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RESUMEN 

Un estudio anterior realizado en el laboratorio demostró que las plantas de tomate 
emiten de manera diferencial los volátiles de hoja verde (green leaf volatiles, GLVs) 
cuando resisten eficientemente una infección causada por Pseudomonas syringae 
pv. tomato DC3000 (Pst) (López-Gresa et al., 2017). Posteriormente, se ha 
determinado que estos compuestos, y en concreto, los ésteres del (Z)-3-hexenol, 
promueven la resistencia frente a diversos tipos de patógenos cuando son 
aplicados como tratamiento exógeno (López-Gresa et al., 2018; Payá et al., 2020, 
2024).  

En este trabajo, hemos estudiado el papel de los GLVs en la respuesta defensiva 
denominada ETI que se activa tras una infección por Pst tanto a en el lugar de la 
infección (local) como en los tejidos distales no infectados (sistémico). Para ello, 
hemos caracterizado molecular, química y fenotípicamente dos líneas 
transgénicas de Solanum lycopersicum cv. ‘Rio Grande’ silenciadas por ARNi en el 
gen alcohol acil transferasa 1 (AAT1), esencial en la síntesis de ésteres del (Z)-3-
hexenol. 

Los resultados obtenidos demuestran que el silenciamiento del gen AAT1 genera 
una mayor susceptibilidad a la infección por Pst. Así mismo, en respuesta a una 
inoculación con dicha bacteria, el silenciamiento provoca una inducción de la ruta 
de biosíntesis de ácido jasmónico. Por otra parte, los experimentos realizados 
evidencian que los GLVs únicamente se producen a nivel local en el lugar de la 
infección. Además, hemos observado que tiene lugar el cierre estomático en las 
hojas distales, tanto superiores como inferiores a la inoculada con la bacteria, 
abriendo así una nueva dimensión en el estudio de la respuesta defensiva en hojas 
inferiores a la infectada, que no se encuentran conectadas por los tejidos 
vasculares. En particular, hemos observado que para dicha respuesta defensiva 
sistémica se requiere la percepción de los GLVs. Por otra parte, los menores niveles 
de emisión de salicilato de metilo a nivel sistémico en las líneas de silenciamiento 
sugieren que la enzima AAT1 podría además ser necesaria para el establecimiento 
de la resistencia sistémica.  

 

 

Palabras clave: volátiles de hoja verde; Pseudomonas syringae; respuesta 
sistémica  



ABSTRACT 

A previous laboratory study showed that tomato plants differentially emit green leaf 
volatiles (GLVs) when they efficiently resist an infection caused by Pseudomonas 
syringae pv. tomato DC3000 (Pst) (López-Gresa et al., 2017). Subsequently, these 
compounds, especially (Z)-3-hexenol esters, were found to promote resistance 
against different types of pathogens when applied as an exogenous treatment 
(López-Gresa et al., 2018; Payá et al., 2020, 2024).  

In this work, we have investigated the role of GLVs in the defence response, termed 
ETI, which is activated after Pst infection both at the site of infection (local) and in 
distal uninfected tissues (systemic). To this end, we molecularly, chemically and 
phenotypically characterised two transgenic lines of Solanum lycopersicum cv. 'Rio 
Grande' silenced by RNAi in the alcohol acyl transferase 1 (AAT1) gene, which is 
essential for the synthesis of (Z)-3-hexenol esters. 

The results show that silencing of the AAT1 gene leads to increased susceptibility to 
Pst infection. Similarly, in response to inoculation with this bacterium, silencing 
leads to induction of the jasmonic acid biosynthesis pathway. Furthermore, 
experiments show that GLVs are only produced locally at the site of infection. In 
addition, we observed that stomatal closure occurs in leaves distal to and above 
the one inoculated with the bacterium, opening a new dimension in the study of the 
defence response in leaves below the infected one, which are not connected by 
vascular tissues. In particular, we observed that the perception of GLVs is required 
for such a systemic defence response. Moreover, the lower systemic levels of 
methyl salicylate emission in the silencing lines suggest that AAT1 enzyme may also 
be required for the establishment of systemic resistance. 
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RESUM 

Un estudi anterior realitzat al laboratori va demostrar que les plantes de tomaca 
emeten de manera diferencial els volàtils de fulla verda (green leaf volatiles, GLVs) 
quan resisteixen eficientment una infecció causada per Pseudomonas syringae pv. 
tomato DC3000 (Pst) (López-Gresa et al., 2017). Posteriorment, s’ha determinat 
que aquests compostos, i en concret, els èsters del (Z)-3-hexenol, promouen la 
resistència enfront de diversos tipus de patògens quan són aplicats com a 
tractament exogen (López-Gresa et al., 2018; Payá et al., 2020, 2024). 

En aquest treball, hem estudiat el paper dels GLVs en la resposta defensiva 
denominada ETI, que s’activa després d’una infecció per Pst tant en el lloc de la 
infecció (local) com en els teixits distals no infectats (sistèmic). Per a això, hem 
caracteritzat molecularment, químicament i fenotípicament dues línies 
transgèniques de Solanum lycopersicum cv. ‘Rio Grande’ silenciades per ARNi en 
el gen alcohol acil transferasa 1 (AAT1), essencial en la síntesi d’èsters del (Z)-3-
hexenol. 

Els resultats obtinguts demostren que el silenciament del gen AAT1 genera una 
major susceptibilitat a la infecció per Pst. Així mateix, en resposta a una inoculació 
amb aquesta bacteria, el silenciament provoca una inducció de la ruta de biosíntesi 
d’àcid jasmònic. D’altra banda, els experiments realitzats evidencien que els GLVs 
únicament es produeixen a nivell local en el lloc de la infecció. A més, hem observat 
que té lloc el tancament estomàtic en les fulles distals, tant superiors com inferiors 
a la inoculada amb la bacteria, obrint així una nova dimensió en l’estudi de la 
resposta defensiva en fulles inferiors a la infectada, que no es troben connectades 
pels teixits vasculars. En particular, hem observat que per a aquesta resposta 
defensiva sistèmica es requereix la percepció dels GLVs. D’altra banda, els menors 
nivells d’emissió de salicilat de metil a nivell sistèmic en les línies de silenciament 
suggereixen que la enzima AAT1 podria a més ser necessari per a l’establiment de 
la resistència sistèmica. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Actualmente la sociedad afronta grandes retos para poder alimentar a una 
población en continuo crecimiento, al mismo tiempo que se preservan los recursos 
naturales (Garcia et al., 2020). Esta situación se ve agravada por fenómenos como 
el cambio climático y la contaminación, los cuáles han provocado un aumento en 
la incidencia de factores de estrés en las plantas, tanto bióticos como abióticos 
(Ahuja et al., 2010; Singh et al., 2023). En particular, se ha incrementado la 
virulencia de los patógenos, tal y como demuestran los datos obtenidos en EE.UU. 
donde se estiman pérdidas de 220 billones de dólares a causa de estos ataques 
(Singh et al., 2023).  

Por todo ello, es necesario estudiar los mecanismos y compuestos que participan 
en la defensa de las plantas frente al ataque de patógenos, con el objetivo de 
desarrollar diferentes estrategias que reduzcan el impacto del estrés biótico y así 
mejorar la productividad de cultivos de interés agrícola. 

1.1. RESPUESTA AL ESTRÉS BIÓTICO 

Las plantas han desarrollado un sistema inmune complejo, compuesto de 
múltiples mecanismos que les permiten protegerse frente al ataque de patógenos 
(Cui et al., 2015). Dicho sistema se representa clásicamente como un modelo en 
zigzag que consta de varias etapas (Figura 1), que describe una «carrera» evolutiva 
en la que plantas y patógenos desarrollan distintas herramientas para favorecer su 
propia supervivencia (Jones & Dangl, 2006).  

1.1.1. Pattern-triggered immunity (PTI) 

La primera línea defensiva permite a los organismos vegetales reconocer 
moléculas específicas de los propios patógenos o de la actividad de los mismos 
denominadas elicitores (Cui et al., 2015). En concreto, este reconocimiento se 
produce a través de pattern recognition receptors (PRR) y desencadena la 
denomina PTI. Los PRR son proteínas transmembrana que reconocen patrones 
moleculares asociados a microorganismos, patógenos, herbívoros o daño (PAMPs, 
MAMPs, HAMPs o DAMPs) (Figura 1) (Jones & Dangl, 2006).  

En el caso de P. syringae dos de los PAMPs más relevantes son la flagelina, 
concretamente, el péptido flg22 que es reconocido por el PRR FLS2, y el factor de 
elongación Tu (Ef-Tu), que es identificado por el receptor EFR (Dodds & Rathjen, 
2010). 

El reconocimiento de elicitores por parte de los PRR, y, por tanto, la PTI, conlleva la 
activación de cascadas de proteínas quinasa activadas por mitógeno (mitogen 
activated protein kinases, MAPK) que provocan una reprogramación 
transcripcional, produciendo así la activación de las defensas basales de las 
plantas (Dodds & Rathjen, 2010; Ghosh et al., 2019). Además, también 
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desencadena la producción de flujos de iones de calcio (Ca2+) y de especies 
reactivas de oxígeno (reactive oxygen species, ROS), la liberación de lípidos de 
membrana y la señalización hormonal por ácido jasmónico (JA), etileno (ET) y ácido 
salicílico (SA) (Dodds & Rathjen, 2010). Todo ello con el objetivo de activar una 
respuesta defensiva que impida la expansión del patógeno y en la que se incluyen, 
entre otros procesos, la producción de proteínas de defensa (pathogenesis related 
proteins, PR) y el cierre estomático (Ghosh et al., 2019). 

1.1.2. Effector-triggered immunity (ETI) 

Para hacer frente a la PTI los patógenos han desarrollado diversos mecanismos 
como la liberación de una serie moléculas denominadas efectores o factores de 
avirulencia (Avr), que interfieren con la respuesta defensiva y que, por tanto, 
provocan en la planta una susceptibilidad llamada effector triggered suceptibility, 
(ETS) (Figura 1) (Jones & Dangl, 2006).  

En el caso de P. syringae, destacan los efectores AvrPto y AvrPtoB cuyo objetivo es 
bloquear la función de PRR como los receptores quinasa FLS2 y EFR. Esto impide 
la activación de señales inmunitarias tempranas. (Dodds & Rathjen, 2010). 

Por otra parte, las plantas han desarrollado mecanismos que permiten reconocer 
los efectores patogénicos a través de proteínas NB-LRR codificadas por genes de 
resistencia (R) (Cui et al., 2015). Esta identificación desencadena una respuesta 
defensiva rápida y robusta, conocida como ETI (Figura 1) (Jones & Dangl, 2006).  

Además, de acuerdo al modelo de interacción gen-a-gen (Flor, 1971), el 
reconocimiento entre el producto del gen bacteriano Avr y del gen de la planta R, se 
denomina interacción incompatible y activa la ETI (Cui et al., 2015). Este modelo 
también define otro tipo de interacción, la interacción compatible, que ocurre 
cuando las plantas no poseen el gen R necesario para combatir el factor de 
avirulencia, o bien cuando el patógeno no posee el factor de avirulencia. En esta 
interacción, la planta es incapaz de establecer una respuesta defensiva robusta 
frente al patógeno, lo que puede llegar a provocar su muerte (Flor, 1971). 

Así, la interacción incompatible, y, por tanto, el desarrollo de la ETI conlleva la 
activación de un mecanismo de muerte celular programada en el lugar de la 
infección conocido como respuesta hipersensible (HR) (Figura 1) (Ghosh et al., 
2019). La ETI también amplifica la reprogramación transcripcional iniciada en la PTI 
y aumenta las defensas antimicrobianas (Cui et al., 2015) .   
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1.1.3. Respuesta sistémica a la infección 

La interacción incompatible no solo induce la respuesta defensiva localmente, sino 
que también desencadena la producción de señales que son capaces de activar la 
síntesis de proteínas PR a nivel sistémico en tejidos no infectados (Fu & Dong, 
2013). Este fenómeno se denomina systemic acquired resistance (SAR) y confiere 
a los organismos vegetales una memoria inmune o priming que se mantiene 
durante prolongados periodos de tiempo y les ayuda a sobrevivir en un ambiente 
hostil, cargado de patógenos (Conrath et al., 2015; Fu & Dong, 2013). 

Aunque la identidad de la señal móvil que activa específicamente la SAR no está 
definida, sí que se conocen señales químicas capaces de inducirla como el SA, los 
monoterpenos, los ácidos azelaico y pipecólico (Pip) o el glicerol-3-fosfato (G3P) 
(Fu & Dong, 2013; Pérez-Pérez et al., 2024; Shan et al., 2018). Estas señales se 
acumulan a nivel local y sistémico alcanzando su máxima acumulación a partir de 
las 24 horas posteriores a la infección (Kachroo et al., 2020).  

Del mismo modo, los compuestos orgánicos volátiles (volatile organic compounds, 
VOCs) también son capaces de inducir resistencia sistémica frente a patógenos en 
tejidos no afectados (comunicación intra-planta) o en plantas cercanas 
(comunicación inter-planta), y entre ellos destacan el salicilato de metilo (MeSA) y 
los volátiles de hoja verde (green leaf volatiles, GLVs) (Hammerbacher et al., 2019; 
López-Gresa et al., 2018). 

Figura 1. Modelo en zigzag del sistema defensivo de las plantas. (A) Los patrones moleculares 
asociados a patógenos (PAMPs) son reconocidos por PRR (pattern recognition receptors) lo cual 
desencadena la pattern triggered immunity (PTI). (B) Algunos patógenos producen efectores que 
interfieren con la PTI y provocan susceptibilidad en la planta (effector triggered susceptibility, ETS). 
(C) Las plantas poseen proteínas de resistencia (R) capaces de reconocer los efectores patogénicos 
(Avr). Esta interacción activa la effector triggered immunity (ETI) que desencadena la respuesta 
hipersensible (HR).  
Fuente: modificado a partir de (Jones & Dangl, 2006) 

A B C 
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1.1.4. Pseudomonas syringae  

P. syringae es una bacteria gram-negativa en forma de bacilo con flagelos polares. 
Se trata de un patógeno vegetal que se aisló a partir de plantas enfermas y del que 
se han identificado más de 60 patovares diferentes (Xin et al., 2018). En conjunto, 
dichos patovares afectan prácticamente a todos los cultivos económicamente 
importantes, lo cual convierte a P. syringae en uno de los patógenos vegetales más 
comunes (Xin et al., 2018; Xin & He, 2013). 

Esta bacteria posee dos fases de crecimiento interconectadas: la fase epífita o 
biótrofa, en la cual la bacteria vive en la superficie de los tejidos vegetales, y la fase 
endófita o necrótrofa, en la que la bacteria penetra en el tejido vegetal a través de 
heridas o aperturas naturales, como los estomas, y se multiplica en el apoplasto 
(Figura 2). En todos los casos la enfermedad se produce únicamente durante la fase 
endófita, cuando P. syringae penetra en la planta (Xin et al., 2018). 

Dadas sus características, esta bacteria se utiliza como modelo para estudiar las 
interacciones planta-bacteria. En concreto, P. syringae pv. tomato cepa DC3000 
(Pst) es una de las más empleadas debido a su gran repertorio de factores de 
virulencia y a su capacidad para infectar dos especies modelo, S. lycopersicum y 
Arabidopsis thaliana (Xin & He, 2013). Además, en el caso de S. lycopersicum la 
interacción entre la variedad ‘Rio Grande’ y Pst se utiliza como sistema de estudio 
del reconocimiento gen-a-gen, y de este modo, de la interacción incompatible, ya 
que dicha variedad de tomate posee el gen de resistencia Pto (Martin et al., 1993).  

Figura 2. Diagrama del ciclo infectivo de P. syringae. (A) Hojas sanas. (B) Bacterias en la superficie 
foliar agrupadas alrededor de un tricoma. (C) Bacterias penetrando a través de un estoma abierto. 
(D) Sección transversal que muestra la colonización del apoplasto. (E) Multiplicación de la bacteria 
en el apoplasto. (F) Aparición de síntomas visibles: clorosis y necrosis. 
Fuente: (Melotto et al., 2008) 
 

A B C 

F E D 
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1.2. REGULACIÓN ESTOMÁTICA EN LA DEFENSA VEGETAL 

Los estomas son aperturas naturales formadas por un par de células epidérmicas 
denominadas células guarda que se sitúan en la parte aérea de la planta (Melotto 
et al., 2008). Estas estructuras regulan el intercambio de gases entre la planta y el 
ambiente y controlan la pérdida de agua modificando el tamaño del poro. Debido a 
ello, el movimiento estomático debe ser una respuesta rápida que responda a 
diversos estímulos ambientales como la humedad relativa (Melotto et al., 2017).  

La inducción de cierre estomático se asocia normalmente con el ácido abcísico 
(ABA), una hormona que provoca este efecto en respuesta a diversos estreses 
como la sequía. Además, se han identificado otras moléculas, como el SA o el JA-
Ile, que también son capaces de inducirlo (Melotto et al., 2008). 

Por otra parte, los estomas constituyen la principal vía de entrada de patógenos al 
apoplasto, por lo que es necesario regular la apertura estomática para restringir el 
desarrollo de enfermedades. Sin embargo, los patógenos han desarrollado 
factores de virulencia que les permiten superar la defensa estomática, lo que les 
ayuda completar su ciclo infectivo (Melotto et al., 2017). 

1.2.1. Regulación estomática en la respuesta frente a Pseudomonas syringae 

El organismo fitopatógeno Pst sirve como modelo de estudio de la defensa 
estomática frente a bacterias debido a la gran diversidad de factores de virulencia 
que ha desarrollado para sobrepasar esta barrera natural (Melotto et al., 2017; Xin 
et al., 2018).  

Se ha descrito que Pst es capaz de estimular la defensa estomática en distintos 
grados dependiendo de las variaciones naturales de sus PAMPs (Desclos-
Theveniau et al., 2012; Zeng & He, 2010). Además, el reconocimiento de dichos 
PAMPs por PRR activa la señalización hormonal mediada principalmente por SA y 
ABA (Melotto et al., 2017). Ambas hormonas promueven la activación de la defensa 
estomática (Melotto et al., 2017). Sin embargo, frente a una infección con P. 
syringae, el SA destaca por su implicación en la modulación de respuesta defensiva 
frente a patógenos de tipo biótrofo (Glazebrook, 2005). 

Existen otros compuestos que, producidos en respuesta a una infección con Pst y 
otros patógenos, son capaces de activar rutas que promueven el cierre estomático 
como, por ejemplo, el butanoato de (Z)-3-hexenilo (HB), un VOC perteneciente al 
grupo de los GLVs (López-Gresa et al., 2018; Payá et al., 2020, 2024), o el α-terpineol 
de la familia de los monoterpenoides (Pérez-Pérez et al., 2024). 

Por otra parte, Pst ha desarrollado distintos factores de virulencia que permiten la 
reapertura de los estomas (Melotto et al., 2017). Uno de estos factores es la 
coronatina (COR), un análogo del JA-Ile capaz de activar la señalización por JA y de 
este modo antagonizar la biosíntesis y señalización mediada por SA, lo que le 
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permite inducir la reapertura estomática y la multiplicación de la bacteria en los 
tejidos vegetales (Melotto et al., 2006; Xin et al., 2018; Xin & He, 2013). 

1.3. VOCs IMPLICADOS EN LA DEFENSA VEGETAL 

Ante distintos tipos de estreses, tanto bióticos como abióticos, las plantas 
producen una gran variedad de metabolitos secundarios entre los que destacan los 
VOCs (Dudareva et al., 2013). Este grupo de compuestos simboliza el lenguaje 
químico de las plantas, el cual utilizan para comunicarse con otros organismos 
vegetales e incluso con otros miembros del ecosistema (Sharifi et al., 2018).  

Los VOCs son líquidos de naturaleza lipófila, bajo peso molecular y alta presión de 
vapor a temperatura ambiente. Estas características les permiten atravesar 
libremente las membranas celulares y de este modo ser liberados al entorno 
(Dudareva et al., 2013). Además, se han identificado más de 1700 compuestos de 
este tipo en diversas especies pertenecientes a un total de 90 familias y 38 órdenes, 
lo cual pone de manifiesto su importancia en la respuesta vegetal (Picazo-Aragonés 
et al., 2020). 

1.3.1. Biosíntesis de VOCs 

A pesar de su diversidad, la biosíntesis de los VOCs se produce fundamentalmente 
a través de cuatro rutas metabólicas principales: la ruta del shikimato, del ácido 
mevalónico (MVA), del metileritritol fosfato (MEP) y de las lipooxigenasas (LOX) 
(Figura 3) (Picazo-Aragonés et al., 2020). De este modo, de acuerdo a su origen 
estos compuestos pueden dividirse en distintas clases, incluyendo los 
fenilpropanoides/bencenoides, los terpenoides, y los derivados de ácidos grasos 
(Dudareva et al., 2013).  

o Terpenoides 

Los terpenoides constituyen el grupo más amplio de metabolitos secundarios 
(Hammerbacher et al., 2019). Estos compuestos se producen mediante dos rutas 
biosintéticas que convergen en la formación de isopentenil pirofosfato (IPP), el 
bloque básico de construcción de los terpenoides. Por una parte, la ruta del MEP 
ocurre en los plastidios y es responsable de la biosíntesis de terpenoides como 
monoterpenos (C10) y diterpenos (C20). Por otra parte, la ruta del MVA, se lleva a 
cabo en el citosol y es clave para la biosíntesis de sesquiterpenos (C15) y 
triterpenos (C30)(Figura 3) (Dudareva et al., 2013).  
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o   Fenilpropanoides/bencenoides 

La molécula que origina los fenilpropanoides/bencenoides es el aminoácido 
aromático fenilalanina, que es sintetizado a partir de la ruta del shikimato (Figura 
3). Posteriormente, una serie de reacciones químicas catalizadas por enzimas 
específicas, como la fenilalanina amonio liasa (PAL), convierten este aminoácido 
en una gran diversidad de compuestos volátiles (Dudareva et al., 2013). 

o Volátiles de hoja verde y jasmonato de metilo 

Los volátiles derivados de los ácidos grasos incluyen GLVs y el jasmonato de metilo 
(MeJA), siendo ambos producidos en la ruta de las lipooxigenasas (Figura 3) 
(Hammerbacher et al., 2019).  

Estos compuestos se producen a partir de ácidos grasos poliinsaturados 
(polyunsaturated fatty acids, PUFAs) de dieciocho carbonos (ácido linoleico y ácido 
α-linolénico) obtenidos por hidrólisis de la membrana plasmática. Esta reacción es 

Figura 3. Rutas de biosíntesis de los compuestos volátiles. Terpenos (amarillo), aromáticos 
(azul), derivados de la ruta de las LOX (verde) se producen en distintos compartimentos.  
Fuente: modificado a partir de (Hammerbacher et al., 2019)  
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catalizada por lipasas que actúan en respuesta a diferentes estímulos (Scala et al., 
2013) .  

Posteriormente, los PUFAs son oxigenados por las enzimas 13-LOX 
transformándose en 13-hidroperóxidos, los cuales a su vez son sustrato de dos 
enzimas clave: la aleno óxido sintasa (AOS) y la hidroperóxido liasa (HPL) (Figura 4). 
Si el 13-hidroperóxido es procesado por la AOS, sigue una ruta que conduce a la 
síntesis de JA y sus derivados. En cambio, si el 13-hidroperóxido es metabolizado 
por la HPL, se generan los GLVs, un grupo formado por compuestos de seis 
carbonos que incluyen alcoholes, aldehídos y ésteres (Ameye et al., 2018). 

La HPL rompe el 13-hidroperóxido para obtener compuestos de seis carbonos, el 
(Z)-3-hexenal y el hexanal. El primero de ellos es relativamente inestable por lo que 
se isomeriza a (E)-2-hexenal que, posteriormente, se convierte en (E)-2-hexenol. 
Del mismo modo, el (Z)-3-hexenal también puede convertirse en su alcohol, el (Z)-
3-hexenol, y este a su vez esterificarse, debido a la acción de una enzima alcohol 
aciltransferasa (AAT), con el ácido acético, propiónico, isobutírico o butírico 
formando los ésteres acetato de (Z)-3-hexenilo (HA), propionato de (Z)-3-hexenilo 
(HP), isobutanoato de (Z)-3-hexenilo (HiB) o HB, respectivamente (Figura 4) (Ameye 
et al., 2018).  

Particularidades de la ruta en S. lycopersicum 

En tomate se han descrito seis genes codificantes de enzimas lipooxigenasas 
(TomloxA-F), de las cuales tres, TomloxC, TomloxD y TomloxF, son 13-LOX (Mariutto 
et al., 2011). Estas enzimas juegan un papel esencial en la respuesta frente al estrés 
biótico ya que TomloxD dirige el flujo de 13-hidroperóxido hacia la síntesis de JA y 
TomloxF lo dirige hacia la síntesis de GLVs, ambas moléculas defensivas (López-
Gresa et al., 2017). 

Por otra parte, en esta misma especie la enzima AAT es codificada por cinco genes 
(Goulet et al., 2015), SlAAT1-5. Sin embargo, solo AAT1 se induce en respuesta a 
una infección bacteriana tras el establecimiento de la ETI (López-Gresa et al., 
2017).  
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1.3.2. Papel de los VOCs en la defensa frente a patógenos  

Los VOCs se sintetizan en respuesta a estreses de todo tipo y su emisión puede ser 
constitutiva o inducible (Hammerbacher et al., 2019; Sharifi et al., 2018). En 
concreto, frente al estrés biótico, este tipo de compuestos puede actuar como 
defensa directa, afectando a la integridad del patógeno, o como defensa indirecta, 
actuando como señales que activan la respuesta defensiva tanto en la propia 
planta (comunicación intra-planta) como en plantas vecinas (comunicación inter-
planta) (Hammerbacher et al., 2019). 

El papel defensivo de estos compuestos se ha estudiado fundamentalmente en la 
respuesta frente a herbívoros, donde son cruciales tanto por su toxicidad como por 
su capacidad para atraer predadores del atacante. A pesar de ello, en los últimos 
años se ha descrito que los VOCs también poseen un rol importante en la 
protección frente a infecciones con microorganismos fitopatógenos 
(Hammerbacher et al., 2019).  

Por una parte, se ha comprobado que los terpenoides, y en especial los 
monoterpenos y los sesquiterpenos, son emitidos diferencialmente por los 

Figura 4. Ruta de biosíntesis de los GLVs. Los ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs: ácido 
linolénico y ácido linoleico) son el sustrato de enzimas 13-lipooxigenasas (13-LOX). Sobre los 
hidroperóxidos resultantes actúan dos enzimas, la hidroperóxido liasa (HPL) que dirige la síntesis de 
GLVs y la aleno óxido sintasa (AOS) que activa la síntesis de ácido jasmónico (JA). Posteriormente, 
una serie de enzimas (alcohol deshidrogenasa (ADH), isomerasa (ISO), alcohol acil transferasa (AAT)) 
catalizan las reacciones que dan lugar a los GLVs. En rojo se indican las principales enzimas que 
actúan en esta ruta en S. lycopersicum las cuales se detallan en este trabajo. 
Fuente: elaboración propia con Biorender (2024, www.BioRender.com) 

http://www.biorender.com/
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organismos vegetales en respuesta al ataque de patógenos (Algarra Alarcon et al., 
2015; López-Gresa et al., 2017; Pontin et al., 2015). Así pues, recientemente se ha 
demostrado el papel de los monoterpenos hidroxilados, como el α-terpineol, en la 
señalización inmune tanto intra-planta como inter-planta, ya que tratamientos con 
estos compuestos son capaces de activar la defensa estomática y la acumulación 
de proteínas PR (Pérez-Pérez et al., 2024).  

De igual forma, se ha descrito que compuestos pertenecientes a los 
bencenoides/fenilpropanoides son de gran importancia en la respuesta defensiva 
frente al estrés biótico. Así por ejemplo, el MeSA es un compuesto capaz de activar 
resistencia sistémica frente a patógenos en tejidos no infectados (intra-planta) y en 
plantas cercanas (inter-planta) (Butler et al., 1997; Song & Ryu, 2018). Por su parte,  
el eugenol es un compuesto fenólico capaz de inducir resistencia frente a 
patógenos de diverso tipo (Olea et al., 2019; Wang & Fan, 2014). 

o Papel de los GLVs en la defensa frente a patógenos 

Los GLVs han demostrado ser muy relevantes en la respuesta frente a patógenos 
(Ameye et al., 2018; Scala et al., 2013). En concreto, algunos aldehídos como el (E)-
2-hexenal o el (Z)-3-hexenal incrementan la resistencia frente a hongos (Kishimoto 
et al., 2005; Zeringue & McCormick, 1989), mientras que ciertos ésteres como el HB 
son diferencialmente emitidos en plantas de tomate infectadas con Pst (López-
Gresa et al., 2017). Del mismo modo, se ha comprobado que los GLVs participan 
en la defensa directa ya que poseen actividad antibacteriana (Nakamura & 
Hatanaka, 2002). 

Un estudio previo realizado en tomate demostró que el HP y el HB son capaces de 
promover el cierre estomático, la expresión de genes PR y una reducción en los 
síntomas tras la inoculación de Pst (López-Gresa et al., 2018). Además, se ha 
comprobado que el HB es capaz de inducir el cierre estomático en diversas 
especies pertenecientes a las familias Solanaceae, Leguminosae, Brassicaceae y 
Gramineae, lo cual incrementa la resistencia frente a distintos patógenos (López-
Gresa et al., 2018; Payá et al., 2020, 2024).  

Estas evidencias ponen de manifiesto la importancia de los GLVs en la 
comunicación inter-planta (Ameye et al., 2018; Scala et al., 2013). Sin embargo, su 
papel en la comunicación intra-planta ha sido poco estudiado, existiendo solo 
evidencias de su rol en la respuesta frente a herbívoros (Scala et al., 2013). En este 
sentido, destacan una serie de estudios realizados en Phaseolus lunatus en los que 
se demostró que regiones no dañadas de la planta emisora también responden a 
los VOCs, como el HA, producidos en regiones afectadas por herbívoros (Heil & 
Bueno, 2007; Heil & Kost, 2006; Kost & Heil, 2006). Esto sugiere que la 
comunicación intra-planta mediada por VOCs es una forma de señalización más 
rápida y eficiente que la señalización vascular, lo que permite preparar a los 
órganos frente a un ataque futuro (Heil & Karban, 2010).  
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2. ANTECENDENTES 

En nuestro laboratorio se realizó un análisis metabolómico mediante 
cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (GC-MS) que permitió 
identificar los VOCs implicados en la respuesta defensiva de S. lycopersicum cv. 
‘Rio Grande’ portadora del gen de resistencia Pto frente a Pst. Se determinó el perfil 
de volátiles emitidos en una interacción tanto de tipo compatible como de tipo 
incompatible, mediante la inoculación con dos cepas diferentes de Pst, virulenta y 
avirulenta, respectivamente. De este modo, se observó que la activación de 
resistencia en la planta, conocida como ETI, conlleva la emisión diferencial de 
ésteres del (Z)-3-hexenol, incluyendo el HB, y de algunos monoterpenoides, como 
el α-terpineol. Además, se identificó un aumento en la expresión del gen AAT1 que 
se relacionó con la liberación de los ésteres del (Z)-3-hexenol y su implicación en la 
resistencia frente a Pst (López-Gresa et al., 2017). 

Posteriormente, se analizó el papel del defensivo de los ésteres del (Z)-3-hexenol y 
se demostró que son capaces de inducir el cierre estomático mediante 
tratamientos exógenos, lo que impide la entrada de la bacteria y activa la respuesta 
defensiva de las plantas. Dentro de este grupo, en la resistencia frente a Pst 
destacó el HB, un compuesto que ha sido patentado (PCT/ES2018/070) y 
licenciado (Químicas Meristem SL) por su actividad frente a numerosos patógenos 
y en diversos cultivos de interés agrícola (Lisón et al., 2019; López-Gresa et al., 
2018; Payá et al., 2020, 2024). Sin embargo, el papel de los ésteres del (Z)-3-hexenol 
en la comunicación intra- e inter-planta activada tras el establecimiento de ETI no 
se ha definido aún, puesto que no se disponía de plantas transgénicas con niveles 
alterados de estos VOCs en un fondo genético ‘Rio Grande’, el cual permite el 
establecimiento de dicha respuesta defensiva. 

Por todo lo expuesto, en el presente trabajo se pretende estudiar el papel de los 
ésteres del (Z)-3-hexenol en la respuesta defensiva local y sistémica asociada a la 
ETI, mediante la caracterización de líneas de silenciamiento generadas en el fondo 
‘Rio Grande’ que tienen alterada la biosíntesis de estos VOCs.  
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3. OBJETIVOS 

El objetivo principal de este trabajo es estudiar el papel de los ésteres del (Z)-3-
hexenol, en cuya biosíntesis participa AAT1, en la respuesta defensiva denominada 
ETI, tanto a nivel local como sistémico. Dicha respuesta tiene lugar en plantas de 
tomate de la variedad ‘Rio Grande’ (portadora del gen de resistencia Pto), tras una 
infección con la cepa bacteriana avirulenta de Pst (portadora del gen de avirulencia 
AvrPto).  

Para ello, se plantean los siguientes objetivos específicos: 

1. Estudio de la función de los ésteres de GLVs en la respuesta defensiva 
denominada ETI a nivel local, mediante la caracterización molecular, 
química y fenotípica y de las líneas transgénicas de tomate de la variedad 
‘Rio Grande’ que silencian el gen AAT1. 
 

2. Estudio de la función de los ésteres de GLVs en la respuesta defensiva 
denominada ETI a nivel sistémico, mediante la caracterización fenotípica y 
química de las hojas superior e inferior a una infectada con Pst de las líneas 
transgénicas silencian el gen AAT1. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. MATERIAL VEGETAL Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO 

En el presente trabajo se han utilizado tres tipos de plantas de S. lycopersicum cv. 
‘Rio Grande’, dos líneas transformadas previamente en el laboratorio con la 
construcción RNAi_AAT (AAT 1.1, AAT 13.1) y su parental RG. Se trata de líneas 
knock-down silenciadas a nivel postranscripcional por ARNi que presentan unos 
niveles de expresión reducidos del gen AAT1. 

Las semillas de las tres líneas fueron esterilizadas en una solución de agua y lejía 
(1:1) durante 30 minutos. Posteriormente, en campana de flujo laminar se 
realizaron tres lavados sucesivos con agua destilada estéril durante 5, 10 y 15 
minutos respectivamente. El material esterilizado se sembró en condiciones 
axénicas en botes de 8 cm de diámetro que contenían 50 mL de medio MS (Tabla 
S1, Anexos) sin kanamicina para la línea RG y suplementado con kanamicina para 
las líneas transformadas AAT 1.1 y AAT 13.1. Los botes se mantuvieron en 
condiciones de oscuridad en una cámara de cultivo in vitro a 24 °C durante tres 
días. Después, permanecieron siete días más en dicha cámara de cultivo con un 
fotoperiodo 16 h/8 h.  

Las plántulas se transfirieron a macetas de 12 cm de diámetro con un sustrato 
compuesto por mezcla de turba con vermiculita (1:1) y fueron cultivadas en 
invernadero durante cuatro semanas con una temperatura de entre 18-24 °C, un 
fotoperiodo 16h /8h, una humedad relativa del 50-70 % y riego con solución 
nutritiva de Hoagland.  

4.2. PREPARACIÓN DEL INÓCULO BACTERIANO 

El inóculo de Pst se obtuvo en el laboratorio a partir del stock almacenado en 
glicerol a -80 °C.  Para ello se prepararon placas Petri de 90 mm de diámetro con 25 
mL de medio LB agar suplementado con rifampicina y kanamicina (Tabla S1, 
Anexos) en las que se sembró por estría la bacteria. Dichas placas se mantuvieron 
en oscuridad durante 48 h a 28 °C.  

Posteriormente, dos días antes de realizar la infección, se seleccionaron colonias 
individuales de las placas y se sembraron en cuatro tubos de 50 mL que contenían 
3 mL de medio King B líquido suplementado con rifampicina (Tabla S1, Anexos). 
Dichos tubos se mantuvieron en una cámara de crecimiento a 28 °C en condiciones 
de oscuridad y agitación durante 24 h. A continuación, se prepararon doce tubos 
de 50 mL con 14 mL de medio King B líquido sobre los que se adicionó 1 mL del 
inóculo bacteriano a cada uno. Al igual que en el paso anterior, estos tubos se 
mantuvieron durante 24 h en una cámara de crecimiento a 28 °C en condiciones de 
oscuridad y agitación. Todo ello permitió un crecimiento óptimo de la bacteria. 
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El día de la infección, alcanzada una densidad óptica adecuada, se trasfirió el 
contenido de los doce tubos de 50 mL a cuatro tubos de 50 mL que se centrifugaron 
durante 15 minutos a 4000 rpm. Después, se desechó el sobrenadante y se 
resuspendió el sedimento de cada tubo en 20 mL de MgCl2 10 mM estéril. 
Finalmente, se vertió el contenido de los cuatro tubos en un vaso de precipitados 
para poder determinar la concentración bacteriana por espectrofotometría. Con 
este objetivo, se midió la absorbancia de una dilución 1:10 del cultivo bacteriano 
en MgCl2, y se calculó el volumen de inóculo que era necesario incorporar en un 
volumen de 1L de MgCl2 para obtener una densidad óptica (D.O.) de 0,1, la cual 
corresponde a una concentración de 5x107 unidades formadoras de colonias por 
mililitro (UFC/mL). 

4.3. INFECCIÓN BACTERIANA Y RECOGIDA DE MUESTRA 

Para el análisis de la respuesta sistémica se realizó una infección a nivel local por 
inmersión, sumergiendo la cuarta hoja de plantas de 4 semanas en una solución 
bacteriana en MgCl2 (D.O. = 0,1) con el detergente Silwet L-77 al 0,05 % durante 30 
segundos. Del mismo modo, en las plantas utilizadas como control se sumergió la 
cuarta hoja en una solución de MgCl2 con el detergente Silwet L-77 al 0,05 % 
durante 30 segundos (Figura 5).  

Tras 24 h de infección se recogió material foliar de la hoja infectada y de las hojas 
inmediatamente superior e inferior a esta, el cual se almacenó a -80 °C para su 
posterior análisis (Figura 5). 

 
Figura 5. Diseño experimental. La cuarta hoja (local, naranja) de plantas de las líneas RG (azul 
oscuro) , AAT 1.1 (rojo) y AAT 13.1 (verde) fueron inoculadas con una solución de Pst en MgCl2 (Pst) 
o con una solución de MgCl2 (Mock). Se midieron los estomas de la quinta (superior, morado) y la 
tercera hoja (inferior, azul claro). Se recogió muestra de tejido foliar de la tercera, la cuarta y la 
quinta hoja. 
Fuente: elaboración propia con Biorender (2024, www.BioRender.com) 

http://www.biorender.com/
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4.4. CONTEO BACTERIANO 

Con el objetivo de analizar el número de unidades formadoras de colonias (UFC) 
presentes en el material vegetal infectado se realizó una infección por inmersión 
completa de las plantas, sumergiéndolas desde el ápice hasta la base del tallo en 
una solución bacteriana en MgCl2 10 mM (D.O. = 0,1) con el detergente Silwet L-77 
al 0,05% durante 30 segundos. 

Pasadas 24 h desde la infección, se extrajeron 3 discos de 0,95 cm2 de foliolos 
infectados de cada una de las plantas utilizando un sacabocados. Dichos discos 
se depositaron en tubos de 2 mL que contenían 300 μL de MgCl2 10 mM estéril. 
Posteriormente, en cada uno de los tubos se introdujeron 10 bolas de vidrio y se 
trituró el contenido en el homogeneizador TissueLyser II (Qiagen, Países Bajos). El 
siguiente paso fue añadir en campana de flujo laminar 700 μL de MgCl2 estéril a 
cada uno de los tubos de 2 mL y homogenizarlos mediante el uso de vórtex.  

Después, se realizaron diluciones seriadas 1:10 en placas ELISA de 96 pocillos con 
el material homogenizado hasta alcanzar la dilución 10-6. Esto se realizó para poder 
sembrar, utilizando bolas de vidrio, 100 μL de las diluciones 10-3, 10-4, 10-5 y 10-6 de 
cada una de las muestras en placas Petri de 90 mm de diámetro que contenían 20 
mL de medio de cultivo King B agar suplementado con rifampicina (Tabla S1, 
Anexos). Las placas Petri sembradas se incubaron a 28 °C en oscuridad durante 48 
h. Pasado ese tiempo, se contó el número de UFC por placa con ayuda de una lupa 
acoplada a un contador de colonias (Vidrafoc, Selecta, España) y se calculó el 
número de UFC∙mL-1 y el logaritmo en base diez de dicho número. 

𝑙𝑜𝑔
𝑈𝐹𝐶

𝑐𝑚2
=

𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎𝑠 ∙ 10 ∙  10−(𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛)

3 𝑑𝑖𝑠𝑐𝑜𝑠 ∙ 0,95
𝑐𝑚2

𝑑𝑖𝑠𝑐𝑜

 

4.5. ANÁLISIS DE LA APERTURA ESTOMÁTICA 

Para medir la apertura estomática se obtuvieron moldes de la parte abaxial de los 
foliolos, aplicando una fina capa de laca de uñas en el envés de la hoja. Pasados 
unos 30 segundos desde la aplicación, se colocó cinta adhesiva transparente, se 
presionó ligeramente y se retiró con suavidad para poder recuperar el molde y 
depositarlo en un cubreobjetos. 

Posteriormente, sobre un portaobjetos se depositó una gota de agua y sobre ella se 
colocó el cubreobjetos. Las muestras se analizaron por microscopía de campo 
claro utilizando el microscopio Leica DC5000 (Leica Microsystems S.L.U, 
Alemania). Se tomaron fotos de diversas regiones de los foliolos y se analizaron con 
el programa de análisis de imagen ImageJ. Utilizando dicho programa, se midió la 
elipse formada por la apertura estomática de 50 estomas de cada genotipo y se 
calculó el ratio correspondiente a la apertura estomática (Figura 6).  
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                                                                              𝑅𝑎𝑡𝑖𝑜 (𝑎𝑝𝑒𝑟𝑡𝑢𝑟𝑎 𝑒𝑠𝑡𝑜𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎) =  
𝑑

𝐷
 

 

4.6. ANÁLISIS TRANSCRIPTÓMICO 

4.6.1. Extracción de ARN 

El tejido vegetal almacenado a -80 °C se trituró en el TissueLyser II (Qiagen, Países 
Bajos). A partir del polvo resultante se extrajo ARN utilizando el kit de extracción 
Nucleospin® RNA Plant (Macherey-Nagel, Alemnia) siguiendo el protocolo indicado 
por el fabricante, en el que ya se incluye el tratamiento con ADNasa. 

La concentración de ARN resultante se obtuvo por medida de la absorbancia a 260 
nm utilizando el espectrofotómetro ultravioleta-visible Nanodrop® ND-1000 
(Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU.) calibrado con agua libre de ARNasa. 

4.6.2. Síntesis de ADNc 

La retrotranscripción (RT) se realizó empleando el kit comercial PrimeScript™ RT 
reagent kit (Perfect Real Time; Takara Bio Inc., Japón) siguiendo el protocolo 
proporcionado por el fabricante. De este modo, cada reacción se llevó a cabo en 
un volumen de 10 μL que contenía 1 μg de ARN (el volumen a adicionar dependía 
de la concentración), 2 μL de tampón (5x PrimeScript Buffer), 0,5 μL de oligo dT 
Primer 50 μM, 0,5 μL de enzima transcriptasa reversa (PrimeScript RT enzyme Mix I) 
y H2O Milli-Q hasta completar dicho volumen. Las muestras se incubaron durante 
15 minutos a 37 °C y después se aplicó un choque térmico durante unos segundos 
a 85 °C para inactivar la enzima. Finalmente, las muestras se diluyeron añadiendo 
90 μL de H2O Milli-Q y se almacenaron a -20 °C. 

4.6.3. Diseño de oligonucleótidos para RT-qPCR  

Se diseñaron oligonucleótidos específicos para el gen AAT1 de S. lycopersicum. 
Para ello, primero se analizó la secuencia del ADNc de dicho gen en la base de 
datos Phytozome (Solyc08g005770.3.1) con el objetivo de seleccionar una región 
que no estuviera presente en la construcción RNAi:AAT. Posteriormente, se 
obtuvieron varias parejas de oligonucleótidos que anillaban en dicha región 
utilizando el programa Primer Express 3.0.1. Por último, se seleccionó la mejor 
pareja tras analizar las curvas de eficiencia obtenidas por RT-qPCR (Tabla S2, 
Anexos).  

Figura 6. Representación de la apertura estomática. d y D hacen referencia al diámetro menor 
y mayor respectivamente.  
Fuente: elaboración propia con Biorender (2024, www.BioRender.com) 
 

http://www.biorender.com/
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4.6.4. qPCR 

La qPCR se llevó a cabo utilizando el reactivo SYBR® Green PCR Master Mix (Applied 
Biosystems, CA, EE.UU.), adicionando las cantidades de H2O Milli-Q, SYBR y 
oligonucleótidos designadas por el fabricante para cada reacción. Se emplearon 
placas de 96 pocillos MicroAmpFast 96-Well ReactionPlate (Applied Biosystems, 
CA, EE.UU.) y en cada pocillo se adicionaron 10 μL de reacción. Finalmente, se selló 
la placa y se introdujo en el termociclador QuantStudio 3 0,1 mL Block (Applied 
Biosystems, CA, EE.UU.), 

En todos los análisis se utilizó como control interno el gen constitutivo Actina. Las 
secuencias de los oligonucleótidos utilizados se detallan en la Tabla S2, Anexos. 

4.7. ANÁLISIS METABOLÓMICO  

4.7.1. Cuantificación de ácido salicílico por cromatografía líquida de alta 
resolución (HPLC) 

Para cuantificar el contenido de SA presente en las muestras se pesaron por 
muestra en tubos de 2 mL 500 mg de tejido foliar machacado y preservado a -80 °C. 
Posteriormente, en cada uno de los tubos se adicionaron 1,5 mL de metanol con 
ácido orto-anísico (OA) 0,025 mM que actuará como patrón interno. El contenido 
de los tubos se homogenizó mediante el uso de vórtex y se agitó con ultrasonidos 
durante 10 minutos para disgregar completamente el tejido. Después, se 
centrifugaron los tubos a 12000 rpm durante 15 minutos a 4 °C y se traspasó el 
sobrenadante a viales de 4 mL. Además, para asegurar una extracción completa se 
resuspendió el sedimento en 500 μL de metanol con OA 0,025 mM, se centrifugó 
durante 14 minutos a 12000 rpm y 4 °C y se vertió el sobrenadante sobre los mismos 
tubos de vidrio de 4 mL. Finalmente, el contenido de los viales se evaporó utilizando 
una corriente de nitrógeno (N2) y una temperatura de 37 °C. 

Posteriormente, para determinar el contenido total (libre y glicosilado) de SA en las 
muestras, sobre cada vial se adicionaron 100 μL de la enzima β-glucosidasa 
(Honeywell Fluka, NJ, EE.UU.) a una concentración de 10 mg/mL en acetato de 
sodio 0,1M a pH 4,5, y 900 μL de acetato de sodio 0,1 M a pH 4,5. Estos viales se 
incubaron toda la noche a 37 °C. Pasado este tiempo, se añadieron sobre cada vial 
77 μL de ácido perclórico para detener la reacción, y 2,5 mL de 
ciclopentano:acetato de etilo (1:1) para favorecer una extracción líquido-líquido de 
compuestos fenólicos. Se tomó la fase superior, correspondiente a la fase 
orgánica, y se transfirió a un nuevo vial donde se evaporó completamente utilizando 
un corriente de N2 y una temperatura de 37 °C. Posteriormente, se resuspendió el 
contenido de los viales en 300 μL de metanol y se filtró empleando una jeringuilla 
de 1 mL con un filtro millipore de nylon de 13 mm de diámetro y 0,45 μm de poro 
(Waters™, MA, EE.UU.). 
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El análisis de los niveles de SA en las muestras se realizó por HPLC transfiriendo 
100 μL del extracto anteriormente obtenido a viales Accuform PP vial 0,7 mL 
(Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU.). Posteriormente, se inyectaron 30 μL del 
extracto en una columna de fase reversa Sunfire C18 (5 μm, 4,6  150 mm; Waters™, 
MA, EE.UU.), equilibrada con ácido acético (J. T. Baker, NJ, EE.UU.) al 1 %, utilizando 
un gradiente de metanol en agua de 0 a 100 % con un flujo constante de 1 mL/min 
durante 20 minutos. El SA y el OA se identificaron con un detector de fluorescencia 
Waters 2475 (Waters™, MA, EE.UU.), a una longitud de onda de excitación de 313 
nm y una longitud de onda de emisión de 404 nm, y se cuantificaron elaborando 
curvas patrón utilizando estándares a distintas concentraciones. 

4.7.2. Análisis de VOCs por GC-MS 

El análisis de VOCs se realizó pesando 100 mg de tejido machacado y almacenado 
a -80 °C de cada muestra en viales de 7 mL independientes. Del mismo modo, los 
controles se obtuvieron mezclando material de todas las muestras hasta alcanzar 
los 100 mg de tejido por vial. Después, en cada vial se adicionaron 1 mL de una 
disolución de cloruro de calcio saturada (~6 M) y 100 μL de ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA) 750 mM a pH 7,5. Los viales se cerraron 
herméticamente y se agitaron mediante ultrasonidos durante 5 minutos. 

Posteriormente, los viales se situaron en un automuestreador CombiPAL (CTC 
Analytics, Suiza) para proceder a la extracción de los VOCs mediante la técnica de 
microextracción en fase sólida en el espacio de cabeza (HS-SPME, Head Space 
Solid-Phase Microextraction) (López-Gresa et al., 2017). Este proceso consistió en 
una incubación de 10 minutos a 50 °C y una extracción de 20 minutos a la misma 
temperatura en la que la adsorción tuvo lugar en una fibra PDMS/DVB (Supelco, PA, 
EE.UU.). La desorción de los compuestos adheridos a la fibra tuvo lugar en la zona 
de inyección del cromatógrafo de gases durante 1 minuto a 250 °C. 

Para la detección y cuantificación de VOCs se empleó el cromatógrafo de gases 
Agilent 6890N (Agilent, CA, EE.UU.) acoplado al espectrómetro de masas Agilent 
5975B Inert XL(Agilent, CA, EE.UU.). Las condiciones del horno fueron: 40 °C 
durante 2 minutos, una rampa de 5 °C/min hasta llegar a 250 °C y 250 °C durante 5 
minutos. Además, el gas portador fue una corriente de helio constante de 1,2 
mL/min. La columna utilizada, DB-5 ms, era una columna capilar de 60 metros de 
longitud y 0,25 mm de diámetro interno con un grosor de fase estacionaria de 1 μm. 
Por otra parte, el espectrómetro de masas funcionaba en el modo de impacto 
electrónico, con una energía de activación de 70 eV y una temperatura de fuente de 
230 °C, y la adquisición de datos se realizó en el modo scan obteniéndose 6 
escaneos por segundo en un rango de masa/carga (m/z) de 35‐250. 

Los cromatogramas y los espectros de masas fueron adquiridos y procesados con 
el programa MassHunter Quantitative Analysis (Agilent, CA, EE.UU.). Además, la 
identificación de los compuestos se realizó por comparación tanto de los 
espectros de masas con la librería NIST 05 Mass Spectral library, como de los 
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tiempos de retención con los de estándares puros proporcionados por el Servicio 
de Metabolómica del IBMCP. 

Para el análisis no dirigido del volatiloma se procesaron los datos obtenidos por 
GC-MS con el programa MetAlign. Este paso permitió alinear los cromatogramas y 
eliminar ruido de fondo. Posteriormente, con el programa Excel se realizó una 
normalización respecto al día y la hora de extracción en el equipo. Para ello, se 
realizó un análisis ANOVA de una vía sobre los datos de los controles extraídos con 
el fin de determinar las diferencias existentes entre grupos, y de este modo, poder 
calcular un factor de corrección adecuado para cada compuesto detectado. 
Finalmente, tras aplicar los factores de corrección sobre todos los datos se realizó 
una limpieza de los picos de baja intensidad detectados.  

4.8. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

En el tratamiento de datos se empleó el programa Excel del paquete Microsoft 365. 

El análisis estadístico se realizó utilizando el programa GraphPad Prism v.8.0.1. 
Además, las diferencias entre las líneas utilizadas se analizaron mediante los 
análisis ANOVA de dos vías, ANOVA de una vía y el post hoc Tukey test. En todos los 
casos dichas diferencias se consideraron estadísticamente significativas si P-valor 
< 0,05. 

El análisis de datos multivariable se realizó utilizando los programas MetAlign, 
Excel y MetaboAnalyst, utilizando en este último la varianza unitaria (UV) como 
método de escalado en el análisis de componentes principales (PCA). 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1. FUNCIÓN DE LOS ÉSTERES DE GLVs EN LA RESPUESTA 
DEFENSIVA DENOMINADA ETI A NIVEL LOCAL  

 

Con el fin de estudiar la función defensiva de los ésteres del (Z)-3-hexenol en el 
establecimiento de la ETI a nivel local, se llevó a cabo la caracterización molecular, 
química y fenotípica de las líneas transgénicas de tomate de la variedad Rio Grande 
que silencian el gen AAT1 (AAT 1.1 y AAT 13.1), que participa en su ruta de 
biosíntesis.  

5.1.1. Las líneas de silenciamiento AAT 1.1 y AAT 13.1 presentan una expresión 
reducida del gen AAT1 

Las líneas transgénicas de S. lycopersicum cv. ‘Rio Grande’ AAT 1.1 y AAT 13.1 
fueron generadas previamente en el laboratorio a partir de una construcción ARNi 
para silenciar el gen AAT1, el cual se induce en respuesta a la infección por Pst 
(López-Gresa et al., 2017). Con el fin de confirmar el silenciamiento génico, dichas 
plantas fueron infectadas con la bacteria (Pst) o bien sumergidas en la solución sin 
la bacteria (Mock) y la expresión del gen AAT1 fue analizada por RT-qPCR (Figura 7). 
Para ello, se puso a punto el diseño de oligonucleótidos específicos, de acuerdo a 
lo indicado en el apartado 3.6.3 de materiales y métodos. 

De este modo, se observó que tanto de manera constitutiva (Mock) como tras una 
inoculación con la bacteria (Pst) ambas líneas transgénicas presentaban una clara 
reducción de la expresión del gen AAT1 respecto al control RG (Figura 7). En este 
último caso, solo la línea transgénica AAT 13.1 presentó diferencias 
estadísticamente significativas respecto a RG (Figura 7).  

Figura 7. Expresión relativa del gen AAT1 en la cuarta hoja de plantas RG, AAT 1.1 y AAT 13.1, 24 
horas después de una inoculación local en dicha hoja con MgCl

2
 (Mock; rosa) o con Pst (azul). Los 

valores de RT-qPCR fueron normalizados con el nivel de expresión del factor del gen actina. Los 
niveles de expresión corresponden a la media ± el error estándar de 3 plantas independientes de 
un experimento representativo. 
Las letras denotan diferencias estadísticamente significativas de acuerdo con el Tukey test (P < 
0,05). 
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La falta de significación estadística al comparar la línea RG con la AAT 1.1 en la 
condición Pst podría deberse a la relativa inestabilidad de las construcciones de 
ARNi sobre todo después de producirse varios eventos meióticos, lo cual se ha 
descrito en la especie modelo A. thaliana (T. Wang et al., 2005). De cualquier forma, 
hemos confirmado que las líneas de silenciamiento generadas presentan una 
expresión reducida del gen AAT1 y, por otra parte, disponemos de 2 líneas 
independientes con niveles distintos de silenciamiento que podrían permitir 
establecer fenotipos dependientes de la dosis. 

5.1.2. Las líneas de silenciamiento AAT 1.1 y AAT 13.1 tienen alterada la ruta LOX    

Los GLVs se emiten de manera diferencial en los organismos vegetales cuando son 
atacados por hongos, bacterias o herbívoros (Scala et al., 2013). Para que esto 
ocurra, es necesario un aumento en la expresión de los genes que codifican las 
enzimas involucradas en su síntesis, destacando TomloxF, HPL y AAT1 (Figura 4) 
(López-Gresa et al., 2017; Tong et al., 2012; Y. Wang et al., 2020). Además, se ha 
descrito que la alteración de la expresión de HPL provoca una reprogramación de 
la ruta de biosíntesis de GLVs en respuesta a distintos estímulos, redirigiendo su 
sustrato hacia la síntesis de JA (Tong et al., 2012; Y. Wang et al., 2020), una hormona 
que participa en la respuesta defensiva frente a herbívoros y patógenos necrotrofos 
(Thaler et al., 2012). Por todo ello, en este estudio se decidió analizar los cambios 
de expresión que ocurren en la ruta LOX al silenciar el gen AAT1.  

Se analizó la expresión de los genes TomloxF (Figura 8A) y HPL (Figura 8B), que 
participan en la ruta de biosíntesis de los GLVs (Figura 4). Para ello, se llevó a cabo 
una RT-qPCR a partir de RNAs de las plantas RG, AAT 1.1 y AAT 13.1 sin infectar 
(Mock) e infectadas (Pst). Se confirmó que ambos genes se inducen 
significativamente en respuesta a la infección en plantas RG. Asimismo, en el caso 
del gen TomloxF, se observó que de manera constitutiva (Mock) su expresión fue 
mayor en las líneas transgénicas, siendo comparable al nivel que de plantas RG 
infectadas con Pst (Figura 8A). Del mismo modo, tras una infección con Pst los 
niveles de expresión de dicho gen presentaron un ligero incremento en las plantas 
transgénicas respecto a RG, aunque no fue estadísticamente significativo (Figura 
8A).  

Por otra parte, en el caso del gen HPL se comprobó que, aunque de manera 
constitutiva (Mock) sus niveles de expresión fueron más elevados en plantas 
transgénicas, en este caso las diferencias no resultaron ser significativas respecto 
a RG (Figura 8B). De igual forma, tras la infección con Pst las líneas transgénicas 
presentaban un ligero incremento en la expresión de HPL, aunque no fue 
estadísticamente significativo (Figura 8B). 
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Además, se analizó la expresión de los genes TomloxD (Figura 9A) y AOS (Figura 9B), 
ambos implicados en la síntesis de JA, así como de TCI21 (Figura 9C), un marcador 
de la señalización mediada por JA (Lisón et al., 2006).  

Así, se determinó que el gen TomloxD se indujo en respuesta a la infección con Pst, 
mostrando un comportamiento similar en las líneas RG, AAT 1.1 y AAT 13.1 (Figura 
9A). Del mismo modo, en el caso del gen AOS se observó una inducción de su 
expresión en respuesta a la infección en las tres líneas, siendo superior la expresión 
en las líneas transgénicas, aunque solo se apreció una diferencia estadísticamente 
significativa respecto a RG en el caso de la línea AAT 13.1 (Figura 9B), que se 
corresponde con la línea que mayor silenciamiento presenta (Figura 7). Finalmente, 
se evaluó la expresión del gen TCI21 y se determinó que, aunque su expresión 
después de la infección se incrementó, los niveles no variaban entre los tres tipos 
de plantas (Figura 9C). 

Se han descrito numerosos ejemplos de genes que participan en mecanismos de 
retroalimentación tanto positiva como negativa de las rutas metabólicas o de 
señalización en las que participan (Achard & Genschik, 2009; Chini et al., 2007; de 
Poel & Van Der Straeten, 2014). Además, como ya se ha comentado anteriormente 
se ha determinado que el silenciamiento de genes como HPL provoca una 
redirección del sustrato hacia la síntesis de JA (Tong et al., 2012; Y. Wang et al., 
2020). Es por ello que los resultados de este estudio indican la existencia de dos 
eventos complementarios. Por un lado, evidencian un mecanismo que de forma 
basal (en la condición Mock) intenta restaurar los niveles normales de ésteres del 
(Z)-3-hexenol aumentando la síntesis de compuestos precursores, lo cual se 

Figura 8. Expresión relativa de los genes TomloxF y HPL, implicados en la síntesis de GLVs, 
tras una inoculación local con MgCl

2
 o Pst. En el análisis se utilizó la cuarta hoja de plantas 

RG, AAT 1.1 y AAT 13.1 recogidas 24 después de la una inoculación local en dicha hoja con MgCl
2
 

(Mock; rosa) o con Pst (azul). Los valores de RT-qPCR fueron normalizados con el nivel de 
expresión del factor del gen actina. Los niveles de expresión corresponden a la media ± el error 
estándar de 3 plantas independientes de un experimento representativo. 
Las letras denotan diferencias estadísticamente significativas de acuerdo con el Tukey test (P < 
0,05). 

A. B. 



 23 

observa en la mayor expresión de TomloxD y HPL (Figura 8). Por otro lado, nuestros 
resultados indican que en respuesta a una infección se redirige el flujo de 
metabolitos hacia la producción de JA y sus derivados (Figura 9B).  

5.1.3. El silenciamiento del gen AAT1 altera los niveles de SA y sus derivados 

El SA es una hormona fundamental en la resistencia frente a patógenos, tanto a 
nivel local como sistémico. Participa tanto en la PTI como en la ETI, y es una de las 
señales clave para activar la SAR (Ghosh et al., 2019). De igual forma, frente al 
ataque de patógenos también es esencial la producción de VOCs, como los GLVs, 
que confieren resistencia en partes de la planta no infectadas (Hammerbacher et 
al., 2019). A pesar de ello, la relación entre la emisión de compuestos volátiles y el 
SA ha sido poco estudiada. Solo en algunos artículos se ha demostrado que el SA 
promueve la emisión de compuestos volátiles que activan defensas indirectas 
frente a insectos (Patt et al., 2018; Shi et al., 2016; Yang et al., 2021). En este 
contexto, decidimos estudiar la posible relación que entre el SA y los GLVs en 
respuesta a una infección bacteriana. 

A. 

B. C. 

Figura 9. Expresión relativa de los genes TomloxD, AOS y TCI21, implicados en la síntesis y 
señalización por JA, tras una inoculación local con MgCl2 o Pst. En el análisis se utilizó la 
cuarta hoja de plantas RG, AAT 1.1 y AAT 13.1 recogidas 24 después de la una inoculación local 
en dicha hoja con MgCl2 (Mock; rosa) o con Pst (azul). Los valores de RT-qPCR fueron 
normalizados con el nivel de expresión del factor del gen actina. Los niveles de expresión 
corresponden a la media ± el error estándar de 3 plantas independientes de un experimento 
representativo. 
Las letras denotan diferencias estadísticamente significativas de acuerdo con el Tukey test (P < 
0,05). 
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La medida de los niveles de SA total permitió observar que los valores no varían 
significativamente entre las condiciones Mock y Pst (Figura 10A), tal y como había 
sido previamente descrito (López-Gresa et al., 2017). Sorprendentemente, en 
ambas condiciones se detectaron niveles de SA más elevados en las líneas 
transgénicas AAT 1.1 y AAT 13.1 que en RG (Figura 10A).  

Además, se evaluó la emisión de MeSA, un derivado del SA, lo cual permitió 
comprobar que la infección con Pst promueve la emisión de este compuesto en 
plantas RG, pero no en las líneas transgénicas (Figura 10B).  

Por otra parte, se analizó la expresión del gen S5H, el cual codifica la enzima 
encargada de catabolizar el SA en ácido gentísico (GA) (Payá et al., 2022), un 
compuesto que es capaz de activar las defensas frente a patógenos (Bellés et al., 
2007) (Figura 10C). Así, se observó una inducción de dicho gen tras la infección con 
Pst en las plantas RG, que resultó ser menor en las líneas transgénicas (Figura 10C). 
La menor expresión de S5H en AAT 1.1 y AAT 13.1 indica que se estaría produciendo 
una menor conversión de SA en GA en dichas líneas, lo que concuerda con los 
mayores niveles de SA observados en ellas (Figura 10A). 

B. C. 

A. 

Figura 10. Niveles de SA, MeSA y expresión relativa del gen S5H tras una inoculación local 
con MgCl

2
 o Pst. (A) Nivel de SA libre en la cuarta hoja de plantas RG, AAT 1.1 y AAT 13.1, 24 horas 

después de una inoculación local en dicha hoja con MgCl
2
 (Mock; rosa) o con Pst (fucsia). (B) 

Emisión de MeSA en la cuarta hoja de plantas RG, AAT 1.1 y AAT 13.1, 24 horas después de una 
inoculación local en dicha hoja con MgCl

2
 (Mock; gris) o con Pst (verde). (C)Expresión relativa del 

gen S5H en la cuarta hoja de plantas RG, AAT 1.1 y AAT 13.1, 24 horas después de una inoculación 
local en dicha hoja con MgCl

2
 (Mock; rosa) o con Pst (azul). Los valores de RT-qPCR fueron 

normalizados con el nivel de expresión del factor del gen actina. Los niveles de expresión 
corresponden a la media ± el error estándar de 3 plantas independientes de un experimento 
representativo. 
Las letras denotan diferencias estadísticamente significativas de acuerdo con el Tukey test (P < 
0,05). 
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Estos resultados demuestran que la alteración de la expresión del gen AAT1, y, por 
tanto, de la ruta de los GLVs, provoca un incremento en los niveles basales de SA 
(Figura 10A) que no sería suficiente para conferir un fenotipo de resistencia, 
indicando que el control del cierre estomático juega un papel clave en los procesos 
defensivos (Figura 13). En este sentido, dicho aumento podría deberse a una mayor 
activación de la muerte celular en las plantas transgénicas, ya que el SA participa 
en la activación de los programas de muerte celular (Radojičić et al., 2018).  

Por otra parte, los niveles reducidos de MeSA y la menor inducción de la expresión 
del gen S5H en respuesta a una infección por Pst (Figura 10B, 10C) ponen de 
manifiesto que no se produce una activación efectiva del metabolismo del SA.  

5.1.4. Las líneas AAT 1.1 y AAT 13.1 no emiten GLVs 

Los VOCs son emitidos en respuesta al estrés biótico, actuando como defensa 
directa frente al patógeno, o bien como defensa indirecta al promover la resistencia 
de tejidos no infectados o de plantas próximas (Hammerbacher et al., 2019). En 
este sentido, se ha demostrado que una interacción incompatible, en la que tiene 
lugar el establecimiento de la respuesta defensiva denominada ETI, genera en las 
plantas un perfil metabolómico distinto al que se obtiene en una interacción 
compatible, en la que se desarrolla la enfermedad (López-Gresa et al., 2017). En 
concreto, en la interacción incompatible entre plantas de tomate RG y la bacteria 
Pst es diferencial la emisión de los ésteres del (Z)-3-hexenol, lo que sugiere, tal y 
como han confirmado otros estudios, que estos compuestos juegan un papel 
fundamental en la inducción de resistencia en tejidos distales y plantas cercanas 
(López-Gresa et al., 2017, 2018; Payá et al., 2020, 2024). 

Con el fin de llevar a cabo la caracterización química de las líneas de silenciamiento 
AAT 1.1 y AAT 13.1, se realizó un análisis metabolómico no dirigido mediante GC-
MS para identificar aquellos compuestos volátiles diferencialmente emitidos. Para 
ello, se realizó una infección a nivel local por inmersión, sumergiendo la cuarta hoja 
de plantas de 4 semanas en una solución bacteriana (Pst) o bien en una solución 
sin la bacteria (Mock) tanto de las plantas RG como de las 2 líneas de 
silenciamiento génico (ver Apartado 4.3 de Materiales y Métodos). Para la 
observación de las diferencias metabólicas se representaron las muestras en un 
PCA. El score plot del PCA mostró una separación clara entre las líneas 
transgénicas y RG (Figura 11; Figura S1, Anexos).  

Por otra parte, se identificaron los volátiles diferencialmente emitidos en la línea 
RG respecto a las líneas transgénicas AAT 1.1 y AAT 13.1 después de una infección 
con Pst, lo que demostró que el volatiloma de RG está enriquecido en GLVs, 
principalmente el HB, así como en algunos bencenoides (Figura 11). La menor 
emisión de MeSA confirma los resultados previamente obtenidos (Figura 10B). 
Además, para identificar de manera inequívoca aquellos volátiles que se emiten de 
forma específica frente a la infección bacteriana, también se identificaron los VOCs 
emitidos en RG respecto a las líneas transgénicas después de una inoculación con 
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MgCl2 (Mock) (Figura S1, Anexos) y se eliminaron de la lista de volátiles asociados a 
la respuesta frente a la infección aquellos que coincidían en ambas. 

Asimismo, se realizó un análisis metabolómico dirigido para evaluar los niveles de 
emisión de los ésteres del (Z)-3-hexenol y sus precursores en las tres líneas 
estudiadas (Figura 12; Figura S2, Anexos). Por una parte, se confirmó que las 
plantas RG producen la emisión diferencial de los ésteres del (Z)-3-hexenol cuando 
está activada la respuesta defensiva denominada ETI inducida por Pst, tal y como 
había sido previamente descrito (López-Gresa et al., 2017). Por otra parte, se 
determinó que en las líneas AAT 1.1 y AAT 13.1 no se induce la emisión de ésteres 
del (Z)-3-hexenol en respuesta a una infección con Pst, y tampoco se observa un 
aumento en la emisión de sus precursores (Figura 12). En este sentido, el 
agrupamiento jerárquico detectó una separación clara de los compuestos 
analizados en dos grupos principales: por un lado, los ésteres del (Z)-3-hexenol y, 
por otro, sus precursores (Figura 12). Esto indica que el silenciamiento del gen AAT1 
tuvo un impacto significativo en la producción de estos compuestos.  

Un estudio anterior definió los volátiles diferencialmente emitidos en plantas de 
tomate wild type de la variedad ‘Floradade’ y plantas de esta misma variedad en las 
que se había silenciado el gen AAT1 (López-Gresa et al., 2018). En él, se determinó 
que las diferencias encontradas se debían principalmente a los ésteres del (Z)-3-
hexenol. Nuestros resultados muestran que la variedad ‘Rio Grande’ se comporta 
de la misma forma, pero además comprobamos que los precursores de dichos 
ésteres están disminuidos en las líneas transgénicas. Esto concuerda con otros 
estudios en los que se ha analizado como se modifican rutas metabólicas 
específicas tras alterar los pasos finales (Henriquez et al., 2016; Huang et al., 2010; 
Nakayasu et al., 2020). 
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Figura 11. Scores plot del PCA basado en la abundancia de señales detectadas por 
espectrometría de masas en el rango m/z de 35 a 250 gmol

-1
 en la cuarta hoja de plantas RG 

(RG Pst local, azul), AAT 1.1 (AAT 1.1 Pst local, rojo) y AAT 13.1 (AAT 13.1 Pst local, verde),  24 
horas después de una inoculación local con Pst. 

Figura 12. Heatmap de la emisión de VOCs implicados en la ruta de los GLVs en la cuarta 
hoja de plantas RG, AAT 1.1 y AAT 13.1, 24 horas después de una inoculación local con MgCl

2
 

(Mock) o Pst.  
La diferencia de color se obtuvo en base a la medida de distancia euclídea. Se utilizó el método 
Ward para agrupar los compuestos. 

AAT 1.1 Pst local 
AAT 13.1 Pst local 
RG Pst local 

RG Pst local 

• GLVs 
Butanoato de (Z)-3-hexenilo 
Hexanal 
E-2-hexenal 
(E,E)-2,4-hexadien-1-al 
2-pentanol 
(E)-3-hexen-1-ol 
(Z)-3-hexenal 
 

• Bencenoides 
Salicilato de metilo 
Eugenol 
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5.1.5. El silenciamiento del gen AAT1 reduce la respuesta defensiva frente a Pst 

Un estudio anterior demostró que los ésteres del (Z)-3-hexenol son producidos en 
respuesta a una infección con Pst (López-Gresa et al., 2017). Además, se ha 
comprobado que estos compuestos son capaces de promover la defensa 
estomática frente a la infección y, por tanto, reducir la capacidad de colonización 
de la bacteria, ya que los estomas son su principal vía de entrada (López-Gresa et 
al., 2018; Payá et al., 2024). De igual forma, también se ha descrito que algunos 
GLVs son capaces de inducir la expresión del gen PR1 (López-Gresa et al., 2018), 
un marcador de la infección asociado a la señalización por SA (Saijo & Loo, 2020). 
Estas evidencias explican el mecanismo de acción de los ésteres del (Z)-3-hexenol 
como inductores de resistencia frente a Pst. Sin embargo, la mayor parte de los 
estudios se han realizado mediante tratamientos exógenos. Con el fin de confirmar 
mediante una aproximación genética el papel de estos compuestos en la respuesta 
defensiva denominada ETI en plantas de tomate, se llevó a cabo la caracterización 
fenotípica y molecular de las líneas transgénicas de tomate de la variedad Rio 
Grande que silencian el gen AAT1 (AAT 1.1 y AAT 13.1), con respecto a su parental.  

Primero se comprobó la apertura estomática en las líneas AAT 1.1 y AAT 13.1, 
observando que las líneas transgénicas presentaban los estomas más abiertos de 
manera significativa (Figura 13A). En concordancia con este hecho, dichas plantas 
presentaron una mayor susceptibilidad a Pst, posiblemente debido a una mayor 
facilidad de colonización bacteriana (Figura 13B). Posteriormente, se analizó la 
expresión del gen PR1 y se observó un incremento en su expresión en la línea RG en 
la condición Pst respecto a la Mock, lo que confirmó que la infección se produjo de 
manera exitosa (Figura 13C). Además, se comprobó que no existían diferencias 
significativas entre las dos líneas y su parental en la condición Mock, y que lo 
mismo ocurría en la infección con Pst (Figura 13C). En particular, la línea AAT 13.1, 
que fue la que mejor silenciamiento del gen presentó (Figura 7), no presentó una 
inducción significativa del gen PR1 tras la infección (Figura 13C) y mostró una 
susceptibilidad algo mayor, aunque no significativa. Estos resultados podrían 
sugerir que existe un efecto dosis del silenciamiento sobre el fenotipo observado. 

De este modo, la mayor susceptibilidad de las líneas AAT 1.1 y AAT 13.1 ante una 
infección bacteriana, así como la menor inducción de la expresión de PR1, 
confirman que los GLVs promueven la defensa frente al estrés biótico tal y como se 
ha descrito en estudios anteriores (Hammerbacher et al., 2019; López-Gresa et al., 
2018; Payá et al., 2020, 2024; Scala et al., 2013).  

Por tanto, los menores niveles de emisión de GLVs en las líneas AAT 1.1 y AAT 13.1 
(Figuras 11 y 12), la mayor apertura estomática detectada en estas líneas (Figura 
13A), la menor activación de PR1 (Figura 13C) y su mayor susceptibilidad a la 
bacteria Pst (Figura 13B) sugieren que los GLVs tienen una función importante en el 
establecimiento de la ETI. 
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5.2. FUNCIÓN DE LOS ÉSTERES DE GLVs EN LA RESPUESTA 
SISTÉMICA A UNA INFECCIÓN CON Pst 

Una vez confirmada la función de los ésteres de GLVs en la respuesta defensiva 
denominada ETI, se llevó a cabo el estudio de su función en la respuesta sistémica, 
mediante la caracterización fenotípica y química de las hojas superior e inferior a 
una infectada con Pst, de las líneas transgénicas silencian el gen AAT1. 

5.2.1. Los GLVs inducen el cierre estomático a nivel sistémico tras una infección 
local 

Diversos estudios realizados con herbívoros han demostrado que los VOCs actúan 
como una señal sistémica que, por su naturaleza volátil, no se transmite a través 
del sistema vascular, lo que facilita la transferencia de información desde el tejido 
dañado hacia zonas de la planta no afectadas (Frost et al., 2007; Heil & Bueno, 
2007; Karban et al., 2006; Rodriguez-Saona et al., 2009). Esta comunicación, 
además, contribuye al establecimiento de un priming que prepara las partes no 
dañadas frente a futuros ataques sin requerir una gran inversión de energía. De este 
modo, entre los posibles responsables de esta señalización intra-planta destacan 
los GLVs (Heil & Ton, 2008). En este contexto, nuestro estudio busca aportar 
evidencias de la existencia de una comunicación intra-planta frente al ataque de 
patógenos en la que los GLVs son fundamentales.  

A. B. C. 

Figura 13. Respuesta defensiva inducida por Pst en las líneas AAT 1.1 y AAT 13.1. (A) Ratio de 
la apertura estomática medida en la cuarta hoja de plantas RG (azul), AAT 1.1 (rojo) y AAT 13.1 
(verde). (B) Crecimiento de Pst 24 horas después de la inoculación por inmersión de plantas RG 
(azul), AAT 1.1 (rojo) y AAT 13.1 (verde). (C)Expresión relativa del gen PR1 en la cuarta hoja de 
plantas RG, AAT 1.1 y AAT 13.1, 24 horas después de una inoculación local en dicha hoja con 
MgCl

2
 (Mock; rosa) o con Pst (azul). Los valores de RT-qPCR fueron normalizados con el nivel de 

expresión del factor del gen actina. Los niveles de expresión corresponden a la media ± el error 
estándar de 3 plantas independientes de un experimento representativo. 
Se realizaron 3 experimentos independientes. Las letras denotan diferencias estadísticamente 
significativas de acuerdo con el Tukey test (P < 0,05). 
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Para ello, se analizó la apertura estomática de plantas RG, AAT 1.1 y AAT 13.1 en 
hojas distales, tanto superiores (quinta hoja) como inferiores (tercera hoja), a una 
hoja inoculada localmente (cuarta hoja) con Pst o con una solución de MgCl2 
(Mock) (Figura 14). Los resultados obtenidos mostraron que, en plantas RG, se 
induce el cierre estomático en hojas distales al comparar ambas condiciones. 

La resistencia sistémica adquirida (SAR) asociada a ETI se ha asociado 
clásicamente a tejidos superiores a la hoja infectada, puesto que se contempla que 
las señales móviles implicadas viajan a lo largo del floema (Fu & Dong, 2013). La 
detección del cierre estomático en hojas inferiores pone de manifiesto el posible 
papel de los VOCs en la activación de la resistencia sistémica, abriendo una nueva 
dimensión en el estudio de la resistencia en hojas inferiores a la infectada.  

Asimismo, hemos observado que en las líneas transgénicas el cierre estomático en 
las hojas superior e inferior de una hoja infectada (Pst) es menos evidente, ya que 
se pierde la significación estadística al compararlas con las hojas superior e inferior 
a una no infectada (Mock) (Figura 14). Como ya se ha comentado anteriormente, 
los ésteres del (Z)-3-hexenol se emiten de manera diferencial tras la inoculación 
con Pst, y son capaces de inducir el cierre estomático de forma independiente a la 
señalización por SA, lo que promueve la resistencia frente a un amplio rango de 
patógenos (López-Gresa et al., 2017, 2018; Payá et al., 2020, 2024). Sin embargo, 
no se ha determinado si la emisión de estos compuestos en respuesta a una 
infección local participa en la señalización sistémica, como en el caso de 
herbívoros (Scala et al., 2013). Nuestros resultados confirman esta hipótesis y 
suponen un punto de partida para posteriores experimentos en los que se analice 
el alcance de dicha señalización. 

Inferior Superior A. B. 

Figura 14. Ratio de apertura estomática medida en la quinta (A) y tercera hoja (B) tras la 
inoculación local de la cuarta hoja con MgCl

2
 (Mock; naranja) o Pst (verde) en plantas RG, 

AAT 1.1 y AAT 13.1, 24 horas después de una inoculación local en dicha hoja con MgCl
2
 (Mock; 

naranja) o con Pst (verde). 
Las letras denotan diferencias estadísticamente significativas de acuerdo con el Tukey test (P < 
0,05). 
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5.2.2. La infección con Pst provoca un cambio en el perfil de volátiles solo a nivel 
local  

La capacidad de los GLVs para inducir resistencia frente a un amplio espectro de 
patógenos y herbívoros se ha estudiado mayoritariamente mediante tratamientos 
exógenos (López-Gresa et al., 2018; Payá et al., 2020; Scala et al., 2013). Además, 
los estudios en los que se identifica su emisión diferencial en respuesta al estrés 
biótico solo analizan el tejido directamente afectado (López-Gresa et al., 2017; 
Scala et al., 2013). Debido a ello, para poder confirmar que los GLVs participan en 
la comunicación intra-planta es necesario determinar si estos compuestos son 
emitidos en tejidos distales a la región infectada. 

Se analizó el perfil de volátiles en hojas distales (inferior y superior, tercera y quinta 
hoja respectivamente) y en hojas locales (cuarta hoja) de plantas RG inoculadas 
localmente con una solución de MgCl2 (Mock) (Figura S3, Anexos) o con Pst (Figura 
15) mediante un análisis GC-MS. El score plot del PCA mostró una separación entre 
las hojas distales y la hoja local tanto en el caso de la infección (Figura 15) como en 
el tratamiento Mock (Figura S3, Anexos).  

Posteriormente, se analizaron los loadings plots para determinar los compuestos 
diferencialmente emitidos en cada grupo. En el caso de la inoculación con MgCl2 
(Figura S3, Anexos) se asumió que los compuestos identificados se debían a 
diferencias en la edad de las hojas por lo que se utilizaron para diferenciar de 
manera inequívoca los compuestos diferencialmente emitidos en plantas 
infectadas localmente con Pst (Figura 15). De este modo, se determinó que en 
hojas locales inoculadas con Pst se producen una gran variedad de terpenoides, 
como el α-terpineol, y aumenta la emisión de GLVs, sobre todo del HB, en 
comparación con ambas hojas distales (Figura 15). Estos resultados indican que la 
producción de GLVs se estimula de manera local en plantas RG infectadas pero no 
a nivel distal. Asimismo, los VOCs emitidos por las hojas locales coinciden con los 
previamente publicados (López-Gresa et. al, 2017). 

Por otra parte, para estudiar el volatiloma de las hojas distales en las líneas 
transgénicas AAT 1.1 y AAT 13.1 se analizaron las diferencias en el perfil de volátiles 
de hojas superiores e inferiores de las tres líneas, observándose un 
comportamiento similar al de su parental RG, (Figura S4, Anexos; Figura 16).  

Los scores plots de los PCA no mostraron separación entre los distintos genotipos 
ni en hojas superiores ni inferiores tras una inoculación con Pst (Figura 16), 
mientras que en la condición Mock se observaron diferencias entre los genotipos 
(Figura S4, Anexos). Este hecho demuestra que la infección con Pst permite obtener 
el mismo perfil de volátiles a nivel sistémico en las líneas transgénicas y su parental 
RG. 
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Figura 15. Scores plot del PCA basado en la abundancia de señales detectadas por 
espectrometría de masas en el rango m/z de 35 a 250 gmol

-1
 en la tercera (RG Pst inferior, azul), 

la cuarta hoja (RG Pst local, amarillo) y la quinta hoja (RG Pst superior, morado) de plantas RG, 
24 horas después de una inoculación local en la cuarta hoja con Pst. 

Figura 16. Scores plot de los PCA basados en la abundancia de señales detectadas por 
espectrometría de masas en el rango m/z de 35 a 250 g/mol, obtenidos de la quinta hoja (A, 
superior) y la tercera hoja (B, inferior) de plantas RG (azul), AAT 1.1 (rojo) y AAT 13.1 (verde), 24 
horas después de una inoculación local en la cuarta hoja con Pst. 
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Además, también se realizó un análisis dirigido para determinar los niveles de los 
ésteres del (Z)-3-hexenol (Figura S5, Anexos; Figura 17). Tomando como ejemplo el 
HB, no se observaron diferencias en los niveles de este volátil en hojas superiores 
e inferiores en ninguna de las condiciones y en ninguno de los genotipos (Figura 17).  

Tradicionalmente, la defensa sistémica frente a una infección se ha asociado con 
moléculas como el SA, el Pip o el G3P. Estos compuestos se distribuyen en la 
planta a través de los conductos vasculares y desencadenan la SAR (Fu & Dong, 
2013). Sin embargo, la identificación de compuestos volátiles como el MeSA o los 
monoterpenos hidroxilados, esenciales en la inducción de resistencia en tejidos 
distales o plantas cercanas, ha puesto de manifiesto la importancia de la 
comunicación a través de señales aéreas (Heil & Karban, 2010; Park et al., 2007; 
Pérez-Pérez et al., 2024). En este sentido, también se ha demostrado que los GLVs 
tienen un papel fundamental en la comunicación intra- e inter-planta en respuesta 
a herbívoros (Matsui & Engelberth, 2022), y, de acuerdo con nuestros resultados, a 
infecciones bacterianas (Figura 14). 

5.2.3. Los niveles de MeSA a nivel sistémico no se modifican tras una infección 
local con Pst en las líneas AAT 1.1 y AAT 13.1 

El MeSA es un compuesto volátil cuyos niveles se incrementan en respuesta al 
ataque de patógenos (Shine et al., 2019). En tejidos infectados, el SA se transforma 
en MeSA para dirigirse hacia tejidos no afectados y plantas cercanas, donde vuelve 
a convertirse en SA e induce resistencia. De este modo, el MeSA es una señal 
esencial en la respuesta sistémica, y, por tanto, en la SAR (Park et al., 2007; Shine 
et al., 2019).  

Figura 17. Niveles de HB en la quinta (superior) y tercera hoja (inferior) de plantas RG, AAT 1.1 
y AAT 13.1 , 24 horas después de una inoculación local en la cuarta hoja con MgCl

2
 (Mock; gris) 

o con Pst (amarillo).  
Las letras denotan diferencias estadísticamente significativas de acuerdo con el Tukey test (P < 
0,05). 

Superior Inferior 

B. 
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Nuestros resultados anteriores (Figura 10B) pusieron de manifiesto que la ausencia 
de ésteres de (Z)-3-hexenol no permite que los niveles de MeSA en las líneas 
transgénicas se incrementen localmente (cuarta hoja) tras una infección con Pst. 
Por ello, decidimos analizar los niveles de MeSA en hojas superiores (quinta hoja) e 
inferiores (tercera hoja) de plantas RG, AAT 1.1 y AAT 13.1 con el objetivo de 
determinar cómo afectaba el silenciamiento a los niveles de este compuesto volátil 
a nivel sistémico (Figura 18).  

Tanto en hojas superiores como inferiores, la línea RG mostró un claro incremento 
en la emisión de MeSA tras la infección (Figura 18). Sin embargo, en las líneas 
transgénicas los niveles de MeSA no variaron significativamente entre las 
condiciones Mock y Pst (Figura 18). De igual forma, en la condición Mock las líneas 
transgénicas presentaban unos niveles más elevados de MeSA respecto a RG, 
aunque la diferencia solo era estadísticamente significativa en el caso de la línea 
AAT 13.1 (Figura 18), que corresponde con la de mayor silenciamiento (Figura 7). 

Diversos estudios han demostrado la relevancia del MeSA en el establecimiento de 
la SAR (Butler et al., 1997; Liu et al., 2009; Park et al., 2007). El primero de ellos 
describió que el MeSA producido por plantas infectadas era capaz de reducir hasta 
un 30 % el tamaño de las lesiones provocadas por el virus mosaico del tabaco en 
plantas cercanas (Butler et al., 1997). Posteriormente, una serie de experimentos 
de injerto realizados en tabaco demostraron que el MeSA se acumulaba en el 
exudado floemático de tejidos distales, y que para el establecimiento de SAR era 
necesaria la actividad de una enzima metilasa (Park et al., 2007). De igual forma, en 
A. thaliana también se ha comprobado que silenciar el gen que codifica la metilasa 
que actúa sobre el SA inhibe el desarrollo de la SAR en respuesta a patógenos como 
P. syringae y Hyaloperonospora arabidopsidis (Liu et al., 2009).  

Superior Inferior 

Figura 18. Niveles de MeSA en la quinta (superior) y tercera hoja (inferior) de plantas RG, AAT 
1.1 y AAT 13.1 , 24 horas después de una inoculación local en la cuarta hoja con MgCl

2
 (Mock; 

gris) o con Pst (verde).  
Las letras denotan diferencias estadísticamente significativas de acuerdo con el Tukey test (P < 
0,05). 
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En este contexto, nuestro trabajo evidencia que el silenciamiento de AAT1 impide 
la emisión diferencial de MeSA en las líneas transgénicas en respuesta a la 
infección, tanto a nivel local (Figura 10B; Figura 11) como sistémico (Figura 18). Por 
ello, podemos suponer que en estas líneas no se establecería una respuesta 
sistémica adecuada y que, por tanto, no se induciría la SAR. 

 

6. PERSPECTIVAS FUTURAS 

El presente trabajo de fin de máster pone de manifiesto la importancia de los GLVs 
en la respuesta defensiva y en la respuesta sistémica de plantas de tomate frente 
a una infección bacteriana con Pst. Los principales resultados indican que el en las 
líneas AAT 1.1 y AAT 13.1 los niveles de SA son más altos de forma basal y que, en 
respuesta a una infección, estas líneas activan la síntesis de JA. Además, 
demuestran que la percepción de GLVs a nivel sistémico induce el cierre 
estomático, ya que las líneas transgénicas pierden parte de su capacidad para 
cerrar los estomas. De igual forma, los resultados obtenidos describen una 
relación directa entre los GLVs y el SA ya que la ausencia de ésteres del (Z)-3-
hexenol inhibe la emisión de MeSA que se produce en respuesta a una infección 
con Pst.  

De este modo, como continuación del proyecto en primer lugar se propone 
determinar si el silenciamiento del gen AAT1 activa la ruta de señalización del JA 
tras una infección. Para ello, se analizará la expresión relativa de los genes 
implicados en la síntesis y percepción de JA 24 horas después de una infección por 
inmersión completa de la planta y se cuantificarán los niveles de dicho metabolito. 

Por otra parte, será de gran importancia analizar cómo afecta el silenciamiento del 
gen AAT1 a la señalización sistémica en respuesta a una infección, dado que los 
niveles de expresión del gen PR1, un marcador de la señalización por SA, a nivel 
local están reducidos en las líneas transgénicas. Así, se propone estudiar la 
expresión relativa de genes relacionados con la defensa a nivel sistémico tras una 
infección local. En este sentido, también resulta interesante determinar la 
capacidad de las líneas AAT 1.1 y AAT 13.1 para establecer la SAR, puesto que el 
MeSA es una señal que participa en el establecimiento de este tipo de respuesta 
sistémica (Park et al., 2007). Para ello, se llevará a cabo un experimento en el que, 
quince días después de inocular la bacteria localmente, se inoculará la bacteria en 
hojas superiores e inferiores y se realizará un conteo bacteriano. 

Además, también se propone analizar la comunicación inter-planta utilizando las 
líneas transgénicas AAT 1.1 y AAT 13.1 como plantas emisoras, con el objetivo de 
comprobar si la ausencia de GLVs disminuye la comunicación inter-planta. Para 
este fin, se cohabitarán plantas RG, AAT 1.1 o AAT 13.1 con plantas RG receptoras, 
que serán posteriormente inoculadas con Pst y se realizará un conteo bacteriano.   
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Todos estos experimentos contribuirán a identificar el papel de los GLVs en la 
comunicación intra- e inter-planta a través de señales volátiles, lo cual, unido a las 
aplicaciones ya descritas de los ésteres del (Z)-3-hexenol (López-Gresa et al., 2018; 
Payá et al., 2020, 2024), servirá de base para el desarrollo de nuevas aplicaciones 
biotecnológicas que permitan controlar de manera efectiva una amplia gama de 
ataques de patógenos. 
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7. CONCLUSIONES 

1. El silenciamiento del gen AAT1 provoca una reprogramación de la ruta LOX 
en respuesta a una infección con Pst. En concreto, este silenciamiento 
aumenta los niveles de la enzima AOS implicada en la síntesis de JA. 
 

2. Las líneas transgénicas AAT 1.1 y AAT 13.1, en respuesta a una infección 
bacteriana, presentan menor emisión de GLVs y MeSA, además no 
incrementan los niveles de SA y sus derivados.  
 

3. Existe una comunicación intra-planta independiente del sistema vascular 
mediada por VOCs, puesto que la inmunidad estomática se activa también 
en los tejidos distales inferiores a la infección. Los ésteres del (Z)-3-hexenol 
y sus precursores parecen tener un papel fundamental en dicha 
comunicación.  
 

4. En respuesta a una infección, el volatiloma de plantas de tomate se modifica 
únicamente a nivel local, provocando un incremento en la emisión de GLVs 
y terpenoides. 
 

5. Los niveles de MeSA no se modifican ni a nivel local ni a nivel sistémico en 
las líneas transgénicas AAT 1.1 y AAT 13.1, lo que sugiere que AAT1 es un gen 
clave para el establecimiento de la SAR. 
 

6. En conjunto, todos nuestros resultados parecen indicar que los GLVs son 
fundamentales en la comunicación intra-planta que permite establecer una 
respuesta defensiva robusta frente a una infección con Pst.  
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9. ANEXOS 

 

 

 

 

Tabla S1. Medios de cultivo utilizados en los experimentos. 

Gen Oligonucleótido directo Oligonucleótido reverso 

Actina 
5’-CTA GGC TGG GTT CGC AGG AGA TGA 

TGC-3’ 
5’-GTC TTT TTG ACC CAT ACC CAC CAT 

CAC AC-3' 

AAT 5'-TCT CCT AAG TGC TAG ATC ATC ACC AA-3' 5'-CCA CGC AAT TTT TGA TTC AAT TT-3' 

PR1 5’-ACT CAA GTA GTC TGG CGC AAC TCA-3’ 5’-AGT AAG GAC GTT GTC CGA TCG AGT-3’ 

TomloxF 5'-CCG AAT CAA AGG GTG ACT TT-3' 5'-GGT CTG TGA TGA TCG AAT GC-3' 

HPL 5'-AGCTACGGATTGCCGTTAGT-3' 5'-CCATTCTCTTGGTGAAGAA-3' 

AOS 5'-CCTCTTCCTTCTCTTCACCAAA-3' 5'-GCCGGGTATAGTCCTGGTAGA-3' 

S5H 5’-GGG ATG TCC CGG AAG TAA GT-3’ 5’-GGC ATT GGA TGG GAT ATT CA-3’ 

TomloxD 5'-GGC TTG CTT TAC TCC TGG TC-3' 5'-AAA TCA AAG CGC CAG TTC TT-3' 

Tabla S2. Secuencia de los oligonucleótidos utilizados en los experimentos de qPCR. 

COMPUESTO CANTIDAD (1L)
Medio Murashige & Skoog 4,4 g

Sacarosa 10 g
Agua destilada 1 L

Phytoagar 8 g
*Kanamicina (100 mg  mL-1) 1 mL

LB Agar (Pronadisa) 35 g
Agua destilada 1 L

Rifampicina (10 mg  mL -1) 10 mL

Kanamicina (100 mg  mL -1) 0,5 mL
Proteosa peptona 10 g

Glicerol 15 g
K2HPO4 1,5 g

Agua destilada 1 L
MgSO4 1M 5 mL

Rifampicina (10 mg  mL -1) 5 mL
King B agar (Pronadisa) 37 g

Glicerol 15 g
Agua destilada 1 L

Rifampicina (10 mg  mL -1) 5 mL

Medio King B líquido

Medio King B agar

Medio LB agar

Medio MS
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AAT 1.1 Mock local 
AAT 13.1 Mock local 
RG Mock local 

RG Mock local 

• GLVs 
(Z)-3-hexenol 
1-penten-3-ol 
(E)-2-pentenal 
 

• Bencenoides 
Salicilato de metilo 
Cuminaldehido 

Figura S1. Scores plot del PCA basado en la abundancia de señales detectadas por 
espectrometría de masas en el rango m/z de 35 a 250 gmol

-1
 en la cuarta hoja de plantas RG 

(RG Mock local, azul), AAT 1.1 (AAT 1.1 Mock local, rojo) y AAT 13.1 (AAT 13.1 Mock local, verde),  
24 horas después de una inoculación local con MgCl

2
 (Mock). 
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A. B. 

C. D. 

E. F. 

G. H. 

Figura S2. Emisión de (Z)-3-hexenal (A), 2-penten-1-ol (B), E-2-hexenal (C), (Z)-3-hexenol (D), 
HP (E), HB (F), HA (G) y HiB (H) en la cuarta hoja de plantas RG, AAT 1.1 y AAT 13.1, 24 horas 
después de una inoculación local en dicha hoja con MgCl

2
 (Mock; gris) o con Pst (rojo (A, B, C, 

D), naranja (E), amarillo (F), azul (G) y morado (H)). 
Las letras denotan diferencias estadísticamente significativas de acuerdo con el Tukey test (P < 
0,05). 
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RG Mock inferior 
RG Mock local 
RG Mock superior 

RG mock local 

• Terpenoides 
-terpineno* 
2-careno* 
β-cariofileno* 
α-terpinyl acetate* 
Limoneno* 
α-humuleno* 
Terpinoleno* 
Aromadendreno* 

RG mock superior e inferior 

• GLVs 
(Z)-3-hexenal 
(Z)-2-penten-1-ol 

• Bencenoides 
Acetofenona* 
m-tolualdehido 

• Otros 
Ácido hexanoico* 
Octanal 

• Bencenoides 
Ácido benzoico* 

Figura S3. Scores plot del PCA basado en la abundancia de señales detectadas por 
espectrometría de masas en el rango m/z de 35 a 250 gmol

-1
 en la tercera (RG Mock inferior, 

azul), la cuarta hoja (RG Mock local, amarillo) y la quinta hoja (RG Mock superior, morado) de 
plantas RG, 24 horas después de una inoculación local en la cuarta hoja con MgCl

2
 (Mock). 

Los compuestos marcados con un asterisco también son significativos en la inoculación con 
Pst. 

AAT 1.1 Mock inferior 
AAT 13.1 Mock inferior 
RG Mock inferior 

AAT 1.1 Mock superior 
AAT 13.1 Mock superior 
RG Mock superior A. B. 

Figura S4. Scores plot de los PCA basado en la abundancia de señales detectadas por 
espectrometría de masas en el rango m/z de 35 a 250 g/mol en la quinta hoja (A, superior) y la 
tercera hoja (B, inferior) de plantas RG (azul), AAT 1.1 (rojo) y AAT 13.1 (verde), 24 horas 
después de una inoculación local en la cuarta hoja con MgCl

2
 (Mock). 
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Superior 

Superior 

Superior Inferior 

Inferior 

Inferior 

A. 

B. 

C. 

Figura S5.  Emisión de HP (A), HA (B) y HiB (C) en la quinta (superior)  y tercera hoja (inferior) 
de plantas RG, AAT 1.1 y AAT 13.1, 24 horas después de una inoculación local en la cuarta hoja 
con MgCl

2
 (Mock; gris) o con Pst (naranja, azul, morado). 

Las letras denotan diferencias estadísticamente significativas de acuerdo con el Tukey test (P < 
0,05). 


