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Resumen

Botrytis cinerea es un hongo fitopatdgeno capaz de infectar mas de 1400 especies
vegetales, incluyendo un amplio nimero de plantas de interés agrondémico. Durante el
proceso infectivo, B. cinerea secreta una gran cantidad de proteinas, muchas de ellas
glicosiladas, cuya implicacion es crucial en el proceso de infeccion de los hospedadores
vegetales. En el presente trabajo, se ha continuado con el trabajo desarrollado
previamente en el grupo de investigacion, estudiando el papel desempefiado por varias
proteinas que forman parte del glicosecretoma en diferentes aspectos del ciclo de vida de
B. cinerea. Para ello, se utilizaron cepas mutantes knock-out para cada uno de los genes
que las codifican, proporcionadas por el grupo de investigacién. Se analizé el crecimiento
de estas cepas en presencia de compuestos causantes de estres, la produccion de
estructuras de resistencia y dispersion, asi como su capacidad infectiva en un hospedador
vegetal. Los resultados obtenidos apuntan a una posible implicacion de estas proteinas en

la produccion de estructuras de resistencia, asi como en la virulencia del hongo.

Abstract

Botrytis cinerea is a phytopathogenic fungus able to infect more than 1400 plant
species, including a broad range of plants with agronomic interest. During the infective
process, B. cinerea secrets a high quantity of proteins, many of which are glycosylated.
The secreted proteins play an essential role in the infection of plant hosts. This work has
continued the research of one of the main research lines of this group, studying the role
of some proteins of the glycosecretome in B. cinerea life cycle. Knock-out mutant strains
of all the genes that codify these proteins were used and these strains were provided by
the research group. The mutant strains growth under the effect of compounds that cause
stress, the production of resistance and dispersion structures, as well as their virulence in
a plant host were analysed. The results obtained suggest a possible implication of the

studied proteins in the production of resistance structures and in the fungus virulence.
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Introduccion

1. Botrytis cinerea es un hongo fitopatdgeno de gran interés econémico

Botrytis cinerea Pers.:Fr (B. cinerea) es el hongo filamentoso fitopatégeno que causa
la enfermedad conocida como ““podredumbre gris”. Es capaz de infectar mas de 1400
especies vegetales, incluyendo un amplio nimero de plantas de interés agronémico (Elad
et al., 2007). Es uno de los hongos necrotrofos mas extensamente estudiados y ha sido
clasificado como el segundo hongo fitopatdgeno mas importante atendiendo a la
importancia cientifica y economica de diferentes hongos fitopatdgenos (Dean et al.,
2012). Filogenéticamente, se incluye en la clase Ascomycetes, familia Sclerotiniaceae
(Hahn et al., 2014). En la fase reproductiva asexual produce conidias y recibe el nombre
de Botrytis cinerea Pers.:Fr, mientras que en la fase sexual, en la que forma ascosporas,

es conocido como Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetz (Prins et al., 2000).

El ciclo de vida asexual de B. cinerea se inicia con la produccion de conidias en
estructuras especializadas denominadas conidioforos. Las conidias son transportadas
mayoritariamente por el viento hasta el hospedador. En ambientes con alto grado de
humedad, germinan y, en condiciones favorables, los tubos germinales penetran los
tejidos vegetales provocando la necrosis de la zona infectada (Elad et al., 2016). A
continuacion, sigue una fase de diseminacion e invasion de los tejidos proximos al lugar
de penetracion, produciendo la maceracion de los tejidos afectados, pudiendo provocar la
muerte del hospedador. Se trata de un patdgeno de amplio espectro capaz de infectar
tallos, hojas, flores y frutos, para finalmente producir esporas en los tejidos necrosados,
que seran nuevamente dispersadas por el viento hasta alcanzar nuevos hospedadores (van
Kan et al., 2017; Elad et al., 2007; Schumacher y Tudzynski, 2012).

2. El control de B. cinerea constituye un desafio

El control de este hongo no resulta sencillo, ya que es capaz de atacar a los cultivos
en cualquier fase de su desarrollo, incluida la post-cosecha. Ademas, puede infectar
cualquier 6rgano vegetal y es capaz de crecer incluso a temperaturas muy bajas
(temperaturas de almacenamiento y transporte de los vegetales). Todos estos factores

hacen que el control de B. cinerea constituya un desafio (Droby y Lichter, 2007).



Actualmente, los fungicidas siguen siendo el método de control mas usado para
reducir la incidencia de B. cinerea. Sin embargo, se hace necesario el desarrollo de nuevas
estrategias de control, ya que la utilizacion de fungicidas supone un alto riesgo de
contaminacién ambiental y un riesgo importante para la salud humana, lo que restringe
su utilizacion (Portal de Guias Docentes de la ULL, Area de Bioquimica y Biologia
Molecular, 2017). Ademas, cada vez es mas frecuente la aparicion de nuevas cepas
resistentes a muchos de estos fungicidas (Hahn et al., 2010). En este contexto, este TFG
se enmarca en la linea de investigacion de la Universidad de La Laguna que trabaja en el
desarrollo de sistemas de lucha contra el hongo que puedan resultar mas eficaces, mas
econdmicos y menos dafiinos para el medio ambiente y la salud. Para ello, se pretende
identificar factores de virulencia o patogenicidad de B. cinerea, que permitan disefiar
estrategias especificas que los neutralicen y, en definitiva, limiten el desarrollo de la

infeccion.

3. Las glicoproteinas son un elemento de gran importancia del secretoma de B. cinerea

El conjunto de proteinas secretadas por el hongo (conocido como secretoma o
proteoma extracelular) varia a lo largo de su ciclo de vida y también durante la interaccion
con sus distintos hospedares (Heard et al., 2015). Muchas de estas proteinas constituyen
el primer contacto con las barreras defensivas de la planta, y de esta interaccion inicial
depende que B. cinerea pueda finalmente penetrar y colonizar los tejidos vegetales,
contribuyendo de esta forma a la patogenicidad del hongo y considerandose, por tanto,

como factores de virulencia ( Espino et al., 2010; Gonzélez-Fernandez et al., 2015).

Muchas de las proteinas del secretoma de B. cinerea estan O-glicosiladas
(Gonzélez et al., 2012; Gonzélez et al.,, 2014). La O-glicosilacion de proteinas
extracelulares constituye un importante factor en la biologia y virulencia de muchos
hongos. Esta modificacidn post-traduccional consiste en la incorporacion de azlcares a
residuos de serina (Ser) o treonina (Thr) mediante enlaces O-glicosidicos, aumentando,
en muchos casos, tanto la estabilidad como la solubilidad de las proteinas, y

protegiéndolas de la accion de las proteasas (Goto, 2007).



4. Estudio de proteinas del glicosecretoma de B. cinerea

El presente trabajo se centra en el estudio de varias de las proteinas que forman
parte del glicosecretoma de B. cinerea y es la continuacidn de un Trabajo de Fin de Grado
previo (Pérez-Hernandez, 2015) realizado en el marco del mismo grupo de investigacion.

La anotacién de los genes que codifican dichas enzimas, en las distintas
secuenciaciones del genoma de B. cinerea que se han llevado a cabo, se recogen en la
Tabla 1.

Tabla 1. Genes que codifican para las glicoproteinas estudiadas en el presente trabajo.

B, cinerea abg cinerea | °B.cinerea B05.10 | “Familia ®Notacion
B05.10v.1 B05.10v.2 v.3 asignada
BC1G_01903 B0510_1730 Bcin05g05090 GH72 Begtll
BC1G_10455 B0510_3559 Bcin14g03970 GH72 Bcgtl2
BC1G_00409 B0510_1084 Bcin01g06010.1 GH16 Begtl3
BC1G_09079 B0510_9551 Bcin09g00200.1 GH17 Bcegll
BC1G_12627 B0510_8844 Bcin06g00604 SUN Bcsunl

aNotacién utilizada en la primera secuenciacion del genoma de B. cinerea B05.10
(http://www.broad.mit.edu; Amselem et al., 2011)

PNotacion utilizada en la segunda secuenciacion de B. cinerea B05.10
(http://mww.broad.mit.edu; Staats et al., 2012)

°Notacién empleada en la secuenciacién mas reciente de B. cinerea B05.10
(http://fungi.ensembl.org/Botrytis_cinerea)

dFamilias a las que pertenecen las distintas proteinas codificadas por estos genes: GH (Glicosil
hidrolasas), SUN (Sim1-Uth1-Nca3)

®Notacién asignada por Pérez-Hernandez et al., 2015, utilizada en el presente trabajo.

Las proteinas codificadas por los genes estudiados en este trabajo se caracterizan
por ser proteinas posiblemente hiper-O-glicosiladas (Gonzélez et al., 2012), formar parte
del glicosecretoma, analizado de forma experimental por LC/MS-MS (Gonzélez et al.,
2014) y ser abundantemente expresadas in planta, en funcion de los datos de RNAseq

proporcionados por el Dr. Van Kan (Wageningen University, Wageningen, Paises Bajos).



Entre las proteinas seleccionadas, dos de ellas, BcGTL1 y BcGTL2 forman parte
de la familia 72 de las Glicosil Hidrolasas (GH72). Ambas presentan actividad p-1,3-
glucanosiltransferasa en Schizosaccharomyces pombe, desempefiando importantes
funciones en el ensamblaje y reordenamiento de los componentes de la pared celular (de
Medina-Redondo, 2008), por lo que cabria esperar que, por homologia, puedan tener una
actividad similar en B. cinerea.. Por otro lado, BcGTL3 pertenece a la familia GH16
(Glicosil Hidrolasas, familia 16) y muestra un alto grado de similitud con la proteina Crh1l
de Saccharomyces cerevisiae. En esta levadura, Crhl, junto a Crh2 juegan un importante
papel en el ensamblaje de componentes durante la formacién de nueva pared celular, ya
que son transglicolasas que favorecen la union de la quitina con moléculas de B(1-
3)glucano o B(1-6)glucano, en un paso muy importante de este proceso de sintesis de
nueva pared celular (Cabib et al., 2008).

La proteina BCEGL1 es una B-(1,3)-endoglucanasa perteneciente a la familia
GH17 (Glicosil Hidrolasas, familia 17). Respecto a esta proteina, no se ha detectado una
clara homologia con otras proteinas con funcion conocida, a excepcion de una Unica
proteina homologa presente en el hongo Sclerotinia sclerotiorum (Gonzalez et al., 2014),
por lo que resulta de especial interés tratar de avanzar en el conocimiento del papel que

pueda tener esta proteina en la biologia y/o patogenia de B. cinerea.

Por ultimo, la proteina BcSUN1 forma parte de la familia B-glucosidasa-SUN
(Gonzélez et al., 2014). En un trabajo reciente, se identifico la proteina BcSUN1como el
anico miembro del Grupo-I de la familia SUN codificada por el genoma de B. cinerea
(Pérez-Hernandez et al., 2017). Esta proteina se encuentra débilmente unida a la
superficie celular y esta involucrada en el mantenimiento estructural de la pared celular
y/o la matriz extracelular. Ademas, constituye el primer miembro de la familia SUN en
el que se ha reportado que esta implicado en la patogénesis de un hongo filamentoso
(Pérez-Hernandez et al., 2017). A pesar de estos importantes avances en el conocimiento
de esta proteina en los ultimos afios, sigue resultando de gran importancia continuar con
el estudio de la misma, y, de esta manera, poder llegar a conocer con mayor profundidad
cuél es su papel real en el mantenimiento de la pared celular y, sobre todo, su dese mpefio

concreto y funcion especifica en los procesos de patogénesis de B. cinerea.

En el presente trabajo, se ha continuado con el estudio del papel desempefiado por
estas glicoproteinas en los diferentes aspectos de la biologia de B. cinerea, utilizando para

ello cepas mutantes knock-out para cada uno de estos genes, proporcionadas por el grupo
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de investigacion. Para ello, se ha analizado especialmente el crecimiento de estas cepas
en presencia de compuestos causantes de estrés, la produccion de estructuras de

resistencia y dispersion y, finalmente, su virulencia.

Objetivos



Objetivos
En base a lo expuesto anteriormente, se ha establecido como objetivo general de

este trabajo:

Analizar el papel de las proteinas BcGTL1, BcGTL2, BcGTL3, BCEGLL y
BcSUNL1 en diferentes aspectos del crecimiento y la virulencia de Botrytis cinerea
mediante el estudio de cepas mutantes knock-out de los genes codificantes para

cada una de ellas

Para la consecucién del anterior objetivo general, se plantearon como
objetivos especificos:
1. Estudiar la influencia de compuestos causantes de estrés en el crecimiento de
las cepas mutantes.
2. Analizar la capacidad de produccion de estructuras de dispersion y resistencia
de las cepas mutantes.

3. Estudiar la virulencia en hojas de judia de las cepas mutantes.



Material y metodos



Material y métodos

1. Organismos y medios de cultivo

Para estudiar el papel de estas glicoproteinas en la biologia y la virulencia del
hongo, se utilizaron cepas knock-out para cada uno de los genes que las codifican. Estas
cepas mutantes fueron generadas a partir de la cepa haploide B05.10 (Buttner et al., 1994),
cedida por el Dr. Paul Tudzynski (Westfalische Wilhems-Universitdt Mdunster,
Alemania). mediante la interrupcion dirigida de los genes correspondientes, utilizando un

casete de resistencia al antibidtico higromicina.

Las cepas mutantes fueron obtenidas en Wageningen University (Holanda) y
cedidas por el Dr. Mario Gonzalez Carracedo. En el presente trabajo se han anotado como

se detalla a continuacion:

e ABcgtll: cepa en la que se ha delecionado el gen Bcin05g05090.
e ABcgtl2: cepa en la que se ha delecionado el gen Bcin14g03970.
e ABcgtl3: cepa en la que se ha delecionado el gen Bcin01g06010.1.
e ABcegll: cepa en la que se ha delecionado el gen Bcin09g00200.1.

e ABcsunl: cepa en la que se ha delecionado el gen Bcin06g00604.

Los medios de cultivo utilizados fueron:

MEA: extracto de malta (Pronadisa) al 1 % y agar bacteriolégico al 1,5 %.

En los casos que fue necesario, se suplementd con higromicina (Duchefa) a una

concentracion final de 100 pg/ml.

e Tomate-agar: extracto de frutos de tomate al 25 % (p/v), pH ajustado a 5,5 y agar
bacteriolégico al 2 %.
e YGG: extracto de levadura al 0,5 %, glucosa al 2 % y Gamborg B5 al 0,3% (Duchefa

Biocheme)

En los casos que fue necesario, se suplement6 con agar bacteriolégico al 1,5%.

e PDA: potato dextrose agar al 3,9 % (Duchefa Biocheme)
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2. Andlisis del efecto del estrés osmotico en el crecimiento de B. cinerea

Con el objeto de estudiar el efecto del estrés osmotico sobre las distintas cepas de B.

cinerea, se llevd a cabo el siguiente protocolo:

=

Sembrar conidias de las cepas mutantes y la silvestre de B. cinerea en MEA.

N

Incubar durante 48 h a 20 °C y en condiciones de oscuridad.

3. Obtener pequefias porciones de agar que contenga el micelio del hongo (o plugs)
y usarlas para inocular placas de Petri que contengan 10 ml del medio YGG vy el
mismo medio suplementado con sorbitol a una concentracion de 0,5 M.

4. Crecer durante 3 dias sin agitacion, a 20 °C y en oscuridad. Todos los ensayos se
realizaron por duplicado

5. Fotografiar las placas.

6. Medir los diametros de las colonias en cm.

7. Expresar los resultados como didmetro promedio (cm) de las colonias para cada

cepa.

3. Analisis del efecto de diferentes sustratos causantes de estrés en el crecimiento

fungico

Se inocularon las cepas en estudio en distintos medios solidos, siguiendo el

protocolo:

1. Tomar plugs de agar con micelio joven e inocular placas con PDA, PDA
suplementado con sorbitol 1M, YGG e YGG suplementado con 1,5 0 30mM
H20>, o rojo congo al 0,005 %.

2. Inocular cada placa con 2 plugs, hasta un total de 4 réplicas por medio a
ensayar.

3. Incubar a 20 °C y en oscuridad.

4. Medir el diametro de las colonias cada 24 h.

Calcular la velocidad de crecimiento, expresada en cm/dia, a partir de los datos

obtenidos.
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4. Cuantificacién de la produccién de esclerocios

Se evaluo la capacidad de las distintas cepas de B. cinerea para producir estas

estructuras de resistencia en medio YGG.

1.

Inocular cada placa de YGG con 2 plugs de micelio joven, hasta un total de 4
réplicas por cepa a ensayar.

Incubar las placas durante 10-12 dias a 20 °C y en oscuridad.

Hacer el recuento del nimero de esclerocios por colonia.

Calcular el namero promedio de esclerocios producidos por cada cepa.

5. Aislamiento y cuantificacién de conidias

Para aislar y cuantificar la produccion de conidias por B. cinerea, se procedio de

la siguiente forma:

1.

Inocular 2 placas de tomate-agar con plugs de micelio joven por cada cepa a
ensayar.

Incubar durante 10-12 dias a 20 °C en oscuridad, exponiendo a los 3 dias de
crecimiento a luz cercana al UV durante 12 horas.

Afadir a cada placa 15 ml de agua estéril y separar las conidias con ayuda de un
asa de siembra.

Retirar los restos de micelio filtrando la suspension obtenida a traves de una
jeringuilla con algodon hidrofilo en su interior.

Centrifugar 5 min a 1500 x g.

Resuspender el sedimento (conidias) en 50 ml de agua estéril y volver a
centrifugar como en 5.

Hacer una dilucion 1/100 de las conidias y medir la absorbancia a 600 nm.
Calcular el valor de concentracion inicial expresado en 10° conidias/ml para cada

cepa.

6. Ensayo de virulencia en hojas de judia

Con el fin de evaluar la virulencia de las distintas cepas de B. cinerea en plantas

de judia (Phaseolus vulgaris), se siguio el siguiente protocolo:

12



1. Cortar hojas de judia y disponerlas en bandejas con papel de filtro humedecido
con agua estéril.

2. Inocular las hojas con 5 ul de una suspension de conidias de 2 x 10° conidias/ml
en TGGK (KH2PO 60 mM, glicina 10 mM, Tween 20 al 0,01%, glucosa 100
mM).

3. Incubar a 20 °C en recipientes cerrados, en oscuridad y con alto grado de humedad.

4. Cada 24 h, registrar fotograficamente el progreso de la infeccion y medir el area

de la lesion en cm? con el software ImageJ.

7. Tratamiento estadistico de los datos

El tratamiento estadistico de los datos obtenidos se realiz6 utilizando el software
SPSS Statistics (IBM). Para estimar si existian diferencias estadisticamente significativas
entre los datos, se empleo el test T-Student (p = 0.05), si seguian una distribucion normal.
En caso contrario, se utilizo el test no parametrico U de Mann-Whitney (p = 0.05). La
normalidad de los datos se estimdé mediante el test de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov (p = 0.05).
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Resultados y discusion

1. Andlisis del crecimiento en presencia de compuestos causantes de estrés.

En primer lugar, dada la posible implicacion de las cinco proteinas estudiadas en
este trabajo (Tabla 1) en los procesos relacionados con la estabilidad estructural de la
pared y/o las envueltas celulares de B. cinerea (Pérez-Hernandez, 2015), se analiz6 el
crecimiento de las cepas mutantes en medios de cultivo suplementados con distintos

compuestos causantes de diferentes tipos de estres.

En primera instancia, se estudié la estabilidad de la pared celular y las envueltas
celulares, empleando compuestos capaces de afectar a la integridad de estas estructuras,
como son el sorbitol o el Rojo Congo. EIl sorbitol es un estabilizador osmotico
ampliamente utilizado para analizar la estabilidad de la pared celular, ya que puede
facilitar el crecimiento del hongo si la pared se encuentra debilitada (Gonzélez et al.,
2014), mientras que el Rojo Congo es un colorante capaz de unirse a la quitina de la pared
celular y constituye un sistema ampliamente utilizado para detectar cambios en la pared
(Yoshimi et al., 2017).

Para ello, las cepas mutantes y la cepa silvestre fueron crecidas en presencia y
ausencia de sorbitol, se midi6 el radio de las colonias durante varios dias y se calculd la

velocidad de crecimiento (Fig. 1).
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Fig. 1. Crecimiento de las cepas mutantes en medio PDA en presencia y ausencia de
sorbitol. Las cepas indicadas fueron crecidas en placas con medio PDA solido (barras grises),
o bien en el mismo medio suplementado con sorbitol 1M (barras azules). Se realizaron tres
medidas del radio para cada colonia, a los 3 y 4 dias post-inoculacién. A partir de esos valores
se calculé la velocidad de crecimiento promedio para 4 réplicas biolégicas. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) respecto a la cepa silvestre (B05.10) en las
mismas condiciones de crecimiento, segun el test T-Student en el caso de una distribucion
normal, o el test U de Mann-Whitney en caso de que la distribucion no fuese normal. La
normalidad fue analizada mediante el test de Kolmogorv-Smirnov.

El andlisis de los resultados reveld que, en ausencia de sorbitol, la mayoria de las cepas
mutantes no presentaron diferencias en su crecimiento respecto a la cepa silvestre B05.10.
La cepa ABcsunl fue la Unica cuyo crecimiento presentd una reduccién significativa
(21%) respecto a la cepa B05.10. Por otra parte, en presencia de sorbitol, ninguna de las
cepas mutantes presento diferencias significativas en su crecimiento respecto a la cepa
silvestre. La reduccion del crecimiento de la cepa ABcsunl en ausencia de sorbitol podria
deberse a la implicacion de la proteina BcSUNL1 en la estabilidad de la pared celular que
rodea a las hifas del hongo. De hecho la presencia de sorbitol en el medio de cultivo causd
que esta cepa recuperase su capacidad de crecimiento hasta niveles similares a los de la
cepa silvestre.

Con la finalidad de conocer con mayor precision el efecto de este estabilizador
osmatico, se volvieron a crecer las cepas mutantes en presencia y ausencia de sorbitol,

esta vez en medio YGG liquido (Fig. 2).
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Fig. 2. Crecimiento de las cepas mutantes en medio YGG en presenciay ausencia de
sorbitol. Las cepas indicadas fueron crecidas en medio YGG liquido (barras grises), o bien en
el mismo medio suplementado con sorbitol 0,5M (barras azules). Se muestra el didmetro (cm)
promedio de las colonias tras 72 h de crecimiento para 4 réplicas biolégicas. Los asteriscos
indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) respecto a la cepa silvestre (B05.10)
en las mismas condiciones de crecimiento, segln el test T-Student en el caso de una distribucion
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normal o el test U de Mann-Whitney en caso de que la distribucién no fuese normal. La
normalidad fue analizada mediante el test de Kolmogorv-Smirnov.

En este caso, los resultados fueron similares a los obtenidos anteriormente en medio
PDA para la cepa ABcsunl, que presentd un menor crecimiento en ausencia de sorbitol,
mientras que la presencia de este compuesto causé que la cepa mutante recuperase su
capacidad de crecimiento hasta niveles similares a los observados para la cepa silvestre.
La familia de proteinas SUN esta formada por proteinas homélogas a glucanasas, muchas
de ellas localizadas en la pared celular, y que participan en procesos celulares muy
diversos (Kuznetsov et al., 2013). Ademas, se ha observado que la mutacién del gen uthl
de S. cerevisiae, perteneciente a esta famila, dio lugar a que el contenido en p-D-glucano
y quitina de la pared celular fuera diferente respecto a las células silvestres (Kuznetsov et
al., 2013). Dado que se ha observado una cierta disminucion del crecimiento en medio
sin sorbitol, la proteina BcSUN1 de B. cinerea también podria estar implicada en algin
aspecto relacionado con la formacién y/o estabilidad de las envueltas celulares.
Resultados recientes (Pérez-Hernandez et al., 2017) indican que la cepa mutante ABcsunl
mantiene su capacidad de crecimiento en medio YGG solido, sin embargo, los resultados
de este trabajo muestran que en medio YGG liquido esta cepa presenta un menor
crecimiento que la cepa silvestre (Fig. 2). Estos resultados hacen sospechar de alguna
alteracion de las envueltas celulares en la cepa ABcsunl, que estan implicadas en la
adhesion de las hifas entre si y al sustrato. De hecho, se ha demostrado que existen
deficiencias en la produccion de matriz extracelular, en la retencion de agua y en la
morfologia de las colonias formadas por esta cepa mutante (Pérez-Hernandez et al.,
2017).

Para continuar con el estudio de la estabilidad de la pared y las envueltas celulares,
se analizo la respuesta de las cepas mutantes en medio YGG, esta vez en presencia y

ausencia de Rojo Congo (Fig. 3).
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Fig. 3. Crecimiento de las cepas mutantes en medio YGG en presencia y ausencia

de Rojo Congo. Las cepas indicadas fueron crecidas en medio YGG solido (barras grises), o
bien en el mismo medio suplementado con Rojo Congo al 0.005 %, (barras naranjas). Se
realizaron tres medidas del radio para cada colonia, a los 3 y 4 dias post-inoculacion. A partir de
esos valores se calculé la velocidad de crecimiento promedio para 4 réplicas bioldgicas. Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) respecto a la cepa
silvestre (B05.10) en las mismas condiciones de crecimiento, segun el test T-Student en el caso
de una distribucién normal o el test U de Mann-Whitney en caso de que la distribucién no fuese
normal. La normalidad fue analizada mediante el test de Kolmogorv-Smirnov.

En este caso, la velocidad de crecimiento de las cepas mutantes no presento
diferencias significativas respecto a la cepa silvestre (B05.10), tanto en ausencia como en
presencia de Rojo Congo. Este colorante se une a la quitina de la pared celular, actuando
como un agente desestabilizador de la pared (Bansal et al., 2019), de tal manera que cabria
esperar una reduccién en el crecimiento de las cepas mutantes cuya pared se encuentre
debitilada, debido al estrés causado por parte del Rojo Congo. Sin embargo, en este caso,
no se han encontrado diferencias estadisticamente significativas, aungue esto no quiere
decir que no existan deficiencias en la pared de estas cepas mutantes. Las cepas mutantes
podrian presentar deficiencias en su pared celular, pero no haber sido detectadas
utilizando Rojo Congo a esta concentracién. No obstante, se puede intuir una cierta
tendencia hacia un menor crecimiento en presencia de este compuesto, a pesar de no
existir diferencias estadisticamente significativas, por lo que podria resultar interesante
analizar la respuesta que muestran estas cepas ante una mayor concentracion de Rojo

Congo.
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Por otra parte, resultados recientes (Pérez-Hernandez, 2017) indican que la cepa
ABcsunl presenta ciertas alteraciones en la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), causantes de estrés oxidativo. Concretamente, esta cepa mostré una mayor
produccion de peroxido de hidrégeno (H20.) in planta e in vitro, asi como un menor
crecimiento en presencia de este compuesto. Por ello, se analizé el crecimiento de todas
las cepas mutantes en presencia de peréxido de hidrégeno (H20.), y para conocer con
mayor exactitud la capacidad de las cepas mutantes para resistir el efecto oxidante del
H20> se ensayaron dos concentraciones de este compuesto en medio YGG (Fig. 4).
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Fig. 4. Crecimiento de las cepas mutantes en medio YGG en presencia y ausencia

de perdxido de hidrogeno (H20:). Las cepas indicadas fueron crecidas en medio YGG solido
(barras grises), o bien en el mismo medio suplementado con peréxido de hidrégeno 1,5 mM
(barras azul claro) o peréxido de hidrégeno 30 mM (barras azul oscuro). Se realizaron tres
medidas del radio para cada colonia, a los 3 y 4 dias post-inoculacion. A partir de esos valores
se calculé la velocidad de crecimiento promedio para 4 réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) respecto a la cepa silvestre (B05.10) bajo
las mismas condiciones de crecimiento, segun el test T-Student en el caso de una distribuciéon
normal o el test U de Mann-Whitney en caso de que la distribucion no fuese normal. La
normalidad fue analizada mediante el test de Kolmogorv-Smirnov.

El analisis de los resultados obtenidos mostr6 que, en medio YGG y ausencia de peroxido
de hidrogeno, el crecimiento de las cepas mutantes no difiere significativamente del

crecimiento de la cepa silvestre (B05.10), confirmando los resultados anteriores (Fig. 3),
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y los descritos por Pérez-Hernandez et al., 2017, para la cepa ABcsunl. Sin embargo, en
presencia de 1,5 mM H20-, la Unica cepa que mostro una reduccion significativa de su
crecimiento respecto a la cepa silvestre fue ABcgtl2, aunque este efecto no se observé
cuando la concentracion de H.O> se incrementd hasta 30 mM en ninguna de las cepas,
incluida ABcgtl2. En el trabajo de Pérez-Hernandez et al., 2017, la cepa ABcsunl mostro
una cierta reduccion de su crecimiento en presencia de peroxido de hidrégeno 30 mM,
Sin embargo, este efecto no se observé en el presente trabajo. A esta concentracion de
perdxido de hidrdgeno, la cepa silvestre sufrié una elevada reduccion en su crecimiento,
pudiendo llegar a enmascarar el efecto de este compuesto en el crecimiento de las cepas
mutantes. Para confirmar los resultados, seria conveniente repetir este experimento, por
un lado, aumentando el nimero de réplicas, y, por otra parte, utilizando diferentes
concentraciones de perdxido de hidrégeno en el rango entre 1,5y 30 mM, con el fin de
encontrar una concentracion donde se observen con mayor claridad los efectos de este

compuesto.

2. Cuantificacién de la capacidad productora de conidias y esclerocios

Con el fin de evaluar la capacidad de dispersion y resistencia de las cepas mutantes,
se cuantificaron respectivamente las conidias y los esclerocios producidos por las mismas
(Fig. 5). Las conidias son esporas asexuales que juegan un papel fundamental en la
biologia de B. cinerea, pues contribuyen a la dispersion del hongo (Ryan et al. 2017). Por
su parte, los esclerocios constituyen estructuras de resistencia y son masas compactas de
micelio que contienen reservas nutritivas que se forman bajo condiciones ambientales
adversas, permitiendo al hongo sobrevivir a estos periodos hasta que el medio vuelve a

ser favorable para su crecimiento (Ryan et al. 2017).

El anélisis de los resultados obtenidos indicé que no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la produccién de conidias por parte de las cepas
mutantes respecto a la cepa silvestre (B05.10), sin embargo, si que se observaron
diferencias para la produccién de esclerocios. En la mayoria de los casos (ABcgtll,
ABcgtl3, ABcegll y ABcsunl), la produccion de esclerocios fue mayor en las cepas
mutantes, destacando la cepa ABcsunl, que presentd valores mas elevados que en el resto
de cepas. La mayor produccion de esclerocios de la cepa mutante ABcsunl respecto a la

cepa silvestre confirma lo obtenido en trabajos previos enmarcados en este mismo grupo
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de investigacion (Pérez-Hernandez, 2015). En dicho trabajo se observo un incremento
en la produccion de esclerocios de la cepa ABcsunl respecto a la cepa silvestre en medio
minimo Gamborg B5 y en medio suplementado con extracto de tomate. En el presente
trabajo se confirma que la produccion de estas estructuras de resistencia es también mayor
en medio YGG. Por otra parte, resultados mas recientes obtenidos para la produccién de
esclerocios por parte de la cepa ABcsunl (Pérez-Hernandez et al., 2017) también son
confirmados en el presente trabajo. Sin embargo, la produccion de esclerocios por parte
de la cepa mutante ABcgtl2 fue menor que la producida por la cepa silvestre, por lo que
parece ser que la implicacion de BcGTL2 en la produccion de esclerocios resulta diferente
a la del resto de proteinas estudiadas, pues su ausencia en la cepa mutante ABcgtl2, al
contrario que en el resto, existe una menor produccion de estas estructuras de resistencia.
De forma general, estos resultados indican que las proteinas BcGTL1, BcGTL2,
BcGTL3, BcEGL1 y BcSUN1 deben estar implicadas de alguna manera en la respuesta

del hongo a condiciones ambientales adversas mediante la produccion de esclerocios.
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Fig. 5. Cuantificacién de la produccién de conidias y esclerocios de las cepas
mutantes. A) . Nimero promedio de conidias por mililitro producidas durante el crecimiento de
micelio joven de las cepas mutantes en placas de tomate-agar durante 10 dias para 2 réplicas
biolégicas. B) Numero promedio de esclerocios producidos por colonia en medio YGG para 4
réplicas biolégicas. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05)
respecto a la cepa silvestre (B05.10), segun el test T-Student en el caso de una distribucion
normal o el test U de Mann-Whitney en caso de que la distribuciéon no fuese normal. La
normalidad fue analizada mediante el test de Kolmogorv-Smirnov.
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3. Analisis de la virulencia en hojas de judia (Phaseolus vulgaris)

Con el fin de analizar la capacidad infectiva o virulencia de las cepas mutantes, se
utilizaron hojas de judia (Phaseolus vulgaris) como hospedador vegetal, las cuales fueron
infectadas utilizando suspensiones de conidias de las diferentes cepas estudiadas.

En primer lugar, se analizd el porcentaje de inoculaciones que fueron capaces de
prosperar y causar finalmente una lesion en el hospedador vegetal tras 48 horas de
incubacion (Tabla 2).

Cepa B05.10 ABcgtll ABcgtl2 ABcgtl3 ABcegll
%infecciones 63,16 62,26 81,67 66,67 76,12
n 57 53 60 57 67

Tabla 2. Tabla con el porcentaje de inoculaciones que prosperan de las cepas
mutantes. Estos valores indican el porcentaje de inoculaciones que progresaron y dieron lugar
a una lesion, siendo n = nimero de inoculaciones.

El analisis del porcentaje de inoculaciones que prosperaron mostré que las mutaciones
estudiadas no parecen afectar negativamente a la adhesion y/o penetracion de los tejidos
vegetales, dado que, en general, los porcentajes obtenidos son similares a los observados
para la cepa silvestre (B05.10). Sin embargo, las cepas mutantes ABcgtl2 y ABcegll
mostraron valores algo superiores, lo que podria deberse a posibles variaciones en el
material biologico utilizado para la infeccion, mas que a la posible implicacion de estas
proteinas en la capacidad de infeccion. Por otra parte, estos resultados coinciden con lo
descrito por Pérez-Hernandez et al., 2017 respecto a la capacidad infectiva de la cepa
ABcsunl en hojas de judia, para la cual no se observaron diferencias significativas

respecto a la cepa silvestre en el nimero de inoculaciones que prosperaron.

Otra forma de evaluar la capacidad infectiva del hongo consiste en determinar el
area de las infecciones producidas, por lo que se analizé el area de la infeccion de las

lesiones que habian prosperado tras 48 horas de incubacion (Fig. 6).

A
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Fig. 6. Capacidad infectiva de las cepas mutantes en hojas de judia. (A) Andlisis del area
de infeccién de las lesiones producidas por las cepas mutantes en hojas de judia (Phaseolus
vulgaris). Las hojas fueron inoculadas con 5 ul de una suspension de conidias de 2 x 10°
conidias/ml y se midi6 el area de infeccion a las 48 h post-inoculacion. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) respecto a la cepa silvestre (B05.10), segln
el test T-Student en el caso de una distribuciéon normal o el test U de Mann-Whitney en caso de
la distribucién no fuese normal. La normalidad fue analizada mediante el test de Kolmogorv-
Smirnov (n > 33). (B) Imagenes representativas de las lesiones producidas tras 48 h de infeccion.

El analisis de los resultados obtenidos indico que el area de las lesiones producidas
por las cepas mutantes fue significativamente menor que el rea de las lesiones producidas
por la cepa silvestre (B05.10). Esto indica que las proteinas BcGTL1, BcGTL2, BcGTL3
y BCEGL1 deben estar implicadas de alguna manera en la capacidad infectiva de B.
cinerea. Estos resultados respaldan lo obtenido en trabajos previos (Pérez-Hernandez,
2015), donde se realizaron ensayos similares, pero llevados a cabo en otros hospedadores
vegetales, obteniéndose una reduccion significativa en la capacidad infectiva de la cepa
mutante ABcgtl2 en pétalos de gerbera, y de las cepas mutantes ABcgtl3 y ABcegll en
hojas de parra. Sin embargo, en el caso de la cepa mutante ABcgtll no se habia descrito
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ninguna reduccion en la virulencia en otros hospedadores, lo que puede indicar un papel

especifico de la proteina BcGTL1 en la infeccion de hojas de judia.
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Conclusiones:

1. La proteina BcSUN1 podria estar implicada en la estabilidad de la pared y/o las
envueltas celulares y en la produccién de estructuras de resistencia de Botrytis
cinerea.

2. Las proteinas BcGTL1, BcGTL3 y BcEGL1 podrian estar implicadas en la
produccion de estructuras de resistencia y en la virulencia de Botrytis cinerea.

3. La proteina BcGTL2 podria estar implicada en la respuesta frente al estrés
oxidativo, en la produccion de esclerocios y en la capacidad infectiva de Botrytis

cinerea.

Conclusions:

1. The protein BcSUN1 might be involved in the stability of the cell wall and/or the
cell envelope and in the production of resistance structures in Botrytis cinerea.

2. The proteins BcGTL1, BcGTL3 and BcEGL1 might be involved in the production
of resistance structures and in the virulence of Botrytis cinerea.

3. The protein BcGTL2 might be involved in the oxidative stress response, in the

production of sclerotia and in the virulence of Botrytis cinerea.
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