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Resumen

En respuesta a sefiales de estrés, las plantas sintetizan proteinas de defensa y compuestos
quimicos de diversa naturaleza, como los compuestos organicos volatiles (VOCs). En el
laboratorio se observé que tras la infeccion de plantas de tomate con la bacteria patogénica
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pst DC3000), se promovia la emisién diferencial
de los compuestos volatiles butanoato de (Z)-3-hexenilo (HB) y a-terpineol. Estos dos
compuestos participan en la respuesta defensiva de la planta, ya que en plantas de tomate
promovian el cierre estomatico y reducian el crecimiento bacteriano de Pst DC3000. Ademas,
el HB resultaba eficaz como compuesto que inducia el cierre estomatico en otras especies de
plantas.

En el presente TFM se estudia el volatiloma de plantas de Arabidopsis thaliana ecotipos
Columbia-0 (Col-0) y Landsberg erecta (Ler) tras su infeccion por Pst DC3000 mediante
andlisis GC-MS/MS. Ademas, se profundiza en el mecanismo de cierre estoméatico mediado
por HB y a-terpineol en Arabidopsis thaliana mediante la puesta a punto de un protocolo de
pérdida de peso y estudios de expresion génica.

Mientras que el HB no parece inducir el cierre estomatico en A. thaliana, el a-terpineol si

lo hace, y ademas confiere resistencia a la infeccion por Pst DC3000.



Abstract

In response to stress, plants synthetize different defense proteins and chemical compounds,
as volatile organic compounds (VOCs). In our laboratory, it has been identified the differential
emission the volatile compounds (Z)-3-hexenyl butanoate (HB) and a-terpineol after infection
of tomato plants with the pathogenic bacteria Pseudomonas syringae pv. Tomato DC3000 (Pst
DC3000). Both compounds are involved in the defensive response of the plant by promoting
the stomatal closure and reducing the bacterial growth of Pst DC3000 in tomato plants.
Moreover, HB induced the stomatal closure in other plant species.

This TFM has focused on the study of the volatilome of Arabidopsis thaliana plants
ecotypes Columbia-0 (Col-0) and Landsberg erecta (Ler) after its infection with Pst DC3000
using GC-MS/MS analysis. Furthermore, it delves into the stomatal closure mechanism
mediated by HB and a-terpineol in Arabidopsis thaliana using the development of a weight
loss protocol and genic expression studies.

While HB doesn’t seem to induce the stomatal closure in A. thaliana, a-terpineol does it,

and it also confers resistance to infection of Pst DC3000.



Abreviaturas

ABA: 4cido abscisico

AAT: alcohol aciltrasferasa

ADH: alcohol deshidrogenasa

ADH: hidroperéxido liasa

AOX: aleno 6xido sintasa

Avr: factores de avirulencia

Col-0: Columbia-0

DMAPP: dimetilalil pirofosfato

EF-Tu: factor de elongacion Tu

ETS: susceptibilidad desencadenada por efectores (Effector-Triggered Susceptibility)
G3P: glicerol-3-fosfato

GLVs: volatiles de hoja verde

HA: acetato de (Z)-3-hexenilo

HB: butanoato de (Z)-3-hexenilo

HR: respuesta de muerte celular hipersensible (Hypersensitive cell death Response)
HS-SPME: Head Space Solid-Phase Micro-Extraction
IPP: isopentil pirofosfato

LB: Luria Bertani

Ler: Landsberg erecta

LOX: lipooxigenasa

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase

MEP: metileritritol fosfato

MeSA: &cido metil salicilico

MEV: &cido mevalonico

MS: Murashige-Skoog

NB-LRR: Nucleotide Binding-Leucine Rich Repeat
NCBI: Centro Nacional de Informacién de Biotecnologia (National Centre for Biotechnology
Information)

NIST: National Institute of Standards and Technology
NPR1: nonexpresser PR genes-1

OD: densidad optica

ORF: pauta abierta de lectura (Open Reading Frame)



PAMPs: patrones moleculares asociados a patdgenos (Pathogen Associated Molecular
Patterns)

pb: par de bases

PLS: analisis de minimos cuadrados parciales (Partial Least Squares)
PR: proteinas relacionadas con la patogénesis

PRRs: patrones de reconocimiento (Pattern Recognition Receptors)

Pst DC3000: Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000

PTI: inmunidad desencadenada por PAMPs (PAMP-Triggered Immunity)
PUFAs: acidos grasos poliinsaturados

qRT-PCR: reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real cuantitativa
R: genes especificos de resistencia a enfermedad

SA: 4cido salicilico

SAR: resistencia sistémica adquirida (Systemic Acquired Resistance)

Tm: temperatura de fusion

TPS: terpeno sintasa

UFC: unidades formadoras de colonias

VOCs: compuestos organicos volatiles
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1. Introduccién
1.1. Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 como organismo patdgeno

Pseudomonas syringae (Ps) es una bacteria aerobia Gram negativa, que aproximadamente
mide 1,5 um de longitud y entre 0,7 y 1,2 um de diametro. Esta bacteria presenta motilidad
usando, al menos, un flagelo polar. La temperatura 6ptima de crecimiento se encuentra entre
22-30°C [1].

Es un patégeno hemibiotrofo de infeccion local que ataca principalmente partes aéreas
como hojas y frutos. La infeccién a menudo se restringe a unos pocos milimetros del sitio
inicial de infeccion y no se dispersa a otras partes de la planta. En un ciclo de infeccion exitoso,
Ps generalmente pasa por dos fases de vida que estan espacial y temporalmente
interconectadas: una fase inicial epifitica a la llegada de la superficie de la planta sana, y una
fase endofitica en el espacio apopléstico de la planta, después de haber entrado por estomas o

heridas en la superficie de la planta [3, 4].

e Estoma “'.

‘\
<D || Tricom
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syringae N

Figura 1. Ciclo infectivo de Pseudomonas syringae. (a) Hojas sanas de Arabidopsis. (b)
Agregacion bacteriana cerca de tricomas en la superficie foliar. (c) Bacterias penetrando
dentro de la planta por estomas abiertos. (d) Seccion transversal de la hoja, bacterias
multiplicandose de forma extensiva en el apoplasto. (e) Enfermedad visible: necrosis y
clorosis foliar. Realizado con Biorender (www.biorender.com).
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Bajo condiciones ambientales favorables que promueven la apertura estomatica de la
planta, como pueden ser lluvia fuerte, elevada humedad o temperatura moderada, Ps puede
multiplicarse agresivamente en la planta huésped. La fase de multiplicacion mas virulenta
ocurre en ausencia de muerte celular programada. En los estadios mas tardios de la patogénesis,
las células huésped de la planta mueren y los tejidos infectados presentan necrosis extendida
(Figura 1). Este modo de patogénesis se diferencia de aquellos estrictamente biotrofos en que
no obtienen los nutrientes de las células huésped vivas causando asi la muerte celular; y de los
estrictamente necrotrofos en que no matan a las células huésped en los estadios tempranos de

infeccion [2].

En funcidn de la planta a la que infecte, la especie de Pseudomonas syringae se divide en
unos 60 patovares a dia de hoy [4]. El patovar de Ps en el que nos centramos en este trabajo es
Pseudomonas syringae pv. Tomato (Pst) DC3000, una bacteria resistente a rifampicina
derivada de Pst DC52 y generada por el Dr. Cuppels [5]. Afios mas tarde se descubri6 que Pst
DC3000, ademas de infectar tomate podia infectar a Arabidopsis [6]. A diferencia de otros
patovares, Pst DC3000 tiene una fase epifitica muy débil: si no ha conseguido penetrar en la
planta en menos de 48 horas de estar en la superficie del tejido, muere. En cambio, una vez
dentro de la planta, es un patégeno muy agresivo [7].

Pst DC3000 presenta un cromosoma circular y dos plasmidos, con un total de 5763 pautas
de lectura abiertas que se clasifican en categorias funcionales, el 5% de las cuales estan
relacionadas con la virulencia: toxinas, hormonas, flagelo, factores de anclaje a superficies o

sistemas especializados de secrecion de proteinas [2].

1.2. Respuesta defensiva de la planta frente a patégenos

El sistema inmunitario de la planta presenta varios niveles [8]. Por una parte, existen
receptores transmembrana con patrones de reconocimiento (PRRs, Pattern Recognition
Receptors) que responden a los patrones moleculares asociados a patdogenos (PAMPs,
Pathogen Associated Molecular Patterns) de evolucién lenta, como la flagelina (en concreto,
interaccionan con un dominio conservado en su extremo amino terminal) [9]. La interaccién
PAMP/PRR provoca acciones dentro de la célula, usando los motivos proteicos polimorficos
NB-LRR (Nucleotide Binding-Leucine Rich Repeat) codificados por muchos genes especificos
de resistencia a enfermedad (R) de la planta. Los patogenos liberan moléculas efectoras (Avr,

factores de avirulencia) [10], las cuales son reconocidas por las proteinas codificadas por los
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genes R de la planta, y se activan respuestas especificas de defensa. La resistencia a enfermedad
mediada por NB-LRR es efectiva frente a patégenos hemibiotrofos o biotrofos (que pueden
crecer solo en el tejido huésped), pero no frente a patdgenos necrotrofos (que matan el tejido

huésped durante la colonizacion).

Este sistema inmunitario se puede, por tanto, esquematizar con el llamado modelo en zig-zag
[10] (Figura 2):
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Figura 2. Sistema inmunitario de la planta representado con el modelo en zig-zag (a)
Modelo en zig-zag de respuesta inmune. La amplitud de la resistencia o susceptibilidad a
enfermedad es proporcional a [PTI — ETS + ETI]. Figura adaptada de [10]. (b) Ruta del

modelo en zig-zag de respuesta inmune en la célula vegetal. Figura adaptada de [8].
Realizadas con Biorender (www.biorender.com).
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En una primera fase, los PAMPs son reconocidos por PRRs (Figura 2 -1-), dando lugar a
la inmunidad desencadenada por PAMPs (PTI, PAMP-Triggered Immunity) que puede frenar
la futura colonizacion de la planta por los patogenos.

En una segunda fase, los patdgenos que han conseguido entrar en la planta liberan Avr que
contribuyen a su virulencia (Figura 2 -lla-). Los Avr pueden interferir con la PTI, resultando
en la susceptibilidad desencadenada por efectores (ETS, Effector-Triggered Susceptibility)
(Figura 2 -11b-).

En una tercera fase, un efector dado es reconocido especificamente por una de las proteinas
NB-LRR, dando lugar a la inmunidad desencadenada por efectores (ETI, Effector-Triggered
Immunity) (Figura 2 -111-). El reconocimiento puede ser indirecto (teoria de guarda), o a traves
del reconocimiento directo de un efector por NB-LRR. ETI es una respuesta PTI acelerada y
amplificada, que resulta en la resistencia a enfermedad y en una respuesta de muerte celular
hipersensible (HR, Hypersensitive cell death Response) en el sitio de infeccion y puede retrasar
e incluso detener el crecimiento del patdgeno en algunas interacciones.

En una cuarta fase, ambas partes del sistema (patdgeno y planta) son susceptibles a la
seccién natural y, por parte del patdgeno, se empieza a diversificar el gen efector reconocido
para evitar ETI (Figura 2 -1V-); por parte de la planta, se seleccionan nuevas especificidades

de genes R para que la ETI se pueda desencadenar frente a nuevos Avr.

Uno de los primeros eventos de sefializacion tanto en PTI como en ETI son las cascadas de
MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) [11]. A través de la fosforilacion de proteinas
diana las MAPKSs controlan la sintesis y/o sefializacion de hormonas de defensa, la activacién
de genes de defensa, la sintesis de metabolitos antimicrobianos, el cierre estomético y la muerte
celular por HR. Los patégenos, por su parte, usan los Avr para inactivar las cascadas MAPK
directa o indirectamente (a través de componentes de sefializacién aguas arriba en la ruta
MAPK). Por otra parte, las fosfatasas de las plantas pueden desfosforilar e inactivar las

MAPKS, regulando asi la magnitud, duracién y el resultado de la infeccion.

1.2.1. Inmunidad activada por PAMPs (PTI)
En Ps existen dos PAMPs que desencadenan PTI muy representativas: la flagelina

bacteriana y el factor de elongacion Tu (EF-Tu). Ambos son reconocidos en A. thaliana. El

primero es reconocido por el receptor LRR tipo kinasa llamado FLS2, y el segundo por el

-12 -



Ilamado EFR. Las respuestas a estos diferentes PAMPs convergen en un numero limitado de

rutas de sefializacion y llevan a un conjunto comdn de productos que constituyen la PTI [10].

1.2.2. Inmunidad activada por efectores (ETI)

Las bacterias patdgenas de plantas liberan entre 15-30 efectores por cepa en las células
huésped usando sistemas de secrecion de tipo 1 (TTSS, type Il secretion systems). Algunos
efectores tienen funciones estructurales, otros promueven la dispersion de patégenos o el
escape de nutrientes y muchos contribuyen a la supresion de uno o varios componentes de PTI
0 de ETI. Contribuyen a la virulencia del patbgeno muchas veces mimetizando o inhibiendo
funciones celulares eucarioticas. Pueden mimetizar, por ejemplo, hormonas vegetales. Algunas
cepas de Pst producen coronatina, un compuesto mimético del acido jasménico que suprime la
defensa mediada por acido salicilico en patdégenos biotrofos e induce la apertura estomatica,
ayudando a la bacteria patogénica a entrar en el apoplasto [10].

ETI puede inducir la produccién de sefiales de inmunidad mdviles en las plantas como el
acido metil salicilico (MeSA), el acido azelaico y el glicerol-3-fosfato (G3P) que son
transportadas sistémicamente del sitio de infeccion a tejidos no infectados. La acumulacion de
estas sustancias en tejidos no infectados induce la produccién de acido salicilico (SA) y media
una programacion transcripcional masiva. A este mecanismo se le denomina resistencia
sistémica adquirida (SAR, Systemic Acquired Resistance). Finalmente, este proceso lleva a la
produccion de proteinas relacionadas con la patogénesis (PR) que tienen actividad
antimicrobiana y protegen a la planta de posteriores ataques patogénicos. En Arabidopsis, la
proteina NPR1 (nonexpresser PR genes-1) sirve como receptor del SA y actia como un

coactivador transcripcional [8].

1.3. Mecanismo de cierre estomatico en plantas

Los estomas regulan el intercambio de gases entre la planta y el ambiente, y controlan la
pérdida de agua regulando el tamafio del poro que se forma entre las dos células guarda que lo
componen. Este control depende factores ambientales como la humedad relativa, la
concentracion de CO:2 y la intensidad de luz. El &cido abscisico (ABA) es uno de los
componentes principales del cierre estomatico mediado por estrés hidrico, y tras ella hay una
compleja red de transduccién de la sefializacion en las células guarda de los estomas [3], que

finaliza regulando canales de iones en las células guarda. Esto modifica, a su vez, el flujo de
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agua, y cambia la turgencia de las células guarda, abriendo o cerrando los poros de los estomas
[12]. En la ruta de cierre estomatico por ABA, MYB44 mejora su sefializacion y por tanto,
promueve el cierre estomatico [13]. En cambio, MYBG60 tiene un patron de expresion en las
células guarda que se reduce en respuesta a estrés hidrico, promoviendo el cierre estomatico
[14].

En el proceso de infeccion de Pst DC3000, la coronatina juega un papel muy importante a
varios niveles [2]. Los estomas son una de las partes de la planta méas utilizadas por las bacterias
para entrar en la hoja. Pese a que su apertura y cierre esta controlado por factores diversos
como condiciones ambientales y PAMPs, los mutantes de Arabidopsis deficientes en la
percepcion de coronatina no abren los estomas eficientemente y Pst DC3000 no causa apenas
infeccion en la planta, lo que indica que la coronatina facilita la invasion bacteriana a través de
los estomas. La coronatina también promueve la multiplicacion de Pst DC3000 dentro del
apoplasto, media los sintomas de la enfermedad (clorosis principalmente) e induce la
susceptibilidad de la enfermedad en tejidos sistémicos de la planta.

Ademas, se ha estudiado la implicacion de factores ambientales, como la humedad relativa
y la intensidad de la luz, combinados con la infeccion con Pst DC3000. Una humedad relativa
elevada compromete la defensa mediada por estomas, pero a su vez va acompafiada de la
regulacién de las rutas del acido salicilico y jasménico en las células guarda. Por su parte, los
estomas estan cerrados en los periodos de oscuridad y por tanto la entrada de patdgenos se ve
comprometida, pero, al combinarse con la coronatina producida por Pst DC3000 los estomas
se abren [15].

1.4. Compuestos organicos volatiles (VOCSs) y su accién en la respuesta defensiva de

la planta

Los compuestos organicos volatiles son moléculas lipofilicas de bajo peso molecular y alta
presion de vapor a temperatura ambiente. Sus propiedades fisicas les permiten moverse
libremente a través de las membranas celulares [16].

La biosintesis de muchos VOCs se origina a partir de 4 rutas que parten del metabolismo
primario de la planta (Figura 3). La ruta que se emplea depende de la especie, el ambiente y
el estado de desarrollo de la planta [17]. Estas rutas son: la ruta del shikimato, del metileritritol
fosfato (MEP), del &cido mevaldénico (MEV) y de la lipooxigenasa (LOX). Cada una de ellas
produce VOCs como los fenilpropanoides y bencenoides; hemiterpenos, monoterpenos,
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diterpenos y derivados volatiles de carotenoides; sesquiterpenos; y volatiles de hoja verde

(GLVs) y metil jasmonato, respectivamente.

[ Acetil-CoA +———— Piruvato <«— PEP E4P J
o / Ruta Ruta
Malonil-CoA MVA { MEP Y
l DAPH
) DMAPP <+—* |PP -— IPP +—> DMAPP
Acido linoleico l Ruta
Ruta Shikimato
LOX GGP / NPP
9(S)- /13 (S) FPP l Corismato
hidroperdxidos GGPP
l l l Hemiterpenos
Carotenoides Fenilalanina
Octadecanoides Sesquiterpenos

l Diterpenos l Monoterpenos

Volatiles de hoja l Fenilpropanoides

Metil Jasmonato verde (GLVs)

Derivados volatiles .
de carotenoides Bencenoides

Figura 3. Rutas biosintéticas de los compuestos orgénicos volatiles (VOCs) de plantas. Los

precursores de los VOCs se originan del metabolismo primario (caja gris). Las cuatro rutas

principales son la ruta del shikimato, del metileritritol fosfato (MEP), del &cido mevalonico
(MEV) y de la lipooxigenasa (LOX), que conducen a la produccion de diferentes VOCs.

Varias flechas seguidas indican multiples reacciones enzimaticas involucradas.
Abreviaturas: DAHP, 3.desoxi-D-arabinoehptulosonato-7-fosfato; DMAPP, dimetilalil
pirofosfato; E4P, eritrosa 4-fosfato; FPP, farnesil pirofosfato; GGPP, geranilgeranil
pirofosfato; GPP, geranil pirofosfato; IPP, isopentil pirofosfato; NPP, neril pirofosfab;
PEP, fosfoenolpiruvato. Figura adaptada de [16], realizado con Biorender
(www.biorender.com).

Los VOCs presentan funciones muy variadas en plantas: atraccion de polinizadores,
defensa contra herbivoros y patdgenos, sefializacion inter-planta y proteccion frente a

diferentes estreses abioticos [16].

1.4.1. Papel del butanoato de (Z)-3-hexenilo (HB)

Como se ha comentado, una de las rutas implicadas en la produccion de VOCs es la ruta
de las lipooxigenasas (LOX) (Figura 4). Esta es una de las mas importantes puesto que en ella
se activan genes relacionados con la defensa de la planta que inducen la sintesis de metabolitos
secundarios Utiles frente a patogenos: las fitooxilipinas. Se trata de lipidos bioactivos que

derivan de la oxidacion de &cidos grasos poliinsaturados (PUFAS), principalmente acido
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linoleico y acido a-linoleico. Esta clase estd principalmente representada por jasmonatos y
volatiles de hoja verde (GLVSs) [17].

Estrés abidtico
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i (2)-3-hexenol ~_ >~

wfiin
Aromay GLVs @
sabor

- Butanoato de (z)-3-hexenilo (HB)
Interacciones

tritréficas y priming Acetato de (z)-3-hexenilo (HA)
—

Hidroperoxidos de acidos grasos

Figura 4. Biosintesis de GLVs: ruta de las oxilipinas. Los &cidos grasos poliinsaturados
(PUFAS) entran en la ruta de las lipooxigenasas (LOXs) dando lugar a sus hidroperoxidos
correspondientes. Estos se convierten en hexanal y (Z)-3-hexenal por accion de la
hidroperoxido liasa (HPL), los cuales se convierten en sus respectivos alcoholes por la
alcohol deshidrogenasa (ADH) y se esterifican mediante la alcohol aciltransferasa (AAT),
dando asi lugar a la formacién de GLVs. Figura adaptada de [17], realizado con Biorender
(www.biorender.com).

Puesto que en este trabajo nos centramos en el HB, resultan de especial interés los GLVs.
Las plantas emiten cantidades traza de GLVs bajo condiciones fisiologicas normales, en
cambio, bajo condiciones de estrés éstos se forman muy rapidamente.

Los GLVs estan compuestos por aldehidos C6 y C9, sus alcoholes y sus ésteres. En la ruta
de su biosintesis tienen un papel importante las lipooxigenasas, que estan clasificadas en dos
tipos: las 9-LOX, localizadas fuera de los plastidos, y las 13-LOX, que contienen un péptido
de transito a plastidos [17]. Su clasificacion ilustra en qué posicion del esqueleto
hidrocarbonado de los PUFASs realizan la oxigenacion, en el C9 o el C13 [18]. Mientras que
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los productos de la ruta de las 9-LOX tienen implicaciones importantes en la HR; los de las 13-
LOX son componentes importantes en la regulacion de la expresion génica de la defensa de la
planta [17].

Otras enzimas de interés en esta ruta son las hidroperéxido liasas (HPLs). Muchas de ellas
estan ancladas en la membrana y, en concreto en A. thaliana, contienen un péptido de transito
al cloroplasto. Dependiendo de la especificidad del sustrato hay tres tipos de enzimas: 9-HPL,
13-HPL y 9/13-HPL, que catalizan la isomerizacion de 9- y 13-hidroperoxidos de PUFAs,
respectivamente, a hemiacetales inestables. En el caso de la ruta de las 13-HPL los
hemiacetales inestables se descomponen espontaneamente en los aldehidos C6 volatiles
hexanal y (Z)-3-hexenal, que derivan del acido linoleico y el acido a-linoleico, respectivamente
[17]. Finalmente, las alcohol aciltransferasas (AATS) catalizan las diferentes esterificaciones
de los alcoholes, formando, por ejemplo, el butanoato de (Z)-3-hexenilo (HB) o el acetato de
(2)-3-hexenilo (HA).

En nuestro laboratorio se observd que la activacion de ETI en las plantas de tomate
promovia la emision diferencial de ésteres del (Z)-3-hexenol [19]. También se estuvo
estudiando la implicacion de estos ésteres en el cierre estomatico como posible estrategia
defensiva de las plantas [20], concluyendo que los tratamientos con HB producian un cierre
estomatico significativo y, ademas, reducian el crecimiento bacteriano de Pst DC3000 en las
plantas de tomate. Por su parte, el HA fue el Unico éster que parecia tener un papel directo en
la defensa antibacteriana, pese a no tener ningun efecto sobre el cierre estomatico. Ademas, el
HB también resultaba eficaz como compuesto que inducia el cierre estomatico en otras especies
de plantas [20]. Dada la gran cantidad de posibles usos que tiene en agricultura, este compuesto
ha sido patentado y licenciado [21].

Por la importancia de este compuesto, este trabajo se centrara en profundizar en el estudio
del mecanismo de cierre estomatico mediado por HB en A. thaliana, como organismo modelo
[22].

1.4.2. Papel del a-terpineol

Otra de las rutas implicadas en la formacién de VOCs, como ya se ha comentado, es la de
metireritritol fosfato (MEP), que finaliza con la formacion de monoterpenos, diterpenos,
hemiterpenos y derivados volatiles de carotenoides [16] (Figura 3). Los terpenos representan

el grupo més grande y diverso de metabolitos secundarios en plantas. Entre sus funciones
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destacan la defensa contra patdgenos, herbivoros, inductores de defensa en plantas vecinas y
atrayentes de polinizadores [23]. La ruta MEP es exclusivamente plastidica y comienza con 7
pasos enzimaticos hasta la formacién del intermediario MEP. A partir de ahi se necesitan 5
pasos mas para convertir el MEP en isopentil pirofosfato (IPP) y dimetilalil pirofosfato
(DMAPP), los cuales se convierten en prenil difosfatos. El tltimo paso para la formacion de la
gran variedad de terpenos se produce por la accion de las terpeno sintasas (TPSs), una familia
de méas de 100 miembros [23]. En A. thaliana, las terpeno sintasas TS23/27 son las encargadas
de sintetizar el a-terpineol [24].

En nuestro laboratorio se observé que la activacion de ETI en las plantas de tomate
promovia la emision diferencial de monoterpenos hidroxilados como el a-terpineol [19].
También en nuestro laboratorio, se ha observado recientemente que este compuesto es capaz
de promover el cierre estomético en plantas de tomate y que éste puede estar implicado en la
respuesta defensiva de la planta (resultados pendientes de publicacion).

Teniendo en cuenta estos resultados, en este trabajo se va a complementar el estudio antes
mencionado con el HB investigando el papel del a-terpineol en el cierre estomatico y la

respuesta defensiva de A. thaliana.
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2. Objetivos

Los compuestos organicos volatiles de plantas (VOCs) comprenden una amplia familia de
metabolitos secundarios con funciones muy variadas, entre las que destacan la adaptacion a
situaciones de estrés biotico.

Empleando un sistema modelo basado en Arabidopsis thaliana como planta hospedadora
y la bacteria fitopatdgena Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000, este trabajo va a tener
como objetivos el estudio del volatiloma de la planta tras su infeccion por la bacteria, asi como
el analisis de la accion de los compuestos volatiles HB y a-terpineol, que han sido descritos en

nuestro laboratorio como potentes inductores del cierre estomatico.
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3. Materiales y métodos

3.1. Material vegetal

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo
Columbia-0 (Col-0) y Landsberg erecta (Ler) de la linea silvestre, ademas de plantas de

Solanum lycopersicum cv. Moneymaker.

3.1.1. Cultivo in vitro y tratamientos

Las semillas de Arabidopsis thaliana se esterilizaron 3 minutos en alcohol 70 % con 0,05
% de Triton X-100 (Sigma Chemical CO. P.O., St. Luis, MO, EEUU) en agitacion, y se
mantuvieron durante 1 minuto mas en alcohol 96 % agitando suavemente. Las semillas se
dejaron secar a temperatura ambiente sobre papel de filtro estéril y se sembraron entre 30 y 50
semillas sobre circulos de papel de filtro estéril (80 mm de diametro) en 25 mL de medio
Murashige Skoog (MS) (Tabla 1) en placas Petri de 90 mm de didmetro y 23 mm de altura (en
lo sucesivo nombradas como placas Petri “dobles™). Las placas se sellaron con cinta Micropore
de 2,5 cm de ancho (3M, St. Paul, MN, EEUU) vy las semillas se vernalizaron 48 horas en
oscuridad a temperatura de 4 °C. Posteriormente, las placas con las semillas se germinaron y
crecieron en cdmara de cultivo con humedad relativa del 50/60 %, 8 horas de luz a 23 °C y 16
horas de oscuridad a 19 °C. Las plantas se dejaron crecer 10 dias, y el décimo dia se transfirio
el papel de filtro junto con las plantulas a una nueva placa Petri doble, también con medio base

MS, suplementado con los tratamientos pertinentes (Tabla 2).

Tabla 1. Medios de cultivo de plantas utilizados en cultivo in vitro y su composicion.

Ajustar pH con NaOH antes de afiadir el fitoagar.

Medio Composicion Cantidad (Vr=1L) pH
Sacarosa (AppliChem GmbH, Darmstadt, Alemania) 10g

VS Murashige Skoog (Duchefa Biochimie, Haaarlem, Holanda) 2,359 5.7
Fitoagar (Duchefa Biochimie, Haaarlem, Holanda) 10g
H20 destilada 1L
Sacarosa (AppliChem GmbH, Darmstadt, Alemania) 159

MS Tomate Murashige Skoog (Duchefa Biochimie, Haaarlem, Holanda) 2459 5.7
Fitoagar (Duchefa Biochimie, Haaarlem, Holanda) 49
H20 destilada 1L
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Los tratamientos con los compuestos volatiles se hicieron mediante un bastén de algodén
impregnado con el compuesto, dispuesto en el interior de las placas Petri dobles cerradas con

Parafilm, para minimizar la pérdida del compuesto volatil, durante 24 horas.

Tabla 2. Composicion de los tratamientos realizados en cultivo in vitro.

Tratamiento Compuesto Concentracion (uM) Aplicacion
HB Butanoato de (Z)-3-hexenilo 250 Algodén
a-terpineol a-terpineol 25 Algodon

Las semillas de Solanum lycopersicum cv. Moneymaker se esterilizaron en lejia al 30 %
conteniendo un 0,05 % del detergente Tween20 durante 30 minutos, realizandose
posteriormente lavados en agua destilada esterilizada de 5, 10 y 15 minutos. Las semillas
esterilizadas se depositaron sobre papel de filtro esterilizado, dispuesto en una placa Petri doble
con 5 mL de agua estéril. Las placas se sellaron con cinta Micropore y se dejaron en oscuridad
y con humedad relativa del 50/60 %, alternando 8 horas a 23 °C y 16 horas a 19 °C, durante 3
dias aproximadamente hasta su germinacion. Se transfirieron entre 20-30 semillas germinadas
sobre discos de papel de filtro estéril de 7 cm de diametro en 25 mL de medio MS tomate
(Tabla 1) en placa Petri doble. Las plantas se dejaron crecer durante 8 dias, y posteriormente
se transfirid el papel con las plantulas a una nueva placa Petri doble, también con medio base

MS tomate, suplementado con los tratamientos pertinentes (Tabla 2).

3.1.2. Cultivo en tierray tratamientos

Las semillas de Arabidopsis thaliana se vernalizaron en oscuridad a 4 °C en suspension en
solucion de agarosa 0,1 % durante al menos 48 horas. Pasado este tiempo se sembraron con
pipeta Pasteur, en bandejas de sustrato de siembra pre-humedecido con solucién de Hoagland,
y se sellaron las bandejas con film transparente. A los tres dias se realizaron agujeros en el film
que cubria las bandejas, y dos dias mas tarde éste se retiro.

Las plantas se cultivaron en cabinas de cultivo tipo fitotron en condiciones de fotoperiodo
de dia corto (8 horas de luz a 21 °C; 16 horas de oscuridad a 19 °C) y humedad entre 50-60 %.
A la semana de la siembra, se procedi6 a aclarar las bandejas con la ayuda de unas pinzas,

retirando las plantulas sobrantes con tal de dejar dos plantulas por alveolo.

Para los tratamientos con HB, las plantas de Arabidopsis thaliana se pulverizaron por el

enves de las hojas con HB preparado a 250 uM en agua suplementada con Silwet al 0,05 %,
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usando agua con Silwet 0,05 % como control negativo, tras lo cual se introdujeron en cajas de
metacrilato de 110 L de volumen.

Para el tratamiento con a-terpineol, las plantas se introdujeron en las cajas de metacrilato
de 110 L dentro de las cuales se introdujeron algodones hidrofilicos impregnados con un
volumen de a-terpineol de manera que se alcanzara una concentracion de 5 uM. Como control
negativo se afiadié el mismo volumen de agua a los algodones en las otras cajas.

Las plantas con ambos tratamientos se cultivaron en las condiciones del apartado 3.1.2

durante 24 horas.

3.2. Material microbiolégico y medios de cultivo

La bacteria empleada para infectar las plantas fue Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000 (Pst DC3000).

Los medios de cultivo empleados fueron Luria Bertani (LB) agar, King B agar y King B
liquido (Tabla 3).

Tabla 3. Medios de cultivo de Pseudomonas syringae, su composicién y aplicacién en cada

experimento.

] L Cantidad . Cantidad o
Medio Composicion Antibiotico Aplicacion
(Ve=1L) (Ve=1L)
Kanamicina
. 0,5mL
LB Agar (Lennox) (Laboratorios (100 mg/mL)
Conda S.A., Madrid, Espafia) Rifampicina Cultivo
LB Agar 39 10mL
(10 mg/mL) PstDC3000
H20 destilada Espectinomicina
1L 2,5mL
(10 mg/mL)
King B Medium ISO (Laboratorios
. 379 . o Conteo
) Conda S.A., Madrid, Espafia) Rifampicina .
King B Agar ] 5mL bacteriano
Glicerol 109 (10 mg/mL)
) PstDC3000
H:20 destilada 1L
Proteosa peptona N°3 (Laboratorios y
. . 10g MgSO4 1M Preparacion
Conda S.A., Madrid, Espafia) . 5mL )
) ) Estéril inéeulo
King B liquido K2HPO4 15¢g . y
) ) o infeccion
Glicerol 159 Rifampicina
. 5mL PstDC3000
H20 destilada 1L (10 mg/mL)

Todos los medios fueron esterilizados en autoclave a 121 °C durante 20 minutos antes de

afiadirles los antibioticos y el MgSOa.
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3.3. Infeccién bacteriana

3.3.1. Preparacion del indculo bacteriano

La bacteria se cultivo durante 48 horas a 28 °C en placas Petri de 90 mm de diametro con
medio LB Agar. Se sembraron posteriormente cuatro colonias independientes, cada una en un
tubo Falcon de 50 mL con 3 mL de medio King B liquido. Se dejaron crecer las células 24
horas a 28 °C en agitacion. El contenido de cada tubo se dividio en tres tubos, cada uno con 1
mL del medio King B liquido con el cultivo bacteriano, y se llevo a un volumen final de 14
mL de King B liquido. Estos 12 tubos Falcon se cultivaron otras 24 horas a 28 °C. El contenido
bacteriano se unificé en los 4 tubos Falcon originales y se centrifugd durante 15 minutos a 4
°C y 4000 rpm. EI sobrenadante se descarto y se resuspendid el sedimento en 50 mL de MgCl2
10 mM estéril mediante agitacion manual suave. La absorbancia a 600 nm de la suspension se
fue midiendo con el espectrofotémetro y se ajustd a una densidad éptica (OD) de 0,2 con MgCl2
10 mM. Por ultimo, a este inoculo se le afiadio de detergente Silwet L-77 al 0,05 % como

agente tensioactivo.

3.3.2. Infeccion por pulverizacion

El in6culo bacteriano preparado se suministré en forma de pulverizado por el envés de las
hojas de roseta de las plantas de Arabidopsis thaliana de 6 semanas de crecimiento en
fotoperiodo corto (apartado 3.1.2). Como control negativo se utiliz6 una solucion de MgCl2 10
mM con Silwet L-77 al 0,05 %. Las plantas se cubrieron con papel film transparente y se
mantuvieron en fitotron en fotoperiodo de dia largo (16 horas de luz a 21 °C; 8 horas de
oscuridad a 19 °C) durante el tiempo deseado para cada experimento.

Para la infeccion combinada con a-terpineol, las plantas se pre-trataron durante 24 horas

con o-terpineol y posteriormente se infectaron durante 48 horas.

3.3.3. Conteo bacteriano

Al dia 'y dos dias después de la infeccion se recolectaron 5 réplicas biologicas de 3 discos
foliares de 1,1 cm de diametro de cada ecotipo y condicion. Cada réplica biologica se introdujo
en 300 uL de MgCl2 10 mM. Tras homogeneizar la muestra, se afiadio MgClz 10 mM hasta

alcanzar volumen de 1 mL. Se realizaron diluciones seriadas hasta 10~ y se sembraron 100 pL
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de las diluciones entre 102 y 10 (ambas incluidas) en medio King B Agar. Las placas se
cultivaron a 37 °C durante 48 horas. Pasado este tiempo, se procedid a realizar el conteo de
colonias de Pst DC3000 en aquella dilucion que tuviera entre 20-200 unidades formadoras de
colonias (UFC). Con un érea de 2,85 cm? por cada 3 discos foliares, se calculé la media y

desviacion estandar del logaritmo de UFC/cm?.

3.4. Andlisis de compuestos volatiles por GC-MS/MS

En un vial de 10 mL de espacio de cabeza se pesaron 150 mg de pulverizado de hoja de
Arabidopsis thaliana congelado. Se afiadié 1 mL de una solucién saturada de CaClzy 100 uL
de EDTA 750 mM, pH 7,5. Se agitdé suavemente y se incubo en bafio de ultrasonido durante 5
minutos. La extraccion de los compuestos volatiles se realizé mediante HS-SPME (Head Space
Solid-Phase Micro-Extraction) [25]. Los periodos de incubacién y extraccion fueron de 10 y
20 minutos respectivamente, ambos a una temperatura de 50 °C. La adsorcion de realiz6 con
fibras de DVB/PDMS de 65 um. La desorcion se realizd en el puerto de inyeccion del
cromatografo de gases durante 1 minuto a 250 °C sin fraccionamiento. La extraccion e

inyeccion de volatiles se realiz6 automaticamente con un autosampler CombiPAL [19].

La separacion por cromatografia de los compuestos volatiles se realizé en un cromatégrafo
de gases Agilent 6890N (Santa Clara, CA, EEUU.) equipado con una fused silica capillary
column (60 m de largo, diametro interno 0,25 mm, espesor pelicula 1 um). Las condiciones de
temperatura de la estufa fueron 40 °C durante 2 min, rampa de 5 °C/min hasta los 250 °C y
mantenimiento isotérmico de 250 °C durante 5 min. Como gas portador se usé helio a 1,2
mL/min a flujo constante. Para la deteccion se utilizd un espectrémetro de masas Agilent
5975B (Santa Clara, CA, EEUU), operando en modo El (energia de ionizacién, 70 eV; fuente
de temperatura 230 °C). La adquisicion de los datos se realiz6 en modo scan (rango m/z entre
25-250; 6 scans/s). Los cromatogramas Y el espectro de masas se almacenaron y procesaron
con el software Enhanced ChemStation (Agilent).

La identificacion de los compuestos volatiles se realizd6 comparando tanto el espectro de
masas como el tiempo de retencion con los de los estdndares puros, obtenidos de Sigma-
Aldrich (Madrid, Espafia). La identificacion se confirm6 comparando sus espectros de masas
con los de la libreria de espectros de masas NIST 05 (National Institute of Standards and

Technology). Los compuestos identificados se cuantificaron por el &rea del ion mas
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representativo y unico (que no estuviera en compuestos con tiempos de retenciones similares)
(Anexo 1).

Para comparar dos 0 mas grupos de compuestos se llevd a cabo una prueba t de Student
utilizando el paquete estadistico de Excel, considerando un p-value < 0,05 estadisticamente

significativo.

3.5. Extraccion de RNA y preparacion de cDNA

La parte aérea de las plantas crecidas en tierra se recogio en nitrogeno liquido y se pulverizd
manualmente con mortero. Se utilizaron 100 mg de este pulverizado congelado para realizar la
extraccion de RNA siguiendo el protocolo del kit comercial NucleoSpin® RNA Plant
(MACHEREY-NAGEL GmbH & Co., Diren, Alemania). La concentracion de RNA obtenida
se midio empleando un espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA,
EEUU). Se tomo el volumen necesario de este RNA para tener 1 pg del mismo y asi realizar
la retrotranscripcion a cDNA utilizando kit comercial PrimeScript™ RT Reagent Kit (Perfect
Real Time) (Takara Bio Inc., Shiga, Japdn). Se midié la concentracion de cDNA de cada

muestra y se llevd a un volumen adecuado para una concentracion de 140 ng/uL de cDNA.

3.6. Amplificacion por gRT-PCR

Las amplificaciones se realizaron mediante la reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo
real cuantitativa (QRT-PCR). Para ello se combinaron 0,5 pLL de cDNA a concentracion de 140
ng/uL, 6,3 uL de agua Mili-Q, 0,6 uL de cada cebador (con la secuencia directa y reversa del
gen) a5 uM y 2 uL del reactivo SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Waltham,
MA, EEUU). El volumen final de reaccion (10 uL) se aplico a un pocillo de placas de 96
pocillos MicroAmpFast 96-Well ReactionPlate (Applied Biosystems, Waltham, MA, EEUU).
Las placas se sellaron cuidadosamente sin dejar burbujas de aire.

La amplificacién se monitorizo a tiempo real usando el sistema de PCR en tiempo real 1500
Fast (Life Technologies, Waltham, MA, EEUU). Como control positivo del experimento, se
utilizé en todos los casos el gen Actina 8 (Tabla 4). Se realizaron 3 repeticiones técnicas de
cada réplica biologica de cODNA 'y las secuencias de los oligonucleétidos empleados se recogen

en la siguiente tabla:
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Tabla 4. Cebadores utilizados en las q-RT-PCRs. Los cebadores terminados con la letra

“F” contienen la secuencia directa del gen, con la letra “R” contienen la secuencia reversa

del gen.
Cddigo Tm
Cebador Secuencia (5°-3”)

AGI (°C)

PR1_gPCR_F AGCTCTTGTAGGTGCTCTTGTTCTT 64
AT2G14610

PR1_gPCR_R TGCCTGGTTGTGAACCCTTAG 61

LEA14_qPCR_F AGATTGGAAAGGGGAAGATACC 58
AT1G01470

LEA14_gPCR_R GATTTGGAGCTCGTAGTCAATG 58

LOX1_gPCR_F CAAATTTGGAGCAGTGAGTGAA 58
AT1G55020

LOX1_gPCR_R AGTCATTTACACCGACAAAAGC 58

LOX2_gPCR_F GATTACGGTAGAAGACTACGCA 58
AT3G45140

LOX2_gPCR_R CACATGTAAACGTTATCGACCC 58

MYB44_qPCR_F AGAAACTGGACAGTGATTAGCA 58
AT5G67300

MYB44_qgPCR_R CCATTTATTACCGAACTGAGCG 58

MYB60_qPCR_F TGCGCTGCAAACTTCTTCGACA 62
AT1G08810

MYB60_qPCR_R TCCAACCCTCAAGAAGGCGGGA 66

HPL1_gPCR_F CGAAGCTCAAAAGTATGGCTAC 58
AT4G15440

HPL1_gPCR_R ATTGTTTTCCAACCGTTCTCAG 58

AT5G48540_qPCR_F  CACGAGAGACTTAAGCGAATTG 58
AT5G48540

AT5G48540_gPCR_R  AATTCTACCAACACTAGGACCG 58

ACT8_gPCR_F AGTGGTCGTACAACCGGTATT 56
AT1G49240

ACT8_gPCR_R GAGGATAGCATGTGGAAGTGA 54

Los cebadores se disefiaron con el programa gPrimerDB

(https://biodb.swu.edu.cn/gprimerdb/) y se comprobaron manualmente.

Para el disefio de todos los cebadores de este trabajo se establecieron como requisitos las
siguientes condiciones recomendadas por los manuales: (1) tener una longitud de entre 15y 30
pb; (2) tener un porcentaje de contenido de guaninas y citosinas de entre 40 y 60 %; (3) evitar
la auto-hibridacidn, la hibridacion con la pareja del cebador, la formacion de estructuras
secundarias internas y la dimerizacion (para ello, los extremos 3 de los cebadores no debian
ser complementarios); (4) evitar 3 G o C seguidas cerca del extremo 3’ (para evitar
hibridaciones inespecificas de cebadores); (5) tener la misma temperatura de fusion (Tm) los

dos cebadores correspondientes a la misma pareja (y al ser posible, todos los cebadores).
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3.7. Pérdida de peso

Las plantas de Arabidopsis thaliana cultivadas in vitro se trataron con HB y a-terpineol y
se dejaron crecer durante 24 horas en las condiciones de cultivo in vitro. Cada placa contenia
entre 30-50 plantas. Las partes areas y radiculares se pasaron a una tapa de placa Petri de 90
mm de diametro previamente tarada y se anotd el peso cada minuto durante 90 minutos a
temperatura ambiente. A las 24 horas de estas medidas, se volvio a pesar la placa con las plantas
para estimar su peso seco.

Lo mismo se hizo para las plantas de tomate, con la diferencia de que cada placa contenia
entre 15-25 plantas, se estuvo midiendo la pérdida de peso durante 3 horas, y la estimacién del

peso seco se realizo a las 48 horas.
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4. Resultados y discusion

4.1. Analisis de compuestos volatiles

Para el realizar el analisis de los compuestos volatiles emitidos por Arabidopsis thaliana

en respuesta a infeccion bacteriana, se inocularon plantas de los ecotipos Col-0 y Ler con Pst

DC3000. Como comprobacion previa del éxito de la infeccidn se realiz6 un conteo de UFC

(unidades formadoras de colonias) de Pst DC3000 en todas las muestras infectadas, a 1y 2

dias tras la infeccidn (resultados no mostrados).

Con el andlisis de compuestos volatiles mediante GC-MS/MS se identificaron diversos

compuestos diferenciales dependiendo de si ha habido o no infeccion, y del ecotipo en cuestion.

Se realizan andlisis mediante minimos cuadrados parciales (Partial Least Squares, PLS) y

se obtienen los Scores plots (Figura 5).
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Figura 5. Score plots del analisis de compuestos volatiles por GC-MS/MS. Los colores azul
y verde oscuros identifican las muestras Col-0 y Ler no infectadas, respectivamente; los
colores azul y verde claros identifican las muestras Col-0 y Ler infectadas, respectivamente.
t[1] y t[2] corresponden a las componentes 1y 2, respectivamente. (a) Col-0 y Ler infectadas
y no infectadas; (b) Col-0 infectada y no infectada; (c) Ler infectada y no infectada; (d) Col-0
y Ler infectadas.
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Tras un primer analisis, se obtiene un Score plot en el que la componente 1 separa las
observaciones en funcion del ecotipo mientras la componente 2 los separa en funcién de la
infeccion; explicando el 27 % y el 10 % de la varianza, respectivamente (Figura 5a). Para
obtener unas mejores diferencias entre los cuatro grupos, se realizaron Score plots
independientes, dos de ellos para cada ecotipo y un tercero solo con las muestras infectadas.
En los tres casos es la componente 1 la que diferencia las muestras, explicando un 20 % de la
varianza para Col-0 infectada y no infectada (Figura 5b), un 27 % para Ler infectada y no

infectada (Figura 5c¢), y un 74 % para Col-0 y Ler infectadas (Figura 5d).

Los Loadings plots de cada Score plot representan la distribucion de las variables (iones)
identificados en el anélisis de GC-MS/MS (Figura 6).
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Figura 6. Loading plots del analisis de compuestos volatiles por GC-MS/MS. En color
estan marcados los iones utilizados para la identificacion de los compuestos volatiles: azul y
verde oscuros identifican las muestras Col-0 y Ler no infectadas, respectivamente; azul y
verde claros identifican las muestras Col-0 y Ler infectadas, respectivamente. w*c[1] y
w*c[2] corresponden a las componentes 1y 2, respectivamente. (a) Col-0 infectada y no
infectada; (b) Ler infectada y no infectada; (c) Col y Ler infectadas.
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En los andlisis del volatiloma emitido por Col-0 y Ler infectadas contra no infectadas
(Figura 6a y b, respectivamente), la parte positiva de la componente 1 muestra los iones
correspondientes a las muestras infectadas. En el caso de Col-0 infectada contra Ler infectada
(Figura 6c), la parte positiva de la componente 1 contiene los iones que corresponden a Col-0
infectada y la negativa los que corresponden a Ler infectada. Como primer filtro se seleccionan
los iones que se encuentran por encima de 0,01 en la componente positiva (coloreados en las
figuras) en los dos primeros casos; en el Ultimo caso, se seleccionan los iones que se encuentran
por encima de 0,1 y por debajo de -0,01 en la componente 1. Como segundo filtro, en todos los
casos, se seleccionan aquellos que, ademas, tienen un p-value menor de 0,05. Asi se identifican
algunos compuestos que estan mas representados en una condicion que en otra, o Gnicamente
representados en una de las dos condiciones.

Ademas de esos volatiles identificados, se realizd una busqueda dirigida en todas las
muestras de dos volatiles de interés para este trabajo (ya que los iones que podrian pertenecer
a ellos no superaron los filtros estadisticos). Estos volatiles fueron el HB y el a-terpineol. En
las muestras en las que estaban presentes, se cuantificaron como el resto de los volatiles
encontrados. Mientras que el HB se identifico en algunas muestras (su importancia se comenta
mas adelante en este apartado), el a-terpineol no se encontrd en ninguna de las muestras, por
lo que las plantas de A. thaliana parece que no producen a-terpineol, ni de forma constitutiva

ni tras la infeccion con Pst DC3000.

Al analizar con mas detalle los iones diferenciales encontrados entre cada comparacion,
pudimos relacionar estos iones con los compuestos que mejor explican las diferencias:

En el caso del ecotipo Col-0 (Figura 7a), encontramos el tiofeno, el cual se encuentra a
gran concentracién en la condicion infectada pero no en la control. Este compuesto se describe
en la bibliografia como insecticida, nematicida, antifingico, germicida y citotoxico [26]. El
butanonitrilo esta presente 1,8 veces mas en las plantas Col infectadas que en las no infectadas.
El a-metilestireno se encuentra 1,9 veces mas en las infectadas que en las no infectadas. Este
compuesto se ha visto que se emite mas en plantas al ser infectadas con Pseudomonas syringae
pv. japonica [27]. El ciclotrisiloxano se encuentra 5,3 veces mas representado, y se ha
identificado como un compuesto con actividad antioxidante [28]. La ciclohexanona, por su
parte, se encuentra casi 3 veces méas representada en las plantas infectadas que en las no
infectadas.

En el caso del ecotipo Ler (Figura 7b), volvimos a encontrar también méas representados

en las infectadas que en las no infectadas los volatiles butanonitrilo, o-metilestireno y
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ciclohexanona (3,5, 1,4, y 3 veces, respectivamente). Como compuestos exclusivos de Ler,
encontramos el difenil éter, presente 4 veces mas en las infectadas que en las no infectadas.
Este compuesto se utiliza como herbicida ya que inhibe un enzima implicado en la biosintesis
de clorofila [29]. Por otra parte, el HA también se encuentra casi 3 veces mas representado en
las infectadas que en las no infectadas. EI HB buscado de manera dirigida esta 1,2 veces mas

representado en las infectadas que en las no infectadas, pero sin significancia estadistica.
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Figura 7. Cuantificaciones de los compuestos volatiles identificados en GC-MS/MS.
Encima de cada barra se indican las cuantificaciones de cada compuesto en cada
condicion. Encima de cada par de barras por compuesto se indica cuantas veces mas esta
presente cada compuesto en la condicion x frente a la'y (x/y). Aquellos compuestos con
infinito estaban presentes en la condicion x pero no lo en la'y. Solo se presentan aquellos
compuestos en los que se encontré diferencias significativas en sus cuantificaciones entre

los ecotipos y las condiciones.

Finalmente se realizd la comparacion entre ambos ecotipos, Col-0 y Ler, infectados
(Figura 7c, d). Las plantas Ler infectadas (Figura 7d), acumulan difenil éter, HA y 3-hexenal,

mientras que en Col-0 no estan presentes. El tiofeno y 2-hexenal se encontraban 14,4y 12,1
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veces mas representados en Ler infectada respecto a Col-0 infectada. El primero se ha visto

que promueve la susceptibilidad a Pst activando las rutas del acido jasmonico en Arabidopsis

[30], y el tratamiento de ambos compuestos en fresa ha disminuido la infeccion con Botrytis

cinerea [31]. Por otra parte, las plantas Col-0 infectadas (Figura 7c¢) acumulan hexanonitrilo,

erucina y pentanonitrilo (también nombrado nitrilo-erucina), mientras que en Ler no estan

presentes. El butanonitrilo y ciclotrisiloxano se encontraban respectivamente 6,4 y 3,8 veces

en mayor cantidad en Col-0 infectada que en Ler infectada. El hexanonitrilo se ha visto que

tiene actividad antimicrobiana [32], asi como el pentanonitrilo [33].

4.2. Expresion de genes en respuesta a la infeccion

4.2.1. Infeccién de A. thaliana con Pst DC3000

Para intentar descubrir si la infeccion con Pst DC3000 podia alterar a nivel transcriptémico

las posibles respuestas mediadas por HB, decidimos estudiar una serie de genes mediante gRT-

PCR, en las plantas de A. thaliana ecotipos Col-0 y Ler infectadas y no infectadas, con muestras

recogidas a uno y dos dias tras la infeccion. Los genes que elegimos fueron:

PR1 [34], como marcador molecular que aumenta en respuesta a la infeccion;

MYB44 [13], MYB60 [35] y LOX1 [36] como genes que intervienen en el cierre
estomatico, un proceso basico en la defensa frente a Pseudomonas syringae que
sospechamos puede estar mediado por HB. MYB44 y LOX1 se inducen con el cierre
estomatico; mientras que MYBG60 se reprime.

Ademas LOX1 [37] y LOX2 [38], junto con HPL1 [39], como genes de la biosintesis
de HB, para estimar si la infeccion provoca alguna respuesta que conlleve la sintesis
de HB. HPL1 no aparece en los resultados de las gRT-PCRs porque no se expresaba
lo suficiente en las hojas de las muestras como para poder detectarlo.

LEA14 [40] y AT5G48540 [41] como genes de respuesta de HB. Estos se han
caracterizado como genes de respuesta en estudios de RNAseq realizados en el
laboratorio (no publicados) en plantas de tomate tratadas con HB. LEA14 se encuentra

reprimido en plantas tratadas con HB, mientras que AT5G48540 se encuentra inducido.

Del mismo modo, decidimos analizar si durante la infeccion con Pseudomonas syringae

también estaba alterada la sintesis y respuesta al a-terpineol. TPS23/27 [23] seria un buen gen

marcador de biosintesis de o-terpineol, de la ruta de la sesquiterpeno sintasa. Realizando
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busqueda bioinformatica con la herramienta Arabidopsis eFP Browser de The Bio-analitic

Resource for Plant Biology (BAR, http://bar.utoronto.ca/), se comprobd que este gen no se
expresa lo suficiente en hojas de A. thaliana tras diferentes estreses (incluidos biéticos) como
para ser detectado por gRT-PCR, de modo que no se utilizo para realizar los analisis. No se
encontré ningun otro gen que pudiera estar implicado en la ruta de biosintesis del a-terpineol
en Arabidopsis que se expresara en cantidad suficiente en las hojas, igual que tampoco se

encontraron genes de respuesta al a-terpineol en la bibliografia.

En el ecotipo Col-0 (Figura 8), los cambios transcriptdmicos en general se comportan tal
y como era esperado, PR1 se induce en respuesta a la infeccion; el cierre estomatico también
parece inducido por la infeccion, pues los niveles de MYB44, MYB60, LOX1 y LOX2 se
comportan segun lo previsto, aunque hay que esperar al segundo dia para ver como se reprime
MYB60. Respecto a la sintesis de HB, tanto LOX1 como LOX2 se ven inducidos, lo que puede
apuntar en la misma direccion observada que los incrementos de HB del apartado anterior. En
los genes de respuesta de HB si se observo una induccién en AT5G48540, pero no para el caso
de LEA14.
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Figura 8. Expresion relativa de genes marcadores de patogénesis y de respuesta a HB en

Col-0. Se representa la relacién de cada condicion respecto a su control.

Para el caso del ecotipo Ler (Figura 9), los cambios transcripcionales siguieron las mismas
tendencias que en Col-0, siendo de nuevo LEA14 el unico gen que no respondidé segln lo

previsto.
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Figura 9. Expresion relativa de genes marcadores de patogénesis y de respuesta a HB en

Ler. Se representa la relacion de cada condicién respecto a su control.

4.3. Pérdida de peso

Para comprobar los efectos de la aplicacion de los compuestos volatiles HB y a-terpineol,
sobre el cierre estomatico en A. thaliana, se puso a punto un abordaje experimental en el cual

monitorizamos la pérdida de peso de plantulas de Arabidopsis (ver Materiales y Métodos).

4.3.1. Tomate como control positivo de cierre estomatico con tratamiento de

volatiles: HB y a-terpineol

Como los efectos de HB [20, 21] y a-terpineol (datos del laboratorio no publicados) de
induccion del cierre estomatico se habian demostrado en hojas de tomate en trabajos previos
de nuestro laboratorio mediante el conteo y fotografiado de estomas en hojas de tomate, se
decidi6 usar el sistema de plantulas de tomate como un control experimental previo, para
comprobar si este cierre estomatico reducia la pérdida de peso.

Para ello se monitorizé la disminucién de peso en plantulas de tomate sin tratar, tratadas
con HB y tratadas con a-terpineol. Como se observa en la Figura 10, tanto las plantas tratadas
con HB como las tratadas con a-terpineol mantienen mucho mas peso que el control sin tratar
y, por tanto, pierden menos peso por evapotranspiracion. Estos resultados validan el disefio
experimental para la comprobacién de la eficiencia en el cierre estomatico de los compuestos

analizados.
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Figura 14. Pérdida de peso en plantulas de tomate. Se representa el porcentaje del peso de las
plantas en cada momento, siendo el 100 % del peso las plantas a tiempo 0, y el 0 % el peso seco
de las plantas (peso de la planta sin agua, 48 h después de sacarlas del cultivo in vitro y dejarlas

secando a temperatura ambiente). En azul se representa el tratamiento control (mock), en verde el
tratamiento con HB y en rojo con o-terpineol, 24 h antes de las tomas de los pesos. Entre
paréntesis se indica el porcentaje de peso que se ha mantenido de cada planta tras los 180 minutos
de medicion.

4.3.2. A. thaliana tratada con volatiles (HB y a-terpineol)

Se utilizé el mismo sistema experimental para estudiar la eficiencia de pérdida de peso
fresco de ambos compuestos en A. thaliana. En los tratamientos con HB de plantulas de A.
thaliana, ecotipos Col-0 y Ler (Figura 11a y b, respectivamente), no se observé una menor
pérdida de peso que en los controles. Aunque no se presenten todas las repeticiones realizadas,
este experimento se realiz6 en numerosas ocasiones (n=7) y a diferentes horas del dia. Entre
todas ellas, la pérdida de peso en el tratamiento con HB con respecto al control fue muy errética,

y por tanto no se puede concluir que el HB induzca el cierre de los estomas y las plantas pierdan
menos agua.
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Figura 19. Pérdida de peso tras tratamiento con HB. (a) Ecotipo Col-0. (b) Ecotipo Ler. Se
representa el porcentaje del peso de las plantas en cada momento, siendo el 100 % del peso las
plantas a tiempo 0, y el 0 % el peso seco de las plantas (peso de la planta sin agua, 24 h después
de sacarlas del cultivo in vitro y dejarlas secando a temperatura ambiente). En azul se representa
el tratamiento control (mock) y en verde el tratamiento con HB 24 h antes de las tomas de los
pesos. Entre paréntesis se indica el porcentaje de peso que se ha mantenido de cada planta tras los
90 minutos de medicion.

En el tratamiento con a-terpineol de A. thaliana, tanto ecotipos Col-0 como Ler (Figura
12a y b, respectivamente), si que se pudo observar que la pérdida peso era menor en las
plantulas tratadas, por lo que si mantienen més peso que en el caso del control y se supone que
cierran sus estomas y asi pierden menos agua. Este experimento también se realizo6 multiples

veces (n=3) con resultados similares.
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Figura 25. Pérdida de peso tras tratamiento con a-terpineol. (a) Ecotipo Col-0. (b) Ecotipo Ler. Se
representa el porcentaje del peso de las plantas en cada momento, siendo el 100 % del peso las
plantas a tiempo 0, y el 0 % el peso seco de las plantas (peso de la planta sin agua, 24 h después de
sacarlas del cultivo in vitro y dejarlas secando a temperatura ambiente). En azul se representa el
tratamiento control (mock) y en rojo el tratamiento con a-terpineol 24 h antes de las tomas de los
pesos. Entre paréntesis se indica el porcentaje de peso gque se ha mantenido de cada planta tras los
90 minutos de medicién.

Por tanto, la puesta a punto de un disefio experimental nos ha permitido estudiar la
eficiencia la pérdida de peso fresco en A. thaliana, indicando que unicamente el a-terpineol es

eficaz.
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4.4, Efecto del HB y el a-terpineol sobre dianas moleculares del cierre estomatico en

Arabidopsis thaliana

Para complementar el estudio del cierre estomatico con los tratamientos con volatiles desde
una perspectiva molecular, se realizaron analisis de expresion génica mediante qRT-PCR
utilizando los marcadores de cierre estomatico descritos anteriormente en este trabajo. Para las

plantas tratadas con HB se estudiaron, ademas, los marcadores de sintesis y respuesta al HB.

En el tratamiento de las plantas de Arabidopsis thaliana con HB (Figura 13), en cuanto a
los marcadores de cierre estomatico, MYBG60 se reprime, tal y como se esperaba, al contrario
que MYB44 que deberia aumentar su expresion, pero también se reprime; por su parte, el gen
LOX2 de sintesis de HB en Col-0 si que se encuentra ligeramente inducido, pero no en Ler; y
respecto a los de respuesta a HB, LEA14 se comporta como era esperable en Ler pero no en
Col-0, mientras que AT5G48540 se expresa como era de esperar en Col-0 pero no en Ler. No
podemos, por tanto, confirmar ni desmentir que ni el cierre estomatico, ni la induccién del HB,

ni la respuesta al mismo se dé a través de estas dianas moleculares al tratar con HB.
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Figura 26. Expresion relativa de genes en Col-0 y Ler tratadas con HB. Se representa la
relacion de cada condicion respecto a su control sin tratar.

Por su parte, al tratar con a-terpineol y estudiar la expresion de los genes relacionados con
el cierre estomatico se observa que, en ambos ecotipos, solamente MYB60 se expresa conforme
a lo esperado; MYB44 y LOX1 se comportan al revés (Figura 14). Tampoco se puede, por
tanto, confirmar ni desmentir que al tratar con a-terpineol el cierre estomatico se dé a traves de

estas dianas moleculares.
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Figura 27. Expresion relativa de genes en Col-0 y Ler tratadas con a-terpineol. Se
representa la relacion de cada condicidn respecto a su control sin tratar.

No obstante, basandose en los buenos resultados del cierre estomatico tras el tratamiento
con a-terpineol en plantulas de A. thaliana, se realizaron tratamientos con a-terpineol y
posterior infeccion con Pst DC3000. Lo que se pretendia en este caso era estudiar si la infeccién
disminuia cuando las plantas habian sido previamente tratadas con a-terpineol, y si los
mecanismos de defensa a la infeccion deberian verse aumentados.

Como en las gqRT-PCRs previas de las infecciones las mayores diferencias de expresion se
observaron a los dos dias tras la infeccién (Figura 8 y Figura 9), para este estudio se han

realizado gRT-PCRs de muestras recogidas Unicamente a ese tiempo.

Se analizan Unicamente los genes marcadores de cierre estomatico, ya que los de biosintesis
y respuesta a a-terpineol, como ya se ha comentado anteriormente (apartado 4.2.1), no se
pueden analizar por gRT-PCR. Se vuelve a encontrar la situacién en la que solamente la
expresion de MYB60 se comporta como se esperaria, reprimiéndose en ambos ecotipos (Figura
15) mientras que LOX1 y MYB44 no se inducen, cuando lo esperado es que lo hicieran. Se
sigue sin poder concluir si se produce cierre estomatico, pero, al menos, se puede deducir que

seguramente no lo realice por estas vias.
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Figura 28. Expresion relativa de genes en Col-0 y Ler tratadas con a-terpineol e
infectadas. Se representa la relacion de cada condicién respecto a su control infectado sin
tratar.

Por otra parte, se realizé un conteo de unidades formadoras de colonias de Pst DC3000 en
las plantas infectadas y en las tratadas con a-terpineol e infectadas posteriormente (Figura 16).
Mientras que en el ecotipo Ler no se observa una resistencia a la infeccion conferida por el
tratamiento con a-terpineol, las plantas de A. thaliana ecotipo Col-0 tratadas con a-terpineol
mostraron una clara reduccion en el nimero de UFC, indicando que el a-terpineol les confiere
de alguna forma resistencia a la infeccion. Estos resultados correlacionan con la mayor
eficiencia en el cierre estomatico observado en el ecotipo Col-0 (Figura 12), y aunque no se
haya encontrado a-terpineol en A. thaliana en nuestros andlisis de volatiles (apartado 4.1), si
desencadena una respuesta en la planta frente a la infeccion con Pst DC3000 y podria postularse

como un hipotético tratamiento preventivo ante la misma.

Log UFC
w

Col-0 Infectada Col-0 Infectada Ler Infectada Lerinfectada
a-terpineol a-terpineol

Figura 29. Conteo UFC de infeccion combinada con a-terpineol.
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5. Conclusiones

Las conclusiones de este Trabajo de Fin de Master son:

La infeccion de A. thaliana con Pst DC3000 genera una respuesta diferencial entre los
ecotipos Col-0y Ler en la produccion de compuestos volatiles. Ademas, esta respuesta
es muy diferente a la que se produce en tomate, donde se induce la emisién de elevados
niveles de butanoato de (Z)-3-hexenilo (HB) y a-terpineol.

A diferencia de lo que ocurre en tomate, la aplicacion de HB en A. thaliana no parece
producir el cierre estomatico ni conferir ningln tipo de mejora en la respuesta a
infeccion con Pst DC3000.

No se ha encontrado a-terpineol en las plantas de Arabidopsis. Sin embargo, su
aplicacion parece inducir el cierre estomatico, y mejora la respuesta a infeccion con

Pst DC3000, mediante mecanismos moleculares pendientes de elucidar.
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7. Anexos

Anexo 1. Tabla de cuantificaciones de los compuestos volatiles identificados por GC-
MS/MS. Se indican, de izquierda a derecha, el compuesto, el tiempo de retencion (R.T)
al que aparecio el compuesto, el ion del compuesto que se utilizé para cuantificarlo, la

media de las cuantificaciones de cada condicion y su desviacion estandar (SD).

Media de las cuantificaciones SD
Compuesto R.T. on Col Col Ler Ler Col Col Ler Ler
Cuantificado
Infectada | Mock | Infectada | Mock || Infectada | Mock | Infectada | Mock
Tiofeno 18.746 97 199 0 2875 3014 68,3 0,0 1148,8 | 1106,6
2-Hexenal 17.968 41 1605 1463 18046 | 15651 346,5| 2453 3374,2 | 3196,5
3-Hexenal 15.713 41 0 0| 137142 |128618 0,0 0,0 23362,1 |15471,8
Hexanonitrilo [ 21.436 41 986 1161 0 0 346,1| 414,4 0,0 0,0
Erucina 37.614 115 1859 1410 0 0 908,2 | 114,2 0,0 0,0
Pentanonitrilo || 30.576 61 126849 | 104413 0 0f 25683,8 | 1534,6 0,0 0,0
Difenil éter 36.967 170 0 0 310 78 0,0 0,0 13,7 43,5
Butanonitrilo [ 26.634 61 649 359 101 29 91,5 46,8 54,4 14,6
a-metilestireno || 23.160 118 1794 934 2272 1632 346,8 | 151,3 580,3 355,5
Ciclotrisiloxano || 21.508 207 3369 637 883 1101 762,6 | 126,6 367,6 596,6
Ciclohexanona | 19.947 55 413 140 377 126 51,7 8,4 27,9 5,4
HA 23.348 43 0 0 901 310 0,0 0,0 519,6 163,7
HB 29.635 82 153 171 170 140 76,3 | 106,0 55,6 65,5
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