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I. Introduccion

I. INTRODUCCION

I.1. La encina (Quercus ilex L.)
I.1.1. Caracterizacion biolégica y distribucion

La encina (Quercus ilex L.), también conocida como carrasca o
chaparro (Fig. I.1A), constituye la especie perenne mas representativa de los
ecosistemas forestales naturales de la cuenca mediterranea (Valero Galvan
et al.,, 2012). Esta especie, perteneciente a la familia de las Fagaceas, se
caracteriza por ser un arbol o arbusto de copa amplia y redondeada que
puede alcanzar los 27 m de altura, aunque normalmente no sobrepasalos 15
020 m (Lopez Gonzalez, 2001).

Posee un tronco derecho o algo torcido con corteza gris oscura
resquebrajada en grietas poco profundas. Las ramas son robustas y abiertas
entre erguidas y horizontales y las ramillas estdn cubiertas por una borra
blanquecina o cenicienta. Las hojas se mantienen hasta 3 o 4 afios en el arbol,
por lo que éste permanece siempre verde; son simples y alternas, coriaceas,
verdes por el haz y cubiertas por un fieltro blanquecino por el envés (Lépez
Gonzélez, 2001). Presentan gran variabilidad de tamafio y forma dentro de
un mismo ejemplar. Las de los rebrotes suelen presentar bordes aserrados o
espinosos, mientras que las de la copa muestran bordes enteros y peciolos
mas largos. Las hojas de luz son mas escleromorfas que las de sombra.
También existe una reduccién del tamafio foliar al aumentar la aridez en la
gue se asientan las poblaciones (Castro-Diez et al., 1997; Villar-Salvador et
al., 2013).

La encina es una especie monoica con pequeifias flores masculinas
amarillas que se agrupan en ramillos llamados amentos (Fig. 1.1C), que se
producen en gran nimero en grupos, primero erectos y después colgantes
en la terminacion de las ramillas (Lopez Gonzalez, 2001). Las flores femeninas
son pequeias y se desarrollan sobre los brotes del afio de manera aislada o
en grupos de dos sobre un pedinculo muy corto. Florece de marzo a mayo,
a veces en junio en zonas mas frias, cuando la temperatura media es de
alrededor de 20 °Cy el fotoperiodo de 10 horas de sol. La dispersidn del polen
es anemofila en la mayor parte de los casos, aunque también se produce
polinizacidon entomdfila (Crespo, 1988).

Sus frutos son bellotas largamente ovoides (Fig. I.1B), de color marrén
brillante cuando maduran y que tienen en su base una cupula hemisférica de
color ceniza con escamas casi planas muy apretadas y no apiculadas (Lopez
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Gonzalez, 2001). Las bellotas, que no empiezan a producirse en la planta
hasta que ésta tiene una edad de 15 o 20 ainos, maduran y se diseminan de
octubre a noviembre, a veces en diciembre.

A

Figura I.1. Ejemplar de Quercus ilex L. localizado en el Monte de La Hunde, Ayora, Valencia (A).
Bellotas (B) y amentos de encina (C).

La encina tiene dos subespecies principales, Quercus ilex L. subsp. ilex
y Quercus ilex L. subsp. ballota. La primera (Q. ilex L. subsp. llex) se distribuye
en zonas mas humedas de la cornisa cantabrica y Cataluiia (Fig. I.2A), en
zonas préximas a la costa, en todo tipo de sustratos, aunque prefiere los
calizos, desde el nivel del mar hasta unos 1000 m. Arbol de hasta 27 m con
las hojas mas grandes y alargadas y con peciolos mas largos (entre 6-15 mm)
con nervios formando un angulo agudo con el principal y con los amentos
muy pelosos (Lépez Gonzalez, 2001).

Q. ilex L. subsp. ballota (Desf.) Samp. también denominada Q. ilex L.
subsp. rotundifolia (Lam.) O. Schwarz ex Tab. Morais, se conoce como encina
de bellota dulce (aunque sus bellotas también pueden ser amargas). Es un
arbol de 5 a 15 m, a veces reducido a porte arbustivo, tiene una distribucion
menos exigente que la subespecie anterior, localizdndose en zonas interiores
de clima mas o menos continental y en zonas litorales con veranos calidos y
secos (Fig. 1.2B), en todo tipo de sustratos, incluso los mas pobres y desde el
nivel del mar a unos 1500 m de altitud. Posee hojas mas redondeadas y con
borde mds o menos espinoso, pelosas por el haz, con peciolos mas cortos, 6
mm como maximo y nervadura mas abierta (Figura I.3). Los amentos no son
pelosos. Esta subespecie esta dispersa por toda la peninsula, excepto norte
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y noroeste, gran parte de Catalufia y zonas bajas del sudeste arido (Lépez
Gonzalez, 2001). Muchos autores creen que esta Ultima es una especie
independiente, pero su separacion es casi imposible a nivel morfolégico,
existiendo ejemplares con caracteristicas intermedias, principalmente en
zonas de contacto de ambas subespecies (Lopez Gonzélez, 2001).

\\W\u‘ e N\ N SN ]
Figura 1.2. Distribucion de las subespecies de encina Q. ilex L. subsp. ilex (A) y Q. ilex L. subsp.
ballota (B). Fuente: Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente,
www.anthos.es

Figura 1.3. Hojas de Quercus ilex subsp. ilex (A) y subsp. ballota (B). Fuente: Centre Tecnologic
Forestal de Catalunya, www.eforown.ctfc.cat

La encina, aparte de extenderse por casi toda la peninsula ibérica, se
localiza en el sudeste de Francia, Marruecos, Algeria e Italia (Fig. .4). La
peninsula ibérica y Marruecos suman el 90% de la distribucion mundial de la
especie (Villar-Salvador et al., 2013).

Debido a la existencia de diferencias genéticas entre poblaciones,
principalmente relacionadas con el crecimiento, produccién y adaptacion, el
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién ha definido grandes unidades
para la comercializacion de materiales forestales de reproduccién (MFR), que
se basan fundamentalmente en divisiones en su distribucion geogréfica, de
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manera que en encina se han definido 28 regiones de procedencia, 11 de las
cuales son de acceso restringido (Villar-Salvador et al., 2013) (Fig. I.5).

0 10 . P &

Figura 1.4. Distribucion de Quercus ilex L. en la regién Mediterranea. Adaptado de Blanco et
al. (2005).

1. Regién Galsico-Lecnesa 15. Sierras Béticas Orientales.
7 2. Cuenca Central dol Dusro 16. Slorra Novads - Fllabros.
L3 Ao Ebro 17. Mallores

4. Proprineo A Galcia 81 Biorzo
5. Catakifia Nororiental 8. Astuias
6. Montsant . Picos do Europa y Litoral Asturiano.
~ 7. Sleras do Avia y Segovia D, Cantabria
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2 7o S R ot 9.La Alcaria y Semania do Cuenca  F. Monegros
o < 10, Sistema Iberico G. Valle del Gusdalauivir
137~ REGIONES DE PROCEDENCIA 11. Regidn Extremadurense H. Siertas Almerienses
7 12. La Mancha 1. Slerras Murcianas
i 13. Siamas do Cadiz-Ronda J. Siorras Baticos Valencianas
Quercus ifex L. 14. Siomas Beticas Occidontolos K. Monorca

Figura 1.5. Regiones de procedencia de Quercus ilex. 1.- Region Galaico-leonesa. 2.- Cuenca
Central del Duero. 3.- Alto Ebro. 4.- Prepirineo. 5.- Catalufia Nororiental. 6.- Montsant. 7.-
Sierras de Avila y Segovia. 8.- Sur de Guadarrama. 9.- La Alcarria y Serrania de Cuenca. 10.-
Sistema Ibérico. 11.-Regidn Extremadurense. 12.- La Mancha. 13.- Sierras de Cadiz-Ronda. 14.-
Sierras Béticas Occidentales. 15.- Sierras Béticas Orientales. 16.- Sierra Nevada-Filabres. 17.-
Mallorca. A.- Galicia-El Bierzo. B.- Cuenca del Navia. C.- Picos de Europa y Litoral Asturiano. D.-
Cantabria. E.- Litoral Vasco. F.- Monegros. G.- Valle del Guadalquivir. H.- Sierras Almerienses.
.- Sierras Murcianas. J.- Sierras Béticas Valencianas. K.- Menorca. (https://www.mapa.gob.es).
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1.1.2. Importancia de la especie a nivel ecolégico y econémico

La encina es el arbol mas abundante y representativo de los bosques
esclerdfilos mediterraneos, que constituyen la vegetacion potencial de la
mayor parte de la peninsula (Lopez Gonzalez, 2001; Valero Galvan et al.,
2012). Solo en Espafia, la encina ocupa alrededor de 3 millones de hectareas
(Mauri y Manzanera, 2003), donde conforma bosques mixtos en asociacion
con otras especies de Quercus, como Q. suber y Q. coccifera (Diaz y Pulido,
2009; Martinez et al., 2019) o con otras especies mediterraneas, como pinos
en el estrato arbdreo y Arbutus unedo, Phillyrea angustifolia, Rhamnus
alaternus, Pistacia terebinthus, Rubia peregrina, etc, en el estrato arbustivo
(Roda et al., 2009).

En el suroeste de la peninsula ibérica la encina se encuentra formando
parte de las dehesas (en Espafia) o montados (en Portugal). La dehesa es un
ecosistema agro-silvo-pastoral de gran importancia a nivel ecolégico incluido
como area de especial conservacion en la Directiva Habitats 92/43/CEE del
Consejo, modificada por la Directiva 2013/17/EU de la Unién Europea
(Cernadas et al., 2018; Corredoira et al., 2018) y en la Red Natura 2000. Las
dehesas son un tipo de habitat de origen y mantenimiento antrdpico.
Proceden del aclarado del monte mediterraneo, eliminando el matorral y
parte del arbolado para dar lugar a una distribucién sabanoide (Diaz y Pulido,
2009). Las dehesas constituyen un sistema agroforestal estable y equilibrado,
que se mantiene con el propio aprovechamiento; es decir, su persistencia
requiere gestion (Serrada y San Miguel Ayanz, 2008).

Los bosques de encina y las dehesas proporcionan numerosos
beneficios a la sociedad; son soporte de una gran biodiversidad tanto de flora
como de fauna, contribuyen a la regulacion del cambio climatico gracias a la
capacidad de fijacién de carbono (Pinto-Correia et al., 2011), regulan la
calidad del aire y colaboran en la formacidn y proteccion del suelo frente a la
erosion (Marafién et al.,, 2012), permiten el desarrollo de actividades
recreativas, tienen gran valor paisajistico, cultural e histdrico y permiten el
desarrollo rural (Serrada y San Miguel Ayanz, 2008).

El valor a nivel econdmico de la encina radica en la diversidad de
actividades productivas ligadas a ella; en primer lugar, es la especie mas
cultivada para la produccion de trufa negra (Tuber melanosporum), mediante
el establecimiento de una asociacién micorricica por inoculacién entre las
raices de la planta y el hongo. La trufa negra es una especie gastronémica
muy cotizada, con un gran valor de mercado. La produccidn de trufa silvestre
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es cada vez mas escasa, por lo que el interés por el cultivo de encinas para la
inoculacidn de sus raices con esporas de T. melanosporum estd aumentando
en las ultimas décadas, siendo Espafia el principal pais productor a nivel
mundial (Suz et al., 2008). Esta actividad, ademas, podria contribuir al
incremento del desarrollo rural y consecuentemente permitir la
estabilizacidn de la poblacidon en las areas deprimidas donde se lleva a cabo
(Mauri y Manzanera, 2004; Gea-lzquierdo et al., 2006).

Por otro lado, el ganado porcino ibérico criado de manera extensiva se
alimenta de las bellotas de encina en las dehesas de la peninsula, siendo esta
actividad el producto directo mds importante en las mismas, aunque no el
Unico, ya que la caza mayor y menor, las setas, los pastos, la lefia y los cultivos
agricolas de cereales también se consideran productos directos de la dehesa.
Como producto indirecto se podria afadir el turismo, que atraido por el
paisaje, las actividades recreativas y la gastronomia, contribuye al desarrollo
rural en estas zonas (Serrada y San Miguel Ayanz, 2008).

1.1.3. Problematica actual y perspectivas

A pesar de su importancia, la sostenibilidad de la encina y sus
ecosistemas asociados estd amenazada debido al decaimiento y muerte de
numerosos pies a causa de una combinacién de condiciones climaticas
adversas y ataques de patégenos (Gonzalez-Rodriguez et al., 2011), entre
ellos Phytophthora cinnamomi, como se vera posteriormente, sumado a su
escasa regeneracién natural (Smit et al., 2009; Gonzalez-Rodriguez el al.,
2011).

El decaimiento de la especie puede verse agravado por los grandes
cambios a nivel ambiental a que nos enfrentamos en la actualidad, que
facilitaran el ataque de patégenos. Aunque las nuevas condiciones
ambientales no se pueden conocer con exactitud y la respuesta bioldgica es
imprevisible, el area mediterranea, en la cual se incluye la peninsula ibérica,
es considerada uno de “los puntos calientes” mas importantes por el
Regional Climate Change Index (RCCI), debido a su localizacién en una zona
de transicién entre Europa central, templada y lluviosa, y el Norte de Africa,
tipicamente arido. Este hecho implica que nuestra drea es mads susceptible a
las variaciones provocadas por el cambio climatico (Giorgi, 2006).

Ante esta perspectiva se puede prever un empeoramiento de las
condiciones en las que se deberan desarrollar los bosques de encina y las
dehesas del suroeste de la peninsula ibérica, lo que puede producir un
incremento de la afeccién que viene sufriendo la especie, comprometiendo
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seriamente su supervivencia y por ende la de los ecosistemas asociados a
ella. Es por ello que se deben implementar programas de conservacion y
mejora de la especie, facilitando su evolucion bajo las nuevas condiciones
ambientales de los ecosistemas.

En este contexto en los Ultimos anos se estan desarrollando proyectos
dentro del Plan Estatal de 1+D+l, asi como del Plan Nacional de Desarrollo
Rural (PNDR) ambos co-subvencionados por la Unidon Europea (Fondo
Europeo Agricola de desarrollo rural). Estos proyectos coordinados aunan
esfuerzos para llevar a cabo programas de prevencion y restauracion,
implementar nuevos métodos de proteccion de los bosques de encina y las
dehesas, que implican la aplicacién de herramientas biotecnoldgicas para la
mejora de estas especies, favoreciendo la conservacidn de estos ecosistemas
de gran importancia. En el marco de tres de estos proyectos (AGL2013-
47400-C4-04-R; AGL2016-76143-C4-01-R y el Programa Nacional de mejora
y conservacién de los recursos genéticos de la encina y el alcornoque frente
al sindrome de “la seca”, recientemente iniciado) se ha llevado a cabo parte
de la investigacion de nuestro grupo en los ultimos afios.

1.2. Métodos de cultivo y propagacion en especies forestales

Las encinas se pueden reproducir sembrando las bellotas o por rebrote
de raiz o cepa (Crespo, 1988). La propagacién tradicional de especies
mediante el uso de semillas obtenidas a partir de la polinizacién controlada
de progenitores seleccionados provoca una amplia variabilidad en las
caracteristicas genéticas individuales de cada arbol dentro de una plantacién
(Nehra et al.,, 2005), de manera que se limita enormemente el
aprovechamiento del total de las cualidades genéticas deseables (Celestino
et al., 2005). Si el objetivo es obtener arboles con iguales caracteristicas que
los seleccionados, ya sea por su produccion o tolerancia a estrés abidtico o
bidtico, la propagacién cldsica no es aplicable, ya que no permite la
reproduccién del mismo genotipo a lo largo del tiempo (Park et al., 1998).

La propagacidn vegetativa se ha utilizado ampliamente en distintas
fases de los programas de conservacién y mejora de muchas especies
forestales, aplicdndose incluso con fines operativos en algunas especies
(Celestino et al., 2005). Esta propagacion vegetativa tradicional, consistente
en el injerto o enraizamiento de estaquillas, es la principal herramienta de
mejora que ha propiciado el desarrollo de los cultivos lefiosos, sin embargo,
estas técnicas son adecuadas cuando la planta donante es juvenil, pero
inviable con individuos adultos o también impracticables cuando las especies
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son consideradas recalcitrantes, como es el caso de la encina, que presenta
una gran dificultad de enraizamiento de las estaquillas (Zobel y Talbert, 1984;
Park, 2002). Este hecho representa una gran limitacién, ya que es
aconsejable seleccionar los genotipos a propagar una vez se han
desarrollado, para conocer totalmente su potencial genético (Bonga y von
Aderkas, 1992; Bonga et al., 2010) y cuando llega el momento de evaluar las
nuevas lineas clonales, la planta donante ya ha madurado y no puede ser
propagada mediante las técnicas tradicionales de propagacion vegetativa
(Park, 2002). Debido a esto, los programas de mejora clasica estan siendo
potenciados por las nuevas técnicas de propagacion vegetativa que, al
aprovechar el componente no aditivo de la variacidn genética, transfiere a la
descendencia todo el potencial genético de los individuos seleccionados y/o
mejorados y les confiere uniformidad. Esto permite la conservacién de genes
y genotipos (Celestino et al., 2005).

Actualmente las técnicas de mejora contemplan la transformacién
genética y propagacion de estas especies (Cano et al., 2020), la clonacién de
genotipos tolerantes o resistentes (Martinez et al., 2020) y la induccién de
memoria epigenética, como se detallara posteriormente.

El cultivo in vitro ha incrementado el éxito de la propagacién
vegetativa debido a las grandes ventajas que presenta, como la capacidad de
optimizar las condiciones ambientales mediante factores fisicos,
nutricionales y hormonales, eliminando la estacionalidad; permite evitar la
propagacion de microorganismos y otras plagas de las plantas superiores que
pueden dafar los cultivos, posibilita la captura rdpida y la clonacidon masiva
de genotipos valiosos y proporciona métodos para el almacenamiento de
germoplasma a largo plazo (Pierik 1997; Sutton, 2002; Nehra et al., 2005). El
cultivo in vitro se basa en aislar érganos, tejidos o células vegetales
(explantos) en condiciones asépticas y en ajustar las condiciones necesarias
(fotoperiodo, temperatura y composicidn nutritiva de los medios de cultivo)
para obtener respuestas fisioldgicas o morfogénicas a partir de ellos
(Hoxtermann, 1997; Pijut et al., 2011).

Actualmente, el método de regeneracién de plantas mediante cultivo
in vitro que se considera mas adecuado para conseguir una propagacién
vegetativa 6ptima en especies forestales es la embriogénesis somatica
(Merkle y Dean, 2000; Sutton, 2002; Celestino et al., 2005; Bonga et al.,
2010). La embriogénesis somatica (ES) es el proceso mediante el cual se
obtienen embriones a partir de células somaticas. Estos embriones se
desarrollaran para dar lugar a plantas con las mismas cualidades genéticas
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gue las plantas de origen. La embriogénesis somatica pone de manifiesto
como todas las células de una planta contienen la informacién genética
necesaria para generar una planta completa y funcional (Merkle, 1995; von
Arnold et al.,, 2002), esta capacidad se conoce como totipotencia. Los
embriones somaticos poseen los drganos tipicos de los embriones zigoticos,
radicula, hipocétilo y cotiledones, aunque se desarrollen mediante una ruta
diferente (von Arnold et al.,, 2002). Pueden diferenciarse directamente a
partir del explanto de la planta donante o indirectamente, después de una
fase de formacidn de callo embriogénico (Williams y Maheswaran, 1986; von
Arnold et al., 2002). Los callos embriogénicos estan compuestos por masas
proembriogénicas (PEMs). La regeneracion de plantas a partir de células o
tejidos se puede considerar como el elemento central de la biotecnologia
vegetal. Disponer de una herramienta que permita regenerar plantas es
imprescindible para que la clonacién, el saneamiento de plantas, la
crioconservacién de material vegetal o la transformacién genética se
conviertan en biotecnologias de aplicacion (Celestino et al., 2005). El objetivo
gue persiguen los programas biotecnoldgicos de conservacion forestal es la
propagacién clonal de genotipos maduros de élite, especies arbdreas
amenazadas o en peligro de extincidén, o genotipos que sean resistentes o
tolerantes de manera natural a plagas y/o enfermedades (Pijut et al., 2011).

A la hora de regenerar plantas por medio de ES hay que tener en
cuenta varios factores que influyen en el éxito de la induccidn de las lineas
embriogénicas, unos son los relacionados con la planta de origen, como son
el tipo de explanto, (genotipo, edad y estado fisioldgico de la planta madre;
si el tejido elegido se localiza en partes de la planta que contienen las células
gue mejor responden) y la época del afio en que se recoge este explanto
(Bonga et al., 2010). Otros son los relacionados con las condiciones
ambientales en las que se establecen los cultivos (composicion del medio
nutritivo, concentracién y combinacién de los reguladores de crecimiento,
tipo y volumen de los envases utilizados, fotoperiodo y temperatura (Blasco,
2013).

La propagaciéon clonal in vitro de especies forestales presenta
numerosas dificultades que no se dan en plantas herbdaceas, como la
incapacidad de propagacidn de algunos genotipos (Bonga et al., 2010), los
problemas a la hora de esterilizar el material a introducir, principalmente por
el tamano del material vegetal, y que este material expulsa compuestos
fendlicos potencialmente toéxicos al medio de cultivo que pueden
comprometer la induccién de ES (Blasco, 2013; Barra Jiménez, 2015).
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Ademas, algunas especies frondosas del género Quercus tienen la dificultad
anadida de considerarse recalcitrantes con una tasa de produccién de
embriones somaticos muy baja (Bonga et al.,, 2010). Los protocolos de
induccion de ES en estas especies estan mucho menos desarrollados que en
las especies arbdreas de ciclo corto y también van por detras de las coniferas
(Vieitez et al., 2012), por este motivo, nuestro grupo de investigacion junto
con otros grupos con los que participamos en diferentes proyectos
coordinados a nivel nacional, hemos venido desarrollando en los ultimos
afios protocolos para la induccion de ES en especies del género Quercus y en
especial en Quercus ilex, (Blasco et al., 2013; Barra-liménez et al., 2014;
Martinez et al., 2017a, 2017b; Martinez et al., 2020).

I.3. La embriogénesis somatica como método de regeneracion en
especies del género Quercus

La regeneracidn de plantas via embriogénesis somatica es un proceso
gue se desarrolla en 5 pasos, durante los que se deben aplicar una serie de
tratamientos fisicos y quimicos criticos en el momento adecuado, para que
se lleve a cabo de manera eficiente: (1) Induccién de los tejidos
proembriogénicos (PEMs) mediante el cultivo del explanto de la planta
donante en medio suplementado o no con reguladores de crecimiento
(PGRs), principalmente auxinas, aungue también se incluyen citoquininas en
muchos casos; (2) multiplicacion de los cultivos embriogénicos o
proliferacién en medio suplementado con menor proporcion o sin PGRs; (3)
maduracién de los embriones somaticos mediante el cultivo en medio
suplementado con ABA y/o con potencial osmdtico reducido; (4)
germinacidn o conversion a planta, generalmente en medios sin PGRs y (5)
aclimatacion (von Arnold et al., 2002).

1.3.1. Induccion

La induccién de la respuesta embriogénica consiste en Ia
transformacion del patron de expresion génica que tiene en ese momento el
tejido del explanto inicial en un programa de expresién embriogénica (von
Arnold et al., 2002), a partir de entonces se activa la division de las células
determinadas para constituir el nuevo patréon de expresidon. Después, la
nueva estructura que se ha formado, desarrolla un programa auténomo
condicionado por una nutricion heterotrdéfica, generando asi los embriones
somaticos iniciales (Zoglauer et al., 2003).

La transicion de célula somatica a embriogénica se da mediante los
siguientes pasos: desdiferenciacidn, reactivacion celular, division y cambios
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metabdlicos y desarrollo y reprogramacién génica (Fehér et al., 2003); esta
reprogramacion de la expresién génica depende de una serie de factores
como son la accidn de los reguladores de crecimiento presentes en el medio
(PGRs); el estrés generado por el cultivo in vitro del explanto; la naturaleza
de las células del explanto cultivado y el genotipo de la planta donante (von
Arnold et al., 2002; Fehér et al., 2003).

Dentro de cada especie, los genotipos individuales presentan
diferencias considerables en su capacidad embriogénica (Parrott, 1991; Park
etal., 1993, 1994), por este motivo, cada genotipo individual puede necesitar
una serie de condiciones especificas para una Optima capacidad de
regeneracion. Este fendmeno se ha observado en especies como Robinia
pseudoacacia (Arrillaga et al., 1994), Coffea arabica (Molina et al., 2002),
varias especies del género Pinus (Bercetche y Paques, 1995; Lelu et al., 1999;
MacKay et al., 2006; Choudhury et al., 2008) y del género Quercus (Cuenca
et al., 1999; von Arnold et al., 2002; Hernandez, 2007).

La induccién de ES a partir de explantos de individuos adultos ha
avanzado notablemente en los ultimos afos, se ha conseguido inducir
embriogénesis somatica a partir de renuevos basales, vastagos de raiz y tallos
apicales en Quercus (Vieitez et al., 2012) brotes epicérmicos en Q. suber
(Hernandez et al., 2003), hojas de Q. robur (Toribio et al., 2004), brotes
axilares de Q. ilex (Martinez et al., 2017a, 2017b), amentos e integumentos
de ovarios en desarrollo, en Q. ilex (Blasco et al., 2013; Barra-Jiménez et al.,
2014).

Algunos de los medios de cultivo utilizados en la fase de induccién de
ES en el género Quercus son MS (Murashige y Skoog, 1962), SH (Schenk y
Hildebrandt, 1972) y WPM (Lloyd y McCown, 1980). El medio de induccidn
normalmente contiene (PGRs), generalmente auxinas (2,4-D, ANA, AIB o AlA)
y citoquininas (BA, zeatina). Los explantos que responden a la induccién
suelen comenzar con la formacién de masas proembriogénicas en 4 o 6
semanas (Park, 2014).

1.3.2. Proliferacion

Una vez se ha producido la induccidn de ES, los embriones somaticos
se multiplican mediante ES secundaria; este proceso presenta una gran
capacidad proliferativa (Hernandez, 2007). La embriogénesis secundaria es
el fendmeno recurrente de multiplicacidon de los embriones somaticos, que
permite una produccion masiva y continua de propdagulos a lo largo del
tiempo y ademas no tiene ninguna limitacion estacional. Debido a estas
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caracteristicas, este proceso presenta un potencial multiplicativo
practicamente ilimitado. La proliferacién de las masas embriogénicas
continta siempre y cuando se les proporcione medio de cultivo fresco; este
medio de cultivo puede ser el mismo que se ha empleado en la induccién, o
un medio similar, ligeramente modificado (Park, 2014) con baja
suplementacién de auxinas y/o citoquininas (Merkle, 1995).

La ES secundaria se puede originar a partir de masas proembriogénicas
(PEMs) (Halperin, 1966; Merkle, 1995) o como embriones en diferentes
estados de desarrollo (Puigdejarrols et al., 1996).

En las especies del género Quercus es posible obtener un gran nimero
de embriones somaticos a partir de ES secundaria una vez conseguida la
induccion, a pesar de que los porcentajes de induccidn de ES son bastante
bajos (Vieitez et al., 2012). Esta proliferacion de embriones secundarios
asegura la produccion de lineas embriogénicas clonales (Toribio et al., 2004;
Valladares et al., 2006). La capacidad de proliferacion de embriones
secundarios en el género Quercus también se ve reducida al cabo de 2 0 3
meses de iniciarse los cultivos (Martinez et al., 2017b).

En la fase de proliferacién de las lineas embriogénicas en Quercus se
han utilizado generalmente medios de cultivo con una composicion baja en
PGRs (auxinas y/o citoquininas) (Valladares et al., 2006) o sin ellos
(Fernandez-Guijarro et al., 1995; Martinez et al., 2017b). Otros estudios
destinados a la optimizacion de la embriogénesis recurrente en lineas de
roble procedentes de arboles adultos han demostrado que la adiciéon de 0.44
KM de BA al medio de cultivo favorece la formacién de nuevos embriones
(Mallén et al., 2012). Martinez et al. (2017b) utiliza un medio de cultivo SH
(Schenk y Hildebrandt, 1972) sin PGRs para proliferar embriones a partir de
estructuras embriogénicas nodulares obtenidas en la fase de induccién.

1.3.3. Maduracion

Durante la fase de maduracién los embriones somaticos experimentan
una serie de cambios morfolégicos y bioquimicos. Estos cambios pasan por
la acumulacidn de sustancias de reserva en los cotiledones, la represion de
la germinacion y la adquisicidon de la tolerancia a la desecacién (Thomas,
1993; von Arnold et al.,, 2002; Klimaszewska et al., 2007). Para que la
maduracién permita la obtencién de plantas viables se ha de garantizar la
detencién de la embriogénesis secundaria y que el desarrollo embriogénico
se mantenga estable hasta completar la maduracion. El desarrollo de los
embriones somaticos hasta llegar al embrién maduro pasa por los mismos
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estadios que los embriones zigdticos: globular, corazén, torpedo y
cotiledonar (Merkle et al., 1995).

En encina se ha demostrado que la aplicacién de ABA a bajas
concentraciones en el medio de maduracién favorece la regeneraciéon de
plantas y reduce la ES secundaria (Mauri y Manzanera, 2004). Sin embargo,
en otras especies del género Quercus, no hay resultados concluyentes sobre
gue la aplicacién de esta fitohormona promueva la maduracidon de los
embriones (Toribio et al., 2005; Vieitez et al., 2012; Martinez et al., 2019). En
cuanto al incremento de la concentracidn de azucares en el medio de cultivo
para favorecer la restricciéon del agua disponible y favorecer la posterior
germinacién de los embriones, se han obtenido diversidad de resultados en
diferentes estudios; en el caso de ES en Q. robur a partir de tejidos juveniles
de hoja y tallo (Sanchez et al., 2003), la aplicacidn de sorbitol junto a sacarosa
en el medio de maduraciéon favorecio la posterior conversion a planta; sin
embargo, este tratamiento no favorecié el desarrollo de los embriones
somaticos cuando se aplicé a cultivos procedentes de material adulto en esta
misma especie (Valladares et al., 2006). En alcornoque, los resultados
obtenidos manteniendo estable la concentracion de azlcares en las primeras
fases del proceso, para después aumentar esta concentracién, indican que
estas condiciones de cultivo durante la maduracién favorecen el desarrollo
de los embriones, conteniendo la tendencia a dar embriogénesis secundaria
(Hernandez, 2007).

En muchas especies de frondosas se deben llevar a cabo una serie de
tratamientos previos a la germinacidon y desarrollo de la planta tras la
maduracidn para favorecer el aumento de las tasas de germinacion vy el
normal desarrollo de los embriones; estos tratamientos de pre-germinacion
tienen el propdsito de romper la dormicion generada por el ABA o por los
agentes osmoticos, para incrementar los niveles de acido giberélico y asi
estimular la germinacidn y sincronizar el desarrollo simultaneo de la raiz y el
brote (Merkle et al., 1995; Gaj, 2004; Martinez et al., 2019). Estos
tratamientos incluyen la desecacién y conservacion en frio de los embriones,
asi como la adicién de acido giberélico en el medio de germinacion (Merkle
et al., 1995).

Los mejores resultados en conversidon a planta en encina se han
obtenido mediante el almacenamiento de los embriones en frio (4° C)
durante dos meses (Mauri y Manzanera, 2004) o sin este tratamiento previo
(Barra-Jiménez et al., 2014; Martinez et al., 2017b). Este almacenamiento
puede ser en placas con medio SH (Barra-Jiménez et al.,, 2014; Mauri y
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Manzanera, 2004) o en placas Petri vacias, lo que favorece la inanicién y la
desecacion parcial durante el periodo de permanencia en frio (Martinez et
al., 2017b). En Q. suber la conservacion en frio también estimuld la
germinacion y conversién (Fernandez-Guijarro et al., 1995; Hernandez et al.,
2003b).

1.3.4. Germinacidn/ conversion

Los embriones somaticos deben germinar y desarrollar su parte aérea
para poder regenerar una planta. La calidad, supervivencia y crecimiento
posterior de las plantas somaticas va a depender de las condiciones en las
gue se desarrollen en las etapas previas de la ES (von Arnold, 2008). Durante
la etapa de germinacién de embriones somaticos se pueden producir ciertos
problemas, como el desarrollo de la raiz sin que se produzca la emergencia
del brote simultdneamente (conversion a plantula), normalmente los
porcentajes de conversidn en las especies lefiosas son bajos (Ballester et al.,
2016). Los embriones que presenten una morfologia adecuada, hayan
acumulado suficientes sustancias de reserva y muestren tolerancia a la
desecacion, podran desarrollarse en plantas normales, produciendo la
elongacion sincronizada del tallo y la raiz (von Arnold, 2008). Otras
dificultades que se suelen producir en el crecimiento de los embriones
somaticos es que la calidad de las plantulas regeneradas sea menor que
aquellas que provienen de la germinacién de embriones zigdticos, de manera
gue presentan menos vigor, un desarrollo deficiente de la raiz y son de menor
talla. Estos problemas suelen tener su origen en unas condiciones poco
Optimas durante la maduracion y/o en un bajo desarrollo del brote apical
(Corredoira et al., 2019; Martinez et al., 2019).

En las especies del género Quercus, el porcentaje de germinacioén y
conversion a plantula es muy dependiente del genotipo (Hernandez et al.,
2003b; Sanchez et al., 2003; Toribio et al., 2004; Valladares et al., 2006). En
Q. ilex se consiguid la germinaciéon de los embriones somaticos utilizando
medio SH con ausencia de PGRs (Mauri y Manzanera, 2004; Barra-Jiménez et
al., 2014), aunque la aplicacion de BA e IBA produjo un aumento en el
porcentaje de embriones germinados (Barra-Jiménez et al., 2014). En Q.
robur algunos genotipos ensayados alcanzaron porcentajes de 60% de
conversiéon al cultivarse los embriones somaticos en medio MS
suplementado con bajas concentraciones de BA (Toribio et al., 2004). En Q.
suber, bajas concentraciones de BA en el medio de germinaciéon también
mejoraron el desarrollo del brote sin perjudicar el crecimiento de la raiz
(Gonzélez-Benito et al.,, 2002). En esta especie, la aplicaciéon elevada de
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compuestos osmaticos junto con la conservacién en frio de los embriones
somaticos durante 2 meses, produjo altos porcentajes de conversion (Garcia-
Martin et al., 2001); este tratamiento de conservacion en frio durante 2
meses también se aplicd en Q. ilex resultando la mejor manera de obtener
una germinacion sincronizada (Mauri y Manzanera, 2004). Estudios recientes
revelan que la utilizacién de medio GD (Gresshoff y Doy, 1972) suplementado
con 0.1 mg/L de BA y 20 uM de tiosulfato de plata (STS) como medio de
germinacion, tras someter a los embriones somaticos de Q. ilex al periodo de
2 meses a 4 °C, produce una tasa aceptable de conversion a planta (Martinez
et al., 2017b). No obstante, esta fase sigue siendo problematica por cuanto
depende del genotipo y de la calidad del embrién somatico (Corredoira et al.,
2019; Martinez et al., 2019).

1.3.5. Aclimatacion

La aclimatacidn se define como la adaptacién de las plantas cultivadas
in vitro a partir de tejidos a las condiciones ambientales ex vitro (Kozai y
Zobayed, 2000).

La aplicacion practica de la embriogénesis somatica con el objetivo de
propagar genotipos seleccionados de ciertas especies forestales se alcanza
Unicamente cuando se consigue la aclimatacion a las condiciones de campo
de un gran numero de plantas (Pinto et al.,, 2013). Los beneficios de la
propagaciéon de especies forestales utilizando explantos pertenecientes a
individuos adultos mediante la técnica de ES ha sido expuesta en apartados
anteriores, sin embargo, el éxito del proceso es todavia muy dependiente de
la habilidad a la hora de aclimatar las plantulas procedentes de la
germinacion de los embriones somaticos (Romano y Martins-Loucdo, 2003).

La transferencia de las plantulas somaticas a las condiciones ex vitro,
implica que estas deban soportar cierto estrés producido por el aumento de
la intensidad luminica y la concentracion de CO,, la disminucion de la
humedad relativa y del suministro de carbohidratos y nutrientes presentes
en el medio de cultivo, y la presencia de microorganismos. El continuo aporte
de nutrientes y azucares hace que estas plantulas no necesiten desarrollar el
aparato fotosintético, por lo que contienen bajos niveles de clorofila y estan
poco adaptadas a la asimilacion de carbono (Rodriguez et al., 2008). La
duracion del cambio de metabolismo heterdtrofo a autétrofo es un factor
clave en la supervivencia de las plantas aclimatadas (Pérez-Jiménez et al.,
2015). El proceso de aclimatacion implica cambios graduales en la morfologia
de las hojas, epidermis y raices, por este motivo es aconsejable ir
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modificando también gradualmente las condiciones ambientales antes de
alcanzar las que finalmente tendrdn las plantas en el campo (Romano vy
Martins-Lougdo, 2003).

En Quercus también se deben aclimatar las plantulas adecuando
progresivamente las condiciones de iluminacién, temperatura y humedad
relativa. La clonacion de genotipos selectos de alcornoque para su
conservacion o para establecer ensayos clonales a fin de obtener
informacidn sobre parametros genéticos e influencia del ambiente sobre los
caracteres de interés se ha conseguido en afios anteriores (Hernandez et al.,
2003b). Sin embargo, con respecto a la aclimatacion en Q. ilex, la informacién
disponible es todavia muy limitada (Martinez et al., 2019); en Barra-Jiménez
et al. (2014) no se observa supervivencia de las plantulas somaticas
transferidas a contenedores forestales con una mezcla de turba y perlita;
Martinez et al. (2017b) consiguieron la aclimatacién de plantulas somaticas
transfiriéndolas a contenedores con tierra humedecida y perlita en
proporcién (1:2), pero el porcentaje de supervivencia fue de un 10%.

La aclimatacién de especies forestales de gran importancia, como Q.
ilex, a nivel operativo es el objetivo que se persigue actualmente en los
programas de mejora con aplicaciones biotecnolégicas como la ES. En la
tabla 1.1 se resumen los diferentes estudios llevados a cabo durante las
ultimas décadas para establecer protocolos fiables de propagacién clonal de
especies de interés del género Quercus mediante ES.

A pesar de los grandes avances en los ultimos afios, el proceso de ES
en Quercus no esta controlado totalmente; una de las principales dificultades
encontradas en algunas de estas especies es la induccion de la respuesta
embriogénica a partir de explantos provenientes de darboles maduros
(Corredoira et al., 2014). Otro problema es la baja tasa de supervivencia de
las plantulas somaticas cuando se transfieren a condiciones ex vitro en la fase
de aclimatacién, ya que, en especies como Q. ilex, las tasas de supervivencia
son muy bajas o nulas.
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Tabla 1.1 Principales estudios sobre ES en Quercus llevados a cabo en las ultimas 2 décadas

Especies Referencias
Material juvenil Material adulto
Cuenca et al. 1999 Chalupa 2000
Zegzouti et al. 2001 Toribio et al. 2004
Sunderlikova y Wilhelm 2002 Valladares et al. 2006
Q. robur L. Sanchez et al. 2003 Corredoira et al. 2006
Prewein et al. 2004 Sanchez et al. 2008
Martinez et al. 2008
San-José et al. 2010
Puigderrajols et al. 1996, 2001 Hernandez et al. 2001
Garcia-Martin et al. 2001 Pinto et al. 2002
Gonzélez-Benito et al. 2002 Hernandez et al. 2003ay b
Q. suber L. Garcia-Martin et al. 2005 Bueno et al. 2003
Toribio et al. 2005
Celestino et al. 2007
Pintos et al. 2010
Q. rubra L. Vengadesan y Pijut 2009 Martinez et al. 2015
Mauri y Manzanera 2003, 2004 Blasco et al. 2013
Q. ilexL. Cernadas et al. 2018 Barra-Jiménez et al. 2014
Martinez et al. 2017ay b,
2019, 2020
Q. accutisima Carruth. Kim 2000

1.4. Estrés bidtico en Quercus ilex L. La patologia de “la seca”

Durante la década de los 80, la mortalidad que afectaba a Q. ilexy Q.
suber desde principios del siglo XX en la cuenca mediterrdnea incrementd su
severidad notablemente (Moreira y Martins, 2005; Camilo-Alves et al., 2013;
Corcobado et al., 2013). A principios de los 90 se consiguid aislar un patégeno
asociado al suelo en todas las prospecciones realizadas en zonas afectadas
en Espafia y Portugal a partir de muestras de raices y rizosfera de encinas y
alcornoques con sintomas de decaimiento. Este patégeno era el oomiceto
Phytophthora cinnamomi Rands (Braisier, 1996; Moreira y Martins, 2005;
Torres-Alvarez et al., 2006; Camilo-Alves et al., 2013; Corcobado et al., 2013).
A partir de entonces, P. cinnamomi se considera el principal agente causante
del decaimiento y muerte de alcornoques y en mayor medida de encinas, en
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los bosques y dehesas de la peninsula ibérica (Torres-Alvarez et al., 2006;
Camilo-Alves et al., 2013), comprobandose su poder patégeno en plantulas
(Rodriguez-Molina et al., 2002), plantas jévenes (Tuset et al., 1996; Robin et
al., 1998; Gallego et al., 1999; Luque et al., 2000; Sanchez et al., 2000) e
individuos adultos de encina y alcornoque (Tuset et al., 1996), aunque
estudios recientes (Mora-Sala et al.,, 2019) demuestran la presencia de
especies como Phytophthora quercina en zonas afectadas por “la seca” en la
Comunidad Valenciana y Andalucia, por lo que esta especie también podria
considerarse causante de este sindrome.

P. cinnamomi es uno de los patdégenos primarios mas devastadores a
nivel mundial que afecta a unrango de alrededor de 5000 especies de plantas
lefiosas, algunas de ellas de gran importancia a nivel agronémico, forestal y
ornamental (Brasier, 1996; Jung et al., 2013; Hardham y Blackman, 2018).
Estd entre los 10 oomicetos patdgenos de plantas mds importantes desde el
punto de vista econdmico y cientifico (Hardham y Blackman, 2018).

El origen de P. cinnamomi no es del todo conocido, aunque la mayoria
de las evidencias de su distribucidon natural se localizan en puntos de las
zonas montanosas del Sudeste de Asia, que se encuentran dentro de la
influencia de un clima templado dentro de los trépicos (Ko et al., 1978;
Arentz y Simpson, 1986; Martin y Coffey, 2012; Jung et al., 2017). P.
cinnamomi se describié por primera vez como el agente causante del chancro
rayado de la canela de Java (Cinnamomum burmannii) en Sumatra (Rands,
1922), aunque se ha aislado en zonas orientales de Sudafrica (Zentmyer,
1988), sur de California (Kovacs et al., 2011; Cunniffe et al., 2016), oeste de
Australia (Shearer et al., 2007, 2012) y sur de Europa (Brasier, 1996; Duque-
Lazo et al., 2016); todas estas areas poseen un clima mediterraneo, con
inviernos frescos y humedos y veranos cdlidos y secos (Camilo-Alves et al.,
2013; Scanu et al., 2013; Burgess et al., 2017).

Aungue este patdgeno también produce dafios en la agricultura en
zonas tropicales y subtropicales (Drenth y Guest, 2004), es en los ecosistemas
con clima mediterraneo donde su impacto es mayor (Burgess et al., 2017). P.
cinnamomi fue introducido a escala mundial a través de especies horticolas,
extendiéndose por Europa, Norte América, Africa y Australia, donde se ha
convertido en una especie invasiva causando enfermedades muy
destructivas en especies lefiosas y en ecosistemas naturales (Jung et al.,
2013) tales como la tinta del castafio y decaimiento en Quercus en Europa,
EEUU y México (Crandall, 1950; Brasier et al., 1993; Gallego et al., 1999;
Tainter et al., 2000; Vettraino et al., 2002, 2005; Balci et al., 2007; Jung et al.,
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2013), la “enfermedad de la hoja pequefia” en especies de pinos en el sureste
de EEUU y Caribe (Tainter y Baker, 1996; Jung y Dobler, 2002), la
podredumbre de raices y cuello en aguacate en California, Sudafrica y
Australia (Zentmyer, 1980; Erwin y Ribeiro, 1996), el decaimiento en los
brezales del fynbos en la region del Cabo en Sudafrica (Von Broembsen y
Kruger, 1985), y el decaimiento de los bosques de eucaliptus y dreas de
Banksia y brezales en la Australia occidental (Shearery Tippett 1989; Shearer
y Dillon 1995, 1996; Shearer et al., 2004) y Victoria (Weste y Marks 1987;
Marks y Smith 1991; Weste, 2003; Cahill et al., 2008).

P. cinnamomi es una especie perteneciente al género Phytophthora,
de la familia Peronosporaceas, Orden Peronosporales, Clase
Peronosporomicetes (antes Oomicetes), Filo Oomycota, Reino Stramenipila
(antes Chromista) (Beakes et al., 2014; Hardham y Blackman, 2018; Jung et
al., 2018). A diferencia de los verdaderos hongos, los oomicetos se
caracterizan por presentar paredes hifales finas y ricas en celulosa y no en
quitina; producir zoosporas biflageladas (Fig. 1.6B), con un flagelo liso
dispuesto hacia atras y otro barbulado dispuesto hacia delante; y por poseer
hifas no septadas.

/
7

Figura 1.6. Estructuras reproductivas de Phytophthora: A
esporangio, B zoospora, C clamidospora, D oospora.
Adaptado de Nicholls (2004).

Ademas, presentan una reproduccién sexual oogamica, por contacto
gamentangial. Las células de los oomicetos se diferencian morfolégicamente
de las de los hongos por poseer mitocondrias con crestas tubulares mientras
gue los hongos poseen crestas aplanadas (Brasier, 1996; Cavalier-Smith y

19



I. Introduccion

Chao, 2006; Beakes et al., 2012; Fawke et al., 2015; Hardham y Blackman,
2018).

El ciclo vital de P. cinnamomi (Fig. .7) se caracteriza por la alternancia
de fases activas cortas, en las que se propaga e infecta, cuando las
condiciones humedas del suelo lo permiten, y fases mas largas de inactividad,
cuando el suelo permanece seco y la competencia de otros patégenos como
los hongos verdaderos no le permitiria sobrevivir. Durante las fases activas
se reproducen de manera asexual formando los esporangios y las
clamidosporas (Fig. I.6A y C) que contienen las zoosporas.
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Figura 1.7. Diagrama del ciclo vital de P. cinnamomi.
Esporulacion sexual/ Esporulacidn asexual. Oogonio y anteridio-
Esporangio- Escisidon citoplasmatica- Esporangios escindidos-
Zoosporas- Enquistamiento de zoosporas- Quiste- Germinacion-
Quiste germinado- Hifas somaticas- Clamidosporas. Adaptado
de Hardham (2005).

Estas esporas moviles son las que comienzan la infeccidn, provocando
el desarrollo del micelio, que emite unas estructuras Illamadas haustorios en
sus hifas intercelulares, las cuales penetran en el interior de las células
vegetales y absorben los nutrientes presentes en ellas. En la fase inactiva se
reproduce sexualmente y forma las oosporas (Fig. 1.6D) dentro del oogonio
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en los tejidos infectados, estas oosporas son estructuras de conservacion del
patégeno alargo plazoy le permiten soportar los periodos desfavorables. Las
oosporas son muy resistentes a la sequia y a la destruccién microbiana,
gracias al pequefio espesor y a la composicidn quimica de sus paredes, de
manera que P. cinnamomi puede sobrevivir a las condiciones de sequia, calor
y frio en el suelo durante varios afios (Blackwell, 1949; Hickman, 1958; Erwin
y Ribeiro 1996; Jung et al., 1999; Turkensteen et al., 2000).

P. cinnamomi se localiza en los suelos de las regiones templadas y
tropicales, como se ha expuesto anteriormente, con un maximo de eficiencia
entre los 25 y los 30 °C, e infecta las raices de las plantas vivas, aunque posee
capacidad sapréfita en suelos con baja actividad de microorganismos y suelos
saturados, donde compite favorablemente con otros microorganismos
(Brasier, 1996, 1999; Camilo-Alves et al., 2013; Hardham y Blackman, 2018).
En los arboles comienza atacando las raicillas finas absorbentes y también
aparece en la region del cuello de la raiz (Fig. 1.8), posteriormente, el
oomiceto se puede propagar en raices mas gruesas o ascender a lo largo del
tronco (Fig. 1.9), infectando principalmente la corteza interior (cambium y
floema) (Brasier, 1999). Este proceso de infeccidon produce la pérdida de las
raices absorbentes, provocando la incapacidad de captar agua y nutrientes.
En localizaciones donde las condiciones son favorables para el patégeno, se
produce una acumulacién de zoosporas y los arboles genéticamente o
estacionalmente mds susceptibles pueden sufrir una afeccion aguda,
muriendo de repente por el estrés hidrico consecuencia de la pérdida de las
raices absorbentes, o por el colapso del sistema vascular. La deficiencia de
agua reduce la tasa de transpiracion, la eficiencia del fotosistema Il y la
absorcion de CO,, asi como la conductancia estomdtica (Jung et al., 1996;
Robin et al., 1998; Gallego et al., 1999). Como consecuencia del estrés hidrico
se produce una disminucién de los niveles de proteinas implicadas en los
procesos fotosintéticos y un aumento de aquellas relacionadas con la
biosintesis de almiddn, la glucdlisis y la respuesta a estrés (Sghaier-Hammami
et al.,, 2013).

En otras condiciones menos favorables para el oomiceto, los niveles
de zoosporas se mantienen bajos y el arbol permanece en un estado crénico
de afeccién, consiguiendo compensar la pérdida de las raices con el
reemplazo de las mismas, hasta que otro estrés produzca un empeoramiento
rapido que conduzca a la muerte o a un decaimiento progresivo (Brasier,
1996, 1999; Robin et al., 1998; Gallego et al., 1999).
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microscopio electrénico de transmisidn (Fig. 8b, inserto de 8f y 8h)
en raices sobre infeccion por Phytophthora: (a) zoosporas
enquistadas en la vecindad de células infectadas de la corteza de la
raiz; (b) quiste en germinacién formando una hifa de penetracion; (c)
crecimiento intercelular de hifas en la corteza de la raiz; (d,e)
crecimiento intracelular de hifas en la corteza radicular y en vasos del
xilema respectivamente; (f) estructuras similares a haustorios
formadas en células de la corteza de la raiz; (g) destruccién del tejido
del floema (flechas) y crecimiento intracelular de hifas en vasos del
xilema; (h) destruccidon de las paredes celulares de los vasos del
xilema en el hipocétilo en ausencia de P. hyphae. Todas las figuras
muestran raices de Fagus sylvatica infectadas artificialmente con
zoosporas de P. plurivora, excepto la fig. 8b (raiz de Chamaecyparis
lawsoniana infectada con P. lateralis) y el inserto de la fig. 3f (Quercus
robur). Adaptado de OBwald et al. (2014).

Cuando el arbol se encuentra en una fase de enfermedad crénica, la
sintomatologia es muy poco especifica (Brasier, 1999); se produce una
pérdida gradual del follaje, una desecacién parcial de la copa, en ocasiones
aparecen ramas aparentemente sanas mientras otras estan completamente
secas; también pueden aparecer Ulceras corticales (Gallego et al., 1999). Los
arboles afectados pueden distribuirse en grupos de diferente tamafio en el
interior de un bosque aparentemente sano, o pueden observarse aislados
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(Moreira y Martins, 2005; Camilo-Alves et al., 2013; Corcobado et al., 2014;
Duque-Lazo et al., 2018).
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Figura 1.9. Modelos de infestacion por Phytophthora: (a) Infeccidon primaria de
raices; flechas rojas: infeccién primaria de raicillas finas; flechas azules:
crecimiento secundario en el interior de la corteza y/o xilema del tronco. (b)
Infeccion primaria del tronco; flechas rojas: infeccion primaria del tronco via
lenticelas (LC) o heridas (W); flechas azules: crecimiento secundario en el tejido de
la corteza (B) y via lineas medulares (MR) en el xilema (X) del tronco. (c) Infeccién
primaria de las hojas; flechas rojas; infeccion primaria de hojas; flechas azules:
crecimiento secundario en peciolos y ramillas. Adaptado de OBwald et al. (2014).

La figura .10 muestra un esquema de los efectos de la infeccion de las
raices de una planta huésped sensible a Phytophthora a nivel fisiolégico,
bioquimico y molecular (ORwald et al., 2014).

El decaimiento de Q. ilex asociado a la infecciéon por P. cinnamomi
forma parte de una patologia compleja en la que las condiciones climaticas y
otros factores ambientales tienen mucha influencia (Brasier, 1996, 1999;
Jung et al., 1996, 2018; Robin et al., 1998; Gallego et al., 1999; Camilo-Alves
et al., 2013). La “seca” es la denominacién que adoptd en Espafia esta
patologia que afecta a los Quercus, especialmente a la encinay al alcornoque,
en mayor medida en el sudoeste de la peninsula ibérica (Tuset et al., 2006).
Esta enfermedad tiene mayor incidencia en la encina (Quercus ilex L.), debido
a la mayor susceptibilidad de esta especie y estd provocada por la
combinacion de una serie de factores abidticos (climatologia, edafologia,
topografia, competencia inter e intraespecifica) y bidticos (insectos xiléfagos
y patégenos) (Gonzdlez-Rodriguez et al., 2011; Corral et al., 2018; Duque-
Lazo et al., 2018). Entre estos ultimos destaca el oomiceto Phytophthora
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cinnamomi, como se ha detallado anteriormente (Brasier, 1996; Torres-

Alvarez et al., 2006; Camilo-Alves et al., 2013).

Chlorosis and wilting of leaves

@
TEthyIi&\ne .
i}
ACC-oxidase
T
ACC-synthase | 3
t Toxins 7%

(elicitins?) *

Above ground

%

@?»

L@ @

««.»Thinning of the canopy

-, €

Photosynthesis |

Stomatal

l aperture |
®

I_.eafwater potentiall

negative )

LD

Plant defence

el

Root destruction —> ABAT-

‘g = Zoospores —» Penetration —> Bio-/necrotrophic growth
3 Y O] / 3

=Y s N Elicitins %

= R Elicitins and other

o effectors

[

fan]

water/nutrients

I

@

U‘ptake of ytokimnsl

e

Figura 1.10. Efectos de la infeccidn y crecimiento de Phytophthora a nivel fisioldgico,
bioquimico y molecular en plantas susceptibles. 1: liberacidn de elicitinas en la rizosfera,
facilitando la penetracion; 2: inhibicion de la expresion de genes de defensa, lo que
facilita el crecimiento del patégeno; 3: destruccion de raices durante el crecimiento,
dificultando la absorcidn de agua y nutrientes; 4: incremento de acido abscisico (ABA) en
raices; 5: disminucion del potencial hidrico foliar; 6: cierre de estomas y como
consecuencia, decrecimiento de la fotosintesis; 7: posible liberacién de toxinas y

moléculas efectoras en el tejido del huésped durante el
patdgeno y transporte a la copa mediante el flujo de savia;

crecimiento biotréfico del
8: sobreexpresion de genes

de la ruta del etileno y liberacidn de la fitohormona por las hojas; 9: decrecimiento en el
contenido de citoquininas en las raices durante el crecimiento necrotrofico del patégeno;
10: clorosis y marchitamiento de las hojas de la copa como consecuencia del cambio del
estado hormonal e hidrico de la planta huésped causado por la infeccidn. Lineas y texto
rojos: crecimiento de Phytophthora; lineas y texto azules: estimulacion del factor

correspondiente; lineas verdes y azules bloqueadas

y texto: inhibicion del

correspondiente factor; flechas negras: sobreexpresidn o inhibicién de la expresién de

metabolitos y/o genes. Adaptado de OBwald et al. (2014).

El aumento de la mortalidad de las encinas afectadas por esta
patologia depende mucho de la interaccidn entre el patdégeno y los factores
abidticos involucrados en ella, especialmente las condiciones climaticas. Las
zonas caracterizadas por inviernos frios y himedos, pero sin precipitaciones

en forma de nieve, y veranos calidos y secos, son
decaimiento (Camilo-Alves et al., 2013; Burgess et al.,

mas susceptibles al
2017; Duque-Lazo et

al., 2018), ademas, durante los periodos de sequia, los dafios en las encinas
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se ven intensificados (Brasier, 1993; Robin et al., 1998; Gallego et al., 1999;
Camilo-Alves et al., 2013; Corcobado et al., 2014). Las sequias de 1985-1986
y 1993-1994 redujeron el crecimiento radial y longitudinal de poblaciones de
encina y quejigo del sistema lIbérico, afectando en mayor medida a los
montes bajos que habian sufrido cambios en su estructura debido al
abandono de sus usos tradicionales (Camarero et al.,, 2004), estas
condiciones de debilidad predisponen a los arboles al ataque del patégeno
intensificando el decaimiento.

Las condiciones del suelo también influyen en el grado de afeccion de
“la seca”; los suelos con alta capacidad de retencién de agua son mas
favorables a la dispersion e infeccidon del patégeno (Brasier, 1996; Duque-
Lazo et al., 2018), sin embargo, los cambios bruscos en el contenido de
humedad del suelo provocados por inviernos altamente himedos seguidos
de veranos excesivamente secos que provocan una desecaciéon muy rapida
del suelo, también favorecen la disminucion del crecimiento y la vitalidad de
los arboles (Fisher et al., 2011; Corcobado et al., 2013). Los arboles afectados
suelen mostrar dafios importantes en las raices finas absorbentes en suelos
con menor profundidad y mas secos (Brasier, 1996; Camarero et al., 2004),
mientras que los dafos en raices gruesas y cuello de la raiz se observan en
suelos mas profundos y hiumedos (Brasier, 1996). Los suelos con bajo pH y
baja concentracion de cal activa también favorecen la intensidad de la
afeccion (Duque-Lazo et al., 2018)

La topografia de la zona donde se encuentran los darboles esta
estrechamente relacionada con la intensidad de la afeccién de “la seca”, de
manera que los ejemplares mas afectados suelen localizarse en las riberas de
los rios, en zonas deprimidas, en vaguadas donde discurre agua de manera
estacional y en las laderas bajas de las montafas o colinas (Brasier, 1996;
Gallego et al, 1999; Moreira y Martins, 2005; Corcobado et al., 2013; Duque-
Lazo et al., 2018); los arboles situados en zonas de pendiente orientadas
hacia el sudoeste, que estan expuestos durante mds horas a la insolacién en
verano y otofo, también presentan mayor predisposicidn a “la seca” (Brasier,
1996; Camilo-Alves et al., 2013; Duque-Lazo et al., 2018), asi como los
situados en los margenes de caminos y zonas de transito de animales
(Brasier, 1996).

La competencia intraespecifica o interespecifica intensifica la afeccion
de “la seca”, de manera que zonas altamente cubiertas por otras encinas o
Quercus se ven mas afectadas por el decaimiento (Duque-Lazo et al., 2018).
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Las zonas mds afectadas por “la seca” se localizan en el sudoeste de la
peninsula ibérica, donde se dan las condiciones mas favorables para el
avance de P. cinnamomi. Estas zonas estan ocupadas en mayor medida por
las dehesas. Las consecuencias del cambio climatico en relacion al
incremento de episodios de lluvias torrenciales seguidos de largos periodos
de sequia, asi como el aumento de las temperaturas medias, influirdn de
manera evidente en la intensidad de la afeccidon de “la seca” de la encina en
estas zonas del sudoeste de la peninsula ibérica, como se ha comentado
anteriormente (Gea-lzquierdo et al., 2013; Ruiz-Gémez et al., 2018).

I.5. Respuesta de las plantas a estrés

Las plantas, al contrario que los vertebrados, son organismos sésiles
qgue carecen de células inmunes moviles especializadas y de un sistema
inmune adaptativo, sin embargo, poseen mecanismos de defensa como
barreras fisicas o estructurales y a lo largo del tiempo han desarrollado un
sistema inmune complejo, mediante el cual son capaces de producir
respuestas especificas tras la infeccién de ciertos patégenos potenciales
(Spoel y Dong, 2012; Wang et al., 2019). Por su parte los patdgenos han
desarrollado diferentes estrategias para aumentar la virulencia de la
infeccidn.

Las barreras fisicas de las plantas, formadas principalmente por la
pared celular y la cuticula, forman parte de los mecanismos de defensa de
respuesta pasiva, constituidos también por barreras bioquimicas, que son
metabolitos que pueden resultar tdxicos para los patédgenos. Ambas
estructuras son barreras preformadas, estan presentes en las plantas antes
de que se produzca el ataque (Kovalchuk et al., 2013; Dotor y Cabezas, 2014).

Cuando los patdgenos superan las barreras preformadas, se activa la
denominada defensa activa o inducible (Dotor y Cabezas, 2014). Las plantas
poseen dos estrategias para detectar patdgenos; por un lado, en la parte
externa de sus células o en el apoplasto, las células detectan su presencia
mediante unas proteinas llamadas receptores de reconocimiento de
patrones moleculares asociados a patdgenos (PRRs), al reconocer los
elicitores microbianos llamados patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMPs) (Dodds y Rathjen, 2010; Fawke et al., 2015; Bektas y Eulgem, 2015;
Wang et al., 2019). Los PAMPs son componentes esenciales de diversas
clases de patégenos, como la flagelina de las bacterias o la quitina de los
hongos, que poseen una estructura conservada. Las plantas también
responden a moléculas enddgenas liberadas por la invasion de los
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patdgenos, como fragmentos de la pared celular o de la cuticula, llamados
patrones moleculares asociados a peligro (DAMPs), (Dodds y Rathjen, 2010;
Wang et al., 2019). La estimulacién de los PRRs activa un mecanismo de
defensa llamado inmunidad activada por PAMPs (PTI).

En una segunda fase o estrategia, los patdgenos emiten moléculas
efectoras que son reconocidas por receptores especificos intracelulares de
moléculas de virulencia de los patdgenos llamados efectores o elicitores,
codificados por genes de virulencia (avr), que inhiben la PTI o evitan el
reconocimiento de los efectores. Ante los genes avr, las planas activan genes
de resistencia (genes R) que son especificos para cada avr, este
reconocimiento provoca el mecanismo de defensa llamado inmunidad
activada por efectores (ETI), (Fig. 1.11). Este mecanismo es bastante
diferente de la PTI, ya que, en contraste con los PAMPs, los efectores tienen
caracteristicas variables, normalmente hay una amplia diversificacién de
receptores de ETl y de efectores de patdgenos dentro de la misma especie y
también entre especies, mientras que la funcidn y estructura de los PRR se
conservan ampliamente a través de las familias (Dodds y Rathjen, 2010;
Bektas y Eulgem, 2015; Bigeard et al., 2015).

Aunque PTl y ETI pueden dar lugar a respuestas similares, ETI es
cualitativamente mas fuerte y rdpida, aunque también mads inespecifica y
esta relacionada con la respuesta hipersensible (HR), que implica la muerte
programada de las células en el sitio de la infeccidn evitando el avance del
patogeno al bloquear su acceso al agua y nutrientes (Thatcher et al., 2005;
Dodds y Rathjen, 2010; Fawke et al., 2015; Bektas y Eulgem, 2015; Wang et
al., 2019). El ataque del patégeno desencadena una actividad hidrolitica que
a su vez genera un flujo de iones a través de la membrana plasmatica y la
pared celular de las células vegetales, provocando un aumento de la sintesis
de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Dotor y Cabezas, 2014), dando lugar
a la mencionada respuesta hipersensible mediante la que se produce la
necrosis de los tejidos en las zonas préximas al lugar de la infeccion (Mur et
al., 2008; Ali et al., 2018). Junto a la respuesta hipersensible se produce una
acumulacién de acido salicilico (AS), etileno (ET) y 4cido jasmdnico (AJ) (Dotor
y Cabezas, 2014; Ali et al., 2018). PTI es efectiva frente a patdgenos no
adaptados, mientras que ETl es activa frente a patdégenos adaptados, aunque
estas relaciones no son exclusivas y dependen de las moléculas elicitoras
presentes en cada infeccion (Dodds y Rathjen, 2010). Tanto la ETI como la PTI
activan a su vez una serie de cascadas de sefializacion mediadas por
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proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPKs), que finalmente
inducen la expresion de genes de defensa.
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Figura 1.11. Modelo de evolucién de la resistencia a bacterias en plantas. De
izquierda a derecha, reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patéogenos (como flagelina bacteriana) por quinasas similares a receptores
extracelulares (RLK), este reconocimiento desencadena rapidamente la inmunidad
basal, que requiere sefializacion a través de cascadas de MAP quinasa y
reprogramacion transcripcional mediada por factores de transcripciéon WRKY de la
planta. Las bacterias patdgenas utilizan el sistema de secrecion de tipo Il para
administrar proteinas efectoras que se dirigen a multiples proteinas del huésped
para suprimir las respuestas inmunes basales, lo que permite una acumulaciéon
significativa de bacterias en el apoplasto de la planta. Las proteinas de resistencia
vegetal (representadas por CC-NB-LRR y TIR-NB-LRR) reconocen la actividad
efectora y restauran la resistencia a través de respuestas inmunes activadas por
los efectores. La acumulacién limitada de bacterias se produce antes del inicio
efectivo de las respuestas inmunes activadas por efectores. Adaptado de
Chrisholm et al. (2006).

Estos genes activan una serie de componentes de sefalizacidon que
incluyen multiples proteinas reguladoras, especies reactivas de oxigeno
(ROS) y fitohormonas con especial implicacién en la defensa, como el acido
jasmonico (Al), el etileno (ET) o el acido salicilico (AS). Los niveles de ROS, AS,
ET y AJ normalmente aumentan en los tejidos de las plantas después de la
infeccidn de un patdgeno (Jones y Dangl, 2006; Dodds y Rathjen, 2010; Fawke
et al., 2015; Bektas y Eulgem, 2015), asi como ciertos compuestos fendlicos
gue juegan un importante papel en la resistencia a estrés de las plantas
(Kulbat, 2016).
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PTly ETI son respuestas locales transitorias que se limitan a los tejidos
infectados, sin embargo, las plantas son capaces de activar una inmunidad
sistémica duradera, a través de interacciones locales compatibles o
incompatibles (Bektas y Eulgem, 2015). La resistencia sistémica inducida (ISR)
se desencadena por la accion de algunas cepas no patdgenas de
rizobacterias. La activacion de la ISR estad regulada por la accién del acido
jasmonico y el etileno y se asocia generalmente con un estado fisioldgico en
el que las plantas pueden reaccionar mas eficientemente al ataque de un
amplio rango de patégenos (Gozzo y Faoro, 2013; Bektas y Eulgem, 2015;
Salla et al., 2016).

La resistencia sistémica adquirida (SAR) se activa en muchas especies
por la accidn de patégenos que causan necrosis, bien como respuesta HR, o
como sintoma de enfermedad (Durrant y Dong, 2004; Bektas y Eulgem,
2015), es efectiva contra un amplio rango de patdgenos a largo plazo y se
produce en lugares alejados del lugar de infeccién (Fu y Dong, 2013; Gozzo y
Faoro, 2013). En la SAR, el 4cido salicilico, compuesto fendlico derivado de la
fenilalanina, se acumula en los lugares de infeccidon y posteriormente se
transporta a lugares no infectados de la planta a través del floema, donde
induce el desarrollo de la SAR, por tanto esta implicada en el transporte de
la sefial generada en el tejido inoculado (Dempsey y Klessig, 2012; Dotor and
Cabezas, 2014; Maruri-Lopez et al., 2019).

De esta manera, el sistema de defensa de las plantas esta influenciado
por el tipo de patdgeno que produzca el ataque, el cual determinara la ruta
que se activa, sila mediada por el AS cuando se trata de un patdgeno bidtrofo
oladel AJ/ET sies por la accién de un patégeno necrétrofo, o por la presencia
de rizobacterias del suelo (Glazebrook, 2005; Thaler et al., 2012). La figura
[.12 muestra un modelo hipotético de respuesta a estrés provocado por
Phytophthora en plantas lefiosas (OBwald et al., 2014) que ilustra la posible
implicacion de los derivados de la fenilalanina, precursora de los fenoles,
entre ellos la lignina y la actividad ROS en la tolerancia al oomiceto.

1.5.1. Las especies reactivas de oxigeno (ROS)

En respuesta a estrés bidtico o abidtico las plantas liberan especies
reactivas de oxigeno (ROS). A pesar de que a altas concentraciones resultan
toxicas para las plantas, las ROS juegan un importante papel como moléculas
de sefializacion en la regulacion de numerosos procesos bioldgicos de la
planta, a parte de la respuesta a estrés (Mittler et al., 2011; Baxter et al.,
2014). Después del reconocimiento de cierta variedad de patégenos se ha
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documentado una generacién apoplastica de superéxido (Oz), o del
producto de su dismutacion, peréxido de hidrégeno (H,0,) (Torres et al.,
2006).
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Figura 1.12. Modelo hipotético del mecanismo molecular de respuesta a estrés frente a
Phytophthora en plantas lefiosas. 1: desactivacion de factores de virulencia del patégeno
por la proteina QsCAD1 (Quercus suber cinamil alcohol deshidrogenasa 1). 2: interaccidon
especifica entre las moléculas efectoras de Phytophthora y la region LRR de la proteina
QsRPc (proteina de resistencia de Q. suber a Phytophthora cinnamomi), asi como
transduccion de la sefial a través de NBS y dominios en estructura superenrollada (coiled-
coil (CC) / TIR). 3: activacion de la cascada MAPK y liberacion de factores de transcripcion.
4: sintesis y liberacion del factor de transcripcion (p) ppGpp del ATP y GTP catalizada por
la proteina QsRSH (homologa de Q. suber RelA / SpoT). 5: activacion de factores de
transcripcion y otras proteinas, por oxidacién o reduccién y / o isomerizacion de residuos
de cisteina, catalizada por QsPDI (Q. suber disulfuro isomerasa), en respuesta a ROS. 6:
regulacion de genes relacionados con la defensa por diferentes factores de transcripcion
resultantes de las reacciones 2 a 5. 7/8: activacidn de fenilalanina liasa de amonio (PAL) y
CAD2 (cinamil alcohol deshidrogenasa2) implicados en la sintesis de compuestos
fendlicos, precursores de lignina y suberina (mostradas para eucalipto y citricos). 9:
polimerizacion dependiente de H,0, de fenoles que forman lignina y suberina catalizada
por la peroxidasa QsPOX, (Q. suber peroxidasa). Abreviaturas: TF (factor de transcripcion);
TIR (receptor de interleucina 1 de peaje); ROS (especies reactivas de oxigeno); (p) ppGpp
(tetra y pentafosfato de guanosina); TM (dominio transmembrana); CC (dominio en
estructura coiled-coil); NBS (unién de nucledtidos sitio); LRR (repeticion rica en leucina);
MAPK (proteina quinasas activadas por mitégenos); ATP (trifosfato de adenosina); ADP
(adenosina difosfato); GTP (trifosfato de guanosina), proteina QsCAD1 (Q. suber alcohol
cinamilico deshidrogenasa 1), proteina QsRPc (proteina Q. suber de resistencia a P.
cinnamomi), QsRSH (homodlogo Q. suber RelA / SpoT), QsPDI (Q. suber disulfuro
isomerasa), PAL (fenilalanina amonio liasa), CAD2 (alcohol cinamilico deshidrogenasa2),
CW = pared celular, Pl = plasmalema, Cyt = citoplasma. Adaptado de OBwald et al. (2014).
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Las seifiales generadas por las ROS provocan respuestas rapidas tras el
estrés como el incremento de Ca?* citosélico, la activacion de cascadas de
MAPKs o la fosforilacién diferencial de proteinas, a largo plazo las respuestas
controlan cambios fenotipicos como el crecimiento, desarrollo y
supervivencia de las células (Zhao et al., 2001; Baxter et al., 2014). Las ROS
estan implicadas en la activacidon de mecanismos de defensa como la SAR, la
cual tiene gran importancia en la prevencidn de posteriores infecciones o
dafios en la totalidad de la planta (Mittler et al., 2011; Baxter et al., 2014).

Cuando la elevada concentracidon de ROS resulta tdxica para las propias
especies vegetales, se activan distintos mecanismos para paliar el estrés
oxidativo. En los peroxisomas la catalasa (CAT) convierte el perdxido de
hidrégeno en agua y oxigeno, mientras que en los cloroplastos la superéxido
dismutasa (SOD) cataliza la conversion de aniones de oxigeno en peroxido de
hidrégeno, que posteriormente serd transformado por otros mecanismos
antioxidantes (Mittler et al., 2004; Chong et al., 2005). La peroxidasa (POX)
también actla como catalizador de la degradacion del H,0,, convirtiéndolo
en agua y un radical libre derivado del sustrato fendlico o no fendlico
acompaiiante de la peroxidasa (Pandey et al., 2017). La glutatién reductasa
(GRd) actia como un poderoso antioxidante que contribuye a la
detoxificacion del perdxido de hidrégeno (H,0,) y a la neutralizacion de los
radicales superdxido e hidroxilo cuando es oxidado por estos ROS. Una vez
gue el GSH ha revertido a GSSG, y a diferencia de las formas oxidadas de otras
moléculas que participan en la neutralizacion de ROS, el GSSG se regenera
rdpidamente a GSH por la accidn de esta enzima glutation reductasa (GRd)
hasta su nivel de equilibrio. Este mecanismo de reciclaje del GSH funciona
como barrera quimica que previene la propagacion de ROS y la oxidacidn de
proteinas, acidos nucleicos y lipidos, y que es favorecida por la abundancia
de GSH en la célula (Noctor et al., 2012; Hasanuzzaman et al., 2017). En
ausencia de la activaciéon de mecanismos que palien la actividad oxidativa de
las ROS se puede llegar a alcanzar un estado de necrosis celular (Cervilla et
al., 2007; Kobayashi et al., 2007; Wi et al., 2012; Baxter et al., 2014).

I.6. Elicitacion, “priming” e induccion de memoria epigenética

La infeccion de las plantas causada por patdgenos necrotizantes, o la
colonizacidon de sus raices con ciertos microbios beneficiosos como las
rizobacterias causan la induccién de un estado fisiolégico Unico llamado
“priming”. Las plantas imprimadas son capaces de activar mas
eficientemente los mecanismos celulares de defensa, mediante una
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respuesta mas rapida, fuerte, o ambas, al ser atacadas nuevamente por
patdgenos, insectos o en respuesta a un estrés abidtico (Conrath et al., 2006,
2015; Conrath, 2011), la figura 1.13 muestra un esquema sobre el fendmeno
de “priming” incluido en Conrath (2011). Este proceso de sensibilizacién
también puede ser inducido mediante el tratamiento de las plantas con
ciertos compuestos naturales, como las propias elicitinas de los patégenos
(Ebadzad et al., 2015), o sintéticos (Walters et al., 2005; Conrath et al., 2006,
2015; Vivas y Solla, 2012; Bektas y Eulgem, 2015), que incluyen compuestos
guimicos que actlan en varios momentos en las rutas de sefializacion
implicadas en la resistencia a enfermedad (Walters et al., 2005). Estos
compuestos, llamados inductores o elicitores, son capaces de provocar
reacciones similares a las elicitinas y en algunas especies se han aplicado a
cultivos in vitroy se han obtenido y seleccionado lineas con mayor resistencia
a patégenos (Svabovd y Lebeda, 2005).

Los primeros elicitores sintéticos se identificaron en los afios 70
(Gianinazzi y Kassanis, 1974; Kassanis y White, 1975; Langcake y Wickins,
1975; White, 1979) y desde entonces se han ido conociendo nuevas
sustancias capaces de activar la resistencia sistémica inducida (ISR) o
adquirida (SAR) de las plantas tras verse sometidas a estrés, como por
ejemplo, el acido B-amino butirico (BABA), el acido salicilico (AS), el acido p-
aminobenzoico (PABA), el metiljasmonato (MeJA) o el benzotiadiazol (BTH)
entre otros (Conrath, 2011). La aplicacidn externa de estos elicitores en la
planta provoca una serie de cambios bioquimicos como la acumulacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS), el refuerzo de la pared celular mediante
la produccion de compuestos fenilpropanoides, la biosintesis de fitoalexinas
y proteinas relacionadas con la patogénesis, y la activaciéon de enzimas
ligadas a las respuestas de defensa (Jaiti et al., 2009; Thakur y Sohal, 2013).

Numerosos estudios han demostrado la efectividad de los
tratamientos exdgenos con MeJA a la hora de inducir resistencia al ataque
de ciertas plagas o patdgenos aplicados en plantulas de coniferas (Kozlowski
et al., 1999; Heijari et al., 2005; Holopainen et al., 2009; Zas et al., 2014),
plantas de Arabidopsis (Thomma et al., 2000), hojas de vid (Belhadj et al.,
2006), plantulas de tomate (Kepczyriska y Krél 2012), bayas de laurel (Wang
et al. 2014, 2015) y racimos de uva (Jiang et al., 2015). Otros estudios
realizados ensayando la efectividad de los tratamientos con BTH y BABA en
brinzales de Pinus pinaster ante el ataque de Fusarium circinatum (Vivas y
Solla, 2012) demostraron que la induccién de resistencia dependia de la
familia ensayada. Aplicaciones exdgenas de acido salicilico (AS) y carvacrol
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en Ulmus minor incrementaron la resistencia de los arboles al hongo
patdogeno Ophiostoma novo-ulmi (Martin et al., 2008, 2010). También
aplicaciones foliares de AS o BTH en Pinus radiata produjeron una
disminucion significativa de las infecciones provocadas por Diplodia pinea o
Phytophthora cinnamomi respectivamente (Reglinski et al., 1998; Ali et al.,
2000).
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Fig. 1.13. Un estimulo inductor de “priming” parece aumentar el nivel de
proteinas inactivas con un papel importante en la amplificacion de la sefial
celular. La exposicion posterior a MAMP, DAMP, efectores de patégenos
o estrés abidtico activa mas estas proteinas de sefalizacidn latentes en
células imprimadas que en células no imprimadas, de manera que provoca
una fuerte amplificaciéon de la sefial que conduce a una activacion mas
rapida y robusta de la defensa asociada con la inmunidad y tolerancia al
estrés. Clave: de izda. a dcha., receptor de reconocimiento de patrones,
efector receptor, amplificador de la sefal celular, MAMP o DAMP, efector.
Adaptado de Conrath (2011).

La elicitacidn de semillas con estos compuestos produce una serie de
cambios que permiten que, cuando se desarrollan en plantas, estas estén
imprimadas (“primed”) para dar respuestas de defensa mas rapidas y/o con
mayor intensidad al ser atacadas por patdgenos microbianos, insectos,
herbivoros o incluso si sufriesen un estrés abidtico (Kepczynska y Krél, 2012;
Worrall et al., 2012; Krdl et al., 2015). No obstante, la efectividad de los
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tratamientos elicitores a la hora de incrementar la respuesta a estrés bidtico
depende de qué tipo de patégeno estd infectando, ya que como se ha
comentado en apartados anteriores, las plantas activan diferentes rutas de
defensay las respuestas que dependen del acido jasmonico (Al) y del etileno
(ET) son activadas por los patégenos necrotroficos y las que dependen del
acido salicilico (AS) son activadas por patégenos biotréficos (Thakur y Sohal,
2013).

Horta et al. (2010) y Ebadzad et al. (2015) evaluaron los efectos de la
cinnamomina, elicitina segregada por P. cinnamomi, en plantas de
alcornoque y encina, demostrando que esta implicada en el proceso de
infeccion y es capaz de inducir respuesta de defensa a este oomiceto, sin
embargo, no se tiene conocimiento hasta la fecha de trabajos sobre el uso
de elicitinas o elicitores para inducir respuestas de defensa en semillas de
Quercus sp. Mediante la técnica de embriogénesis somatica, que se ha
descrito en apartados anteriores, se puede obtener un gran numero de
embriones genéticamente iguales (Ruiz-Galea et al., 2017). Suponiendo que
el desarrollo de los embriones somaticos imita al de los embriones zigéticos,
se podria estudiar si la elicitacion de estos embriones somaticos durante la
fase de proliferacidon genera alguna sefial de induccion de mecanismos de
defensa, y si estos mecanismos se transmiten de manera transgeneracional,
obteniéndose plantas mas resistentes a la infeccidon de P. cinnamomi.

Los cambios heredables en la expresién y funcién génica que no
pueden ser explicados por cambios en la secuencia de DNA se denominan
variaciones epigenéticas (Richards, 2006). Las variaciones epigenéticas estan
influenciadas por el ambiente, de manera que un mismo genotipo puede
mostrar fenotipos alternativos (Masuelli y Marfil, 2011). Diferentes estreses
pueden inducir cambios epigenéticos en las plantas, entre otros, el ataque
de patdgenos, el cultivo in-vitro y la hibridacién interespecifica (McClintock,
1984).

Las variaciones epigenéticas incluyen mecanismos moleculares como
modificaciones en la cromatina, metilacion del DNA, cambios en las histonas,
variaciones postranscripcionales y acumulacion de pequeinos ARNs y ARN de
interferencia (Kraska y Schonbeck, 1993; Richards, 2006; Jaskiewicz et al.,
2011; Boyko y Kovalchuk, 2011; Masuelli y Marfil, 2011; Holeski et al., 2012).
A través de estos cambios las plantas no sélo son capaces de adquirir
inmunidad por medio de la sensibilizacién o “priming” durante toda su vida,
sino que ademads pueden transmitir esta inmunidad a las siguientes
generaciones (Henry et al., 2013). Existen evidencias de que los estreses

34



I. Introduccion

bidticos provocados por herbivoros o patdgenos sobre las plantas madre
pueden inducir defensas transgeneracionales en la progenie cuando ésta se
ve sometida a condiciones ambientales severas (Holeski et al.,, 2012;
Rasmann et al., 2012; Vivas et al., 2013).

Sin embargo, la mayoria de estudios de induccién transgeneracional
de defensas frente a plagas y patégenos en plantas se enfocan en especies
anuales de ciclo corto; Luna et al. (2012) y Slaughter et al. (2012)
demostraron que el tratamiento de plantas de Arabidopsis con el elicitor
BABA, que interviene en la activacidn de la SAR, asi como el tratamiento con
cepas virulentas o avirulentas de P. syringae pv. tomato provocaba que su
progenie mostrara un incremento de la resistencia a este patégeno, con una
expresion mayor y mas rapida de genes implicados en la defensa mediada
por el AS. La progenie de plantas de Arabidopsis imprimadas con este elicitor
también mostré6 una mayor resistencia al oomiceto biotréfico
Hyaloperonospora arabidopsidis (Luna et al., 2012; Slaughter et al., 2012).

A pesar de esto, todavia se desconoce en gran medida si este tipo de
plasticidad transgeneracional también se da en especies forestales de ciclo
largo (Holeski et al., 2012). Vivas et al. (2013) demostraron que las
condiciones ambientales sufridas por arboles madre de pino maritimo
influian en la tolerancia a estrés bidtico de su descendencia y mas
recientemente, el trabajo de Camison et al. (2019) demostré que plantulas
jovenes de castaifio descendientes de darboles madre afectados por la
enfermedad de la tinta, tenian una mayor tolerancia a P. cinnamomi; este
incremento en la tolerancia se observé en plantas provenientes de las
semillas de menor tamafo, pero no estaba influenciado por el tamafio de la
semilla, sino que probablemente era consecuencia del efecto del fenédmeno
de “priming” de la semilla durante el desarrollo del fruto. En su ultimo trabajo
Vivas et al. (2021) demostraron que las plantulas descendientes de encinas
infectadas de manera natural por P. cinnamomi en campo mostraban mayor
grado de tolerancia que las procedentes de encinas sanas cuando eran
infectadas por el patédgeno en condiciones de invernadero.

Como se ha comentado, si el desarrollo de los embriones somaticos
imita al de los embriones zigdticos, se podria estudiar si la elicitacidon de estos
embriones somaticos de encina durante la fase de proliferacién genera
alguna sefal de induccién de mecanismos de defensa, y si estos se
transmiten de manera transgeneracional, obteniéndose plantas mas
resistentes a la infeccion de P. cinnamomi. En este sentido y hasta la fecha
hay escasas referencias (Ruiz-Galea et al. 2017) que estudien el efecto de
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elicitores como el MelA, BABA y BTH y extractos filtrados del oomiceto P.
cinnamomi (OCF) sobre lineas embriogénicas de encina, en relacién a la
integridad de las lineas y a la induccién de tolerancia a este patégeno.

Todos estos estudios referenciados anteriormente sugieren que
ciertos tratamientos elicitores activan mecanismos de defensa en las plantas
imitando el efecto que experimentan las mismas cuando sufren un estrés
bidtico y/o abidtico y que, ademas, esta resistencia o tolerancia inducida se
transmite a la descendencia, también en especies forestales de coniferas y
de frondosas, por tanto, es necesario implementar el estudio del fendmeno
de “priming” y de los mecanismos epigenéticos en otras especies forestales
de importancia, como en este caso en la encina (Quercus ilex L.).
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Il. OBJETIVOS

La mortalidad que viene sufriendo la encina (Quercus ilex L.) desde la
década de los 80 en la peninsula ibérica se ha incrementado
preocupantemente en los ultimos afios debido a la sequia y las altas
temperaturas provocadas por el cambio climatico. La enfermedad que afecta
a esta especie esta causada en gran medida por el oomiceto Phytophthora
spp., el cual es el responsable del decaimiento de los bosques de quercineas
y areas de dehesa del sudoeste de la peninsula. La encina y los ecosistemas
de los que forma parte tienen una gran importancia a nivel econémico,
ecolégico, paisajistico, social y cultural. En este contexto se hace necesariala
implementacion de nuevos métodos de proteccion de los bosques, aplicando
herramientas biotecnoldgicas que permitan alcanzar con éxito los objetivos
de los programas de prevencién y restauracién, permitiendo la conservacién
de estos ecosistemas.

El objetivo general de este trabajo es desarrollar herramientas para
generar genotipos de encina con mayor tolerancia al patégeno causante de
este decaimiento conocido como “la seca”. El trabajo se centra en la
propagacién de genotipos escape (tolerantes de manera natural al patégeno)
y en la busqueda de metodologias de elicitacion de embriones somaticos de
encina que permitan, sin afectar la integridad de las lineas embriogénicas, la
induccion de memoria epigenética “priming”, esto es, que las plantas
imprimadas sean capaces de responder mas rapida o contundentemente al
estrés bidtico producido por la infeccién de P. cinnamomi, esta capacidad de
respuesta se transmite a las siguientes generaciones. Ademas, se pretende
identificar marcadores precoces de respuesta a estrés para poder
seleccionar, en una fase inicial, la efectividad de los elicitores antes de que
los embriones somaticos se desarrollen en plantas que puedan ser testadas
en campo.

Los objetivos especificos son los siguientes:
Objetivo 1. Clonacién de genotipos escape de encina.

1.1.Seleccién de genotipos escape.
1.2.Clonacidn de genotipos mediante embriogénesis somatica.
1.3. Aclimatacién de plantulas.

Objetivo 2. Induccion de memoria epigenética para tolerancia a estrés
bidtico.

2.1.Optimizacidn de protocolos de elicitacién con extractos de oomiceto
y elicitores quimicos.
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2.2. Determinacién de marcadores precoces de tolerancia a estrés en el
material elicitado.
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I1l. MATERIAL Y METODOS
lll.1. Material bioldgico

Como material bioldgico de partida, se utilizaron flores masculinas
(amentos) de encina (Quercus ilex L.) recogidas de genotipos escape (ver
apartado 111.2); lineas embriogénicas de esta especie previamente
establecidas, y el oomiceto Phytophthora cinnamomi.

Los amentos de encina, en diferentes estadios de desarrollo, se
colectaron de ejemplares adultos (30-100 afos). Concretamente, se
recogieron amentos con un peduinculo corto, al descubierto, con flores
distinguibles y longitud no mayor de 1 cm (Fig. IIl.1A), o bien erectos de mas
de 1 cm de longitud, con flores cerradas distinguibles y algunos mas
desarrollados, colgantes y con flores abiertas (Fig. 111.1B). Estos amentos se
utilizaron para la induccién de lineas embriogénicas.

<N T Waldy e I L {
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Figura lll.1. Grado de desarrollo de los amentos utilizados para la induccién de ES; (A) estadio
By (B) estadio mas desarrollado que C segun Blasco et al. (2013).

También se utilizaron las lineas embriogénicas Hal3 (Fig. lll.2A) y VA5 11f,
obtenidas previamente en nuestro laboratorio; y las lineas Q8 y EO0O (Fig.
[11.2B) cedidas por el grupo del Dr. Mariano Toribio (IMIDRA, Madrid). Todas
las lineas se mantuvieron in vitro mediante subcultivos mensuales en medio
de proliferaciéon segln se describe en Martinez et al. (2015), que contenia las
sales y vitaminas de MS (Murashige y Skoog, 1962), 20 uM de tiosulfato de
plata, 4 g/L de carbdn activo y 8 g/L de Sigma agar (A-1296, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), (MS+STS+CA).
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Figura Ill.2. Lineas embriogénicas Hal3 (A) y EOO (B) utilizadas en diferentes ensayos de
elicitacion.

En los ensayos para inducir tolerancia a estrés biotico se utilizé la Cepa
1630 de Phytophthora cinnamomi cedida por el grupo de la Dra. Paloma
Abad (Instituto Agroforestal Mediterraneo, UPV). La cepa se mantuvo en
placas (90 x 15mm) con 25 mL de medio PDA (Potato Dextrose Agar,
Pronadisa®), pH de 5.6+0.2, mediante subcultivos de porciones de micelio de
0.5 cm? (Fig. 111.3) a medio fresco cada 15 dias. Las placas se sellaron con
Parafilm® y se conservaron en una camara de 25 °C en oscuridad.

Figura I1.3. Cepa 1630 de P. cinnamomi.

11l.2. Aprovechamiento de la variabilidad natural para la obtencion
de genotipos tolerantes a Phytophthora spp.

111.2.1. Seleccidn de genotipos escape para su propagacion

Para seleccionar genotipos escape se eligieron pies, aparentemente
sanos, situados en zonas sintomaticamente afectadas por Phytophthora spp.
La figura Ill.L4A y B muestra los genotipos H1 y VA5 respectivamente,
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seleccionados para la induccidon de embriogénesis somatica. También se
seleccionaron pies con sintomas de afeccién.

Figura lIl.4. Pies de encina seleccionados para I:; 6bt“encic')n de Il"néaé embriogéﬁicas de los
genotipos H1 (A) y VA5 (B).

La toma de muestras de los amentos se llevd a cabo en diferentes
puntos de la Comunidad Valenciana (Figura lll.5) durante los meses de junio
de 2014 vy abril - mayo de los afios 2016 y 2017. Todas las muestras se
colocaron en bolsas cerradas y en oscuridad a 4 °C hasta su utilizacién. La
tabla Ill.1 detalla los puntos de toma de muestra y las caracteristicas de los
genotipos seleccionados en relacion a la presencia (S) o ausencia de sintomas

(A).

il

Figura I11I.5. Localizacién geografica de los
genotipos seleccionados Vallivana (VA) y Pina de
Montalgrao (PM) en Castelldn; Garbi (GA) vy
Hunde (H) en Valencia y Font Roja (FR) en
Alicante.
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Tabla Ill.1. Detalle de los puntos de toma de muestra y presencia (S) o ausencia (A) de
sintomatologia propia de la afeccién por P. cinnamomi en los pies seleccionados.

Ne Ne
Provincia Localidad Lugar de recogida genotipos genotipos enomln_auon
genotipo
(s) (A)
Alicante  Alcoi Parque Natural de la 3 5 FR
Font Roja
Castellén Pina de Mlonte de Santa 1 4 PM
Montalgrao Barbara
Castellén  Morella Monte de la Vallivana 7 3 VA
Valencia  Segart Pic del Garbi 2 2 GA
Valencia  Ayora Monte de la Hunde 2 4 H

111.2.1.1. Deteccion de Phytophthora spp. en las raices de los genotipos
seleccionados

La presencia del oomiceto P. cinnamomi en las muestras de suelo y
raicillas de genotipos seleccionados se determind mediante el protocolo de
aislamiento descrito por Jung et al. (1996), que emplea la técnica de “baiting”
con manzana.

Para la toma de muestras de suelo, se realizaron cuatro hoyos
alrededor del pie seleccionado; se retird el mantillo superficial y se cavé a 20
cm de profundidad seleccionandose el material situado en esa franja que
comprende las 4 submuestras recogidas en los 4 puntos alrededor del
mismo. El material se almacené a 4 °C en bolsas cerradas de plastico y se
trasladé al laboratorio.

En el laboratorio se aislaron las raicillas presentes en las muestras de
suelo (Fig.lll.6A) y se esterilizaron con una dilucién al 10 % de lejia comercial
(3.5 % de cloro activo). Por otro lado, se esterilizaron manzanas de la
variedad Golden sumergiéndolas en etanol al 96 %. De cada manzana ya
esterilizada se extrajeron 4 porciones en forma de cuadrado de 1 cm?y las
cavidades formadas se rellenaron con las raicillas aisladas cortadas en
segmentos de 1 c¢cm y se taparon con las porciones de manzana
anteriormente extraidas. Las manzanas rellenas se conservaron en la cdmara
de 20 °C bajo condiciones oscuridad hasta la deteccién de un halo de
infeccion alrededor de cada una de las cavidades tapadas (Fig I11.6C). Una vez
aparecido el halo, se realizé una seccién de 0.5 cm? en el mismo y se cultivé
en medio de aislamiento especifico de P. cinnamomi, PARPNH (Jung et al.,
1996) que contenia 100 mL/L de zumo multivitaminico y 3 g/L de CaCOsy
estaba suplementado con 20 mg/L de ampicilina, 10 mg/L de rifampicina, 50
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mg/L de nistatina, 50 mg/L himexazol, 10 mg/L de pimaricina y 25 mg/L de
pentacloronitrobenceno (PCNB), se afiadieron 20 g/L de agar Pronadisa®
como agente solidificante.

] " .; b .» : &, »
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Figura I11.6. Etapas del proceso de deteccidon del oomiceto P. cinnamomi mediante la técnica
de “baiting” con manzana. A) recogida de muestras de tierra y raicillas en las inmediaciones

del arbol del genotipo H. B) seleccién de raicillas de las muestras recogidas. C) manzanas con
las cavidades rellenas con las raicillas en la cdmara a 20 °C.

El cultivo permanecié 5 dias en la cdmara de 20 °C y en oscuridad,
hasta que el oomiceto crecié lo suficiente como para poder ser identificado
morfoldgicamente. La determinacion de la presencia o ausencia de
Phytophthora spp. se realizd posteriormente con métodos moleculares en el
laboratorio de la Dra. Paloma Abad, del grupo Hongos Fitopatdgenos,
Instituto Agroforestal Mediterraneo (UPV).

111.2.2. Clonacidn de genotipos mediante ES

La clonacién de los genotipos seleccionados se abordé mediante la
técnica de embriogénesis somatica descrita en Blasco et al. (2013). La tabla
[11.2 muestra los amentos sembrados de cada genotipo.

111.2.2.1. Medios y condiciones de cultivo

Los medios de cultivo utilizados para la clonacién de los genotipos
seleccionados mediante ES se exponen en la tabla I11.3. Los medios utilizados
contenian una de las combinaciones de macronutrienetes que se citan, MS
(Murashige y Skoog, 1962), SH (Schenk y Hildebrandt, 1972), B5 (Gamborg,
1968), GD (Gresshoff y Doy, 1972) o WPM (Woody Plant Medium, Lloyd y
McCown, 1980); los micronutrientes MS, GD o WPM, segun se especifica en
cada fase de la ES y las vitaminas de MS, GD o WPM segun se indica en cada
medio de cultivo empleado. Todos los medios contenian 30 g/L de sacarosa
si no se especifica lo contrario.

Los reguladores de crecimiento benciladenina (BA), acido naftalén-
acético (ANA) y acido indolbutirico (IBA) se adicionaron a los medios de
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cultivo antes de proceder a su esterilizacién, mientras que el regulador de
crecimiento zeatina y el suplemento tiosulfato de plata se esterilizaron por
filtracion y se adicionaron al medio de cultivo una vez esterilizado vy
atemperado a 60 °C. Las concentraciones de cada regulador y/o suplemento
se detallan en cada apartado. Los medios se solidificaron con 6 g/L de
Plantagar S1000 (B&V, Italia), 6 0 6.5 g/L de agar para propagacion de plantas
(PPA, Conda-Pronadisa) u 8 g/L de Sigma agar segln se especifica en cada
apartado. El pH de los medios se ajustd a 5.8 con HCl y KOH, antes de
proceder a su esterilizacion en autoclave (105 Pa a 120 °C, 20 min).

Tabla lll.2. Establecimiento in vitro de amentos procedentes de genotipos seleccionados en
la Comunidad Valenciana. NiUmero de amentos cultivados en placa con 10 amentos/placa.

Ao Punto de recogida Genotipo Total amentos establecidos

Afio 2014 Vallivana VA5 100
Font Roja FR3 1300

Font Roja FR5 1450

Font Roja FR6 1000

Vallivana VAl 1010

Vallivana VA5 320

Vallivana VA8 900

Ao 2016 Vallivana VA9 1000
Vallivana VA10 640

Hunde H1 2010

Hunde H2 1460

Hunde H3 1640

Hunde H5 1680

Garbi GAl 520

Garbi GA2 790

Garbi GA3 1140

Garbi GA4 460

Hunde H1 230

Hunde H5 260

Afo 2017 Hunde H6 300
Font Roja FR7 300

Font Roja FR8 300
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Tabla I11.3. Composicién de los medios utilizados en los ensayos de clonacién de genotipos
mediante embriogénesis somatica en encina (mg/L).

MS SH* B5* GD WPM
Macroelementos
KH,PO4 170 170
KNO; 1900 2500 500 1000
K>504 990
KCl 150 300
MgS0, 370 400 125 122 180.54
CaCl,-2H,0 330 165 75 150
CaCl 72.50
Ca(NOs),-4H,0 471.26
NHNO3 1650 300 400
(NH4)2:SO4 100 200
Na;HPO4-12H,0 37.81 75.70
NaH,P04-2H,0 50.87 90
Microelementos
CoCl,.6H,0 0.025 0.25
CuS04.5H,0 0.025 0.25 0.25
FeNaEDTA 36.70 36.70 36.70
H3BO3 6.20 3 6.20
Kl 0.83 0.75
MnS0O4.H,0 22.30 10 22.30
MoO4Na3.2H,0 0.25 0.25 0.25
ZnS04.7H,0 8.60 3 8.60
Vitaminas
Mioinositol 100 10 100
Acido nicotinico 0.50 0.10 0.50
Piridoxina HCI 0.50 0.10 0.50
Tiamina HCI 0.10 1 1
Glicina 2 0.40 2
Suplementos (g/L)
Sacarosa 30 30 20 30 30

* Los medios SH y B5 contenian los micronutrientes MS.
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Los recipientes de cultivo utilizados fueron placas Petri de plastico de
60 x 15 mm (sdlo para el medio de preacondicionamiento) y 90 x 15 mm, con
15 y 25 mL de volumen, respectivamente. Las placas se sellaron con
Parafilm®. Los cultivos se mantuvieron en cdmara de crecimiento a 25 + 2 °C
en oscuridad o fotoperiodo de 16 h (tubos fluorescentes SYLVANIA GRO-
LUX® y Philips cool-white, 120-180 mol m?2s?).

111.2.2.2. Esterilizacion y establecimiento de los cultivos

Los amentos se distribuyeron en pequeinos sacos de muselina bien
atados y se esterilizaron sumergiéndolos en etanol (70 %) durante 2 minutos
con agitacion fuerte y a continuacion en lejia comercial diluida al 10 % (3.5 %
de cloro activo) con dos gotas de Tween 20, durante 15 minutos. Después se
enjuagaron 3 veces con agua destilada estéril.

Tras ser esterilizados, los amentos enteros o sus flores aisladas se
sembraron en medio de preacondicionamiento que contenia los
macronutrientes B5 diluidos a la mitad de su concentracién original (B5/2),
los micronutrientes y vitaminas de MS, 20 g/L de sacarosa y 6 g/L de
Plantagar. Los cultivos se mantuvieron en cdmara de cultivo a 252 °Cy en
oscuridad. Transcurridos 10 dias, los explantos contaminados se eliminaron
y el resto se transfirié a medio primario de induccion.

111.2.2.3. Induccién de embriogénesis somatica

En esta etapa de la ES se utilizaron medios nutritivos que incluian los
macronutrientes de MS completos o a la mitad de su concentracion original
(MS/2) y SH segun se especifica a continuacion.

Durante los afios 2014 y 2016 se utilizé medio primario de induccion
gue contenia los macronutrientes MS/2 con sus micronutrientes y vitaminas,
30 g/L de sacarosay 6 g/L de Plantagar suplementado con 10 uM de BA y 50
KM de ANA. Los cultivos se mantuvieron en cdmara de cultivo a 252 °Cy en
oscuridad. Tras 30 dias en estas condiciones, los cultivos se transfirieron a
medio secundario de induccidbn con los macronutrientes SH, los
micronutrientes y vitaminas MS, 30 g/L de sacarosa, 6 g/L de Plantagar,
suplementado con 0.5 uM de BA y 0.5 uM de ANA. Los cultivos se
mantuvieron en cdmara de cultivo a 2512 °C con fotoperiodo de 16 h durante
30 dias y a continuacion se pasaron a medio de manifestacion que contenia
los macronutrientes MS con el NH;NOs; a la mitad de su concentracién
original, micronutrientes y vitaminas MS, 30 g/L de sacarosa, 6 g/L de
Plantagar, 0.5 uM de BA y 0.5 uM de ANA; los cultivos se mantuvieron en
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camara de cultivo a 25+2 °C con fotoperiodo de 16 h durante 30 dias y los
callos embriogénicos formados se transfirieron a medio MS de proliferacion
de embriones (Martinez et al.,, 2015) o SH, estos medios se describen
detalladamente en el siguiente apartado.

Enelafio 2017 la mitad de los amentos se sembrd en el medio primario
de induccion MS/2 suplementado con 10 uM de BAy 50 uM de ANAy el resto
se cultivd en el medio secundario de induccidon SH sin reguladores de
crecimiento, continuando con este medio en la fase de manifestacion. Los
explantos se mantuvieron en el medio de manifestacién hasta la aparicién de
estructuras proembriogénicas (PEMs). En las tablas 111.4 y I1I.5 se resumen las
composiciones de los medios nutritivos utilizados en los diferentes ensayos
de induccidén de lineas embriogénicas a partir de amentos de encina.

Tabla lll.4. Resumen de los medios de cultivo utilizados para la induccidon de embriogénesis
somatica a partir de amentos de encina durante los dos primeros afios de estudio.

Preacondi- Primario de Secundario de Manifestacién

cionamiento Induccién induccion
Macronutrientes B5 MS/2 SH MS (NH4NOs 1/2)
Micronutrientes MS MS MS MS
Vitaminas MS MS MS MS
Sacarosa (g/L) 20 30 30 30
Reguladores (uM) BA/ANA (10/50) BA/ANA (0.5/0.5) BA/BA (0.5/0.5)
Plantagar (g/L) 6 6 6 6
El?lrt]i(\j/icfiones de Oscuridad Oscuridad Fotoperiodo 16 h Fotoperiodo 16 h

Tabla lll.5. Medios de cultivo utilizados para la induccién de embriogénesis somatica a partir
de amentos de encina durante el Ultimo afo de estudio.

Preacondicionamiento  Primario de Induccién/Manifestaciéon*

Macronutrientes B5 SH
Micronutrientes MS MS
Vitaminas MS MS
Sacarosa (g/L) 20 30
Plantagar (g/L) 6 6

Condiciones de

. Oscuridad Oscuridad/Fotoperiodo 16 h
cultivo

* El medio primario de induccién y de manifestacién tenian la misma composicién; estas fases
Unicamente se diferenciaban en las condiciones del cultivo (oscuridad y fotoperiodo de 16 h
respectivamente).
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111.2.2.4. Proliferacién de lineas embriogénicas

Para la proliferacién y diferenciacion de las lineas embriogénicas
establecidas, las estructuras proembriogénicas (PEMs) se transfirieron a
placas Petri con medio de MS+STS+CA (Martinez et al., 2015). Este medio de
cultivo contenia los macronutrientes, micronutrientes y vitaminas MS, 30 g/L
de sacarosa, 0.5 g/L de hidrolizado de caseina, 20 uM de STS, 4 g/L de carbdn
activo y 8 g/L de Sigma agar. Los cultivos se mantuvieron en camara de
crecimiento a 25 + 2 °C con fotoperiodo de 16 horas, tapandose las placas
con papel de filtro para crear condiciones de luz difusa y se subcultivaron
cada 30 dias hasta que los embriones somaticos evolucionaron a un estadio
de corazén-torpedo.

l11.2.2.5. Maduracion de embriones somaticos

Los embriones en estado corazdn-torpedo se transfirieron a medio SH
sin reguladores de crecimiento con 30 g/L de sacarosa y 6 g/L de Plantagar
donde permanecieron 6 -8 semanas hasta que comenzaron a diferenciar los
cotiledones.

Para finalizar la maduracién y favorecer la posterior germinacion, los
embriones en estado cotiledonar, bien formados y mayores de 6 mm, se
transfirieron durante el primer afio de estudio a medio SH fresco sin
reguladores de crecimiento y se mantuvieron en cdmara a4 °Cy en oscuridad
durante 8 semanas. En el segundo y tercer afio de estudio, para favorecer la
desecacion, se pasé a utilizar placas Petri vacias de vidrio estériles para
mantener los embriones en frio durante las 8 semanas (Martinez et al.,
2017b).

111.2.2.6. Germinacién/ conversion

Después de las 8 semanas en frio, los embriones somadticos se
transfirieron a botes de vidrio con 70 mL de medio SH que contenia los
micronutrientes y vitaminas de MS, 30 g/L de sacarosa, 6 g/L de Plantagar y
estaba suplementado con 0.25 uM de IBA y 0.11 uM de BA. Se colocaron 6
embriones por bote y se mantuvieron una semana en oscuridad a 252 °Cy
a continuacioén se transfirieron a condiciones de fotoperiodo de 16 horas.

A partir del afio 2016 se sustituyd este medio SH para la germinacidn
por el medio GD (parcialmente modificado, tabla Ill.3) que contenia los
macronutrientes GD, micronutrientes GD parcialmente modificados (3 mg/L
ZnS0,4 7H,0; 0.25 mg/L CuSO4 5H,0; 0.25 mg/L CoCl, 6H,0), vitaminas GD, 20
UM de STS, 0.44 uM de BA y 30 g/L de sacarosa, solidificado con 6 g/L de PPA
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(Martinez et al., 2017b). Los cultivos se mantuvieron a 25%2 °C con
fotoperiodo de 16 horas. Los embriones se subcultivaron cada 8 semanas.

Una vez germinados, los embriones con la radicula poco desarrollada
se transfirieron a medio de enraizamiento o a la fase de aclimatacidn si las
plantulas tenian 2+0.5 cm de longitud de tallo. En la tabla 11l.6 se muestran
los medios empleados en la fase de germinacién de embriones somaticos.

Tabla 111.6. Medios de cultivo utilizados para la germinacidn de los embriones sométicos.

SH GD
Macronutrientes SH GD
Micronutrientes MS GD
Vitaminas MS GD
Sacarosa (g/L) 30 30
STS (M) 20
Reguladores (LM) IBA/BA 0.25/0.11 BA 0.44
PPA (g/L) 6
Plantagar (g/L) 6
Condiciones de cultivo Fotoperiodo 16 h Fotoperiodo 16 h

111.2.2.7. Clonacidn de brotes

Con la finalidad de incrementar el material clonado, se aislaron brotes
de los embriones germinados y se transfirieron a medio de proliferacién de
brotes.

La clonacidn de las lineas embriogénicas a partir de los brotes se inicié
a partir de un tallo aislado de un embrién somatico de encina germinado en
el medio de cultivo GD descrito en el apartado anterior, cuando el tamafio
de las primeras hojitas era de 0.5 cm aproximadamente. Se utilizé el
protocolo descrito por Martinez et al., (2017a) que consiste en un ciclo de
tres subcultivos quincenales de los brotes en medios con concentraciones
decrecientes de BA. Los medios contenian los macronutrientes WPM (Tabla
[11.3) y estaban suplementados con las concentraciones decrecientes de BA,
20 uM STS, 30 g/L de sacarosa y se solidificaron con 8 g/ L de Sigma agar. Los
cultivos se mantuvieron a 2512 °C con fotoperiodo de 16 horas. Cada ciclo de
multiplicacidn durd 6 semanas en total.

En primer lugar y antes de empezar el ciclo, se aislaron los brotes de
los embriones germinados y se transfirieron a botes de vidrio que contenian
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70 mL de medio WPM descrito anteriormente suplementado con 0.88 uM de
BA (WO) para vigorizar el brote. En este medio permanecieron durante 21
dias.

El ciclo de subcultivos comenzé transfiriendo los brotes del medio W0
a medio WPM suplementado con 0.44 uM de BA (W1) donde permanecieron
15 dias, posteriormente, los brotes se pasaron a medio WPM con la misma
composicion que el medio anterior, pero suplementado con 0.22 uM de BA
(W2) donde permanecieron otros 15 dias. Finalmente, los brotes se
transfirieron a medio WPM con la misma composicion que los anteriores,
pero suplementado con 0.044 uM de BA y 0.46 uM de Zeatina (W3). En este
medio permanecieron otros 15 dias para completar su crecimiento y para
qgue se produjera su elongacion. En la tabla IIl.7 se muestra el protocolo
seguido para la multiplicacion de los brotes. Después de 6 semanas, cuando
los brotes ya habian proliferado y crecido, se inicié un nuevo ciclo de
multiplicacién aislando aquellos brotes con mejor aspecto y una longitud de
1-1.5 cm para cultivarlos de nuevo en el medio W1 durante 15 dias,
comenzando de nuevo la secuencia descrita.

Tabla 11l.7. Medios de cultivo utilizados y condiciones de los cultivos durante la fase de
propagacion de brotes.

wo * w1 W2 W3

Macronutrientes WPM WPM WPM WPM
Micronutrientes WPM WPM WPM WPM
Vitaminas WPM WPM WPM WPM
Sacarosa (g/L) 30 30 30 30
STS (UM) 20 20 20 20
Reguladores (uM) BA 0.88 BA 0.44 BA0.22 BA/Z 0.044/0.46
Agar Sigma 1296 8 8 8 8

Fotoperiodo  Fotoperiodo Fotoperiodo .
Condiciones de 16h 16h 16 h Fotoperiodo 16 h

cultivo
3 semanas 2 semanas 2 semanas 2 semanas

* El medio WO Unicamente se utilizé al comienzo del primer ciclo de 6 semanas, para brotes que se
acababan de transferir del medio GD de germinacion.

111.2.2.8. Enraizamiento de brotes

Se seleccionaron brotes que tenian buen aspecto y una longitud de 1
cm y se transfirieron a botes de vidrio que contenian 70 mL de medio de
enraizamiento con los macronutrientes MS/2, los micronutrientes vy
vitaminas de MS, 19.7 uM de IBA, 0.54 uM de ANA, 20 g/L de sacarosa y
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estaba solidificado con 6.5 g/L de PPA (modificado de Martinez et al. (2017a).
Se mantuvieron en oscuridad y a 25+2 °C durante 7 dias, tras los cuales se
destaparon y se mantuvieron en cdmara de cultivo a 2542 °C con fotoperiodo
de 16 h otros 7 dias, posteriormente se transfirieron a medio sin reguladores
de crecimiento.

111.2.2.9. Aclimatacidn de las plantulas obtenidas

Para determinar las condiciones de aclimatacidn mas favorables se
hizo un ensayo preliminar de aclimatacidon testando 4 tipos de sustrato
(Tablas 1.8 y 111.9), utilizando plantulas de encina de otros genotipos
obtenidas por embriogénesis somatica anteriormente en el laboratorio, y
otras cedidas por el grupo de la Dra. Elena Corredoira (IIAG-CSIC). Después
de este ensayo se seleccionaron los dos sustratos que menos marras habian
producido para emplearlos en la aclimatacién de todas las plantulas
obtenidas tras 8 semanas de cultivo en medio de germinacién, o 2 semanas
en medio de enraizamiento. Las plantulas bien desarrolladas, con buen
aspecto y con una longitud de 2+0.5 cm se transfirieron a bandejas de
alveolos forestales (QUICK-POT, modelo QP 35 T, Projar) con una medida de
bandeja de 280 x 360 mm y alveolo de 5 x 50 x 115 mm con 35 alveolos por
bandeja, que contenian los sustratos descritos en la tabla l11.8

Tabla 111.8. Composicion de cada uno de los sustratos ensayados.

Sustratol 70 % SeedPro 50 50 + 30 % perlita

Sustrato 2 Turbatruf

Sustrato3 33 % DSM 1W + 33 % perlita+ 33 % Lana de roca

Sustrato4 70 % (70 % DSM 1W + 30 % perlita) + 30 % arena+ 3g/L dolomita célcica

Las bandejas se introdujeron en cajones de plastico Congost de 40
litros y se cubrieron con pldstico transparente para mantener inicialmente
una humedad relativa alta y se colocaron en cdmara de crecimiento a 25 °C,
70-80 % de humedad relativa y fotoperiodo de 16 horas (SYLVANIA GRO-
LUX® y Philips cool-white 95-100 umol m™2s™). La cubierta de plastico se fue
agujereando y abriendo progresivamente para acostumbrar a las plantulas a
una humedad relativa menor y prepararlas para el paso a invernadero,
finalmente, transcurridas 6 semanas, se retird. Tras dos semanas mas en
camara de crecimiento, las bandejas se trasladaron a invernadero bajo
condiciones de luz natural. Se observaron las plantulas durante 2 meses, y
tras este periodo, se tomaron los datos de supervivencia y crecimiento.
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Tabla 111.9. Composicién de los sustratos comerciales utilizados en la preparacién de los
sustratos ensayados.

Seed Pro 50 50 Projar  Turbatruf Projar DSM 1W KEKKILA
50 % Turba rubia fina 25 % Turba rubia 70 % Turba rubia

L 50 % Turba negra: 55 %Turba negra 30 % Turba parda
Materia prima
17% Fibra de coco
3 % Perlita
Dolomita célcica: 3 Dolomita calcica:  Dolomita célcica: 4-6
kg/m?3 6 kg/m3 kg/m3
Fertilizado base: 0,8 Fertilizado base: 0.8
Aditivos kg/m? kg/m?
(Multi- mix: N-PzOs-KzO (Multi-mix: N-PzOs-Kzo
14-16-18) 14-16-18)
(NO3-N 5.4 %, NH4-N
8.6 %)
Microelementos Microelementos
pH método EN 1+5 6-6.5 7.5-8 5.8-6
pH método pasta
saturada 5.5-6 7-7.5 5.5-6

111.3. Induccién de memoria epigenética para la tolerancia a estrés
biético

Los ensayos para la induccion de memoria epigenética se realizaron
con las lineas embriogénicas Hal3, VA5 11f, Q8 y E0OQ.

Estos ensayos se llevaron a cabo con dos tipos de elicitores de manera
simultanea; extractos filtrados (OCF) de la cepa 1630 de Phytophthora
cinnamomi (a 0, 10, 30 0 50 % v/v de concentracidn) y los elicitores quimicos
metil jasmonato (MelA), benzotiadiazol (BTH), 4cido para-aminobenzoico
(PABA), acido beta-amino butirico (BABA) y acido salicilico (AS) a las
concentraciones 0, 5, 10, 25 y 50 uM. En estos ensayos se determind la
influencia del tipo y concentracién del elicitor, la duracion de la elicitacién y
la consistencia del medio de cultivo que contenia los diferentes elicitores.

111.3.1. Elicitacion de lineas embriogénicas con extractos estériles de
Phytophthora cinnamomi y elicitores quimicos

111.3.1.1. Preparacion de los extractos del oomiceto y elicitores quimicos

Para la preparacién del extracto estéril de la cepa 1630 de P.
cinnamomi (OCF) se utilizaron 3 matraces estériles de 250 mL. En cada
matraz, que contenia 40 mL del medio ESM (Elicitin Secretion Medium,
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(Horta et al., 2008)) (500 mg/L de KH,PO4, 250 mg/L de MgS0,-7H,0, 1000
mg/L de asparagina, 1 mg/L de tiamina, 20 g/L de glucosa y 500 mg/L de
extracto de levadura) se colocaron 8 recortes de 0.5 cm? provenientes de la
parte externa del micelio de P. cinnamomi, que habia estado creciendo en
medio PDA a 25 °Cy oscuridad durante 10 dias. Seguidamente, los matraces
se pusieron en agitacion (50 rpm) y oscuridad, en una cdmara de 23+2 °C,
durante 5 dias. Transcurrido este periodo se recolecté el extracto haciendo
pasar los cultivos a través de discos de papel de filtro Whatman® No. 2 (90
mm de didametro), utilizando embudos y matraces kitasatos Blichner. A
continuacidn, el extracto se esterilizo utilizando filtros Whatman® de 22 um;
finalmente, el extracto estéril se diluyé a diferentes concentraciones segin
el experimento, con medio ESM.

Se prepararon disoluciones stock de cada uno de los elicitores
guimicos a 5, 10, 25 y 50 uM. Se afiadié el volumen correspondiente de cada
una de estas disoluciones stock a cada tratamiento en matraces que
contenian el medio ESM.

111.3.1.2. Proceso de elicitacion

La elicitacion de las lineas embriogénicas se realizé6 en matraces
estériles de 250 mL. En cada matraz se introdujeron 40 mL de una disolucién
compuesta por medio ESM vy el elicitor correspondiente; en el caso del
extracto estéril del oomiceto la disolucidn se preparé a las concentraciones
0 (control), 10, 30 y/o 50 % (v/v), que constituyen los tratamientos control,
OCF10, OCF30 y OCF50 respectivamente. En el caso de los elicitores
guimicos, la disolucidn se preparo a las concentraciones 0 (control), 5, 10, 25
y 50 uM de cada elicitor, constituyendo los tratamientos control, y como
ejemplo, para el MelA, MeJA5, MelJA10, MelA25 y MelA50, siguiendo la
misma nomenclatura para cada elicitor, utilizando su abreviatura
correspondiente.

A continuacién, se pesd 1+0.1 g de material embriogénico en fase
globular y se introdujo en cada uno de los matraces que contenian las
disoluciones anteriores. Los matraces con las lineas embriogénicas en
suspensidén se mantuvieron en agitacion (100 rpm) y oscuridad (2312 °C)
durante 3 dias. Se realizaron 3 repeticiones de cada tratamiento. Después de
3 dias de agitacidn se recogio el material elicitado con ayuda de embudos y
matraces kitasatos Blichner y papel Whatman No. 2, de 90 mm de diametro.
El material recogido se cultivd en placas Petri (90 x 15 mm) con medio
MS+STS+CA (Martinez et al., 2015) para su mantenimiento.
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Para la elicitacién en medio sélido se preparé medio SH sin reguladores
de crecimiento que contenia 50 uM de los elicitores MelA, BTH y PABA y se
sembrd 1+0.1 g de material embriogénico en fase globular de la linea Hal3.
Se realizaron tres repeticiones por tratamiento. Se mantuvieron los cultivos
en este medio con elicitores durante 60 dias.

111.3.1.3. Efecto de la aplicacion de elicitores sobre las lineas embriogénicas

Durante los primeros ensayos de elicitacién se determinaron las
condiciones del cocultivo entre las lineas embriogénicas y los elicitores
(concentracién, tiempo y medio de cultivo utilizado para la aplicacion) que
no afectaran al crecimiento de las primeras, ni produjeran dafios como
consecuencia del estrés oxidativo, para ello se midié el crecimiento de las
lineas y se determind la concentracion de MDA y H,0; liberados en las
mismas transcurridos diferentes periodos tras la elicitacion.

111.3.1.3.1. Medida del crecimiento

Transcurridos 30 o 60 dias tras la elicitacidn se pesod el total de material
embriogénico en cada tratamiento y se calculd el incremento relativo de
peso fresco que habian experimentado las lineas en cada uno de ellos.
Posteriormente se determind el porcentaje de material embriogénico que no
habia revertido a callo embriogénico y no se habia necrosado para establecer
el porcentaje de material que se habia desarrollado en buenas condiciones.

111.3.1.3.2. Influencia en la integridad de la membrana celular

La cuantificacion del dafio oxidativo causado como consecuencia del
proceso de elicitacidon se realizd mediante el analisis de la concentracion de
MDA. Se siguié el protocolo descrito por Cervilla et al. (2007), para ello se
homogeneizaron 0.1, 0.3 o 1 g de material embriogénico recogido 7, 15, 30
o 60 dias tras la elicitacion, con 1 mL de tampodn fosfato 0.05 M (0.07 %
NaH,P04-2H,0, 1.6 % Na,HPO,-12H,0). Las muestras se centrifugaron a
13000 rpm durante 25 minutos a 4 °C. Se pipetearon 200 plL de sobrenadante
y se afiadieron a 800 pL del tampdn TBA-TCA, el cual contenia un 0.5 % (p/v)
de 4cido tiobarbiturico (TBA) (Sigma-Aldrich, USA) y un 20 % (p/v) de acido
tricloroacético (TCA) (Sigma-Aldrich, USA). Las muestras se incubaron a 95 °C
durante 30 minutos y a continuacidn se enfriaron rdpidamente en un bafio
de hielo, después se centrifugaron nuevamente a 13000 rpm durante 10
minutos.

La absorbancia del sobrenadante se midié a 532 nm, mientras que el
valor de la turbidez no especifica se midié a 600 nm en un espectrofotometro
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Eppendorf BioSpectrometer®. La concentracién de MDA presente en la
muestra se determiné empleando el coeficiente de extincién del MDA, el cual
es de 155nMtcm (Cervilla et al., 2007).

El total de MDA se calculé de acuerdo a la formula expresada por
Heath y Packer (1968):

Tampén de extraccién (mL) x Sobrenadante (mL)x [%%Abm]x 103

Total MDA (nmol gPF — 1) =

Cantidad de material (g)
111.3.1.3.3. Determinacion del dafio oxidativo

En los primeros ensayos de elicitacion se determind también la
concentracién de H,0; liberado después de poner en contacto el material
embriogénico con los elicitores, como medida del posible estrés oxidativo
generado por la elicitacién y con el objetivo de seleccionar el tratamiento
menos lesivo para las lineas embriogénicas.

Para esta determinacion se empled el protocolo descrito por Chong et
al. (2005). Se homogeneizaron 0.1, 0.3 0 1 g de las muestras con 1 mL de TCA
al 0.1 % y se centrifugaron a 13000 rpm a 4 °C durante 15 minutos; se
afiadieron 250 pL de sobrenadante a 250 uL de tampdn fosfato de potasio 10
mM (pH = 7.0) y 500 pL de yoduro de potasio 1 M. La absorbancia se midid a
390 nm en espectofotdmetro Eppendorf BioSpectrometer®. El contenido en
H,0, se expresd en pg/mL. Se llevaron a cabo 3 repeticiones de cada
tratamiento.

111.3.1.4. Ensayo de elicitacion en medio sélido y durante periodos largos de
tiempo

En el primer ensayo se utilizé la linea Hal3 y los elicitores MelJA, BTH
y PABA a una concentracion de 50 uM en medio sélido que contenia los
macronutrientes SH, micronutrientes y vitaminas MS y estaba suplementado
con 30 g/L de sacarosa. El medio se solidificé mediante la adicion de 6 g/L de
Plantagar y no contenia reguladores de crecimiento. Los elicitores se
anadieron al medio después de autoclavarlo y atemperarlo a 60 °C. La linea
embriogénica se cultivé en este medio durante 60 dias. Tras este periodo se
determind su crecimiento (incremento relativo de peso fresco), para
averiguar qué tratamientos mermaban este crecimiento. También se
determinaron las concentraciones de MDA y H,0, como medida de la
peroxidacion de las membranas y del estrés oxidativo causados en la linea
embriogénica, de esta manera se descartaron tratamientos que resultaran
lesivos para la linea embriogénica.
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111.3.1.5. Ensayos de elicitacion en medio liquido y durante periodos cortos
de tiempo

Para determinar el elicitor mds adecuado para favorecer una
respuesta ante el ataque del patégeno sin alterar el crecimiento de la linea
embriogénica se realizaron cuatro experimentos.

El primer ensayo se realizd con la linea Hal3 y los elicitores OCF y
MelA, BTH y PABA a las concentraciones (0, 10 y 30 % v/v) y 50 uM
respectivamente, aplicados utilizando medio liquido ESM. La linea se cultivo
en contacto con los elicitores durante 3 y 5 dias en este medio liquido y
posteriormente se transfirio a medio sdélido SH sin reguladores de
crecimiento donde permanecié 30 dias. Tras este periodo se determiné el
crecimiento de la linea y se midio el contenido de MDA y H,0,.

En un segundo ensayo se elicitaron las lineas embriogénicas Hal3, Q8
y VA5 11f con MelA en medio liquido ESM a las concentraciones (0, 5, 10, 25
y 50 uM) durante 6 y 24 horas. Transcurrido este periodo las lineas
embriogénicas se transfirieron a medio sélido SH sin reguladores de
crecimiento y tras 30 dias se determiné el contenido en MDA y H,0..

En el tercer ensayo se testd la linea Hal3 y los elicitores OCF, MelA,
BTH y PABA a las concentraciones (0, 30 y 50 % v/v) para OCFy (0, 5, 10, 25
y 50 uM) para los elicitores quimicos. Todos los elicitores se aplicaron en
medio liquido a la linea embriogénica durante tres dias. Transcurrido este
periodo la linea embriogénica se transfiriéo a medio sélido MS+STS+CA y tras
60 dias se determind el crecimiento (incremento relativo de peso fresco) y
desarrollo de la linea (porcentaje de embriones bien formados), y el
contenido en MDA.

En un ultimo ensayo se elicitd la linea EO0 con OCF (0, 30y 50 % v/v),
MelJA, BABA y AS (0, 5, 10, 25 y 50 uM). Todos los elicitores se aplicaron en
medio liquido a la linea embriogénica durante tres dias. Transcurrido este
periodo la linea embriogénica se transfirié a medio sélido MS+STS+CA y tras
60 dias se determind el crecimiento (incremento relativo de peso fresco) y
desarrollo de la linea (porcentaje de embriones bien formados), y el
contenido en MDA.

111.3.1.6. Evaluacion de la efectividad de la elicitacion induciendo tolerancia
a P. cinnamomi

Para evaluar la eficacia de los tratamientos de elicitacion a la hora de
activar la respuesta a estrés bidtico en las lineas elicitadas se realizaron una
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serie de ensayos preliminares poniendo en contacto las lineas embriogénicas
elicitadas con el patdgeno y estudiando, por un lado, el desarrollo de este
patogeno y la respuesta del material embriogénico (en los cultivos duales) v,
por otro lado, la produccion de ROS vy, en los ensayos de infeccion en medio
liguido con extractos activos de P. cinnamomi, la actividad de algunas
enzimas relacionadas con la detoxificacion de ROS en las lineas
embriogénicas.

111.3.1.6.1. Cultivos duales

Se establecieron cultivos duales enfrentando embriones somaticos y
porciones de micelio de P. cinnamomi (cepa 1630), para ello, se colocaron
0.3 g de material embriogénico de la linea Ha13 sin elicitar (control) a 0.5 cm
del extremo de una placa Petri (90 x 15 mm) con 25 mL de medio SH sin
reguladores de crecimiento y en el medio de la placa se afadid un recorte de
0.5 cm? de medio PDA que contenia micelio del oomiceto. En el lado opuesto
de la placa se dispuso la misma cantidad de material embriogénico elicitado
(Fig. 111.7). El material elicitado se habia tratado previamente con OCF (30 y
50 % v/v), MeJA, BTH y PABA (5, 10, 25 y 50 uM). Se prepararon 3
repeticiones por tratamiento y los cultivos se mantuvieron a 252 °C con
fotoperiodo de 16 h de luz difusa.

Figura lIl.7. Ejemplo de placa de cultivo dual
en medio SH a tiempo 1 con material
embriogénico control (izda.) y material
elicitado con OCF30 (dcha.).

Se midié diariamente el crecimiento del radio del micelio hacia el
material embriogénico control y hacia los embriones elicitados hasta que el
micelio del oomiceto alcanzd el material embriogénico, el 3¢" dia del ensayo.

Se calculd la ratio de crecimiento entre el control y el material elicitado
de manera que ratios superiores a 1 indicaban un crecimiento mayor del
micelio hacia la zona del material embriogénico control, lo que se interpretd
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como una inhibicién del crecimiento del patégeno por parte del material
elicitado. Finalmente, el material embriogénico se recogié y conservd en
congelador a -80 °C.

111.3.1.6.2. Medida de la respuesta a estrés biético (actividad ROS)

Estas determinaciones se llevaron a cabo con el material embriogénico
de la linea Hal3 que habia sido elicitado con OCF (30 y 50 % v/v) MelA, BTH
y PABA (5, 10, 25 y 50 uM) y material control, ambos tipos de material se
habia puesto en contacto previamente con el oomiceto en los ensayos de
cultivo dual. También se utiliz6 material embriogénico de la linea Hal3
elicitado con los mismos tratamientos anteriores y material control, que se
habia cultivado en medio liquido ESM que contenia extracto activo del
oomiceto diluido al 20 % (v/v), asi como material de la linea EQO elicitado con
OCF (30 % v/v), MelA (5 y 25 uM), AS (5 y 50 uM) y BABA (10, 25 y 50 uM)
después de haber sido infectado con el extracto anterior.

Para la preparacion del extracto activo de P. cinnamomi en medio
liguido (cepa 1630) se utilizaron matraces estériles de 250 mL. En cada
matraz, que contenia 40 mL de medio ESM, se colocaron 5 recortes de 0.5
cm? provenientes de la parte externa del micelio, crecido en medio PDA
durante 10 dias. A continuacion, los matraces se pusieron en agitacion (50
rpm), a 23122 °Cy en oscuridad durante 4 dias. Transcurrido este periodo se
recupero el extracto activo del oomiceto haciendo pasar los cultivos a través
de discos de papel de filtro Whatman® No. 2 (90 mm de didmetro), ayudados
por embudos Blichner y matraces kitasatos. Finalmente, el extracto se diluyé
al 20 % (v/v) con medio ESM fresco.

Las lineas embriogénicas elicitadas y control se sumergieron durante 3
horas en esta disolucién al 20 % de extracto activo de P. cinnamomi y se
volvieron a depositar en medio MS de proliferacion durante 24 horas, tras
las cuales, se liofilizaron y/o congelaron.

Como medida de una respuesta primaria a estrés se determiné la
concentracién de H,0; en el material embriogénico elicitado y se compard
con la concentracién de H,0; en el material control, después de haber sido
infectados ambos tipos de material con P. cinnamomi.

Posteriormente se determind la actividad de las enzimas catalasa
(CAT) y superéxido dismutasa (SOD) en estas muestras elicitadas y sus
controles, para tratar de dilucidar si en las muestras elicitadas la actividad de
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estas enzimas era superior y por tanto se podia concluir que la elicitacion
favorecia la actividad enzimatica para neutralizar el efecto de las ROS.

111.3.1.6.2.1. Determinacion de H20:

Para esta determinacion se empleé el protocolo descrito por Chong et
al. (2005). Se homogeneizaron 0.3 g de las muestras con 1 mL de TCA al 0.1
% y se centrifugaron a 13000 rpm a 4 °C durante 15 minutos; se afiadieron
250 pL de sobrenadante a 250 pL de tampon fosfato de potasio 10 mM (pH
=7.0) y 500 pL de yoduro de potasio 1 M. La absorbancia se midié a 390 nm.
El contenido en H,0; se expresé en ug/g de peso fresco. Se llevaron a cabo 3
repeticiones de cada tratamiento.

111.3.1.6.2.2. Determinacion de actividades enzimaticas

Catalasa: la actividad enzimdtica de la catalasa (CAT) se determind
inicialmente en la linea Hal3 después de ser elicitada con OCF (OCF30 y
OCF50) y puesta en contacto con el oomiceto en un cultivo dual siguiendo el
protocolo descrito en Chong et al. (2005).

Para la cuantificacion de proteina presente en las muestras (mg) se
homogeneizaron 0.1 g de material en 1 mL de tampdn fosfato 0.2 M (pH =
7.4) y se centrifugaron a 13000 rpm a 4 °C durante 20 minutos. Se afiadieron
200 pL del reactivo de Bradford a 800 pL del sobrenadante. Para la
preparacion del blanco se emplearon 800 uL de tampdn fosfato 0.2 M (pH
=7.4) y 200 pl de reactivo de Bradford. La absorbancia se midié a 595 nm. La
concentracién de proteina se determind en comparacidén con una recta
patron preparada con diluciones seriadas de albumina de suero bovino (BSA)
y reactivo Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio Rad®).

La actividad CAT se determiné midiendo los niveles de H,0, durante
un periodo de 4 minutos. Para ello se homogeneizaron 0.2 g de material con
500 pL de tampdn fosfato 0.2 M (pH = 7.4). Las muestras se centrifugaron a
13000 rpm a 4 °C durante 10 minutos. El mix de reaccién contenia 1 mL del
tampodn de reaccién (H,0, 19 mM en tampdn fosfato 50 mM, pH =7.0) al cual
se le afiadieron 150 plL de sobrenadante. Los cambios de la absorbancia de la
reaccion fueron medidos a 240 nm durante 5 minutos. El coeficiente de
extincién del H,0; es de 43.6Mcm™.

Superdxido dismutasa: la actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD)
se determind en lineas embriogénicas del genotipo EOO elicitadas con OCF
(30 % v/v), MeJA (5 y 25 uM), AS (5 y 50 uM) o BABA (10, 25 y 50 puM) v,
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posteriormente, puestas en contacto con un extracto activo del oomiceto
diluido al 20 % (v/v).

La cuantificaciéon se realizé mediante el ensayo OxiSelect™ Actividad
Superoxido Dismutasa (Cell Biolabs, inc. Ref. STA-340) que se basa en que la
enzima SOD cataliza la dismutacidn del anién superdxido en perdxido de
hidrégeno y oxigeno molecular. Los aniones superdxido (O2’) son generados
por un sistema Xantina / Xantina Oxidasa (XOD) que es detectada con una
solucion de cromogen, sin embargo, en presencia de SOD, la concentracion
de estos aniones superdéxido se reduce, produciendo menos seiial
colorimétrica.

Se homogeneizaron 0.3 g de tejido en 1.5 mL de tampdn de lisis 1X frio
(10 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1 mM EDTA); las muestras se
centrifugaron a 12000 x g durante 10 minutos y se colecté el sobrenadante.
Se prepard una placa multipocillo con 30 pL de cada muestra en cada pocillo
y se afiadieron 5 pL de la disolucién de xantina, 5 pL de la disolucion de
cromogen, 10 pL del tampdn de lisis 10X y 40 pL de agua desionizada;
finalmente se anadieron 10 pL de una dilucién de la solucion de xantina
oxidasa a cada pocillo, se mezcld y se incubd la placa durante 1 hora a 37 °C.
Se hicieron tres repeticiones por muestra y se midio la absorbancia a 490 nm
en un espectrofotémetro de lectura de placas Perkin Elmer 1420 multilabel
counter VICTOR3y V.

111.4. Determinacién de marcadores precoces de tolerancia a estrés
biético

Para determinar posibles cambios moleculares inducidos por el
proceso de “priming” y relacionados con una mejor respuesta ante un
posterior ataque del patdgeno, se estudiaron las variaciones en la expresion
de genes de respuesta a estrés y en los perfiles proteico, fendlico y hormonal
de las lineas elicitadas y control sometidas o no a lainfeccion por el oomiceto.
También se determind la actividad enzimatica catalasa, peroxidasa y el
contenido en glutation total, todo ello relacionado con la eliminacién de ROS.

Las lineas Q8, E00 y VAS 11f se elicitaron o no (controles) con 50 uM
de MelJA en medio liquido ESM durante tres dias y las muestras se tomaron
en las condiciones que se describen en el apartado 111.3.1.2. Tras la elicitacién
se transfirieron a medio MS+STS+CA donde permanecieron 14 dias.
Transcurrido este periodo se pusieron en contacto con un extracto activo de
P. cinnamomi al 20 % (v/v) (infeccién) en medio liquido ESM durante 3 horas
como se describe en el apartado 111.3.1.6.2, y se volvieron a depositar en
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medio MS+STS+CA donde permanecieron 24 horas. Tras este periodo se
congelaron y/o liofilizaron para llevar a cabo los diferentes anélisis.

111.4.1. Variaciones en los niveles de expresion de genes de respuesta
a estrés

Para estos ensayos se seleccionaron 5 genes relacionados con la
sintesis de fenilpropanoides e implicados en la respuesta a estrés biotico.
Concretamente, los genes CSQs (codifica una Corismato Sintasa de Q. suber),
PALQs (codifica una Fenilamonio Liasa de Q. suber), CAD1Qs, (CAD) (codifica
una Cinamil Alcohol Deshidrogenasa de Quercus suber), ChSQs (codifica una
Chalcona Sintasa de Q. suber), CsTL1 (codifica una proteina similar a la
Taumatina de Castanea sativa). Como genes de referencia se utilizaron
inicialmente QpTUBg (Tubulina), QsACT (Actina) y QsEFse (Factor de
Elongacién de la Polimerasa).

111.4.1.1. Extraccidon de ARN y preparacion del ADN complementario (ADNc)

Se trituraron 0.1 g de material embriogénico de cada muestra de las
lineas Q8, E00 y VA5 11f, elicitadas o no, e infectadas o no, como se ha
descrito en el apartado anterior, en presencia de nitréogeno liquido y se
almacenaron en microtubos de 2 mL. Los microtubos se mantuvieron
sumergidos en nitrégeno liquido hasta que se acabo el procesado de todas
las muestras. Para la extraccion de ARN se empled el kit de purificacién de
ARN total en plantas/hongos (Norgen Biotek Corp.). Se afiadié tampdn de
Lisis C con B- mercaptoetanol al 10 % hasta completar un volumen final
de 600 pL. El tampén se afiadié a cada muestra en dos tandas de 300 L,
agitando con vértex suave entre ellas. Posteriormente se incubaron las
muestras durante 5 minutos a 55 °C en termobloque, agitando los tubos cada
2 minutos. El lisado se pipeted a través de una columna de filtrado
ensamblada en un microtubo de 2 mL y finalmente las muestras se
centrifugaron durante 2 minutos a 14000 rpm. El sobrenadante claro,
libre de impurezas, se transfirid a un microtubo de microcentrifuga libre de
ARNasas en el que se incorporé el mismo volumen de etanol de 96 ° que el
presente en las muestras (100 mL de etanol por cada 100 mL de eluyente).
Esta mezcla se aplicd a la columna de spin y se centrifugd 1 minuto a 6000
rom. El ARN retenido en la resina de la columna se lavé aplicando 400 uL de
la solucidn de lavado A a la columna y se centrifugd 1 minuto a 9000 rpm,
descartando el sobrenadante. Tras repetir el lavado 4 veces, las muestras se
centrifugaron 2 minutos a 13000 rpm para secar la resina de la columna.
Finalmente, la columna se incorpord en un tubo de elucién de 1.7 mL. Se
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afiadieron 40 pL de solucién de elucion A a la columna. Se centrifugaron a
2000 rpm 2 minutos y 1 minuto a 14000 rpm. Por ultimo, se afiadieron 50 plL
de solucién de elucién A a la columna, para volver a centrifugar a 2000 rpm
2 minutos y 1 minuto a 14000 rpm. El ARN extraido se almacend a -80 °C
hasta su uso.

Se purificaron las muestras mediante la digestion de ADN gendémico
presente en las mismas usando el kit ARNasa-Libre ADNasa (Takara Bio Inc.).
Se preparo la mezcla de reaccién para la digestion con tampdn 10X ADNasa
y ADNasa recombinante | y se incubaron las muestras durante 30 minutos a
37 °C, a continuacioén, se ainadieron 2.5 plL de una disolucién de EDTA 0.5 M
y se incubaron las muestras 2 minutos a 80 °C; se agregaron 50 plL de agua
ultrapura estéril y 10 plL de acetato de sodio 3 M; se diluyd bien la mezcla y
se afiadieron 250 pL de etanol congelado, se mezclé bien y se incubaron las
muestras 30 minutos a -80 °C, posteriormente se centrifugaron a 12000 rpm
durante 10 minutos a 4 °C, se descarto el sobrenadante de cada una de ellas
y se lavd el precipitado con 250 uL de etanol congelado, a continuacién, se
volvieron a centrifugar las muestras a 12000 rpm durante 5 minutos a 4 °C,
se descarto el sobrenadante, se seco el precipitado y finamente se redisolvio
en 50 pL de agua ultrapura estéril.

El ARN aislado en cada una de las muestras se cuantific6 mediante un
espectrofotémetro NanoDrop™ One, Thermo Scientific™. Se realizaron 3
medidas por muestra y se calculé una media (expresada en ng de ARN por
ML). A partir de esta medida se calculd el volumen de muestra necesario para
obtener 1 ug de ARN.

Parala sintesis de ADNc se empled 1 ug de ARN y el kit de transcripcién
reversa (Takara Bio Inc.). Se prepard la mezcla de reaccidén con 4 pulL de
tampdn 5X, 1 uL de enzima, 1 uL de oligos dT y 1 uL de hexameros aleatorios,
se afiadieron 7 plL de la mezcla a cada muestra y se completé el volumen
hasta 20 pL con agua libre de ARNasas. La reaccidon consistié en una
incubacién durante 15 minutos a 37 °Cy 5 segundos a 85 °C.

111.4.1.2. Amplificacion por PCR a tiempo real

Se emplearon los cebadores (Tabla 111.10) de los genes PAL, CAD, ChSy
CS descritos por Chaves et al. (2011), y los correspondientes a los controles
internos (ACT, EF y TUB) y CsTL1 fueron los empleados por Cano et al. (2021)
y Soler et al. (2008). En primer lugar, se probaron con ADNc de Quercus ilex
mediante PCR a tiempo final. Las condiciones seleccionadas para esta PCR
fueron las siguientes; 5 minutos a 95 °C, a continuacidn 35 ciclos compuestos
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de 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 60 °C y 30 segundos a 72 °C,
finalmente 3 minutos a 72 °C. Los productos de la PCR se analizaron en gel
de agarosa al 2.6 % en tampodn TBE 1X junto con el tampdn de carga y el
marcador de 100 pares de bases (Takara Bio Inc).

Tabla 111.10. Cebadores utilizados para la PCR

Gen Cebador directo Cebador reverso
CSQs TGGATTGATTGGAAACAGATTAC CAAGGAAGCAGCACACAG
PALQs ATTAGCAGGGATTGATGG CAAGTGGTCTGTAAATTCG
CAD1Qs CAGATGATAAGCCATTTGCG AGGAACTTCAGGGTGCTAC
ChSQs TGAGATCACAGCAGTTAC CAAGTTGAAACAGTGGAC
CsTL1 GTTCAAGCTCCATGGAAAGG ACCTGACCGGTGCTACAATC
QpTUBq CTCGTGCTGTTCTCATGGATCT TGGCCGAAAACGAAGTTGTC
QSsACT GCCCCACGAGCTGTGTTC TCTGGCCCATTCCAACCA
QsEF TTGTGCCGTCCTCATTATTGACT TCACGGGTCTGACCATCCTT

Los analisis de RT-PCR se realizaron en un equipo Step One Plus de
Applied Biosystems (SCSIE, UV) empleando el kit SYBR® Premix Ex Tag™, ((Tli
RNaseH Plus), Takara Bio Inc.) siguiendo las especificaciones del fabricante.
Para la amplificacion de ADNc se utilizaron 40 ciclos de 3 segundos de
desnaturalizacion a 95 °C y 30 segundos de anillamiento a 60 °C. Tras cada
ciclo se generaron curvas de melting de 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60
°Cy 15 segundos a 95 °C para asegurar que se habian obtenido productos
uniformes. Las muestras se procesaron por triplicado en un volumen final de
reaccion de 20 pL que contenia 1 pL de ADNc y 0.3 uM de cada cebador.

En primer lugar, se determind la eficiencia de la amplificacién de los
cebadores, para lo cual se realizaron diluciones seriadas 1:4 de una muestra
de ADNGg, a fin de obtener mediante los valores de Cr (threshold cycle, ciclo
umbral) de cada una de ellas 5 puntos a partir de los cuales desarrollar una
recta patrén para cada cebador. A través de la pendiente de la recta patrén
se calculd la eficiencia de la amplificacién siguiendo la férmula de Bustin et
al. (2009).

Eficiencia = 10~1/pendiente _

En segundo lugar, se amplificaron muestras de las tres lineas
embriogénicas con los cebadores de los tres genes de referencia para
comprobar la estabilidad de la amplificacion.

Finalmente, se amplificaron por triplicado las muestras de cada linea
embriogénicay tratamiento, y se determind el nivel de expresion de los cinco
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genes para cada una de ellas mediante el pardametro 24T (Pfaffl, 2001),
utilizando como gen de referencia QsEFse.

111.4.2. Variaciones en el perfil proteico

Este analisis se realizé con muestras de la linea EOO tratadas como se
describe en el apartado 11l.4, con la excepcidon de que la infeccidon se produjo
alos 5 dias de la elicitacidn. Se utilizé material liofilizado de estas muestras.

111.4.2.1. Extraccion de proteinas y preparacion de las muestras

La extraccidon de proteinas de las muestras se llevé a cabo mediante el
método de TCA —Acetona optimizado para bellotas de Quercus ilex subsp.
ballota (Valero-Galvan et al., 2014).

Se introdujeron 0.1 g de material liofilizado de cada muestra en
microtubos de 2 mL y se afiadid 1 mL de una solucién de 10 % (p/v) TCA/
acetona con 0.07 % (p/v) DTT (ditiotreitol). Se mezcld bien utilizando vértex.
A continuacion, se sonicaron las muestras 3x10 s (50 W, amplitud 60) a 4 °C
y se dejaron precipitar las proteinas durante la noche. Posteriormente, se
centrifugaron las muestras a 15000 x g y a 4 °C durante 15 minutos, se
descarté el sobrenadante y el precipitado se lavd dos veces con una
disolucion de acetona con 0.07 % (p/v) DTT, y se volvieron a centrifugar las
muestras a 15000 x g y a 4 °C durante 15 minutos. Se descartd el
sobrenadante y el precipitado obtenido se secd a temperatura ambiente
para eliminar la acetona residual. Las proteinas se disolvieron en una
solucién de solubilizacién (urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS 4 % (3-[(3-
cholamidopropilo) dimetilamonio]-1-propanosulfonato), tritén 2 %) durante
2 horas, mediante agitacion en un vértex a 4 °C.

El contenido en proteina de las muestras se cuantificé mediante el
método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando albimina de suero bovino
(BSA) como estandar. Se midio la absorbancia a 595 nm. Los extractos de
proteinas de las muestras se conservaron a -20 °C hasta su utilizacién.

Los extractos de proteina se purificaron mediante SDS-PAGE
(electroforesis en gel de poliacrilamida y SDS) al 12 % de poliacrilamida
(Laemmli, 1970). Se prepararon geles utilizando un kit de electroforesis
(Protean I, Bio-Rad, USA). La fase separadora contenia 12 mL de acrilamida/
bisacrilamida al 40 %, 10 mL de Tris-HCI, pH 8.8, 0.4 mL de 10 % SDS,
(dodecilsulfato sodico) 17.4 mL de agua destilada, 0.2 mL de 10 % APS
(persulfato de amonio) y 0.02 mL de TEMED (N,N,N’,N’-
tetrametilendiamina). La fase concentradora contenia 1.2 mL de acrilamida/
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bisacrilamida al 40 %, 3.024 mL de Tris-HCI, pH 6.8, 0.12 mL de 10 % SDS,
7.632 mL de agua destilada, 0.06 mL de APSy 0.012 mL de TEMED.

Se cargaron las muestras en el gel (100 pg de equivalentes de proteina
de BSA) y se conectd la fuente a 80 V hasta que el frente de electroforesis
hubo penetrado 1 cm en el gel separador. El gel se extrajo y se fijé (10 %
metanol, 7 % 4cido acético) durante media hora. Tras la fijacion el gel se tifid
con una solucién de azul brillante de Coomassie G-250 (Sigma-Aldrich, USA)
(Mathesius et al., 2001).

A continuacidn, se cortaron las bandas que contenian las proteinas, se
trocearon y se mantuvieron en agua hasta su digestién. Las porciones de gel
se destifieron aplicando 200 mM de bicarbonato amdnico (BA) que contenia
50 % de acetonitrilo durante 15 minutos, posteriormente se aplicd
acetonitrilo al 100 % durante 5 minutos. Se redujeron las proteinas mediante
la adicion de 20 mM DTT en 25 mM BA y la incubacién a 55 °C durante 20
minutos. Se enfriaron las muestras a temperatura ambiente y
posteriormente se aplicé yodoacetamida 40 mM en BA25 mM a las mismas,
y se mantuvieron en oscuridad durante 20 minutos para provocar la
alquilacién de los tioles libres. Se lavaron las porciones de gel dos veces en
25 mM BA. La digestidn proteolitica se llevd a cabo mediante la adicion de
tripsina (Promega, Madison, WI) a 12.5 ng/pL de enzima en 25 mM BA y se
incubaron a 37 °C durante la noche. La digestidon de proteinas se detuvo por
la adicion de 4cido trifluoroacético al 1 % y las muestras digeridas se secaron
en Speedvac (Valledor y Weckwerth, 2014; Romero-Rodriguez et al., 2019).

111.4.2.2. Identificacion y cuantificacién de proteinas por nLC-MS/MS

La nLC se llevd a cabo en un equipo Dionex Ultimate 3000 nano UPLC
(Thermo Scientific, SCAI, UCO) con columna C18 75 um x 50 Acclaim Pepmam
(Thermo Scientific). La mezcla de péptidos se cargd previamente en una
precolumna de 300 um x 5 um Acclaim Pepmap (Thermo Scientific) con
acetonitrilo 2 % /TFA 0.05 % durante 5minutos a 5 pL/min. La separacién de
péptidos se realizd a 40 °C en todas las tandas. El tampdn de la fase moévil A
(A) estaba compuesto por agua y acido férmico 0.1 %. La fase mévil B (B) se
componia de acetonitrilo 20 % y acido féormico 0.1 %. Las muestras se
separaron a 300 nl/min. Las condiciones de elucion fueron 4-35 % B durante
60 minutos; 35-55 % B durante 3 minutos; 55-90 % B 3 minutos; un lavado
de 8 minutos con 90 % B y 12 minutos de reequilibracion a 4 % B. El tiempo
total de duracién de la cromatografia fue de 85 minutos.
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Los cationes peptidicos eluidos se convirtieron a iones en fase gaseosa
mediante ionizacion con nano electro spray y se analizaron en un
espectrémetro de masas Thermo Orbitrap Fusion (Q-OT-qIT, Thermo
Scientific) en modo positivo. El escaneo de precursores de péptidos de 400 a
1500 m/z se realiz6 a una resolucién de 120K (a 200 m/z) con un objetivo de
recuento de 4 x 10° iones. El tindem MS se llevd a cabo mediante el
aislamiento a 1.2 Da con el cuadrupolo, fragmentacién CID con una energia
de colisién normalizada de 35, y MS analisis con escaneo rdpido en la trampa
de iones. El objetivo de recuento de iones AGC se establecid en 2 x 103 y el
tiempo maximo de inyeccién fue de 300 ms. Se muestrearon por MS2
Unicamente aquellos precursores en estado de carga 2-5. La duracion de la
exclusién dindmica se establecié en 15 s con una tolerancia de 10 ppm
alrededor del precursor seleccionado y sus isétopos. Se activo la seleccidon de
precursor monoisotopico. El equipo actué en modo top 30 con ciclos de 3 s,
de manera que el equipo realizaria eventos MS2 continuos hasta un maximo
de 30 precursores no excluidos o 3 s, lo que resultara mas répido.

111.4.2.3. Tratamiento de datos y clasificacion funcional de proteinas

Los datos se procesaron utilizando el programa Proteome Discoverer
(versién 2.1.0.81, Thermo Scientific). Los espectros MS2 se buscaron
mediante motor SEQUEST enfrentandolos a una base de datos de genoma
de Quercus. Los péptidos se generaron mediante una digestidn triptica
tedrica permitiendo como mdximo la ausencia de un Unico fragmento, la
carbamidometilacién de cisteinas como modificacidn fija y la oxidacion de
metionina como modificacidon variable. La tolerancia de masa de precursor
fue de 10 ppm y los iones producidos se buscaron con 0.1Da de tolerancia.
Las identificaciones de péptidos se agruparon en proteinas de acuerdo a la
ley de Parsimony y se filtré al 1 % FDR, y la cuantificacién de péptidos se basd
en el drea de pico de intensidad.

Los valores de proteina se normalizaron mediante suma vy
transformacion con log2 antes de los analisis estadisticos. La estadistica se
llevé a cabo con el paguete mixOmics de RStudio v1.2.1335: Integrated
development environment for R (RStudio Boston, MA) (SCSIE, UV). Se
realizaron tres réplicas bioldgicas para cada tratamiento. Se aplicé la
penalizacion Lasso para obtener las proteinas diferenciales del total de las
proteinas identificadas en la base de datos. Las proteinas se clasificaron
funcionalmente de acuerdo a Mapman (Thimm et al., 2004). Para los analisis
cluster también se empled el paquete mixOmics de R (SCIE, UV).
Posteriormente se analizaron estadisticamente los datos de las proteinas
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diferenciales mediante el programa SPSS Statistics para Windows versién 26
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

111.4.3. Variaciones en el perfil fendlico

En este estudio se analizaron muestras de 0.1 mg de material
embriogénico de las lineas Q8, E00 y VA5 11f tratadas como se describe en
el apartado 1l1.4.

Las muestras se extrajeron con 1 mL de metanol al 80 % en un bafio de
ultrasonidos a temperatura ambiente durante 30 minutos y se filtraron (0.22
pum) para eliminar particulas. Los extractos se inyectaron en un equipo de
cromatografia liquida conectado a un espectrémetro de masas en tandem
ABSciex TripleTOF™ 5600 LC/MS/MS. La elucidn de los extractos se realizd
empleando un gradiente de metanol y agua acidificados con 0.1 % de acido
formico (Tabla 111.11) con flujo de 0.4 mL/min en una columna Waters UPLC
C18 de 1.7 um (2.1 x 50 mm). El tiempo de acumulacion fue de 100 ms. Las
condiciones de ionizacién fueron: fuente de iones de gas 1 (GC1) 50 psi,
fuente de iones de gas 2 (GC2) 50 psi, cortina de gas 1:25 psi, temperatura
400 °C, voltaje de pulverizacion de iones (ISVF) -4500 y energia de colision
(CE) -50. La adquisicion de datos se hizo en modo negativo, en un rango de
masa de 80 - 1200 m/z.

Tabla lll.11. Condiciones de medicion del equipo HPLC.

Tiempo (min) H,0 (0.1 % &cido férmico) MeOH (0.1 %acido férmico)
0 90 10
2 90 10
13 0 100
15 0 100
15.1 90 10
22 90 10

La calibracion automatizada se realizé utilizando un sistema de
inyeccion de calibrante externo (CDS) que infunde solucién de calibracidon
antes de la introduccidn de la muestra. El equipo MS utilizaba un método de
adquisicidn IDA con tipo de escaneo topografico dependiente del ion del
producto. Los datos se evaluaron cualitativamente utilizando el software
PeakView™. La recta de calibrado se realizé con el flavonol quercetina y se
prepard entre 1 ppb y 250 ppb.
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Entre los compuestos detectados se determinaron las concentraciones
de los acidos sindpico, eldgico, ferulico y cafeico, del flavonol quercetina y de
la proantocianina prodelfinidina B3, empleando rectas patron preparadas
mediante diluciones seriadas (25, 50, 100, 250, 500 y 1000 mg/mL) de los
compuestos de referencia adquiridos; acidos sinapico, elagico, ferulico y
cafeico, y glucdsido de quercetina (Sigma- Aldrich, USA).

111.4.4. Variaciones en el perfil hormonal

Para estudiar la variacidn en la produccion de hormonas relacionadas
con la respuesta a estrés se utilizaron las lineas Q8, E00 y VA5 11f tratadas
como se describe en el apartado Ill.4 y se determind la concentracién de
acido abcisico (ABA), jasmonato (JA) y salicilato (SA).

Se pesaron 25+3 mg de material liofilizado y se llevd a cabo la
cuantificacion de las hormonas mediante un UPLC y MS/MS (Ultra
performance liquid chromatography/mass spectrometer) utilizando un
equipo Q-Exactive Orbitrap (Thermo Fisher) (VLC/Campus, IBMCP, Valencia).
El tejido finamente molido se suspendid en metanol 80 % con un 1 % de acido
acético conteniendo estandares internos y se mezcld bien con agitacion
durante 1 hora a 4 °C. El extracto se mantuvo a -20 °C durante la noche y
después se centrifugd y se secd el sobrenadante mediante un evaporador al
vacio. El residuo seco se disolvié en acido acético 1% y se paso a través de
una columna de fase reversa (HLB Oasis 30 mg, Waters), como se describe
en Seo et al. (2011). Los residuos finales se secaron y disolvieron en
acetonitrilo 5 % - dcido acético 1 % y se separaron las hormonas mediante
UHPLC con una columna reversa Accucore C18 (de 2.6 mm, 100 mm; Thermo
Fisher Scientific) con un gradiente 2-55 % de acetonitrilo conteniendo 0.05
% de acido acético, a 400 mL/min durante mas de 21 minutos.

Las hormonas fueron analizadas por el servicio de hormonas del
IBMCP (Instituto de Biologia Molecular Celular y Genética, Valencia) con un
espectrémetro de masas Q-Exatractive mediante Monitorizacion Selectiva
de lones (tSIM; temperatura capilar 300 °C, lentes-S RF nivel 70, resolucion
70000) y electrospray de ionizacién (voltaje de spray 3.0 kV, temperatura de
calentador 150 °C, caudal de gas de la envoltura 40 mL/min, caudal de gas
auxiliar 10 mL/min) en modo negativo. Las concentraciones de ABA, JAy SA
de los extractos se determinaron utilizando curvas de calibracion integradas
y los programas Xcalibur 4.0 y TraceFinder 4.1 SP1. Los estandares internos
para la cuantificaciéon de cada una de las hormonas vegetales fueron las
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hormonas marcadas con deuterio (adquiridas de OIChemim Ltd, Olomouc,
Republica Checa).

111.4.5. Actividad enzimatica

El andlisis de la actividad enzimatica se llevd a cabo utilizando las lineas
embriogénicas Q8, E00 y VA5 11f tratadas como se describe en el apartado
lll.4. Se cuantificd la actividad de la enzima catalasa (CAT EC 1.11.1.6),
peroxidasa (POX EC 1.11.1.7) y glutatidn reductasa (GRd 1.6.4.2) a través de
la determinacion del glutation total (GSH). Los analisis de la actividad de la
CAT y la POX se realizaron mediante determinacidon de fluorescencia
utilizando placas de 96 pocillos de fondo plano negras VWR™., Para la lectura
se utilizé un espectrofotémetro Tecan Infinite M200 PRO. La determinacion
del GSH se realizé por analisis colorimétrico utilizando placas de 96 pocillos
de fondo plano transparentes VWR™; para esta lectura se utilizd un
espectrofotémetro Perkin Elmer 1420 multilabel counter VICTOR3m V.
Previamente a la cuantificacion se determiné el contenido en proteina de
cada una de las muestras.

111.4.5.1. Catalasa

La actividad enzimatica CAT se cuantificé utilizando el kit de actividad
catalasa (Canvax Biotech Ref. CA063). Este ensayo se basa en que la catalasa
reacciona en primer lugar con H,0, para producir agua y oxigeno en
presencia de peroxidasa de rabano (HRP), el H,0; no convertido reacciona 1:
1 con el sustrato fluorogénico 10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina (ADHP,
conocido como reactivo Amplex Red®) para producir un producto altamente
fluorescente (resorufina), que se puede medir a Aex/ Aem = 535/587 nm
(método fluorimétrico).

Previamente a la preparacién de las muestras se realizd la curva
estandar de H,0,, afiadiendo 0, 2, 4, 6, 8, 10 uL de solucién de H,0, 0.1 mM
en una placa de 96 pocillos para generar 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 nmol/pocillo
de H,0;; se llevd el volumen final a 90 pL con tampdn de ensayo CAT; se
anadieron 10 pL de solucion de parada en cada pocillo y se midié Ila
fluorescencia para Aex /hem = 535/587 nmy se realizé la curva patrén.

Para la determinacién de la actividad catalasa en las muestras se
homogeneizaron 0.1 g de las mismas en 200 pL de tampdn de ensayo CAT
frio en microtubos de 1.5 mL; se centrifugaron las muestras a 10000 x g
durante 15 minutos a 4 °C; se recogio el sobrenadante y se afiadieron 15 pL
de la muestra a cada pocillo, llevandose a un volumen final de 78 uL con
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tampodn de ensayo; se preparé el control de muestra pipeteando el mismo
volumen que de la muestray llevdndose a 78 pL de volumen final con tampdn
de ensayo. Se afiadieron 10 pL de la solucién de parada en los controles de
muestra, se mezclé y se incubd a 25 °C durante 5 minutos para inhibir la
actividad de la catalasa en las muestras control, a continuacion, se afiadieron
12 uL de H;0, 1 mM fresco en cada pocillo para empezar la reaccidn, se
incubd a 25 °C durante 30 minutos. Se afiadieron 10 pL de la solucién de
parada en cada pocillo.

La mezcla de reaccidn contenia 46 pL del tampdén de ensayo CAT; 2 uL
de reactivo Amplex Red® y 2 pL de la solucidn HRP. Se agregaron 50 uL de
esta mezcla a cada pocillo, se incubé la placa durante 10 minutos a 25 °Cy se
leyé la placa en espectrofotémetro Tecan Infinite M200 PRO en modo
fluorimétrico con Aex /Aem = 535/587 nm. Las muestras se testaron por
triplicado. El incremento de sefal por la actividad de la catalasa es AA = AHC
— AS, donde AHC es la lectura del control de muestra y AS es la lectura de Ia
muestra tras 30 minutos. Se representaron los valores de fluorescencia
corregidos para cada estandar en funcidon de la concentracion final de
catalasa y se aplicé AA a la curva estandar de H,0, para obtener B (nmol de
H,0, descompuesto por catalasa en 30 minutos de reaccion).

Actividad de catalasa = —— xD
30xV
Donde B es la cantidad de H,0, descompuesto de la curva estandar de H,0;
(en nmol); V es el volumen de muestra pretratada agregado al pocillo de
reaccion (en mL); 30 es el tiempo de reacciéon (minutos) y D es el factor de
dilucidon de muestra.

111.4.5.2. Peroxidasa

La actividad enzimatica de la peroxidasa (POX) se cuantific6 mediante
el kit de Sigma-Aldrich® (Ref. MAK092-1KT) que se basa en que la peroxidasa
cataliza la reaccion entre H,0;, y la muestra, dando como resultado un
producto que se puede medir mediante colorimetria a 570 nm o fluorimetria
Aex/ Aem = 535 / 587 nm; este producto es proporcional a la actividad de |a
peroxidasa presente. Una unidad de peroxidasa se define como la cantidad
de enzima que reduce 1.0 umoles de H,0, por minuto a 37 °C. El ensayo se
realizo por fluorimetria.

Previamente se realizd la curva estandar preparando una disolucién
0.01 mM de H,0; y se aiadieron 0, 10, 20, 30, 40, y 50 pL de esta disolucion
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en 6 pocillos de una placa de 96, generando el blanco y los estandares 2, 4,
6, 8y 10 uM de H,0,; se afiadieron 50, 40, 30,20, 10 pL de tampdn de ensayo
para llevar a cada pocillo a un volumen de 50 mL. Se prepard la mezcla de
reaccion de la curva estandar que contenia 2 pL de sustrato fluorescente de
peroxidasa y 48 L del control positivo de peroxidasa. Se agregaron 50 uL de
la mezcla de reaccién de la curva estandar a cada pocillo del estandar, se
mezcld bien y se incubé la placa a temperatura ambiente durante 5 minutos,
a continuacién, se midié la fluorescencia para Aex/ Aem = 535/ 587 nm y se
realizé la curva patroén.

Posteriormente se prepararon las muestras, para lo cual se pesaron
10£0.5 mg de material y se homogeneizo rapidamente con 150 pL de tampdn
de ensayo. Se centrifugaron las muestras a 15000 x g durante 10 minutos
para eliminar materiales insolubles. Se pipetearon 50 uL del sobrenadante
de cada muestra y se afiadieron a una placa de 96 pocillos. Se prepard la
mezcla de reaccién que contenia 46 pL de tampén de ensayo, 2 pL de
sustrato fluorescente de peroxidasa y 2 pL de H,0, 12.5 mM. Se agregaron
50 uL de la mezcla de reaccion a cada muestra, se mezclé bien mediante
pipeteo y se incubd la placa a 37 °C. Después de 3 minutos se introdujo la
placa en espectrofotdmetro y se incubd a 37 °C tomando medidas cada 3
minutos con Aex/ Aem = 535/ 587 nm. Se continué tomando medidas hasta
que el valor de la muestra mas activa fue mayor que el valor del estandar
mas alto (10 uM de H,0,). En este momento (Tsina) la muestra mas activa
estaba cerca o excedia el final del rango lineal del estdndar. Se calculé el
incremento en la medida de fluorescencia entre Tinicial Y Tfinal. S&€ cOmparé este
incremento en las muestras con el incremento en el estandar relacionando
estos valores con los valores de concentracion de H;0O, reducido. Las
muestras se testaron por triplicado. La actividad de la enzima peroxidasa se
calculé mediante la siguiente ecuacion:

B x factor dilucion muestra

Actividad peroxidasa = - »
Tiempo reaccion x V

Donde B es la concentracién de H,0; (expresada en nmol) reducido entre
Tinicial Y Ttinal; €l tiempo de reaccion es T final — Tinicial (Minutos) y V es el volumen
de muestra afiadido al pocillo (mL).

111.4.5.3. Glutatién

El contenido total en glutation se cuantifico mediante el kit OxiSelect™
(Cell Biolabs, inc, Ref. STA-312). Este ensayo permite medir el contenido total
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de glutation dentro de una muestra (GSH/GSSG), basandose en que la
glutatidn reductasa reduce el glutation oxidado (GSSG) a glutatién reducido
(GSH) en presencia de NADPH. Posteriormente, el cromdégeno reacciona con
el grupo tiol de GSH para producir un compuesto coloreado que absorbe a
405 nm. La tasa de produccion de cromdforo es proporcional a la
concentracioén de glutatién dentro de la muestra. La velocidad se determina
a partir del cambio de absorbancia a lo largo del tiempo.

En primer lugar, se prepard la curva estdandar mediante diluciones
seriadas a partir de una disolucién de 0.5 uM de GSSG con tampdn de ensayo
que contenia 0.5 % de acido metafosférico, (0.5, 0.25, 0.125, 6.25x107,
3.125%102, 1.56x1072, 7.8x103 y 0 uM). Posteriormente se homogeneizaron
0.1 g de muestra en 1 mL de acido metafosfdrico al 5 %; las muestras se
centrifugaron a 12000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, se colectd el
sobrenadante y se diluyd a 1:10 con tampdn de ensayo 1X. En una placa
multipocillo de 96 se aifadieron 25 pL de la solucién glutation reductasa 1X y
25 uL de la solucion NADPH 1X en cada pocillo a testar, a continuacién, se
afiadieron 100 pL de muestra, se mezcld y se anadieron 50 uL de cromogen
1X y tras volver a mezclar, se comenzé a leer la absorbancia a 405 nm a
intervalos de 1 minuto durante 10 minutos.

Las muestras se testaron por triplicado. La concentracion de glutation
se hallé por comparacién de la pendiente de las diferentes muestras con la
pendiente de la recta patrdn en relacion a las diferentes concentraciones de
GSSG.

111.5. Analisis estadistico

Los datos se analizaron estadisticamente mediante andlisis de varianza
(ANOVA) y se presentan como la media + el error estdndar de tres
repeticiones independientes. Cuando fue necesario, las medias de los
tratamientos se separaron mediante el test HSD (diferencias honestamente
significativas) de Tukey (Tukey, 1953) a un nivel de confianza del 95%.
Cuando los datos no seguian una distribucidon normal, los andlisis estadisticos
se llevaron a cabo usando el test de Kruskal-Wallis para andlisis univariados
de la varianza (k muestras independientes) o el test de U-Mann-Whitney
(para 2 muestras independientes). Los datos de los porcentajes fueron
transformados a su arcoseno antes del analisis estadistico. Todos los analisis
estadisticos se realizaron mediante el programa SPSS Statistics para
Windows version 26 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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IV. RESULTADOS

IV.1. Aprovechamiento de la variabilidad natural para la obtencion
de genotipos tolerantes a Phytophthora spp.

Partiendo de la base de que en algunas zonas de bosques de encina o
dehesas afectadas por P. cinnamomi existen ejemplares que no presentan
sintomas (ejemplares escape), a pesar de estar rodeados de otros pies que
se ven profundamente afectados, se decidid aprovechar esta variabilidad en
el grado de afeccion y se tratd de clonar estos genotipos.

IV.1.1. Determinacion de genotipos escape

El ensayo biolégico de deteccion del oomiceto en el suelo en los 33
genotipos ensayados confirmé la presencia de Phytophthora spp. en 15 de
ellos (Fig. IV.1). Posteriormente se realizaron analisis mediante la técnica de
pirosecuenciacién por parte del laboratorio de la Dra. Abad del grupo de
Hongos Fitopatdgenos del Instituto Agroforestal del Mediterraneo de la UPV,
para corroborar la presencia del patégeno en los suelos muestreados (Mora-
Sala et al.,, 2019). Se consideraron genotipos escape aquellos que no
presentaban sintomas de afeccién por Phytophthora a pesar de que la
deteccion de la presencia del oomiceto en las muestras de suelo de los
mismos habia dado positiva.

5 -

Pseudomicelio

Figura IV.1. Deteccion de Phytophthora
cinnamomi en el control positivo VAS.

En la tabla IV.1 se detallan los resultados de las determinaciones de la
presencia o ausencia de Phytophthora spp. en los suelos de los diferentes
genotipos muestreados.
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Tabla IV.1. Sintomatologia de pies muestreados y presencia o ausencia de Phytophthora
spp. en los mismos.

Genotipo Punto derecogida  Provincia S;Petscr:;ans Prese::s g:yst:):(;thom
FR1 Font Roja Alicante Si No
FR2 Font Roja Alicante Si Si
FR3 Font Roja Alicante No No
FR4 Font Roja Alicante Si Si
FR5 Font Roja Alicante No Si
FR6 Font Roja Alicante No Si
FR7 Font Roja Alicante No No
FR8 Font Roja Alicante No No
PM1 Sta. Barbara Castellén Si Si
PM2 Sta. Barbara Castellon No No
PM3 Sta. Barbara Castellén No No
PM4 Sta. Barbara Castellén No No
PM5 Sta. Barbara Castellén No No
VAl Vallivana Castellon Si Si
VA2 Vallivana Castellén Si Si
VA3 Vallivana Castellon No Si
VA4 Vallivana Castellén No Si
VA5 Vallivana Castellon No Si
VA6 Vallivana Castellén Si Si
VA7 Vallivana Castellon Si Si
VA8 Vallivana Castellén Si Si
VA9 Vallivana Castellon Si No

VA10 Vallivana Castellén Si No
H1 Hunde Valencia No No
H2 Hunde Valencia Si Si
H3 Hunde Valencia No No
H4 Hunde Valencia Si Si
H5 Hunde Valencia No Si
H6 Hunde Valencia No No

GAl Garbi Valencia Si No

GA2 Garbi Valencia No No

GA3 Garbi Valencia No No

GA4 Garbi Valencia Si No
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IV.1.2. Clonacion de genotipos mediante ES

En el afo 2014 se establecieron in vitro amentos del genotipo escape
VA5 muestreado en el monte de la Vallivana.

En el afio 2016 se establecieron in vitro amentos de 16 genotipos, 4 de
ellos provenientes de arboles considerados escape (FR5, FR6, VA5 y H5) y el
resto de pies con y sin sintomas, en los puntos de muestreo de Pic del Garbi,
Monte de La Hunde, Vallivana y Parc Natural de La Font Roja (FR3, VA1, VAS,
VA9, VA10, H1, H2, H3, GA1, GA2, GA3 y GA4, tabla IV.1).

En el afio 2017 se establecieron in vitro amentos de 5 genotipos
procedentes de los puntos de muestreo de Monte de La Hunde y Parc Natural
de La Font Roja. De ellos, 1 genotipo (H5) era considerado escape y los demas
procedian de arboles sin sintomas de afeccién (H1, H6, FR7 y FRS, tabla IV.1).

1V.1.2.1. Induccién y proliferacion de ES

Los porcentajes de induccidn de embriogénesis somatica obtenidos en
las diferentes siembras de amentos fueron muy bajos. En el ensayo realizado
en el afio 2014 se ensayd un Unico genotipo (VA5) y se consiguid establecer
2 lineas embriogénicas (VA5 11a y VA5 11f; fig. IV.2). El porcentaje de
induccidn en este primer afio fue del 2%.

Figura IV.2. Callo embriogénico obtenido a partir de un
amento del genotipo escape VAS.

En los experimentos iniciados en los afios 2016 y 2017 se indujo callo
en el 81 % de los genotipos, aunque el porcentaje de amentos con
proliferacidn celular varié entre el 0.1y el 59.4 % dependiendo del genotipo.
En el afio 2016 se indujo callo en 613 amentos de 10 genotipos diferentes,
los callos inducidos en 170 de estos amentos, pertenecientes a 7 genotipos

75



IV. Resultados

diferentes, se transfirieron a la fase de proliferacion de callo. Se
establecieron dos lineas embriogénicas H5 1b y H5 18b, procedentes del
genotipo escape H5 (TablaIV.2). En el afio 2017 se indujo callo en 89 amentos
de 5 genotipos diferentes, los callos inducidos en 26 de estos amentos,
pertenecientes a 4 genotipos diferentes, se transfirieron a la fase de
proliferacién. Finalmente se establecid una linea embriogénica del genotipo
H1 (H1 22d). En la tabla V.2 se detallan los porcentajes de induccién de callo
y callo embriogénico obtenidos en los ensayos realizados en 2016y 2017. Las
modificaciones introducidas en el medio de induccion en el afio 2017 no
incrementaron la respuesta embriogénica.

Tabla IV.2. Porcentajes de induccién de callo y callo embriogénico en amentos procedentes
de genotipos seleccionados en la Comunidad Valenciana.

Fecha Genotipo % Induccioén de callo % induccion callo embriogénico
Ano 2014 VAS 2.0 2.00
FR3 0.1 0.00
FR5 0.2 0.00
FR6 0.0 0.00
VAl 0.0 0.00
VAS 0.3 0.00
VA8 0.0 0.00
VA9 0.0 0.00
VA10 0.2 0.00
Ano 2016
H1 0.1 0.00
H2 6.9 0.00
H3 0.1 0.00
H5 20.6 0.12
GAl 10.2 0.00
GA2 5.1 0.00
GA3 11 0.00
GA4 111 0.00
FR7 16.1 0.00
FR8 6.0 0.00
Ano 2017 H1 59.4 0.55
H5 6.9 0.00
H6 0.2 0.00
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1V.1.2.2. Maduracion y germinacién de los embriones somaticos

Las 5 lineas embriogénicas se mantuvieron en el medio de
proliferacidn (Fig. IV.3). Los embriones cotiledonares obtenidos de las nuevas
lineas presentaron un desarrollo anormal, a pesar de ello, algunos fueron
sembrados en medio de maduraciéon y mantenidos 8 semanas a 4 °C, para
favorecer su germinacion. No obstante, ninguno de estos embriones
germino.

's ]
Figura IV.3. Linea embriogénica obtenida de genotipo
escape VAS.

Con la finalidad de optimizar el protocolo de maduraciéon y
germinacién se afadieron al experimento 5 lineas, 3 cedidas por el Dr.
Mariano Toribio (Instituto Madrilefio de Investigacidn y Desarrollo Agrario,
Madrid; Q8, E2, EOO) y 2 que habian sido obtenidas anteriormente en el
laboratorio (Hal3 y Val6). Los embriones de estas lineas se sembraron en
medio de maduracion (SH sin reguladores de crecimiento), se mantuvieron
posteriormente a 4 °C durante 8 semanas y se pasaron a la fase de
germinacion. En total fue posible la maduracién de 1580 embriones de 8
genotipos (Q8 (1106), E0O (64), H5 1b (38), H5 18b (5), Hal3 (306), E2 (48),
Val6 (6), H1 22d (7)), que pasaron a la fase de germinacion.

La tabla IV.3 muestra los porcentajes de germinacidn de los embriones
somaticos de las lineas embriogénicas ensayadas. Los porcentajes de
germinacién fueron muy bajos en los 3 afios de estudio, la mayoria de las
lineas presentan graves dificultades en esta fase, Unicamente el genotipo Q8
produjo un numero suficiente de plantas para proceder a su aclimatacion.
Este genotipo tuvo un 10.7 % de produccion de raices sin brote.
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Tabla IV.3. Porcentajes de germinacién de embriones somaticos de genotipos inducidos y
reintroducidos.

Fecha Linea % germinacion
Q8 2.5
Ano 2016 EOO 0.4
H5 1b 0.0
Q8 34
E0O 0.0
H5 1b 0.0
Afio 2017 H5 18b 0.0
Hal3 0.0
E2 0.0
Valé 0.0
Q8 83
E0O 0.0
Ao 2018 H5 1b 0.0
Hal3 0.0
H122d 0.0

IV.1.2.3. Aclimatacion de plantulas obtenidas

La aclimatacion de las plantulas obtenidas a partir de los embriones
somaticos de las lineas establecidas se realizo utilizando los sustratos 1 (70
% SeedPro 50 50 + 30 % perlita) y 2 (Turbatruf) (ver tablas 111.8 y 111.9 seccidn
material y métodos), ya que estos dos sustratos permitieron un mayor
porcentaje de supervivencia y crecimiento de las plantulas en el ensayo
preliminar de aclimatacion (63.6 % de supervivenciay 36.4 % de tallos con
brotes para el sustrato 1y 45.5 % de supervivencia y 36.4 % de tallos con
brotes para el sustrato 2, tabla IV.4).

Tabla IV.4. Resultados ensayo preliminar de aclimatacién en diferentes sustratos.

Sustrato % Supervivencia A Longitud tallo (mm) A N2 hojas % Tallos con brotes

1 63.6 3.5 0.5 36.4
2 45.5 2.3 1.0 36.4
3 36.4 1.0 0.2 18.2
4 36.4 1.2 0.6 27.3
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La supervivencia de las plantulas en los siguientes ensayos de
aclimatacidn fue de alrededor del 50 % tras un mes de la aclimatacion, un 25
% tras tres meses de la aclimatacidn (Tabla IV.5) y finalmente, tras cinco
meses de la aclimatacion, no sobrevivié ninguna de ellas. Se aclimataron
nuevas tandas de plantas cedidas por el IIAG, siendo la supervivencia adn
menor que en el ensayo anterior. La baja tasa de supervivencia y crecimiento
de las plantulas impidid la realizacién de los andlisis de tolerancia a P.
cinnamomi en raices de encina obtenidas de genotipos escape tal y como se
habia planificado en un principio.

Tabla IV.5. Porcentajes de supervivencia en el segundo ensayo de aclimatacion con
sustratos 1y 2.

Sustrato  Tiempo tras aclimatacion (meses) % Supervivencia A longitud tallo (mm)

1 1 49.2 1.7
1 3 27.8 3.0
2 1 50.8 1.8
2 3 20.7 3.1

1V.1.2.4. Establecimiento y clonacion de brotes axilares

Con la finalidad de incrementar el nimero de plantas para los
posteriores ensayos de tolerancia, se procedid a clonar, mediante
proliferacidn de brotes axilares, las plantulas de las lineas Q8 (Fig. IV.4) y EOO
generadas en los experimentos de germinacion. Para ello se utilizé el
protocolo descrito por Martinez et al. (2017a), que, a lo largo de 4 afios,
permitié producir 1184 brotes de la linea Q8. Los posteriores ensayos de
enraizamiento y aclimatacion realizados con estos brotes no han permitido
obtener un nimero de plantas adecuado para realizar ensayos posteriores.

-

Figura 1V.4. Brote del genotipo Q8
clonado en medio WPM.
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IV.2. Induccion de memoria epigenética para la tolerancia a estrés
biético
Para inducir memoria epigenética se aplicd la técnica de “priming”. Las

lineas embriogénicas se pusieron en contacto con extractos estériles del
oomiceto P. cinnamomi o con elicitores quimicos.

La seleccidén del agente elicitor, su concentracién, modo de aplicacion
y tiempo mas adecuados se realizé teniendo cuenta que estos no afectaran
a la proliferaciéon y desarrollo de las lineas embriogénicas y que no
produjeran dafos tisulares. Por ello, transcurridos 30 o0 60 dias de los ensayos
de elicitacidn, se determind el crecimiento de las lineas (incremento relativo
de peso fresco) y su buen desarrollo (porcentaje de embriones bien
formados). Ademas, en los primeros ensayos se determind la concentraciéon
de malondialdehido (MDA) liberado tras la elicitacion como medida del grado
de peroxidacidn lipidica de las membranas celulares y, en algunos ensayos,
el contenido de H,0, como medida del estrés oxidativo sufrido por la linea.

IV.2.1. Efecto de la elicitacion con extractos estériles de
Phytophthora cinnamomi y elicitores quimicos

IV.2.1.1. Efecto de la aplicacién de elicitores en medio sélido durante
periodos largos de tiempo

En estos ensayos se utilizd la linea Hal3 y se adiciond al medio de
cultivo (medio SH solidificado con agar) los elicitores MelA, BTH y PABA a una
concentracién de 50 uM durante 60 dias.

Ninguno de los tratamientos afectd negativamente al crecimiento de
la linea embriogénica respecto al control (p > 0.05, tabla A.1 (tabla 1 de
anexos)). Los elicitores PABA y MelA produjeron incrementos relativos de
peso fresco similares al control (9.91 y 8.55 vs. 9.15 g respectivamente, fig.
IV.5). El tratamiento con BTH produjo un incremento menor de este
parametro con respecto al control (6.10 vs. 9.15 g respectivamente, fig. IV.5).

Asimismo, ninguno de los elicitores afecté significativamente a la
produccién de MDA medida en la linea elicitada en relacidn con el control (p
> 0.05, tabla A.1) con medias de 3.28 vs. 3.49 nmol/g PF para las muestras
tratadas con MelA y controles, respectivamente, (Fig. 1V.6). El tratamiento
con PABA produjo unos niveles de MDA menores que el control (2.60 vs. 3.49
nmol/g PF respectivamente, fig. IV.6). Por el contrario, se detectd un
aumento en la
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produccidn de MDA en las muestras tratadas con BTH con respecto al control
(4.38 vs. 3.49 nmol/g PF respectivamente, fig. IV.6).
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20.0 -

APF (g)

10.0 A :[ I

5.0 A

0.0

Control MelAS0pM  ®BTHS0pM  ®PABA 50pM

Figura IV.5. Crecimiento del material embriogénico de la linea Hal3
tratado con los elicitores MeJA, BTH y PABA a 50 uM en medio sélido SH,
medido como incremento relativo de peso fresco (APF (g)). Datos son
media de tres repeticiones * ES tomados a los 60 dias del inicio del
cultivo.
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4.0 A
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FiguraIV.6. Niveles de MDA en el material embriogénico de la linea Hal3
tratado con los elicitores MeJA, BTH y PABA a 50 uM en medio sélido SH.
Datos son media de tres repeticiones + ES tomados a los 60 dias del inicio
del cultivo.

Estos resultados muestran una correlacion inversa entre crecimiento

y produccidon de MDA (Figs. IV.5 y IV.6), observandose una disminucion del
crecimiento en las muestras tratadas con BTH que corresponde a un
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aumento en los niveles de MDA en estas muestras, y un aumento en el
crecimiento de las muestras tratadas con PABA que se correlaciona con una
disminucién en la produccidon de MDA en estas mismas muestras. En el caso
de las muestras elicitadas con MelJA los valores de ambos parametros son
similares al control.

Los resultados de produccion de H,0, tras la elicitacién tampoco
mostraron diferencias significativas entre los tratamientos (p > 0.05, tabla
A.1). Esta produccién fue similar en las muestras tratadas con PABA y en las
muestras control (1.16 vs. 1.40 pg/mlL, fig. IV.7), mientras que en las
muestras tratadas con MeJA y BTH la concentracion de H,O; fue inferior que
en las muestras control (0.95 y 0.71 vs. 1.40 pg/mL, fig. IV.7).

5.0 -
4.0 1
3.0 A
2.0 A

1.0 A ]' -

0.0

Contenido deH,0, ug/mL

Control MelAS0pM BBTHS0pM  EPABA S0pM

Figura IV.7. Niveles de H,0, en el material embriogénico de la linea Ha13
tratado con los elicitores MeJA, BTH y PABA a 50 uM en medio sélido SH.
Datos son media de tres repeticiones + ES tomados a los 60 dias del inicio
del cultivo.

1IV.2.1.2. Efecto del tiempo de elicitacion en medio liquido sobre la linea
embriogénica

Se aplicaron los elicitores quimicos MelA, BTH y PABA a 50 uM en
medio liquido durante 3 o 5 dias a la linea Hal3. En estas condiciones, los
tratamientos con BTH y PABA provocaron la necrosis de los tejidos, por ello
Unicamente se muestran y analizan los resultados obtenidos con el elicitor
MelA.

Los analisis estadisticos de la aplicacion de MeJA mostraron una
interaccién significativa (p < 0.01) entre el tratamiento y el tiempo (Tabla
A.2). Asi, la aplicacion de MelA a la linea durante 5 dias produjo una
inhibicién del crecimiento con respecto al control, aunque esta diferencia no
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fue significativa (3.12 vs. 6.84 g de incremento relativo de peso fresco
respectivamente, fig. IV.8; p > 0.05, tabla A.3), sin embargo, cuando la
elicitacién se aplicé durante 3 dias, el tratamiento con MelA incrementd
significativamente el crecimiento de las muestras tratadas (p < 0.01, tabla
A.3) con respecto al control (6.69 vs. 2.35 g de incremento relativo de peso
fresco respectivamente, fig. 1V.8).
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Figura IV.8. Crecimiento del material embriogénico de la linea Hal3
tratado con MeJA 50 uM durante 3 y 5 dias en medio liquido ESM,
medido como incremento relativo de peso fresco (APF (g)). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los
datos. Las diferencias significativas se muestran por separado en cada
tiempo de elicitaciéon. Datos son media de tres repeticiones + ES
tomados a los 30 dias de la elicitacién.

La concentracion de MDA en el material embriogénico dependid
significativamente del tratamiento (elicitacidn), del tiempo y de la
interaccion entre ambos (p < 0.01, tabla A.2). La elicitacién durante 3 dias no
vario significativamente los niveles de MDA comparando con el control (2.89
vs. 2.88 nmol/g PF, fig. IV.9; p > 0.05, tabla A.3), sin embargo, en las muestras
elicitadas durante 5 dias se produjo un incremento significativo de la
produccion de MDA (p < 0.05, tabla A.3) con respecto al control (5.16 vs. 2.94
nmol/g PF respectivamente, fig. 1V.9).

Cuando se analizé el nivel de H,0; en la linea Hal3 se observé que la
elicitacién aplicada durante 5 dias provocaba un aumento significativo (p =
0.01, tabla A.4) de este compuesto (2.98 vs. 1.13 ug/ mL respectivamente,
fig. IV.10). Por el contrario, cuando la elicitacién se aplicé durante 3 dias, los
niveles de H,0, en las muestras elicitadas fueron menores que en el control
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(0.74 vs. 1.22 pg/ mL respectivamente, fig. IV.10), aunque estas diferencias
no fueron significativas (p > 0.05).
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Figura IV.9. Niveles de MDA (nmol/g PF) en el material embriogénico de
la linea Hal3 tratado con MeJA 50 uM durante 3 y 5 dias en medio
liquido ESM. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
medias de los datos. Las diferencias significativas se muestran por
separado en cada tiempo de elicitacion. Datos son media de tres
repeticiones + ES tomados a los 30 dias de la elicitacion.
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Figura IV.10. Niveles de H,0, (ug/mL) en el material embriogénico de la
linea Hal3 tratado con MeJA 50 uM durante 3 y 5 dias en medio liquido
ESM. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias
de los datos. Las diferencias significativas se muestran por separado en
cada tiempo de elicitacion. Datos son media de tres repeticiones + ES
tomados a los 30 dias de la elicitacidn.

En este ensayo se observd que el incremento en el periodo de
elicitacion (5 dias) inhibia el crecimiento de la linea embriogénica e
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incrementaba la produccion de MDA y de H,0,, indicando un efecto negativo
sobre los cultivos. Por ello, los ensayos siguientes se realizaron durante 3 dias
en medio liquido.

1V.2.1.3. Efecto de la concentracion del elicitor sobre el desarrollo de las
lineas embriogénicas

Este ensayo se realizd con las lineas embriogénicas Hal3 y EOO
aplicando varios elicitores a diferentes concentraciones durante 3 dias.

Elicitacién de la linea Hal3

Se aplicaron los elicitores OCF, MeJA, BTH y PABA durante 3 dias en
medio liquido ESM. Las concentraciones ensayadas fueron 30 % y 50 % (v/v)
para OCFy 5, 10, 25 y 50 uM para el resto de los elicitores, ademas de los
correspondientes controles.

Efecto de la elicitacion sobre el crecimiento

La aplicacién de OCF no afecto significativamente al crecimiento de
la linea embriogénica ni al desarrollo de la misma (p > 0.05, tablas A.5y A.6
respectivamente). El incremento relativo de peso fresco oscilé entre 2.04 y
2.48 g, siendo el tratamiento OCF30 el que produjo el mayor valor de este
parametro (Fig. IV.11A).
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. . . L g
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OCF % MelA uM
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Figura IV.11. Crecimiento del material embriogénico de la linea Hal3 tratado con extracto
estéril del oomiceto P. cinnamomi (OCF) (A) y los elicitores quimicos MelA (B), BTH (C) y PABA
(D) durante 3 dias en medio liquido ESM, medido como incremento relativo de peso fresco
(APF (g)). Datos son la media de 3 repeticiones +ES tomados a los 60 dias del ensayo de
elicitacion.
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Sin embargo, OCF30 fue el tratamiento con el porcentaje mas bajo de
embriones bien formados con respecto al control y al tratamiento OCF50 (56
vs. 72.4 y 58.8 % respectivamente, fig. IV.12A).
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Figura IV.12. Porcentaje de embriones de la linea Hal3 bien formados tras ser elicitados con
extracto estéril del oomiceto P. cinnamomi (OCF) (A) y con los elicitores quimicos MelA (B),
BTH (C) y PABA (D). Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los
datos. Datos son la media de 3 repeticiones +ES tomadas a los 60 dias del ensayo de elicitacion.

El ANOVA factorial realizado para el estudio del crecimiento de lalinea
Hal3 mostrd efectos significativos del elicitor (p < 0.05), mientras que la
concentracién del mismo y la interaccion de ambos factores no fueron
significativos (p > 0.05, tabla A.7). El elicitor MeJA resulté menos lesivo para
la linea embriogénica que el PABA (2.69 g de incremento relativo de peso
fresco vs. 1.88 g). No se encontraron diferencias significativas para este
parametro entre el BTH (2.05 g) y el PABA o el MelA.

A pesar de que el efecto de la concentracidn no fue significativo, se
observé que la elicitacion con 25 y 50 uM de BTH y PABA (Figs. IV.11C-D),
producia un incremento relativo menor del peso fresco de los embriones que
la elicitacion con MelA (Fig. IV.11B). El ANOVA realizado para cada elicitor
comparando el efecto de la concentracidn entre las muestras elicitadas y el
control corroboré las diferencias no significativas (Tabla A.5).

Como se muestra en la figura IV.12, todos los elicitores, incluso cuando
se aplicaron a bajas concentraciones, afectaron negativamente al desarrollo
de los embriones somaticos. El ANOVA factorial realizado para evaluar el
desarrollo de la linea (Tabla A.7) demostré un efecto no significativo (p >
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0.05) del factor elicitor sobre este parametro. La concentracién de éste si
influyd significativamente en el desarrollo de la linea (p < 0.01). El analisis
realizado para cada elicitor (Tabla A.6), mostré un decrecimiento significativo
(p < 0.05) del porcentaje de embriones bien formados en las muestras
elicitadas con PABA50, con respecto al control (21.9 % vs. 72.5 %
respectivamente, fig. 1V.12D). No hubo diferencias significativas entre las
concentraciones de las muestras tratadas y las muestras control cuando se
utilizaron los elicitores MelJA y BTH (p > 0.05, tabla A.6), aunque se pudo
observar que una alta concentracion del elicitor en el tratamiento MelJA50
permitié un mayor desarrollo posterior del material embriogénico (48.9 % de
embriones bien formados) que la misma concentracién del elicitor BTH (32.6
% de embriones bien formados) (Figs. IV.12B y C respectivamente).

El incremento en la concentracion de los elicitores BTH y PABA
repercutié negativamente en el desarrollo del material embriogénico, lo que
coincidié en gran medida con la reduccién del crecimiento observada en las
muestras tratadas con las concentraciones mas elevadas de estos elicitores.
En las muestras elicitadas con MeJA y OCF no se observo esta tendencia, las
concentraciones mas altas de estos elicitores produjeron mayores
porcentajes de embriones bien formados que las concentraciones mas bajas
de los mismos.

Efecto de la elicitacion sobre los niveles de MDA

Los niveles de MDA de la linea embriogénica se midieron a diferentes
tiempos tras la elicitacion (7, 15 y 30 dias).

En las muestras tratadas con OCF se observé un efecto significativo de
la concentracion y del tiempo transcurrido desde la elicitacién (p = 0.001, p
< 0.001, tabla A.8) sobre los niveles de MDA en la linea, pero no de su
interaccion.

El tratamiento OCF30 provocd, a los 7 y 30 dias de la elicitacién un
aumento significativo de la concentracién de MDA con respecto al control
(0.223 vs. 0.124 nmol/g PFy 0.185 vs. 0.129 nmol/ g PF respectivamente, fig.
IV.13A). El tratamiento OCF50 no provocd cambios significativos de este
parametro en las medidas realizadas tras 7, 15 y 30 dias de la elicitacion. Los
valores de MDA medidos en la linea Hal3 15 dias después de la elicitacion
eran significativamente superiores a los medidos tras 7 y 30 dias, con lo que
se observé que la elicitacion provocaba un aumento de este parametro a los
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15 dias, y que posteriormente, alrededor de los 30 dias, permitia una
recuperacion de los valores iniciales (Fig. IV.13A).
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Figura IV.13. Concentracion de MDA (nmol/g PF) en el material embriogénico de la linea Ha13
elicitado con extracto estéril del oomiceto P. cinnamomi (OCF) (A) y con los elicitores
quimicos MeJA (B), BTH (C) y PABA (D). Letras diferentes indican diferencias significativas
entre las medias de los datos. Las medidas se llevaron a cabo en el material vegetal recogido
a diferentes tiempos tras la elicitacién: 7, 15 y 30 dias. Las diferencias significativas se
muestran por separado para cada periodo tras la elicitacion en que se realizaron las medidas.

El analisis factorial de Kruskal-Wallis realizado para los elicitores
qguimicos (Tabla A.9) mostré que el efecto del elicitor (p > 0.05) dependia de
la concentracion empleada y del tiempo tras la elicitacién (p = 0.001, p <
0.001) cuando se midié la concentracién de MDA en las muestras. En general
se observé la misma tendencia que en las muestras tratadas con OCF, los
valores de MDA eran superiores a los 15 dias de la elicitacién, comparados
con los medidos alos 7 y a los 30 dias de la misma.

En las muestras tratadas con MelA, la concentracion y la interaccion
entre concentracién y tiempo influyeron significativamente en la
concentracién de MDA (p = 0.001, tabla A.8). Transcurridos 7 dias desde la
elicitacion, los tratamientos que provocaron un aumento significativo (p <
0.05, tabla A.10) de este parametro en la linea Hal3 con respecto al control
fueron MelJA25 y MeJA50 (0.259 y 0.242 vs. 0.124 nmol/g PF
respectivamente, fig. IV.13B). Tras 15 dias de la elicitacidn, las diferencias
entre tratamientos no fueron significativas (p > 0.05, tabla A.10), sin
embargo, a los 30 dias, Unicamente el tratamiento MeJA25 mantuvo un
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incremento significativo (p < 0.01, tabla A.10) de la concentraciéon de MDA
en la linea con respecto al control (0.354 vs. 0.129 nmol/g PF
respectivamente, fig. IV.13B), mientras que el tratamiento MeJA50 permitio
la recuperacion de la linea, mostrando niveles de MDA no significativamente
diferentes al control (Fig. IV.13B).

En el tratamiento con BTH, la concentracién, el tiempo y la interaccion
entre ambos, influyeron significativamente en la produccién de MDA en la
linea embriogénica (p < 0.001, tabla A.8). Después de 7 dias de la elicitacion,
los tratamientos BTH10 y BTH25 produjeron incrementos significativos (p <
0.001, tabla A.10) en la concentracion de MDA en la linea embriogénica con
respecto al control (0.199, 0.289 respectivamente vs. 0.124 nmol/g PF, fig.
IV.13C), sin embargo, 15 dias tras la elicitacion no se pudieron establecer
diferencias significativas entre los tratamientos. Transcurridos 30 dias, se
observd un incremento significativo (p < 0.001, tabla A.10) de la
concentracién de MDA Unicamente en las muestras tratadas con BTH5 vy
BTH25 (0.186 y 0.243 vs. 0.129 nmol/g PF, respectivamente, fig. IV.13C), de
manera que el tratamiento BTH10 permitio una recuperacion de la linea alos
30 dias tras la elicitacién.

El andlisis de la varianza de Kruskal-Wallis realizado para el elicitor
PABA mostré un efecto significativo de la concentracion (p < 0.01, tabla A.8)
y no significativo del tiempo transcurrido tras la elicitacién (p > 0.05, tabla
A.8) sobre la concentracion de MDA en la linea embriogénica Hal3. Tras 7
dias de la elicitacién el tratamiento PABAS provocd un aumento significativo
de la concentracién de MDA en la linea embriogénica (p < 0.05, tabla A.10)
con respecto al control (0.413 vs. 0.124 nmol/g PF respectivamente, fig.
IV.13D). Transcurridos 15 dias de la elicitacion se produjo un aumento
generalizado de la concentracién de MDA en las muestras, excepto en las
tratadas con PABA5 (Fig. IV.13D) y ningun tratamiento superd
significativamente al control. A los 30 dias de la elicitacién los tratamientos
PABA25 y PABA50 provocaron un incremento significativo de la
concentracién de MDA en las muestras (p = 0.01, tabla A.10) con respecto al
control (0.501 y 0.279 vs. 0.129 nmol/g PF, respectivamente fig. 1V.13D),
estos tratamientos no permitieron una recuperacién de los niveles de MDA.

Elicitacidn de la linea EOQ

En los ensayos con la linea EQO se utilizaron los extractos estériles de
P. cinnamomi (OCF) a concentraciones de 30 % y 50 %, y se ensayaron varias
concentraciones (0, 5, 10, 25 y 50 uM) de otros elicitores quimicos, BABA y
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AS, y el elicitor MeJA que habia producido resultados prometedores en la
linea Hal3.

Efecto de la elicitacion sobre el crecimiento de la linea EOO

Ninguno de los elicitores promovié alteraciones en el crecimiento de
la linea embriogénica medido como incremento relativo de peso fresco (p >
0.05, fig. IV.14, tablas A.11, A.12). No obstante, todos los tratamientos con
MelJAy los tratamientos BABA10 y BABA25 redujeron significativamente (p <
0.001, p < 0.01, tabla A.13) el porcentaje de embriones bien formados con
respecto al control (39.3, 27.7, 26.6 y 48.9 vs. 73.5 % en los tratamientos
MelA5, MeJA10, MelJA25 y MeJA50 respectivamente vs. controly 32.9y41.3
vs. 73.5 % para los tratamientos BABA10 y BABA25 respectivamente vs.
control, fig. 1V.15), aunque en el caso del elicitor MelA, el tratamiento
MelJA50 resultdé menos toxico que los tratamientos con menores
concentraciones del elicitor. Los factores elicitor, concentracion y la
interacciéon entre ambos, fueron, por tanto, significativos (p < 0.001, p <
0.001, p<0.01, tabla A.12).
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Figura 1V.14. Crecimiento del material embriogénico de la linea EOO tratado con extracto
estéril del oomiceto P. cinnamomi (OCF) (A) y los elicitores quimicos MeJA (B), BABA (C) y AS
(D) durante 3 dias en medio liquido ESM, medido como incremento relativo de peso fresco
(APF (g)). Datos son la media de 3 repeticiones +ES tomados a los 60 dias del ensayo de
elicitacion.
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Figura IV.15. Porcentaje de embriones bien formados de la linea EQO tras ser elicitados con
extracto estéril del oomiceto P. cinnamomi (OCF) (A) y con los elicitores quimicos MelA (B),
BABA (C) y AS (D). Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los
datos. Datos son la media de 3 repeticiones +ES tomada a los 60 dias del ensayo de elicitacion.

Estos resultados demuestran que, para la linea EOQO, altas
concentraciones de los elicitores ensayados no implican necesariamente una
mayor afecciéon en el desarrollo de la linea embriogénica, al contrario de lo
gue ocurre con otras concentraciones mas bajas de los mismos, ademas, en
esta linea, los resultados obtenidos en el desarrollo de los embriones no
coinciden con los obtenidos en el crecimiento de la linea, de manera que las
concentraciones de los elicitores MelA y BABA que afectan negativamente al
primer parametro no afectan negativamente al segundo, como se observa
en las figuras IV.15 y IV.14 respectivamente.

Por todo lo anteriormente expuesto, para la linea EOO cualquiera de
las concentraciones de AS utilizadas o 50 uM BABA parecian ser los
tratamientos mas adecuados.

Efecto de la elicitacion sobre el nivel de MDA

El ANOVA realizado para los niveles de MDA de las muestras tratadas
con OCF mostré un efecto significativo de la concentracién (p = 0.001), del
tiempo tras el cual se realizaron las medidas (p < 0.05), y de la interaccién
entre ambos factores (p < 0.01, tabla A.14).

Cuando se analizaron los niveles de MDA a los 7 o 15 dias de la
elicitacién no se observaron diferencias significativas (p > 0.05) entre las
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diferentes concentraciones de OCF (Fig. IV.16A, tabla A.15). Sin embargo, 30
dias tras la elicitacidn se observaron diferencias significativas (p < 0.01, tabla
A.15) en la concentracién de MDA de las muestras tratadas con OCF30 y
OCF50, siendo menores estos valores con respecto al del control (0.546,
0.443 respectivamente, vs. 0.671 nmol/g PF, fig. IV.16A).
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Figura IV.16. Concentracion de MDA (nmol/g PF) en el material embriogénico de la linea EO0
elicitado con extracto estéril del oomiceto P. cinnamomi (OCF) (A) y con los elicitores quimicos
MelA (B), BABA (C) y AS (D). Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias
de los datos. Las medidas se llevaron a cabo en el material vegetal recogido a diferentes
tiempos tras la elicitacion: 7, 15 y 30 dias. Las diferencias significativas se muestran por
separado para cada periodo tras la elicitacion en que se realizaron las medidas.

En un andlisis factorial donde se estudiaron los niveles de MDA
generados por todos los elicitores, sus concentraciones y tiempos de medida
tras la elicitacién (Tabla A.16), se observaron efectos significativos del elicitor
(p < 0.001) y del tiempo (p < 0.05). Las diferencias mas significativas en los
niveles de MDA se observaron entre las muestras elicitadas con MelA y AS,
asi como entre las muestras elicitadas con BABA y AS, siendo el nivel de MDA
superior en las tratadas con MeJA y BABA que en las tratadas con AS (Figs.
IV.16B-D). Las diferencias significativas en los niveles de MDA se observaron
entre las muestras analizadas a los 7 dias de la elicitacion con respecto a las
analizadas a los 30 dias de la elicitacion, siendo en general mayores los
valores de MDA obtenidos en éstas ultimas.

También se analizdé por separado el efecto de cada elicitor sobre la
produccién de MDA, comparando entre los valores medidos para cada
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tratamiento y tiempo con respecto al control (Tabla A.14). En las muestras
tratadas con MelA se observé un efecto significativo de su concentracidn, del
tiempo de medida y de la interaccidén entre ambos factores (p < 0.001, tabla
A.14). Asi, la elicitacion de la linea EOO con elevadas concentraciones de MelA
(25 y 50 uM) incrementd significativamente (p < 0.001, tabla A.15) los niveles
de MDA medidos a 7 y 30 dias del tratamiento (0.839 vs. 0.576 nmol/g PF, a
los 7 dias entre MeJA25 y el control, fig. IV.16B y 0.582, 0.998 vs. 0.671
nmol/g PF, a los 30 dias para MeJA25 y MeJA50 vs. el control, fig. IV16B). En
contraste, no se observaron diferencias significativas (p > 0.05) en el
contenido de MDA entre las muestras tratadas con este elicitor y recogidas
alos 15 dias.

El contenido en MDA en las muestras elicitadas con BABA dependid de
la concentracidn, del tiempo y de la interaccion de ambos factores (p < 0.001,
p < 0.01 y p < 0.001, tabla A.14). Cuando se analiz6 el efecto de la
concentracién del elicitor en cada tiempo de medida (Tabla A.15.), se
observé que 7 dias después de elicitar las muestras, Unicamente el
tratamiento BABA25 producia un incremento significativo (p < 0.01) de la
concentracidon de MDA con respecto al control (0.731 vs. 0.576 nmol/g PF,
fig. IV.16C). Sin embargo, 15 dias tras la elicitacion, este incremento
significativo (p < 0.001) de la concentracion de MDA se dio en las muestras
tratadas con BABA10, con respecto a las muestras control (0.881 vs. 0.662
nmol/g PF, fig. IV.16C). Finalmente, 30 dias después de la elicitacion, el
tratamiento que provocd un incremento significativo (p < 0.001) de la
concentracién de MDA en el tejido embriogénico de la linea EOO con respecto
al control fue BABA5 (0.800 vs. 0.671 nmol/g PF), mientras que el resto de
tratamientos produjeron concentraciones de MDA similares o inferiores al
control (Fig. IV.16C).

El contenido en MDA en las muestras elicitadas con AS se vio afectado
por los dos factores estudiados y por su interaccion (p < 0.001, p<0.05y p <
0.001, tabla A.14). Cuando se analizé el efecto de la concentracién del elicitor
en cada tiempo de medida (Tabla A.15), no se observaron diferencias
significativas (p > 0.05) en el contenido en MDA entre las diferentes
concentraciones de AS para el tiempo 7 (Fig. IV.16D). En contraste con los
resultados obtenidos con el elicitor MelA, la aplicacion de elevadas
concentraciones de AS (25 y 50 uM) redujo significativamente (p < 0.01, p <
0.001) el contenido en MDA en relacién con las muestras control, a 15y 30
dias de la aplicacion (0.546, 0.529 vs. 0.662 nmol/g PF respectivamente a los
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15 dias y 0.383, 0.520 vs. 0.671 nmol/g PF respectivamente a los 30 dias, fig.
IV.16D).

Estos resultados demuestran que en la linea EOO el contenido en MDA
fue mayor que en la linea Hal3 en todos los tratamientos. La tendencia a
incrementar la concentracion de MDA a los 15 dias, para posteriormente, a
los 30 dias de la elicitacidn volver a niveles similares a los observados 7 dias
tras la elicitacion, sélo se observé en el tratamiento con OCF. En esta linea
también se observd que algunos elicitores produjeron decrecimientos de la
concentracién de MDA con respecto a las muestras no tratadas, como fue el
caso de OCF y AS, hecho que no se observd con los tratamientos en la linea
Hal3. En general, en esta linea, los niveles de MDA variaron de forma
aleatoria, no pudiendo establecerse una correlacidon entre tratamiento y
alteracion de las membranas.

IV.2.2. Evaluacion de la efectividad de la elicitacion de lineas
embriogénicas en la induccion de tolerancia a Phytophthora
cinnamomi

Para medir la eficacia de la elicitacion, las lineas embriogénicas
elicitadas y controles se infectaron con el oomiceto mediante cultivos duales
en medio sélido o con extractos activos en medio liquido. Posteriormente, se
midieron varios pardmetros relacionados con la respuesta estrés incluyendo
la produccién de perdxido de hidrégeno y las actividades de enzimas
encargadas de su detoxificacidn (CAT y SOD). Estos ensayos se realizaron con
la linea Hal3 elicitada o no con OCF, MelA, BTH y PABA y con la linea EOO
elicitada o no con OCF, MelJA, BABA y AS.

1V.2.2.1. Evaluacion de la tolerancia a P. cinnamomi mediante cultivos
duales con la linea Hal3

La figura IV.17 muestra las ratios de crecimiento medido diariamente
hasta que el micelio alcanzé las muestras (3 dias).

El ANOVA realizado para el tratamiento con OCF (Tabla A.17) mostré
un efecto no significativo de la concentracién y del tiempo en el que se realizo
la medida (p > 0.05) y un efecto significativo de la interaccién de ambos
factores (p <0.01), de manera que, el primer dia del ensayo, la ratio de
crecimiento del micelio fue significativamente mayor (p < 0.05) en las
muestras tratadas con OCF30 con respecto a las tratadas con OCF50 (1.14 vs.
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0.93 cm). El segundo vy tercer dia del ensayo no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos (p > 0.05, fig. IV.17A).
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Figura IV.17. Ratio de crecimiento del micelio (crecimiento hacia SEs no elicitados, control/
crecimiento hacia SEs elicitados, en cm, en los cultivos duales. La linea embriogénica fue
previamente elicitada con extracto estéril de oomiceto (OCF) (A) o con los elicitores quimicos
MelA (B), BTH (C) y PABA (D). Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
medias de los datos. Las diferencias significativas se muestran por separado para cada dia de
medida. Datos son media de tres repeticiones medidas durante 3 dias. Ratios > 1 muestran
crecimiento mas rapido hacia los ES control que hacia los ES elicitados.

El analisis factorial de Kruskal-Wallis realizado con todos los elicitores
guimicos empleados (Tabla A.18) mostré que el tipo de elicitor afectaba
significativamente a la ratio de crecimiento del micelio (p < 0.05), siendo BTH
el elicitor con el valor mas alto (1.02 cm); sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre las ratios de las muestras elicitadas con PABA
y MelA (0.964 y 0.960 cm, respectivamente). El efecto de la concentracién
sobre este pardmetro también fue significativo (p < 0.05), al contrario que el
tiempo (p > 0.05).

Se realizé un nuevo andlisis agrupando todos los tratamientos (datos
no mostrados) y en este caso, los resultados revelaron una Unica diferencia
significativa (p < 0.05) entre los tratamientos BTH5 y MeJA25 en los valores
de la ratio de crecimiento del micelio (1.07 vs. 0.87 cm respectivamente).

Posteriormente se realizé un nuevo analisis de la varianza para cada
uno de los elicitores ensayados, con el objetivo de comparar el efecto de su
concentracién y del tiempo. Las muestras tratadas con el elicitor MeJA no
mostraron diferencias significativas en la ratio de crecimiento del micelio
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cuando se compararon las concentraciones empleadas y los diferentes
tiempos de medida (p > 0.05, tabla A.17). EIl ANOVA realizado comparando
cada uno de los tratamientos en cada uno de los tiempos de medida (datos
no mostrados), tampoco mostré diferencias significativas entre los valores
de ratio de crecimiento de micelio (p > 0.05), a pesar de esto, tras los 3 dias
del ensayo, las muestras tratadas con MeJA50 mostraron el valor mas alto
de la ratio de crecimiento (1.11 cm), siguiendo una tendencia creciente (Fig.
IV.17B).

En el cultivo dual establecido con las muestras elicitadas con BTH y las
muestras control no se observaron diferencias significativas en la ratio de
crecimiento entre las tratadas con las diferentes concentraciones del elicitor,
ni entre los diferentes tiempos de medida (p > 0.05, tabla A.17). Cuando se
realizé el ANOVA comparando las diferentes concentraciones del elicitor
para cada uno de los tiempos de medida (datos no mostrados), Unicamente
se observaron diferencias significativas (p < 0.05) en la ratio de crecimiento
del micelio entre las muestras elicitadas con BTH5 y BTH50 (1.19 vs. 0.96 cm,
fig. IV.17C) en el dia 1 del cultivo dual. En general, las muestras en las que se
observé un valor inicial mas alto en la ratio de crecimiento del micelio fueron
las tratadas con BTH5, sin embargo, al final del ensayo, las muestras con este
tratamiento mostraron valores mas bajos de ratio que las tratadas con BTH10
y BTH50, con una tendencia decreciente (0.98 vs. 0.99 y 1.04 cm
respectivamente, fig. IV.17C).

Los tratamientos con PABA mostraron diferencias significativas en la
ratio de crecimiento del micelio cuando se compararon las diferentes
concentraciones (p < 0.05), mientras que el tiempo y la interaccion entre
estos dos factores no influyeron de manera significativa (p > 0.05) en este
pardmetro (Tabla A.17). Cuando se analizaron los datos para cada uno de los
tiempos en que se realizaron las medidas (datos no mostrados), se observd
que en los dias 1 y 2 de cultivo, las diferencias entre las ratios segun las
concentraciones de PABA no fueron significativas (p > 0.05), sin embargo, el
dia 3 de cultivo si se observaron diferencias significativas en este pardmetro
(p < 0.05), las muestras tratadas con PABA5 mostraron una ratio de
crecimiento del micelio significativamente mayor que las muestras elicitadas
con PABA10y PABASO0 (1.03 vs. 0.88 y 0.88 cm respectivamente, fig. IV.17D).

La figura IV.18 muestra un ejemplo de la evolucidn del crecimiento del
micelio de P. cinnamomi (cepa 1630) en el cultivo dual establecido entre el
material embriogénico de la linea Hal3 elicitado previamente con MeJA50
(derecha) y material control no elicitado (izquierda).
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Figura IV.18. Evolucion del crecimiento del micelio de P. cinnamomi (cepa 1630) durante 3
dias en el cultivo dual establecido entre el oomiceto, el material embriogénico control
(izquierda) y el material embriogénico elicitado con 50MelJA (derecha).

IV.2.2.1.1. Determinacion de H,0; tras cultivo dual

La produccion de H,0, en las muestras elicitadas con OCF (Fig. IV.19A)
no resultd significativamente diferente a la de las muestras control (p > 0.05,
tabla A.19). A pesar de ello, se observéd que la produccién de H,0; disminuia
a medida que incrementaba la concentracidn de OCF (Fig. IV.19A).
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Figura IV.19. Medida de la produccién de H,05 (ug/mL) en el material embriogénico de la linea
Ha13 tras el contacto con micelio de P cinnamomi en el cultivo dual. Las graficas representan,
respectivamente, al material tratado previamente con extracto estéril de P. cinnamomi (OCF)
(A) y con los elicitores quimicos MelJA (B), BTH (C) y PABA (D). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las medias de los datos. Datos son la media de 3 repeticiones
+ES.

El ANOVA factorial llevado a cabo con todos los elicitores quimicos
(Tabla A.20) mostré que el efecto del factor elicitor (p > 0.05) dependia de la
concentracién aplicada (p < 0.001), y la interaccion de ambos factores
también fue significativa (p < 0.001) en la produccidn de H,0,. Se realizaron
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anadlisis independientes para cada elicitor empleado, comparando Ia
produccién de H,0; en las muestras elicitadas con respecto al control.

En las muestras elicitadas con MeJA (Tabla A.19) se observd un
efecto significativo de la concentracidén (p < 0.001) sobre la produccion de
H,0,. Asi, las muestras elicitadas con MeJA50 incrementaron
significativamente la produccion de H,0, después del contacto con el
oomiceto en relacion a las no elicitadas. En contraste, se observd una
reduccion significativa de este pardmetro en las muestras elicitadas con
MelJA25, con respecto a las muestras control (7.35, 1.85 y 5.31 ug/mL
respectivamente, fig. IV.19B).

En las muestras elicitadas con BTH el efecto de la concentracidon
sobre la produccién de H,0, fue significativo (p <0.01, tabla A.19). Se observé
gue el nivel de este compuesto en las muestras elicitadas con BTH10y BTH25
era significativamente inferior al del control (3.42, 2.90 y 5.31 ug/mL
respectivamente, fig. IV.19C).

No se observaron incrementos significativos de la produccién de
H,0, después de la infeccién con oomiceto en ninguna de las muestras
elicitadas con PABA con respecto al control. EI ANOVA realizado con los
datos de las muestras elicitadas con PABA, mostrdé un efecto significativo de
la concentracién (p < 0.01, tabla A.19), especificamente entre los
tratamientos PABAS5 y PABA25 con respecto a los tratamientos PABA10 y
PABASO (Fig. IV.19D).

1V.2.2.1.2. Determinacion de la actividad catalasa tras el cultivo dual

La actividad catalasa (CAT, EC 1.11.1.6) se determind en las muestras
de la linea Hal3 elicitadas con OCF y posteriormente infectadas con el
micelio de P. cinnamomi en el cultivo dual. En estas muestras se observé una
reduccién de la produccion de H,0, a medida que aumentaba la
concentracién del elicitor, de manera que se midid la actividad CAT para
tratar de explicar esta reduccién de H,0,. Los resultados mostraron un
incremento de la actividad enzimatica que fue de 0.1; 1.1y 2.4 U/g proteina
para los tratamientos control, OCF30 y OCF50 respectivamente (Fig. 1V.20),
observandose esta tendencia inversamente proporcional a la produccién de
H,0; en el material embriogénico, a pesar de que el analisis de la varianza
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realizado (datos no mostrados) no demostré diferencias significativas entre
tratamientos (p > 0.05).
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Figura 1V.20. Medida de la actividad CAT (U/g proteina) en el material
embriogénico de la linea Hal3 tras la infeccién mediante el contacto con
el micelio de P. cinnamomi en el cultivo dual. La grafica representa el
material tratado previamente con OCF. Datos son la media de 3
repeticiones ES.

1V.2.2.2. Evaluacion de la actividad ROS tras la infeccion con extracto activo
de P. cinnamomi al 20% (v/v)

En este ensayo se determind la actividad ROS como medida de la
respuesta de las lineas Hal3 y EQO frente a la infeccidén con un extracto activo
del oomiceto.

Determinacion de H,0;

La produccién de H,0; en las muestras de material embriogénico de la
linea Hal3 elicitado con OCF (Fig. IV.21A) e infectado con el extracto del
oomiceto fue similar a la del control (p > 0.05, tabla A.21).

El analisis factorial de Kruskal-Wallis con datos de todos los elicitores
guimicos (Tabla A.22) mostré un efecto significativo de la concentracion del
elicitor (p < 0.001) sobre la produccién de H,0; tras la infeccion. En general y
a pesar de que el tipo de elicitor no fue significativo, la produccién de H,0,
fue superior en las muestras elicitadas previamente con MelJA que en las
elicitadas con OCF, BTH y PABA (3.02 vs. 1.52, 2.05, 2.08 ug/mL,
respectivamente).
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En las muestras elicitadas con MelA la concentracidn (p < 0.001, tabla
A.21) afectd significativamente la produccién de H,0,, siendo esta superior
en las muestras elicitadas con MeJA5 y MelJA50 que en las muestras control
(5.38y 4.22 vs. 1.27 pg/mL, respectivamente, fig. IV.21B).
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Figura IV.21. Medida de la produccién de H,0, (ng/mL) en el material embriogénico de la linea
Hal3 tras la infeccién con un extracto activo de P. cinnamomi al 20 % (v/v). Las gréficas
representan, respectivamente, al material tratado previamente con extracto estéril de P.
cinnamomi (OCF) (A) y con los elicitores quimicos MeJA (B), BTH (C) y PABA (D). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los datos. Datos son la media
de 3 repeticiones *ES.

El analisis de Kruskal-Wallis revelé un efecto significativo de la
concentraciéon de BTH (p < 0.05, tabla A.21) sobre la produccién de H,0,,
siendo esta superior en las muestras elicitadas con BTH5 y BTH10 que en las
muestras control (2.53 y 3.64 vs. 1.27 ug/mL, respectivamente, fig. IV.21C).

En las muestras elicitadas con PABA, el ANOVA (Tabla A.21) mostré
también un efecto significativo de la concentracion del elicitor (p < 0.001)
sobre la produccidn de H,0; tras la infeccion. Asi, el material embriogénico
elicitado con PABA10 y PABA25 produjo mas H,0; que el control (2.70y 3.14
vs. 1.27 ug/mL, respectivamente, fig. IV.21D).

La determinacion de la produccién de H,0; en las muestras de material
embriogénico de la linea EOO se realizd Unicamente con los tratamientos que
habian permitido un mejor desarrollo de la linea embriogénica y/o habian
producido menos dafos en la membrana celular. Se realizé un analisis de la
varianza agrupando todos los tratamientos llevados a cabo. El andlisis de la
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varianza de Kruskal-Wallis (Tabla A.23) reveld diferencias significativas entre
tratamientos (p < 0.01). Se observaron diferencias significativas entre las
muestras elicitadas con OCF30, MelJA5, MeJA25, BABA10, BABAS50, AS5, AS50
y las muestras control (Fig. IV.22), sin embargo, las muestras elicitadas
presentaban niveles de H,0, inferiores a las muestras control, no
permitiendo por tanto establecer conclusiones sobre la respuesta a estrés en
la linea EOOQ.
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Figura IV.22. Medida de la produccién de H,0, (ug/mL) en el material
embriogénico de la linea EQO tras la infeccidon con un extracto activo de
P. cinnamomi al 20% (v/v). La grafica representa el material tratado
previamente con OCF30, MelJA5, MelJA25, BABA10, BABA25, BABASO,
AS5 y AS50. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
medias de los datos. Datos son la media de 3 repeticiones *ES.

Determinacidn de la actividad enzimdtica SOD

La actividad superdxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) se midid en el
material embriogénico de la linea EOO elicitado con OCF30, MelJA5, MelA25,
BABA10, BABA25, BABA50, AS5 y AS50, después de haber sido infectado con
extracto activo de P. cinnamomi al 20 % (v/v).

El andlisis de la varianza de Kruskal-Wallis (Tabla A.24) llevado a cabo
agrupando los elicitores con sus respectivas concentraciones en 9
tratamientos, mostro diferencias significativas entre los mismos (p < 0.001).
Las muestras tratadas con OCF30, BABA10, BABA50 y AS50 tuvieron un
incremento significativo de la actividad enzimatica con respecto a las
muestras control (52 %, 78.9 %, 41.7 % y 49.2 % vs. 23.5 %, respectivamente,
fig. IV.23). Ademas, todos los tratamientos, excepto AS5, mostraron mayor
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actividad SOD que el control, a pesar de que en algunos casos estos
incrementos no fueron significativos.
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Figura 1V.23. Medida de la actividad SOD (%) en el material embriogénico
de la linea EOO infectado con un extracto activo de P. cinnamomi al 20 %
(v/v). Las muestras fueron elicitadas previamente con diferentes
concentraciones de los elicitores OCF, MelJA, BABA y AS. Se hace una
comparativa entre todos los tratamientos. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las medias de los datos. Datos son la
media de 3 repeticiones *ES.

IV.3. Anadlisis de marcadores como indicadores precoces de
tolerancia a estrés bidtico

La busqueda de marcadores que indicaran una activaciéon de los
mecanismos de respuesta a estrés de una manera mas rapida o contundente
en el material embriogénico elicitado, tras la aplicacion un estrés bidtico,
provocado por la infeccién de este material con extractos activos de P.
cinnamomi, se llevd a cabo mediante la determinacién de las variaciones de
los niveles de expresidon de genes de respuesta a estrés, de compuestos
fendlicos, de proteinas y de hormonas relacionadas también con esta
respuesta a estrés. Posteriormente, se determind la actividad enzimatica en
las muestras con el objetivo de dilucidar si esta actividad enzimatica era
superior en el material embriogénico elicitado que en el no elicitado. Estas
determinaciones se realizaron en las lineas embriogénicas Q8, EOO y VA5 11f.

IV.3.1. Variaciones en los niveles de expresion de genes de respuesta
a estrés

En estos ensayos se analizaron las variaciones en la expresién de 5
genes “diana” CSQs (codifica una Corismato Sintasa de Q. suber), PALQs

102



IV. Resultados

(codifica una Fenilamonio Liasa de Q. suber), CAD1Qs (CAD), (codifica una
Alcohol Cinamilico Deshidrogenasa de Quercus suber), ChSQs (codifica una
Chalcona Sintasa de Q. suber) y CsTL1 (codifica una proteina similar a la
Taumatina de Castanea sativa), con respecto al gen utilizado como control
interno QsEFse (Factor de Elongacion de la Polimerasa de Quercus suber) en
tres lineas embriogénicas (Q8, E00 y VA5 11f) elicitadas (E) y no elicitadas
(control, C) antes y después de ser infectadas (E+l) y (C+l) respectivamente.
La elicitacidn consistid en la aplicacion de 50 uM de MelA y la infeccién se
realizd con un extracto activo al 20 % (v/v) de P. cinnamomi, como se detalla
en el apartado 11l.4 de la secciéon de material y métodos.

Expresion del gen CSQs (Corismato Sintasa de Q. suber)

El analisis de Kruskal-Wallis mostro efectos significativos de la linea (p
< 0.001, tabla A.25), pero no del tratamiento (p > 0.05) sobre la expresién
relativa del gen CSQs; la linea EO0 mostrd valores menores de la expresion
gue las lineas Q8 y VA5 11f (0.0065 vs. 0.0403 y 0.0276 respectivamente).
Para determinar el efecto de la interaccidn de los factores linea y tratamiento
se realizaron andlisis de la varianza para cada una de las lineas ensayadas
(tablas A.26, A.27, A.28).

En la linea Q8 la infeccidn incrementd, aunque no significativamente,
la expresidn del gen en las lineas control, aunque no varié en las elicitadas
(Fig. 1V.24). Las unicas diferencias significativas (p < 0.05) se observaron entre
las muestras E+l y las muestras C+l (0.0323 vs. 0.0558 respectivamente, fig.
IV.24). Las muestras elicitadas e infectadas mostraron niveles de expresiéon
de este gen similares a las muestras control (Fig. 1V.24). En la linea EOO
ninguno de los tratamientos produjo variaciones significativas en la
expresion relativa de este gen (tabla A.27, fig. IV.24).

En la linea VA5 11f la elicitacién disminuyd significativamente (p <
0.05) la expresién del gen CSQs en comparacién con las muestras control o
control infectadas (0.0106 vs. 0.0381 y 0.0315 respectivamente, fig. IV.24);
sin embargo, la infeccidn incrementd no significativamente la expresion del
gen CSQs en las muestras elicitadas, situandola en niveles similares al control
0.0304 vs. 0.0381, fig. IV.24). No se observd esta diferencia en las muestras
control (0.0315 vs. 0.0381, muestras C+l vs. C respectivamente, fig. IV.24).
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Figura IV.24. Medida de la variacion de la expresion del gen CSQs en las
muestras de las lineas embriogénicas Q8, E00 y VA5 11f con los
tratamientos control, control + infecciéon, elicitacion y elicitacion
+infeccidén con un extracto activo de P. cinnamomi al 20 % (v/v). Las
muestras fueron elicitadas previamente con 50 uM de MelA. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los datos.
Las diferencias significativas se refieren a cada linea. Datos son la media
de 3 repeticiones *ES.

Expresion del gen PALQs (Fenilamonio Liasa de Q. suber)

La expresion relativa del gen PALQs dependid Unicamente del
tratamiento (p < 0.05), no observandose diferencias entre las lineas, ni en la
interaccion entre linea y tratamiento (p > 0.05, tabla A.25, fig. IV.25B). Las
variaciones en la expresidn relativa de este gen con respecto al control no
fueron significativas, aunque se observé un descenso en la expresion en las
muestras elicitadas y un aumento en la expresidn en las muestras infectadas,
tanto C+l como E+l (Fig. IV.25A). Las muestras elicitadas e infectadas E+l
mostraron valores significativamente superiores a las muestras E (0.1173 vs.
0.0585 respectivamente, fig. IV.25A), sin embargo, las muestras control
infectadas C+l no mostraron variaciones significativas con respecto a las
muestras control C y si a las muestras elicitadas (0.1250 vs. 0.0929 y 0.0585
respectivamente, fig. IV.25A). En las lineas EO0 y VA5 11f la infeccion de las
muestras elicitadas provocd un aumento de la expresion de este gen (Fig.
IV.25B), que, aunque no fue significativo, fue notable en el caso de la linea
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E0O. En la linea Q8, por el contrario, la infeccidn de estas muestras provocé
un descenso de la expresion de PALQs.
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Figura IV.25. Medida de la variacién de la expresion del gen PALQs en las
muestras de las tres lineas (A) y en cada linea por separado (B) con los
tratamientos control, control + infeccidn, elicitacion y elicitacion + infeccion
con un extracto activo de P. cinnamomi al 20 % (v/v). Las muestras fueron
elicitadas previamente con 50 uM de MelA. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las medias de los datos. Las diferencias
significativas se refieren a la media de todas las lineas. Datos son la media
de 3 repeticiones *ES.

Expresion del gen CAD1Qs (Alcohol Cinamilico Deshidrogenasa de Quercus
suber)

La expresion relativa del gen CAD1Qs dependid de la linea
embriogénica (Tabla A.25, p < 0.05), observandose diferencias significativas
entre las lineas VA5 11f y E00 (0.435 vs. 0.265, respectivamente). Por el
contrario, ni el tratamiento (elicitacion y/o infeccidn) ni su interaccion con la
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linea ejercieron efectos significativos sobre la expresion de dicho gen (p >
0.05, tabla A.25, fig. IV.26). Se destaca que la linea VA5 11f, generada a partir
de un arbol escape, presentaba de forma constitutiva una mayor expresién
del gen CAD1Qs.
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Figura IV.26. Medida de la variacion en la expresion del gen CAD1Qs en
las muestras de las lineas embriogénicas Q8, EO0 y VA5 11f con los
tratamientos control, control + infeccidon, elicitacion y elicitacion
+infeccién con un extracto activo de P. cinnamomi al 20% (v/v). Las
muestras fueron elicitadas previamente con 50 uM de MeJA. Datos son
la media de 3 repeticiones *ES.

Expresion del gen ChSQs (Chalcona Sintasa de Q. suber)

La expresion relativa del gen ChSQs dependid de la linea (Tabla A.25, p
=0.05), y del tratamiento (p < 0.01). Especialmente varié entre las lineas EOO
y Q8 (0.014 vs. 0.008 respectivamente). Las muestras elicitadas presentaron
una expresién relativa del gen ChSQs similar al control (0.015 vs. 0.016,
muestras E vs. C respectivamente). La infeccidn produjo una disminucion
significativa en la expresion relativa de este gen con respecto al control, tanto
en las muestras control como en las previamente elicitadas (0.008 y 0.007 vs.
0.016, respectivamente). Para tratar de establecer el efecto de la interaccion
de los dos factores anteriores, se realizaron analisis para cada una de las
lineas ensayadas. En la linea Q8 la expresion del gen ChSQs incrementd,
aunque no significativamente, en las muestras elicitadas (0.0068 vs. 0.0150
muestras C vs. E respectivamente, fig. IV.27), las muestras infectadas
presentaron una expresién similar al control (0.0072 y 0.0056 vs. 0.0068,
muestras C+l y E+l vs. C, respectivamente, fig. IV.27), solo se produjo una
disminucién significativa de la expresion entre las muestras elicitadas
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después de la infeccion (0.0056 vs. 0.0150, muestras E+l vs. E,
respectivamente, tabla A.26, fig. IV.27).

En la linea EOO ninguno de los tratamientos provocd cambios en la
expresion del gen ChSQs (p > 0.05, tabla A.27, fig. IV.27).

En la linea VA5 11f el tratamiento influyd significativamente en la
expresion del gen ChSQs (p < 0.05, tabla A.28). La infeccion con el oomiceto
disminuyd significativamente la expresion de este gen tanto en las lineas
control como en las elicitadas (0.004 y 0.003 vs. 0.024, muestras C+l y E+l vs.
control respectivamente, fig. 1V.27). Las muestras elicitadas también
presentaron un decrecimiento en la expresion de este gen, pero este no fue
significativo (0.015 vs. 0.024, muestras E vs. C respectivamente, fig. IV.27).
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Figura 1V.27. Medida de la variacién de la expresion del gen ChSQs en
las muestras de las lineas embriogénicas Q8, EO0 y VA5 11f con los
tratamientos control, control + infeccidn, elicitacion y elicitacion
+infeccion con un extracto activo de P. cinnamomi al 20 % (v/v). Las
muestras fueron elicitadas previamente con 50 uM de MelA. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los
datos. Las diferencias significativas se refieren a cada linea. Datos son la
media de 3 repeticiones *ES.

Expresion del gen CsTL1 (proteina similar a la Taumatina de Castanea sativa)

El analisis Kruskal-Wallis de la expresién relativa del gen CsTL1 (Tabla
A.25) mostro un efecto significativo de la linea (p < 0.01), siendo la expresion
relativa de este gen inferior en la linea EOO que en las lineas Q8 y VA5 11f
(0.373 vs. 1.310y 1.110 respectivamente). El tratamiento también ejercié un
efecto significativo (p < 0.05), observandose una reduccion en la expresion
en las muestras elicitadas con respecto al control (0.368 vs. 1.082, muestras
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E vs. C respectivamente). La infeccién incrementd significativamente la
expresion de este gen en las muestras elicitadas, (0.974 vs. 0.368, muestras
E+l vs. E respectivamente), de manera que los niveles de expresidn en estas
muestras E+l presentaron valores similares al del control. En las muestras
control los valores entre las muestras infectadas y no infectadas fueron
similares (1.309 vs. 1.082, muestras C+l vs. C respectivamente). Las muestras
control infectadas tuvieron una mayor expresion del gen CsTL1 que las
muestras elicitadas (1.309 vs. 0.368 respectivamente p < 0.05). El efecto de
la interaccién de ambos factores se estudid posteriormente (tablas A.26,
A.27,A.28)

En la linea Q8 la elicitacién indujo un decrecimiento no significativo (p
> 0.05) en la expresién de CsTL1 (Fig. 1V.28), mientras que la infeccidn
provocd incrementos no significativos (p > 0.05) en las muestras control
(1.060 vs. 2.201 para control y control infectado, respectivamente, fig. IV.28)
y en las muestras elicitadas (0.671 vs. 1.332, muestras E vs. E+l,
respectivamente, fig. 1V.28). Las muestras elicitadas e infectadas E+l
presentaron valores de expresion de este gen similares al control (1.332 vs.
1.060, respectivamente, fig. IV.28). Las diferencias significativas (p < 0.05) se
observaron entre las muestras elicitadas E y las muestras C+1 (0.671 vs. 2.201
respectivamente, fig. IV.28).
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Figura IV.28. Medida de la variacién de la expresién del gen CsTL1 en las
muestras de las lineas embriogénicas Q8, EO0 y VA5 11f con los
tratamientos control, control + infeccion, elicitacién vy elicitacidon
+infeccién con un extracto activo de P. cinnamomi al 20 % (v/v). Las
muestras fueron elicitadas previamente con 50 uM de MelA. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los datos.
Las diferencias significativas se refieren a cada linea. Datos son la media
de 3 repeticiones *ES.
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En la linea EOO el tratamiento no afectd los niveles de expresion de
este gen (p > 0.05, tabla A.27, fig. IV.28).

En la linea VA5 11f las muestras infectadas tenian unos niveles de
expresion del gen CsTL1 similares al control (1.422 y 1.177 vs. 1.826,
muestras C+l y E+l vs. C, fig. IV.28). La elicitacién inhibio significativamente
(p < 0.05) la expresion del gen CsTL1 (0.0176 vs. 1.8261, muestras elicitadas
E vs. control C respectivamente, fig. 1V.28).

IV.3.2. Variaciones en el perfil proteico

El estudio del perfil proteico se realizé con la linea EOO elicitada con
MelA a dos concentraciones (25 y 50 uM) y posteriormente infectada con
extracto activo de P. cinnamomi al 20 % (v/v). Como controles se emplearon
muestras no elicitadas y no infectadas de este material embriogénico
(Control) y muestras no elicitadas e infectadas con el extracto activo del
oomiceto (Control infectado). Actualmente se estd completando el perfil
proteico de muestras de tejido elicitado con 50 uM MelA antes de proceder
a su infeccidn.

La identificacion y cuantificacion de proteinas por nLC-MS/MS llevada
a cabo por el Servicio Central de Apoyo a la Investigacion (SCAI) de la
Universidad de Cérdoba devolvid una base de datos compuesta por todas las
proteinas presentes en las muestras, con un total de 1778 proteinas. El
analisis estadistico se realizd con el apoyo del Servicio Central de Soporte a
la Investigacion Experimental (SCSIE) de la Universidad de Valencia.
Aplicando la metodologia de penalizacion Lasso en el andlisis multinomial,
del total de proteinas se identificaron 24 con expresidn diferencial (Tabla
IV.6), agrupadas en 4 bloques que coincidian con los tratamientos (Fig. IV.29).
El andlisis PLS-DA de las muestras las agrupd segun el tratamiento (Fig. IV.30).
El componente 1, que explica el 29 % de la varianza, separd las muestras
control infectadas de las elicitadas con MelA50 e infectadas, mientras que el
componente 2, que explica el 15 % de la varianza, separé las muestras control
de las infectadas (Fig. IV.30).

De las 24 proteinas diferencialmente expresadas, 12 estaban
sobreexpresadas en las muestras elicitadas con respecto al control y/o
control infectado (Tabla IV.6, fig. IV.31), mientras que las otras 12
disminuyeron su expresion en respuesta a la infeccion por el oomiceto en las
muestras elicitadas con respecto al control y/o al control infectado (Tabla
IV.6, fig. IV.32).
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Tabla IV.6. Proteinas diferenciales halladas en las muestras analizadas que se agrupan de
manera coincidente con los cuatro tratamientos estudiados en la linea E0O. Se clasifican en
proteinas sobreexpresadas o con menor expresidn, en las muestras elicitadas con respecto

a los controles.

Proteinas sobreexpresadas en las muestras elicitadas con uno o ambos tratamientos con
respecto al control y/o al control infectado.

P46209 USF_AQUPY
024456 GBLPA_ARATH
Q04832 HEXP_LEIMA

Q66PF3 UFOG3_FRAAN

Q680A5 KPRS4_ARATH
Q9C7N4 GDL15_ARATH
Q9FKAS5 Y5957_ARATH

Q9FNC9 TOM92_ARATH

Q9FRL8 DHAR2_ARATH
Q9LU14 APG2_ARATH
Q9S7E9 GGT2_ARATH
Q97ZRA2 HGD_ARATH

Proteina usf Aquifex pyrophilus

Receptor para la quinasa C activada 1A Arabidopsis thaliana
Proteina de union al ADN HEXBP Leishmania major

Putativo UDP-glucosa flavonoide 3-O-glucosiltransferasa 3
Fragaria ananassa

Ribosa-fosfato pirofosfoquinasa 4 Arabidopsis thaliana

Esterasa / Lipasa GDSL At1g29670 Arabidopsis thaliana

Proteina At5g39570 Arabidopsis thaliana

Subunidad del receptor de importacién mitocondrial TOM9-2
Arabidopsis thaliana

Glutation S-transferasa DHAR2 Arabidopsis thaliana

Esterasa / Lipasa GDSL APG Arabidopsis thaliana
Glutamato-glioxilato aminotransferasa 2 Arabidopsis thaliana
Homogentisato 1,2-dioxigenasa Arabidopsis thaliana

Proteinas con menor expresion en las muestras elicitadas con respecto al control y/ o al

control infectado.

COHJG8 BSP_BOSSE
F4)Y37 RUK_ARATH
P25096 P21_SOYBN
P46525 CS120_WHEAT
P47920 NDKB_FLABI

P81748 MIFH_TRITR

Q00874 DR100_ARATH

Q05091 PGIP_PYRCO
Q9M8S8 VTC4_ARATH
Q9SP55 VATG_CITLI
Q9SSG3 HIPL1_ARATH
Q9XIV8 PERN1_TOBAC

Proteasa secretora basica Boswellia serrata
Serina/treonina-proteina quinasa RUNKEL Arabidopsis thaliana
Proteina P21 Glycine max (familia de la Taumatina)

Proteina de choque de frio CS120 Triticum aestivum

Nucledsido difosfato quinasa B Flaveria bidentis

Homologo del factor inhibidor de la migracidon de macroéfagos
Trichuris trichiura

Proteina de tolerancia/ reparacién de dafios en el ADN DRT100
Arabidopsis thaliana

Inhibidor de la Poligalacturonasa Pyrus communis
Inositol-fosfato fosfatasa Arabidopsis thaliana

Protdn de tipo V subunidad G de ATPasa Citrus limon

Proteina HIPL1 Arabidopsis thaliana

Peroxidasa N1 Nicotiana tabacum
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Figura IV.29. Mapa de calor con las proteinas diferenciales halladas en las muestras de material embriogénico de la linea EOO de acuerdo a la
penalizacidn Lasso que divide las muestras en 4 grupos coincidentes con los tratamientos estudiados. SCSIE, UV.
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Figura IV.30. Clasificacion PLS-DA de las muestras en 4 grupos. SCSIE, UV. El componente 1 explica el 29 %
de la varianza y separd las muestras control + infeccion de las elicitadas con 50 MelA + infeccion, el
componente 2 explica el 15 % de la varianza y separo las muestras control de todas las infectadas.
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De las proteinas enumeradas anteriormente se analizan aquellas
relacionadas con el estrés bidtico que se sobreexpresan tras la infeccion y en
mayor medida en las muestras previamente elicitadas, por otro lado, las
proteinas cuyos niveles se ven alterados (aumentados o disminuidos) tras la
infeccidn en las muestras control, pero en las muestras elicitadas registran
niveles similares al control sin infectar. También se comentaran aquellas
proteinas que permanecen estables en todos los tratamientos.

La infeccidn con el oomiceto incrementd significativamente (p =0.001,
tabla A.29) la expresién de las proteinas 024456 GBLPA_ARATH en las
muestras elicitadas (1.43x107 y 2.6x107 vs 2.76x10° para las muestras
elicitadas con MeJA25 y MeJA50 vs control respectivamente, fig. IV. 31) y
Q9LU14 APG2_ARATH en las muestras elicitadas con MeJA50 (1.76x107 vs
4.43x10°, muestras elicitadas vs control respectivamente, fig. IV.31).

La proteina Q9ZRA2 HGD_ARATH, (homogentisato 1,2-dioxigenasa
Arabidopsis thaliana), implicada en la degradacion de la fenilalanina y de la
tirosina, incrementd su expresion tras la infeccién en las muestras elicitadas
con MeJA50, aunque las diferencias fueron significativas Unicamente con
respecto a las muestras elicitadas con MelJA25 (p < 0.05, tabla A.29, fig.
IV.31), con valores de 7.53x108 vs. 2.16x108, muestras elicitadas con MeJA50
vs. muestras elicitadas con MelA25.

Las proteinas que incrementaron su expresion tras la infeccion en las
muestras control y sin embargo, en las muestras elicitadas e infectadas los
niveles de expresion fueron similares al control sin infectar fueron F4JY37
RUK_ARATH (Serina/treonina-proteina quinasa RUNKEL Arabidopsis
thaliana), P46525 CS120 WHEAT (Proteina de choque de frio CS120 Triticum
aestivum), Q05091 PGIP_PYRCO (Inhibidor de la poligalacturonasa Pyrus
communis), Q9SSG3 HIPL1_ARATH (Proteina HIPL1 Arabidopsis thaliana),
Q9XIV8 PERN1_TOBAC (Peroxidasa N1 Nicotiana tabacum). Este aumento de
la expresion en las muestras control fue significativo en el caso de la primera
y la cuarta (p < 0.05, p < 0.001, tabla A.30). Las muestras elicitadas con
MelJA50 e infectadas mostraron niveles de expresion similares al control (Fig.
IV.32).

La infeccion con P. cinnamomi produjo una sobreexpresién de las
proteinas Q05091 PGIP_PYRCO, que codifica un inhibidor de
poligalacturonasa bacteriana, que facilita la degradacién de la pared celular
de las plantas en Pyrus communis, y Q9XIV8 PERN1_TOBAC, que codifica una
peroxidasa de tipo N1 en Nicotiana tabacum en las muestras control. Ambas
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Figura IV.31. Proteinas sobreexpresadas (datos representados en funcidn del drea de pico) en las muestras elicitadas con uno o ambos tratamientos.
Se muestran las variaciones en la expresidn segun los tratamientos en material embriogénico de la linea EO0 con y sin infecciéon con un extracto
activo de P. cinnamomi al 20 % (v/v). Las muestras fueron elicitadas previamente con 25y 50 uM de MelA. Las proteinas sefialadas con una flecha
azul recuperan, en cierta medida, los niveles de expresion del control en el material elicitado e infectado; las proteinas sefialadas con una flecha roja
estan relacionadas con la respuesta a estrés. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los datos. Las diferencias
significativas se refieren a cada proteina. Datos son la media de 3 repeticiones +ES.
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Figura IV.32. Proteinas con menor o similar expresién (datos representados en funcion del area de pico) que el control en las muestras elicitadas con
uno o ambos tratamientos. Se muestran las variaciones en la expresidn segun los tratamientos en material embriogénico de la linea EOO con y sin
infeccion con un extracto activo de P. cinnamomi al 20 % (v/v). Las muestras fueron elicitadas previamente con 25 y 50 uM de MelA. Las proteinas
sefialadas con una flecha azul recuperan, en cierta medida, los niveles de expresién del control en el material elicitado e infectado; las proteinas
sefialadas con una flecha roja estan relacionadas con la respuesta a estrés. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los
datos. Las diferencias significativas se refieren a cada proteina. Datos son la media de 3 repeticiones +ES.
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proteinas estan parcialmente inhibidas en las muestras elicitadas (Fig. IV.32),
mostrando niveles similares al control, aunque sélo en el caso de la primera
se observd que esta inhibicién era significativa (p < 0.01, tabla A.30), con
valores de drea de pico de 5.36x107 y 4.93x107 para las muestras elicitadas
con 25 y 50 MelJA respectivamente e infectadas vs. 1x10® para el control
infectado (Fig. 1V.32). En la segunda las diferencias no fueron significativas (p
>0.05, tabla A.30, fig. IV.32).

Otras proteinas sufrieron un decrecimiento en su expresién en las
muestras control al producirse la infeccién, mientras que en las muestras
elicitadas se observd un incremento de la expresién de las mismas: P46209
USF_AQUPY (proteina usf Aquifex pyrophilus), Q04832 HEXP_LEIMA
(proteina de unién al ADN HEXBP Leishmania major), QQC7N4 GDL15_ARATH
(Esterasa/Lipasa GDSL At1g29670 Arabidopsis thaliana), Q9FKA5
Y5957_ARATH, Q9FNC9 TOM92_ARATH (Subunidad del receptor de
importacién mitocondrial TOMS9-2 Arabidopsis thaliana), Q66PF3
UFOG3_FRAAN (Putativo UDP-glucosa flavonoide 3-O-glucosiltransferasa 3
Fragaria ananassa), Q680A5 KPRS4 ARATH (Ribosa-fosfato pirofosfoquinasa
4 Arabidopsis thaliana).

La infeccidn produjo una inhibiciéon notable, aunque no significativa,
en la expresion de la proteina P46209 USF_AQUPY (proteina usf Aquifex
pyrophilus), con actividad hidrolasa, sin embargo, en las muestras elicitadas
con ambas concentraciones de MeJA e infectadas, la expresién de esta
proteina fue significativamente mayor (p < 0.05, tabla A.29) que las muestras
control infectadas, (2.6x107 y 2.66x107 vs. 9.5x108, valores de drea de pico
en muestras elicitadas con 25 y 50 uM de MelJA vs. muestras control
infectadas respectivamente, fig. 1V.31).

En el caso de la proteina Q04832 HEXP_LEIMA esta disminucidén en la
expresion en las muestras control infectadas tampoco fue significativa, sin
embargo, el incremento de la expresidon en las muestras elicitadas e
infectadas si fue significativo (p < 0.05, tabla A.29) en el caso de las muestras
tratadas con MeJA50 con respecto al control infectado y no con respecto al
control (Fig. IV.31), con valores de 2.5x10° vs 5.3x10* respectivamente.

La infeccién indujo una disminucidn en la expresién de las proteinas
Q66PF3 UFOG3_FRAAN (putativo UDP-glucosa flavonoide 3-O-
glucosiltransferasa 3 Fragaria ananassa), QQC7N4 GDL15_ARATH (esterasa/
lipasa GDSL At1g29670 Arabidopsis thaliana) y Q9FNC9 TOM92_ ARATH
(subunidad del receptor de importacién mitocondrial TOM9-2 Arabidopsis
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thaliana) en las muestras control, significativo en el caso de las dos ultimas
(p <0.01, p <0.001, tabla A.29), sin embargo, en las muestras elicitadas la
expresion de estas proteinas recuperd los niveles del control, en Q66PF3
UFOG3_FRAAN en ambos tratamientos, y en Q9C7N4 GDL15 ARATH vy
QI9FNC9 TOM92_ARATH Unicamente en las muestras elicitadas con MeJA50
(Fig. IV.31).

La disminucién de la expresion de Q9FKA5 Y5957 ARATH en las
muestras control tras la infeccion no fue significativa, en las muestras
elicitadas la infeccion provocd un incremento significativo (p < 0.05, tabla
A.29) de la expresion en las muestras tratadas con MeJA25 con respecto al
control infectado, pero no al control sin infectar, mientras que las muestras
tratadas con MelJA50 incrementaron la expresidon significativamente con
respecto a ambos controles (Fig. IV.31).

En la proteina Q680A5 KPRS4_ARATH (ribosa-fosfato pirofosfoquinasa
4 Arabidopsis thaliana) la infeccion promovié también descensos de los
niveles de expresién en las muestras control y elicitadas con MeJA25, aunque
no significativos (Fig. IV.31). En las muestras elicitadas con MeJA50, por el
contrario, se observd una sobreexpresidon de esta proteina, aunque esta
variacion solo fue significativa (p < 0.05, tabla A.29) con respecto a las otras
muestras infectadas, y no con respecto al control (Fig. IV.31).

Hay otras proteinas cuyos patrones de expresion no se encuentran en
los grupos anteriormente citados. Entre ellas, ademas de la proteina COHJG8
BSP_BOSSE, hay otras que estdn directamente implicadas en la respuesta a
estrés (P25096 P21_SOYBN, Q9FRL8 DHAR2_ARATH y Q9S7E9 GGT2_ARATH,
tabla IV.7).

La infeccién produjo una inhibicidn de la proteina P25096 P21_SOYBN
(proteina P21 Glycine max, de la familia de la taumatina), que fue mas
evidente en las muestras elicitadas e infectadas (Fig. IV.32), existiendo
diferencias significativas entre las muestras elicitadas con MelA25 e
infectadas y las muestras control y control infectadas (p < 0.05, tabla A.30),
con valores de drea de pico que variaron entre 15.3x107 y 6.76x107 para las
muestras control y control infectado respectivamente y 1.86x10’ para las
muestras elicitadas con MeJA25 e infectadas (Fig. IV.32).

La expresién de la proteina Q00874 DR100_ARATH (proteina de
tolerancia/ reparacidn de dafios en el ADN DRT100 Arabidopsis thaliana) se
redujo significativamente en las muestras elicitadas e infectadas con MeJA25
(p < 0.05, tabla A.30, fig. IV.32), con valores de area de pico de 6.93x10° vs.
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1.96x107 y 1.9x107, muestras elicitadas con MelJA25 vs. muestras control y
control infectadas respectivamente, sin embargo, ni la infeccién, ni la
elicitacion con MelA50 y posterior infeccién produjeron cambios
significativos en esta expresion (Fig. 1V.32).

Tabla IV.7. Proteinas diferenciales relacionadas con la respuesta a estrés biético halladas
en las muestras de material embriogénico de la linea E0O analizadas.

COHJG8 BSP_BOSSE Proteasa secretora basica Boswellia serrata
P25096 P21_SOYBN Proteina P21 Glycine max (familia de la Taumatina)
P46209 USF_AQUPY Proteina usf Aquifex pyrophilus

P46525 CS120_ WHEAT | Proteina de choque de frio CS120 Triticum aestivum

P47920 NDKB_FLABI Nucledsido difosfato quinasa B Flaveria bidentis

Proteina de tolerancia/ reparacién de dafios en el ADN DRT100
Arabidopsis thaliana

Q05091 PGIP_PYRCO Inhibidor de la Poligalacturonasa Pyrus communis

Putativo UDP-glucosa flavonoide 3-O-glucosiltransferasa 3
Fragaria ananassa

Q680A5 KPRS4_ARATH Ribosa-fosfato pirofosfoquinasa 4 Arabidopsis thaliana
Q9C7N4 GDL15_ARATH | Esterasa / Lipasa GDSL At1g29670 Arabidopsis thaliana
Q9FRL8 DHAR2_ARATH | Glutatidn S-transferasa DHAR2 Arabidopsis thaliana

Q9S7E9 GGT2_ARATH Glutamato-glioxilato aminotransferasa 2 Arabidopsis thaliana
Q9XIV8 PERN1_TOBAC Peroxidasa N1 Nicotiana tabacum

Q9ZRA2 HGD_ARATH Homogentisato 1,2-dioxigenasa Arabidopsis thaliana

Q00874 DR100_ARATH

Q66PF3 UFOG3_FRAAN

La infeccion también provocd una sobreexpresién de la proteina
QIFRLS (glutation S-transferasa DHAR2 Arabidopsis thaliana) en las muestras
elicitadas con MeJA50. Esta proteina estd implicada en la supresién de la
necrosis producida por la peroxidacién de las membranas tras la infeccion
del patogeno (Fig. IV.31). Esta sobreexpresion, aunque fue muy notable, sélo
fue significativa con respecto a las muestras elicitadas con MelJA25 (p < 0.05,
tabla A.29, fig.IV.31).

Q9S7E9 GGT2_ARATH (Glutamato-glioxilato aminotransferasa 2
Arabidopsis thaliana) y PA7920 NDKB_FLABI (Nucleédsido difosfato quinasa B
Flaveria bidentis) son también proteinas relacionadas con la respuesta a
estrés. La infeccidn no provocd cambios significativos en la expresidn de la
primera, ni en las muestras control ni en las elicitadas (Fig. IV.31).

Los niveles de expresion de las proteinas P47920 NDKB_FLABI
(nucledsido difosfato quinasa B Flaveria bidentis) y P81748 MIFH_TRITR
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(homologo del factor inhibidor de la migracién de macréfagos Trichuris
trichiura) mostraron un decrecimiento significativo al infectar las muestras
control y las elicitadas con MeJA25 (p < 0.05, tabla A.30), al contrario que los
de las tratadas con MeJA50, que no resultaron significativamente diferentes
al control (Fig. IV.32).

IV.3.3. Variaciones en el perfil fenélico

La determinacion de las variaciones en el perfil fendlico se realizé en
las muestras de material embriogénico procedente de las lineas
embriogénicas Q8, EO0 y VA5 11f elicitadas con 50 uM de MelA (E) y
sometidas a una infeccidon con extracto activo de P. cinnamomi al 20 % (v/v)
(E+l), con los respectivos controles sin infectar (C) y controles sometidos a
infeccion (C+l). Se determind la variacién en el contenido de 4 &cidos
(sindpico, elagico, ferdlico y cafeico), 1 flavonol (quercetina) y 1
proantocianina, compuesto derivado de los flavonoles (prodelfinidina B3).

Contenido en dcido sindpico

El analisis de la varianza de los datos del contenido en acido sinapico
(Tabla A.31) demostré un efecto significativo de la linea (p < 0.001), siendo
menor en la linea VA5 11f que en las lineas Q8 y EO0 (962.19 vs. 8920.98 y
4006.82 ppb, respectivamente). El efecto del tratamiento no fue significativo
(p > 0.05) pero si su interaccion con la linea (p < 0.001, p < 0.05, p < 0.01,
tablas A.32, A.33 y A.34). Asi, en la linea Q8 la elicitacién provocd un
incremento significativo en la produccidon de acido sinapico (15867.11 vs.
8244.11 ppb, muestras elicitadas E y muestras control C respectivamente,
fig. IV.33) y la infeccién indujo una disminucidn significativa de este
parametro (7599.11y 3973.61 y vs. 15867.11y 8244.11 ppb, muestras E+l y
C+l vs. muestras E y C respectivamente, fig. 1V.33). El contenido en acido
sindpico en las muestras elicitadas e infectadas alcanzé valores similares al
control (7599.11 y 8244.11 respectivamente, fig. IV.33).

En la linea EOO se observé un incremento significativo en la produccion
de acido sindpico en las muestras elicitadas E con respecto a las muestras
control C(12007.11 vs. 738.7 ppb respectivamente fig. IV.33) y una reduccion
significativa del contenido en este compuesto en las muestras E+l con
respecto a las muestras E (474.40 vs. 12007.11 ppb respectivamente, fig.
IV.33). Es decir, la elicitacién aumentd significativamente los niveles de acido
sindpico al igual que en la linea Q8, pero la infeccidn produjo una disminucion
significativa de este compuesto Unicamente en las muestras que habian sido
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previamente elicitadas; en las muestras control, la infeccion produjo un
ligero incremento no significativo del de acido sinapico (Fig. IV.33).
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Figura IV.33. Medida del contenido en acido sinapico (ppb) en el material
embriogénico de las lineas Q8, E00 y VA5 11f con y sin infecciéon con un
extracto activo de P. cinnamomi al 20 % (v/v). Las muestras fueron
elicitadas previamente con 50 uM de MelA. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las medias de los datos. Las diferencias
significativas se refieren a cada linea. Datos son la media de 3
repeticiones ES.

En lalinea VA5 11f la elicitacidon no produjo diferencias remarcables en
el contenido de este compuesto, viéndose una ligera disminucién en los
valores de las muestras elicitadas con respecto a las muestras control (336.6
vs. 503.5 ppb respectivamente, fig. 1V.33). Por el contrario, la infeccién
incremento significativamente el contenido de este compuesto (1646.11 vs.
503.48 ppb, muestras C+l y C respectivamente, 1362.61 vs. 336.56 ppb,
muestras E+l y E respectivamente, fig. IV.33).

Contenido en dcido eldgico

El contenido en 4cido elagico (ppb) dependié de la linea embriogénica
(p <0.001, tabla A.31) siendo significativamente superior en la linea EQ0 que
en las lineas Q8 y VA5 11f (99523.05 vs. 27968.05 y 38753.05 ppb,
respectivamente, fig. IV.34). Se observé ademds una interaccion significativa
entre la linea y el tratamiento (p < 0.01, p < 0.05, p < 0.01, tablas A.32, A.33,
A.34).

En la linea Q8 la elicitacién no provocd cambios significativos en el
contenido de acido elagico (25803.05 y 20896.38 muestras elicitadas y
muestras control respectivamente, fig. IV.34), aunque las muestras elicitadas
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mostraron valores significativamente inferiores a las muestras control
infectadas C+l (25803.05 vs. 34436.38 ppb respectivamente, fig. IV.34). La
infeccidn provocd un incremento del contenido de este acido si se comparan
las muestras infectadas con el control (34436.38 y 30736.38 vs. 20896.38
ppb, muestras C+l y E+l vs. C respectivamente, fig. 1V.34).
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Figura IV.34. Medida del contenido en acido elagico (ppb) en el material
embriogénico de las lineas Q8, EO0 y VAS 11f con y sin infeccidén con un
extracto activo de P. cinnamomi al 20 % (v/v). Las muestras fueron
elicitadas previamente con 50 UM de MelA. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las medias de los datos. Las diferencias
significativas se refieren a cada linea. Datos son la media de 3
repeticiones +ES.

En la linea EOO la elicitacién no indujo cambios significativos en los
niveles de acido eldgico (Fig. IV.34), mientras que la infeccion provocé
incrementos notables en estos niveles en las muestras elicitadas, significativo
si se compara con las muestras elicitadas no infectadas E y con las muestras
C+1(2131830.50 vs. 57788.05 y 52178.05 ppb, respectivamente, fig. IV.34) y
no significativo si se compara con el control (Fig. 1V.34).

En la linea VA5 11f, la elicitacién no indujo variaciones en el contenido
en acido eldgico con respecto al control (Fig. IV.34). La infeccién promovié un
aumento significativo del contenido en dacido elagico Unicamente en las
muestras control (67343.05 vs. 26676.38 ppb, muestras C+l vs. C
respectivamente, fig. 1V.34); estas muestras C+l también tuvieron un
contenido significativamente superior a las muestras elicitadas no infectadas
(67343.05 vs. 18233.05 ppb, respectivamente, fig. 1V.34).
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Contenido en dcido ferulico

El andlisis de la varianza (Kruskal-Wallis) del contenido en 4&cido
ferdlico (Tabla A.31) demostré un efecto significativo de la linea (p < 0.01).
La linea Q8 mostro valores de este compuesto significativamente superiores
a la linea VA5 11f (4447.01 vs. 1855.50 ppb, respectivamente). También se
observé un efecto significativo de la interaccién entre la linea y los
tratamientos (Infeccidn y/o elicitacion) (p < 0.05, tablas A.32, A.33, A.34).

En la linea Q8 la elicitacidon provocd un aumento significativo de los
niveles de este compuesto (7687.55 vs. 3350.05 ppb, muestras E vs. C
respectivamente, fig. 1V.35). Por el contrario, la infeccién provocd un
decrecimiento significativo en los valores de este acido Unicamente en las
muestras elicitadas (2994.72 vs. 7685.55 ppb, muestras E+l vs. E
respectivamente, fig. IV.35).

En la linea EQO la elicitacién provocd un incremento significativo de
acido ferulico (7156.05 vs. 2414.55 ppb, muestras E y C respectivamente, fig.
IV.35). La infeccion indujo un decrecimiento significativo del contenido de
este compuesto en las muestras elicitadas, pero no en las muestras control
(1386.35 vs. 7156.05, 1973.55 vs. 2414.55 ppb, muestras E+l vs. E, muestras
C+l vs. C respectivamente, fig. IV.35).
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Figura IV.35. Medida del contenido en acido ferulico (ppb) en el material
embriogénico de las lineas Q8, E00 y VAS 11f con y sin infeccién con un
extracto activo de P. cinnamomi al 20 % (v/v). Las muestras fueron
elicitadas previamente con 50 uM de MelA. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las medias de los datos. Las diferencias
significativas se refieren a cada linea. Datos son la media de 3
repeticiones zES.
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En la linea VA5 11f la elicitacién provocé una disminucién no
significativa de los niveles de acido ferulico (229.15 vs. 631.85 ppb, muestras
elicitadas vs. control respectivamente, fig. IV.35). La infeccién promovié un
incremento de los niveles de este acido, aunque solo fue significativo en las
muestras elicitadas previamente (4776.05 vs. 229.15 ppb, muestras E+l vs. E
respectivamente, fig. 1V.35). Las muestras elicitadas también tuvieron
contenidos significativamente inferiores a las muestras control elicitadas C+l
como se observa en la figura V.35 (229.15 vs. 1785.05 ppb respectivamente).

Contenido en dcido cafeico

El andlisis de la varianza de Kruskal-Wallis del contenido en acido
cafeico (Tabla A.31) demostrd un efecto significativo del tratamiento (p <
0.001), pero no de la linea. Se observé una disminucion significativa del
contenido de este acido en las muestras infectadas con respecto a las no
infectadas (2836.11 y 2709.84 vs. 9810.95 y 13045.57 ppb, muestras C+l y
E+l vs. C y E respectivamente). Las interacciones de estos dos factores se
analizaron mediante un anlisis para cada linea.

En la linea Q8 se observé un incremento significativo (p < 0.01, tabla
A.32) del contenido de acido cafeico en las muestras elicitadas (E) con
respecto a las muestras control (11661.95 vs. 5193.95 ppb respectivamente,
fig. IV.36), este valor fue también significativamente superior al del resto de
las muestras (Fig. 1V.36). Las muestras infectadas disminuyeron su contenido
de este 4acido, pero sélo significativamente en aquéllas que habian sido
previamente elicitadas (2967.62 vs. 11661.95 ppb, muestras E+l vs. E
respectivamente, fig. IV.36).

En la linea EOO se produjo un incremento, no significativo, en el
contenido de acido cafeico en las muestras E con respecto a las muestras C,
aunque si fue significativo (p < 0.05, tabla A.33) al compararlo con las
muestras C+l (22265.62 vs. 4719.12 ppb respectivamente, fig. 1V.36). La
infeccion provocé un decrecimiento significativo en los niveles de acido
cafeico Unicamente en las muestras previamente elicitadas (2547.62 vs.
22265.62 ppb muestras E+l vs. E respectivamente, fig. 1V.36).

En la linea VAS 11f |a elicitacidn provocd un descenso de acido cafeico,
puesto que el contenido de este compuesto en las muestras control era muy
elevado, aunque los analisis mostraron que el descenso no era significativo
(Fig. IV.36). La infeccion indujo una disminucion significativa (p < 0.05, tabla
A.34) de los valores de acido cafeico en las muestras control (1459.12 vs.
16745.62 ppb, muestras C+l vs. C respectivamente, fig. IV.36), mientras que
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no fue significativa en las muestras previamente elicitadas (2614.29 vs.
5209.12 ppb, muestras E+l vs. E respectivamente, fig. IV.36).
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Figura IV.36. Medida del contenido en acido cafeico (ppb) en el material
embriogénico de las lineas Q8, E00 y VA5 11f con y sin infeccion con un
extracto activo de P. cinnamomi al 20 % (v/v). Las muestras fueron
elicitadas previamente con 50 uM de MelA. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las medias de los datos. Las diferencias
significativas se refieren a cada linea. Datos son la media de 3
repeticiones ES.

Contenido en quercetina

El andlisis de la varianza (Kruskal-Wallis) del contenido en quercetina
(Tabla A.31) demostré un efecto significativo del tratamiento (p < 0.001),
observandose que la elicitacion aumentaba el contenido de este compuesto
(2800.24 vs. 752.65 ppb, media de las muestras E y C respectivamente). La
infeccidn provoco una disminucidn significativa del contenido en quercetina
en las muestras (598.77 vs. 2800.24 y 164.73 vs. 752.65 ppb, media de las
muestras E+l y E, C+l y C respectivamente). Las interacciones de la linea y el
tratamiento se analizaron posteriormente.

En la linea Q8 el tratamiento (infeccién/elicitacion) no alterd
significativamente el contenido en quercetina (p > 0.05, tabla A.32, fig.
IV.37).

En lalinea EQO la elicitacién aumentd de manera significativa (p < 0.05,
tabla A.33) el contenido de este compuesto, Unicamente con respecto a las
muestras control infectadas (7448.27 vs. 45.51 ppb muestras E vs. C+l
respectivamente, fig. IV.37), el incremento fue notable, aunque no
significativo comparando con las muestras control (Fig. 1V.37). La infeccion
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provocd una disminucién no significativa del contenido en quercetina en las
muestras (Fig. IV.37).
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Figura IV.37. Medida del contenido quercetina (ppb) en el material
embriogénico de las lineas Q8, E00 y VA5 11f con y sin infeccion con un
extracto activo de P. cinnamomi al 20 % (v/v). Las muestras fueron
elicitadas previamente con 50 uM de MelA. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las medias de los datos. Las diferencias
significativas se refieren a cada linea. Datos son la media de 3
repeticiones ES.

En las muestras de la linea VA5 11f la elicitacién no provocé cambios
significativos en el contenido de este compuesto (Fig. IV.37), mientras que la
infeccidn provocd una disminucidn del contenido en quercetina Unicamente
significativo (p < 0.05, tabla A.34) en las muestras control (104.66 vs. 1042.38
ppb, muestras C+l y C respectivamente, fig. IV.37). Las muestras elicitadas e
infectadas también presentaban niveles de quercetina significativamente
inferiores a los del control (164.17 vs. 1042.38 ppb respectivamente), pero
no a los de las muestras elicitadas E (Fig. IV.37).

Contenido en prodelfinidina B

El contenido en prodelfinidina B no dependié de la linea ni del
tratamiento de acuerdo con Kruskal-Wallis (p > 0.05, tabla A.31).
Posteriormente se llevaron a cabo analisis para cada linea con el objetivo de
comprobar si las interacciones de estos dos factores tenian un efecto
significativo en alguna de las lineas.

Enlalinea Q8 la elicitacidn provocé una disminucidn no significativa (p
> 0.05) de prodelfinidina B (13134.60 vs. 17745.93 ppb, muestras elicitadas
E vs. control C respectivamente, fig. 1V.38). La infeccién produjo una
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disminucién no significativa (p > 0.05) del contenido del compuesto en las
muestras elicitadas (11776.60 vs. 13134.60 ppb, muestras elicitadas e
infectadas E+l vs. muestras elicitadas E respectivamente). En las muestras
control infectadas C+l no se detectd este compuesto, por lo que se
observaron diferencias significativas entre este tratamiento y los demas (p <
0.001, tabla A.32, fig. IV.38). Las muestras E+l presentaron un contenido en
prodelfinidina B3 significativamente inferior a las muestras control C
(11776.60 vs. 17745.93 ppb respectivamente, fig. 1V.38).
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Figura 1V.38. Medida del contenido prodelfinidina B3 (ppb) en el
material embriogénico de las lineas Q8, EO0 y VA5 11f con y sin infeccidn
con un extracto activo de P. cinnamomi al 20 % (v/v). Las muestras
fueron elicitadas previamente con 50 uM de MelA. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre las medias de los datos. Las
diferencias significativas se refieren a cada linea. Datos son la media de
3 repeticiones *ES.

En la linea EOO el tratamiento (elicitacién/infeccién) no varid
significativamente el contenido en prodelfinidina B3 en las muestras (p >
0.05, tabla A.33, fig. IV.38).

El contenido de prodelfinidina B3 de la linea VA5 11f, no varid entre
los distintos tratamientos (p > 0.05, tabla A.34). Las muestras elicitadas
registraron contenidos de este compuesto similares a los de las muestras
control. Sin embargo, se observé un contenido notablemente inferior de este
compuesto en las muestras elicitadas e infectadas E+l con respecto a las
muestras E y a las muestras C+l (Fig. IV.38).
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IV.3.4. Variaciones en el perfil hormonal

Se analizé el contenido de tres de las hormonas con mayor implicacidn
en la respuesta de las plantas a estrés; acido abscisico (ABA), jasmonato (JA)
y salicilato (SA), en las tres lineas embriogénicas Q8, E00 y VA5 11f elicitadas
con 50 uM de MelA (E) y sometidas a una infeccion con extracto activo de P.
cinnamomi al 20 % (v/v) (E+l), con los respectivos controles sin infectar (C) y
controles sometidos a infeccién (C+l). Los resultados se muestran en la figura
IV.39.

Contenido en ABA

El analisis Kruskal-Wallis del contenido en ABA (Tabla A.35) demostré
un efecto significativo del tratamiento (p <0.001) y no significativo de la linea
(p >0.05). Se observo que la elicitacién no indujo cambios en el contenido de
esta hormona (25.46 y 21.50 ng/g PS, muestras elicitadas (E) y muestras
control (C) respectivamente), mientras que la infeccién provocé un descenso
significativo en el contenido de ABA, siendo mas evidente en las muestras
previamente elicitadas (7.39 y 11.62 vs. 25.46 y 21.50 ng/g PS, muestras E+I
y C+l vs. muestras E y C respectivamente).

Posteriormente se analizé cada linea por separado para determinar la
interaccién entre la linea y el tratamiento. En la linea Q8, la elicitacion indujo
un decrecimiento no significativo en ABA, mientras que la infeccion también
disminuyd el contenido de esta hormona, pero sélo significativamente (p <
0.05, tabla A.36) en las muestras previamente elicitadas 5.70 vs. 40.10 ng/g
PS, muestras E+l vs. C, fig. IV.39A).

En la linea EOO, sin embargo, la elicitacién provocd un incremento no
significativo del contenido en ABA (p > 0.05), pero la infeccidn, al igual que
en la linea Q8, provocd un descenso en el contenido de esta hormona, sélo
significativo (p < 0.05, tabla A.37) en las muestras previamente elicitadas con
respecto al control (8.10 vs. 11.15 ng/g PS, muestras E+l vs. C
respectivamente, fig. 1IV.39A), y en todas las muestras infectadas con
respecto a las elicitadas (9.53 y 8.10 vs. 22.60 ng/g PS, muestras C+l y E+l vs.
E respectivamente, fig. IV.39A).

En la linea VA5 11f, como en la EO0O, la elicitacion aumentd no
significativamente los niveles de ABA, mientras que la infeccién indujo un
descenso de estos niveles sélo significativo (p < 0.05, tabla A.38) en las
muestras E+l con respecto a las muestras E (8.37 vs. 34.55 ng/g PS,
respectivamente, fig. IV.39A).
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Figura IV.39. Medida del contenido en ABA (A), JA (B) y SA (C) (ng/ g PS)
en el material embriogénico de las lineas Q8, EO0 y VA5 11f con y sin
infeccidon con un extracto activo de P. cinnamomi al 20 % (v/v). Las
muestras fueron elicitadas previamente con 50 uM de MelA. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los datos.
Las diferencias significativas se refieren a cada linea. Datos son la media

de 3 repeticiones *ES.
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La elicitacion provocd un aumento en los niveles de ABA en todas las
lineas excepto en la Q8, en la que el control ya presentaba unos niveles de
ABA cuatro veces superiores a los de las otras lineas.

La infeccidn con el oomiceto en las muestras control y elicitadas
disminuyé el contenido de la hormona en todas las lineas.

Contenido en JA

El ANOVA realizado para determinar el efecto de la linea y el
tratamiento (infeccion y/o elicitacion) sobre el contenido de JA en las
muestras (Tabla A.35) mostrd que la linea no influia significativamente en
este parametro (p > 0.05), pero si el tratamiento (p < 0.001). La elicitacidn
aumento significativamente los niveles de JA en las muestras (379.49 vs.
41.22 ng/g PS, media de las tres lineas para las muestras elicitadas E vs.
control C, respectivamente). La infeccidn incrementé significativamente el
contenido en JA, pero sélo en las muestras previamente elicitadas con
respecto a los demas tratamientos (1207.19 vs. 379.49, 70.08 y 41.22
muestras E+l vs. E, Cy C+l ng/g PS respectivamente).

El estudio de la interaccidon entre los factores linea y tratamiento
mostré que en todas las lineas (Q8, EOO0 y VA5 11f) el contenido en JA
incrementd, no significativamente, en las muestras elicitadas E con respecto
a los controles infectados o no (Fig. IV.39B). La posterior infeccién de las
lineas elicitadas incrementd significativamente (p = 0.01, p < 0.01, p < 0.01,
tablas A.36, A.37 y A.38) el contenido en JA con respecto al control y al
control infectado (1231.22 vs. 106.40 y 85.07 ng/g PS, respectivamente para
lalinea Q8, 1175.72 vs. 8.55 y 43.73 ng/g PS, respectivamente, para la linea
EOO y 1214.64 vs. 8.70 y 81.45 ng/ g PS, respectivamente para la linea VA5
11f, fig. IV.39B).

Contenido en SA

El contenido en SA dependid de la linea embriogénica (p < 0.001, tabla
A.35) observandose un mayor contenido en las muestras de la linea Q8
(140.72 ng/ g PS de media entre todos los tratamientos) con respecto a las
muestras de las lineas EO0 y VA5 11f (43.68 y 47.77 ng/ g PS de media entre
los tratamientos respectivamente). El efecto del tratamiento
(elicitacion/infeccidn) no fue significativo para el contenido de esta hormona
(p > 0.05). Se realizaron nuevos analisis para tratar de determinar el efecto
de la interaccion entre linea y tratamiento (Tablas A.36, A.37 y A.38).
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En la linea Q8 la elicitacién no produjo diferencias significativas en la
produccién de esta hormona, aunque el contenido de SA en las muestras
elicitadas fue superior a las muestras control (Fig. IV.39C). La infeccién
produjo un descenso del contenido en SA que fue significativo (p < 0.05) en
las muestras elicitadas (65.40 vs. 260.85 ng/g PS, muestras E+l vs. E
respectivamente, fig. IV.39C) y no significativo, aunque notable, en las
muestras control (75.43 vs. 161.20 ng/ g PS, muestras C+l vs. C
respectivamente, fig. IV.39C). Las muestras C+l mostraron un contenido
significativamente menor (p < 0.05) a las muestras E (75.43 vs. 260.85 ng/ g
PS, respectivamente, fig. IV.39C).

En la linea EOO la elicitacién no provocd cambios en el contenido de SA
en las muestras (Fig. IV.39C). La infeccion produjo un aumento significativo
(p <0.01) en el contenido de esta hormona en las muestras control (54.67 vs.
24.73 ng/g PS, muestras C+l vs. C respectivamente, fig. IV.39C). En las
muestras elicitadas e infectadas el aumento no fue significativo con respecto
a las muestras elicitadas, pero si con respecto al control (53.27 vs. 24.73
respectivamente, fig. IV.39C).

En la linea VA5 11f el tratamiento no afectd significativamente al
contenido de esta hormona, aunque se observd un ligero incremento del
mismo en las muestras elicitadas (p > 0.05, tabla A.38, fig. IV.39C).

IV.3.5. Actividad ROS

Se determind la actividad enzimatica de la catalasa (CAT EC 1.11.1.6),
peroxidasa (POX EC 1.11.1.7) y el glutatién total (GSH) en las muestras de las
tres lineas embriogénicas Q8, E00 y VA5 11f elicitadas con 50 uM de MelA
(E) y sometidas a una infeccion con extracto activo de P. cinnamomi al 20 %
(v/v) (E+1), con los respectivos controles sin infectar (C) y controles sometidos
a infeccidn (C+l).

IV.3.5.1. Catalasa

Los resultados de la determinacidon de la actividad de la enzima
catalasa se exponen en la figura 1V.40. El andlisis de la varianza de Kruskal-
Wallis (Tabla A.39) mostré un efecto significativo del tratamiento (p < 0.05),
existiendo una menor actividad enzimatica en las muestras elicitadas (E) y
elicitadas e infectadas (E+l) con respecto al control (0.164 y 0.114 vs. 0.483
mU/g de muestra respectivamente, valores media de las tres lineas para cada
tratamiento mencionado).

130



IV. Resultados

En las lineas Q8 y EOO no se observaron diferencias significativas entre
los diferentes tratamientos (p > 0.05, tablas A.40 y A.41, fig. IV.40), mientras
gue en la linea VA5 11f si hubo variaciones significativas entre los mismos (p
< 0.05, tabla A.42). Cabe destacar que las muestras control tenian valores
significativamente superiores de esta actividad con respecto a las muestras
elicitadas y a las muestras elicitadas e infectadas (1.062 vs. 0.093 y 0.006
mU/g de muestra respectivamente, fig. 1V.40), y notablemente superiores,
aunque no significativamente, al control infectado (Fig. IV.40). Las muestras
elicitadas e infectadas no mostraron diferencias significativas con respecto a
las elicitadas, pero si con respecto a los controles infectados o no (Fig. 1V.40).
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Figura IV.40. Medida de la actividad de la enzima catalasa (mU/g) en las
muestras de las lineas embriogénicas Q8, EO0 y VA5 11f con los
tratamientos control, control + infeccidn, elicitacion y elicitacion
+infeccién con un extracto activo de P. cinnamomi al 20 % (v/v). Las
muestras fueron elicitadas previamente con 50 uM de MelJA. Datos son
la media de 3 repeticiones *ES. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre medias. Las diferencias se refieren a cada linea por
separado.

1V.3.5.2. Peroxidasa

La figura 1V.41 muestra los resultados obtenidos en los ensayos de
determinacién de la actividad peroxidasa. El anadlisis factorial de Kruskal-
Wallis (Tabla A.39) mostroé un efecto significativo de la linea (p < 0.05) sobre
este parametro, observandose una actividad enzimatica significativamente
superior en la linea EOO que en la linea Q8 (3.741 vs. 0.932 nmol/min/g
respectivamente). La influencia de las interacciones entre linea y tratamiento
se estudié posteriormente.
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En la linea Q8 el tratamiento no afecté a la actividad enzimatica
peroxidasa (p > 0.05, tabla A.40, fig. IV.41) observandose valores similares de
dicha actividad en las muestras de todos los tratamientos.
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Figura 1V.41. Medida de la actividad de la enzima peroxidasa
(nmol/min/g) en las muestras de las lineas embriogénicas Q8, EO0 y VA5
11f con los tratamientos control, control + infeccidn, elicitacién y
elicitacion +infeccidn con un extracto activo de P. cinnamomi al 20 %
(v/v). Las muestras fueron elicitadas previamente con 50 pM de MelA.
Datos son la media de 3 repeticiones ES. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre medias. Las diferencias se refieren a cada
linea por separado.

En la linea EOO el tratamiento si produjo diferencias significativas en la
actividad enzimatica peroxidasa (p < 0.05, A.41), la elicitacién no varié
significativamente la actividad en las muestras (6.441 vs. 4.116 nmol/min/g
muestras elicitadas E vs. control C respectivamente, fig. 1V.41). La infeccidon
provocd un decrecimiento de la actividad peroxidasa notable, aunque no
significativo, en las muestras control (0.668 v. 4.116 nmol/min/g, muestras
C+l vs. Crespectivamente) y un aumento no significativo de esta actividad en
las muestras elicitadas (5.165 vs. 4.116 nmol/min/g, muestras E+l vs. C
respectivamente, fig. IV.41). Las muestras E+|l y E aumentaron la actividad
POX significativamente sélo comparando con las muestras control infectadas
C+l (5.165y 6.441 vs. 0.668 nmol/min/g respectivamente, fig. IV.41).

En linea VA5 11f (Tabla A.42) la elicitacién no influyd en la actividad
peroxidasa y la infeccidon provocd un incremento significativo de la actividad
enzimatica (p < 0.05) en las muestras control (7.449 vs. 0.318 nmol/min/g,
muestras control infectadas C+l vs. muestras control C respectivamente, fig.
IV.41). Las muestras C+l también mostraron una actividad enzimatica
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significativamente superior a las muestras elicitadas E (Fig. IV.41). En las
muestras elicitadas, la infecciéon también provocd un aumento notable en la
actividad enzimatica, pero éste no fue significativo (3.007 vs. 0.064
nmol/min/g, muestras E+| vs. muestras E respectivamente, fig. IV.41).

1V.3.5.3. Glutation

Los resultados obtenidos en la determinacién del glutation total se
observan en la figura V.42 El analisis factorial (Tabla A.39) mostré un efecto
significativo del tratamiento (p < 0.01), detectandose contenidos menores en
las muestras elicitadas E con respecto a las muestras control infectadas C+ly
elicitadas e infectadas E+l (0.0395 vs. 0.0944 y 0.0915 uM respectivamente).
Para ver la influencia de las interacciones entre linea y tratamiento se
realizaron analisis para cada linea (Tablas A.40, A.41, A.42).
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Figura 1V.42. Medida del contenido de glutatidn total GSH (uM) en las
muestras de las lineas embriogénicas Q8, EO0 y VA5 11f con los
tratamientos control, control + infeccion, elicitacion y elicitacion
+infeccién con un extracto activo de P. cinnamomi al 20 % (v/v). Las
muestras fueron elicitadas previamente con 50 uM de MeJA. Datos son
la media de 3 repeticiones *ES. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre medias. Las diferencias se refieren a cada linea por
separado.

En la linea Q8 la elicitacion no produjo cambios significativos en la
produccion de GSH en las muestras, observandose valores similares en las
muestras elicitadas E con respecto a las muestras control C (Fig. 1V.42). La
infeccién provocé una disminucidn significativa (p < 0.001) del contenido de
glutatidn tanto en las muestras control (0.0727 vs. 0.0854 uM, muestras
control infectadas C+l vs. muestras control C respectivamente, fig. 1V.42),
como en las muestras elicitadas (0.0599 vs. 0.0787 uM, muestras elicitadas e
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infectadas E+| vs. muestras elicitadas E respectivamente, fig. IV.42). En las
muestras E+l el contenido en este compuesto también fue significativamente
menor que en las muestras control (Fig. IV.42).

En la linea EOO la elicitacion provocd una disminucidn significativa (p <
0.05) del contenido de glutatién (0.0399 vs. 0.1008 uM, muestras elicitadas
E vs. control C respectivamente, fig. IV.42). La infeccién influyé en las
muestras elicitadas (p < 0.05), de manera que las muestras E+l reflejaron
mayor produccion de GSH que las muestras elicitadas sin infectar E (0.0958
vs. 0.0399 uM respectivamente, fig. IV.42), sin embargo, en las muestras
control C y las muestras control infectadas C+l el contenido fue similar,
siendo también ambos valores similares a las muestras E+| (Fig. 1V.42).

En lalinea VA5 11f el tratamiento influyd significativamente (p < 0.05).
En las muestras elicitadas no se detectd este compuesto, por tanto estas
muestras tuvieron diferencias con las muestras C+l (control infectadas) y E+I
(elicitadas e infectadas) con valores de GSH de 0.1207 y 0.1186 uM
respectivamente (Fig. 1V.42). La infeccién produjo un aumento no
significativo de la produccién de glutatidn, las muestras infectadas tuvieron
un contenido notablemente mayor que las muestras control (Fig. 1V.42).
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V. DISCUSION

Este trabajo se ha llevado a cabo con el objetivo general de desarrollar
herramientas biotecnoldgicas para generar genotipos de encina con mayor
tolerancia al oomiceto Phytophthora spp., que como se ha especificado
anteriormente, es el principal agente causante del “sindrome de la seca”,
responsable del decaimiento de la especie (Braisier, 1996; Moreira y Martins,
2005; Torres-Alvarez et al., 2006; Camilo-Alves et al., 2013; Corcobado et al.,
2013).

Para la consecucion de este objetivo se han utilizado dos estrategias.
En primer lugar se abordd la clonacidn de genotipos tolerantes de manera
natural al patégeno (genotipos escape). Posteriormente se tratd de optimizar
un protocolo de elicitacién aplicable a embriones somaticos de encina para
inducir memoria epigenética “priming”, con el fin de obtener plantas que
manifestaran una mayor tolerancia al patdégeno. En la ultima parte del
trabajo se llevé a cabo la busqueda de marcadores precoces de respuesta a
estrés para evaluar la eficacia de los tratamientos elicitores, de manera que
se pueda obtener cierta informacidén relacionada con su tolerancia a
Phytophthora spp. antes de que los embriones somaticos se desarrollen en
plantas y puedan ser testados en campo.

V.1. Clonacion de genotipos escape

Se sabe de la capacidad que tienen ciertos pies de encina para
sobrevivir en focos severos de seca, debido a la variabilidad genética de la
especie, existiendo individuos con cierta tolerancia al patégeno (Tapias et al.,
2006; Navarro Cerrillo et al., 2009; Cuenca et al., 2017). esta variabilidad
puede ser aprovechada para la mejora y por ello, se seleccionaron pies
aparentemente sanos situados en zonas donde se observaron otros
individuos con sintomatologia propia de “la seca”, y se determind la
presencia del patégeno en los suelos alrededor de los individuos
seleccionados mediante aislamiento cldsico. Posteriormente, se comprobd la
existencia del patdgeno en las zonas muestreadas mediante la técnica de
pirosecuenciacién (Mora-Sala et al., 2019). Los arboles sanos en los que se
detecto el oomiceto Phytophthora sp. en el suelo, se consideraron genotipos
escape. De los 33 genotipos muestreados Unicamente se detectd la presencia
del patégeno en los suelos de 15 de ellos, de los cuales solo 6, localizados en
tres puntos de muestreo diferentes, se clasificaron como escapes: FR5, FR6,
(Font Roja, Alicante) VA3, VA4, VA5 (Vallivana, Castellén) y H5 (Hunde,
Valencia), con lo que se utilizaron 6 genotipos para su clonacién. Para la
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clonacién de estos genotipos, se utilizd como sistema de propagacién
vegetativa la embriogénesis somatica (ES), utilizando el protocolo descrito
por nuestro grupo a partir de flores masculinas de encina (Blasco et al. 2013).

La frecuencia de induccidn de embriogénesis somatica dependié del
genotipo y varid entre el 0.1y el 0.6 % con un total de 5 lineas embriogénicas
establecidas. Estos resultados son similares, aunque ligeramente inferiores,
a los obtenidos en previos estudios utilizando también amentos como fuente
de explantos (Blasco et al. 2013).

Es de interés sefialar que de los 6 genotipos escape introducidos en
cultivo (de los 33 que se ensayaron) se ha conseguido establecer lineas
embriogénicas en 2 de ellos (VA5 11a, VA5 11f, H5 1b y H5 18b) provenientes
de dos de las dreas testadas (Sierra Vallivana y Monte de La Hunde), mientras
gue los genotipos FR, procedentes del Parc Natural de la Font Roja, fueron
recalcitrantes a la respuesta embriogénica generando Unicamente
proliferacién celular.

Hasta hace unos afios, la propagaciéon mediante ES en encina se habia
conseguido principalmente a partir de explantos provenientes de material
juvenil, concretamente de embriones zigéticos inmaduros (Mauri vy
Manzanera, 2003, 2004), con lo que el material propagado posee un valor
genético desconocido (Corredoira et al., 2019). En los ultimos afios, varios
grupos han desarrollado protocolos de ES a partir de material proveniente
de darboles adultos utilizando amentos (Blasco et al., 2013), flores femeninas
(Barra-Jiménez et al., 2014), u hojas de yemas establecidas in vitro (Martinez
et al., 2017b, 2020), en todos ellos, el genotipo ha sido un factor decisivo en
la respuesta embriogénica.

Aunque en este trabajo se ha conseguido establecer lineas
embriogénicas de varios genotipos y los embriones cotiledonares obtenidos
se almacenaron en frio, los posteriores ensayos de germinacion realizados
resultaron fallidos, no obteniéndose plantas que permitieran posteriores
ensayos de tolerancia. La germinacion de los embriones somaticos de encina
continua siendo, junto a la aclimatacién de las plantulas obtenidas, uno de
los cuellos de botella de esta técnica (Corredoira et al., 2019). La nula
capacidad de germinacién de los embriones somaticos obtenidos puede ser
debida a la baja calidad de los mismos. Ensayos histoldgicos realizados por
nuestro grupo en embriones derivados de amentos mostraron fallos en la
estructura de los meristemos apicales del tallo y/o de la raiz (Blasco et al.,
2013). La causa de estos fallos debe ser estudiada, aunque un posible efecto
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del tejido de origen (en este caso amentos) no es descartable. En este sentido
y en colaboracidn con el grupo de la Dra. Elena Corredoira (IIAG-CSIC- Galicia)
estamos comparando el comportamiento de estas lineas embriogénicas con
otras del mismo genotipo originadas a partir de yemas establecidas in vitro.

Con la finalidad de obtener plantas y mejorar la capacidad de
aclimatacion de las mismas, se utilizaron otras lineas embriogénicas cedidas
por el Dr. Mariano Toribio (Instituto Madrilefio de Investigacién y Desarrollo
Agrario, Madrid) y otras obtenidas anteriormente en nuestro laboratorio.
Los porcentajes de germinacién de estas lineas en nuestro laboratorio fueron
menores que los descritos en los laboratorios de origen (Barra-Jiménez et al.,
2014; Cano, 2020).

Una alternativa a la falta de plantulas por problemas debidos a una
germinacién incompleta de los embriones, por ejemplo, falta de desarrollo
de la raiz, es la clonacion de los brotes del material germinado y su posterior
enraizamiento. En nuestros ensayos, la obtencion de clones a partir de los
brotes producidos en la fase de germinacién también varié dependiendo del
genotipo, siendo superior el genotipo Q8 al E0Q. Este efecto del genotipo
sobre la proliferacidon de brotes se observé también en los ensayos realizados
por Martinez et al. (2017a, 2020) con otros genotipos de la especie.

V.1.1. Aclimatacidén de plantulas

La aclimatacion de plantulas es esencial para alcanzar los objetivos
perseguidos por herramientas biotecnoldgicas como la ES. Se considera que
hasta que no se haya conseguido aclimatar un nimero elevado de plantulas
alas condiciones de campo, la aplicacidon practica de la ES no se habrd logrado
(Pinto et al., 2013; Martinez et al., 2019). La informacién disponible sobre la
aclimatacidon de esta especie es todavia muy limitada (Martinez et al., 2019).
De hecho, no se conocen trabajos en los que se haya conseguido una
aclimatacion exitosa en encina.

En nuestros ensayos, la supervivencia de las plantulas fue de alrededor
del 50 % tras un mes de iniciada la aclimatacién y de un 25 % tras tres meses
de la misma, sin embargo, transcurridos cinco meses de la aclimatacion, no
sobrevivié ninguna plantula en los dos sustratos ensayados: 1 (70 % SeedPro
50 50 + 30 % perlita) y 2 (Turbatruf), al igual que en Barra-Jiménez et al.
(2014) donde no se observa supervivencia de las plantulas somaticas
transferidas a contenedores forestales con una mezcla de turba y perlita.
Martinez et al. (2017b) consiguieron la aclimatacion de plantulas somaticas
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transfiriéndolas a contenedores con tierra humedecida y perlita en
proporcidn (1:2), pero el porcentaje de supervivencia fue de un 10 %.

Durante la redaccién de esta memoria y mediante una colaboracion
entre nuestro grupo y los grupos de la Dra. Corredoira (IIAG-CSIV) y la Dra.
Araceli Barcel6 (IFAPA, Malaga) se estan utilizando tuneles con humedad
elevaday apertura periddica de los plasticos que estan ayudando a conseguir
un numero de ejemplares de encina aclimatados que posibilitaran ensayos
de tolerancia.

V.2. Induccion de memoria epigenética para tolerancia a estrés
biético

En las plantas, la infeccion previa causada por patdgenos, o la
alteracion provocada por condiciones ambientales adversas causan la
induccion de un estado fisioldgico Unico llamado “priming”. Este estado
permite a las plantas activar mas eficientemente los mecanismos celulares
de defensa al ser atacadas nuevamente por patdgenos, insectos o en
respuesta a un estrés abidtico (Conrath et al., 2006, 2015; Conrath, 2011).

El estado de “priming” también puede ser inducido por elicitores
quimicos, como el acido salicilico (AS), el benzotiadiazol (BTH), el metil
jasmonato (MelA), el acido para-aminobenzoico (PABA), y el acido beta-
amino butirico (BABA), todos ellos son inductores de la activacién de la
respuesta inmune de la planta ante el ataque de patdgenos (Walters et al.,
2005; Ebadzad et al., 2015; Llorens et al., 2017; Li et al., 2019). Junto con los
elicitores quimicos, las elicitinas, proteinas secretadas por los patdégenos
necrotizantes y reconocidas por las membranas celulares de los huéspedes,
han sido aplicadas con éxito para la induccién de tolerancia en varias especies
coninterés agronémico (Keller et al., 1996). Como ejemplo, Stary et al. (2019)
indujeron cierta tolerancia a Pseudoidium neolycopersici en plantas de
tomate mediante la aplicacion de la elicitina criptogeina demostrando
ademds que esta tolerancia implicaba una activacion de la ruta de
sefializacién de jasmonato y etileno.

Ademas, estudios recientes en castaiflo y encina sugieren que la
tolerancia adquirida por las plantas mediante el estimulo provocado por la
infeccion por patogenos puede ser transferida a la descendencia por medio
de mecanismos de memoria epigenética (Camisén et al., 2019; Vivas et al.,
2021), por lo que el tratamiento con elicitores también podria inducir
memoria epigenética, al igual que los estimulos provocados por el estrés
bidtico o abidtico.

138



V. Discusion

V.2.1. Optimizaciéon de protocolos de elicitacion con extractos de
oomiceto y elicitores quimicos

Existen numerosos estudios sobre la efectividad de tratamientos
exogenos con MelA vy, en algunos casos BABA, para inducir resistencia al
ataque de plagas o patdgenos en semillas, plantulas, frutos u hojas de
diferentes especies (Kozlowski et al., 1999; Thomma et al., 2000; Heijari et
al., 2005; Belhadj et al., 2006; Holopainen et al., 2009; Kepczynska y Krdl
2012; Zas et al.,, 2014; Wang et al. 2014, 2015; Jiang et al.,, 2015). No
obstante, la eficacia de estos tratamientos es a menudo dependiente de la
familia y del genotipo (Kepczynska y Krdl, 2012; Worrall et al., 2012; Krdl et
al., 2015).

En especies lefosas, la aplicacion de BTH y BABA a brinzales de Pinus
pinaster (Vivas y Solla, 2012) indujo cierta resistencia ante el ataque de
Fusarium circinatum, aunque su efectividad también dependid de la familia
ensayada. Asimismo, aplicaciones exdgenas de acido salicilico (AS) vy
carvacrol en Ulmus minor incrementaron la resistencia de los arboles al
hongo patégeno Ophiostoma novo-ulmi (Martin et al., 2008, 2010). La
aplicacion foliar de AS o BTH en Pinus radiata produjo una disminucion
significativa de las infecciones provocadas por Diplodia pinea (Reglinski et al.,
1998) o Phytophthora cinnamomi (Ali et al., 2000). En otros estudios se ha
observado que la cinamomina, elicitina segregada por P. cinnamomi, induce
una respuesta de defensa a este oomiceto en plantas de alcornoque y encina
(Horta et al., 2010; Ebadzad et al., 2015).

Todos los trabajos referenciados anteriormente muestran los efectos
de los elicitores sobre diferentes partes de la planta de numerosas especies
vegetales, algunos de ellos sobre semillas de plantas herbaceas, sin embargo,
no se tiene conocimiento hasta la fecha de trabajos sobre el uso de elicitinas
o elicitores en semillas de Quercus sp. que puedan inducir respuestas de
defensa en las plantulas obtenidas de ellas.

El disefio de una estrategia efectiva para inducir tolerancia a P.
cinnamomi debe considerar el efecto de los tratamientos elicitores sobre el
material embriogénico, para evitar un decrecimiento de la proliferacion de
embriones somaticos que impida la regeneracién de plantas. Por ello, el
primer paso llevado a cabo en esta tesis doctoral fue el ensayo de diferentes
compuestos y metodologias de elicitacion que no afectaran negativamente
al desarrollo de las lineas embriogénicas y que a su vez mostraran efectividad
induciendo tolerancia a P. cinnamomi.
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V.2.1.1. Respuesta de la elicitacion en medio de cultivo sélido durante
periodos largos de tiempo

Inicialmente se aplicaron 50 uM de los elicitores MelJA, PABA y BTH
durante 60 dias en cultivo en medio sélido. Esta concentracidn se encuentra
dentro de los valores ensayados para la obtencién de metabolitos de interés
en elicitacién de cultivos celulares in vitro (Giri y Zaheer, 2016). La aplicacién
de MeJAy PABA en el medio de cultivo durante 60 dias no afectd al desarrollo
de la linea embriogénica, evaluado mediante la medida del incremento
relativo de peso fresco, mientras que el tratamiento con BTH produjo menor
crecimiento de la misma y mayores dafios en las membranas celulares que el
control y que los demas tratamientos. El efecto tdxico del BTH también fue
observado en otras lineas embriogénicas de la misma especie (Ruiz-Galea et
al., 2017). Lo mas destacado de este ensayo es que permitid correlacionar
positivamente los dafios en los lipidos de las membranas (produccién de
MDA) con la falta de proliferacidn de las lineas celulares. La produccién de
MDA en relaciéon a la peroxidacién lipidica alta en las células vegetales ha
sido estudiada y descrita por varios autores (Draper y Hadley, 1990;
Esterbauer y Cheeseman, 1990; Marnett, 1999; Arbona et al., 2008; Ayala et
al., 2014).

La aplicacidn de elicitores durante periodos prolongados de tiempo,
podria inducir cambios de adaptacién quiza no relacionados con el concepto
de “priming”. Por ello, se procedié a aplicar los tres elicitores durante
periodos cortos de tiempo (3 o 5 dias) observandose que una elicitacion
durante 3 dias con 50 uM de MelA incrementaba la proliferacion de la linea
embriogénica sin dafiar las membranas celulares ni producir un excesivo
dafio oxidativo, que se determiné mediante la medida de produccién de H,0;
(ver figs. IV.7 a IV.10). El tratamiento de elicitacion durante 3 dias con 50 uM
de MelA resultd beneficioso en otras lineas de encina (Ruiz-Galea et al.,
2017), ya que produjo una recuperacién de la diferenciacién de la linea
embriogénica, probablemente debido al hecho de que niveles elevados de
acido jasménico provocan la acumulacién de acido indolacético, y con ello la
produccién de embriones somaticos (Mira et al., 2016). Estos resultados
permitieron seleccionar la elicitacion en medio liquido durante 3 dias para
los futuros experimentos.
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V.2.1.2. Respuesta de las lineas embriogénicas a la elicitacion en medio
liquido

Una vez seleccionado el método (medio liquido) y el tiempo de
aplicacion (3 dias) del elicitor se procedié a determinar qué elicitor y en qué
concentracién debia ser aplicado.

La elicitacion en medio liquido se realizd secuencialmente en dos
lineas embriogénicas de encina. En ambas se ensayo el extracto filtrado del
oomiceto (OCF) como fuente de elicitinas. Ademas, se ensayaron los
elicitores MeJA, BTH y PABA en linea Hal3 y posteriormente se ampliaron los
estudios a la linea EOO con las mismas concentraciones de OCFy 5, 10, 25y
50 uM de los elicitores MelA, BABA y AS. En base a los resultados obtenidos
en el apartado anterior, se intentd ademds establecer una correlacién entre
el contenido en MDA vy el crecimiento de las lineas embriogénicas tras la
elicitacion.

Estudiando el comportamiento de las dos lineas en condiciones
control hay que destacar que la linea EOO presentd una menor capacidad
proliferativa, medida como incremento de peso, que la linea Hal3 tras 60
dias de cultivo (Figs. IV.11y IV.14).

En ambas lineas embriogénicas, la aplicacion de OCF no alterd el
crecimiento y desarrollo de los embriones, aunque la concentracién 30 % de
OCF (OCF30) produjo un incremento en MDA, lo que implica alteracion en los
lipidos de las membranas, 7 y 30 dias tras la elicitacién, en contraste con la
aplicacion de 50 % OCF50 que no la alterd (Figs. IV.11A, IV.12A, IV.13A,
IV.14A, IV.15A y IV.16A). El OCF tampoco indujo una disminucién en la
proliferacidn de las lineas embriogénicas de encina ensayadas por Ruiz-Galea
et al. (2017), aunque estos autores no presentan datos de MDA.

Los tratamientos con elevadas concentraciones (25 o 50 uM) de BTH o
PABA, aplicados a la linea Hal3, promovieron malformaciones en el
desarrollo de los ES (Fig. IV. 12). Estos resultados, junto con el incremento en
el contenido de MDA observado en el material elicitado con 25 o 50 uM de
PABA o con 50 uM de BTH, sugieren un efecto negativo de estos elicitores en
la integridad de las membranas de ES de encina, lo que podria estar
relacionado con una menor frecuencia de embriones bien desarrollados
observada en promedio en estos tratamientos. El efecto negativo del BTH y
PABA en el crecimiento de las plantas ha sido demostrado en Pinus sylvestris
y Arabidopsis (Heijari et al., 2005; Van Hulten et al., 2006). Por el contrario,
aplicaciones de BTH en diferentes partes de la planta no provocaron
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toxicidad en Pinus radiata, Banksia integrifolia, Isopogon cuneatus y Pinus
pinaster (Ali et al., 2000; Vivas y Solla, 2012) y la aplicacion de PABA fue el
mejor tratamiento para inducir SAR contra Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria en un ensayo de pimiento en invernadero (Song et al., 2013).

La aplicacion de MelA no afectd significativamente al crecimiento de
las lineas embriogénicas en comparacién con las lineas control. Asimismo, e
independientemente de la linea, la concentraciéon de 50 uM de este elicitor
redujo el porcentaje de embriones bien formados (70 % vs. 50 % para los
controles y las lineas elicitadas, respectivamente; figs. IV.12B y IV.15B) que
fue solo significativo en la linea EO0 en concordancia con el mayor contenido
de esta linea en MDA tras 30 dias de elicitacion. Chong et al. (2005) sugirieron
gue los dafos en las membranas celulares durante los primeros dias después
de la elicitacion con MelA en cultivos celulares de Morinda elliptica
desencadenaria la biosintesis de enzimas antioxidantes, induciendo asi una
disminucién posterior en los niveles de MDA. En otras especies, la aplicacion
de MeJA también produjo una ralentizacién o afectacién al crecimiento del
material vegetal, que posteriormente se vio compensada por el aumento de
la tolerancia de las plantas al patégeno o plaga (Heijari et al., 2005;
Kepczynska y Krél, 2012; Zas et al., 2014). Estudios realizados en arroz
concluyeron que la aplicacion de MelJA a semillas generaba tolerancia a
Lissorhoptrus oryzophilus, pero reducia el crecimiento de las plantas (Kraus y
Stout, 2019). Por otro lado, Wang et al. (2014, 2015), concluyeron que la
aplicacion postcosecha de MelA en arandanos inducia resistencia frente a
Penicillium citrinum.

En lalinea EQO, se ensayd ademas el efecto del ASy del BABA. Ninguno
de los elicitores afectd negativamente al crecimiento y desarrollo de la
misma, aunque los tratamientos con 10 y 25 uM de BABA produjeron menor
numero de embriones bien formados. La elicitacidn con concentraciones
elevadas (25 y 50 uM) de AS, aplicadas a la linea EQO, no produjo alteraciones
en las membranas. De hecho, el contenido en MDA fue en general menor
gue el de las muestras control (Fig. IV.16D). Con este elicitor no se mencionan
dafios al material vegetal en los trabajos de (Martin et al., 2008, 2010).
Asimismo, todos los tratamientos con BABA excepto BABA50 produjeron a
largo plazo altos niveles de MDA. Este ultimo tratamiento produjo un buen
desarrollo de los embriones somaticos, por lo que se puede establecer una
correlacion entre ambos resultados. La aplicacién del elicitor BABA no
produjo toxicidad en el material vegetal en los estudios realizados por Vivas
y Solla (2012), Worrall et al. (2012) y Ruiz-Galea et al. (2017).
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En conclusidn, estos resultados apuntan a que 50 uM MelA, BABA o
AS podrian ser utilizados para la elicitacidn de las lineas embriogénicas de
encina, aunque su efecto tdxico podria variar con la linea embriogénica.

V.2.1.3. Evaluacion de la efectividad de la elicitacion de lineas
embriogénicas en la induccion de tolerancia a Phytophthora cinnamomi

Para comprobar la efectividad de la elicitacion, las lineas
embriogénicas se pusieron en contacto con el oomiceto mediante cultivos
duales o bien se infectaron con un extracto activo del mismo.

Cultivos duales

Los experimentos con cultivos duales establecidos entre el material
vegetal y el patdgeno objeto de estudio han demostrado que la estimulacion
o inhibicion del crecimiento del micelio en estas condiciones podria
proporcionar informacion Gtil sobre la susceptibilidad de las plantas (Nawrot-
Chorabik, 2013, 2014; Nawrot-Chorabik et al., 2016), y por lo tanto podrian
usarse para seleccionar tratamientos de elicitacion eficientes (Nawrot-
Chorabik, 2013; Ruiz-Galea et al., 2017; Morcillo et al., 2020).

En nuestro estudio (Morcillo et al., 2020), los embriones somaticos de
encina elicitados no inhibieron el crecimiento del micelio de Phytophthora
cinnamomij en los ensayos de cultivo dual, sin embargo, las muestras
elicitadas con OCF 50 %, 50 uM BTH, 5, 10 0 50 uM de MeJAy 5 uM de PABA
mostraron ratios superiores a 1 (crecimiento hacia el control y crecimiento
hacia el material elicitado, obtenido al final del experimento), siendo el
tratamiento MeJA50 el que mostro el valor mas alto de esta ratio (Figs. IV.17
y IV.18). Estos resultados apuntan a que seria necesario optimizar las
condiciones del experimento para inferir una relacién entre el crecimiento
del oomiceto y la susceptibilidad o resistencia de la linea embriogénica.

En el estudio de Ruiz-Galea et al. (2017) los tratamientos que
redujeron el crecimiento del micelio variaron en funcidén del modo de
aplicacion de los elicitores (largo plazo en medio sélido y corto plazo en
medio liquido) y del genotipo del que provenia el material embriogénico,
destacando los tratamientos 50 y 100 uM de BABA y 100 uM de MelA.

Wang et al. (2015) demostraron que la resistencia inducida a Botrytis
cinerea en los frutos de uva tratados con MelA estaba estrechamente
relacionada con un incremento de la produccion de H,0, en este material
vegetal. Esta respuesta a estrés bidtico fue evaluada en nuestro material
embriogénico de encina elicitado y empleado en los ensayos de cultivo dual,
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y se encontré un mayor contenido de H,0; en las muestras tratadas con 50
UM de MelA (Morcillo et al., 2020).

En las muestras de la linea Hal3 elicitadas con OCF y posteriormente
enfrentadas al micelio de P. cinnamomi en el cultivo dual se observé una
reduccion de la produccién de H,0; a medida que aumentaba la
concentracion del elicitor, posiblemente causado por un incremento de la
actividad catalasa (Fig. 1V.20).

Aunque no se encontraron diferencias significativas en todos los
pardmetros ensayados para la linea Hal3, nuestros resultados, en base al
crecimiento y desarrollo de SE, produccion de MDA, inhibicion del
crecimiento de micelios y producciéon de H,0,, sugieren que en nuestras
condiciones, 50 UM de MelA parece ser el tratamiento mds adecuado para
la elicitacion de lineas embriogénicas de encina (Morcillo et al., 2020).

Infeccion de las lineas embriogénicas con extracto activo de P. cinnamomi
y determinacién de ROS

La respuesta a estrés bidtico provocado por la infeccién con un
extracto activo de P. cinnamomi se evalué midiendo la produccion de H,0;
(Cheeseman, 2007; Wang et al., 2015) en las lineas embriogénicas Hal3 y
E0O, asi como determinando la actividad de la enzima SOD (Wang et al.,
2018) en las muestras elicitadas de la linea EQO.

Enlalinea Hal3, los valores de H,0; fueron superiores en las muestras
tratadas con MelA que en las muestras tratadas con el resto de los elicitores,
siendo los tratamientos MelJA5 y MelA50 los que presentaban mayor
contenido en este compuesto, con lo que se podria establecer que estas
concentraciones del elicitor MeJA provocaban una mayor respuesta a este
estrés bidtico segiin Wang et al. (2015). En base a los resultados expuestos
se selecciond la elicitacidon con 50 uM de MelA para avanzar en el objetivo
2.2 de esta tesis.

En lalinea EQO la infeccidn del material elicitado con un extracto activo
del oomiceto y el analisis de las muestras en cuanto a su contenido en H,0,
y actividad SOD, demostré bajos niveles de perdxido en todos los embriones
procedentes de los tratamientos elicitados (excepto en BABA25) que se
correlacionaba con una elevada actividad SOD especialmente destacable en
OCF30, BABA10, BABAS50 y AS50, indicando que los cuatro tratamientos
podrian ser adecuados para inducir tolerancia en esa linea embriogénica. El
incremento de la actividad enzimdtica SOD se relaciona con un aumento de
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la produccién de especies reactivas de oxigeno, que a su vez estd relacionado
con una mayor respuesta a estrés (Chong et al., 2005; Cervilla et al., 2007;
Arbona et al., 2008; Wang et al., 2018).

Tomando todos los datos relativos a esta linea, la elicitacion con 50 uM
de AS parece ser la mdas adecuada, ya que no afecta al crecimiento vy
desarrollo de los embriones, induce bajos niveles de MDA y en respuesta a la
infeccidn por el oomiceto, activa las ROS.

V.2.2. Determinacion de marcadores precoces de tolerancia a estrés
en el material elicitado

V.2.2.1. Evaluacién de las variaciones en los niveles de expresion de genes
de respuesta a estrés

La medida de la variacidon en la expresién de ciertos genes es una
herramienta muy util para analizar los cambios funcionales en los mismos.
Los niveles de expresién de un determinado gen en muestras sometidas a
diferentes condiciones experimentales se denomina perfil de expresion
génica (Sanchitay Sharma, 2018) y nos puede dar informacién sobre el efecto
de un determinado tratamiento en el material vegetal estudiado. La
resistencia de las plantas a los estreses bidticos es generalmente monogénica
(Pérez-Torres et al., 2009), de manera que estudiando el perfil de expresion
de los genes relacionados con la respuesta a estrés bidtico en muestras
vegetales, podemos analizar la efectividad de ciertos tratamientos de
elicitacién, comparando la respuesta que ciertos estreses provocan en
plantas tratadas y no tratadas. Algunos estudios muestran que la induccion
de una respuesta potenciada a estrés mediante la estimulacién con cepas
avirulentas de patdgenos o elicitores como AS o BTH Unicamente es evidente
cuando se produce después la infeccion con el patégeno activo (Mur et al.,
1996; Cameron et al., 1999; van Wees et al., 1999; Kohler et al., 2002). Asi,
Kohler et al. (2002) demostraron un incremento en el ARNm del gen PAL en
las muestras infectadas con el patdgeno tras la elicitacién con BTH.

Los cinco genes empleados en este trabajo estan implicados en
respuesta a estrés. Cuatro de ellos, CSQs (Corismato Sintasa de Q. suber),
PALQs (Fenilamonio Liasa de Q. suber), CAD1Qs (CAD) (Cinamil alcohol
Deshidrogenasa de Q. suber) y ChSQs (Chalcona Sintasa de Q. suber), estan
relacionados con la sintesis de fenilpropanoides; mientras que el gen CsTL1
codifica una proteina similar a la Taumatina de Castanea sativa (Walter et
al., 1988; Keith et al., 1991; Dixon y Paiva, 1995; Gorlach et al., 1995; Zhao y
Last, 1996; Ito et al., 1997; GlaRRgen et al., 1998; Brill et al., 1999; Garcia-
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Casado et al., 2000; Lynch et al., 2002; Hu et al., 2009; Kim et al., 2010; Jeong
et al., 2012; Wang et al., 2013; Dehghan et al., 2014; ORwald et al. 2014;
Misra et al., 2016; Zhang et al., 2017; Filiz et al., 2019; de Jesus-Pires et al.,
2019; Cano et al., 2020; Li et al., 2020).

La sintesis de lignina, al igual que la sintesis de ciertas fitoalexinas, se
deriva del metabolismo de los fenilpropanoides, en donde la enzima PAL
juega un importante papel regulador. Sin embargo, la sintesis de novo de
otras enzimas como la cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD) y algunas
peroxidasas, también ocurre durante la activacién de la defensa contra los
patdégenos.

Analizando nuestros resultados, se observa, en general, que la
expresidn de todos los genes fue baja y, con excepcién del gen PALQs, vario
entre las diferentes lineas embriogénicas. Ademas, no se observd un claro
patron de expresion de los mismos en los cuatro tratamientos contrastados
(control, elicitado, control-infectado y elicitado-infectado).

En las muestras control de la linea Q8 la infeccion con el oomiceto
promovid un incremento en la expresion de los genes CAD1Qs, CSQs, PALQs
y CsTL1 indicando la activacién de una respuesta a estrés bidtico. En esta
linea, la elicitacion con MeJA50 también provocdé un incremento, no
significativo, de la expresion de los genes CAD1Qs y ChSQs. La infeccidn de
las muestras elicitadas no incrementd la expresion de ninguno de los genes
estudiados cuando se compararon con las muestras control. Un incremento
en los niveles de la proteina chalcona sintasa (Simova-Stoilova et al., 2015)
ha sido descrita en plantulas de encina sometidas a estrés hidrico.

En la linea EOO también se observd un incremento en la expresion de
los genes CAD1Qs, CSQs y PALQs tras la infeccion, mientras que la elicitacion
no varié o disminuyd no significativamente (ChSQs) la expresidn génica. Las
muestras de EQO elicitadas e infectadas mostraron un incremento
importante, aunque no significativo, en la expresién de los genes CAD1Qs y
PALQs. El gen CAD estd implicado en la ruta de biosintesis de suberina y
lignina para reforzar las paredes celulares tras la infeccion, y también se ha
propuesto que podria inhibir efectores de virulencia excretados por el
patdgeno (ORwald et al.,, 2014). Este patrén de expresion génica en las
muestras elicitadas sometidas a infeccidén se corresponde con el observado
en los estudios de Mur et al. (1996), Cameron et al. (1999), van Wees et al.
(1999) y Kohler et al. (2002).
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Si partimos de la base de que en las lineas Q8 y E0O la infeccidn con el
oomiceto incrementa los niveles de expresion de los genes CAD1Qs, CSQs y
PALQs, podemos deducir que estos genes son comunes a la respuesta de las
lineas sensibles al ataque del oomiceto.

La elicitacién de ambas lineas con MeJA50 no altera los niveles de
expresion de los genes CSQs y PALQs en relacién con los controles no
elicitados al igual que en los estudios de Kauss et al. (1992) y Thulke y Conrath
(1998), en los que tratamientos de cultivos en suspension de perejil con bajas
dosis de Phytophthora sojae o acido salicilico no indujeron un aumento en la
expresion del gen PAL, sin embargo, cuando las células de perejil tratadas
con AS se pusieron en contacto con bajas dosis del patégeno P. sojae, los
niveles de ARNm del gen PAL alcanzaron niveles considerablemente altos.
Esta respuesta sélo se produjo en la linea EOO con respecto al gen PALQs,
mientras que los niveles de expresidn del gen CSQs se mantuvieron estables
tras la infeccidn en estas muestras elicitadas.

Es relevante sefalar que el material control de la linea VA5 11f
generada a partir de un arbol escape presentd niveles superiores a las otras
dos en la expresion de 4 de los 5 genes ensayados (CAD1Qs, ChSQs, PALQs y
CsTL1). La infeccion de la linea con el oomiceto no afectd (CAD1Qs, PALQs) o
disminuyd (ChSQs, CSQs, CsTL1) la expresion de los citados genes, aunque el
descenso en los niveles de expresion sdlo fue significativo en el caso del gen
ChSQs. La elicitacion y posterior infeccion de esta linea disminuyé (CAD1Qs,
ChSQs, CsTL1), solo significativamente en el gen ChSQs, y no varid (CSQs y
PALQs) la expresion de los genes. Estos datos apoyan el modelo de respuesta
a oomiceto planteada para Quercus suber por OBwald et al. (2014). Este
comportamiento puede deberse al hecho de que las muestras control de esta
linea ya mostraban una expresién elevada de los genes estudiados, quiza por
estar en cierto grado imprimada, al provenir de un genotipo considerado
escape.

V.2.2.2. Evaluacidn de las variaciones en el perfil proteico

La carencia de estudios relacionados con las variaciones del perfil
proteico de embriones somaticos elicitados y sometidos a estrés bidtico
dificulta la discusién de este apartado. No obstante, nuestros resultados
confirman que la elicitacidn y la posterior infeccién modifica el perfil proteico
del material embriogénico de encina.

Una revision reciente en especies del género Quercus sometidas a
estrés bidtico concluye que, a nivel protedmico, la respuesta de la encina a
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la inoculacion del oomiceto es muy similar a la producida bajo estrés hidrico
(Escandon et al., 2021). Estas variaciones fisioldgicas se observaron en
diferentes especies de Quercus que habian sido inoculadas con P. cinnamomi
(Maurel et al., 2001; Robin et al., 2001; Turco et al., 2004; Echevarria-Zomefio
et al., 2009; Peguero-Pina et al., 2009; Vaz et al., 2010; Sghaier-Hammami et
al., 2013; Escanddn et al. 2021). Entre estas variaciones destacan la reduccion
en la expresion de las proteinas relacionadas con la fotosintesis que se ha
asociado a la susceptibilidad de la especie al ataque del patégeno (Sghaier-
Hammami et al., 2013; Meyer et al., 2016). De hecho, Sghaier-Hammami et
al. (2013) demostraron que los pies de Quercus ilex procedentes de las zonas
con mayor susceptibilidad a P. cinnamomi mostraban una reduccidon mds
marcada en la eficiencia del fotosistema PSII, la conductancia estomatica y el
consumo neto de CO, cuando fueron inoculados con el patégeno. En el
mismo sentido, Dempsey et al. (2012) demostraron que en las especies de
eucaliptus resistentes al oomiceto como Eucaliptus sideroxylon, el daiio en la
eficiencia fotosintética fue menos severo. En ausencia de estrés hidrico, la
reduccion de la fotosintesis puede deberse a la accidn de las elicitinas del
oomiceto (Manter et al., 2007; Medeira et al., 2012).

En el trabajo de Sghaier-Hammami et al. (2013), realizado con material
proveniente de hojas de plantulas de Quercus ilex, estos cambios a nivel
fisiologico se tradujeron ademas en un decrecimiento de las proteinas
relacionadas con el metabolismo de aminodcidos y algunas implicadas en el
estrés/ defensa, y en un aumento de las relacionadas con la biosintesis de
almiddn, glucdlisis y respuesta a estrés como las peroxirredoxinas, cuando
las plantas fueron inoculadas con el patégeno. Sin embargo, otros trabajos
muestran decrecimientos de las proteinas implicadas en la glucdlisis
(Plomion et al., 2006; Castillejo et al.,, 2008), estas diferencias de
comportamiento se pueden explicar por la influencia de la especie de planta
estudiada, del tejido u drgano empleado para el ensayo, y del nivel (mas o
menos severo) y modo de aplicacidn del estrés (gradual o rapido), asi como
del momento de muestreo (respuestas tempranas o tardias) (Leone et al.,
1994; Abbasi y Komatsu, 2004; Castillejo et al., 2008; Echevarria-Zomefio et
al., 2009).

El material de nuestro estudio provenia de embriones somaticos de
Quercus ilex, por tanto, no se detectaron proteinas relacionadas con la
fotosintesis. En este ensayo se esperaba que la infeccién alterara el perfil
proteico de forma diferencial entre el material no elicitado y el elicitado. La
discusién de estos resultados se aborda desde varias perspectivas; por un
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lado, destacaremos aquellas proteinas relacionadas con el estrés bidtico que
se sobreexpresan tras la infeccién y en mayor medida en las muestras
previamente elicitadas, lo que implicaria la activacién de un potente
mecanismo de defensa; por otro lado, también destacaremos aquellas
proteinas cuyos niveles se ven alterados (aumentados o disminuidos) tras la
infeccidon en las muestras control, pero no en las elicitadas. Por ultimo se
comentaran aquellas proteinas que permanecen estables en todos los
tratamientos.

La infeccion con el oomiceto, incrementd, aunque no
significativamente, la expresion de las proteinas GBLPA, APG2 y HGD siendo
este incremento significativo en algunos casos en las muestras elicitadas.

La proteina GBLPA es un receptor quinasa componente del complejo
RACK1 en Arabidopsis (Ullah et al., 2008). Se ha descrito que esta proteina
estd implicada en la respuesta inmune de las plantas regulando
positivamente la produccion de ROS siendo inducida por auxinas, ABA y acido
jasmonico (Nakashima et al., 2008), lo que podria explicar su elevada
expresion en las muestras elicitadas. APG2 tiene actividad esterasa/lipasa y
se ha asociado con una MPK4 dependiente de etileno implicada en
respuestas a estrés bidtico (Brodersen et al., 2006). Puesto que se ha descrito
gue algunas cinamominas podrian activar transportadores de esteroles que
activarian la virulencia del oomiceto, podriamos sugerir que estas lipasas
disminuirian la virulencia del oomiceto (Hardham y Blackman, 2018). Por
ultimo, la proteina HGD es una homogentisato dioxigenasa implicada en el
metabolismo de la fenilalanina. Esta proteina disminuye los niveles de
homogentisato y su mutacion ha sido asociada con una mayor sensibilidad al
ataque de patdégenos (Stacey et al., 2006), con lo que los resultados
obtenidos en las muestras elicitadas son contrarios a lo esperado.

Un segundo grupo de proteinas engloba a aquellas cuya expresion
incremento tras la infeccion en el material no elicitado, mientras que en el
elicitado se mantuvo en niveles semejantes al control no infectado. Este
hecho podria explicarse si asumimos que la elicitacién ayuda a que la
infeccion sea mas leve y que los mecanismos de defensa actien antes de que
estas proteinas deban ser activadas. Entre estas proteinas estan RUK, CS120,
PGIP, HIPL1 y PERN1.

RUK (Runkel) es una serina/treonina kinasa implicada en la divisidén
celular regulando la organizacidn de los microtubulos para la formacion del
fragmoplasto. Ademds, es requerida para la celularizacién del endospermo
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(Krupnova et al.,, 2009). Los niveles de esta proteina incrementaron
significativamente tras la infeccién en los controles, pero no en las muestras
elicitadas e infectadas con MeJA50.

También se produjo un incremento de proteinas relacionadas con la
respuesta a estrés en general; CS120 es una proteina expresada en respuesta
afrio, suaumento en las muestras control corrobora la teoria de que el estrés
provocado por la infeccidon induce una respuesta similar al estrés hidrico
(Sghaier-Hammami et al., 2013; Meyer et al., 2016). Ensayos realizados en
trigo mostraron que un “priming” por frio no incrementaba la expresién de
esta proteina, aunque si los niveles de acido salicilico (Wang et al., 2021).
PGIP es una proteina inhibidora de las poligalacturonidasas bacterianas
sintetizadas por las plantas en respuesta a los efectores del oomiceto
(Hardham vy Blackman, 2018), en nuestro caso, la disminuciéon de su
expresion en el material elicitado puede ser debido al efecto del MelA
impidiendo la accion de los efectores. PERN1 es una proteina con actividad
peroxidasa que incrementd, no significativamente, tras la infeccidn. Castillejo
et al. (2012), Simova-Stoilova et al. (2015) y Echevarria-Zomeiio et al. (2009)
también determinaron un incremento de esta proteina en plantulas de Pisum
sativum sometidas al ataque de plantas parasitas como Orobanche crenata,
en el primer caso, y plantulas de Quercus ilex sometidas a condiciones de
estrés hidrico en los dos ultimos casos. Nuestros resultados en las muestras
infectadas que previamente habian sido elicitadas concuerdan con los
obtenidos por Echevarria-Zomefio et al. (2009) en los que las plantulas de
encina recuperadas del estrés hidrico mostraron niveles de esta proteina
similares al control, lo que podria entenderse como un indicio de la tolerancia
inducida por la elicitacién. En nuestro experimento podriamos asumir que la
elicitacion impidid la infeccidén o quiza esos niveles bajos de proteina se
deban a que el jasmonato reprime la expresiéon del gen, como ha sido
descrito en hojas de tabaco (Hiraga et al., 2000). La ultima proteina de este
grupo es la HILP1, que es una enzima de membrana con funcién
oxido/reductasa, aunque la posible relacidn de estas proteinas con el estrés
no ha sido descrita por el momento.

Un tercer grupo de proteinas engloba a aquellas que disminuyen su
expresion, aunque no siempre significativamente, tras la infecciéon en las
muestras control, pero incrementa en las muestras elicitadas e infectadas
(USF, HEXP, GDL15, Y5957, TOM92, UFOG3, KPRS4).

Algunas de estas proteinas estan implicadas en la unién a ARNm,
regulando la transduccidn de otras proteinas (Y5957), o a DNA (HEXP) sin
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funcién conocida, o en el metabolismo de acidos grasos (USF con actividad
hidrolasa). La proteina GDL15, con actividad lipasa e implicada en la
biosintesis de lisina, podria estar relacionada con la disminucién de la
virulencia del patégeno que requiere transportadores especificos de acidos
grasos (esteroles) para la infecciéon (Hardham y Blackman, 2018). TOM92
facilita la translocacion de proteinas a la mitocondria formando parte del
complejo TOM (Parvin et al., 2017); se ha demostrado que alteraciones en
las proteinas de la cadena respiratoria mitocondrial incrementan la
susceptibilidad de las plantas a patégenos necrétrofos (Breen et al., 2017).
KPRS4 esta implicada en el metabolismo de nucledtidos. En trigo estas
proteinas pertenecen al grupo de proteinas Rboh (NADPH oxidasa, son
proteinas de membrana también Ilamadas respiratory burst oxidases
homologous) de unién a cadmodulina e implicadas en la produccion de ROS
(Navathe et al., 2019). UFOG3 es una flavonol-0-glucosil que convierte la
cianidina en cianidina-3-glucdsido (Petrussa et al., 2013). Los flavonoides son
una de las lineas de defensa contra los radicales libres, la radiacidon
ultravioleta y la invasién de patégenos (Mouradov y Spangenberg, 2014).
Estas dos proteinas se expresan diferencialmente tras la infeccién en las
muestras control y en las elicitadas por lo que podrian ser marcadores de
tolerancia del material embriogénico.

Por ultimo, hay otras proteinas cuyos patrones de expresién no se
encuentran en los grupos anteriormente citados. Entre ellas ademas de la
proteina BSP, hay otras que estdn directamente implicadas en la respuesta a
estrés (P21, DHAR2 y GGT2). La proteina BSP-BOSSE es una proteina
proteolitica secretora descrita en Boswella en repuesta a herbivoros
(Herrmann et al., 2012). P21 pertenece al grupo de las taumatinas, que son
proteinas PR (relacionadas con la patdgenesis). En nuestros ensayos, la
expresion se redujo en las muestras tras la infeccién, siendo esta reduccidn
mas evidente en las muestras elicitadas e infectadas, al contrario de los
esperado. Sin embargo, en otros trabajos comentados (Sghaier-Hammami et
al., 2013), también se observaron decrecimientos en ciertas proteinas de
respuesta a estrés. Por el contrario, la sobreexpresién del gen CsTL1, una
taumatina de castafio, en lineas embriogénicas de alcornoque y encina,
promovio cierto grado de tolerancia al oomiceto (Cano, 2020). La proteina
DHAR2, una glutatidon-S-transferasa, estd directamente implicada en la
detoxificacion de las ROS. En nuestros ensayos los niveles de esta proteina
fueron mas elevados en las muestras elicitadas con MeJA50 e infectadas que
en el control infectado, aunque este incremento no fue significativo. Seria
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interesante estudiar estos cambios en las plantulas derivadas de la
germinacioén de estos embriones.

GGT2 y NDKB también son proteinas relacionadas con la respuesta a
estrés. GGT2 es una glutamato-glioxilato aminotransferasa (Liepmany Olsen,
2003) implicada en el metabolismo del azufre (Destro et al., 2011). Esta
proteina quiza deberia incrementar su expresidn segun Scharte et al. (2005),
sin embargo, la expresion de la misma alcanzé niveles del material control no
inoculado en las muestras infectadas que previamente habian sido elicitadas.
Similar comportamiento se encontré en la proteina NDKB que disminuyd
significativamente tras la infeccidn en los controles y en las muestras
elicitadas con MeJA25, pero no en las tratadas con MeJA50. Esta proteina
regula la homeostasis de los nucledsidos de adenina entre los diferentes
organulos de la célula y se ha descrito que la enzima es sensible al estrés
abidtico.

V.2.2.3. Evaluacion de las variaciones en el perfil fendlico

Las plantas liberan una gran diversidad de compuestos fendlicos
relacionados con la defensa a estrés, como respuesta de resistencia sistémica
inducida (Rashad et al., 2020), muchos de ellos son producidos en la ruta de
biosintesis de fenilpropanoides. Estos metabolitos secundarios incluyen
flavonoides, monolignoles, acidos fendlicos, estilbenos y cumarinas, y juegan
un papel esencial en el desarrollo vital de las plantas por ser componentes
esenciales de las paredes celulares, de las fitoalexinas contra herbivoros y
patdgenos, asi como protectores frente a la luz intensa y las radiaciones UV
(Dixon, 2001; Dengy Lu, 2017; Ghosh et al., 2017; Sharma et al., 2019; Wallis
y Galarneau, 2020).

En nuestro estudio se ha analizado la variaciéon en el perfil fendlico de
3 lineas embriogénicas Q8, EO0y VA5 11f en funcidn del tratamiento aplicado
(elicitaciéon y/o infeccidn), determinando el contenido de 4 acidos fendlicos
(sindpico, eldgico, ferulico y cafeico), 1 flavonol y 2 proantocianina
(quercetina y prodelfinidina B3 respectivamente).

El perfil fendlico varid entre los distintos compuestos analizados, no
siguiendo un patrén claro acorde a los tratamientos. Ademas, la linea VA5
11f, que como se ha comentado anteriormente provenia de un arbol escape,
presenté un perfil fenélico muy diferente a las otras dos lineas generadas a
partir de genotipos susceptibles. Cabe destacar el elevado contenido en
acido cafeico observado en esta linea (Fig. IV.36), lo cual puede considerarse
un marcador de defensa. Este acido y sus derivados se consideran
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metabolitos secundarios de gran importancia por participar activamente en
el mecanismo de defensa de las plantas frente a estrés bidtico (Riaz et al.,
2018); el acido cafeico esta involucrado en la sintesis de lignina, lo que
permite un reforzamiento de la pared celular, ademas, inhibe la accién de los
agentes patdgenos por la accion de los enzimas segregados en respuesta al
incremento de este compuesto, y también se ha comprobado que inhibe la
sintesis de proteinas en las células patdgenas (Osbourn, 1996; Davidson,
1997; Riaz et al., 2018). En estudios recientes realizados en encina (Gallardo
et al.,, 2019) se determind la interaccion entre la defoliacién mecanica
(considerado un estrés abidtico) y la infeccion por Phytophthora cinnamomi
sobre la biosintesis de taninos. Estos ensayos concluyeron que la defoliacion
producia un incremento en los transcritos de genes relacionados con la
sintesis de taninos, mientras que la infeccion con el oomiceto inhibiria su
expresidn siendo en parte responsable del “sindrome de la seca”.

En las lineas Q8 y EOO la elicitacién con 50 uM de MelA provocd
incrementos significativos en el contenido de los acidos sinapico, ferulico y
cafeico y Unicamente en la linea EOO en la quercetina (Figs. 1V.33, IV.35-
IV.37). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Chung et al.
(2016), donde la elicitacidn de las raicillas absorbentes de meldn amargo con
AJ y AS provocd incrementos de compuestos fendlicos como los acidos
hidroxibenzoico, gentisico, salicilico, gdlico, protocatéquico, vanilico vy
siringico. Asimismo, Gonzalez-Chavira et al. (2018) demostraron que la
aplicacion exégena de elicitores en plantas de estevia aumentaba la
concentracién de los acidos ferulico y clorogénico, asi como de flavonoides y
taninos. En tomillo, la aplicacién de estrés por sequia incrementd la
produccidn de fenoles y una posterior aplicacion de AS en las partes aéreas
promovio un posterior incremento en estos compuestos (Khalil et al., 2018).
Finalmente, filtrados estériles de Verticillum nonalfalfae incrementaron
significativamente la actividad PAL en lineas celulares de ldpulo (Lawton y
Lamb, 1987; Trevisan et al., 1997; Kunej et al., 2020).

Por todo ello, cabria sugerir que el aumento en estos fenoles en las
lineas elicitadas podria suponer un mecanismo de defensa a posteriores
infecciones.

Los compuestos fendlicos suelen acumularse en los tejidos de la planta
cuando esta es infectada por el patégeno, como respuesta inicial (Mayer et
al., 2001), este hecho se ha demostrado en maiz, donde se observd un
incremento de los dos ésteres de acido cafeico después de infectar con
Glomerella graminicola o Cochliobolus heterostrophus (Pusztahelyi et al.,
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2017), en nuestro estudio la infeccién indujo un aumento del contenido de
acido elagico en las lineas Q8 y EOO, aunque en la dltima, Unicamente en las
muestras previamente elicitadas. En la linea VA5 11f el incremento tras la
infeccidon se dio en los acidos sinapico, elagico y ferulico.

Otros estudios han demostrado un aumento en la produccion de
fitoalexinas, flavonoides y conjugados fendlicos en tejidos vegetales tratados
con compuestos inductores de tolerancia a Phytophthora parasitica o
Xanthomonas campestris cuando estos tejidos son infectados por estos
patdgenos (Fuster et al., 1995; Ortufio et al., 1997; Newman et al., 2002), por
tanto, el incremento de acido eldgico tras la infeccién en muestras elicitadas
se puede considerar como un marcador de respuesta a estrés, al ser comun
en las tres lineas.

V.2.2.4. Evaluacion de las variaciones en el perfil hormonal

El grado de resistencia frente a estrés que muestran las plantas esta
influenciado por sefales sistémicas mediadas por fitohormonas, la
sefializacién mediada por el AS desencadena resistencia contra patégenos
bidtrofos y hemibidtrofos, mientras que la sefial mediada por la combinacién
de AJ y ET activa la resistencia a patdgenos necrotrofos, siendo antagonistas
estas dos rutas (Thomma et al., 1998; Glazebrook, 2005; Spoel y Dong, 2008;
Bari y Jones, 2009; Van der Does et al.,, 2013), aunque otros estudios
muestran que las defensas mediadas por el AJ son eficaces también frente a
patégenos bidtrofos o hemibiétrofos (Thaler et al., 2004; Riemann et al.,
2013; Han y Kahmann, 2019). La fitohormona acido abscisico (ABA)
interviene en la iniciacion de respuestas adaptativas ante diversas
condiciones ambientales, aunque en relacion a la resistencia a enfermedad
se ha considerado que su efecto es negativo (Mauch-Mani y Mauch, 2005).
En nuestro estudio se determind el contenido de las fitohormonas acido
abscisico (ABA), jasmonato (JA) y salicilato (SA) en las tres lineas
embriogénicas Q8, E00 y VA511f, analizando las variaciones del mismo segin
los tratamientos aplicados (elicitacion y/o infeccién).

La elicitacion provocé un aumento generalizado de la concentracion
de ABA, excepto en la linea Q8, que partia con unos niveles muy superiores
a las otras dos lineas, mientras que la infeccién indujo un descenso, sdlo
significativo en las muestras que habian sido elicitadas previamente. Niveles
de ABA inhibidos frente al control indican un aumento de la resistencia a
ciertos patégenos en muchos estudios (Henfling et al., 1980; Edwards et al.,
1983; Salt et al., 1986; Ward et al., 1989; Li y Heath, 1990; Cahill et al., 1993;
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Kettner y Dorfling, 1995; McDonald y Cahill, 1999; Audenaert et al., 2002;
Mohr et al., 2003; Koga et al., 2004; Thaler y Bostock, 2004; Mauch-Mani y
Mauch, 2005; Asselbergh et al., 2008; Fan et al., 2009; Mialoundama et al.,
2009; Lievens et al., 2017), ya que la acumulacién de ABA reduce la sintesis
de fitoalexinas e inhibe la actividad y acumulacion de transcriptos de la PAL
(Henfling et al., 1980; Ward et al., 1989; McDonald y Cahill, 1999), ademas
de que es utilizada por los patédgenos como una molécula efectora (Schmidt
et al., 2008; Lievens et al., 2017). También hay evidencias de que esta
hormona interfiere a diferentes niveles con las rutas de respuesta a estrés
bidtico mediadas por el ASy AJ/ET (Audenaert et al., 2002; Anderson et al.,
2004; Mauch-Mani y Mauch, 2005; Asselbergh et al., 2008; De Torres Zabala
et al., 2009). Sin embargo, hay trabajos que muestran un efecto positivo de
la acumulacion de ABA en cuanto a la resistencia a enfermedades causadas
por virus, debido a su capacidad de inhibir la transcripcién de una -1,3-
glucanasa que puede degradar la B-1,3-glucano calosa, formando una
barrera fisica contra la propagacion del virus (Whenham et al., 1986; Beffa et
al., 1996; Rezzonico et al., 1998), pero en su interaccion con patégenos
fungicos y oomicetos su acumulacidn compromete la resistencia de los
huéspedes (Mauch-Mani y Mauch, 2005).

La variacidn en el contenido en JA segln los tratamientos siguid el
mismo patron en las tres lineas, la elicitacion provocd un aumento no
significativo de la concentracidon de JA, manteniéndose la idea de que la
tolerancia o resistencia aumentada inducida por la elicitacién se manifiesta
una vez que la planta es sometida a estrés (Conrath et al., 2006). La infeccidon
indujo un fuerte incremento del contenido de esta hormona, pero sélo en las
muestras que habian sido elicitadas previamente; las muestras control, tras
la infeccion mostraron niveles de JA similares al control no infectado.
Normalmente, como hemos comentado, la ruta de defensa mediada por el
AJ es activada por la infeccién de patdgenos necrétrofos (Thomma et al.,
1998; Glazebrook, 2005), que promueven la biosintesis de esta hormona, la
cual desencadena la respuesta a estrés (Ramirez-Estrada et al., 2016), por lo
que los niveles de JA quizd deberian estar incrementados con respecto al
control, mostrando una primera respuesta a estrés, sin embargo, es posible
gue la infeccidn del material susceptible haya impedido esta respuesta. La
infeccidn si provoco un fuerte aumento del contenido en JA en las muestras
elicitadas, este incremento puede considerarse como un marcador de
tolerancia al patdgeno, al ser comun en las tres lineas ensayadas.
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El contenido de la hormona SA vario entre las diferentes lineas, siendo
superior en la Q8, ademas, el perfil hormonal observado segun los
tratamientos también difirid segun la linea. En la linea Q8 la elicitacion
provocd un aumento no significativo, pero notable de la concentracién de
SA, mientras que la infeccion provocd descensos en el contenido de esta
hormona, tanto en las muestras control como en las elicitadas. En la linea
EOO la elicitacion no provocd variaciones significativas, y la infeccidén
incrementd los niveles de esta hormona en relacién al control, de igual
manera en las muestras no tratadas que en las previamente elicitadas. En la
linea VA5 11f no se observaron cambios dependientes de los tratamientos.
Estairregularidad en la respuesta puede deberse al hecho comentado de que
ante la infeccién de un patégeno necrétrofo, normalmente se activa la ruta
de sefalizacion mediada por el JA (Thomma et al., 1998; Glazebrook, 2005;
Bari y Jones, 2009), de manera que el SA no intervendria en la activacién de
defensa, ya que estas dos rutas son generalmente antagonistas (Spoel y
Dong, 2008; Van der Does et al., 2013), aunque en ocasiones se haya visto
cierto comportamiento sinérgico (Robert-Seilaniantz et al.,, 2011),
observandose en nuestro caso que la concentracion de SA es similar en
muestras infectadas elicitadas o no, y en otros casos similar en los cuatro
tratamientos.

V.2.2.5. Evaluacion de la actividad ROS

Las plantas responden al estrés bidtico o abidtico mediante la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS); para mitigar los dafios
producidos por estas moléculas, la planta activa una serie de mecanismos
antioxidantes como la produccidn de enzimas (CAT, SOD, POX, APX) (Lee y
Lee, 2000; Han y Lee, 2005; Kim et al., 2005), sin embargo, este fendmeno
tiene una duraciéon corta normalmente, de manera que los patdgenos,
microbios o estreses abidticos pueden acabar produciendo dafios en la
planta (Singh et al., 2013; Garcia-Cristobal et al., 2015). La elicitacion o
“priming” con ciertas rizobacterias beneficiosas u otros inductores quimicos
puede favorecer la actividad antioxidante aumentando y prolongando su
efecto si se compara con la de plantas no tratadas (Ruiz-Lozano et al., 2001;
Han y Lee, 2005; Kang et al., 2012; Wang et al., 2012; Singh et al., 2013;
Garcia-Cristobal et al., 2015; Hanaka et al., 2018; Hasanuzzaman et al., 2019).

En nuestro estudio se midieron las actividades de las enzimas catalasa,
peroxidasay el glutatién total en las lineas embriogénicas Q8, EO0 y VA5 11f,
tras la elicitacion y/o infeccion.
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La actividad catalasa no sufrié variaciones en las lineas Q8 y EOO,
observandose valores similares en los 4 tratamientos aplicados, sin embargo,
en la linea VA5 11f, tanto la elicitacion como la infecciéon provocaron
decrecimientos de esta actividad enzimdatica. Las muestras elicitadas e
infectadas mostraron los valores mas bajos de actividad catalasa, estos
resultados no parecen demostrar un aumento de la tolerancia a estrés en las
muestras elicitadas, ya que otros estudios relacionan el aumento de las
actividades enzimaticas con una mejor tolerancia o resistencia a estrés, como
el de Bor et al., (2003), donde la variedad silvestre de remolacha, que es mas
tolerante a la salinidad que la remolacha azucarera, mostraba niveles mas
altos en las actividades enzimdticas catalasa (CAT), peroxidasa (POX),
ascorbato peroxidasa (APX), superdxido dismutasa (SOD) o glutation
reductasa (GRd), cuando ambas variedades eran sometidas a condiciones de
estrés por salinidad. Moradi e Ismail (2007) también demostraron que ciertos
genotipos de arroz tolerantes a estrés salino reflejaban una mayor actividad
enzimatica que otros genotipos no tolerantes, cuando ambos eran sometidos
a condiciones desfavorables de salinidad.

La actividad peroxidasa difirid6 segun las lineas y no segun los
tratamientos, la interacciéon entre ambos factores no mostré efectos
significativos en la linea Q8. En la linea EQO la infeccion redujo la actividad
peroxidasa significativamente en las muestras no tratadas y aumentd esta
actividad en las muestras previamente elicitadas. La elicitacion también
produjo un aumento de esta actividad peroxidasa; estos resultados
concuerdan con los de Garcia-Cristobal et al. (2015) y Singh et al. (2013),
donde se describen aumentos de la actividad ascorbato peroxidasa (APX) en
plantulas de arroz y de garbanzo tratadas con rizobacterias beneficiosas,
cuando son sometidas a estrés abidtico (salinidad) y bidtico (infeccion con
Xanthomonas campestris y Sclerotium rolfsii). En la linea VA5 11f no se
observé este patrdn, la elicitacion no produjo cambios en la actividad POX,
mientras que la infeccidon provocd un aumento de la actividad enzimatica que
fue mayor en las muestras no tratadas que en las elicitadas previamente.

El contenido en glutatidon dependid de los tratamientos, aunque no se
observd un patrén claro comun a las tres lineas. En la linea Q8 la elicitacion
no provocd cambios en la produccidn de GSH, la infeccion indujo descensos
significativos de la misma, tanto en las muestras control como en las
elicitadas. En la linea EQO, sin embargo, la elicitacién si promovid un descenso
significativo del contenido en glutatidn, mientras que la infeccidon no influyo
significativamente en el mismo, ya que las muestras infectadas, elicitadas o
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no, mostraron valores muy similares al control. Por ultimo, en la linea VA5
11f, la elicitacion también indujo un descenso del GSH, aunque no fue
significativo y la infeccion provocé aumentos muy notables del mismo, tanto
en muestras control como en las elicitadas, aunque los analisis no
permitieron establecer que fuesen significativos. Estos resultados no se
corresponden con aquellos en que la elicitacién promueve aumentos
significativos en la actividad glutatién reductasa cuando el material vegetal
es sometido a un estrés abidtico o bidtico, como el de Garcia-Cristobal et al.
(2015), con plantas de arroz frente a la infeccion con Xanthomonas
campestris, o el de Han y Lee (2005) con plantas de lechuga sometidas a
estrés salino. Hasanuzzaman et al. (2019) relacionan la sobreexpresion de los
enzimas implicados en la ruta ascorbato-glutatién con una mayor tolerancia
de las plantas al estrés abidtico, reduciendo la concentracion de las ROS.

Todo lo anteriormente expuesto demuestra que la elicitacion provoca
cambios en los niveles de expresidén de genes implicados en la sintesis de
fenoles, y en los perfiles proteicos, fendlicos y hormonales de las lineas
embriogénicas antes y después de la infeccion con el oomiceto. Es de
destacar el efecto del material utilizado, ya que las diferentes lineas
embriogénicas presentaban diferente capacidad proliferativa y provenian de
diferentes genotipos con distinto nivel de susceptibilidad al oomiceto.

El comportamiento de la linea VA5 11f ha permitido sugerir
marcadores de tolerancia que han de ser comprobados. Entre ellos estd un
elevado nivel basal de expresion de los genes CSQs (Corismato Sintasa de Q.
suber), ChSQs (Chalcona Sintasa de Q. suber) y CsTL1 (codifica una proteina
similar a la Taumatina de Castanea sativa). También debe ser objeto de
estudio su elevado contenido en acido cafeico.

Por ultimo, este trabajo demuestra que la elicitacion de lineas
embriogénicas de encina de arboles susceptibles a la infeccién por
Phytophthora cinnamomi con 50 uM de MelA incrementa la sintesis de
compuestos fendlicos principalmente derivados del 4cido cinamico (acidos
sindpico, cafeico y ferulico) y flavonoides (quercetina), y del contenido en
ABA y JA. La posterior infeccidon de estas lineas con el oomiceto incrementa
la expresion de los genes PAL y CAD; ambos genes codifican enzimas que
catalizan los primeros pasos de las rutas de sintesis de compuestos fendlicos
(fenilpropanoides y monédmeros de lignina respectivamente (Fig. V.1), lo que
indicaria un reforzamiento de las respuestas a la infeccidn. La infeccion del
material elicitado también incrementa la expresién de proteinas implicadas
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en la detoxificacion de ROS (GBLPA y KPRS4) y en la sintesis de antocianos,
asi como un incremento en la actividad peroxidasa.

Metabolismo primario
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Metabolismo secundario
Figura V.1. Esquema basico de los genes y de los fenoles estudiados en
este trabajo. En rojo los genes CS (Corismato Sintasa), PAL (Fenilamonio
Liasa), CHS (Chalcona Sintasa) y CAD (Cinamil Alcohol Deshidrogenasa).
En recuadro verde los compuestos detectados en las muestras
analizadas en este estudio.

La mayoria de estos rasgos también se observaron en la linea Q8,
aunque el perfil proteico no fue ensayado en esta linea y el perfil hormonal
presentaba un nivel basal de ABA muy elevado y un incremento en SA tras la
elicitacién. Todos estos resultados apuntan a que la elicitacién con MelA es
un tratamiento adecuado para incrementar las defensas en las lineas
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embriogénicas de encina. Estos datos deben ser corroborados en un futuro
en las plantas generadas a partir de estos embriones.
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VI. CONCLUSIONES

En este trabajo se desarrollan dos estrategias para obtener genotipos
de encina tolerantes a Phytophthora cinnamomi utilizando como
herramienta basica la embriogénesis somatica. La primera estrategia aborda
la clonacion de genotipos escape; la segunda, la induccidon de tolerancia
mediante la técnica de “priming”. Las principales conclusiones se enumeran
a continuacion.

VI.1. Clonacion de genotipos escape de encina

1. Se ha determinado la capacidad embriogénica de 33 genotipos de
encina, 6 considerados escape y 27 sensibles a la infeccién por el
oomiceto. Esta capacidad depende, en gran medida, del genotipo
ensayado.

2. Se han establecido 5 lineas embriogénicas, 4 de ellas provienen de 2
genotipos escape (VA5 y H5).

3. Esnecesario optimizar las fases de germinacion y aclimatacion en encina
para la consecucion de este primer objetivo de la tesis. Actualmente los
esfuerzos de nuestro grupo de investigacion se estan aplicando en este
sentido.

VI.2. Induccion de memoria epigenética para tolerancia a estrés

bidtico

4. Laelicitacion durante periodos cortos de tiempo en medio liquido resultd
menos lesiva que la elicitacidn durante periodos largos en medio sélido.

5. En la linea Hal3 los resultados obtenidos, en base a la inhibicidon del
crecimiento del micelio y produccién de H,0,, sugieren que 50 uM de
MelA durante 3 dias en medio liquido es el tratamiento mas efectivo
para mejorar la respuesta a estrés. No obstante, otros elicitores como
BABA y AS resultaron efectivos en la linea EQO.

6. A pesar de la variabilidad observada en los diferentes andlisis, debida,
fundamentalmente, al efecto linea, se puede concluir que la elicitacion
provoca cambios en los niveles de expresion de genes implicados en la
sintesis de fenoles, y en los perfiles proteicos, fendlicos y hormonales de
las lineas embriogénicas antes y/o después de la infeccion con el
oomiceto.

161



VI. Conclusiones

10.

11.

12.

13.

162

La linea VAS 11f, generada a partir de un drbol escape, presentd, antes
de la infeccidn, niveles de expresidon de CAD1Qs, ChSQs, PALQs y CsTL1
superiores a los de las otras dos lineas (Q8 y E00), generadas a partir de
genotipos susceptibles. En Q8 y EQO se observaron incrementos en la
expresion de CSQs, CAD1Qs y PALQs tras la infeccidn con el oomiceto,
corroborando la implicacion de estos genes en la respuesta a estrés.

La linea escape VA5 11f presentd un perfil fendlico muy diferente a las
otras dos lineas, con un elevado contenido en 4cido cafeico. Aunque la
elicitacion con MelJA50 no incrementé la expresién de los genes
estudiados en las lineas Q8 y EOQO, si se observd un incremento en los
niveles de acidos fendlicos (fundamentalmente acido cafeico), asi como
del flavonol quercetina. Sugerimos que el acido cafeico es un marcador
de tolerancia ante estrés inducido por la elicitacién.

La infeccion del material elicitado incrementd la expresion de los genes
PALQs y CAD1Qs que codifican enzimas que catalizan los primeros pasos
de las rutas de sintesis de compuestos fendlicos, indicando un
reforzamiento de las respuestas a la infeccién debido a la elicitacion.

La elicitacion aumentd la concentracion de JA, y la posterior infeccién
indujo un fuerte incremento del contenido de esta hormona en las
muestras elicitadas. Esto demuestra que la elicitacién potencia las rutas
de seiializacién ante una posterior exposicion al estrés.

En el andlisis del perfil proteico de la linea EOO se demostrd que la
infeccion del material elicitado también incrementa la expresidon de
proteinas implicadas en la detoxificacién de ROS y en la sintesis de
antocianos, asi como la actividad peroxidasa.

Estos resultados indican que la elicitacién con MelA es un tratamiento
adecuado para incrementar las defensas en las lineas embriogénicas de
encina generadas a partir de genotipos susceptibles. Esta informacion ha
de ser corroborada ex vitro mediante la infeccion de las plantas
generadas y aclimatadas.

El comportamiento de la linea VA5 11f en cuanto a su expresién génica,
contenido en fenoles y actividad ROS propone marcadores de tolerancia
gue se han de comprobar testando la respuesta al oomiceto en raices de
plantulas generadas a partir de este material embriogénico.
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Tabla A.1. Efecto del tratamiento de elicitacién en medio sdlido durante 60 dias sobre el
crecimiento y la produccidon de MDA y H,0, de la linea embriogénica Hal3.

Crecimiento MDA H,0,
Factores gl Cuadrados medios
Tratamiento 3 8.13NS 1.63NS 0.47NS
Error 8 5.83 1.68 0.41

NS: No significativo.

Tabla A.2. Efecto del tratamiento de elicitacién con MeJA 50 uM en medio liquido durante
3y 5 dias sobre el crecimiento y produccion de MDA de la linea embriogénica Ha13.

Crecimiento MDA
Factores | Cuadrados | Cuadrados
g medios g medios
Tratamiento (A) 1 0.28NS 1 7.48%*
Tiempo (B) 1 0.63NS 1 8.12%*
AxB 1 48.68* 1 7.3%*
Error 8 2.99 20 0.836

NS: No significativo. *: Significativo para p < 0.05. **: Significativo para p <0.01.

Tabla A.3. Efecto del tratamiento de elicitacion con MeJA 50 uM en medio liquido sobre el
crecimiento y produccién de MDA de la linea Hal3 separando el analisis para cada tiempo
de elicitacién (3 y 5 dias).

Crecimiento MDA
Factores gl Cuadrados medios
Tratamiento (3 1 28.21* 2.67x10°NS
dias)
Error 4 0.62NS 1.41
Tratamiento (5 1 20.76NS 7.39*
dias)
Error 4 5.36 0.678

NS: No significativo. *: Significativo para p < 0.05.
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Tabla A.4. Efecto del tratamiento de elicitaciéon con MeJA 50 uM en medio liquido durante
3 y 5 dias sobre la produccion de H,0, en el material embriogénico. Prueba U de Mann-
Whitney.

Factores Estadistico de prueba
Concentracién 84NS
Tiempo 116**
Error 17.27

NS: No significativo. **: Significativo para p <0.01.

Tabla A.5. Efecto del tratamiento de elicitacién con OCF, MeJA, BTH y PABA en medio liquido
ESM durante 3 dias sobre el crecimiento del material embriogénico de la linea Hal3, medido
como incremento relativo de peso fresco (APF (g)), a los 60 dias de la elicitacion.

OCF MelA BTH PABA
Cuadrados Cuadrados Cuadrados Cuadrados
Factores gl . . . .
medios medios medios medios
Concentracién 2 0.151INS 4 0.462NS 4 0.867NS 4 0.413NS
Error 6 0.589 10 0.443 10 0.678 10 0.399

NS: No significativo.

Tabla A.6. Efecto del tratamiento de elicitacién con OCF, MeJA, BTH y PABA en medio liquido
ESM durante 3 dias sobre el desarrollo del material embriogénico de la linea Hal3, medido
como porcentaje de embriones bien formados, a los 60 dias de la elicitacién.

OCF MelA BTH PABA
Cuadrados Cuadrados Cuadrados Cuadrados
Factores gl . . . -
medios medios medios medios
Concentracién 2 84.51NS 4 156.81NS 4 349.15NS 4 454.92*
Error 6 75.7 10 115.49 10 288.21 10 107.75

NS: No significativo. *: Significativo para p < 0.05.
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Tabla A.7. Efecto de los elicitores quimicos y la concentracién de los mismos, aplicados
durante 3 dias en medio liquido ESM, sobre el crecimiento del material embriogénico,
medido como incremento relativo de peso fresco (APF (g)) y sobre el desarrollo del material
embriogénico, medido como % de embriones bien formados, a los 60 dias de la elicitacion
en la linea Hal3. Prueba de Kruskal-Wallis para desarrollo del material embriogénico.

Crecimiento Desarrollo
Factores gl Cuadrados medios Estadistico de prueba
Elicitor (A) 2 1.741* 0.590NS
Concentracion (B) 4 0.633NS 16.911%**
AxB 8 0.555NS
Error 30 0.507

NS: No significativo. *: Significativo para p < 0.05. **: Significativo para p < 0.01.

Tabla A.8. Efecto del tratamiento de elicitacién con OCF, MeJA, BTH y PABA en medio liquido
ESM durante 3 dias sobre los niveles de MDA (nmol/ g PF) en el material embriogénico de la
linea Hal3, medidos a los 7, 15 y 30 dias de la elicitacion. Prueba de Kruskal-Wallis para el
elicitor PABA.

OCF MelA BTH PABA
Factores | Cuadrados Cuadrados | Cuadrados Estadistico de
g medios g medios g medios  © prueba
Conce(r;\t)rac'm 2 0.015*** 4  0.14%** 4 0014*** 4 14.207%*
Tiempo (B) 2 0.046*** 2 0.008NS 2 0.019*%** 2 3.5NS
AxB 4 0.003NS 8 0.10*** 8  0.008***
Error 18 0.001 30 0.002 30 0

NS: No significativo. **: Significativo para p <0.01. ***: Significativo para p < 0.001.

Tabla A.9. Efecto de los elicitores quimicos, la concentracion de los mismos y el momento
de medida, aplicados durante 3 dias en medio liquido ESM sobre los niveles de MDA (nmol/
g PF) en el material embriogénico de la linea Hal3. Prueba de Kruskal-Wallis.

Factores gl Estadistico de prueba

Elicitor 2 4.385NS
Concentracion 4 31.007***

Tiempo 2 14, 535%**

NS: No significativo. ***: Significativo para p < 0.001.
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Tabla A.10. Efecto del tratamiento de elicitacién con MelJA, BTH y PABA en medio liquido
sobre los niveles de MDA (nmol/g PF) en el material embriogénico de la linea Hal3, para
cada tiempo de medida por separado (7,15 y 30 dias). Prueba de Kruskal-Wallis para el

elicitor PABA a los 7 y 30 dias.

MelA BTH PABA
Estadistico de
. prueba/
Fact | Cuadrad d
actores g uadrados medios Cuadrados
medios
Concentracion 4 0.008* 0.015%** 11.300*
(7 dias)
Error 10 0.002 0.001
Concentracion 4 0.004NS 0.008NS 0.004*
(15 dias)

Error 10 0.001 0.002 0.001
Concentracion o - %
(30 dias) 4 0.022 0.008 13.233

Error 10 0.003 0.00039

NS: No significativo. *: Significativo para p < 0.05. **: Significativo para p < 0.01. ***:

Significativo para p < 0.001.

Tabla A.11. Efecto del tratamiento de elicitacién con OCF, MeJA, BABA y AS en medio liquido
ESM durante 3 dias sobre el crecimiento del material embriogénico de la linea E00, medido
como incremento relativo de peso fresco (APF (g)), a los 60 dias de la elicitacion. Prueba de
Kruskal-Wallis para los elicitores OCF y AS.

OCF MelA BABA AS
Factores | Estadistico Cuadrados Cuadrados Estadistico
& de prueba medios g medios de prueba
Concentracion 2 5.468NS 0.010NS 4 0.006NS 4 7.900NS

Error

0.008 10 0.06

10

NS: No significativo.
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Tabla A.12. Efecto de los elicitores quimicos y la concentracién de los mismos, aplicados
durante 3 dias en medio liquido ESM, sobre el crecimiento del material embriogénico,
medido como incremento relativo de peso fresco (APF (g)) y sobre el desarrollo del material
embriogénico, medido como % de embriones bien formados, a los 60 dias de la elicitacidn,
en la linea E0O. Prueba de Kruskal-Wallis para el crecimiento de la linea.

Crecimiento Desarrollo
Factores gl Este;ers:g;) de Cuadrados medios
Elicitor (A) 2 4.181NS 1292.17%**
Concentracion (B) 4 2.391NS 511.35%%**
AxB 8 200.92**
Error 30 46.9

NS: No significativo. **: Significativo para p < 0.01. ***: Significativo para p <0.001.

Tabla A.13. Efecto del tratamiento de elicitacion con OCF, MeJA, BABA y AS en medio liquido
ESM durante 3 dias sobre el desarrollo del material embriogénico de la linea E00, medido
como porcentaje de embriones bien formados, a los 60 dias de la elicitacidn.

OCF MelA BABA AS
Factores gl Cuadr:j\dos g Cuadr?dos g Cuadr?dos g Cuadrz?\dos
medios medios medios medios
Concentracién 2 13.17NS 4 393.27*** 4 484.43** 4 35.49NS
Error 6 32.2 10 13.84 10 50.41 10 76.47

NS: No significativo. **: Significativo para p <0.01. ***: Significativo para p < 0.001.

Tabla A.14. Efecto del tratamiento de elicitacién con OCF, MeJA, BABA y AS en medio liquido
ESM durante 3 dias sobre los niveles de MDA (nmol/ g PF) en el material embriogénico de la
linea EOO, medidos a los 7, 15 y 30 dias de la elicitacion.

OCF MeJA BABA AS
Factores | Cuadrados | Cuadrados | Cuadrados | Cuadrados
& medios g medios & medios g medios

Concentracion g spwxx 4 0107*** 4 0020%%* 4  0.030%**

(A)
Tiempo (B) 2 0.017* 2 0.052*** 2 0.017** 2 0.014*
AxB 4 0.014** 8  0.023*** 8 0.042%*** 8  0.022***
Error 18 0.003 30 0.003 30 0.003 30 0.003

*: Significativo para p <0.05. **: Significativo para p <0.01. ***: Significativo para p <
0.001.
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Tabla A.15. Efecto del tratamiento de elicitacién con OCF, MeJA, BABA y AS en medio liquido
sobre los niveles de MDA (nmol/g PF) en el material embriogénico de la linea EOO, para cada
tiempo de medida por separado (7,15 y 30 dias). Prueba de Kruskal-Wallis para el elicitor
MelA a los 15 dias.

OCF MeJA BABA AS
Cuadrados
Factores | Cuadrados | medios/ | Cuadrados | Cuadrados
& medios g Estadistico g medios medios
de prueba

Concentracién 5 0.019NS 4 0.061%** 4 0.030** 4 0.004NS

(7 dias)
Error 6 0004 10 0005 10 0005 10  0.005
Concentracion ,  h0sNs 4 9123NS 4 0.05*** 4 0.008**
(15 dias)
Error 6 0.002 10 0001 10  0.001
Concentracion ,  jo3gsx 4 (0080%** 4  0033*** 4  0.062***
(30 dias)
Error 6 0002 10 0002 10 0002 10  0.003

NS: No significativo. **: Significativo para p < 0.01. ***: Significativo para p < 0.001.

Tabla A.16. Efecto de los elicitores quimicos, la concentracién de los mismos y el tiempo de
medida tras la elicitacién sobre la concentracién de MDA (nmol/g PF) en el material
embriogénico de la linea E0Q. Prueba factorial de Kruskal-Wallis.

Factores gl Estadistico de prueba

Elicitor 2 23.533***
Concentracion 4 5.912NS

Tiempo 2 7.288*

NS: No significativo. *: Significativo para p < 0.05. ***: Significativo para p <0.001.

Tabla A.17. Efecto del tratamiento de la linea Hal3 con los elicitores OCF, MelJA, BTH y PABA
sobre la ratio de crecimiento del micelio en los ensayos de cultivo dual. Prueba de Kruskal-
Wallis para los elicitores MeJA y BTH.

OCF MelA BTH PABA
Factores | Cuadrados Estadistico Estadistico Cuadrados
& medios & de prueba g de prueba 8 medios

Concentracién(A) 1  0.001NS 3 5.967NS 3 5.651NS 3 0.04*
Tiempo (B) 2 0.002NS 2 1.991NS 2 3.514NS 2 0.015NS
AxB 0.047** 0.004NS

Error 12 0.005 24 0.009

N
[e)]

NS: No significativo. *: Significativo para p < 0.05. **: Significativo para p <0.01.
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Tabla A.18. Efecto de los factores elicitor, concentracién y tiempo sobre la ratio de
crecimiento del micelio en los cultivos duales establecidos con las muestras de la linea
embriogénica Hal3. Analisis factorial de Kruskal-Wallis.

Factores gl Estadistico de prueba

Elicitor 2 8.427*
Concentracién 3 9.701*

Tiempo 2 1.602NS

NS: No significativo. *: Significativo para p <0.05.

Tabla A.19. Efecto de la concentracién del elicitor sobre la produccién de H,0, (ug/mL) en
el material embriogénico de la linea Hal3 elicitado previamente con OCF, MelA, BTH y PABA
tras haber sido puesto en contacto con el micelio de P. cinnamomi en el cultivo dual.

OCF MelA BTH PABA
Cuadrados Cuadrados Cuadrados Cuadrados
Factores gl . . . .
medios medios medios medios
Concentracion 2 3.55NS 4 11.67*** 4 3.87** 4 16.05**
Error 6 1.17 10 0.314 10 0.391 10 1.87

NS: No significativo. **: Significativo para p < 0.01. ***: Significativo para p < 0.001.

Tabla A.20. Efecto de los elicitores quimicos y la concentracion de los mismos aplicados a la
linea Hal3, sobre la respuesta a estrés, medida a través de la determinacién de H,0;
producido en las muestras tras el cultivo dual.

Factores gl Cuadrados medios
Elicitor (A) 2 2.32NS
Concentracion (B) 4 17.39%**
AxB 8 7.10%**
Error 30 0.86

NS: No significativo. ***: Significativo para p < 0.001.

Tabla A.21. Efecto de la concentracién del elicitor sobre la produccion de H,0; (ug/mL) en
el material embriogénico de la linea Hal3 elicitado previamente con OCF, MeJA, BTH y PABA,
tras haber sido infectado con un extracto activo de P. cinnamomi al 20% (v/v). Prueba de
Kruskal-Wallis para el elicitor BTH.

OCF MelA BTH PABA
Factores | Cuadrados | Cuadrados | Estadistico Cuadrados
& medios g medios & de prueba g medios
Concentracién 2 0.158NS 4 8.96*** 4 12.533%* 4 1.92%**
Error 6 0 10 0.32 10 0

NS: No significativo. *: Significativo para p < 0.05. ***: Significativo para p < 0.001.
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Tabla A.22. Efecto de los elicitores quimicos y la concentracién de los mismos aplicados a la
linea Hal3, sobre la respuesta a estrés de la misma, medida a través de la determinacién de
H,0, producido en las muestras tras la infeccién con un extracto activo de P. cinnamomi al
20% (v/v). Andlisis factorial de Kruskal-Wallis.

Factores gl Estadistico de prueba
Elicitor 2 3.340NS
Concentracion 4 22.840***

NS: No significativo. ***: Significativo para p < 0.001.

Tabla A.23. Efecto del tratamiento sobre la produccion de H,0, (ug/mL) en el material
embriogénico de la linea EOQO elicitado previamente con OCF, MelJA, BABA y AS, tras haber
sido infectado con un extracto activo de P. cinnamomi al 20% (v/v). Prueba de Kruskal-Wallis.

Factores gl Estadistico de prueba

Tratamiento 8 24.473**

**: Significativo para p < 0.01.

Tabla A.24. Efecto del tratamiento sobre la actividad SOD (%) en el material embriogénico
de la linea EOO elicitado con OCF, MeJA, BABA y AS, tras haber sido infectado con un extracto
activo de P. cinnamomi al 20% (v/v). Prueba de Kruskal-Wallis.

Factores gl Estadistico de prueba

Tratamiento 8 25.322%**

**%. Significativo para p <0.001.

Tabla A.25. Efecto de la linea y el tratamiento de elicitacion e infeccidon sobre el incremento
en la expresidn de los genes CSQs, ChSQs,CsTL1, PALQs y CADQs, en las muestras de las
lineas embriogénicas Q8, EO0 y VA5 11f. Prueba de Kruskal-Wallis para los genes CSQs,
ChSQsy CsTL1.

CsQs ChSQs CsTL1 PALQs CADQs
Factores gl Estadistico de prueba Cuadrados medios
Linea (A) 2 23.869%** 5.992* 11.171** 0.003NS 0.087*
Trata(g‘)ie”m 3 2485NS  12.421** 8350 0.008* 0.004NS
AxB 6 0.104NS 0.010NS
Error 24 0.002 0.02

NS: No significativo. * Significativo para p < 0.05. ** Significativo para p < 0.01. ***
Significativo para p < 0.001.
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Tabla A.26. Efecto del tratamiento de elicitacion e infeccién sobre el incremento en la
expresion de los genes CSQs, PALQs, ChSQs y CsTL1 en las muestras de la linea embriogénica
Q8.

csQs PALQs ChSQs CsTL1
Factores gl Cuadrados medios
Tratamiento 3 3.34x104* 0.003NS 5.68x10°* 1.265*
Error 8 7.943x10° 0 1.38x10°> 0.23

NS: no significativo. *: Significativo para p <0.05.

Tabla A.27. Efecto del tratamiento de elicitacidon e infeccion sobre el incremento en la
expresion de los genes CSQs, PALQs, ChSQs y CsTL1 en las muestras de la linea embriogénica
EOO.

CcsQs PALQs ChsQs CsTL1
Factores gl Cuadrados medios
Tratamiento 3 1.92x10°NS 0.005* 1.30x10°NS 0.008NS
Error 8 4.75x106 0.00 2.10x10° 0.04

NS: no significativo. *: Significativo para p < 0.05.

Tabla A.28. Efecto del tratamiento de elicitacion e infeccién sobre el incremento en la
expresion de los genes CSQs, PALQs, CsTL1 y ChSQs en las muestras de la linea embriogénica
VAS 11f. Prueba de Kruskal-Wallis para el gen ChSQs.

csQs PALQs CsTL1 ChsQs
Factores gl Cuadrados medios Estadistico de
prueba
Tratamiento 3 4.24x104* 0.008NS 1.80* 8.658*
Error 8 6.02x10° 0.004 0.4

NS: no significativo. *: Significativo para p <0.05.
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Tabla A.29. Efecto del tratamiento sobre la expresidn de las proteinas 024456 P46209 USF_AQUPY, GBLPA_ARATH, Q66PF3 UFOG3_FRAAN,
Q9C7N4 GDL15_ARATH, Q9FNC9 TOM92_ARATH, Q9FRL8 DHAR2_ARATH, Q9LU14 APG2_ARATH, Q9S7E9 GGT2_ARATH, Q04832 HEXP_LEIMA,
Q680A5 KPRS4_ARATH, Q9FKAS5 Y5957 _ARATHy Q9ZRA2 HGD_ARATH en las muestras de la linea embriogénica E00. Prueba de Kruskal-Wallis para
las proteinas Q04832 HEXP_LEIMA, Q680A5 KPRS4_ARATH, Q9FKAS5 Y5957 _ARATH y Q9ZRA2 HGD_ARATH.

USF GBLPA UFOG3 GDL15 TOM92 DHAR2 APG2 GGT2 HEXP KPRS4 Y5957 HGD

Fact. gl Cuadrados medios Estadistico de prueba

Tto. 3 1.96x10%* 2.84x10M™*** 1.49x10'3* 6.67x1012** 7.87x1013*** 4.29x10'* 8.83x1013*** 4.77x10'2 9.412* 9.974*  10.385* 9.43*
Error 8 3x10%3 1.79x10% 2.86x10?  6.69x10% 5.02x10%? 9.71x10% 5.44x10%? 1.91x10%2

*: Significativo para p £ 0.05.**: Significativo para p < 0.01.***: Significativo para p < 0.001.
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Tabla A.30. Efecto del tratamiento sobre la expresion de las proteinas F4JY37 RUK_ARATH, P25096 P21_SOYBN, P46525 CS120_WHEAT, P47920
NDKB_FLABI, P81748 MIFH_TRITR, Q00874 DR100_ARATH, Q05091 PGIP_PYRCO, Q9SSG3 HIPL1_ARATH y Q9XIV8 PERN1_TOBAC en las muestras

de la linea embriogénica E00. Prueba de Kruskal-Wallis para las proteinas P25096 P21_SOYBN, P46525 CS120_WHEAT, P47920 NDKB_FLABI,
P81748 MIFH_TRITR y Q9XIV8 PERN1_TOBAC.

P21 Cs120 NDKB MIFH PERN1 RUK DR100

PGIP HIPL1

Factores gl Estadistico de prueba Cuadrados medios

Tratamiento 3  9.97* 9.154* 9.386* 10.385%* 7.27NS 9.42x1013*

1.04x1014* 3.10x1015** 8.96x10Q13***
Error 8

1.57x1013 1.86x1013 3.02x1014 4.06x1012
NS: No significativo. *: Significativo para p < 0.05.**: Significativo para p < 0.01.***: Significativo para p < 0.001.
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Tabla A.31. Efecto de la linea y el tratamiento sobre la produccién de compuestos fendlicos
(ac. sindpico, ac. eldgico, ac. ferulico, ac. cafeico, quercetina y prodelfinidina B3 (ppb)) en el
material embriogénico de las lineas Q8, EO0 y VA5 11f. Prueba de Kruskal-Wallis.

Ac. Ac. Ac. Ac. Quercetina Prodel-
sindpico elagico ferulico cafeico finidina B3
Fact. gl Estadistico de prueba

Linea 2 25.389*** 19.681***  9.500** 1.533NS 0.920NS 3.084NS
Tto. 3 2.532NS 6.380NS 2.776NS  20.690*** 15.985%*** 2.248NS

NS: no significativo. **: Significativo para p <0.01. ***: Significativo para p <0.001.

Tabla A.32. Efecto del tratamiento sobre la produccién de &c. sindpico, ac. elagico, ac.
ferdlico, ac. cafeico, prodelfinidina B3 y quercetina (ppb) en el material embriogénico de la
linea Q8. Prueba de Kruskal-Wallis para la quercetina.

P P Ac. . . Prodel- .
Ac. sindpico Ac. elagico ferdlico Ac. cafeico finidina B3 Quercetina
Fact. gl Cuadrados medios Estadistico

de prueba

Tto. 3 7.49x107*%** 1.04x108** 1.43x107* 5.45x107** 1.71x108*** 6.478NS
Error 8 1.84x10° 9.67x106 2.64x106 3.98x10°  4.33x106

NS: No significativo. *: Significativo para p < 0.05. **: Significativo para p <0.01.
***: Significativo para p < 0.001.

Tabla A.33. Efecto del tratamiento sobre la produccién de &ac. sindpico, ac. eldgico, ac
ferdlico, ac cafeico, quercetina y Prodelfinidina B3 (ppb) en el material embriogénico de la
linea E0O. Prueba de Kruskal-Wallis para todos los acidos y la quercetina.

. l-}c._ Ac. elagico Ac. ferilico Ac. cafeico Quercetina _P_r‘?del_
sinapico finidina B3
- Cuadrados
Fact. gl Estadistico de prueba .
medios
Tto. 3 8.231* 8.744%* 10.385* 8.077* 9.462* 1.29x107NS
Error 8 6.74x106

NS: No significativo. *: Significativo para p < 0.05.

Tabla A.34. Efecto del tratamiento sobre la produccién de ac. sindpico, ac. elagico,
prodelfinidina B3, ac. ferulico, ac cafeico y quercetina (ppb) en el material embriogénico de
la linea VA5 11f. Prueba de Kruskal-Wallis para ac. ferdulico, ac. cafeico y quercetina.

Prodel-

finidina B3 Ac. ferulico Ac. cafeico Quercetina

Ac. sindpico Ac. elagico

Fact. gl Cuadrados medios Estadistico de prueba

Tto. 3 1.23x108** 1.40x10°** 4.28x107NS 10.385%* 9.154* 9.974%
Error 8 1.13x10° 1.19x108 1.07x107

NS: No significativo. *: Significativo para p < 0.05. **: Significativo para p <0.01.
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Tabla A.35. Efecto de la linea y el tratamiento sobre la produccion de ABA, JA y SA (ng/g PS)
en el material embriogénico de las lineas Q8, EO0 y VA5 11f. Prueba de Kruskal-Wallis.

ABA JA SA
Factores gl Estadistico de prueba
Linea 2 1.866NS 1.029NS 17.336%**
Tratamiento 3 25.349%** 35.172***  2.496NS

NS: No significativo. ***: Significativo para p <0.001.

Tabla A.36. Efecto del tratamiento sobre la produccion de ABA, JA y SA (ng/g PS) en el
material embriogénico de la linea Q8. Prueba de Kruskal-Wallis.

ABA JA SA
Factores gl Estadistico de prueba
Tratamiento 3 9.667* 11.293** 9.462*

*. Significativo para p < 0.05. **: Significativo para p <0.01.

Tabla A.37. Efecto del tratamiento sobre la producciéon de ABA, JA y SA (ng/g PS) en el
material embriogénico de la linea E00. Prueba de Kruskal-Wallis para las hormonas ABA 'y
JA.

ABA JA SA
Factores gl Estadistico de prueba Cuadr?dos
medios
Tratamiento 3 10.458* 12.086** 574.190**
Error 8 53.77

*: Significativo para p < 0.05. **: Significativo para p <0.01.

Tabla A.38. Efecto del tratamiento sobre la produccion de ABA, JA y SA (ng/g PS) en el
material embriogénico de la linea VA5 11f. Prueba de Kruskal-Wallis.

ABA JA SA
Factores gl Estadistico de prueba
Tratamiento 3 9.462%* 12.086** 1.974NS

NS: No significativo. *: Significativo para p < 0.05. **: Significativo para p <0.01.
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Tabla A.39. Efecto de la linea y el tratamiento sobre la actividad de las enzimas catalasa
(mU/g), peroxidasa (nmol/min/g) y el glutation total (uM) en el material embriogénico de
las lineas Q8, EO0 y VAS 11f. Prueba de Kruskal-Wallis.

CAT POX GSH
Factores gl Estadistico de prueba
Linea 2 2.284NS 7.592* 1.947NS
Tratamiento 3 9.380* 1.318NS 12.277**

NS: no significativo. *: significativo para p < 0.05. **: significativo para p <0.01.

Tabla A.40. Efecto del tratamiento de elicitacidn e infeccidn sobre la actividad de las enzimas

catalasa (mU/g), peroxidasa (nmol/min/g) y el glutatién total (UM) en las muestras de la
linea embriogénica Q8.

CAT POX GSH
Factores gl Cuadrados medios
Tratamiento 3 0.002NS 0.471NS 3.52x104***
Error 8 0.001 0.345 8.31x10®

NS: no significativo. ***: significativo para p <0.001.

Tabla A.41. Efecto del tratamiento de elicitacion e infeccidn sobre la actividad de las enzimas

catalasa (mU/g), peroxidasa (nmol/min/g) y el glutatién total (UM) en las muestras de la
linea embriogénica E00. Prueba Kruskal-Wallis para el contenido en glutation.

CAT POX GSH
Factores gl Cuadrados medios Estadistico de
prueba
Tratamiento 3 4.61x10*NS 18.391* 8.436*
Error 8 1.92x10% 2.487

NS: No significativo. *: Significativo para p < 0.05.

Tabla A.42. Efecto del tratamiento de elicitacidn e infeccidn sobre la actividad de las enzimas
catalasa, (mU/g), peroxidasa (nmol/min/g) y el glutatién total (uM) en las muestras de la
linea embriogénica VA511f. Prueba Kruskal-Wallis.

CAT POX GSH
Factores gl Estadistico de prueba
Tratamiento 3 10.385* 10.385* 9.804*

*. Significativo para p < 0.05.
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