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Titulo: Estudio de la funcién y el mecanismo de accion de MTSL1 en la respuesta defensiva de
plantas de Solanum lycopersicum frente a la infeccion con Pseudomonas syringae.

Resumen

En respuesta a diferentes agresiones por parte del entorno, tanto de tipo bidtico como abiético, las
plantas han desarrollado a lo largo de su evolucion distintos sistemas de sefializacion y defensa,
tales como la sintesis de proteinas defensivas 0 compuestos quimicos de muy variada naturaleza.
Entre otros, los compuestos organicos volatiles (VOCSs) se incluyen en este grupo de compuestos
defensivos. Algunos de estos VOCs son compuestos monoterpénicos que intervienen en la
comunicacion entre plantas y que podrian originar una mayor resistencia frente a la infeccién por
la bacteria Pseudomonas syringae.

En el presente Trabajo de Fin de Grado se plantea el estudio de la funcion de una monoterpeno
sintasa (MTS1) en la respuesta defensiva de plantas de tomate (Solanum lycopersicum) frente a
la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000. Este enzima, que participa en el
metabolismo secundario de las plantas, interviene en la produccion de VOCs monoterpénicos,
tales como alfa-terpineol o linalool, cuya aplicacién exdgena da lugar al cierre estomatico. De
esta forma, el objetivo del trabajo consiste en observar el efecto que genera el silenciamiento del
gen MTS1, responsable de la emision de diversos monoterpenos, en plantas resistentes a la
infeccion bacteriana como consecuencia de una interaccién de tipo incompatible. Para ello, se
realizard tanto el analisis de diferentes moléculas sefalizadoras acumuladas ante el ataque del
patdgeno, como la comprobacidn del incremento de la apertura estomatica y la presencia de la
bacteria en las plantas transgénicas, debido a que los estomas son una de las posibles vias de
entrada de patdgenos bacterianos.

Nuestros estudios pueden ampliar el conocimiento acerca de la importancia de los VOCs
monoterpénicos en la respuesta defensiva de las plantas frente a patdgenos. Una vez conocida la
importancia del gen MTS1 en la comunicacién entre plantas, su papel relevante en la respuesta
defensiva lo convierte en una futura herramienta biotecnoldgica, pues la obtencion de plantas
transgénicas que aumenten la expresion del gen dara lugar también a un aumento de la respuesta
defensiva en las plantas vecinas, convirtiéndose asi en una estrategia de gran utilidad en la
proteccién sostenible de cultivos.

Palabras clave: Monoterpeno sintasa 1; Pseudomonas syringae; resistencia; Solanum
lycopersicum; estomas; VOCs.

Alumno: D. Alejandro Torres Moncho.
Localidad y fecha: Valencia, julio de 2018.
Tutor académico: Prof. D. Ismael Rodrigo Bravo.

Cotutora: Dfia. Celia Paya Montes.



Title: Study of the function and mechanism of action of MTSL1 in the defensive response of
Solanum lycopersicum plants against infection with Pseudomonas syringae.

Abstract

In response to different aggressions by the environment, both biotic and abiotic, plants have
developed throughout their evolution different signaling and defense systems, such as the
synthesis of defensive proteins or chemical compounds of very varied nature. Among others,
volatile organic compounds (VOCs) are included in this group of defensive compounds. Some of
these VOCs are monoterpenic compounds that intervene in the interplant communication and that
could cause greater resistance to infection by the bacterium Pseudomonas syringae.

In the present Degree Final Project, the study of the function of a monoterpene synthase (MTS1)
in the defensive response of tomato plants (Solanum lycopersicum) against the bacterium
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 is proposed. This enzyme, which participates in the
secondary metabolism of plants, is involved in the production of monoterpenic VOCs, such as
alpha-terpineol or linalool, whose exogenous application leads to stomatal closure. In this way,
the objective of the work is to observe the effect generated by the silencing of the MTS1 gene,
responsible for the emission of various monoterpenes, in plants resistant to bacterial infection as
a result of an incompatible type interaction. For this, both the analysis of different signaling
molecules accumulated before the attack of the pathogen, as well as the verification of the increase
of the stomatal opening and the presence of the bacterium in the transgenic plants, will be carried
out, because the stomata are one of the possible routes of entry of bacterial pathogens.

Our studies can expand the knowledge about the importance of monoterpenic VOCs in the
defensive response of plants to pathogens. Once the importance of the MTS1 gene in the interplant
communication is known, its relevant role in the defensive response makes it a future
biotechnological tool, since the obtaining of transgenic plants that increase the expression of the
gene will also lead to an increase in the response defensive in neighboring plants, thus becoming
a very useful strategy in the sustainable protection of crops.

Key words: Monoterpene synthase 1; Pseudomonas syringae; resistance; Solanum lycopersicum;
stomata; VOCs.
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INTRODUCCION

1.1. LA RESPUESTA DEFENSIVA DE PLANTAS

La exposicién de las plantas a numerosos agentes ambientales, tanto bi6ticos como abidticos,
puede afectar considerablemente a su desarrollo y supervivencia. Estas condiciones, que puede
llegar a ser hostiles, sumadas a la naturaleza sésil de las plantas y a la ausencia de un sistema
inmune adaptativo somatico, han dado lugar a la necesidad de una respuesta defensiva por parte
de los organismos vegetales (Spoel y Dong, 2012).

En referencia al estrés bidtico, la gran diversidad de organismos a los que se enfrentan las plantas,
que incluyen tanto herbivoros (Santamaria et al., 2013) como microorganismos patdgenos (Mehta
et al., 2008), ha originado una amplia variedad de respuestas en el mundo vegetal. De esta forma,
el estudio de las interacciones planta-patdgeno adquiere una gran relevancia desde ambos puntos
de vista, dada la elevada capacidad de las plantas de evitar enfermedades, a pesar de las diferentes
estrategias empleadas por los patdgenos para tratar de evitarlas (Abramovitch y Martin, 2004).

En general, la respuesta defensiva de las plantas frente al ataque de los patogenos se desarrolla en
dos etapas, en las cuales intervienen reacciones bioguimicas y barreras fisicas o estructurales. En
primer lugar, la resistencia constitutiva, también denominada defensa pasiva o general, constituye
una barrera preexistente que resulta esencial para la supervivencia de la planta. Las estructuras en
la superficie, como el grosor de la cuticula o de la pared celular, suponen barreras fisicas que
obstaculizan el ataque de los patégenos, pero su utilidad radica especialmente en la defensa ante
animales fitdfagos, pues la presencia de espinas o tricomas reduce su accesibilidad (Santamaria
et al., 2013). Por ello, la resistencia de las plantas a patégenos de tamafio mucho mas reducido
viene dada fundamentalmente a la presencia de sustancias, como exudados fungitdxicos o taninos,
u otros factores que interfieren en el metabolismo del patégeno, como la ausencia en la planta de
nutrientes para el patdgeno o de receptores para sus toxinas (Agrios, 1995).

Esta primera linea defensiva de las plantas puede ser anulada por los propios patdégenos; por
ejemplo, mediante la secrecién de enzimas, tales como cutinasas o pectinasas, los patdgenos
pueden degradar las barreras fisicas presentes en la planta (Arie et al., 2007). Por este motivo, las
plantas presentan otro tipo de resistencia, denominada resistencia inducida, activa o adquirida,
gue a menudo determina si las plantas son resistentes o susceptibles a la infeccién (Almagro et
al., 2009). Esta resistencia implica modificaciones estructurales, como la formacion de estructuras
histologicas de defensa, y también respuestas quimicas, como la induccion de la sintesis de
fitoalexinas, que pueden desencadenar en ambos casos una reaccidn de hipersensibilidad (Agrios,
1995). Como se detallard mas adelante, esta respuesta defensiva implica a su vez dos fases: una
primera fase de percepcion o reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMPs), que puede dar lugar a una inmunidad desencadenada por PAMPs (PTI) o a una
inmunidad desencadenada por efectores (ETI) en funcion de la especificidad del reconocimiento;
y una segunda fase de sefializacion de la respuesta defensiva tras la transduccion de la sefial (Jones
y Dangl, 2006).

1.1.1. Percepcion del patdégeno
1.1.1.1. Reconocimiento inespecifico: respuesta defensiva activada por PAMPs

La respuesta inmune primaria que se induce en la planta (PTI, PAMP Triggered Immunity)
consiste en el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos o PAMPs
(Pathogen-Associated Molecular Patterns), mediante la presencia de receptores transmembrana




de reconocimiento de patrén o PRRs (Pattern Recognition Receptors) (Jones y Dangl, 2006), cuya
activacién despolariza la membrana, produciéndose un incremento del nivel de calcio en las
células vegetales (Segonzac y Zipfel, 2011). Existen también otras dos formas de percepcion de
sefiales de peligro: el reconocimiento de DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns,
también conocidos como Danger-Associated Molecular Patterns), elicitores enddgenos
generados a partir de las barreras estructurales de la propia planta por la accién de herbivoros o
de enzimas liticas del patogeno, y que suelen aparecer en el apoplasto (Boller y Felix, 2009); y el
reconocimiento de MAMPs (Microbe-Associated Molecular Patterns), moléculas derivadas de
microbios en general, incluyendo tanto microbios patégenos como no patdgenos y saprofitos
(Newman et al., 2013), de forma que pueden considerarse que los PAMPs son un subgrupo de los
MAMPs. Ademas, las plantas también son capaces de reconocer elicitores quimicos (Figura 1)
(Wiesel et al., 2014).
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Figura 1. Modelo zig-zag representativo de la inmunidad innata en plantas. En la fase I,
los receptores transmembrana PRRs (Pattern Recognition Receptors) de la planta
reconocen elicitores quimicos, MAMPs, DAMPs y PAMPs (Microbe/Danger/Pathogen-
Associated Molecular Patterns, respectivamente), lo que desencadena la primera
respuesta inmune PTI (PAMP Triggered Immunity). En la fase |1, los patdgenos exitosos
liberan efectores que interfieren con la PTI, resultando en una susceptibilidad ETS
(Effector-Triggered Susceptibility). En la fase |11, un efector o factor de avirulencia (Avr)
es reconocido por una proteina R, activando la inmunidad ETI (Effector Triggered
Immunity), una version amplificada de PTI que suele desencadenar una respuesta
hipersensible (HR, Hypersensitive Response) y muerte celular programada. Finalmente,
en la fase 1V, se produce una seleccién de patdgenos que han perdido dicho efector o
factor Avr, y que probablemente han ganado nuevos efectores, de forma que pueden
suprimir la ETI, lo que origina una coevolucién de las plantas con los patégenos para
restaurar esta inmunidad (figura adaptada a partir de Jones y Dangl, 2006; Wiesel et al.,
2014).

Se conocen un gran namero de elicitores capaces de iniciar este tipo de respuesta. En el caso de
la bacteria Pto DC3000, dos de los elicitores més estudiados son la flagelina, que induce la
respuesta celular a partir de un péptido de 22 aminoacidos denominado flg22, y que se une al
receptor FLS2; y el factor de elongacion Tu (EF-Tu), que activa respuestas defensivas similares
a flg22, y que es reconocido por EFR (Jones y Dangl, 2006). Estos receptores transmembrana




(PRRs), en general, son reguladores positivos de la inmunidad innata (Yang et al., 2012), e
incluyen quinasas (RLKSs, Receptor-Like Kinases) y proteinas (RLPs, Receptor-Like Proteins);
en el caso de FLS2 y EFR, son PRRs glicosiladas de tipo RLK (Zvereva y Pooggin, 2012), que
requieren para su sefializacion quinasas de la subfamilia SERK (Somatic Embryogenesis Receptor
Kinase) (Segonzac y Zipfel, 2011).

Una vez los receptores reconocen los elicitores afines, se desencadena la inmunidad PTI, y se
inicia una transduccion de sefiales que, en el caso de los RLKS, se trata de una cascada de quinasas
(como TPK1b en tomate, inducido tras la infeccién con Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000) (Yang et al., 2012). Finalmente, se activan una serie de mecanismos de defensa para
lograr la resistencia a la infeccion, tales como la inhibicion del crecimiento, la produccién de
especies reactivas del oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species), la deposicion de callosa, la
generacién de mensajeros secundarios, o la expresion de genes de defensa (Greeff et al., 2012).

1.1.1.2. Reconocimiento especifico: respuesta defensiva activada por efectores

A pesar de la efectividad general de la respuesta inmune innata, existen patdgenos que presentan
efectores capaces de interferir en la PTI y contribuir a la virulencia, lo que da lugar a la
susceptibilidad desencadenada por efectores (ETS, Effector-Triggered Susceptibility). Para
contrarrestar la accion de estos efectores patogénicos especificos, las plantas han desarrollado una
inmunidad desencadenada por efectores (ETI, Effector-Triggered Immunity), una respuesta PTI
acelerada y amplificada que suele causar una respuesta hipersensible y muerte celular programada
para evitar el ataque y progresion del patdégeno a nivel local (Jones y Dangl, 2006).

Esta respuesta requiere la accién de proteinas de resistencia (R) de la planta para el
reconocimiento intracelular de los efectores. La mayor parte de estas proteinas R pertenecen a la
familia de proteinas con sitio de unién a nucle6tidos y repeticiones ricas en leucina (NB-LRR,
Nucleotide Binding site-Leucine Rich Repeat), que a su vez presentan una subclasificacion en
funcion de su dominio N-terminal, y reconocen efectores tipo 11 liberados por los sistemas de
secrecion tipo Il bacterianos (TTSS, Type Three Secretion Systems) (Zvereva y Pooggin, 2012).
Sin embargo, estas proteinas R también pueden ser extracelulares (eLRR) (Chisholm et al., 2006).
En su co-evolucidn con la planta, es posible que el patdgeno adquiera efectores adicionales que
le permitan suprimir esta inmunidad ETI a lo largo del proceso de seleccién natural, por lo que
surgen nuevas especificidades R en la planta para restaurarla. De esta forma, puede considerarse
que la amplitud final de la resistencia a la enfermedad corresponde a la suma total de PTI — ETS
+ ETI (Jones y Dangl, 2006) (Figura 1).

La interaccion entre una proteina codificada por el gen de resistencia R y el factor de avirulencia
codificado por el gen Avr del patdgeno se conoce como interaccion gen-a-gen (Flor, 1971). Esta
interaccién puede ser incompatible, en el caso de que se produzca un reconocimiento entre los
factores Ry Avr, de forma que la planta es resistente a la enfermedad; o compatible, en el caso de
gue no se produzca esta interaccion, lo que implica susceptibilidad de la planta (Tabla 1).

Tabla 1. Modelo gen-a-gen (Flor, 1971). La interaccién entre las proteinas codificadas
por el gen de resistencia (R) de la planta y por el gen de avirulencia (Avr) del patdgeno
da lugar a una interaccién de tipo incompatible (-), causante de la resistencia de la planta
a la enfermedad. En el caso de que se produzca la alteracién de uno de estos genotipos
(rr en la planta, avr- en el patégeno), se producira una interaccion compatible (+), en la
que la planta no es capaz de reconocer especificamente al patégeno, y que causara el
desarrollo de la enfermedad (tabla adaptada de Vivian y Gibbon, 1997).

Genotipo del hospedador
RR o Rr re
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En la interaccidn incompatible, la resistencia se manifiesta mediante una muerte celular localizada
e inhibicion del crecimiento del patdgeno (Chisholm et al., 2006), pues el reconocimiento del gen
Avr da lugar a una respuesta hipersensible (HR, Hypersensitive Response) (Vivian y Gibbon,
1997), propia de esta inmunidad desencadenada por efectores (ETI). Asimismo, esta respuesta
hipersensible a nivel local origina la posterior activacion de una resistencia sistémica adquirida
(SAR, Systemic Acquired Resistance), que induce defensas en tejidos distales no infectados. Esta
resistencia SAR, que también puede ser inducida por reconocimiento PAMP, requiere para su
activaciéon de la intervencion de diversas hormonas de sefializacién de respuesta defensiva
(apartado 1.1.2.) (Zvereva y Pooggin, 2012). En el caso de la interaccién compatible, el patégeno
es capaz de eludir la deteccion por parte de la planta hospedadora, permitiendo su proliferacion y
el desarrollo de la enfermedad (Chisholm et al., 2006).

Un ejemplo bien estudiado de reconocimiento gen-a-gen es el que se produce entre la variedad
Rio Grande (RG) de tomate, portadora del gen de resistencia R; y la bacteria Pseudomonas
syringae pv. tomato DC3000 (Pto DC3000), que posee el gen de avirulencia (AvrPto; raza 0) v,
por tanto, origina una interaccion incompatible y la resistencia a la enfermedad. Sin embargo, si
esta misma variedad de tomate es infectada con la bacteria sin el gen de avirulencia (avrPto; raza
1), si que se observan sintomas de la enfermedad (Tang et al., 1996). La expresion de la proteina
codificada por este gen AvrPto se encuentra regulada por un box de patogenicidad y respuesta
hipersensible (hrp, Hypersensitive-Response and Pathogenicity) presente en su promotor (Pedley
y Martin, 2003).

1.1.2. Seializacion de la respuesta defensiva

Una vez se ha producido el reconocimiento, ocurre la transduccién de sefiales y la sefializacion
de la respuesta defensiva. A pesar de que, en algunos casos, se comparte la maquinaria de
sefializacién empleada en ambas respuestas, PTI y ETI también presentan diferencias entre si.
Asimismo, se encuentran diferencias entre las rutas de sefializacién de patdgenos necrotrofos y
biotrofos (Figura 2). Respecto a los organismos necrotrofos, se requieren la produccion de
fitoalexinas (como camalexina) para contrarrestar el efecto de toxinas especificas del hospedador
(HSTs, Host-Selective Toxins); defensinas para la permeabilizacion de la membrana del patégeno
(entre otras funciones); y las hormonas jasmonato (JA, Jasmonic Acid) y etileno (ET, EThylene)
para la sefializacion de la respuesta, cuya regulacién es inversamente proporcional a la respuesta
hipersensible: un aumento en los niveles de HR se asocian a la resistencia contra biotrofos,
mientras que estos niveles disminuyen en la resistencia contra necrotrofos, de forma que altos
niveles de HR activados en defensa contra biotrofos pueden originar la entrada de necrotrofos
(Zhang et al., 2013).

De esta forma, en organismos necrotrofos se produce Gnicamente una sefializacion propia de
inmunidad PTI. Sin embargo, en el caso de la bacteria Pto DC3000, un organismo hemibiotrofo,
se producen ambas respuestas (PTI y ETI), al igual que en biotrofos (Jones y Dangl, 2006), y
predomina la sefializacion por acido salicilico (SA, Salicylic Acid) sobre la de JA, ET y otras
fitohormonas, como el &cido abscisico (ABA, ABscisic Acid) o el 4cido gentisico (GA, Gentisic
Acid), este Gltimo complementario al SA (Bellés et al., 1999). Ademas, esta bacteria también
produce toxinas que contribuyen a su patogenicidad (Glazebrook, 2005), como es el caso de la
coronatina (COR), que mimetiza la accion del JA, el cual presenta una relacion antagonista con
el SA, de forma que favorece la infeccion (Zhao et al., 2003) y contrarresta el cierre estoméatico
promovido por ABA, cuya ruta de sefializacion se encuentra a su vez interconectada con SA
(Melotto et al., 2008).

En el caso de PTI, una vez los PRRs reconocen los PAMPs, MAMPs, DAMPs o elicitores
quimicos, se desencadena una cascada de MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) y la
activacion downstream de factores de transcripcion (como WRKY), que desencadena un gran
nimero de respuestas: entrada de calcio (Ca?*), produccion de ROS y otras moléculas
sefializadoras, o induccion de sefializacion hormonal mediante SA, JA 0 ET (Bigeard et al., 2015).




Respecto a la sefializacion de ETI, tras el reconocimiento de los efectores patogénicos por las
proteinas R, la maquinaria inmunitaria empleada solapa en parte con la empleada en PTI, pero
con algunas diferencias, como la duracidn de la actividad MAPK o los niveles hormonales. Estas
diferentes rutas pueden desencadenar una HR o la activacion de la SAR (Zhang et al., 2013). En
el caso de la interaccion incompatible de tomate RG y Pto DC3000, el gen de resistencia Pto
codifica una quinasa con especificidad serina-treonina que reconoce los efectores bacterianos
AvrPto y AvrPtoB, lo que da lugar a la acumulacion de transcritos de genes relacionados con
patogenicidad (PR, Pathogenesis-Related) y diferentes respuestas contra el patégeno (HR,
sefializacion hormonal...) (Pedley y Martin, 2003).
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Figura 2. Representacion de la base molecular de la resistencia de plantas a patdgenos
necrotrofos (parte superior) y biotrofos (parte inferior). En el primer caso, la resistencia
es conferida por RLKs (Receptor-Like Kinases), defensinas, fitoalexinas y rutas de
sefializacién de hormonas JA/ET (Jasmonic Acid/ EThylene). En el segundo caso, la
respuesta requiere dos niveles de resistencia: PTI (PAMP Triggered Inmunity), y ETI
(Effector Triggered Inmunity). En PTI, la percepcion de MAMPs, DAMPs y PAMPs
(Microbe/Danger/Pathogen-Associated Molecular Patterns, respectivamente) por los
PRRs (Pattern Recognition Receptors) transmembrana da lugar a la activacion de la
cascada de MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) y factores de transcripcion
downstream, que dan lugar a respuestas inmunes. En ETI, ocurre la interaccion entre la
proteina R de la planta y el efector del patégeno, como el efector tipo Il liberado por los
sistemas de secrecion tipo 111 bacterianos (TTSS, Type Three Secretion Systems). Esta
interaccion causa generalmente una respuesta hipersensible (HR, Hypersensitive
Response), a la vez que se activa la sefializacion dependiente de SA (Salicilic Acid), lo que
conlleva la resistencia adquirida sistémica (SAR, Systemic Acquired Resistance). Figura
adaptada de Zhang et al., 2013.




1.1.3. Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 como patogeno de plantas

Las plantas de la familia Solanaceae, especialmente las plantas de tomate (Solanum
lycopersicum), constituyen un sistema modelo idéneo para el estudio de estas interacciones
planta-patégeno, tanto por la gran variedad de patogenos que pueden atacar a estos cultivos
(hongos, bacterias, virus y nematodos); como por su relevancia agricola a nivel mundial (Arie et
al., 2007). En este sentido, la respuesta defensiva frente a la bacteria Pto DC3000, causante de la
Ilamada peca bacteriana del tomate, supone una referencia para el estudio de la susceptibilidad a
enfermedades y sefializacion hormonal en plantas (Xin y He, 2013).

La bacteria Gram-negativa Pseudomonas syringae es un patégeno hemibiotrofo, aerobio estricto,
de la subclase vy del filo Proteobacteria, que puede infectar numerosas especies de plantas. La
elevada especificidad de cada cepa hacia sus hospedadores, que pueden ser unas pocas especies
de plantas o unos pocos cultivares de la misma especie, ha dado lugar al agrupamiento de estas
cepas en patovares (pv.), que permiten distinguir bacterias dentro de la misma especie con
diferentes capacidades patogénicas (Hirano y Upper, 2000). Como consecuencia de su gran
impacto economico, el patovar tomato DC3000 de Pseudomonas syringae, un derivado del
patovar DC52 resistente a rifampicina (Xin y He, 2013), ha sido ampliamente estudiado, de forma
gue se conoce su capacidad de infeccion no solo a tomate, sino también a Arabidopsis thaliana y
a algunas especies del género Brassica (Whalen et al., 1991). La secuenciacién del genoma de
esta bacteria ha permitido comprender mejor las causas de su patogenicidad, hasta el punto de
predecir la existencia de méas de 200 genes relacionados con su virulencia (Buell et al., 2003).

El ciclo infectivo de esta bacteria, que actla a nivel local y no se distribuye a otras partes de la
planta, se divide en dos fases interconectadas, tanto espacial como temporalmente. En la primera
fase (fase epifitica), la bacteria alcanza la superficie de la planta sana (Figura 3). En la segunda
(fase endofitica), una vez penetra en las hojas de la planta a través de heridas o aperturas naturales
(como los estomas), la bacteria se multiplica en el apoplasto, y puede producir en el hospedador
lesiones necrdticas, a menudo rodeadas de halos cloréticos (Melotto et al., 2008) causados por la
toxina bacteriana COR, que a su vez inhibe el cierre estomatico como parte de la estrategia de
virulencia de la bacteria para facilitar la invasion de la planta (Pedley y Martin, 2003).
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Figura 3. Esquema del ciclo infectivo de la bacteria Pseudomonas syringae. (a) Hojas de planta sana. (b)
Agregacion de bacterias alrededor de un tricoma sobre la superficie de una hoja sana. (c) Penetracién de
bacterias en estoma abierto. (d) Colonizacién de bacterias del apoplasto de la planta, seguida de
multiplicacién bacteriana en el apoplasto. (e) Necrosis y clorosis asociadas a la enfermedad (Xin y He,
2013).




1.2. PAPEL DE LOS COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES EN LA
INTERACCION TOMATE-PSEUDOMONAS SYRINGAE PV. TOMATO
DC3000

Los compuestos organicos voléatiles (VOCs, Volatile Organic Compounds) son liquidos lipofilos
con elevadas presiones de vapor a temperatura ambiente y bajo peso molecular (por debajo de los
300 Da), lo que les permite atravesar libremente las membranas celulares y ser liberados a la
atmosfera o al suelo. Se encuentran presentes en un gran nimero de familias de plantas, siendo
cada especie capaz de sintetizar un conjunto Unico de ellos (Pichersky et al., 2006).

Estos VOCs se pueden clasificar basicamente en tres clases principales: terpenoides o
isoprenoides, fenilpropanoides o benzenoides, y derivados de &cidos grasos. Ademas, cabe
destacar también la presencia de compuestos volatiles derivados de amino&cidos en aromas de
flores y frutas, asi como otros compuestos especificos de ciertos géneros y especies que no se
clasifican en estas clases principales. Sin embargo, a pesar de su gran diversidad, la biosintesis de
la mayoria de ellos procede de unos pocos precursores del metabolismo primario (acetil-CoA,
piruvato, fosfoenolpiruvato, y eritrosa 4-fosfato), a partir de cuatro vias biosintéticas: via del
shikimato, del fosfato de metileritritol (MEP), del 4&cido mevaldnico (MVA), y de la lipooxigenasa
(LOX) (Dudareva et al., 2013).

Las funciones ecoldgicas de estos compuestos son muy diversas, requeridas para la adaptacion al
entorno y la supervivencia de las plantas. Entre estas funciones, encontramos la defensa contra
herbivoros, ya sea mediante su repulsion o mediante la atraccion sus depredadores, lo que implica
la liberacion de ciertos compuestos que constituyen un pequefio grupo de componentes
conservados en la mayor parte de especies de plantas, como el monoterpeno linalool (Clavijo
McCormick et al., 2012); la sintesis de fitoalexinas (Dixon, 2001) y otros compuestos contra el
ataque de patdgenos; la sefializacion de las interacciones entre plantas, para la induccién de genes
de defensa y emisién de VOCs en plantas vecinas; la resistencia a estreses abiéticos, como luz o
temperatura; o la atraccion de polinizadores, para promover la reproduccion y la facilitar la
diversidad de las especies vegetales (Dudareva et al., 2013).

Entre estas funciones, la emision inducida diferencial de VOCs en la interaccion entre las plantas
de tomate RG vy las cepas virulenta y avirulenta de la bacteria Pto DC3000 ha permitido conocer
las causas de la respuesta a esta infeccion. Entre estos VOCs, se incluyen monoterpenos
hidroxilados, como el linalool, a-terpineol y 4-terpineol; ésteres como butanoato de (Z)-3-
hexenilo, isobutanoato de (Z)-3-hexenilo y propanoato de (Z)-3-hexenilo; y un sesquiterpeno no
identificado (L6pez-Gresa et al., 2017). Las funciones de estos compuestos pueden ser directas,
si participan en la resistencia frente al patdgeno (en este caso, por su actividad antimicrobiana),
como ocurre con el a-terpineol; o indirectas, si inducen la expresion de genes implicados en la
respuesta defensiva, como sucede al aplicar de manera exogena linalool, a-terpineol (Kabbas
Pifiango, 2015), propanoato de (Z)-3-hexenilo (Paya Montes, 2017), y butanoato de (Z)-3-
hexenilo (Ozaez Martinez, 2017).

1.2.1. Rutas de biosintesis de terpenos

Los terpenos forman la mayor y més diversa familia de compuestos naturales de plantas. Son
hidrocarburos sin grupos funcionales, pero pueden sufrir alguna modificacion quimica, en cuyo
caso se denominan terpenoides. Su clasificacion se basa en el nimero de unidades de isopreno,
compuesto de cinco carbonos (Cs), razén por la que algunos autores también denominan
isoprenoides a los terpenos. De esta forma, encontramos hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio),
sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cao), sesterterpenos (Cas), triterpenos (Cso), tetraterpenos (Cao),
y politerpenos (més de Cao) (Connolly y Hill, 1991).

La biosintesis de terpenos deriva de dos precursores Cs interconvertibles: isopentenil pirofosfato
(IPP) y su isomero alilico dimetilalil pirofosfato (DMAPP) (Figura 4). En plantas, estos




precursores son sintetizados a partir de las vias MEP y MVA, que son independientes y se
encuentran compartimentadas. La primera (MEP) ocurre en los plastidos, y es responsable de la
sintesis de hemi-, mono- y diterpenos, mientras que la segunda (MVA) se distribuye en el citosol,
reticulo endopladsmico y peroxisomas, y da lugar a sesquiterpenos (Muhlemann Joélle et al.,

2014).
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Figura 4. Representacion esquematica de la biosintesis de terpenoides volatiles. Esta
sintesis puede ocurrir por la via citosélica del &cido mevalénico (MVA), o por la via
plastidial del metileritrol fosfato (MEP), rutas interconectadas mediante un exportador
de isopentenil pirofosfato (IPP) desde el plastido hasta el citosol. Los compuestos volatiles
aparecen remarcados en amarillo (Muhlemann Joélle et al., 2014).
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Por su baja masa molecular y caracter apolar, los monoterpenos son compuestos muy volatiles y
la gran diversidad de éstos en plantas se debe a la accion de terpeno sintasas (TPSs) y otros
enzimas capaces de modificar sus productos (Dudareva et al., 2013). Los mecanismos de reaccion
de las monoterpenos sintasas se inician con la ionizacion del sustrato geranil difosfato y, a partir
de este punto, se pueden diferenciar las rutas que dan lugar a monoterpenos ciclicos y aciclicos.
En el primer caso, se requiere la isomerizacion previa del cation geranilo a un intermediario
linalilico capaz de ciclacién, que dara lugar a un catiéon de a-terpinilo que experimentara
posteriores ciclaciones secundarias. En la biosintesis de monoterpenos aciclicos, los productos
finales pueden sintetizarse a partir del cation geranilo o del cation de linalilo (Figura 5)
(Degenhardt et al., 2009).

Un ejemplo de la sintesis de monoterpenos aciclicos se encuentra en los genes de tomate MTS1y
MTS2 (MonoTherpene Synthase 1y 2, respectivamente). La actividad MTS2 da lugar a la sintesis
de mirceno, mientras que MTS1 es una linalool sintasa, cuyo producto (linalool) presenta gran
importancia en la interaccion entre tomate RG y Pto DC3000 (van Schie et al., 2007).
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Figura 5. Mecanismos de reaccion de monoterpeno sintasas que dan lugar a
monoterpenos aciclicos El paso inicial de ionizacion del sustrato geranil difosfato es
comin a la formacion de monoterpenos ciclicos y, en algunos casos, los pasos hasta la
formacion del cation de linalilo también pueden ser comunes. La formacién de linalool,
mirceno y (E)-f-ocimeno puede proceder del cation de geranilo o del catién de linalilo
(Degenhardt et al., 2009).

1.2.2. Papel de los terpenos en la respuesta defensiva de plantas frente a patdgenos

A pesar de que los terpenos estan presentes en todos los organismos, son compuestos
particularmente abundantes en plantas y algunos de ellos presentan funciones esenciales en el
metabolismo vegetal como constituyentes de membrana que intervienen en su fluidez, pigmentos
fotosintéticos, transportadores de electrones en la respiracién, o transportadores de azlcares para
el crecimiento y desarrollo, entre otras. Ademas, como metabolitos especializados, despliegan
funciones ecoldgicas similares al resto de VOCs, como la participacion en interacciones
alelopéticas y planta-patdgeno (Vranova et al., 2013).

Algunas especies de plantas presentan terpenos con funciones defensivas directas frente a
patégenos, como el caso de sesquiterpenos y diterpenos que actlian como fitoalexinas (Singh y
Sharma, 2015), y se ha descrito monoterpenos que también presentan accion directa en la mejora
de la resistencia frente a la bacteria Pto DC3000 (RiedImeier et al., 2017). Sin embargo, lo mas
frecuente en estos compuestos es su participacion en funciones indirectas, mediante la
sefializacién de un tipo de estrés en plantas vecinas para la activacion de mecanismos de defensa,
lo que se conoce como sefializacion entre plantas o interplant communication (Song et al., 2010).
En concreto, se ha demostrado que los monoterpenos pueden inducir respuestas defensivas
mediante la produccion de SA y acumulacion de ROS, asi como la activacion de SAR (RiedImeier
etal., 2017).

La sefializacion del cierre estomatico en respuesta a infeccion bacteriana es uno de los principales
mecanismos defensivos. Esta sefializacion, que se encuentra altamente regulada por ABA y, de
manera indirecta, por SA, modulando la concentracion endégena de ABA (Melotto et al., 2008),
requiere la accién de VOCs que permiten la comunicacion entre plantas. Un ejemplo de la
importancia de estos VOCs se encuentra en el linalool, monoterpeno sintetizado por la actividad
MTS1, cuyo gen ha sido previamente estudiado en nuestro laboratorio, y se ha comprobado que
su sobreexpresion induce el cierre estomatico en plantas vecinas (Minguillon Campos, 2018).

Todos los mecanismos descritos a lo largo de esta introduccion son una muestra de la importancia
de los denominados metabolitos secundarios, en concreto los VOCs, en la respuesta defensiva de
la propia planta y la comunicacion interplanta. Asi, la obtencidn de plantas transgénicas capaces
de emitir constitutivamente VOCs expresados diferencialmente en respuestas a patdgenos supone
una futura herramienta biotecnolégica, que permitiria conocer mejor los mecanismos moleculares
implicados y desarrollar cultivos mas eficientes.



OBJETIVOS

En el presente Trabajo Final de Grado se plantea el estudio del papel defensivo del gen MTS1 de
la variedad de tomate RG frente a la bacteria avirulenta Pto DC3000. Para ello, se realizo
previamente en nuestro laboratorio un estudio metabolémico para la identificacion de VOCs
expresados diferencialmente ante las infecciones compatible e incompatible de estas plantas con
la bacteria, asociadas al establecimiento o la resistencia a la enfermedad, respectivamente. Entre
los compuestos identificados, el presente estudio se centra en el monoterpeno linalool y su papel
en la respuesta defensiva de plantas de tomate a la infeccion bacteriana. Para ello, se han
establecido los siguientes objetivos especificos:

I.  Estudio de la importancia de los monoterpenos en la capacidad de promover el cierre
estomatico de las plantas de tomate.

Il.  Estudio del papel defensivo de MTS1, mediante el andlisis de los niveles de expresion de
diferentes genes implicados en la sefalizacion de la respuesta defensiva de las plantas
frente a la infeccion.

I1l.  Estudio de la induccion de la resistencia frente a la bacteria Pseudomonas syringae pv.
tomato DC3000 en las plantas transgénicas de tomate con el gen MTS1 silenciado.
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MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL Y CONDICIONES DE CULTIVO

En la realizacion del presente Trabajo Final de Grado se emplearon plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) de la variedad Rio Grande (RG), asi como lineas derivadas de plantas
modificadas genéticamente obtenidas en este mismo fondo genético, que silencian el gen
monoterpeno sintasa 1 de tomate (MonoTherpene Synthase 1; LeMTS1).

3.1.1. Germinacion de semillas

Las semillas fueron germinadas mediante técnicas de cultivo in vitro. Para ello, se envolvieron
separadamente las semillas de las diferentes lineas en mallas cerradas con hilo y se procedid a su
desinfeccién mediante una serie de lavados. En primer lugar, cada malla fue sumergida durante
30 minutos en lejia comercial al 50%, a la que se afiadieron unas gotas de detergente Tween 20
para romper la tensién superficial del agua. A continuacion, se llevo a cabo una serie de tres
lavados, sumergiendo las semillas en agua destilada autoclavada durante 5, 10 y 15 minutos
respectivamente, para eliminar de forma progresiva la lejia. Finalmente, las semillas fueron
sembradas en botes autoclavados conteniendo 55 mL de medio de germinacion (Tabla 2),
suplementado con el antibiético kanamicina en caso de tratarse de semillas transgénicas para su
seleccion fenotipica. Todo este proceso se llevo a cabo en la cabina de flujo laminar, manteniendo
las condiciones de esterilidad.

Una vez sembradas las semillas, los botes se cerraron con cinta Micropore, para permitir el
intercambio de gases sin llegar a contaminar el medio, y se dejaron a 24 °C en oscuridad durante
un periodo de tiempo de entre 48 'y 72 horas. Transcurrido este tiempo, permanecieron en camaras
de cultivo in vitro en presencia de luz, con un fotoperiodo de 16 horas de luz, hasta el desarrollo
de los cotiledones, a las 2 semanas aproximadamente.

Tabla 2. Composicién y preparacion de 1 L de medio de germinacion.

Compuesto Cantidad

Medio MS (Murashige & Skoog) 444

Sacarosa 10g
H,O destilada Hastal L

Ajustar a pH =5,7
Agar | 8¢
Autoclavar (121 °C, 15 minutos)
Kanamicina (100 mg/mL) | 1mL

3.1.2. Condiciones de cultivo

Tras la expansion de los cotiledones, las plantulas fueron cultivadas en los invernaderos del
Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP), con unas condiciones de humedad
relativa de entre 50 y 70%, temperatura entre 20 y 26 °C, y con un fotoperiodo de dia largo (16
horas de luz y 8 horas de oscuridad). Para ello, cada plantula fue trasplantada a maceta de 12 cm
de profundidad por 13 cm de didmetro inferior, que contenia una mezcla de turbay perlita al 50%,
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y tras eliminar los restos del medio de germinacion que pudiesen quedar en las raices. Para
facilitar su aclimatacion, se empled un vaso de plastico transparente para cubrir cada plantula
durante unos 4 dias aproximadamente. Las macetas fueron regadas manualmente con solucion
nutritiva de Hoagland.

3.2. MATERIAL MICROBIOLOGICO Y PROCESO DE INFECCION

La bacteria empleada para llevar a cabo la infeccion fue la cepa avirulenta Pseudomonas syringae
pv. tomato DC3000 AvrPto (Pto DC3000 AvrPto), cuyo gen de avirulencia es reconocido por el
gen de resistencia Pto de la planta, lo que da lugar a una interaccién de tipo incompatible que
permite la resistencia a la infeccidn. La bacteria fue amablemente cedida por la Dra. Selena
Giménez del Centro Nacional de Biotecnologia (CNAB, Madrid).

3.2.1. Preparacion del in6culo bacteriano

La bacteria, almacenada en glicerol a -80 °C, fue estriada en placas Petri de 90 mm de diametro
que contenian 25 mL de medio LB agar (Pronadisa), al que se afiadian los antibi6ticos indicados
en la Tabla 3, incubada posteriormente a 24 °C durante 48 horas.

Una vez se observo el crecimiento de las colonias, se recogieron éstas con puntas de pipeta
estériles y se inocularon en 3 mL de medio King B liquido (Tabla 4) en tubos Falcon de 50 mL.
Las bacterias se dejaron crecer en agitacion a 200-220 rpm y 28 °C. Transcurridas 24 horas, se
transfirié 1 mL del cultivo a otro tubo Falcon de 50 mL con 14 mL de medio King B liquido, para
promover un mayor crecimiento, y se dejo 24 horas en las mismas condiciones de agitacion.

Tabla 3. Composicién y preparacion de 1 L de medio de cultivo bacteriano LB agar.

Compuesto Cantidad
LB agar (Pronadisa) 359
H20 destilada Hastal L
Autoclavar (121 °C, 15 minutos)
Kanamicina (100 mg/mL) 0,5mL
Rifampicina (10 mg/mL) 10 mL

Tabla 4. Composicién y preparacion de 1 L de medio de cultivo bacteriano King B liquido.

Compuesto Cantidad
Proteosa peptona 10g
K,HPO, 159
Glicerol 15¢g

H-0 destilada Hastal L

Autoclavar (121 °C, 15 minutos)

MgSO, 1M estéril 5mL
Rifampicina (10 mg/mL) 5mL

El cultivo bacteriano resultante se centrifugd durante 15 minutos a 4000 rpm, se desecho el
sobrenadante y se resuspendié suavemente el sedimento en 20 mL de MgCl, 10 mM estéril.
Empleando un espectrofotometro, se monitoriz6 el crecimiento bacteriano midinedo la
absorbancia a 600 nm de una diluion 1:10, a partir de la cual se calcularon los volimenes de
cultivo bacteriano y MgCl, 10 mM requeridos para obtener un in6culo final con una densidad
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Optica de 0,1 a 600 nm, que corresponde aproximadamente a 1 x 107 unidades formadoras de
colonias por mililitro (c.f.u./mL) (Lopez-Gresa et al., 2017).

3.2.2. Infeccién bacteriana

La inoculacion con la bacteria incompatible fue realizada por inmersion, una vez que las plantas
presentaban la tercera y la cuarta hojas verdaderas lo suficientemente desarrolladas (esto es,
aproximadamente a los 28 dias después de su pase a maceta). Para ello, se sumergio la parte aérea
de las plantas a infectar en una disolucion de MgCl, 10 mM con 0,05 % de Silwet y cultivo
bacteriano a una O.D. de 0,1 durante 30 segundos. Ademas, para cada linea (tanto transgénica
como control) se prepararon también plantas control de la infeccion (denominadas mock), que
fueron sumergidas en una solucion estéril de MgCl, 10 mM con 0,05% de Silwet, aungue sin
indculo bacteriano, para asegurarse de que los sintomas son debidos a la infeccién bacteriana y
no a dafios producidos durante el procedimiento de inmersion (Scalschi et al., 2012).

3.3. TOMA DE MUESTRAS

Los foliolos empleados en cada uno de los experimentos se escindieron de hojas jovenes de
tomate, concretamente de la tercera y cuarta hoja verdaderas de cada planta de tomate, siendo
cada foliolo empleado para un experimento determinado. Para el analisis de la apertura
estomatica, se empled siempre el foliolo del extremo, mas distal al tallo (foliolo ‘a’). Para el
conteo bacteriano, se tomaron los foliolos de la zona intermedia (foliolos ‘b’ y ‘c’). Finalmente,
para los estudios de andlisis de la expresion génica, los foliolos empleados fueron los méas
proximos al tallo (foliolos ‘d” y ‘e’). En este ultimo caso, se recogieron las muestras en frascos
de 20 mL (DELTALAB S.L.), se sumergieron inmediatamente en N liquido y se almacenaron a
-80 °C hasta su uso.

3.4. ESTUDIO DEL CRECIMIENTO BACTERIANO

El conteo bacteriano consiste en el recuento de las unidades formadoras de colonias (c.f.u.)
presentes por superficie de material vegetal infectado. Para llevarlo a cabo, con ayuda de un
sacabocados se cortaron 3 discos de 0,95 cm? de los foliolos indicados anteriormente, y se
sumergieron en tubos Eppendorf que contenian 300 pL de MgCl, 10 mM, de forma que cada tubo
correspondia a una planta. Estos discos se trituraron en el homogeneizador TissueLyser Il
(Qiagen), tras introducir previamente perlas de vidrio en cada uno de los tubos. A partir de este
paso, se trabajé en cabina de flujo laminar para evitar la contaminacion por otros
microorganismos. Se afiadieron 700 pL de MgCl, 10 mM a cada tubo, hasta un volumen final de
1 mL, se agitdé la mezcla con vértex hasta su completa homogeneizacién, y se realizaron
diluciones seriadas 1:10.

Una vez realizadas las diluciones, se sembraron 100 pL de 4 diluciones seriadas (103, 10#, 10,
10°) en placas Petri de 90 mm de didmetro que contenian medio King B agar (Tabla 5), y se
extendieron con ayuda de pequefias esferas de vidrio. Las placas fueron incubadas a 28 °C vy,
transcurridas 48 horas, se realiz6 el recuento de las colonias aisladas formadas en aquellas
diluciones en las que el recuento era posible.

El nimero de unidades formadoras de colonias (c.f.u.) por cm? de tejido foliar se determind con
ayuda de una hoja de calculo, mediante la siguiente formula:

c.f.u. mimero de colonias * 10 » 1Q4Hucion
— =

cm numero de discos de tejido vegetal
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Tabla 5. Composicion y preparacion de 1 L de medio de cultivo bacteriano King B agar.

Compuesto Cantidad
King B agar (King B Medium Pseudomonas 379
F Agar USP) (Pronadisa)
Glicerol 159
H-0 destilada Hastal L
Autoclavar (121 °C, 15 minutos)
Rifampicina (10 mg/mL) | 5 mL

3.5. MEDIDA DE LA APERTURA ESTOMATICA

Para el calculo del ratio medio de apertura estomatica de cada muestra, se obtuvieron moldes del
enves de los foliolos asignados extendiendo una capa fina de adhesivo liquido nitrocelulésico,
que se dejaba secar durante 5-10 minutos, se despegaba cuidadosamente con ayuda de unas
pinzas, y se depositaba en tubos Falcon de 50 mL, de forma que cada tubo correspondia a una
planta. A partir de los moldes obtenidos, se visualizaron los estomas mediante microscopia de
campo claro, sin necesidad de ninguna tincién. Para ello, se cortaron secciones planas de cada
molde, que se situaron en un portaobjetos, se hidrataron con agua destilada con ayuda de una
pipeta Pasteur, y se cubrieron con un cubreobjetos. Se tomaron varias imagenes de cada muestra,
de forma que pudiesen realizase mediciones de, al menos, 50 estomas por cada una de las tres
plantas analizadas de para cada linea. Estas imagenes fueron estudiadas posteriormente mediante
el programa de anélisis de imagen Image J (https://imagej.nih.gov/ij/), que permitié obtener el
ratio medio de apertura estomatica a partir de la medida del ancho y alto de cada estoma.

3.6. ANALISIS CUANTITATIVO DE TRANSCRITOS MEDIANTE PCR
CUANTITATIVA

Para realizar el andlisis cuantitativo de transcritos mediante PCR cuantitativa (qQRT-PCR), se
partié de material vegetal previamente pulverizado a la temperatura del nitrégeno liquido con el
homogeneizador TissueLyser Il (Qiagen) y almacenado a -80 °C hasta su empleo.

3.6.1. Extraccion de RNA total

La extraccién de RNA de hojas de planta de tomate se realizé6 mediante el método del Trizol
(Ambion Life Technologies) siguiendo el protocolo facilitado por el fabricante. Para evitar la
degradacion del RNA, se mantuvieron las muestras en hielo durante todo el proceso, y todas las
centrifugaciones se hicieron en microcentrifuga refrigerada a 4 °C. Al finalizar la extraccion, el
RNA fue almacenado a -20 °C, disuelto en un volumen final de 35 pL de H»O tratada con DEPC
(dietilpirocarbonato).

3.6.2. Cuantificacion de RNA

Para determinar la cantidad de RNA extraido se empled un espectrofotémetro ultravioleta-visible
Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific), calibrado a cero con un blanco de H,O DEPC.
El célculo de la concentracion de RNA se realizd a partir de la absorbancia a 260 nm. El
espectrofotometro empleado muestra dos ratios de absorbancias a distintas longitudes de onda
(Azsor280 Y Azsoi230), que permiten estimar el grado de pureza del acido nucleico y la posible
presencia de contaminantes.
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3.6.3. Precipitacion de RNA con cloruro de litio

Para la precipitacion de RNA con LiCl, las muestras con RNA extraido y disuelto en 35 pL se
llevaron a un volumen de 200 puL con H,O DEPC. A continuacion, se afiadié un volumen (200
uL) de LiCl 6 M, y se dejaron las muestras en hielo durante 3 horas para la precipitacion del RNA.
Transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron 15 minutos a 13000 rpm, se eliminé el
sobrenadante, se afiadié un volumen (200 uL) de LiCl 3 M para lavar el precipitado, se volvié a
centrifugar 15 minutos a 13000 rpm, se eliminé de nuevo el sobrenadante, y se redisolvié el
sedimento en 44 uL. de H,O DEPC. Ambas centrifugaciones se realizaron a 4 °C, para evitar la
degradacion de la muestra.

3.6.4. Tratamiento con DNAsa

La eliminacion del DNA, asi como el paso anterior de precipitacion, son necesarios para técnicas
muy sensibles que requieran un alto grado de pureza del RNA, como es el caso de la PCR
cuantitativa. Para ello, se utilizd el kit comercial TURBO DNase (Ambion Life Technologies).
Para un volumen final de reaccion de 50 pL, a los 44 uL de RNA obtenidos en el paso anterior se
les afadio 5 pL de tampon de reaccion (10x TURBO DNase Buffer) y 1 uL del enzima TURBO
DNase (2 U/uL). Posteriormente, las muestras se incubaron 30 minutos a 37 °C, se afiadio 5 pL
de inactivador de DNasa, se incub6 la mezcla 2 minutos a temperatura ambiente para detener la
reaccion, se centrifugaron las muestras 2 minutos a 12000 rpm y 4 °C, y se transfirio el
sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf.

El RNA precipitado y tratado con DNasa fue cuantificado utilizando el espectrofotometro
Nanodrop ND-1000 descrito en 3.6.2. De esta forma, se comprobd que, a pesar de que la
concentracién de RNA era menor, la pureza de la muestra habia aumentado, obteniéndose para
todos los RNAs analizados valores comprendidos entre 1,8 y 2,0 para los ratios Azsorso Y Azeoi230,
lo cual es indicador de una buena calidad de la muestra.

3.6.5. Retrotranscripcion

Para obtener cDNA a partir de las muestras de RNA se utilizé el kit comercial PrimeScript RT
Reagent Kit (Perfect Real Time) de Takara, siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Para
un volumen de reaccion de 10 uL, se empled 1 pug de RNA, 2 pL de tampdn (5x PrimeScript
Buffer), 0,5 uL de oligo(dT) 50 uM, 0,5 puL de enzima retrotranscriptasa (PrimeScript RT
enzymeMix 1), y el volumen de H,O DEPC necesario para obtener los 10 puL. de volumen final.
La mezcla se incubd primero durante 15 minutos a 37 °C, después durante unos segundos a 85 °C
para inactivar el enzima RT, y finalmente se dispusieron las muestras en hielo, se diluyeron en
una proporcion 1:10 con H,O DEPC hasta un volumen final de 100 pL, y se almacenaron a -20
°C hasta su empleo.

3.6.6. Amplificacion cuantitativa de cDNA (PCR cuantitativa)

El ensayo de PCR cuantitativa se llevd a cabo con el reactivo de SYBR Green (Applied
Biosystems). Se utilizd para ello una placa de 96 pocillos MicroAmpFast 96-Well ReactionPlate
(Applied Biosystems), afiadiendo a cada pocillo 2 pL de cebadores, 0,4 uL. de cDNA, 5,6 puL de
H20 DEPC, y 2 pL del reactivo SYBR Green PCR Master Mix. Se realizaron 3 repeticiones
técnicas, tanto de las réplicas biol6gicas de cDNA como de los controles negativos (pocillos sin
cDNA). La placa se sell6 cuidadosamente, sin dejar burbujas de aire, y se dio un pulso de
centrifugacion antes de introducirla en el equipo de PCR cuantitativa.

La amplificacion fue monitorizada con el sistema de PCR en tiempo real 7500 Fast (Life
Technologies). Los resultados se analizaron con la version 2.0.4 del software del mismo equipo.
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Como control positivo del experimento, se utilizé el gen que codifica la proteina actina. Las

secuencias de los oligonucledtidos empleados para cada uno de los genes analizados se recogen
en la Tabla 6.

Tabla 6. Oligonucledtidos empleados como cebadores en los experimentos de gRT-PCR.

Gen Cebador directo Cebador reverso
Actina 5" CTAGGCTGGGTTCGCAGGAGATGATGC 3’ 5" GTCTTTTTGACCCATACCCACCATCACAC 3’
MTS1 5’ TGGTGGTCACCTTCAAGAGA 3’ 5" GCCTTGTGGTGGAAATAGGA 3’

PR1 5’ CCGTGCAATTGTGGGTGTC 3’ 5> GAGTTGCGCCAGACTACTTGAGT 3’

LEA 5 AGCAGATGTTGGAAAAGGAGC 3’ 5> ATGCCTATGGTGGGGTATGTG 3’
TCl21 5 ACTCGTCCTGTGCTTTGTCC 3’ 5’ CCCAAGAGGATTTTCGTTGA 3°
5CS1 5> ACCTTAATCTGGAGGCTTGAGAG 3’ 5" AATTATTTCACCCACCTGCCC 3’

3.7. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE DATOS

Para la comparacion entre dos tipos de muestras, en la que se diferencian medias de muestras con
un tamafio poblacional reducido, el analisis estadistico empleado fue la prueba t de Student, con
las herramientas estadisticas incluidas en el programa MS Excel de la suite Microsoft Office. Un
valor p < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo para todos los analisis.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se pretende confirmar el papel defensivo del gen MTS1 de tomate, mediante
la infeccion de plantas transgénicas de tomate de la variedad Rio Grande (RG) gue silencian dicho
gen, con la bacteria avirulenta Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pto DC3000 AvrPto).
El gen MTS1 codifica una monoterpeno sintasa (van Schie et al., 2007) implicada en la sintesis
de monoterpenos, tales como a-terpineol o linalool (Minguillén Campos, 2018), compuestos
identificados diferencialmente en nuestro laboratorio en la infeccion de las plantas ante esta
bacteria (Lopez-Gresa et al., 2017). De esta forma, para corroborar la importancia de dichos
compuestos ante la infeccion, se llevo a cabo en las mencionadas plantas transgénicas el estudio
de la susceptibilidad frente a la infeccién y del nivel de expresion de genes implicados en
diferentes rutas de sefializacion de la respuesta defensiva.

4.1. SELECCION DE LINEAS TRANSGENICAS QUE SILENCIEN EL
GEN MTS1

Para estudiar la posible funcién defensiva del gen MTS1 tras una infeccidn bacteriana, se procedio
a la seleccion de las lineas transgénicas que presentan el gen silenciado, tanto fenotipicamente
como comprobando los niveles de expresion relativa del gen. Ademas, se corrobor6 para cada
linea si se encontraba 0 no en homocigosis, en cuyo caso todas las plantas derivadas del parental
transformado deberian ser transgénicas.

En primer lugar, se calcul6 el porcentaje de plantas transgénicas para cada linea. Para ello, se
observo fenotipicamente si la planta presentaba un crecimiento normal en medio de cultivo con
kanamicina, o bien su desarrollo se veia afectado por la presencia del antibiético en el medio. En
el caso de que el desarrollo de la planta se encontrase afectado, esto es debido a que la planta no
presenta la construccion empleada en la transformacion para el silenciamiento del gen. Ninguna
de las lineas presenté un porcentaje del 100 %, por lo que se puede afirmar que las lineas
disponibles no son homocigotas. En el caso de las lineas empleadas (2.1 y 7.1), este porcentaje
fue del 67,92 % en ambos casos. Por tanto, fue necesario realizar la seleccién fenotipica cada vez
que se tratd de emplear estas lineas.

Para la distincion fenotipica de las lineas, se observé una disminucion en la elongacion del tallo
de la planta, asi como la coloracién purpura de la raiz y la ausencia de raices laterales. Estos
efectos son consecuencia de la aplicacion de kanamicina (100 mg/mL), basandose en los
resultados empleados en estudios anteriores para esta concentracion, de forma que la aplicacién
del antibidtico en plantas transgénicas y control permite su distincion, pues las plantas control
carecen de la construccion introducida en las plantas transgénicas y, por tanto, presentan los
efectos descritos. Sin embargo, los resultados de germinacidon fueron de alrededor del 50 % tanto
en lineas transgénicas como en controles, por lo que, a diferencia de la supervivencia, la
germinacion no se vio afectada por la kanamicina (Ying et al., 2008).

Una vez realizada la seleccién fenotipica, se llevo a cabo una primera comprobacion de los niveles
de expresion del gen MTS1, para conocer si estas lineas presentaban un silenciamiento respecto a
las plantas control tras la infeccion con la bacteria Pto DC3000 AvrPto, que da lugar a un aumento
en la expresion (LOpez-Gresa et al., 2017). De acuerdo con los resultados obtenidos, se
seleccionaron las lineas 2.1y 7.1 por su extremadamente baja expresion relativa, para el estudio
de la funcién defensiva del gen ante la infeccion, mientras que la linea 5.1 fue descartada debido
a que no presentaba silenciamiento.
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El primer paso, previo al estudio de la apertura estomatica y de la induccion de rutas de
sefializacién, fue llevar a cabo la caracterizacion molecular de las lineas transgénicas
seleccionadas anteriormente, mediante un estudio de la expresion génica de MTS1 en plantas
control y transgénicas tras 24 horas de la infeccion de sus hojas con la bacteria Pto DC3000
AvrPto.

Los resultados aparecen representados en la Figura 6. Como se puede observar, las lineas
transgénicas seleccionadas muestran una disminucion significativa en los niveles de expresion
relativa de MTS1 en hojas, lo que permite corroborar el silenciamiento del gen en estas lineas.
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Figura 6. Expresion relativa del gen MTS1 en plantas de tomate RG y en lineas
transgénicas, con el gen MTS1 silenciado. En cada caso, se inoculan plantas con la
solucién sin la bacteria (Mock) y con la bacteria Pto DC3000 AvrPto (Inf). Se llevaron a
cabo 3 experimentos independientes. Los valores de la gRT-PCR fueron normalizados con
el nivel de expresion del gen que codifica la proteina actina. Los niveles de expresién
relativa corresponden a la media + el error estandar de al menos 3 plantas independientes
de un experimento representativo. El doble (**) y triple (***) asterisco es indicativo de
que existe una significacion estadistica entre las plantas control y las transgénicas, con
un p-value < 0,005 y un p-value < 0,001, respectivamente.

El gen MTS1 (MonoTerpene Synthase 1), también conocido como TPS5 (TerPene Synthase 5), es
una monoterpeno sintasa perteneciente a la familia de sintasas de terpenos, muy diversificada en
plantas (Chen et al., 2011). Este gen fue descubierto en tomate (LeMTS1) como responsable de la
sintesis de linalool en tricomas (van Schie et al., 2007), y estudios posteriores corroboraron su
funcion (Tian et al., 2012) y mostraron su expresion también en el fruto (Cao et al., 2014). Sin
embargo, el gen no presenta transcritos en raiz, y su expresion es reducida en el tallo, pues la
sintesis de linalool en estos 6rganos se debe a la accion de otra monoterpeno sintasa (MTS2)
(Falaraetal., 2011).

Estudios anteriores realizados en nuestro laboratorio demuestran que, ademas del linalool, MTS1
es responsable también de la sintesis del monoterpeno a-terpineol (Minguillén Campos, 2018),
siendo ambos compuestos importantes en la resistencia frente a la infeccion de Pto DC3000
AvrPto en la interaccion incompatible con tomate RG (Lopez-Gresa et al., 2017).
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4.2. ESTUDIO DEL EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE MTS1 EN LA
APERTURA ESTOMATICA

Las lineas transgénicas seleccionadas para el estudio del papel defensivo de MTS1 fueron
empleadas para el analisis del comportamiento estomatico, y posteriormente para el estudio de
los niveles de expresion de genes implicados en la respuesta defensiva. En referencia al andlisis
del efecto de los monoterpenos sintetizados por el enzima (a-terpineol y linalool) en la apertura
estomatica, se procedio a la medida del ratio de la apertura estomatica en plantas transgénicas y
control, una vez transcurridas 24 horas desde la infeccion (Minguillén Campos, 2018).

Los resultados obtenidos (Figura 7) evidencian que el silenciamiento del gen MTS1 provoc6 una
apertura estomatica muy significativa, tanto en la linea 2.1 como en la 7.1, tras la infeccién de las
plantas de tomate RG con la bacteria Pto DC3000 AvrPto, que da lugar a una interaccién de tipo
incompatible (Tang et al., 1996). De esta forma, el silenciamiento del gen afecta a la sintesis de
a-terpineol y linalool, compuestos que se han identificado recientemente en nuestro laboratorio
gue contribuyen a la resistencia a la enfermedad (L6pez-Gresa et al., 2017). La disminucién en la
sintesis de estos compuestos causa un menor cierre estomatico como respuesta ante la infeccion,
lo que a su vez facilita la entrada de la bacteria (Melotto et al., 2008).

El efecto de los mencionados monoterpenos en el cierre estomatico ha sido estudiado en otras
especies. Asi, se conoce la relacion entre la emision de linalool y el comportamiento estomatico
en la especie Pinus pinea (Niinemets et al., 2002), asi como la dependencia de esta emision con
la respuesta a estrés en Quercus ilex (Staudt y Bertin, 2002) y Rosmarinus officinalis (Nogués et
al., 2015). Esta relacion entre emision, comportamiento estomatico y respuesta a estrés también
se ha observado para el a-terpineol en Quercus ilex (Copolovici et al., 2005) y Rosmarinus
officinalis (Nogués et al., 2015).

El papel de diferentes VOCs, tales como los ésteres propanoato de (Z)-3-hexenilo e isobutanoato
de (Z)-3-hexenilo, en el comportamiento estomatico de la interaccion de plantas de tomate RG
con la bacteria Pto DC3000 AvrPto ha sido descrito recientemente en nuestro laboratorio (Paya
Montes, 2017). En concreto, se conoce que el a-terpineol interviene en esta respuesta defensiva y
en la sefializacion entre plantas (Kabbas Pifiango, 2015) y que, al igual que el linalool, interviene
en el comportamiento estomatico, como se observa al sobreexpresar el gen MTS1 y comprobar el
cierre estomatico por la emision constitutiva de ambos volatiles (Minguillon Campos, 2018).

Respecto a la sefializacion hormonal del comportamiento estomatico, se conocen diversas
fitohormonas implicadas en la respuesta de los estomas ante diferentes tipos de estrés. Entre ellas,
el &cido abscisico (ABA) es el mejor estudiado, y es conocida su interaccion con el acido
jasménico (JA) para promover el cierre estomatico en Arabidopsis (Daszkowska-Golec y
Szarejko, 2013). Esta sefializacién por JA es dependiente de la sintesis de linalool, por lo que se
puede correlacionar la mayor apertura estomatica y menor sintesis de linalool con unos niveles
menores de estas hormonas (Taniguchi et al., 2013). Ademas, se conocen también hormonas
implicadas en la apertura estomatica, como auxinas, citoquininas o etileno (ET), aunque en este
Gltimo caso puede actuar como regulador positivo tanto de la apertura como del cierre estomatico,
en funcion del tejido y las condiciones (Daszkowska-Golec y Szarejko, 2013).
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Figura 7. Ratio de apertura estomatica de plantas de tomate RG controles y transgénicas,
con el gen MTS1 silenciado, tras 24 horas de la infeccion con la bacteria Pto DC3000
AvrPto. (A) Resultados del indice de apertura estomatica. Se llevaron a cabo 3
experimentos independientes. Los resultados corresponden a la media + el error estandar
de al menos 50 estomas correspondientes a 3 plantas independientes de un experimento
representativo. El triple asterisco (***) es indicativo de que existe una significacion
estadistica, con un p-value < 0,001, entre las plantas control y las transgénicas. (B, Cy
D) Imégenes correspondientes a estomas representativos de plantas controles y
transgénicas de las lineas 2.1y 7.1, respectivamente.

43. ESTUDIO DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE GENES
IMPLICADOS EN RUTAS DE SENALIZACION DE LA RESPUESTA
DEFENSIVA

Una vez conocido el efecto del silenciamiento de MTS1 en la apertura estomatica, se estudio la
inducciodn de genes, entre cuyas acciones se incluye el propio comportamiento estomatico.

4.3.1. Induccién de la ruta de sefalizacion del &cido salicilico

La induccion de rutas de sefializacion implicadas en la respuesta defensiva requiere la regulacion
de diversas fitohormonas, tales como el acido salicilico (SA), el acido abscisico (ABA), el acido
jasménico (JA) o el etileno (ET). Se ha empleado PR1 como gen marcador de la ruta dependiente
de SA. Los niveles de expresién de este gen tras 24 horas de infeccion de las plantas de tomate
RG con la bacteria Pto DC3000 AvrPto aumentaron en todos los casos, como se muestra en la
Figura 8, destacando que este incremento de la expresion de PR1 fue entre cinco y diez veces
superior en plantas transgénicas con respecto a plantas control infectadas con la bacteria.
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Figura 8. Expresion relativa del gen PR1 en plantas de tomate RG y en lineas
transgénicas, con el gen MTS1 silenciado. En cada caso, se inoculan plantas con la
solucién sin la bacteria (Mock) y con la bacteria Pto DC3000 AvrPto (Inf). Se llevaron a
cabo 3 experimentos independientes. Los valores de la qRT-PCR fueron normalizados con
el nivel de expresion del gen que codifica la proteina actina. Los niveles de expresion
relativa corresponden a la media + el error estdndar de al menos 3 plantas independientes
de un experimento representativo. El asterisco (*) es indicativo de que existe una
significacion estadistica entre las plantas control y las transgenicas, con un p-value <
0,05.

El gen PR1 pertenece a la familia de genes relacionados con la patogénesis (Pathogenesis-
Related, PR), identificados inicialmente en tabaco. Estos genes son, entre otros, responsables de
la aparicion de la respuesta sistémica adquirida (SAR, Systemic Acquired Resistance) en la planta
hospedadora tras la infeccion por diversos tipos de patdégenos, como virus, viroides, hongos y
bacterias (van Loon, 1985). No se conoce bien el significado biol6gico de la proteina PR1, pero
estd muy conservada en plantas y su expresion se dispara en una variedad muy grande de
situaciones de estrés, por lo que se considera un buen marcador de patogénesis (Vera et al., 1989).
En el caso de la interaccién entre tomate RG y Pto DC3000, se ha descrito que PR1 es expresado
a las 24 horas de producirse la infeccion de plantas de tomate con esta bacteria (Lopez-Gresa et
al., 2011), y que la resistencia mediada por Pto requiere una via mediada por SA, principalmente
la ruta mediada por NPR1 y los factores de transcripcion TGAlay TGA2.2. (Ekengren Sophia et
al., 2003), aunque se ha encontrado alguna cepa de Pseudomonas syringae cuya resistencia
mediada por SA es independiente de NPR1 (Clarke et al., 2000).

Por tanto, PR1 constituye un marcador de gran utilidad para conocer el papel de los monoterpenos
en lainduccion de la resistencia a la bacteria, como demuestran estudios realizados en Arabidopsis
en los que la supresién de la biosintesis y la emision de estos monoterpenos redujo la capacidad
de las plantas infectadas de desencadenar la SAR en la propia planta y en plantas vecinas
(Riedlmeier et al., 2017).

De esta forma, los resultados obtenidos (Figura 8) muestran el aumento de la expresion de PR1
en plantas transgénicas respecto a las plantas control, causado por la infeccion con la bacteria Pto
DC3000. Estos resultados permiten corroborar que el silenciamiento de MTS1 (Figura 6) da lugar
de manera indirecta a la apertura estomatica (Figura 7), y que estos valores concuerdan con los
niveles de expresion de PR1 inducidos por la infeccion. Ademas, la sintesis de ABA, implicado
en el cierre estomético, también podria verse comprometida por este silenciamiento. Por tanto, en
esta interaccion incompatible, la inhibicion en la sintesis de monoterpenos implicados en la
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resistencia da lugar a un aumento de los niveles de PR1, pues la cantidad de bacteria en la planta
hospedadora aumenta y se activa dicha ruta de sefializacion como respuesta defensiva por parte
de la planta.

4.3.2. Silenciamiento de la ruta de sefalizacion del acido abscisico

Para la evaluacion de la respuesta defensiva mediada por ABA, hormona de naturaleza terpenoide
cuya sintesis podria verse alterada al silenciar MTS1, se emplearon como genes marcadores LEA
y 5CS1. Como se observa en la Figura 9, los niveles de expresion del gen LEA tras 24 horas de la
infeccion de las plantas de tomate RG con la bacteria Pto DC3000 AvrPto disminuyeron en las
plantas transgénicas.
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Figura 9. Expresion relativa del gen LEA en plantas de tomate RG y en lineas
transgénicas, con el gen MTS1 silenciado. En cada caso, se inoculan plantas con la
solucién sin la bacteria (Mock) y con la bacteria Pto DC3000 AvrPto (Inf). Se llevaron a
cabo 3 experimentos independientes. Los valores de la qRT-PCR fueron normalizados con
el nivel de expresion del gen que codifica la proteina actina. Los niveles de expresion
relativa corresponden a la media + el error estandar de al menos 3 plantas independientes
de un experimento representativo. Se realizé un analisis estadistico de t de Student, pero
no se observaron diferencias significativas.

Las proteinas LEA (Late embryogenesis abundant) constituyen un grupo diverso de polipéptidos,
de elevado peso molecular, acumuladas durante la embriogénesis tardia e inducidas por ABA.
Fueron descubiertas por primera vez en algodon (Dure et al., 1981), y se ha descrito que algunas
de estas proteinas estan implicadas en la tolerancia al estrés hidrico resultante de la desecacion y
el choque por frio, de forma que actGan como chaperonas moleculares, es decir, evitan la
agregacion enzimatica ante tales condiciones de estrés (Goyal et al., 2005). Adicionalmente,
pueden desempefiar otras funciones, como la estabilizacion de membranas (Tolleter et al., 2010).

Se conocen genes LEA de numerosos géneros de plantas, que participan en las respuestas al estrés
abidtico, como sucede en Arabidopsis, Oryza o Populus. Ademas, estos genes también participan
en la maduracion de la semilla (Ling et al., 2016), e incluso sus respectivas proteinas presentan
actividad antimicrobiana en algunos casos, y su activacion estd dominada por la accion de ABA,
por lo que se puede afirmar que los genes LEA son un buen marcador de los niveles de expresion
de esta fitohormona (Liu et al., 2013). En el caso del tomate, se han identificado 27 genes LEA,
en los cuales se han localizado secuencias upstream relacionadas con elementos de regulacion en
respuesta a ABA (Cao y Li, 2015).
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El gen 5CS1 pertenece a la familia de genes encargados de la expresion de Al-pirrolina-5-
carboxilato sintasas, inducidos en respuesta de diferentes estreses abioticos, como sequia, frio o
salinidad; o ante la aplicacion exdgena de ABA, de forma que también puede ser empleado como
marcador de esta hormona. La presencia de estos genes ha sido estudiada en diversas especies,
como Arabidopsis thaliana (Sun et al., 2014), arroz (Sripinyowanich et al., 2013) o tomate, siendo
sus patrones de expresion variables en funcion del tejido (Gonzalez-Guzman et al., 2014). Los
niveles de expresion alcanzados para este gen en plantas de tomate que silencian MTS1 aparecen
representados en la Figura 10.
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Figura 10. Expresion relativa del gen 5CS1 en plantas de tomate RG y en lineas
transgénicas, con el gen MTS1 silenciado. En cada caso, se inoculan plantas con la
solucién sin la bacteria (Mock) y con la bacteria Pto DC3000 AvrPto (Inf). Se llevaron a
cabo 3 experimentos independientes. Los valores de la qRT-PCR fueron normalizados con
el nivel de expresion del gen que codifica la proteina actina. Los niveles de expresion
relativa corresponden a la media + el error estdndar de al menos 3 plantas independientes
de un experimento representativo. El asterisco (*) es indicativo de que existe una
significacion estadistica entre las plantas control y las transgénicas, con un p-value <
0,05.

En referencia a ABA, su contribucion a la resistencia o susceptibilidad a la enfermedad varia en
funcidn del tipo de patdgeno, y su respuesta tiene lugar en tres fases. En el caso de bacterias, la
primera fase consiste en el cierre estomatico, la segunda en la supresion de la deposicion de
callosa inducida por la bacteria mediante componentes de su ruta de sefializacién, y la tercera en
la interaccion antagonista con el SA (Ton et al., 2009). En este ultimo caso, estudios acerca de la
interaccion entre tomate y Pto DC3000 muestran que la aplicacion de ABA disminuye los niveles
de SA, y que un aumento de los niveles de expresion de LEA viene correlacionado con una
disminucién de los de PR1 (Kusajima et al., 2017). Ademas, junto a esta regulacién negativa de
la biosintesis de SA, se produce también la de acido gentisico (GA), molécula que actGa como
sefial inducida por patégenos adicionalmente a SA y participa en su regulacién (Bellés et al.,
1999), lo que confirma el efecto antagonista entre LEA y PR1 (Alonso-Ramirez et al., 2009).

Los resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan con estas observaciones previas. Asi,
la disminucion de los niveles de ABA en plantas transgénicas (Figuras 9 y 10) se relaciona con
un menor cierre estomatico (Figura 7) y un aumento en los niveles de expresion de PR1, marcador
de SA (Figura 8), como consecuencia de la infeccion por la bacteria Pto DC3000 AvrPto.
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4.3.3. Silenciamiento de la ruta de sefializacion del acido jasmonico

El papel de las rutas reguladas por JA 'y ET esta asociado a la respuesta defensiva contra patdgenos
necrotrofos, a diferencia del SA, que regula rutas relacionadas con la defensa contra biotrofos y
hemibiotrofos (Zhang et al., 2013). En referencia al JA, los niveles de esta fitohormona se
evaluaron mediante el gen marcador TCI21, cuya expresion relativa transcurridas 24 horas de la
infeccion con la bacteria Pto DC3000 AvrPto fue menor en plantas transgénicas que en las plantas
control (Figura 11).
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Figura 11. Expresion relativa del gen TCI21 en plantas de tomate RG y en lineas
transgénicas, con el gen MTS1 silenciado. En cada caso, se inoculan plantas con la
solucién sin la bacteria (Mock) y con la bacteria Pto DC3000 AvrPto (Inf). Se llevaron a
cabo 3 experimentos independientes. Los valores de la gRT-PCR fueron normalizados con
el nivel de expresion del gen que codifica para la proteina actina. Los niveles de expresion
relativa corresponden a la media + el error estandar de al menos 3 plantas independientes
de un experimento representativo. Se realizd un analisis estadistico de t de Student, pero
no se observaron diferencias significativas.

El gen TCI21 (Tomato Chymotrypsin Inhibitor 21), también conocido como JIP21 (Jasmonic-
Induced Protein 21), da lugar a una proteina que actGa como inhibidora de quimotripsina,
perteneciente a la familia de inhibidores de serin-proteinasas. Este gen presenta en su promotor
un box de metil jasmonato (TGACT), compuesto derivado del JA que da lugar a la induccion de
elevados niveles de expresion del gen en hojas de planta de tomate, por lo que se trata de un buen
indicador de la respuesta a JA (Lison et al., 2006).

La activacidn de la ruta de sefializacion de JA en la interaccion entre tomate y Pto DC3000 AvrPto
es debida a la produccion por parte de la bacteria de coronatina, analogo del metil jasmonato. Esta
fitotoxina es requerida para la manifestacion de los sintomas de virulencia y el crecimiento de la
bacteria, y puede suprimir respuestas tempranas por parte de la planta durante la infeccion,
ademas de inhibir el cierre estomético (Melotto et al., 2008). Para ello, requiere de la regulacion
por parte del JA, como se observa en estudios previos donde esta infeccion da lugar a la
sobreexpresion de proteinas JAZ (Jasmonate ZIM-Domain), que inducen la sobreexpresion de
una serie de genes que activan la respuesta defensiva regulada por esta hormona (Ishiga et al.,
2013).

El JA, asociado a la defensa contra necrotrofos, presenta un papel antagonista al SA en la
sefializacion de la respuesta defensiva frente a estreses bidticos y abiéticos (Robert-Seilaniantz et
al., 2011), como la expresion de genes de inhibidores de proteinasas (Pl, Proteinase Inhibitors) o
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la activacion de la respuesta sistémica a largas distancias. Su ruta de sefializacién esta asociada
con la de auxinas (Changbao et al., 2005) y la del ABA, como muestran estudios realizados en la
interaccion entre Arabidopsis y Pseudomonas syringae (Fan et al., 2009), aunque, en este Gltimo
caso, la relacion también puede ser antagonista, en funcion del tipo de estrés (Anderson et al.,
2004). Ademas, en referencia a la interaccion entre tomate y Pto DC3000, se ha demostrado la
importancia del JA en la induccion de linalool para la respuesta frente a esta bacteria en arroz
(Taniguchi et al., 2013), asi como la accion antagonista de JA con la ruta de sefializacion mediada
por SA, que resulta en la represion del gen PR1 (Zhao et al., 2003).

Los resultados mostrados en la Figura 11 corroboran estas relaciones entre las diferentes
fitohormonas, pues el silenciamiento de MTS1 (Figura 6) da lugar a menores valores de linalool
presente en la planta, lo que conlleva menores niveles de expresion de genes marcadores de JA.
Esta reduccion de JA se relaciona con los menores niveles de genes marcadores de la ruta de
sefializacién de ABA (Figuras 9 y 10) y mayores niveles de los de SA (Figura 8), lo cual viene
asociado a un menor cierre estomatico (Figura 7).

4.4. ESTUDIO DEL EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE MTS1 EN LA
RESISTENCIA FRENTE A LA INFECCION DE LA BACTERIA
AVIRULENTA PSEUDOMONAS SYRINGAE PV. TOMATO DC3000

El estudio de la resistencia de plantas transgénicas de tomate RG, con el gen MTS1 silenciado,
frente a la infeccion de Pto DC3000 AvrPto, se llevé mediante el conteo bacteriano en hojas de
tomate controles y transgénicas 24 horas después de la infeccion. El objetivo es comprobar si el
aumento de la apertura estomatica y la variacién en los niveles de expresion de genes implicados
en la respuesta defensiva se asocia con una mayor tasa de infeccion.

Como se observa en la Figura 12, la cantidad de unidades formadores de colonias (c.f.u.) presente
en las hojas de plantas transgénicas tras la inoculacion parece ser mayor que en plantas control
sin el gen MTSL1 silenciado, aunque las diferencias obtenidas para la linea 2.1 no fueron
significativas.

La identificacién de metabolitos implicados en la resistencia de plantas de tomate presenta una
gran relevancia para el estudio de sus interacciones con diferentes tipos de patogenos (Lopez-
Gresa et al., 2009). Entre estas interacciones, la respuesta defensiva de las plantas de tomate RG
a la bacteria Pto DC3000 AvrPto viene asociada a la produccién de diferentes VOCs, algunos de
los cuales son monoterpenos sintetizados por el enzima codificado por el gen MTS1 (Lépez-Gresa
et al., 2017). De esta forma, se ha descrito que la supresion de la biosintesis de monoterpenos
aumenta la cantidad de bacteria (c.f.u/cm?) en la planta (Riedlmeier et al., 2017), y su
sobreproduccion podria reducir estos niveles tanto en la propia planta como en plantas vecinas
(Minguill6n Campos, 2018).

A partir de los resultados obtenidos, se puede confirmar el papel de los monoterpenos como VOCs
con un papel defensivo en las plantas, ya que el silenciamiento de MTS1, uno de los genes
responsables de su biosintesis (Figura 6), da lugar a una mayor susceptibilidad de la planta frente
a la infeccion. Esta susceptibilidad se puede comprobar al medir la cantidad de bacteria en las
hojas infectadas (Figura 12) y el menor cierre estomatico (Figura 7), asi como la induccion y
represion de las diferentes rutas de sefializacion patogénicas en plantas estudiadas en el presente
trabajo.
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Figura 12. Crecimiento de la bacteria Pto DC3000 AvrPto en hojas de planta de tomate
RG controles y transgénicas, con el gen MTS1 silenciado. Los resultados, obtenidos 24
horas después de la infeccion, se expresan como el logaritmo de las c.f.u. por cm? de hoja.
Se llevaron a cabo 3 experimentos independientes. Los resultados corresponden a la
media = el error estandar de 4 plantas independientes de un experimento representativo.
El asterisco (*) es indicativo de que existe una significacidn estadistica entre las plantas
control y las transgénicas, con un p-value < 0,05.

4.5. PERSPECTIVAS FUTURAS

En este Trabajo Final de Grado se ha estudiado el papel defensivo del gen MTS1 de la variedad
de tomate Rio Grande frente a la infeccién con la bacteria avirulenta Pseudomonas syringae pv.
tomato DC3000. Este gen es responsable de la biosintesis de dos monoterpenos, linalool y a-
terpineol (Minguillon Campos, 2018), implicados en la respuesta defensiva inducida en este tipo
de interaccion (Lopez-Gresa et al., 2017), posiblemente a nivel de regulacion de las rutas de
sefializacion (Kabbas Pifiango, 2015).

Los resultados presentados en el presente trabajo proporcionan nuevos datos acerca de la
participacion de los mencionados monoterpenos en la defensa frente a la bacteria, asi como en la
regulacién del comportamiento estomatico. El papel desempefiado por los monoterpenos en la
comunicacion entre plantas ha sido estudiado previamente en nuestro laboratorio, observandose
gue la sobreexpresién de MTS1 da lugar al cierre estomatico en plantas vecinas (Minguillén
Campos, 2018). Seria interesante el estudio de la sobreexpresion o el silenciamiento de genes
implicados en la biosintesis de otros monoterpenos, como el gen AZI1 (Azelaic Acid Inducedl),
implicado en la induccidn de resistencia bacteriana mediante pinenos (RiedImeier et al., 2017).

Ademas, se ha descrito que la aplicacion exdgena de monoterpenos también es capaz de inducir
la resistencia frente a infeccion bacteriana en diversas especies, como el frijol (Arimura et al.,
2000) o Arabidopsis thaliana (RiedImeier et al., 2017), por lo que estos resultados podrian
emplearse para el desarrollo de nuevos productos capaces de potenciar la respuesta defensiva en
las plantas, tanto basados Unicamente en la encapsulacion de monoterpenos como combinados
con otros VOCs implicados en la respuesta defensiva y capaces de inducir el cierre estomatico
(Paya Montes, 2017). La posibilidad de encapsular monoterpenos ha sido demostrada
recientemente, siendo ademas efectiva en el caso del linalool y el a-terpineol, ambos estudiados
en el presente trabajo, y permitiria reducir el empleo de pesticidas quimicos (Lucia et al., 2017).

En referencia a la sefializacion defensiva, las principales fitohormonas implicadas en la respuesta
frente a la infeccion y en el comportamiento estomatico son SA, ABA y JA, cuyos niveles de
expresion han sido evaluados en este trabajo mediante distintos genes marcadores. No obstante,
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hormonas como el ET, auxinas o citoquininas también estan implicadas, y seria interesante
profundizar en sus vias de sefializacién, ya sea mediante el seguimiento de genes marcadores, al
igual que se ha realizado en el presente trabajo, 0 mediante la obtencion de plantas transgénicas
0 mutantes incapaces de sintetizar estas fitohormonas o de regular el comportamiento estomatico
bajo condiciones de estrés (Daszkowska-Golec y Szarejko, 2013).

Como conclusion, una vez conocida la importancia de los monoterpenos en la respuesta defensiva
de las plantas, una posible herramienta biotecnoldgica basada en estos resultados consistiria en
obtener plantas transgénicas capaces de sobreexpresar MTS1, pues la emisién constitutiva de
VOCs implicados en la respuesta defensiva permitiria reducir la susceptibilidad de la propia
planta y de plantas vecinas frente al ataque de patdgenos. De hecho, al tratarse de compuestos
volatiles, la presencia de un reducido numero de plantas sobreproductoras de VOCs podria
proteger amplias extensiones de cultivo. De esta forma, a pesar de que no se considera que la peca
bacteriana del tomate tenga un gran impacto econémico, si se conoce que afecta al rendimiento y
la calidad del fruto (Bashan y de-Bashan, 2002), por lo que la obtencién de plantas transgénicas
capaces de inducir resistencia frente a la bacteria permitiria reducir el empleo de tratamientos
quimicos en la proteccion de cultivos.
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CONCLUSIONES

Las plantas transgénicas de tomate de la variedad Rio Grande que tienen silenciado el
gen MTS1 presentan una capacidad reducida de cierre estomatico.

La mayor apertura estomatica de las lineas de silenciamiento de MTS1 correlaciona con
una mayor susceptibilidad a la bacteria avirulenta Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000.

La menor capacidad de cierre estomatico viene correlacionada con una induccion de la
sefializaciéon por SA en las mencionadas plantas, mientras que los marcadores asociados
a la sefializacion mediada por ABA y JA sufren un descenso en su expresion.

Las rutas de sefializacion patogénica mediadas por acido salicilico, acido abscisico y
acido jasmonico estan también implicadas en el cierre estomatico y se encuentran
alteradas en las plantas transgénicas que silencian MTSL1. Los efectos de dicha alteracién
encontrados en este trabajo son consistentes con el antagonismo descrito entre la
sefializacion patogénica regulada por SA 'y la regulada por ABA 'y JA.
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