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Estudio del papel de THT y TWI1 en la alteracion del volatiioma de plantas de
tomate en respuesta al dafio mecanico por herida

ABSTRACT

In response to stress situations, such as injury, plants trigger the release of a series of
Volatile Organic Compounds (VOCs), which play a fundamental role in their own defense
and that of neighboring plants. It has been described that THT and TWI1 genes, involved
in the metabolism of hydroxynamic acid amides (HCAAs) and flavonoids, respectively
are induced in stress situations such as wounding, although their specific role has not
yet been studied in detail.

The last stage of HCAA biosynthesis is catalyzed by the enzyme tyramine
hydroxycinnamoyl transferase (THT) (Zacarés et al., 2007). On the other hand, most
flavonoids tend to accumulate in the form of glycoconjugates, by the action of
glycosyltransferases. Glycosyltransferase TWI1 shows in vitro activity against the
flavonoids quercetin and kaempferol. Both THT and TWI1 are involved in plant defensive
mechanisms against pathogens, as tomato plants overexpressing THT (35S: THT) are
more resistant to the bacterium Pseudomonas syringae (Campos et al., 2014), whereas
tomato plants silencing TWI1 (RNAi_Twi1) are more susceptible to tomato spotted wilt
virus (Campos et al., 2019).

To study the possible role of TWI1 and THT in interplant communication upon induction
of mechanical wound damage, a metabolomic study was carried out to identify the VOCs
differentially emitted by RNAi_Twi1 and 35S: THT transgenic tomato plants. The results
obtained suggest that TWI1 transgenic plants partially suppress the wound response by
altering VOC emission, suggesting that glycosylation of secondary metabolites is a key
step in the wound response. On the other hand, THT plants in addition to emitting
volatiles commonly described in response to wounding (aldehydes and C5 and C6
alcohols), also presented a higher concentration of long-chain aldehyde compounds (C7-
C10) such) as) 2-heptenal, E-E-2,4-heptadienal, 2H-Pyran-2.6(3H)-dione ; 2-Pentyl-
furan; E-2-Octenal, E-2-Decenal.

In addition, overexpression of THT leads to increased callose accumulation in the
wounded area. This accumulation is related to the higher concentration of
hydroxycinnamoyl-CoA thioesters (HCAAs) in 35S: THT plants, key components in cell
wall reinforcement.



RESUMEN

En respuesta a situaciones de estrés, como una herida, las plantas desencadenan la
liberacion de una serie de Compuestos Organicos Volatiles (VOCs), que desempefian
un papel fundamental en su propia defensa y en la de las plantas vecinas. Se ha descrito
que los genes THT y TWI1, implicados en el metabolismo de las amidas de los acidos
hidroxindmicos (HCAAS) y los flavonoides, respectivamente se inducen en situaciones
de estrés como una herida, aunque su papel especifico ain no se ha estudiado
detalladamente.

La dltima etapa de la biosintesis de las HCAAs esta catalizada por la enzima tiramina
hidroxicinamoil transferasa (THT) (Zacarés et al., 2007). Por otra parte, la mayoria de
los flavonoides suelen acumularse en forma de glicoconjugados, por accién de las
glicosiltransferasas. En particular, la glicosiltransferasa TWI1 muestra actividad in vitro
frente a los flavonoides quercetina y kaempferol. Tanto THT como TWI1 estan
implicados en los mecanismos defensivos de las plantas frente a patégenos, ya que las
plantas de tomate que sobre expresan THT (35S: THT) son mas resistentes a la bacteria
Pseudomonas syringae (Campos et al., 2014), mientras que las plantas de tomate que
silencian TWI1 (RNAi_Twil) son mas susceptibles al virus del marchitamiento
manchado del tomate (Campos et al., 2019).

Con el fin de estudiar el posible papel de TWI1y THT en la comunicacion inter-planta al
inducir un dafio mecanico por herida, se llev6 a cabo un estudio metabol6émico para
identificar los VOCs emitidos diferencialmente por las plantas de tomate transgénicas
RNAI_Twily 35S: THT. Los resultados obtenidos, sugieren que las plantas transgénicas
TWI1 suprimen parcialmente la respuesta a herida alterando la emisién de VOCs,
sugiriendo que la glicosilacién de los metabolitos secundarios parece ser un paso clave
en la respuesta a la herida. Por otro lado, las plantas THT ademas de emitir volatiles
comunmente descritos en respuesta a una herida (aldehidos y alcoholes C5 y C6),
también presentaron una mayor concentracion de compuestos aldehidos de cadena
larga (C7-C10) como el 2-heptenal, E-E-2,4-heptadienal, 2H-Piran-2.6(3H)-diona 2-
Pentil-furano; E-2-Octenal, E-2-Decenal.

Ademas, la sobreexpresion de THT conduce a una mayor acumulacion de callosa en la
zona herida. Esta acumulacion esta relacionada con la mayor concentracién de
hidroxicinamoil-CoA tioésteres (HCAAS) en las plantas 35S: THT, componentes clave
en el refuerzo de la pared celular.
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1 INTRODUCION

1.1 Cultivo de Tomate

Segun datos de 2022 de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura
(FAQ), la produccion mundial de tomate alcanzé los 186 millones de toneladas en una
superficie de siembra de 4 millones de hectareas. China es la regién lider en la
produccién de tomates, con una produccion de 68241,81 millones de kilos, seguido por
India, Turquia y Estados Unidos. A nivel europeo, Espafia destaca como el principal
productor, ocupando el décimo lugar a nivel mundial con una produccion total de
3651,94 millones de kilos de tomate (FAOSTAT, 2022).

Origen, Taxonomia y descripcion botanica.

El tomate, cuyo nombre cientifico es Solanum lycopersicum L., es una planta
diploide (2n=2x=24) y pertenece a la familia de las Solanaceas. En esta familia se
encuentran otras especies cultivadas como la patata, el pimiento o la berenjena (Peralta
et al., 2000).

Esta especie tiene como centro de origen la region andina de América del Suir,
extendiéndose desde el centro de Ecuador, pasando por Peru, hasta el norte de Chile y
las Islas Galapagos (Peralta et al., 2000). El tomate es un cultivo transdomesticado, lo
que significa que ha sido domesticado en un lugar diferente a su area de origen. Todo
parece indicar que esta domesticacion ocurrié en México a través del intercambio de
semillas entre los nativos de la region (Esquinas-Alcazar & Nuez, 1995).

Es una planta anual de tipo arbustivo; morfolégicamente, puede ser de tipo rastrero,
semi erecta o erecta. Segun su habito de crecimiento, puede ser de tipo indeterminado,
manteniendo la dominancia de una yema vegetativa en el apice de las ramas, o
determinado, donde eventualmente se desarrolla una inflorescencia terminal en el apice
de las ramas (J. Fornaris, 2007). Su sistema radicular estd formado por una raiz
pivotante central que puede alcanzar una profundidad de 60 cm, junto con numerosas
raices laterales y secundarias. Las hojas son compuestas y se insertan alternadamente
en los nudos, con un limbo que puede tener de siete a once foliolos. La flor es perfecta,
regular e hipdgina, con 5 o mas sépalos y un numero igual de pétalos. Los frutos son
bayas carnosas que varian en forma, diametro y color. En su etapa inmadura, los frutos
son verdes y peludos y al madurar, suelen ser rojos, escarlata, amarillos o anaranjados
(J. Fornaris, 2007; Fonseca Vasco & Sans, 2015; Saavedra et al., 2019; Ouattara &
Konate, 2024).

El tomate es uno de los principales modelos en la investigacion vegetal debido a su
importancia econdmica, asi como sus caracteristicas biologicas relacionadas con la
fisiologia de la planta y su genética. Algunas de las caracteristicas biologicas del tomate
que contribuyen a su importancia en el ambito cientifico incluyen su naturaleza
autdégama, su ciclo de vida breve, su capacidad para adaptarse a diversos suelos y
condiciones ambientales, su insensibilidad al fotoperiodo que le permite florecer y
producir semillas en ciclos tanto largos como cortos de luz, y su facilidad para la
polinizacion controlada y la generacion de hibridos (Samuel et al., 2021).



1.2 Mecanismos de defensa de las plantas

Las plantas, siendo el grupo autotréfico mas grande e importante en la Tierra, sirven
como fuente de nutricion para todos los organismos heterotréficos, como animales,
insectos y microbios. Sin embargo, se enfrentan a numerosos patégenos que pueden
dafarlas. Para protegerse, las plantas han desarrollado complejos mecanismos de
defensa (Mahawer et al., 2022).

Las defensas activas de las plantas se organizan en dos principales sistemas
inmunitarios. El primer nivel de reconocimiento, conocido como inmunidad activada por
patdgenos (PTI) consiste en receptores de reconocimiento de patrones (PRR) en la
membrana celular, los cuales detectan patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMP), como la flagelina en bacterias y la quitina en hongos (Monaghan & Zipfel, 2012).
Este reconocimiento conduce a la activaciéon de una respuesta de defensa que se
caracteriza por la acumulacion de callosa, refuerzo de la pared celular y la activaciéon de
la expresién de genes de defensa. El segundo sistema de reconocimiento incluye genes
de resistencia que producen proteinas R, las cuales detectan proteinas avirulentas (Avr)
o efectores de los patdgenos, desencadenando la inmunidad activada por efectores
(ETI) (Dangl & McDowell, 2006; Gouveia et al., 2017).

Tras este primer nivel de reconocimiento se activan diversos mecanismos
defensivos, como la respuesta hipersensible (HR) que provoca el rapido colapso de las
células huésped atacadas aislandose al patégeno durante el inicio de la infeccion,
provocando la sintesis de fitoalexinas antimicrobianas y de enzimas que degradan las
paredes celulares de los patégenos y un engrosamiento de la pared la pared celular
para establecer una barrera fisica (Voigt, 2014).

En plantas se han caracterizado varios tipos de resistencia inducible sistémica: (i)
la resistencia sistémica adquirida (Systemic Acquired Resistance, SAR), que se activa
tras la infeccion de las plantas por patégenos que producen necrosis como virus,
bacterias u hongos, y como consecuencia se acumula la fitohormona acido salicilico
(SA) y proteinas defensivas PR (Fu & Dong, 2013); (ii) la resistencia sistémica inducida
(Induced Systemic Resistance, ISR), que esa activada tras la colonizacion de las raices
por determinadas cepas bacterianas de la rizosfera y dependiente de etileno y acido
jasmonico (JA); (iii) la resistencia inducida por herida (Wound Induced Resistance, WIR),
provocada por las heridas que causan en el tejido vegetal los herbivoros y el dano
mecanico (Kessler y Baldwin, 2002).

Como resultado, la planta queda protegida de infecciones secundarias por un
periodo de varias semanas a meses.

Otro mecanismo de defensa empleado por las plantas es el conocido como estallido
oxidativo, el cual induce la expresion de genes de defensa y la acumulacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS), que eliminan a los patégenos en el sitio de infeccién
(Mahawer et al., 2022).

1.3 Metabolismo secundario en el sistema defensivo

Los metabolitos secundarios son compuestos producidos por la planta
permitiéndolas ser competitivas en su entorno. Estas pequenas moléculas tienen una
amplia gama de efectos, tanto en la propia planta como en otros organismos;
contribuyen al color de las plantas, a fragancias, a sabores especificos, y tienen un papel



fundamental en la respuesta a diversos tipos de estrés tanto bidticos como abidticos
(Teoh, 2016; Reshi et al., 2023).

Las plantas, producen tres grupos principales de metabolitos secundarios segun su
estructura quimica. Entre estos grupos se encuentran los terpenos, compuestos
fendlicos y alcaloides (Reshi et al., 2023).

Los terpenos, también conocidos como terpenoides o isoprenoides son la familia de
metabolitos secundarios mas abundantes en la naturaleza (Pott et al., 2019).
Actualmente se conocen aproximadamente 55.000 estructuras que se clasifican de
acuerdo con el numero de unidades de isopreno que los conforman (monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos y carotenoides). Han tenido un gran interés
comercial debido a sus importantes roles como agentes antimicrobianos, insecticidas y
en el control de malas hierbas. Ademas, atraen insectos beneficiosos, como
polinizadores y dispersores de semillas, asi como a enemigos naturales de plagas
(Ninkuu et al., 2021).

Los compuestos fenodlicos, son metabolitos que participan en multiples aspectos
del crecimiento y desarrollo de las plantas, asi como en sus respuestas a estimulos
ambientales. Estos compuestos se sintetizan a partir de intermediarios de la ruta del
acido shikimico y se modifican estructuralmente mediante la accién combinada de
liasas, transferasas, ligasas, reductasas y oxigenasas (Vogt, 2010). Los polimeros a
base de fenilpropanoides, como la lignina, la suberina o los taninos, contribuyen
sustancialmente a la estabilidad y robustez de las plantas, ayudandolas a resistir frente
a dafnos mecanicos o ambientales, como la sequia o heridas (Cesarino et al., 2022).
Estos compuestos se clasifican de acuerdo con su esqueleto carbonado en fendlicos
simples(C6), estilbenos (C6-C2), fenilpropanoides (C6-C3) y flavonoides (C6-C3-C6)
(Zacares et al., 2008).

Los alcaloides, son metabolitos especializados de origen natural que contiene uno
o0 mas atomos de nitrégeno, generalmente ubicados en un anillo heterociclico
(Bhambhani et al., 2021). Al igual que las proteinas, derivan de aminoacidos, pero se
diferencian por su naturaleza alcalina (Teoh, 2016). Tradicionalmente estos compuestos
se han utilizado como extractos de plantas por sus actividad terapéutica y psicoactiva
(Bhambhani et al., 2021).

1.4 Modificacion de los metabolitos secundarios

A la diversidad de rutas metabdlicas involucradas en la sintesis de compuestos del
metabolismo secundario de las plantas, se suman modificaciones adicionales como la
conjugacion, hidroxilacién, metilacion y acilacion, las cuales incrementan la variedad de
estos metabolitos (Gachon et al., 2005; Martin et al., 2021).

Conjugacion de acidos hidrocinamicos con aminas biogénicas. THT-
Hidroxycinnamoil-trnsferasa.

En las areas donde ocurre una herida, las células pueden experimentar dafios
significativos, lo que conlleva a una muerte celular programada de algunas filas celulares
adyacentes a las células rotas, lo que da como resultado el cierre fisico de la herida (Cui
et al., 2013). Esto se combina con la deposicion local de lignina, callosa y compuestos
fendlicos, ayudando a prevenir la pérdida de agua y la entrada de patégenos (Savatin
et al., 2014)



Las amidas derivadas del acido hidroxicinamico (HCAA), son un conjunto de
metabolitos secundarios pertenecientes al grupo de los fenilpropanoides que presentan
un bajo peso molecular (Muroi et al., 2009), e intervienen en una gran variedad de
procesos de crecimiento y desarrollo, por ejemplo, esta relacionada con la induccién
floral, la formacién de flores, la diferenciacion sexual, la tuberizacion y la division celular
(Facchini et al., 2002).

Dentro del grupo de los fenilpropanoides, las HCAA se han descrito en todo el reino
vegetal y su presencia ha sido asociada a areas infectadas o heridas, debido a sus
elevadas concentraciones en o6rganos lesionados (Liu et al., 2022). Por ejemplo, 24
horas después de la infeccion con Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) y Erwinia
carotovora carotovora, el contenido de HCAA en las hojas de Arabidopsis thaliana
aumentdé significativamente. Ademas, la aplicacién exogena de HCAA aumentd la
deposicion de callosa (Macoy et al., 2022). Los HCAA también influyen en el contenido
de lignina. Por ejemplo, cuando se aplican exdégenamente, los acidos p-cumarico,
cafeico, ferulico y sinapico provocan una sobreproduccién de lignina y sus principales
monomeros (Lima et al., 2013).

Estos compuestos se forman mediante la condensacién de tioésteres de
hidroxicinamoil-CoA con feniletlaminas como la tiramina o poliaminas como la
putrescina, catalizada por la enzima THT. La THT, homdloga a ciertas acetiltransferasas
de mamiferos y microorganismos, ha sido aislada de diversas plantas y sus ADNc
clonados en especies como patata, tabaco y pimiento (Facchini et al., 2002).

En nuestro laboratorio se observd que la infeccion de Pseudomonas syringae pv.
tomato induce la expresion de THT y la acumulacion de HCAA (Zacarés et al., 2007;
Lopez Gresa et al., 2011). Se generaron plantas transgénicas de tomate de la variedad
Money Maker que sobre expresan el gen THT utilizando el promotor constitutivo 35S de
Cauliflower mosaic virus (CaMV). Estas plantas presentaron una mayor acumulacién
constitutiva de coumaroiltiramina (CT) y feruloiltiramina (FT) en hojas, flores y frutos.
Ademas, la infeccién de estas plantas transgénicas con la bacteria Pseudomonas
syringae pv. tomato provocé una mayor acumulacién no solo de CT y FT, sino también
de las amidas derivadas de la octopamina y de la noradrenalina. Esta acumulacion
estuvo acompafada de una mayor sintesis de acido salicilico (SA), una mayor induccion
de genes PR y una consiguiente mayor resistencia a la bacteria (Campos et al., 2014).

La acumulacion de HCAA desempefia un doble papel en la defensa de la planta.
Por un lado, refuerzan fisicamente la pared celular, haciéndola mas resistente (Clarke,
1982; Negrel y Lherminier, 1987), y por otro, actuan quimicamente como agentes
antimicrobianos (Newman et al., 2001; Harris et al., 2010). De hecho, la potente
actividad antioxidante de la HCAA feruloil-noradrenalina in vitro e in vivo permitié la
solicitud de la patente de este compuesto identificado y caracterizado por nuestro grupo
(Lopez-Gresa et al., 2010). Ademas de estudiar la respuesta de estas plantas (35S:
THT) frente a estrés bidtico, hemos analizado su respuesta frente al dafio mecanico por
herida. Resultados previos indican que THT induce en menor medida los genes que
responden a herida debido al engrosamiento de su pared celular que provoca la
deposicion de las amidas (Martin et al., 2021).



Glicosilacion de compuestos fendlicos. Twi1-Tomato Wound-induced Glicosil-
transferasa.

La glicosilacién, o conjugacion con una molécula de azucar, es una de las
modificaciones mas comunes en la regulacion de metabolitos secundarios y es realizada
por enzimas llamadas (glicosiltransferasas dependientes de azucar (UGT) que
transfieren el grupo de azucar activo de azucares nucleotidicos, generalmente uridina
difosfato-glucosa (UDPG), a diversos receptores de moléculas pequefias en las plantas.
Estos receptores incluyen hormonas, metabolitos secundarios, productos de
infestaciones de patdgenos, y sustancias tdxicas tanto internas como externas (Zhang
et al., 2024).

La glicosilacion de pequenas moléculas vegetales por las UGT desempefia un papel
crucial en la regulacion de la actividad de las moléculas sefal(Zhang et al., 2022). Por
ejemplo, varias UGT estan estrechamente relacionadas con la respuesta a herida y la
resistencia a enfermedades. Las UGT73B3 y UGT73B5 son esenciales para la
resistencia a Pseudomonas syringae pv tomate (Pst) en A. thaliana (Langlois-Meurinne
et al., 2005). La sobreexpresion UGT76B1 promueve la respuesta de JA y retrasa la
senescencia, mientras que la perdida de funcién de UGT76B1 conduce a una mayor
resistencia al patégeno biotrofico Pseudomonas syringae y a una senescencia
acelerada, aunque aumenta la susceptibilidad a la necrotréfica Alternaria brassicicola
(von Saint Paul et al., 2011).

En tomate, se han identificado algunas UGT relacionadas con estreses bidticos y
abidticos. Por ejemplo, GAGT es una glicosiltransferasa del acido gentisico (GA) que se
induce en el tomate después de la infeccion por el viroide Citrus exocortis (CEVd) y el
virus del mosaico del tomate (ToMV), sugiriendo que esta enzima regula los niveles de
GA libre en interacciones compatibles entre plantas y patégenos (Tarraga et al., 2010).
También se ha observado que otra glicosiltransferasa Twi 7 de S. lycopersicum se induce
al realizar una herida en las hojas, al aplicar SA exdgeno y en respuesta a elicitores
fungicos (O’Donnell et al., 1998).

En nuestro laboratorio, se crearon plantas transgénicas de tomate de la variedad
Money Maker con el gen Twi 1 silenciado mediante RNAI, resultando mas susceptibles
al virus del bronceado del tomate TSWV que su fondo genético. Se ha asociado su
expresion a una respuesta de defensa. Estudios bioquimicos in vitro e in vivo
confirmaron que es una glicosiltransferasa que utiliza glucosa UDP como donante de
azucar y compuestos fendlicos simples, cumarinas y flavonoides como aceptores de
azucar (Campos et al., 2019). Asimismo, las plantas transgénicas RNAi_Twi1 mostraron
una mayor induccion de los genes de herida, sugiriendo que la glicosilacion de los
sustratos de Twi 1, podria reprimir esta respuesta (Martin et al., 2021).

En nuestro laboratorio, ademas de profundizar la respuesta defensiva de estas
plantas (35S: THT y RNAi_Twi1) frente a estrés bidtico, también estudiamos su
respuesta frente al dafio mecanico por herida. Contamos con plantas transgénicas
(Figura1) que sobre expresan el gen THT (35S: THT) o que silencian el gen Twi1
(RNAi_Twi1), presentando niveles alterados de HCAAs y flavonoides, respectivamente
(Campos et al., 2019).
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1.5 Emision de Compuestos organicos volatiles.

La emision de compuestos organicos volatiles (VOCs) permiten a las plantas
mantener un constante dialogo con los organismos de su entorno, cumpliendo diversas
funciones ecolégicas. Estas funciones incluyen la defensa indirecta contra insectos, la
atraccion de polinizadores, la comunicaciéon entre plantas, la tolerancia al estrés
ambiental, asi como la defensa frente a depredadores (Vivaldo et al., 2017).

Quimicamente, los VOCs son metabolitos secundarios de bajo peso molecular que
pertenecen a un amplio grupo de compuestos, como terpenoides, benzenoides, y
moléculas derivadas de acidos grasos, incluyendo los volatiles de hoja verde (GLVs)
(Bouwmeester et al., 2019), el acido jasménico (JA) y el jasmonato de metilo (MeJA)
(Maffei, 2010; Nawrocka et al., 2023). Estos compuestos se producen en diversos
organos de la planta (hojas, flores, frutos y raices) y se almacenan en estructuras
secretoras especializadas, tales como tricomas glandulares y conductos de resina.
Aunque las plantas los liberan de forma espontanea, su emisién puede variar segun las
condiciones de estrés especificas (Cagliero et al., 2021).

Su sintesis esta mediada por varias rutas bioquimicas (Figura2). Por ejemplo, los
isoprenoides se generan mediante la via de la desoxixilulosa-5-fosfato (DXP)
(Chatzivasileiou et al., 2019) también conocida como via MEP en los cloroplastos y por
la via del mevalonato (MVA) en el citoplasma (Maffei, 2010); los GLVs se originan a partir
de los acidos grasos poliinsaturados C18, como el acido linoleico y linolénico
(Bouwmeester et al., 2019), que se liberan de la membrana del cloroplasto mediante la
actividad de las lipoxigenasas, en la ruta conocida como via (LOX)(Viswanath et al.,
2020; Maffei, 2010). Los bencenoides provienen del corismato a través de la via del
Shikimato (Maffei, 2010).



Linalool Hexenals

SA

Terpinen-4-ol | DMNTI / Hexenols
T™MTT | e -Pinene | |f- Caryophyllene) / '| exenyl-acetate,
B '°"°“ef '[ / {-Ocimene \ s-Farnesene / Homo- / \MeJA
\ ‘ Limonene || o Humulone Iepenes
\ __ Hnmo prmene Nerolldol / Methyl chavicol
oter‘oxds\ “""""p“l Nero / 6L . ] \ Eugenol
Octadecanoids /
o \ { l ‘ . Indole /Phany IMeSAI
torpenes f Sesquiterpenes 9 or 13 hydro- , A Ipvopanoms
|| ll!ono»‘erpe«w»; 3. 1 .' peroxides

Fee | /
GGPP t

Iso| rene / ‘ \
P G‘,"’ .I' .‘ DMAPP = IPP | Linoleate/
' ”"()endlﬁ
; - \ L | Mva I Malnnyf -COA

| DMAPP = IPP P / ;
[er=ar] \m . L//'SJ
\‘B [Amty!-CoA] . ' Isochorismate

Q
3
3
2
o

Figura 2 Arbol Biosintético de compuestos 6rganicos voldtiles (VOCs). En la rama (A), se
presenta la ruta de los terpenos producidos por la via MEP en el cloroplasto, que produce isopreno a partir
de DMAPRP, asi como monoterpenos y diterpenos. Estos ultimos sirven como precursores del homoterpeno
TMTT y el apocartoenoide B-ionona. En la rama (B), los sesquiterpenoides se forman a partir del farnesil
difosfato FPP, derivado de la via citosdlica del acido mevalénico MVA. Los acidos grasos en la rama (C)
siguen la ruta de las oxilipinas, que se fragmentan en derivados de GLV y JA. A partir del corismato se
generan los indoles volatiles a partir del antranilato (rama D) y los bencenoides a partir de la fenilalanina
(Phe; rama E) y el isocrismato (rama F), Figura tomada de (Maffei, 2010)

Generalmente, la emisién de VOCs ha sido asociada a la interaccion de las plantas
con patoégenos y herbivoros, actuando como moléculas sefializadoras que activan la
defensa directa de la planta y atraen a enemigos naturales como parasitoides y
depredadores, promoviendo asi una defensa indirecta (Bouwmeester et al., 2019). Por
ejemplo, el linalool volatil induce resistencia en la vid contra el mildia, actuando como
una molécula sefalizadora que activa mecanismos de defensa mediada por SA 'y JA
(Avesani et al., 2023). De manera similar, una herida del tejido foliar desencadena una
liberacion inmediata de una mezcla de VOCs derivados de acidos grasos
poliinsaturados, principalmente el JA'y GLVs (Portillo-Estrada et al., 2021). Los GLVs,
conocidos por sus notas verdes y herbaceas, incluyen aldehidos, y alcoholes de 6
atomos de carbono, como (Z)-3-hexenal, (E)-2-hexenal, (E)-2-hexenol y sus ésteres
(Viswanath et al., 2020).

1.6 Respuesta inducida por Herida

Las plantas son altamente susceptibles a sufrir una variedad de dafos tisulares en
su entorno natural (Lup et al., 2016), que pueden ser el resultado de ataques bidticos,
como los provocados por insectos herbivoros (Wasternack et al., 2006) o de condiciones
climaticas adversas como el viento, el granizo y las heladas (Vega-Muioz et al., 2020).
Este tipo de dafio se denomina comunmente herida (Eulgem, 2000).

Como respuesta a la herida, las platas activan una serie de mecanismos de defensa
tanto en los tejidos directamente dafiados (respuesta local) como en las zonas no
afectadas (respuesta sistémica) (Leo et al., 2001). Entre estos mecanismos de defensa
se encuentran: (i) la produccion de proteinas defensivas como los inhibidores de
proteasas (PIN), los cuales interfieren con la capacidad de los herbivoros para digerir



los nutrientes, (ii) la sintesis de sustancias toxicas como la nicotina, y (iii) la liberacién
VOCs que atraen a insectos depredadores (Wasternack et al., 2006).

Tras una herida, se liberan rapidamente diversos volatiles, incluyendo etileno,
terpenoides, benzenoides, asi como volatiles derivados de la via LOX (Bate & Rothstein,
1998). Entre estos se encuentran los volatiles GLVs (Viswanath et al., 2020) , el JAy el
MeJA. Estos VOCs se producen en el sitio de la herida y se transportan a través del aire
a los sitios distales de la planta, actuando como moléculas sefializadoras y
desempefando un papel crucial en la defensa de la planta.

En este contexto, S lycopersicum ha sido empleado como un sistema modelo para
comprender la via de sefializacion inducida por herida (WIR). Se ha observado que
tratamientos exdégenos de MeJA, aplicados en forma de aerosol en un recipiente cerrado
induce la expresién del gen PIN, principal marcador en la respuesta a herida. Estas
observaciones sugieren que los jasmonatos volatiles podrian actuar como mensajeros
entre plantas (Farmer & Ryan, 1992; Bowles, 1998). Este proceso se inicia con la
biosintesis de prosistemina que es procesada para generar sistemina (Figura 2), un
polipéptido compuesto por 18 aminoacidos (Pearce et al., 1991). La sistemina, al unirse
a un receptor quinasa en la membrana plasmatica provoca una cascada de eventos de
sefalizacién intracelular que conducen a la liberacion de acido linoleico y linolénico, que
da lugar al JAy GLVs por la accion de las LOX (Wasternack et al., 2006; Campos et al.,
2014).

Estos hallazgos destacan la importancia del cultivo de tomate como un sistema
modelo que permita comprender los mecanismos de senalizacion inducidos por heridas
y subrayan su influencia en la investigacion agricola y bioldgica.
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Figura 3 Modelo de accion de la sistemina en la produccion de dcido jasménico (JA) y volatiles
de hoja verde (GLVs). La sistemina se origina a partir de prosistemina y tras la unién al receptor quinasa
libera el acido linoleico, sustrato de las lipoxigenasas (LOX) para dar lugar al JA'y GLVs Elaboracién propia
empleando Biorender



1.7 Oxidacién de acidos grasos poliinsaturados y la sintesis de volatiles de hoja verde

Las heridas en las plantas o los ataques de herbivoros activan la via LOX, lo que
inicia la sintesis de GLVs. Estos compuestos volatiles son cruciales en la defensa de las
plantas y en las interacciones entre plantas e insectos, al inducir defensas indirectas
mediante la activacion de genes relacionados con la defensa y la atraccion de
artropodos carnivoros que localizan a los herbivoros (Halitschke et al., 2008). En maiz,
se ha observado que el (Z)-3-hexenol, un GLV, es un inductor de defensas mucho mas
potente contra los herbivoros en comparacion con sefales de defensa comunes como
el jasmonato de metilo, el salicilato de metilo y el etileno. Ademas, algunos GLVs pueden
inhibir el crecimiento y la propagacion de patdgenos vegetales y, en situaciones de
ataque, pueden actuar como sefales aéreas para plantas cercanas, permitiéndoles
prepararse y adaptarse mejor para enfrentar futuros desafios (ul Hassan et al., 2015).

La oxidacion de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) para formar oxilipinas es un
proceso esencial en la modificacion de los lipidos. Las oxilipinas son una extensa familia
de metabolitos secundarios con una variedad de estructuras y funciones bioldgicas,
derivadas principalmente de la oxidacion de los acidos linoleico (18:2) y linolénico (18:3).
Los PUFAs (Figura3), son incorporados en la via de las oxipilinas por la accién de lipasas
de clase lll, especialmente LIP1, que descomponen el triacilglicerol en glicerol y acidos
grasos libres (Garbowicz et al., 2018). Posteriormente, estos acidos grasos son
oxidados por las LOX, enzimas no hemo que contienen hierro y tienen un peso
molecular de aproximadamente 100 kDa (ul Hassan et al., 2015).

En tomate se han identificado seis genes que codifican LOX denominados TomloxA-
F, estos genes actuan sobre los acidos grasos poliinsaturados, ya sea en la posicién C9
o C13, para formar 9 y 13 hidroperoxidos (HPO). TomLoxA, TomLoxB y TomLoxE
codifican para 9-LOX que se localizan fuera de los plastidios (ul Hassan et al., 2015) y
catalizan el primer paso en la formacién de 9-HPO (Chen et al., 2004). En contraste,
TomLoxC, TomLoxD y TomLoxF se encuentran en el cloroplasto y codifican
lipoxigenasas tipo 13-LOX que forman los 13-HPO (Pott et al., 2019).

Los HPO son transformados aun mas para obtener numerosas moléculas de
sefializaciéon como los jasmonatos (JA,MeJA) mediante la accién de la oxido aleno
sintasa (AOS). Si la enzima que tiene lugar en la descomposicion de los 13 HPD es el
hidroperéxido liasa de (HPL) se generan compuestos antimicrobianos y antifungicos,
como los GLVs (Liavonchanka & Feussner, 2006; Andreou et al., 2009; Wasternack &
Feussner, 2018).
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2 OBJETIVOS

En respuesta a situaciones de estrés, como una herida, las plantas desencadenan
la liberacion de una serie de Compuestos Organicos Volatiles (VOCs), que desempeian
un papel fundamental en su propia defensa y en la de las plantas vecinas. Este Trabajo
Fin de Master, tiene como objetivo principal estudiar el papel de THT y Twi 1 en la
alteracion del volatiloma de plantas de tomate en respuesta a un dafio mecanico por
herida, y su posible impacto en la comunicacion inter-planta.

Para alcanzar el objetivo general, nos planteamos los siguientes objetivos especificos

1. Caracterizacion quimica de las plantas RNAi_Twi1 y 35S: THT mediante el
analisis de su volatiloma tras la respuesta a herida.

2. Caracterizacion molecular de las plantas RNAi_Twi1 y 35S: THT a través
del analisis de la induccion de los niveles de expresion de genes implicados
en la respuesta a herida.

3. Caracterizacion fenotipica de las plantas RNAi_Twi1 y 35S: THT mediante
la cuantificacion de callosa en respuesta a una herida mecanica.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal y condiciones de cultivo

Para la realizacion del presente Trabajo de Fin de Master se utilizaron plantas de
tomate (Solanum lycopersicum) pertenecientes a dos lineas transgénicas: la linea
transgénica 35S: THT (THT 7.3), la cual presenta una sobreexpresion del gen THT (L.
Campos et al.,, 2014), y RNAi_Twi1 (Twi1 28.3), que exhibe una supresion en la
expresion del gen Twi1 (Campos et al., 2019), asi como de sus correspondientes
parentales Money Maker. Todas las plantas fueron cultivadas en los invernaderos del
Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP).

Esterilizacion y germinacion de semillas

Las semillas se germinaron mediante técnicas de cultivo in vitro. Para ello, se
envolvieron las semillas de las diferentes lineas en una malla cerrada con hilo y se
procedid a su desinfeccidn mediante una serie de lavados. En primer lugar, cada malla
fue sumergida durante 30 minutos en un bote que contenia 100 mL de agua destilada,
100 mL de lejia y 3-4 gotas del detergente Tween 20. A continuacion se realizaron 3
lavados continuos con agua estéril durante unos periodos de tiempo de 5, 10 y 15
minutos con el objetivo de ir eliminando progresivamente la solucion de lavado.
Finalmente, las semillas se sembraron en placas Petri de 14 cm de diametro con papel
de filtro y 14 mL de agua destilada estéril. Todo este proceso se llevo a cabo en la cabina
de flujo laminar para mantener las condiciones de asepsia. Una vez sembradas, las
placas se sometieron a oscuridad durante 48 horas a 24 °C. Transcurrido este tiempo,
las semillas fueron expuestas a luz durante 48 horas mas a 24 °C para posteriormente
sembrarlas en tierra.

Condiciones de cultivo

Una vez germinadas las semillas se cultivaron en el invernadero. Cada semilla fue
sembrada en una maceta individual (12 cm de profundidad x 13 cm de diametro inferior)
que contenian turba y perlita a partes iguales y se cultivaron en condiciones de
invernadero a una temperatura entre 20-26 °C, con una humedad relativa del 50-70 %
y un fotoperiodo de dia largo, con 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad Las macetas
fueron regadas de manera manual con solucion nutritiva de Hoagland.

3.2 Herida y toma de muestras

Después de 4 semanas de crecimiento, cuando las plantulas tenian unas 4-5 hojas
verdaderas, se practicaron 5 heridas en la nervadura de los 5 foliolos de la tercera y
cuarta hoja utilizando una pinza (Figura 4) dentada para dafar tanto la cara abaxial
como adaxial de la hoja. Como muestra control, se tomaron los mismos foliolos de la
planta sin herir.
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Figura 5.Foliolos de tomate tras realizar una herida mecdnica

La recoleccién de muestras del material vegetal se realizé 24 horas después de la
herida. EI material fue recogido en botes de plastico de 10 mL y sumergido
inmediatamente en nitrégeno liquido, congelandose a -80 °C hasta su analisis. Luego,
el material fue homogenizo en condiciones continuas de frio utilizando un molino
mezclador MM 400 Retsch™,

Al mismo tiempo, se realizé la recoleccion de muestras del material vegetal
destinado a microscopia 24 horas después de la herida. Se tomaron 2 muestras de
foliolos heridos de las tercera y cuarta hoja y se recogieron en tubos Falcon®con tampén
FAE (50% etanol absoluto, 5% acido acético glacial, 3,7% formaldehido y agua milliQ
hasta llegar al 100%) para su posterior tratamiento de fijacion.

Como muestras control, se tomaron foliolos de la planta sin herir.

3.3 Analisis de compuestos organicos volatiles mediante cromatografia de gases,
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

Para el analisis de compuestos organicos volatiles (VOCs) se pesaron 100 mg de
hoja de tomate homogeneizada en un vial hermético de vidrio de 7mL. Posteriormente,
se anadié 1 mL de una solucion saturada con CaCl, (~ 6 M) y 100 pL de EDTA 750
mM pH 7.5 a cada vial, con el fin de mantener un ambiente quimicamente estable para
optimizar la extraccion de compuestos volatiles, se cerré herméticamente y se sometio
a ultrasonidos durante 5 minutos.

Para la extraccion de los VOCs del tejido, se utilizo la técnica de micro extraccion
en fase sodlida en el espacio de cabeza (HS-SPME, Head Space Solid-Phase
Microextraction). Con ese fin, las muestras se incubaron durante 10 minutos a 50 °C,
y los compuestos se extrajeron a la misma temperatura durante 20 minutos utilizando
una fibora PDMS/DVB (Supelco,Bellefonte,PA,USA). La desorcién de los compuestos
adheridos a la fibra se llevé a cabo durante 1 minuto a 250 °C. Posteriormente, los
VOCs fueron analizados empleando un cromatégrafo de gases Agilent 6890N (Santa
Clara, CA, USA), acoplado a un detector de masas Agilent 5975B Inert XL de impacto
electrénico (IE) con una energia de ionizacién de 70eV y una temperatura de fuente
de 230 °C. La cromatografia se llevé a cabo en una columna capilar de silice de 60 m
de longitud y 0.25 mm de didmetro interno, con una fase estacionaria compuesta por
5% fenil y 95% dimetilpolisiloxano. Las condiciones térmicas del horno fueron.40 °C
durante 2 minutos., una rampa de 5 °C/min hasta 250 °C, y 5 minutos a temperatura



constante de 250 °C. El gas portador fue helio a un flujo constante de 1,2 mL/min. El
detector de masas registré 6 escaneos por segundo en un rango de m/z de 35-250.

Los datos de GC-MS fueron procesados utilizando el software MetAlign para
corregir la linea base, alinear los cromatogramas y eliminar el ruido. Posteriormente, se
exportaron a Excel para eliminar picos de baja intensidad (ruido) y normalizarlos segun
el dia y hora de extraccion. Se realizé un analisis ANOVA de una via para cada
compuesto volatil detectado, para determinar si existian diferencias significativas entre
los diferentes grupos. El procesamiento adicional se llevé a cabo con MassHunter
Quantitative Analysis (Agilent) y a identificacion de los VOCs se realiz6 comparando
tanto el espectro de masas de cada compuesto con la libreria NIST del equipo como el
tiempo de los estandares proporcionados por el servicio de Metabolémica del IBMCP.
La cuantificacion se realizé por el método del area del pico, anotando los picos de masa
representativos y su tiempo de retencion para cada VOC identificado. La intensidad en
las muestras se relaciona con la abundancia del compuesto.

Extraccion y cuantificacion del RNA total

Para la extraccion de RNA de hojas de tomate se utilizé tejido fresco previamente
homogeneizado y congelado a -80 °C, y se realizd en condiciones de baja temperatura
utilizando el kit de extracciéon Nucleospin® RNA Plant (MACHEREY-NAGEL), siguiendo
el protocolo recomendado por el fabricante.

La cuantificacién del RNA extraido de cada una de las muestras se realizé utilizando
el espectrofotémetro ultravioleta-visible Nanodrop® ND-1000, que fue calibrado con un
blanco de agua libre de RNasas (suministrado en el kit de extraccion de RNA) y se midio
la absorbancia a 260 nm. Ademas, para asegurar la calidad del RNA, se verificaron las
ratios de absorbancia a diferentes longitudes de onda Ao 250 Y A260/230 durante la

misma medicion, y todos los RNAs analizados mostraron valores entre 1,8 y 2,0.
Retro transcripcién

Para obtener el cDNA se utilizé el kit comercial PrimeScript™RT Reagent Kit
(Perfect Real Time) de Takara, siguiendo el procedimiento recomendado por el
fabricante. El volumen final de reaccion se preparé mezclando el PrimeScript RT
enzymeMix con H20 Milli-Q hasta obtener la cantidad deseada. La reaccién se incubd
a 37 °C durante 15 minutos y posteriormente se realizé una incubacion a 85 °C durante
15 segundos para inactivar la enzima. Finalmente, las muestras se diluyeron con H>O
Milli-Q y se almacenaron a -20 °C hasta su uso en las PCR cuantitativas en tiempo real
(RT-gPCR).

Amplificacién cuantitativa de DNA (PCR cuantitativa)

Una vez se dispuso del cDNA, se llevaron a cabo amplificaciones cuantitativas de
cada una de las muestras, con el fin de evaluar la expresion de varios genes de tomate
que participan en la respuesta a herida. Para ello, se utilizd el reactivo SYBR® Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems), afiadiendo las cantidades de SYBR, agua Mili-
Q, cDNA y cebadores indicados por el fabricante. Cada pareja de oligos fue testada
previamente para comprobar que su eficiencia de amplificacion estaba entorno al 100%.

Se utilizaron placas de 96 pocillos MicroAmpFast 96-Well ReactionPlate (Applied
Biosystems), a las cuales se les agregé un volumen final de 10 pL de reaccién en cada
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pocillo. Luego, se sell6 la placa, se centrifugd y se introdujo en el equipo de RT-gPCR
(QuantStudio 3 - 96-Well 0.1-mL Block). En todos los ensayos se empled el gen
endégeno ACTINA como control interno y se realizaron tres repeticiones técnicas de
cada réplica biologica de cDNA. La Tabla indica las secuencias de los oligonucleétidos
empleados.

Tabla 1 Secuencias de oligonucledtidos utilizados para la medicién de expresion génica mediante la
realizacion de qPCR.

Gen Cebador directo (Forward) Cebador reverso (Reverse)
LIP, CAACTGAAGTGTTCATACTATGCGATAA | CCACGAGTAGTCGAAATCAGTGA
TomLoxC | TGAAGCATTTTCAGCAGTGAAGA GGCACCACCGCGTGTAG
TCI21 ACTCGTCCTGTGCTTTGTCC CCCAAGAGGATTTTCGTTGA
Actina CTAGGCTGGGTTCGCAGGAGATGATGC | GTCTTTTTGACCCATACCCACCATCACAC

3.4 Tincién de callosa con azul de Anilina en hojas de S lycopersicum

El tejido vegetal conservado en tampoén FAE fue fijado sometiéndolo a vacio con la
ayuda de una bomba de vacio durante 10 minutos. Luego, se eliminé el exceso de FAE,
se afadié etanol al 70% y se almacenaron las muestras a 4°C durante 24 horas.
Después de la fase de fijacién, las muestras se destifieron aplicando soluciones
crecientes de etanol cada 30 minutos (85%, 95% y 100%). La ultima aplicacion se realizd
3 veces hasta lograr que los tejidos se destifieran completamente. Para llevar a cabo la
tincién de callosa, se retir6 el etanol y se anadié tampédn fosfato sédico, el cual se dejo
actuar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se retiré el tampdn
y se agrego una solucion de anilina al 0,05% en el mismo tampdén a cada muestra. Las
muestras se mantuvieron en oscuridad durante una noche con agitacién. Finalmente,
se realizé el cambio de la solucién de anilina y después de 1 hora en oscuridad y
agitacion, se procedio a la observacion de las muestras en el microscopio UV Leika 5000
y se midio la intensidad de fluorescencia con el programa ImageJ.

3.5 Analisis estadistico

Se llevo a cabo el analisis de varianza mediante la prueba estadistica Two Way
Anova para los resultados obtenidos, con el fin de verificar si existian diferencias
significativas entre los distintos genotipos y tratamientos empleados. Previamente, se
evaluo la igualdad de varianzas mediante la prueba de igualdad de varianzas para
determinar si podian asumirse varianzas iguales para todas las variables estudiadas.
En caso de asumir varianzas iguales, se realizo ANOVAy su correspondiente prueba de
separacion de medias Fisher. Se consider6 que un valor de p < 0.05 era
estadisticamente significativo. El analisis estadistico se llevd a cabo utilizando el
programa Graphad Prisma 9.

Los analisis de datos multivariable del volatiloma se efectuaron con los programas
informaticos MetAlign y MetaboAnalyst, utilizando la varianza unitaria (UV) como
método de escalado en el andlisis de componentes principales (PCA).
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis de VOCs de plantas transgénicas RNAi_Twi1 y su parental silvestre en
respuesta a herida

Estudios previos han demostrado que el gen Twi 1 se induce tras una herida
(O’Donnell et al., 1998). Esta caracteristica lo convierte en un elemento de interés para
comprender su papel en la respuesta a este tipo de estrés.

Con el fin de profundizar en la caracterizacion de las plantas transgénicas que
silencian el gen Twi1, se llevo a cabo un estudio para evaluar la influencia de este gen
en la emision VOCs tras realizar una herida.

Para este estudio, se compararon los volatilomas emitidos por plantas transgénicas
RNAi_Twi1 y su parental silvestre WT (Campos et al., 2019) tras 24 horas de haber
sufrido un dafio mecanico (ver Materiales y Métodos). Para ello se realizé un analisis
metabolémico no dirigido utilizando cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS). Los datos obtenidos se procesaron con los programas MetAlign y
MetaboAnalyst, y se realizé un analisis de componentes principales (PCA) tal como se
observa en la Figura 6.

La PC1 (36,6% de la varianza) separo las plantas por genotipo: las WT se ubican
en la parte positiva, mientras que las RNAi_Twi1 se encuentran en la parte negativa. Por
otro lado, el PC2 (21,9%) diferencia las plantas segun su respuesta a herida: las plantas
mock no heridas se encuentran en la parte positiva y las heridas en la parte negativa.
Estos resultados indican que el genotipo de las plantas tiene un mayor impacto en la
emision de VOCs que el efecto provocado por la herida.
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Figura 6 Score plot del andlisis de componentes principales (PCA) de los compuestos
organicos volatiles basado en la abundancia de las sefales de los espectros de masas dentro de un
rango m/z de 35 a 250, correspondiente a hojas de plantas de tomate RNAi_Twi1 y WT, heridas (H) o
sin herir. Los colores indican los diferentes genotipos y tratamientos: Rojo: RNAi_Twi1 Mock; Verde:
RNAi_Twit, Herida; Morado: WT, Mock; Celeste: WT, Herida

Para identificar los compuestos volatiles emitidos diferencialmente por las plantas
de tomate heridas, tanto WT como RNAi_Twi1, se analizé la distribucién de los iones
identificados en el andlisis de (GC-MS). El grafico loading plot condensado del PCA
(Figura 7) muestra la contribucién de cada conjunto de iones, con el mismo tiempo de
retencién, en la formacion de las componentes principales. Analizando la parte positiva
de la componente principal 1 (PC1) se identifican los iones mas abundantes en las
plantas WT heridas (azul), mientras que los iones situados en la parte negativa de la
PC1 corresponden a las plantas RNAi_Twi1 heridas (verde).

Se observo que las plantas WT heridas emitieron volatiles de modo especifico, lo
que sugiere un papel activo de estos compuestos en la respuesta a herida. Por otro
lado, las plantas RNAi_Twi1 dejaron de emitir volatiles, ya que no se identificaron
compuestos que se emitieran de forma especifica en este genotipo. Esto sugiere que el
gen Twi1 podria ser crucial para la biosintesis o liberacién de estos compuestos y que
su supresion podria afectar negativamente la capacidad de la planta para responder
eficazmente ante un estrés bidtico.

En cuanto, a las plantas WT heridas (azul), se identificaron varios compuestos
volatiles de la familia de los GLVs, incluyendo Z-3-Hexenal, Butanoato de Z-3-Hexenilo
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(HB), E-2-Pentenal, 1-Penten-3-ol, y Z-2-Penten-1-ol, asi como el 2-etilfurano. Estos
compuestos estan estrechamente relacionados con la via LOX, que se activa como
respuesta al estrés por herida o al ataque de herbivoros (Ul Hassan et al., 2015). Estos
resultados concuerdan con estudios previos que indican que estos compuestos se
liberan inmediatamente después del dafo mecanico (Farmer & Ryan, 1992; Bate &
Rothstein, 1998; Reymond et al., 2000; Leo et al., 2001; B. Wang et al., 2015). Estos VOCs
actuan como senales tanto en la propia planta como entre las vecinas, exhibiendo una
regulacién por retroalimentacién positiva(Bate & Rothstein, 1998). Esto facilita una serie
de respuestas de defensa y preparan a las plantas receptoras para responder de
manera mas eficiente a futuros ataques (Baldwin et al., 2006).

RNAi Twil , Mock WT, Mock

VOCs WT, Herida

= 1-Penten-3-ol
= E-2-Pentenal
= 2-Fthilfurano
= 7-2-Penten-1-ol
= 7-3-Hexenal
RNAi Twil ,Herida ‘WT, Herida = Butanoato de Z-3-Hexenilo

Figura 7 Loding plot condensado correspondiente a hojas de plantas de tomate WT y
RNAIi_Twi1 heridas. En azul se indican GLVs identificados a partir de los iones diferenciales de plantas WT
heridas

Se ha demostrado que los GLVs pueden ser compuestos bactericidas y
fungicidas(Matsui et al., 2006). La induccion significativa del Z-3-Hexenal (Figura 8 A)
tras la herida podria deberse a esta actividad biolégica, ya que estudios previos
muestran que posee efectos bacteriostaticos contra Staphylococcus aureus y
Escherichia coli (Nakamura & Hatanaka, 2002).Su reduccion y esterificacién produce el
compuesto HB (Figura 8B), un éster volatil de hoja verde que ha sido descrito como un
compuesto natural potente que induce el cierre estomatico y brinda una mayor
resistencia a Pseudomonas syringae pv. tomate (Lopez-Gresa et al., 2018; Paya et al.,
2020).

De igual manera, se ha identificado que la sintesis de volatiles C5 aumenta en las
hojas después de una herida mecanica(Shen et al.,, 2014). Estos resultados son
consistentes con nuestros hallazgos, donde identificamos el volatil 1-Penten-3-ona
(Figura 8C), el Z-2-Penten-1-ol (Figura 8D) y el E-2-Pentanal, que mostraron un
aumento significativo en las plantas WT tras un dafio mecanico.

En conjunto, estos resultados sugieren que tanto los VOCs C5 y C6, desempefian
un papel crucial en la respuesta de las plantas frente a una herida mecanica, actuando
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como sefiales de alerta que activan mecanismos de defensa. La mayor presencia de
estos compuestos en las plantas WT, en comparacion con las plantas RNA/_Twi1, indica
una diferencia en la capacidad de respuesta al estrés entre los dos genotipos.
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Figura 8 Emisiéon de GLVs de hojas de tomate WT (WT-Twi1) ante una herida mecanica. (A)
Emisién de Z-3-Hexenal; (B) Emisién Butanoato de Z-3-Hexenilo; (C) Emisién de 1-Penten-3-one; (D)
Emisién de Z-2-Penten-1-ol; Cuantificacion relativa del area del pico del cromatograma en el tiempo de
retencion correspondiente a los compuestos organicos volatiles descritos anteriormente, de plantas heridas
(Wound) y plantas sin herir (Mock). Las letras muestran la informacién de agrupacion utilizando el método
de Two way Anova con un nivel de significancia del 5%(p-value<0,05).

Sorprendentemente, a pesar de la distribucion diferencial del volatiloma entre
plantas WT y RNAi_Twi1 tras haber sido heridas, no se identificaron compuestos
volatiles especificos de las plantas RNAi_Twi1 heridas. El analisis del loading plot no
mostraba apenas iones, sugiriendo que estas plantas, no responden de la manera
clasica a la herida, ya que, aunque no emite ningun volatil especificamente se ven
disminuidos algunos volatiles comparados con las plantas WT heridas.

Los VOCs analizados tras la herida se sintetizan a través de la via de degradacion
de los acidos grasos C18, como acido linoleico y acido linolénico. Dado que Twi1 actua
en otra via de sefalizacion, glicosilacion de los flavonoides (Campos et al., 2019), se
esperaba identificar VOCs especificos en la respuesta a herida. Sin embargo, al silenciar
una glicosil transferasa que potencialmente conjuga GLVs, podria producirse un
descenso en los niveles de estos volatiles caracteristicos de la herida. Este resultado
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sugiere que Twi 1 podria intervenir en la glicosilacién de VOCs emitidos tras un dafio
mecanico.

La glicosilacion de los GLVs es un proceso critico para su almacenamiento y
liberacion. Los GLVs exdgenos, emitidos por plantas vecinas, no solo se reemiten
parcialmente como volatiles o se convierten en otros GLVs (Matsui et al., 2012), sino
que también se almacenan en forma de compuestos no volatiles, como glucdsidos
(Gachon et al., 2005). Un ejemplo claro de esto es el caso de las plantas de tomate
expuestas a Z-3-hexenol, que acumulan principalmente este mismo GLV en su forma
glucosidada, Z-3-hexenil viciandsido (Sugimoto et al., 2021). De manera similar, la
exposicion de A. thaliana a una variedad de alcoholes volatiles, como Z-2-pentenol, Z-
3-hexenol, Z-3-hepetenol y Z-3-octenol, condujo a la deteccién de los glucésidos de
estos alcoholes volatiles (Sugimoto et al., 2015).

La acumulacion de estos compuestos defensivos conjugados se propone como uno
de los mecanismos para preparar la defensa de las plantas. Al glicosilarse, los GLV
quedan inactivos, pero pueden liberarse rapidamente y volver a su estado activo cuando
se presenten desencadenantes del estrés(Ameye et al., 2020).

Finalmente concluimos que los mecanismos de defensa metabdlica en las plantas
RNA|_Twi1 podrian estar alterados en comparacion con las plantas WT. Esto sugiere
que la modificacion genética de estas plantas podria haber afectado a la biosintesis o
la regulacién de los compuestos volatiles emitidos en la respuesta a herida. La
glicosilacién o conjugacién es una de las modificaciones mas comunes de los
metabolitos secundarios (Zhang et al., 2022; Altanzul, 2023). Esta trasformacion
desempena un papel fundamental en diversas funciones fisiolégicas incluida la
regulacion de la homeostasis hormonal, la desintoxicacion de xenobidticos y la
biosintesis y almacenamiento de compuestos secundarios(Gachon et al., 2005)
Considerando que las plantas RNAi Twi1 28.3 presentan niveles reducidos de los
volatiles clasicos de respuesta herida (Figura 8), podemos suponer que la glicosilacion
de VOCs podria ser un mecanismo temprano en la respuesta a la herida.

4.2 Analisis de los niveles de expresion de genes implicados en la respuesta a herida
en plantas de tomate Twi71_28.3.

Para investigar si la herida afecta a nivel transcriptomico las posibles vias de
formacion de VOCs derivados de acidos grasos, se realizé un analisis mediante qRT-
PCR de varios genes implicados en su biosintesis, incluyendo LIP1 y TomLoxC. LIP1
descomponen el triacilglicerol en glicerol y &cidos grasos libres (Garbowicz et al., 2018).
TomLoxC es esencial para la produccion de GLVs y otros compuestos relacionados,
como el n-hexanal, (Z)-3-hexenal y (Z)-3-hexenol, asi como compuestos C5, como el 1-
penten-3-ol y pentanal (Chen et al., 2004; Shen et al., 2014).

Ademas, se analizd el nivel de expresién de TC/21 como gen marcador de
respuesta herida.

El analisis de expresion génica revelé que la linea RNA[_Twi1 presenta niveles
basales mas bajos de los genes LIP1y TomLoxC, en comparacion con la linea WT
(Figuras 9A 'y 9C). Esta diferencia en la expresién génica persiste incluso después de la
realizar una herida mecanica, ya que no se observé un aumento significativo en la
expresion de estos genes.
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Dado que tanto LIP 1 (Garbowicz et al., 2018) como TomLoxC (Shen et al., 2014)
participan en la formacién de compuestos volatiles C5 y C6 derivados de la via LOX, la
menor expresion de estos genes en las plantas RNAi_Twi1 podrian explicar la ausencia
o la baja presencia de estos VOCs en estas plantas transgénicas, tal como se observo
en el andlisis de volatiloma (Figura 7)

La ausencia de una respuesta inducible en la expresién de genes de la via LOX en
la linea RNAI_Twi1 sugiere que la modificacion genética en estas plantas podria haber
alterado la regulacion de la respuesta defensiva ante el dafio mecanico. Se requieren
investigaciones adicionales para identificar los mecanismos moleculares precisos que
subyacen a esta alteracion.

Respecto a la expresion relativa del gen TC/21 (Figura 9B), un inhibidor de
quimiotripsina involucrado en la respuesta a herida en tomate (Lis6n et al., 2006), se
observd una mayor induccién en la linea WT tras la herida. Aunque esta induccién
también se presentd en la linea transgénica RNAi_Twi1, fue significativamente menor
en comparacion con su parental. Esto podria deberse a que TCI21, una proteina que
requiere glicosilacion para su funcionalidad (Lisén et al., 2006), pierde esta capacidad
en la linea RNAi_Twi1, lo que podria afectar a su induccién y posiblemente su eficiencia
en la respuesta a la herida.
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Figura 9 Expresion relativa de los genes LIP1, TomLoxC y TCI21 y en hojas de plantas
transgénicas RNAi_Twi1 y su parental Money Maker (WT_Twi1) después de 24 horas de la herida
(Wound) y sin herir (Mock) A Expresion relativa del gen LIP1; B Expresion relativa del gen TomLoxC; C
Expresion relativa del gen TCI 21. La expresion de mRNA en hojas de tomate para estos genes se analizé
mediante gRT-PCR, utilizando el gen de la actina como referencia para normalizar los datos. Los controles
no heridos (WT_Twi1 Mock) se tomaron como valor de referencia. Las barras de error representan el error
estandar de la media de tres réplicas biolégicas del experimento. Letras diferentes indican diferencias
significativas segun el test ANOVA con un valor p menor de 0.05 entre las distintas variedades de tomate.
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4.3 Analisis de callosa en plantas RNAi_Twi1 y su parental silvestre en respuesta a
herida

Las plantas heridas deben activar mecanismos de proteccion para sellar
eficazmente el tejido dafado, evitar la pérdida de agua y la invasion de patégenos
oportunistas(Bate & Rothstein, 1998). En las areas donde se produce una herida, las
células experimentan dafos significativos, lo que conlleva a una muerte celular
programada de algunas filas celulares adyacentes a las células rotas, resultando en el
cierre fisico de la herida (Cui et al., 2013). Este proceso se combina con la deposicion
local de lignina, callosa y compuestos fendlicos (Savatin et al., 2014).

La callosa, un polimero (1,3)-B-glucano ampliamente distribuido en las plantas
superiores, desempefa un papel crucial no solo en el crecimiento y desarrollo normal,
sino también en la defensa de las plantas frente a patégenos y otras amenazas. Tras un
ataque, la callosa se deposita entre la membrana plasmatica y la pared celular en el sitio
afectado, actuando como una barrera fisica (Wang et al., 2021).

Las glicosiltransferasas (GT) desempefian un papel fundamental en la biosintesis y
el mantenimiento de la pared celular. Estas enzimas son las encargadas de catalizar la
elongacién de las cadenas de glucanos, un proceso esencial para la sintesis de
compuestos como la celulosa y la callosa (Scheible & Pauly, 2004). Se ha sugerido que
la UGT1 puede transferir UDP-glucosa desde la sacarosa sintasa a la callosa sintasa,
ayudando asi a crear un canal de sustrato para la sintesis de callosa en la placa celular
en desarrollo (Hong et al., 2001).

Con el objetivo de evaluar el papel de los productos generados por Twi 7 en la
deposicion de callosa tras la herida, se compararon las diferencias fenotipicas entre la
linea RNAiI_Twi1 y su parental silvestre WT. Para ello, se realizé una tincion con azul de
anilina en hojas heridas mecanicamente y se midio la intensidad de fluorescencia tal
como se detalla en la seccion de Materiales y Métodos.

Los resultados mostraron que las hojas de la linea RNAj_Twi1 presentan una
fluorescencia de callosa mayor tras ser heridas, en comparacion con las hojas de su
parental WT (Figura 10).
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Figura 10 Tincién de azul de anilina de hoja de tomate de la linea RNAi_Twi1 y su parental,
heridas con pinzas 24 horas antes de su recogida. Las letras indican las muestras (A) WT Replica 1; (B)
RNAi_Twi1 Replica 1; (C) WT Replica 2; (D) RNAi_Twi1 Replica 2.

Especificamente, se observé que las hojas heridas de la linea transgénica
RNAI_Twi1 presentan una fluorescencia de callosa mayor que las hojas heridas de su
parental WT (Figura 11). Estos resultados sugieren que el silenciamiento de Twi1,
genera una mayor acumulacién de callosa, por lo tanto, afecta a la respuesta de defensa
de la planta tras una herida; mediante un mecanismo desconocido que debera ser
corroborado en posteriores trabajos.
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Figura 11 Cuantificaciéon de la Fluorescencia de callosa con ImageJ de hoja de tomate de la
linea RNAi_Twi1 y su parental, heridas con pinzas 24 horas antes de su recogida. Las letras indican las
muestras (A) WT Replica 1; (B) RNAi_Twi1 Replica 1; (C) WT Replica 2; (D) RNAi_Twi1 Replica 2; (E)
Cuantificacion de fluorescencia de callosa en dos hojas de cada linea.
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4.4 Analisis de VOCs de plantas transgénicas 35S: THT y su parental silvestre en
respuesta a herida.

Para evaluar si THT influye en la emisién de VOCs en respuesta a una herida, se
compararon las lineas transgénicas de tomate 35S: THT y su parental silvestre (WT).
La herida se infligi®6 mecanicamente utilizando una pinza dentada, y las muestras se
recolectaron 24 horas después, segun se describe en la seccion de Materiales y
Métodos.

Se utilizo un enfoque metabolémico no dirigido mediante GC-MS para identificar y
cuantificar los VOCs emitidos por las plantas tras el estrés causado por la herida. El
dafio mecanico controlado de las hojas en condiciones de laboratorio puede imitar los
efectos del estrés fisico que experimentan las plantas en su entorno natural(Portillo-
Estrada et al., 2021).

A diferencia de lo que ocurrid con la linea RNA/_Twi1, en las plantas 35S: THT, el
estrés ocasionado por una herida mecanica tuvo un impacto significativo en la emision
de VOCs, mayor que el efecto del genotipo, como se observd en el analisis de
componentes principales PCA (Figura 12).

La primera componente (PC1), que explica el 42.2% de la varianza, separo las
plantas debido al volatiloma provocado por la herida: las muestras heridas se situaron
en la parte positiva de la PC1 y las no heridas en la negativa. Por otro lado, la segunda
componente principal (PC2), que explica el 16.3 %, separo las plantas por genotipo: las
plantas 35S: THT se encuentran en la parte positiva de la PC2 y su fondo genético en
la negativa.
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Figura 12 Score plot del PCA basado en la abundancia de las sefales de los espectros de masas
dentro de un rango m/z de 35 a 250, correspondiente a hojas de plantas de tomate 35S: THT (THT_7.3)
y WT (WT_THT), heridas (H) o ilesas. Los colores indican los diferentes genotipos y tratamientos: Rojo:
THT 7.3 Mock; Verde: THT 7.3, Herida; Morado: WT,Mock ; Celeste: WT,Herida

Para identificar los compuestos volatiles emitidos de manera diferencial por las
plantas 35S: THT y las plantas WT, se elaboré un gréfico loading plot condensado del
analisis de PCA (Figura 13). Este grafico muestra la contribucién de cada conjunto de
iones, con el mismo tiempo de retencion, en la formacion de las componentes
principales.

Analizando la parte positiva de la componente principal 2 (PC2) se identifican los
iones mas abundantes en las plantas 35S: THT heridas (verde), mientras que los iones
situados en la parte negativa de la PC2 corresponden a las plantas WT heridas (azul).

A diferencia de las plantas RNA/_Twi1 donde no se observé una emision especifica
de compuestos volatiles, en las plantas 35S: THT si se identificd la emision de volatiles
especificos del genotipo tras la herida. Esto sugiere que la sobreexpresion de 35S: THT
altera la respuesta de las plantas a la herida. Por otro lado, las plantas WT heridas
también emitieron volatiles de manera especifica, coincidiendo con los volatiles
observados en el parental silvestre de RNAi Twi1. Entre estos compuestos se
encuentran los principales GLVs y volatiles C5, como el 1-Penten-3-one, Z-3-Hexenal,
Butanoato de Z-3-Hexenilo (HB), 2,4-Hexadienal y 2-etilfurano.

25



0.060000

THT 7.3, Mock THT 7.3, Herida

0.040000 [+ )

— > VOCsTHT_7 3, Herida

@ °%g.°
% o = 2 Heptenal » 2H-Piran-2.6-Diona
@e lﬁc),lOO@ o = 2-pentilfurano = E-2-Decenal
] = E-2-Octenal = E_E-2 4-Heptadienal
o 8 ° ° - v = 1-Hepten-3-one
° o o K * 1-Octen-3-ol
N4 ° p
@.000000 o
-0.060000 -0.040000 -0.020000 qu.OOOUOO 0.03008 .040000 0.060000
®° o o

€ 620000 L
° o o — 5 VOCsWT, Herida
[-]
% = Butanoato de Z-3-Hexenilo
= 1-Penten-3-one
-0.040000 = Z-3-Hexenal
= 74 Hexadienal
o = 2-Ethilfurano
WT, Mock WT, Herida

-0.060000

Figura 13 Loding plot del PCA correspondiente a hojas de plantas de tomate 35S: THT y WT
heridas. En color se indican los VOCs identificados a partir de los iones diferenciales de plantas 35S: THT
heridas (verde) WT (azul) tras 24 horas después de ser heridas.

Los GLVs se liberan bajo diversas condiciones de estrés, como infecciones por
patdgenos bacterianos, fungicos o ataques de herbivoros (Ul Hassan et al., 2015), asi
como respuesta a dafios mecanicos como una herida (Bate & Rothstein, 1998). Nuestros
resultados muestran que las plantas WT heridas, emiten GLVs de manera
significativamente mayor que las plantas THT 7.3, aunque estas ultimas también emiten
estos compuestos en menor medida. Entre los GLVs detectados se incluyen el Z-3-
hexenal (Figura 14A) y el 2,4-hexadienal (Figura 14B), asi como el HB (Figura 14C) y
cetonas como el 1-penten-3-ona (Figura 14D).

Esto resultados corroboran que las plantas responden a una herida mediante una
liberacion rapida de volatiles derivados de los acidos grasos mediado por la via LOX
(Rasulov et al., 2019), lo que ocurre por el daifo de las membranas celulares (Fall et al.,
1999).
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Figura 14 Emision de GLVs de hojas de tomate WT (WT-THT) ante una herida mecdnica. Emision
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(Mock). Las letras muestran la informacién de agrupacion utilizando el método de Two way Anova con un
nivel de significancia del 5% (p-value<0,05)

Interesantemente, las plantas 35S: THT respondieron a la herida emitiendo una
mayor concentracion de compuestos aldehidos de cadena larga (C7-C10) especificos
del genotipo. Entre estos compuestos se incluyen el 2-heptenal (Figura 15A), el E-E-
2,4-heptadienal (Figura 15B), el E-2-Octenal (Figura 15C), el E-2-Decenal (Figura 15D),
el 2H-Piran-2.6(3H)-diona (Figura 15E) y el 2-pentilfurano (Figura 15F).

Un estudio previo demostré6 que varios de estos volatiles, como el E-E-2,4-
Heptadienal, el E-2-Octenal y el 2-pentilfurano, también fueron emitidos por plantas de
tomate en respuesta a Pseudomonas syringae sugiriendo su alto potencial
antimicrobiano (Lopez-Gresa et al., 2017). Por ejemplo, el E-E-2,4-heptadienal ha
demostrado tener un alto potencial antifiUngico para controlar Aspergillus flavus en
semillas de mani (Ma & Johnson, 2021). Ademas, la exposicion in vitro del micelio de
Sclerotium rolfsii al 2-Octenal inhibid y eliminé completamente al hongo, sugiriéndolo su
uso potencial en el control de hongos fitopatégenos del suelo (Liarzi et al., 2020).

También se ha estudio el uso de estos compuestos como posibles bioinsecticidas.
Por ejemplo, se ha demostrado que compuestos como el E-2-decenal y el E, E-2-4-
decadienal afectan el desarrollo de los 6rganos reproductivos, asi como la ovogénesis,
la oviposicion y el desarrollo embrionario de los escarabajos Tenebrio molitor
(Walkowiak-Nowicka et al., 2023) Estos hallazgos destacan el potencial multifuncional
de estos VOCs en la defensa de las plantas y su posible aplicacion en la agricultura
como agentes de bio control.
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Algunos de estos VOCs, incluido el E-2-heptenal, el E-E-2,4-heptadienal, el E-2-
octenal, también se han descrito como compuestos importantes en el sabor y el aroma
del fruto del tomate, sugiriendo su importancia organoléptica (Garbowicz et al., 2018).
Estos compuestos presentan una mayor induccion en los tomates maduros (Giiler &
Emre Sekerli, 2013) y son fuentes de intenso olor graso y aceitoso.
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Figura 15 Emision de VOCs de hojas de tomate 35S: THT (THT_7_3) ante una herida mecanica.
Emision de (A) 2-Heptenal, (B) (E, E)-2,4-Heptadienal, (C) 2H-Piran-2.6(3H)-diona, (D) 2-pentilfurano, (E)
E-2-Octenal; (F) E-2-Decenal.Cuantificacion relativa del area del pico del cromatograma en el tiempo de
retencion correspondiente a los compuestos organicos volatiles descritos anteriormente, de plantas de
plantas Heridas (Wound) y plantas sin herir (Mock). Las letras muestran la informacién de agrupacion
utilizando el método de Two way Anova con un nivel de significancia del 5% (p-value<0,05)
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4.5 Anadlisis de los niveles de expresion de genes implicados en la respuesta a herida
en plantas de tomate 35S: THT.

A diferencia de la ruta de sintesis bien establecida para los compuestos volatiles de
la familia de los GLVs de cadena corta C5 y C6 (Chen et al., 2004; Vancanneyt et al.,
2001; Chen et al., 2004; Klee & Giovannoni, 2011), existe un conocimiento limitado sobre
la via de biosintesis de los VOCs de cadena larga (C7-C10). Si bien la via LOX es
esencial para su produccion, el mecanismo exacto aun no esta elucidado.

Para investigar si la sobreexpresion de THT afecta la respuesta transcriptomica de
las plantas ante una herida y las posibles vias de produccion de VOCs derivados de
acidos grasos, se compardé la expresiéon de genes implicados en la via LOX en las
plantas transgénicas 35S: THT que presenta una induccién significativa del nivel de
expresion relativa de THT y por tanto una mayor acumulacion de HCAAs que su parental
silvestre (WT) (Campos et al., 2014).

Se realizé un analisis mediante gqRT-PCR 24 horas después de la herida (ver
Material y Métodos) para evaluar las diferencias en los niveles de expresion relativa de
varios genes implicados en la biosintesis de VOCs derivados de acidos grasos a través
de la via LOX, incluyendo LIP1 y TomLoxC, asi como un marcador de herida
TCI21(Figura 16).

La expresién constitutiva de los genes LIP1y TCI21, fue menor en las plantas THT
7.3 en comparacion con su parental WT (Figura 16 Ay B). Sin embargo, tras la herida,
la expresion relativa de ambos genes aumenté significativamente en ambas lineas.
Estos resultados sugieren que la sobreexpresion de THT podria conducir a una menor
expresion basal de estos genes debido a un refuerzo de la pared celular, lo que podria
estar relacionado con una menor necesidad de activar la via LOX, sin embargo, esta
ruta se activa al provocar una herida mecanica.

No se observd esta misma tendencia en la expresion relativa del gen TomLoxC
(Figura 16 C), en donde las plantas transgénicas 35S: THT heridas mostraron una
induccion significativa. La mayor expresion constitutiva del gen TomLoxC podria estar
relacionada con su papel en la formacion de compuestos C5 y C6 (Shen et al., 2014),
lo cual respalda los resultados previamente observados en el volatiioma de ambas
lineas, donde se observo la rapida emision de estos volatiles al aplicar una herida.
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Figura 16Expresion relativa de los genes LIP1, TCI21 y TomLoxC en hojas de plantas
transgénicas 35S: THT(THT_7.3) y su parental silvestre (WT_THT) después de 24 horas de la herida
(Wound ) y sin herir (Mock) . Expresion relativa del gen A) LIP1, B) TCI21 y C) TomLoxC. La expresion de
mRNA en hojas de tomate para estos genes se analizé mediante qRT-PCR, utilizando el gen de la actina
como referencia para normalizar los datos. Los controles no heridos (WT_THT Mock) se tomaron como
valor de referencia. Las barras de error representan el error estandar de la media de tres réplicas del
experimento. Letras diferentes indican diferencias significativas segun el test ANOVA con un valor p menor
de 0.05 entre las distintas variedades de tomate.

4.6 Analisis de fluorescencia de callosa en respuesta a herida en plantas de tomate
35S: THT

Para evaluar la posible relacion entre la sobreexpresion de THT, la formacién de
HCAAs y el refuerzo de la pared celular, se realizé un analisis de fluorescencia de callosa
en las lineas transgénicas 35S: THT y su parental WT. Se realizaron heridas mecanicas
en dos foliolos de las hojas de tomate y se observaron al microscopio UV Leika.

Los resultados mostraron una mayor intensidad de fluorescencia en las plantas
transgénicas 35S: THT heridas (Figura 17 C y D) en comparacién con su parental WT
(Figura 17 Ay B). Estos hallazgos respaldan los resultados previos obtenidos en nuestro
laboratorio por Martin et al., (2021) y sugieren que la sobreexpresion de THT podria
estar relacionada con el aumento en la sintesis de callosa tras una respuesta a un estrés
bidtico.
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Figura 17 Tincién de azul de anilina de hoja de tomate de la linea THT_7_3 y su parental, heridas
con pinzas 24 horas antes de su recogida. Las letras indican las muestras (A) WT- Réplica 1; (B) 35S: THT
Réplica 1; (C) WT- Réplica 2; (D) 35S: THT Réplica 1

Especificamente en las plantas transgénicas 35S: THT, la intensidad de la
fluorescencia de callosa alrededor de la zona lesionada era 4 veces mayor en
comparacion con su parental WT (Figura18). Estos hallazgos sugieren que la
sobreexpresion de THT no solo incrementa la acumulacion de HCAAS, sino que también
promueve una respuesta defensiva mas robusta mediante la deposicion de callosa,
proporcionando asi una barrera fisica mas efectiva contra posibles patégenos.

Las HCAAs, presentes en todo el reino vegetal, se acumulan en diversos drganos,
a menudo en altas concentraciones, especialmente en tejidos lesionados (Bassard et
al., 2010). Estas HCAAs se transportan desde el citosol a diversas vesiculas y luego a
la membrana plasmatica, facilitando su deposicion en la pared celular (Macoy et al.,
2015). Las poliaminas y las aminas aromaticas se enlazan con las resinas fendlicas de
los acidos hidroxicinamicos, formando moléculas de HCAAs que tienen la capacidad de
conferir actividad antimicrobiana(Zeiss et al., 2021) y aumentar el grosor de la pared
celular (Graga, 2010).

Por ejemplo, la sobreexpresion de THT mejoro la resistencia a Pseudomona
syringae debido al incremento de HCAAs como el p-cumaroiltiramina y la feruloiltiramina
(Campos et al., 2014). Se ha demostrado que la aplicacion exégena de HCAAs, como
el cumaroiltiramina y cumaroiltriptamina inducen la deposicion de callosa en A. thaliana
en presencia de Erwinia carotovora, mejorando la resistencia de las plantas (Macoy et
al., 2022). Por el contrario, el silenciamiento de enzimas claves en la formacién de
HCAAs, como AtACT, provoco una mayor susceptibilidad a Alternaria brassicicola
(Muroi et al., 2009), mientras que la reduccion de TaACT resulté en una disminucion del
contenido de p-cumaroylagmatina y una mayor susceptibilidad a Fusarium graminearum
(Kage et al., 2017).
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En conclusion, nuestros resultados indican que la sobreexpresiéon de THT en
plantas de tomate, mejora la respuesta de defensa mediante la acumulacién de callosa
y la produccién de HCAAs, fortaleciendo la pared celular y limitando la propagacion de
patégenos.
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Figura 18 Fluorescencia de callosa tenida con azul de anilina, medida con ImageJ de hoja de
tomate de la linea THT_7_3 y su parental, heridas con pinzas 24 horas antes de su recogida. (A) WT-R1;
(B) THT_7_3-R1; (C) WT-R2; (D) THT_7_3-R2; (E) Cuantificacion fluorescencia de callosa en dos hojas de
cada linea.

En conjunto, los resultados de este estudio revelan que la sobreexpresion de THT
modula la emisién de compuestos organicos volatiles (VOCs) en las plantas de tomate
tras realizar una herida mecanica. A diferencia de las plantas WT, que liberaron
principalmente volatiles de hoja verde, las plantas 35S: THT emitieron principalmente
aldehidos y alcoholes de cadena larga (C7-C10) como el E-2-Heptenal, el E-E-2,4-
heptadienal o el E-2-octenal. Aunque se conoce que estos VOCs de cadena larga se
derivan de los acidos grasos linolénico vy linoleico a través de la via LOX, aun existen
vacios de conocimiento sobre las enzimas especificas involucradas en su sintesis. La
elucidacion de estas rutas biosintéticas permitiria comprender mejor los mecanismos
por los cuales la sobreexpresion de THT modula la produccion de estos compuestos y
su potencial en la defensa vegetal.

Ademas, la sobreexpresion de THT conduce a una mayor acumulacion de callosa
en las zonas heridas de las hojas de tomate en comparaciéon con su fondo genético.
Esta acumulacion esta relacionada con la mayor concentracion de HCAAs en las plantas
THT, componentes clave en el refuerzo de la pared celular. La mayor disponibilidad de
HCAAs y la consecuente deposicion de callosa fortalecen la pared celular, limitando la
propagacion de patégenos y mejorando la respuesta defensiva de las plantas. Estos
resultados destacan el papel potencial de THT en la regulacién de la sintesis de callosa
y la formacién de HCAAs, subrayando su importancia en la defensa de las plantas frente
a un estrés bidtico.



Perspectivas Futuras

En la naturaleza, las plantas estan expuestas a una serie de desafios en su entorno,
incluyendo el ataque de herbivoros, patdégenos y condiciones ambientales adversas.
Para sobrevivir, han desarrollado una serie de mecanismos de defensa. Es asi como la
via de las lipoxigenasas es uno de los mecanismos mas importantes al facilitar la
activacién de genes de defensa que inducen la liberacién de JA 'y GLVs. Sin embargo,
también podemos observar que ademas de estos volatiles se pueden inducir otros
compuestos de cadena mas larga y que presentan un alto potencial antifungico y
bioinsceticida, como los aldehidos y alcoholes C7-C10 como el E-2-Heptenal, el E-E-
2,4-heptadienal o el E-2-octenal identificados en las plantas que sobre expresan el gen
THT.

Profundizar en el estudio de las posibles glicosilaciones de los VOCs para ser
emitidos a la atmdsfera también dara luz a los resultados obtenidos con las plantas
transgénicas RNA_Twi1 y entender su papel en la respuesta a herida.

Nuevas investigaciones son necesarias para comprender la interaccion de estos
volatiles con la respuesta defensiva de las plantas. Comprender estos mecanismos
permitira implementar nuevas estrategias en la defensa de las plantas contra agentes
patégenos, herbivoros y otras amenazas, asi como potenciar su aplicacion como
biopesticidas o bioestimulantes naturales.

33



5 CONCLUSIONES

El silenciamiento génico de Twi7 suprime parcialmente la respuesta a la herida
alterando la emision de VOCs, sugiriendo que la glicosilacion de los volatiles
emitidos tras este estrés parece ser un paso clave en la respuesta a la herida.

La linea RNAi_Twi 1 acumula mas callosa en respuesta a herida que su parental,
indicando que este gen esta implicado en la formacion de esta barrera defensiva.
Las plantas transgénicas 35S: THT presentan un perfil inico de emision de VOCs
en respuesta a la herida, caracterizado por una mayor abundancia de aldehidos y
alcoholes de cadena larga (C7-C10).

La linea 35S: THT acumula cuatro veces mas callosa en respuesta a la herida que
su parental, lo que podria estar relacionado con la mayor disponibilidad de amidas
derivadas del acido hidrocinamico (HCAAs).
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