 600 5
a a
C a D 2
5 I 500 f— I I
A -~ ab 400 —— —
@ b ]
< I 8
TS - 1
5 @ I . 300
a
24— 200
1 100 +——— _
[ J S (S o
Control  Ortiga Ortiga Control Ortiga Ortiga
follas terra follas terra

Fig. 10. Efecto dos distintos tratamentos sobre: A: incremento en altura (mm/dia) de cada planta;
B: incremento no nimero de follas (follas/dia) de cada planta; C: ntimero de flores de cada planta
ao final do ensaio (35 dias); D: peso seco (g) ao final do ensaio (35 dias). As letras diferentes

indican diferenzas significativas entre tratamentos.

5. Discusion

Nos tltimos anos, o consumo de pemento aumentou debido ao seu uso como hortaliza,
aditivo picante, colorante alimentario e en aplicacions medicinais, ademais de ser unha
fonte importante de nutrientes esenciais para os consumidores (Barchenger et al., 2018).
Por outra banda, diversos patdéxenos, como os estudados no presente traballo (Botrytis
cinerea e Phytophthora capsici), provocan grandes perdas economicas polo que ¢
necesario investigar novos antimicrobianos para utilizalos no seu control (da Rocha &
Hammerschmidt, 2005; Govindarajan & Salzer, 1985).

Por outra banda, un reto importante para a producion agricola ¢ a necesidade de
proporcionar medidas de control de enfermidades que axuden a manter a calidade dos
produtos, 4 vez que se reduce o uso de pesticidas debido 4 contaminacion e a aparicion
de resistencias nos patoxenos. Debido a isto, un campo de investigacion moi importante

na fitopatoloxia ¢ o uso de indutores de resistencia que activan as defensas naturais das
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plantas e protéxenas dun amplo espectro de patdéxenos (da Rocha & Hammerschmidt,
2005; Walters et al., 2013).

A resistencia tende a ser de amplo espectro e duradeira, ainda que rara vez completa,
e pode inducirse en plantas mediante a aplicacion de diversos axentes de orixe abidtico
ou biodtico, como son os extractos vexetais. Ademais, Xxa que a resistencia ¢ unha resposta
da planta, a stia expresion pode estar influenciada por unha serie de factores como as
condicions ambientais ou o xenotipo da planta (Walters et al., 2013).

En canto & actividade antimicrobiana, os resultados dos experimentos realizados en
placa mostran que hai diferenzas significativas entre os tratamentos, agas no ensaio de
Botrytis cinerea tratada con Ginkgo, ainda que parecen estimular o crecemento dos
patoxenos en lugar de ter unha accion funxicida sobre os mesmos (Fig. 8).

En canto ao estudo da severidade e a AUPDC en Phytophthora capsici, ningin dos
tratamentos presenta diferenzas estatisticamente significativas (Fig. 9), ainda que se fose
posible avaliar os sintomas mais ald do terceiro dia tras a inoculacion e se tivera podido
realizar o segundo experimento previsto (ambas cousas foron imposibles polo
confinamento), ¢ probable que se detectasen diferencias significativas. A finalidade
destes experimentos era ver si existia unha proteccion sistémica (os extractos aplicanse
nas follas, pero o patéxeno inoculase no sustrato e penetra polas raices) € en caso positivo
medir algin tipo de sustancia de defensa nas raices, como xa se ten feito con outros
axentes de orixe bidtico (Garcia et al., 2018). Sen embargo, estes resultados proceden dun
s6 experimento independente, polo que deberian confirmarse con ensaios adicionais.

Xa se comentou na introducion que outros estudos demostraron o efecto
antimicrobiano de compostos presentes en Ginkgo biloba e extractos de Urtica dioica
(Begum et al., 2002; Giil¢in et al., 2004; Romanazzi et al., 2013). Sen embargo, non se
atopou ningunha referencia bibliogréfica na que se estudase a stia capacidade inductora
de resistencia.

Con respecto ao estudo do crecemento das plantas de pemento, non existen diferenzas
estatisticamente significativas entre os distintos tratamentos en canto 4 altura, o nimero
de follas e o peso seco, mentres que no nimero de flores si se observan diferenzas. Esta
diferencia no numero de flores pode ser debida a que se produciu unha inducién de
resistencia, pois os xasmonatos, un grupo das fitohormonas implicadas na resistencia a
patoxeno, tamén regula o desenvolvemento das flores (Li ef al., 2017). Ademais cando
os xasmonatos causan unha regulacién positiva das defensas da planta tamén regula

negativamente o seu crecemento (Guo et al., 2018). A resistencia inducida media unha
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gama de respostas adaptativas nas plantas e provoca unha reducion do crecemento € o
desenvolvemento, ao inverter mais recursos na defensa. Ademais de servir como medida
de control de enfermidades, isto pode ser beneficioso posto que ao producir menos flores,
os futuros froitos poden ter maior tamafio e mellores propiedades (da Rocha &

Hammerschmidt, 2005; Pieterse ef al., 2009; Pieterse et al., 2012).

6. Conclusions

1- Os extractos de Ginkgo biloba ¢ Urtica dioica non presentan actividade funxicida
in vitro fronte a Botrytis cinerea € Phytophthora capsici, estimulan o seu crecemento.

2- Atopéronse indicios de que os extractos de Ginkgo biloba e Urtica dioica poden
inducir resistencia fronte a Phytophthora capsici nas plantas de pemento.

3- O extracto de Urtica dioica non ten un efecto significativo sobre o crecemento, agas

no caso das flores, pois retrasa a siia formacion.

Conclusiones

1- Los extractos de Ginkgo biloba y Urtica dioica no presentan actividad fungicida in
vitro frente a Botrytis cinerea 'y Phytophthora capsici, estimulan su crecimiento.

2- Se encontraron indicios de que los extractos de Ginkgo biloba y Urtica dioica
pueden inducir resistencia frente a Phytophthora capsici en las plantas de pimiento.

3- El extracto de Urtica dioica no tiene un efecto significativo sobre el crecimiento,

excepto en el caso de las flores, pues retrasa su formacion.

Conclusions

1- The extracts of Ginkgo biloba and Urtica dioica do not show in vitro antifungal
activity against Botrytis cinerea and Phytophthora capsici, they stimulate their growth.

2- We found some evidences that suggest the extracts of Ginkgo biloba and Urtica
dioica can induce resistance against Phytophthora capsici in pepper plants.

3- Urtica dioica extract does not have a significant effect on growth, except in the case

of flowers, since it delays their formation.
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