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RESUMEN

Un estudio anterior realizado en el laboratorio demostré que las plantas de tomate
emiten de manera diferencial los volatiles de hoja verde (green leaf volatiles, GLVSs)
cuando resisten eficientemente una infeccién causada por Pseudomonas syringae
pv. tomato DC3000 (Pst) (Lopez-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 patdégenos cuando son
aplicados como tratamiento exégeno (Lopez-Gresa et al., 2018; Paya et al., 2020,
2024).

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

Los resultados obtenidos demuestran que el silenciamiento del gen AATT genera
una mayor susceptibilidad a la infeccidon por Pst. Asi mismo, en respuesta a una
inoculacion con dicha bacteria, el silenciamiento provoca una induccién de la ruta
de biosintesis de acido jasmdnico. Por otra parte, los experimentos realizados
evidencian que los GLVs unicamente se producen a nivel local en el lugar de la
infeccion. Ademas, hemos observado que tiene lugar el cierre estomatico en las
hojas distales, tanto superiores como inferiores a la inoculada con la bacteria,
abriendo asi una nueva dimension 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 serequiere la percepcionde los GLVs. Por otra parte, los menores niveles
de emision de salicilato de metilo a nivel sistémico en las lineas de silenciamiento
sugieren que la enzima AAT1 podria ademas ser necesaria para el establecimiento
de la resistencia sistémica.

Palabras clave: volatiles 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) (Lopez-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
(Lopez-Gresa et al., 2018; Paya 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 AAT7 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 emissionin the silencing lines suggest that AAT1 enzyme may also
be required for the establishment of systemic resistance.

Keywords: green leaf volatiles; Pseudomonas syringae; systemic response



RESUM

Un estudi anterior realitzat al laboratori va demostrar que les plantes de tomaca
emeten de manera diferencial els volatils de fulla verda (green leaf volatiles, GLVS)
quan resisteixen eficientment una infeccio causada per Pseudomonas syringae pv.
tomato DC3000 (Pst) (L6pez-Gresa et al., 2017). Posteriorment, s’ha determinat
que aquests compostos, i en concret, els esters del (Z)-3-hexenol, promouen la
resistencia enfront de diversos tipus de patdgens quan sén aplicats com a
tractament exogen (Lopez-Gresa et al., 2018; Paya 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 infeccié per Pst tant en el lloc de la
infeccid (local) com en els teixits distals no infectats (sistemic). Per a aixd, hem
caracteritzat molecularment, quimicament i fenotipicament dues linies
transgeniques de Solanum lycopersicum cv. ‘Rio Grande’ silenciades per ARNi en
el gen alcohol acil transferasa 1 (AAT1), essencial en la sintesi d’ésters del (Z)-3-
hexenol.

Els resultats obtinguts demostren que el silenciament del gen AATT genera una
major susceptibilitat a la infeccié per Pst. Aixi mateix, en resposta a una inoculacié
amb aquesta bacteria, el silenciament provoca unainduccié de laruta de biosintesi
d’acid jasmonic. D’altra banda, els experiments realitzats evidencien que els GLVs
Unicament es produeixen a nivell localen el lloc de lainfeccid. Amés, hem observat
que té lloc el tancament estomatic en les fulles distals, tant superiors com inferiors
a la inoculada amb la bacteria, obrint aixi una nova dimensié en Uestudi 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 sistemica es requereix la percepcié dels GLVs. D’altra banda, els menors
nivells d’emissié de salicilat de metil a nivell sistemic en les linies de silenciament
suggereixen que la enzima AAT1 podria a més ser necessari per a ’establiment de
la resisténcia sistemica.

Paraula clau: volatils de fulla verda; Pseudomonas syringae; resposta sistemica
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1. INTRODUCCION

Actualmente la sociedad afronta grandes retos para poder alimentar a una
poblacién en continuo crecimiento, al mismo tiempo que se preservan los recursos
naturales (Garcia et al., 2020). Esta situacion se ve agravada por fendmenos como
el cambio climatico y la contaminacion, los cuales han provocado un aumento en
la incidencia de factores de estrés en las plantas, tanto bidticos como abidéticos
(Ahuja et al., 2010; Singh et al., 2023). En particular, se ha incrementado la
virulencia de los patégenos, taly como demuestran los datos obtenidos en EE.UU.
donde se estiman pérdidas de 220 billones de ddélares 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 patégenos, con el objetivo de
desarrollar diferentes estrategias que reduzcan el impacto del estrés biético y asi
mejorar la productividad de cultivos de interés agricola.

1.1. RESPUESTA AL ESTRES BIOTICO

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

1.1.1. Pattern-triggered immunity (PTI)

La primera linea defensiva permite a los organismos vegetales reconocer
moléculas especificas de los propios patdgenos 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 proteinas transmembrana que reconocen patrones
moleculares asociados a microorganismos, patdégenos, herbivoros o dafio (PAMPs,
MAMPs, HAMPs o DAMPs) (Figura 1) (Jones & Dangl, 2006).

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

Elreconocimiento de elicitores por parte de los PRR, y, por tanto, la PT/, conlleva la
activacion de cascadas de proteinas quinasa activadas por mitdgeno (mitogen
activated protein kinases, MAPK) que provocan una reprogramacion
transcripcional, produciendo asi la activacion de las defensas basales de las
plantas (Dodds & Rathjen, 2010; Ghosh et al, 2019). Ademas, también




desencadena la produccién de flujos de iones de calcio (Ca?) y de especies
reactivas de oxigeno (reactive oxygen species, ROS), la liberacién de lipidos de
membranay la sefalizacidon hormonal por acido jasmodnico (JA), etileno (ET) y &cido
salicilico (SA) (Dodds & Rathjen, 2010). Todo ello con el objetivo de activar una
respuesta defensiva que impida la expansién del patdgeno y en la que se incluyen,
entre otros procesos, la produccion de proteinas de defensa (pathogenesis related
proteins, PR) y el cierre estomatico (Ghosh et al., 2019).

1.1.2. Effector-triggered immunity (ETI)

Para hacer frente a la PT/ los patdgenos han desarrollado diversos mecanismos
como la liberacién 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 funcién de PRR como los receptores quinasa FLS2 y EFR. Esto impide
la activacidn de senales inmunitarias tempranas. (Dodds & Rathjen, 2010).

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

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

Asi, la interaccion incompatible, y, por tanto, el desarrollo de la ET/ conlleva la
activacion de un mecanismo de muerte celular programada en el lugar de la
infeccidén conocido como respuesta hipersensible (HR) (Figura 1) (Ghosh et al.,
2019). La ETItambién amplifica la reprogramacion transcripcionaliniciada en la PT/
y aumenta las defensas antimicrobianas (Cui et al., 2015) .
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Figura 1. Modelo en zigzag del sistema defensivo de las plantas. (A) Los patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs) son reconocidos por PRR (pattern recognition receptors) lo cual
desencadena la pattern triggered immunity (PTI). (B) Algunos patdégenos producen efectores que
interfieren con la PT/ y provocan susceptibilidad en la planta (effector triggered susceptibility, ETS).
(C) Las plantas poseen proteinas de resistencia (R) capaces de reconocer los efectores patogénicos
(Avr). Esta interaccion activa la effector triggered immunity (ETI) que desencadena la respuesta
hipersensible (HR).

Fuente: modificado a partir de (Jones & Dangl, 2006)

1.1.3. Respuesta sistémica a la infeccidn

Lainteracciénincompatible no soloinduce larespuesta defensiva localmente, sino
que también desencadena la produccion de senales que son capaces de activar la
sintesis de proteinas PR a nivel sistémico en tejidos no infectados (Fu & Dong,
2013). Este fendmeno se denomina systemic acquired resistance (SAR) y confiere
a los organismos vegetales una memoria inmune o0 priming que se mantiene
durante prolongados periodos de tiempo y les ayuda a sobrevivir en un ambiente
hostil, cargado de patégenos (Conrath et al., 2015; Fu & Dong, 2013).

Aunque la identidad de la sefal movil que activa especificamente la SAR no esta
definida, si que se conocen sefales quimicas capaces de inducirla como el SA, los
monoterpenos, los acidos azelaico y pipecoélico (Pip) o el glicerol-3-fosfato (G3P)
(Fu & Dong, 2013; Pérez-Pérez et al., 2024; Shan et al., 2018). Estas sefiales se
acumulan a nivel local y sistémico alcanzando su maxima acumulacién a partir de
las 24 horas posteriores a la infeccion (Kachroo et al., 2020).

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




1.1.4. Pseudomonas syringae

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

Esta bacteria posee dos fases de crecimiento interconectadas: la fase epifita o
bidtrofa, en la cual la bacteria vive en la superficie de los tejidos vegetales, y la fase
endofita o necrétrofa, 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). Entodos los casos la enfermedad se produce Unicamente durante la fase
enddfita, cuando P. syringae penetra en la planta (Xin et al., 2018).

Dadas sus caracteristicas, 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 mas empleadas debido a su gran repertorio de factores de
virulencia y a su capacidad para infectar dos especies modelo, S. lycopersicumy
Arabidopsis thaliana (Xin & He, 2013). Ademas, en el caso de S. lycopersicum la
interaccion entre la variedad ‘Rio Grande’ y Pst se utiliza como sistema de estudio
del reconocimiento gen-a-gen, y de este modo, de la interaccién 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) Seccioén transversal que muestra la colonizacién del apoplasto. (E) Multiplicaciéon de la bacteria
en el apoplasto. (F) Aparicién de sintomas visibles: clorosis y necrosis.

Fuente: (Melotto et al., 2008)




1.2. REGULACION ESTOMATICA EN LA DEFENSA VEGETAL

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

La induccion de cierre estomatico se asocia hormalmente con el acido abcisico
(ABA), una hormona que provoca este efecto en respuesta a diversos estreses
como la sequia. Ademas, se han identificado otras moléculas, como el SA o el JA-
Ile, gue también son capaces de inducirlo (Melotto et al., 2008).

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

1.2.1. Regulacidon estomatica en la respuesta frente a Pseudomonas syringae

El organismo fitopatdégeno Pst sirve como modelo de estudio de la defensa
estomatica 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
etal., 2018).

Se ha descrito que Pst es capaz de estimular la defensa estomatica en distintos
grados dependiendo de las variaciones naturales de sus PAMPs (Desclos-
Theveniau et al., 2012; Zeng & He, 2010). Ademas, el reconocimiento de dichos
PAMPs por PRR activa la senalizacion hormonal mediada principalmente por SAy
ABA (Melotto et al., 2017). Ambas hormonas promueven la activacion de la defensa
estomatica (Melotto et al., 2017). Sin embargo, frente a una infeccién con P.
syringae, el SA destaca por suimplicacién en la modulacion de respuesta defensiva
frente a patégenos de tipo bidtrofo (Glazebrook, 2005).

Existen otros compuestos que, producidos en respuesta a una infeccidon con Psty
otros patégenos, son capaces de activar rutas que promueven el cierre estomatico
como, por ejemplo, el butanoato de (Z)-3-hexenilo (HB), un VOC perteneciente al
grupode los GLVs (Lopez-Gresaetal.,2018; Payaetal., 2020, 2024), o el a-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 analogo del JA-lle capaz de activar la sefalizaciéon por JAy de
este modo antagonizar la biosintesis y senalizacion mediada por SA, lo que le




permite inducir la reapertura estomatica y la multiplicacién 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 bidticos como abidticos, 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
quimico 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 liguidos de naturaleza lipdfila, bajo peso moleculary alta presion de
vapor a temperatura ambiente. Estas caracteristicas les permiten atravesar
libremente las membranas celulares y de este modo ser liberados al entorno
(Dudareva et al., 2013). Ademas, se han identificado méas de 1700 compuestos de
este tipo en diversas especies pertenecientes aun total de 90 familiasy 38 6rdenes,
lo cual pone de manifiesto suimportancia en larespuestavegetal (Picazo-Aragonés
etal., 2020).

1.3.1. Biosintesis de VOCs

A pesar de su diversidad, la biosintesis de los VOCs se produce fundamentalmente
a través de cuatro rutas metabdlicas principales: la ruta del shikimato, del acido
mevaldnico (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 acidos grasos
(Dudareva et al., 2013).

o Terpenoides

Los terpenoides constituyen el grupo méas amplio de metabolitos secundarios
(Hammerbacher et al., 2019). Estos compuestos se producen mediante dos rutas
biosintéticas que convergen en la formacion de isopentenil pirofosfato (IPP), el
bloque basico de construccion de los terpenoides. Por una parte, la ruta del MEP
ocurre en los plastidios y es responsable de la biosintesis 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 biosintesis de sesquiterpenos (C15) y
triterpenos (C30)(Figura 3) (Dudareva et al., 2013).
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Fuente: modificado a partir de (Hammerbacher et al., 2019)

o Fenilpropanoides/bencenoides

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

o Volatiles de hoja verde y jasmonato de metilo

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

Estos compuestos se producen a partir de acidos grasos poliinsaturados
(polyunsaturated fatty acids, PUFAs) de dieciocho carbonos (acido linoleico y acido
a-linolénico) obtenidos por hidrélisis de la membrana plasmatica. Estareaccion es




catalizada por lipasas que actuan en respuesta a diferentes estimulos (Scala et al.,
2013).

Posteriormente, los PUFAs son oxigenados por las enzimas 13-LOX
transformandose en 13-hidroperéxidos, los cuales a su vez son sustrato de dos
enzimas clave: la aleno 6xido sintasa (AOS) y la hidroperéxido liasa (HPL) (Figura 4).
Si el 13-hidroperéxido es procesado por la AOS, sigue una ruta que conduce a la
sintesis de JAy sus derivados. En cambio, si el 13-hidroperdxido es metabolizado
por la HPL, se generan los GLVs, un grupo formado por compuestos de seis
carbonos que incluyen alcoholes, aldehidos y ésteres (Ameye et al., 2018).

La HPL rompe el 13-hidroperdxido para obtener compuestos de seis carbonos, el
(2)-3-hexenaly 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 accién de una enzima alcohol
aciltransferasa (AAT), con el acido acético, propidnico, isobutirico o butirico
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
etal., 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
etal.,2011). Estas enzimas juegan un papelesencialen larespuesta frente al estrés
bidtico ya que TomloxD dirige el flujo de 13-hidroperéxido hacia la sintesis de JAy
TomloxF lo dirige hacia la sintesis de GLVs, ambas moléculas defensivas (Lopez-
Gresaetal., 2017).

Por otra parte, en esta misma especie la enzima AAT es codificada por cinco genes
(Goulet et al., 2015), SIAAT1-5. Sin embargo, solo AAT1 se induce en respuesta a
una infeccion bacteriana tras el establecimiento de la ET/ (Lopez-Gresa et al.,
2017).




| (:JL
PUFAs
TomloxF l 13-LOX  TomloxD

13- hldroperOX|dos AOS OCR
w‘[i -oxidation
/\/\)'I\ f\/\
H,C

Hexanal (2)-3-hexenal

O g,
JA
AIV ‘\fo
OH (0]
ch\:/—/ oSN

(2)-3-hexenol (E)-2-hexenal
lAAT AATT lADH

/vi LwOH

Esteres del (2)-3- hexanol (E)-2-hexenol
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actlan en esta ruta en S. lycopersicum las cuales se detallan en este trabajo.

Fuente: elaboracién propia con Biorender (2024, www.BioRender.com)

1.3.2. Papelde los VOCs en la defensa frente a patégenos

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

El papel defensivo de estos compuestos se ha estudiado fundamentalmente en la
respuesta frente a herbivoros, donde son cruciales tanto por su toxicidad como por
su capacidad para atraer predadores del atacante. A pesar de ello, en los ultimos
anos se ha descrito que los VOCs también poseen un rol importante en la
proteccion frente a infecciones con microorganismos fitopatdogenos
(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
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organismos vegetales en respuesta al ataque de patdgenos (Algarra Alarcon et al.,
2015; Lépez-Gresa et al., 2017; Pontin et al., 2015). Asi pues, recientemente se ha
demostrado el papel de los monoterpenos hidroxilados, como el a-terpineol, en la
sefalizacién inmune tanto intra-planta como inter-planta, ya que tratamientos con
estos compuestos son capaces de activar la defensa estomatica y la acumulacién
de proteinas 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 bidtico. Asi por ejemplo, el MeSA es un compuesto capaz de activar
resistencia sistémica frente a patdégenos 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 fendlico capaz de inducir resistencia frente a
patégenos de diverso tipo (Olea et al., 2019; Wang & Fan, 2014).

o Papelde los GLVs en la defensa frente a patégenos

Los GLVs han demostrado ser muy relevantes en la respuesta frente a patdégenos
(Ameye et al., 2018; Scala et al., 2013). En concreto, algunos aldehidos como el (E)-
2-hexenal o el (2)-3-hexenal incrementan la resistencia frente a hongos (Kishimoto
etal., 2005; Zeringue & McCormick, 1989), mientras que ciertos ésteres como el HB
son diferencialmente emitidos en plantas de tomate infectadas con Pst (Lopez-
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 demostré que el HP y el HB son capaces de
promover el cierre estomatico, la expresion de genes PR y una reduccién en los
sintomas tras la inoculaciéon de Pst (Lopez-Gresa et al., 2018). Ademas, se ha
comprobado que el HB es capaz de inducir el cierre estomatico en diversas
especies pertenecientes a las familias Solanaceae, Leguminosae, Brassicaceae y
Gramineae, lo cual incrementa la resistencia frente a distintos patégenos (Lopez-
Gresaetal., 2018; Paya et al., 2020, 2024).

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

En nuestro laboratorio se realizé un analisis metaboldmico mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) que permitio
identificar los VOCs implicados en la respuesta defensiva de S. lycopersicum cv.
‘Rio Grande’ portadora del gen de resistencia Pto frente a Pst. Se determind el perfil
de volatiles emitidos en una interaccion tanto de tipo compatible como de tipo
incompatible, mediante la inoculacién con dos cepas diferentes de Pst, virulentay
avirulenta, respectivamente. De este modo, se observd que la activacién de
resistencia en la planta, conocida como ETI/, conlleva la emisiéon diferencial de
ésteres del (2)-3-hexenol, incluyendo el HB, y de algunos monoterpenoides, como
el a-terpineol. Ademas, se identificd un aumento en la expresion del gen AATT que
se relaciond con la liberacion de los ésteres del (Z)-3-hexenoly suimplicacidon en la
resistencia frente a Pst (Lopez-Gresa et al., 2017).

Posteriormente, se analiz6 el papel del defensivo de los ésteres del (Z)-3-hexenoly
se demostré que son capaces de inducir el cierre estomatico mediante
tratamientos exdgenos, lo que impide la entrada de la bacteriay activa larespuesta
defensiva de las plantas. Dentro de este grupo, en la resistencia frente a Pst
destacd el HB, un compuesto que ha sido patentado (PCT/ES2018/070) y
licenciado (Quimicas Meristem SL) por su actividad frente a numerosos patégenos
y en diversos cultivos de interés agricola (Lisén et al., 2019; Lopez-Gresa et al.,
2018; Payaetal., 2020,2024). Sinembargo, el papel de los ésteres del (Z)-3-hexenol
en la comunicacion intra- e inter-planta activada tras el establecimiento de ET/ no
se ha definido aun, puesto que no se disponia 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 (Z2)-3-hexenol en la respuesta defensiva local y sistémica asociada a la
ETIl, mediante la caracterizacion de lineas de silenciamiento generadas en el fondo
‘Rio Grande’ que tienen alterada la biosintesis de estos VOCs.
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3. OBIJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es estudiar el papel de los ésteres del (Z)-3-
hexenol, en cuya biosintesis participa AAT7, 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
infeccién con la cepa bacteriana avirulenta de Pst (portadora del gen de avirulencia
AvrPto).

Para ello, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Estudio de la funcion de los ésteres de GLVs en la respuesta defensiva
denominada ET/ a nivel local, mediante la caracterizacion molecular,
quimica y fenotipica y de las lineas transgénicas de tomate de la variedad
‘Rio Grande’ que silencian el gen AATT.

2. Estudio de la funcion de los ésteres de GLVs en la respuesta defensiva
denominada ET/ a nivel sistémico, mediante la caracterizacion fenotipicay
quimica de las hojas superior e inferior a una infectada con Pst de las lineas
transgénicas silencian el gen AATT.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. MATERIALVEGETALY CONDICIONES DE CRECIMIENTO

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

Las semillas de las tres lineas fueron esterilizadas en una solucion de aguay lejia
(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 sembrd en condiciones
axénicas en botes de 8 cm de diametro que contenian 50 mL de medio MS (Tabla
S1, Anexos) sin kanamicina para la linea RG y suplementado con kanamicina para
las lineas transformadas AAT 1.1 y AAT 13.1. Los botes se mantuvieron en
condiciones de oscuridad en una camara de cultivo in vitro a 24 °C durante tres
dias. Después, permanecieron siete dias mas en dicha camara de cultivo con un
fotoperiodo 16 h/8 h.

Las plantulas se transfirieron a macetas de 12 cm de diametro 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 solucion
nutritiva de Hoagland.

4.2. PREPARACION DEL INOCULO BACTERIANO

El in6culo de Pst se obtuvo en el laboratorio a partir del stock almacenado en
glicerola -80°C. Para ello se prepararon placas Petri de 90 mm de diametro con 25
mL de medio LB agar suplementado con rifampicina y kanamicina (Tabla S7,
Anexos) en las que se sembrd por estria la bacteria. Dichas placas se mantuvieron
en oscuridad durante 48 h a 28 °C.

Posteriormente, dos dias antes de realizar la infeccidn, se seleccionaron colonias
individuales de las placas y se sembraron en cuatro tubos de 50 mL que contenian
3 mL de medio King B liguido suplementado con rifampicina (Tabla S1, Anexos).
Dichos tubos se mantuvieron en una camara de crecimiento a 28 °C en condiciones
de oscuridad y agitacion durante 24 h. A continuacion, se prepararon doce tubos
de 50 mL con 14 mL de medio King B liquido sobre los que se adicioné 1 mL del
in6culo bacteriano a cada uno. Al igual que en el paso anterior, estos tubos se
mantuvieron durante 24 h en una camara de crecimiento a 28 °C en condiciones de
oscuridad y agitacién. Todo ello permitié un crecimiento éptimo de la bacteria.
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El dia de la infeccidn, alcanzada una densidad 6ptica adecuada, se trasfirié 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 deseché el sobrenadante y se
resuspendid el sedimento de cada tubo en 20 mL de MgCl. 10 mM estéril.
Finalmente, se vertid el contenido de los cuatro tubos en un vaso de precipitados
para poder determinar la concentracidon bacteriana por espectrofotometria. Con
este objetivo, se midiod la absorbancia de una dilucién 1:10 del cultivo bacteriano
en MgCl,, y se calculd el volumen de inéculo que era necesario incorporar en un
volumen de 1L de MgCl, para obtener una densidad 6ptica (D.O.) de 0,1, la cual
corresponde a una concentracion de 5x107 unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/mL).

4.3. INFECCION BACTERIANA Y RECOGIDA DE MUESTRA

Para el anélisis de la respuesta sistémica se realizé una infeccién a nivel local por
inmersion, sumergiendo la cuarta hoja de plantas de 4 semanas en una solucidén
bacteriana en MgCl, (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 sumergio la
cuarta hoja en una solucion de MgCl, con el detergente Silwet L-77 al 0,05 %
durante 30 segundos (Figura 5).

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

RG
AAT 1.1
AAT 13.1

Figura 5. Disefio experimental. La cuarta hoja (local, naranja) de plantas de las lineas RG (azul
oscuro) , AAT 1.1 (rojo) y AAT 13.1 (verde) fueron inoculadas con una solucidn de Pst en MgCl, (Pst)
o con una solucion de MgCl, (Mock). Se midieron los estomas de la quinta (superior, morado) y la
tercera hoja (inferior, azul claro). Se recogié muestra de tejido foliar de la tercera, la cuarta y la
quinta hoja.

Fuente: elaboracién propia con Biorender (2024, www.BioRender.com)
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4.4. CONTEO BACTERIANO

Con el objetivo de analizar el numero de unidades formadoras de colonias (UFC)
presentes en el material vegetal infectado se realizé una infeccidn por inmersion
completa de las plantas, sumergiéndolas desde el dpice hasta la base del tallo en
una solucioén bacteriana en MgCl, 10 mM (D.O. =0,1) con el detergente Silwet L-77
al 0,05% durante 30 segundos.

Pasadas 24 h desde la infeccién, se extrajeron 3 discos de 0,95 cm? de foliolos
infectados de cada una de las plantas utilizando un sacabocados. Dichos discos
se depositaron en tubos de 2 mL que contenian 300 pL de MgCl, 10 mM estéril.
Posteriormente, en cada uno de los tubos se introdujeron 10 bolas de vidrio y se
triturd el contenido en el homogeneizador TissuelLyser Il (Qiagen, Paises Bajos). El
siguiente paso fue anadir en campana de flujo laminar 700 pL de MgCl, estéril a
cada uno de los tubos de 2 mL y homogenizarlos mediante el uso de vdrtex.

Después, se realizaron diluciones seriadas 1:10 en placas ELISA de 96 pocillos con
el material homogenizado hasta alcanzar la dilucién 10°¢. Esto se realizé para poder
sembrar, utilizando bolas de vidrio, 100 pL de las diluciones 103, 104, 10°y 10 de
cada una de las muestras en placas Petri de 90 mm de didmetro que contenian 20
mL de medio de cultivo King B agar suplementado con rifampicina (Tabla S7,
Anexos). Las placas Petri sembradas se incubaron a 28 °C en oscuridad durante 48
h. Pasado ese tiempo, se conté el numero de UFC por placa con ayuda de una lupa
acoplada a un contador de colonias (Vidrafoc, Selecta, Espafna) y se calculé el
numero de UFC-mL"y el logaritmo en base diez de dicho nimero.

UFC _ namero de colonias - 10 - 10~ (dilucién)

2 2
cm 3 discos - 0,95 dcm
isco

log

4.5. ANALISIS DE LA APERTURA ESTOMATICA

Para medir la apertura estomatica se obtuvieron moldes de la parte abaxial de los
foliolos, aplicando una fina capa de laca de ufas en el envés de la hoja. Pasados
unos 30 segundos desde la aplicacién, se colocé cinta adhesiva transparente, se
presiond ligeramente y se retird con suavidad para poder recuperar el molde y
depositarlo en un cubreobjetos.

Posteriormente, sobre un portaobjetos se depositd una gota de aguay sobre ella se
coloco el cubreobjetos. Las muestras se analizaron por microscopia 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 analisis de imagen Imagel). Utilizando dicho programa, se midi¢ la
elipse formada por la apertura estomatica de 50 estomas de cada genotipo y se
calculé el ratio correspondiente a la apertura estomatica (Figura 6).
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. " d
Ratio (apertura estomatica) = >

Figura 6. Representacion de la apertura estomatica. d y D hacen referencia al diametro menor
y mayor respectivamente.
Fuente: elaboracién propia con Biorender (2024, www.BioRender.com)

4.6. ANALISIS TRANSCRIPTOMICO
4.6.1. Extraccion de ARN

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

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

4.6.2. Sintesis de ADNc

La retrotranscripcion (RT) se realizé empleando el kit comercial PrimeScript™ RT
reagent kit (Perfect Real Time; Takara Bio Inc., Japdn) siguiendo el protocolo
proporcionado por el fabricante. De este modo, cada reaccidn se llevo a cabo en
un volumen de 10 pL que contenia 1 pg de ARN (el volumen a adicionar dependia
de la concentracion), 2 pyL de tampdn (5x PrimeScript Buffer), 0,5 pL de oligo dT
Primer 50 uM, 0,5 pyL de enzima transcriptasa reversa (PrimeScript RT enzyme Mix 1)
y H,O Milli-Q hasta completar dicho volumen. Las muestras se incubaron durante
15 minutos a 37 °C y después se aplicé un choque térmico durante unos segundos
a 85 °C para inactivar la enzima. Finalmente, las muestras se diluyeron afadiendo
90 uL de H,O Milli-Q y se almacenaron a -20 °C.

4.6.3. Diseno de oligonucledtidos para RT-gPCR

Se disenaron oligonucledtidos especificos para el gen AAT1 de S. lycopersicum.
Para ello, primero se analizé la secuencia del ADNc de dicho gen en la base de
datos Phytozome (Solyc08g005770.3.1) con el objetivo de seleccionar una region
que no estuviera presente en la construcciéon RNAI:AAT. Posteriormente, se
obtuvieron varias parejas de oligonucleétidos que anillaban en dicha regién
utilizando el programa Primer Express 3.0.1. Por ultimo, se seleccioné la mejor
pareja tras analizar las curvas de eficiencia obtenidas por RT-qPCR (Tabla S2,
Anexos).
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4.6.4. gPCR

LagPCR se llevd a cabo utilizando el reactivo SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, CA, EE.UU.), adicionando las cantidades de H,O Milli-Q, SYBR y
oligonucledtidos designadas por el fabricante para cada reaccion. Se emplearon
placas de 96 pocillos MicroAmpFast 96-Well ReactionPlate (Applied Biosystems,
CA,EE.UU.)yencadapocillose adicionaron 10 yL de reaccién. Finalmente, se selld
la placa y se introdujo en el termociclador QuantStudio 3 0,1 mL Block (Applied
Biosystems, CA, EE.UU.),

En todos los analisis se utilizé como control interno el gen constitutivo Actina. Las
secuencias de los oligonucledtidos utilizados se detallan en la Tabla S2, Anexos.

4.7. ANALISIS METABOLOMICO

4.7.1. Cuantificaciéon de 4&acido salicilico por cromatografia liquida de alta
resolucion (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 machacadoy preservado a -80 °C.
Posteriormente, en cada uno de los tubos se adicionaron 1,5 mL de metanol con
acido orto-anisico (OA) 0,025 mM que actuara como patrén interno. El contenido
de los tubos se homogenizé mediante el uso de vortex y se agitd 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 traspaso el
sobrenadante a viales de 4 mL. Ademas, para asegurar una extraccion completa se
resuspendio el sedimento en 500 puL de metanol con OA 0,025 mM, se centrifugd
durante 14 minutos a 12000 rpmy 4 °Cy se vertid el sobrenadante sobre los mismos
tubos devidrio de 4 mL. Finalmente, el contenido de los viales se evaporé utilizando
una corriente de nitrégeno (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 yL de la enzima B-glucosidasa
(Honeywell Fluka, NJ, EE.UU.) a una concentracidon de 10 mg/mL en acetato de
sodio 0,1M a pH 4,5, y 900 uL 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 afiadieron sobre cada vial
77 uyL de acido perclérico para detener la reacciéon, y 2,5 mL de
ciclopentano:acetato de etilo (1:1) para favorecer una extraccion liquido-liquido de
compuestos fenodlicos. Se tomoé la fase superior, correspondiente a la fase
organica, y se transfirié aun nuevovialdonde se evaporé completamente utilizando
un corriente de N, y una temperatura de 37 °C. Posteriormente, se resuspendi6 el
contenido de los viales en 300 pyL de metanol y se filtr6 empleando una jeringuilla
de 1 mL con un filtro millipore de nylon de 13 mm de didmetro y 0,45 pm de poro
(Waters™, MA, EE.UU.).
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El anélisis de los niveles de SA en las muestras se realizé por HPLC transfiriendo
100 pL del extracto anteriormente obtenido a viales Accuform PP vial 0,7 mL
(Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU.). Posteriormente, se inyectaron 30 pL del
extracto en una columna de fase reversa Sunfire C18 (5 um, 4,6 - 150 mm; Waters™,
MA, EE.UU.), equilibrada con acido 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. ELSAy el OA se identificaron con un detector de fluorescencia
Waters 2475 (Waters™, MA, EE.UU.), a una longitud de onda de excitacion de 313
nm y una longitud de onda de emisién de 404 nm, y se cuantificaron elaborando
curvas patrén utilizando estandares a distintas concentraciones.

4.7.2. Andlisis de VOCs por GC-MS

El andlisis de VOCs se realizé 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
disolucién de cloruro de calcio saturada (~6 M) y 100 pL de A&acido
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 extracciéon de los VOCs mediante la técnica de
microextraccion en fase soélida en el espacio de cabeza (HS-SPME, Head Space
Solid-Phase Microextraction) (L6pez-Gresa et al., 2017). Este proceso consistid en
una incubacién de 10 minutos a 50 °C y una extraccion de 20 minutos a la misma
temperatura en la que la adsorcidn tuvo lugar en una fibora PDMS/DVB (Supelco, PA,
EE.UU.). La desorcién de los compuestos adheridos a la fibra tuvo lugar en la zona
de inyeccion del cromatégrafo de gases durante 1 minuto a 250 °C.

Para la deteccidn y cuantificacién de VOCs se empled el cromatdgrafo de gases
Agilent 6890N (Agilent, CA, EE.UU.) acoplado al espectrémetro 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. Ademas, 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 diametro interno con un grosor de fase estacionariade 1 pm.
Por otra parte, el espectrometro de masas funcionaba en el modo de impacto
electrénico, con una energia de activacion de 70 eV y una temperatura de fuente de
230 °C, y la adquisicién de datos se realizd 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.). Ademas, la
identificaciéon de los compuestos se realizd por comparacion tanto de los
espectros de masas con la libreria NIST 05 Mass Spectral library, como de los
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tiempos de retencién con los de estandares puros proporcionados por el Servicio
de Metabolomica del IBMCP.

Para el analisis no dirigido del volatiloma se procesaron los datos obtenidos por
GC-MS con el programa MetAlign. Este paso permitié alinear los cromatogramasy
eliminar ruido de fondo. Posteriormente, con el programa Excel se realizé una
normalizacidn respecto al dia y la hora de extraccién en el equipo. Para ello, se
realizé un analisis ANOVA de unavia sobre los datos de los controles extraidos con
el fin de determinar las diferencias existentes entre grupos, y de este modo, poder
calcular un factor de correccion adecuado para cada compuesto detectado.
Finalmente, tras aplicar los factores de correcciéon sobre todos los datos se realizo
una limpieza de los picos de baja intensidad detectados.

4.8. ANALISIS ESTADISTICOS

En eltratamiento de datos se empleo el programa Excel del paquete Microsoft 365.

El analisis estadistico se realizé utilizando el programa GraphPad Prism v.8.0.1.
Adema3s, las diferencias entre las lineas utilizadas se analizaron mediante los
analisis ANOVA de dos vias, ANOVA de unaviay el post hoc Tukey test. En todos los
casos dichas diferencias se consideraron estadisticamente significativas si P-valor
<0,05.

El analisis de datos multivariable se realizé utilizando los programas MetAlign,
Excel y MetaboAnalyst, utilizando en este ultimo la varianza unitaria (UV) como
meétodo de escalado en el analisis de componentes principales (PCA).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. FUNCION DE LOS ESTERES DE GLVs EN LA RESPUESTA
DEFENSIVA DENOMINADA ETI ANIVEL LOCAL

Con el fin de estudiar la funcion defensiva de los ésteres del (Z)-3-hexenol en el
establecimiento de la ET/ a nivel local, se llevd a cabo la caracterizacidon molecular,
quimicayfenotipica de las lineas transgénicas de tomate de la variedad Rio Grande
que silencian el gen AATT (AAT 1.1 y AAT 13.7), que participa en su ruta de
biosintesis.

5.1.1. Las lineas de silenciamiento AAT 1.1 y AAT 13.1 presentan una expresion
reducida del gen AAT1

Las lineas transgénicas de S. lycopersicum cv. ‘Rio Grande’ AAT 1.1 y AAT 13.1
fueron generadas previamente en el laboratorio a partir de una construccion ARNi
para silenciar el gen AAT1, el cual se induce en respuesta a la infeccidon por Pst
(L6pez-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 solucidn sin
la bacteria (Mock) y la expresion del gen AAT1 fue analizada por RT-qPCR (Figura 7).
Para ello, se puso a punto el disefio de oligonucleétidos especificos, de acuerdo a
lo indicado en el apartado 3.6.3 de materiales y métodos.

De este modo, se observé que tanto de manera constitutiva (Mock) como tras una
inoculacion con la bacteria (Pst) ambas lineas transgénicas presentaban una clara
reduccion de la expresion del gen AATT respecto al control RG (Figura 7). En este
ultimo caso, solo la linea transgénica AAT 13.17 presentd diferencias
estadisticamente significativas respecto a RG (Figura 7).
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Figura 7. Expresion relativa del gen AAT1 en la cuarta hoja de plantas RG, AAT 1.1y AAT 13.1, 24
horas después de una inoculacién local en dicha hoja con MgCl2 (Mock; rosa) o con Pst (azul). Los
valores de RT-qPCR fueron normalizados con el nivel de expresion del factor del gen actina. Los
niveles de expresidn corresponden a la media * el error estandar de 3 plantas independientes de
un experimento representativo.
Las letras denotan diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el Tukey test (P <
0,05).
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La falta de significacion estadistica al comparar la linea RG con la AAT 1.1 en la
condicion Pst podria deberse a la relativa inestabilidad de las construcciones de
ARNi sobre todo después de producirse varios eventos meiéticos, lo cual se ha
descrito en la especie modelo A. thaliana (T. Wang et al., 2005). De cualquier forma,
hemos confirmado que las lineas de silenciamiento generadas presentan una
expresion reducida del gen AATT y, por otra parte, disponemos de 2 lineas
independientes con niveles distintos de silenciamiento que podrian permitir
establecer fenotipos dependientes de la dosis.

5.1.2. Laslineas de silenciamiento AAT 1.1y 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 herbivoros (Scala et al., 2013). Para que esto
ocurra, es necesario un aumento en la expresion de los genes que codifican las
enzimas involucradas en su sintesis, destacando TomloxF, HPL y AAT1 (Figura 4)
(L6pez-Gresa et al., 2017; Tong et al., 2012; Y. Wang et al., 2020). Ademas, se ha
descrito que la alteracion de la expresion de HPL provoca una reprogramacion de
la ruta de biosintesis de GLVs en respuesta a distintos estimulos, redirigiendo su
sustrato hacia la sintesis de JA (Tongetal.,2012; Y. Wangetal., 2020), unahormona
que participa en la respuesta defensiva frente a herbivorosy patégenos necrotrofos
(Thaler et al., 2012). Por todo ello, en este estudio se decidié analizar los cambios
de expresidon que ocurren en la ruta LOX al silenciar el gen AATT.

Se analizé la expresiéon de los genes TomloxF (Figura 8A) y HPL (Figura 8B), que
participan en la ruta de biosintesis de los GLVs (Figura 4). Para ello, se llevo a cabo
una RT-gPCR a partir de RNAs de las plantas RG, AAT 1.7 y AAT 13.1 sin infectar
(Mock) e infectadas (Pst). Se confirmé que ambos genes se inducen
significativamente en respuesta a la infeccién en plantas RG. Asimismo, en el caso
del gen TomloxF, se observé que de manera constitutiva (Mock) su expresion fue
mayor en las lineas transgénicas, siendo comparable al nivel que de plantas RG
infectadas con Pst (Figura 8A). Del mismo modo, tras una infeccién con Pst los
niveles de expresion de dicho gen presentaron un ligero incremento en las plantas
transgénicas respecto a RG, aunque no fue estadisticamente significativo (Figura
8A).

Por otra parte, en el caso del gen HPL se comprobd que, aunque de manera
constitutiva (Mock) sus niveles de expresion fueron mas elevados en plantas
transgénicas, en este caso las diferencias no resultaron ser significativas respecto
a RG (Figura 8B). De igual forma, tras la infeccidon con Pst las lineas transgénicas
presentaban un ligero incremento en la expresién de HPL, aunque no fue
estadisticamente significativo (Figura 8B).
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Figura 8. Expresion relativa de los genes TomloxFy HPL, implicados en la sintesis de GLVs,
tras una inoculacién local con MgCl2 o Pst. En el analisis se utilizé la cuarta hoja de plantas
RG, AAT 1.1y AAT 13.1recogidas 24 después de la unainoculacion local en dicha hoja con MgCl2
(Mock; rosa) o con Pst (azul). Los valores de RT-qPCR fueron normalizados con el nivel de
expresion del factor del gen actina. Los niveles de expresion corresponden a la media + el error
estandar de 3 plantas independientes de un experimento representativo.

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

Ademas, se analizé la expresion de los genes TomloxD (Figura 9A) y AOS (Figura 9B),
ambos implicados en la sintesis de JA, asi como de TC/21 (Figura 9C), un marcador
de la sefalizacién mediada por JA (Lisén et al., 2006).

Asi, se determind que el gen TomloxD se indujo en respuesta a la infeccién con Pst,
mostrando un comportamiento similar en las lineas RG, AAT 1.1y AAT 13.1 (Figura
9A). Del mismo modo, en el caso del gen AOS se observé una induccidn de su
expresion en respuestaalainfeccion enlas tres lineas, siendo superior la expresion
en laslineastransgénicas, aunque solo se aprecié una diferencia estadisticamente
significativa respecto a RG en el caso de la linea AAT 13.1 (Figura 9B), que se
corresponde con lalinea que mayor silenciamiento presenta (Figura 7). Finalmente,
se evalud la expresion del gen TCI27 y se determiné que, aunque su expresion
después de la infeccién se incremento, los niveles no variaban entre los tres tipos
de plantas (Figura 9C).

Se han descrito numerosos ejemplos de genes que participan en mecanismos de
retroalimentacion tanto positiva como negativa de las rutas metabdlicas o de
sefializacién en las que participan (Achard & Genschik, 2009; Chini et al., 2007; de
Poel & Van Der Straeten, 2014). Ademas, como ya se ha comentado anteriormente
se ha determinado que el silenciamiento de genes como HPL provoca una
redireccion del sustrato hacia la sintesis 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 condicién Mock) intenta restaurar los niveles normales de ésteres del
(2)-3-hexenol aumentando la sintesis de compuestos precursores, lo cual se
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observa en la mayor expresion de TomloxD y HPL (Figura 8). Por otro lado, nuestros
resultados indican que en respuesta a una infeccidon se redirige el flujo de
metabolitos hacia la produccién de JAy sus derivados (Figura 9B).
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Figura 9. Expresion relativa de los genes TomloxD, AOSy TCI21, implicados en la sintesis y
sefalizacion por JA, tras una inoculacién local con MgCl2 o Pst. En el andlisis se utilizé la
cuarta hoja de plantas RG, AAT 1.1y AAT 13.1 recogidas 24 después de la una inoculacion local
en dicha hoja con MgCl, (Mock; rosa) o con Pst (azul). Los valores de RT-qPCR fueron
normalizados con el nivel de expresion del factor del gen actina. Los niveles de expresion
corresponden a la media * el error estandar de 3 plantas independientes de un experimento
representativo.

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

5.1.3. Elsilenciamiento del gen AATT altera los niveles de SAy sus derivados

El SA es una hormona fundamental en la resistencia frente a patdgenos, tanto a
nivel local como sistémico. Participa tanto en la PT/ como en la ETl, y es una de las
sefiales clave para activar la SAR (Ghosh et al., 2019). De igual forma, frente al
ataque de patégenos también es esencial la produccion de VOCs, como los GLVs,
que confieren resistencia en partes de la planta no infectadas (Hammerbacher et
al., 2019). A pesar de ello, la relacidn entre la emisidon de compuestos volatiles y el
SA ha sido poco estudiada. Solo en algunos articulos se ha demostrado que el SA
promueve la emisién de compuestos volatiles 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 relacién que entre el SAy los GLVs en
respuesta a una infeccion bacteriana.
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La medida de los niveles de SA total permitié observar que los valores no varian
significativamente entre las condiciones Mock y Pst (Figura 10A), taly como habia
sido previamente descrito (Lépez-Gresa et al.,, 2017). Sorprendentemente, en
ambas condiciones se detectaron niveles de SA mas elevados en las lineas
transgénicas AAT 1.1y AAT 13.1 que en RG (Figura 10A).

Ademas, se evalud la emision de MeSA, un derivado del SA, lo cual permitid
comprobar que la infeccidon con Pst promueve la emision de este compuesto en
plantas RG, pero no en las lineas transgénicas (Figura 10B).

Por otra parte, se analizd la expresion del gen S5H, el cual codifica la enzima
encargada de catabolizar el SA en acido gentisico (GA) (Paya et al., 2022), un
compuesto que es capaz de activar las defensas frente a patdégenos (Bellés et al.,
2007) (Figura 10C). Asi, se observd unainduccién de dicho gen tras la infeccion con
Psten las plantas RG, que resultd ser menor en las lineas transgénicas (Figura 10C).
La menor expresion de SS5H en AAT 1.1y AAT 13.1 indica que se estaria produciendo
una menor conversioén de SA en GA en dichas lineas, lo que concuerda con los
mayores niveles de SA observados en ellas (Figura 10A).
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Figura 10. Niveles de SA, MeSA y expresion relativa del gen S5H tras una inoculacion local
con MgCl, o Pst. (A) Nivel de SA libre en la cuarta hoja de plantas RG, AAT 1.1y AAT 13.1, 24 horas
después de una inoculacién local en dicha hoja con MgCl2 (Mock; rosa) o con Pst (fucsia). (B)
Emisién de MeSA en la cuarta hoja de plantas RG, AAT 1.1y AAT 13.1, 24 horas después de una
inoculacién local en dicha hoja con MgCl2 (Mock; gris) o con Pst (verde). (C)Expresion relativa del
gen S5H en la cuarta hoja de plantas RG, AAT 1.1y AAT 13.1, 24 horas después de una inoculacion
local en dicha hoja con MgCl2 (Mock; rosa) o con Pst (azul). Los valores de RT-gPCR fueron
normalizados con el nivel de expresion del factor del gen actina. Los niveles de expresion
corresponden a la media = el error estandar de 3 plantas independientes de un experimento
representativo.

Las letras denotan diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el Tukey test (P <
0,05).
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Estos resultados demuestran que la alteracién de la expresién 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 seria suficiente para conferir un fenotipo de resistencia,
indicando que el control del cierre estomatico juega un papel clave en los procesos
defensivos (Figura 13). En este sentido, dicho aumento podria deberse a una mayor
activacion de la muerte celular en las plantas transgénicas, ya que el SA participa
en la activacion de los programas de muerte celular (RadojiCi¢ et al., 2018).

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

5.1.4. Laslineas AAT 1.1y AAT 13.7 no emiten GLVs

Los VOCs son emitidos en respuesta al estrés bidtico, actuando como defensa
directa frente al patdégeno, o bien como defensaindirecta al promover la resistencia
de tejidos no infectados o de plantas préoximas (Hammerbacher et al., 2019). En
este sentido, se ha demostrado que una interaccion incompatible, en la que tiene
lugar el establecimiento de la respuesta defensiva denominada ETI/, genera en las
plantas un perfil metabolémico distinto al que se obtiene en una interaccion
compatible, en la que se desarrolla la enfermedad (Lopez-Gresa et al., 2017). En
concreto, en la interaccion incompatible entre plantas de tomate RG y la bacteria
Pst es diferencial la emisién de los ésteres del (Z)-3-hexenol, lo que sugiere, taly
como han confirmado otros estudios, que estos compuestos juegan un papel
fundamental en la induccion de resistencia en tejidos distales y plantas cercanas
(Lopez-Gresaetal., 2017, 2018; Paya et al., 2020, 2024).

Conelfindellevaracabo la caracterizacién quimica de las lineas de silenciamiento
AAT 1.1y AAT 13.1, se realizé un analisis metabolédmico no dirigido mediante GC-
MS para identificar aquellos compuestos volatiles diferencialmente emitidos. Para
ello, se realizé una infeccidn a nivel local porinmersidn, sumergiendo la cuarta hoja
de plantas de 4 semanas en una solucién bacteriana (Pst) o bien en una solucidn
sin la bacteria (Mock) tanto de las plantas RG como de las 2 lineas de
silenciamiento génico (ver Apartado 4.3 de Materiales y Métodos). Para la
observacion de las diferencias metabdlicas se representaron las muestras en un
PCA. El score plot del PCA mostré una separacion clara entre las lineas
transgénicasy RG (Figura 11; Figura S1, Anexos).

Por otra parte, se identificaron los volatiles diferencialmente emitidos en la linea
RG respecto a las lineas transgénicas AAT 1.7 y AAT 13.1 después de una infeccidn
con Pst, lo que demostrd que el volatiloma de RG esta enriquecido en GLVs,
principalmente el HB, asi como en algunos bencenoides (Figura 17). La menor
emision de MeSA confirma los resultados previamente obtenidos (Figura 10B).
Ademas, para identificar de manera inequivoca aquellos volatiles que se emiten de
forma especifica frente a la infeccién bacteriana, también se identificaron los VOCs
emitidos en RG respecto a las lineas transgénicas después de una inoculacién con
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MgCl,(Mock) (Figura S1, Anexos) y se eliminaron de la lista de volatiles asociados a
la respuesta frente a la infeccién aquellos que coincidian en ambas.

Asimismo, se realizé un analisis metabolémico dirigido para evaluar los niveles de
emision de los ésteres del (Z)-3-hexenol y sus precursores en las tres lineas
estudiadas (Figura 12; Figura S2, Anexos). Por una parte, se confirmd que las
plantas RG producen la emision diferencial de los ésteres del (Z)-3-hexenol cuando
esta activada la respuesta defensiva denominada ET/ inducida por Pst, taly como
habia sido previamente descrito (Lopez-Gresa et al., 2017). Por otra parte, se
determiné que en las lineas AAT 1.1y AAT 13.7 no se induce la emisién de ésteres
del (2)-3-hexenol en respuesta a una infeccién con Pst, y tampoco se observa un
aumento en la emisiéon de sus precursores (Figura 12). En este sentido, el
agrupamiento jerarquico detecté una separacidon clara de los compuestos
analizados en dos grupos principales: por un lado, los ésteres del (Z)-3-hexenol vy,
porotro, sus precursores (Figura 12). Estoindica que el silenciamiento delgen AAT1
tuvo un impacto significativo en la produccién de estos compuestos.

Un estudio anterior definié los volatiles diferencialmente emitidos en plantas de
tomate wild type de la variedad ‘Floradade’ y plantas de esta misma variedad en las
que se habia silenciado el gen AAT7 (Lépez-Gresa et al., 2018). En él, se determind
que las diferencias encontradas se debian principalmente a los ésteres del (Z)-3-
hexenol. Nuestros resultados muestran que la variedad ‘Rio Grande’ se comporta
de la misma forma, pero ademas comprobamos que los precursores de dichos
ésteres estan disminuidos en las lineas transgénicas. Esto concuerda con otros
estudios en los que se ha analizado como se modifican rutas metabdlicas
especificas 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 abunda_qcia de senales detectadas por
espectrometria de masas en el rango m/z de 35 a 250 g-mol 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 inoculacion local con Pst.
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Figura 12. Heatmap de la emisiéon de VOCs implicados en la ruta de los GLVs en la cuarta
hoja de plantas RG, AAT 1.1y AAT 13.1, 24 horas después de una inoculaciéon local con MgCl2
(Mock) o Pst.

La diferencia de color se obtuvo en base a la medida de distancia euclidea. Se utilizé el método
Ward para agrupar los compuestos.
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5.1.5. Elsilenciamiento del gen AAT17 reduce la respuesta defensiva frente a Pst

Un estudio anterior demostré que los ésteres del (Z)-3-hexenol son producidos en
respuesta a una infeccién con Pst (Lopez-Gresa et al., 2017). Ademas, se ha
comprobado que estos compuestos son capaces de promover la defensa
estomatica frente a la infeccidn y, por tanto, reducir la capacidad de colonizacién
de la bacteria, ya que los estomas son su principal via de entrada (L6pez-Gresa et
al., 2018; Paya et al., 2024). De igual forma, también se ha descrito que algunos
GLVs son capaces de inducir la expresién del gen PR1 (Lopez-Gresa et al., 2018),
un marcador de la infeccién asociado a la sefalizacion por SA (Saijo & Loo, 2020).
Estas evidencias explican el mecanismo de accidn 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 exégenos. Con el fin de confirmar
mediante una aproximacion genética el papel de estos compuestos en larespuesta
defensiva denominada ET/ en plantas de tomate, se llevd a cabo la caracterizacion
fenotipica y molecular de las lineas transgénicas de tomate de la variedad Rio
Grande que silencian el gen AAT1 (AAT 1.1y AAT 13.1), con respecto a su parental.

Primero se comprobd la apertura estomatica en las lineas AAT 1.1 y AAT 13.1,
observando que las lineas transgénicas presentaban los estomas mas 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 colonizacidn bacteriana (Figura 13B). Posteriormente, se analiz6 la
expresidondel gen PR1y se observé unincremento en su expresion en la linea RG en
la condicién Pstrespecto a la Mock, lo que confirmd que la infeccidn se produjo de
manera exitosa (Figura 13C). Ademas, se comprobd que no existian diferencias
significativas entre las dos lineas y su parental en la condicién Mock, y que lo
mismo ocurria en la infeccidon con Pst (Figura 13C). En particular, la linea AAT 13.1,
que fue la que mejor silenciamiento del gen presenté (Figura 7), no presentd una
induccion significativa del gen PR1 tras la infeccion (Figura 13C) y mostré una
susceptibilidad algo mayor, aunque no significativa. Estos resultados podrian
sugerir que existe un efecto dosis del silenciamiento sobre el fenotipo observado.

De este modo, la mayor susceptibilidad de las lineas AAT 1.7y AAT 13.1 ante una
infeccidon bacteriana, asi como la menor induccidon de la expresion de PRI,
confirman que los GLVs promueven la defensa frente al estrés biético taly como se
ha descrito en estudios anteriores (Hammerbacher et al., 2019; Lépez-Gresa et al.,
2018; Paya et al., 2020, 2024; Scala et al., 2013).

Por tanto, los menores niveles de emision de GLVs en las lineas AAT 1.1y AAT 13.1
(Figuras 11 y 12), la mayor apertura estomatica detectada en estas lineas (Figura
13A), la menor activacién de PR1 (Figura 13C) y su mayor susceptibilidad a la
bacteria Pst (Figura 13B) sugieren que los GLVs tienen una funcién importante en el
establecimiento de la ETI.
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Figura 13. Respuesta defensiva inducida por Pst en las lineas AAT 1.7y AAT 13.1. (A) Ratio de
la apertura estomatica 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 inoculacidn por inmersién de plantas RG
(azul), AAT 1.1 (rojo) y AAT 13.1 (verde). (C)Expresion relativa del gen PR7 en la cuarta hoja de
plantas RG, AAT 1.1 y AAT 13.1, 24 horas después de una inoculacién local en dicha hoja con
MgCl2 (Mock; rosa) o con Pst (azul). Los valores de RT-gPCR fueron normalizados con el nivel de
expresion del factor del gen actina. Los niveles de expresién corresponden a la media + el error
estandar de 3 plantas independientes de un experimento representativo.

Se realizaron 3 experimentos independientes. Las letras denotan diferencias estadisticamente
significativas de acuerdo con el Tukey test (P < 0,05).

5.2. FUNCION DE LOS ESTERES DE GLVs EN LA RESPUESTA
SISTEMICA A UNA INFECCION CON Pst

Una vez confirmada la funcion de los ésteres de GLVs en la respuesta defensiva
denominada ETI, se llevo a cabo el estudio de su funcidn en la respuesta sistémica,
mediante la caracterizacién fenotipica y quimica de las hojas superior e inferior a
una infectada con Pst, de las lineas transgénicas silencian el gen AATT.

5.2.1. Los GLVs inducen el cierre estomatico a nivel sistémico tras una infeccion
local

Diversos estudios realizados con herbivoros han demostrado que los VOCs actuan
como una sefal sistémica que, por su naturaleza volatil, no se transmite a través
del sistema vascular, lo que facilita la transferencia de informacion desde el tejido
dafnado hacia zonas de la planta no afectadas (Frost et al., 2007; Heil & Bueno,
2007; Karban et al., 2006; Rodriguez-Saona et al., 2009). Esta comunicacion,
ademas, contribuye al establecimiento de un priming que prepara las partes no
danadas frente a futuros ataques sin requerir una gran inversiéon de energia. De este
modo, entre los posibles responsables de esta sefalizacion intra-planta destacan
los GLVs (Heil & Ton, 2008). En este contexto, nuestro estudio busca aportar
evidencias de la existencia de una comunicacion intra-planta frente al ataque de
patégenos en la que los GLVs son fundamentales.
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Para ello, se analizé la apertura estomatica de plantas RG, AAT 1.1 y AAT 13.7 en
hojas distales, tanto superiores (quinta hoja) como inferiores (tercera hoja), a una
hoja inoculada localmente (cuarta hoja) con Pst o con una soluciéon de MgCl,
(Mock) (Figura 14). Los resultados obtenidos mostraron que, en plantas RG, se
induce el cierre estomatico en hojas distales al comparar ambas condiciones.

La resistencia sistémica adquirida (SAR) asociada a ET/ se ha asociado
clasicamente atejidos superiores a la hoja infectada, puesto que se contempla que
las sefiales mdéviles implicadas viajan a lo largo del floema (Fu & Dong, 2013). La
deteccidn del cierre estomatico en hojas inferiores pone de manifiesto el posible
papel de los VOCs en la activacion de la resistencia sistémica, abriendo una nueva
dimensidn en el estudio de la resistencia en hojas inferiores a la infectada.

Asimismo, hemos observado que en las lineas transgénicas el cierre estomatico en
las hojas superior e inferior de una hoja infectada (Pst) es menos evidente, ya que
se pierde la significacion estadistica 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 inoculacion
con Pst, y son capaces de inducir el cierre estomatico de forma independiente a la
sefalizacién por SA, lo que promueve la resistencia frente a un amplio rango de
patégenos (Lopez-Gresa et al., 2017, 2018; Paya et al., 2020, 2024). Sin embargo,
no se ha determinado si la emision de estos compuestos en respuesta a una
infeccion local participa en la sefalizacién sistémica, como en el caso de
herbivoros (Scala et al., 2013). Nuestros resultados confirman esta hipdtesis y
suponen un punto de partida para posteriores experimentos en los que se analice
el alcance de dicha senalizacion.
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Figura 14. Ratio de apertura estomatica medida en la quinta (A) y tercera hoja (B) tras la
inoculacion local de la cuarta hoja con MgCl2 (Mock; naranja) o Pst (verde) en plantas RG,
AAT 1.1y AAT 13.1, 24 horas después de una inoculacioén local en dicha hoja con MgCl2 (Mock;
naranja) o con Pst (verde).

Las letras denotan diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el Tukey test (P <
0,05).
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5.2.2. Lainfeccidn con Pst provoca un cambio en el perfil de volatiles solo a nivel
local

La capacidad de los GLVs para inducir resistencia frente a un amplio espectro de
patégenos y herbivoros se ha estudiado mayoritariamente mediante tratamientos
exogenos (Lopez-Gresa et al., 2018; Paya et al., 2020; Scala et al., 2013). Ademas,
los estudios en los que se identifica su emision diferencial en respuesta al estrés
bidtico solo analizan el tejido directamente afectado (Léopez-Gresa et al., 2017;
Scala et al., 2013). Debido a ello, para poder confirmar que los GLVs participan en
la comunicacion intra-planta es necesario determinar si estos compuestos son
emitidos en tejidos distales a la region infectada.

Se analizé el perfil de volatiles en hojas distales (inferior y superior, terceray quinta
hoja respectivamente) y en hojas locales (cuarta hoja) de plantas RG inoculadas
localmente con una solucién de MgCl, (Mock) (Figura S3, Anexos) o con Pst (Figura
15) mediante un andlisis GC-MS. El score plot del PCA mostrd una separacion entre
las hojas distales y la hoja local tanto en el caso de la infeccién (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 inoculaciéon con MgCl,
(Figura S3, Anexos) se asumid que los compuestos identificados se debian a
diferencias en la edad de las hojas por lo que se utilizaron para diferenciar de
manera inequivoca los compuestos diferencialmente emitidos en plantas
infectadas localmente con Pst (Figura 15). De este modo, se determind que en
hojas locales inoculadas con Pst se producen una gran variedad de terpenoides,
como el a-terpineol, y aumenta la emisién de GLVs, sobre todo del HB, en
comparacion con ambas hojas distales (Figura 15). Estos resultados indican que la
produccién 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 (Lopez-Gresa et. al, 2017).

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

Los scores plots de los PCA no mostraron separacion entre los distintos genotipos
ni en hojas superiores ni inferiores tras una inoculacidon con Pst (Figura 16),
mientras que en la condicién Mock se observaron diferencias entre los genotipos
(Figura S4, Anexos). Este hecho demuestra que lainfeccidon con Pst permite obtener
el mismo perfil de volatiles a nivel sistémico en las lineas transgénicas y su parental
RG.
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Figura 15. Scores plot del PCA basado en la abunc_l1ancia de sefnales detectadas por
espectrometria de masas en elrango m/zde 35a 250 g-mol en latercera (RG Pstinferior, azul),
la cuarta hoja (RG Pst local, amarillo) y la quinta hoja (RG Pst superior, morado) de plantas RG,
24 horas después de una inoculacion local en la cuarta hoja con Pst.
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Figura 16. Scores plot de los PCA basados en la abundancia de sefiales detectadas por
espectrometria 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 inoculacion local en la cuarta hoja con Pst.
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Ademas, también se realizé un anélisis 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 volatil en hojas superiores
e inferiores en ninguna de las condicionesy en ninguno de los genotipos (Figura 17).
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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 inoculacién local en la cuarta hoja con MgCl2 (Mock; gris)
o con Pst (amarillo).

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

Tradicionalmente, la defensa sistémica frente a una infeccién 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 identificaciéon de compuestos volatiles como el MeSA o los
monoterpenos hidroxilados, esenciales en la induccién de resistencia en tejidos
distales o plantas cercanas, ha puesto de manifiesto la importancia de la
comunicacion a través de senales 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 comunicacion intra- e inter-planta en respuesta
a herbivoros (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 infeccidn
local con Psten las lineas AAT 1.1y AAT 13.1

El MeSA es un compuesto volatil cuyos niveles se incrementan en respuesta al
ataque de patégenos (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 sefal
esencial en la respuesta sistémica, y, por tanto, en la SAR (Park et al., 2007; Shine
etal., 2019).
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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 lineas
transgénicas se incrementen localmente (cuarta hoja) tras una infeccion 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 13.71 con el objetivo de
determinar como afectaba el silenciamiento a los niveles de este compuesto volatil
a nivel sistémico (Figura 18).

Tanto en hojas superiores como inferiores, la linea RG mostré un claro incremento
en la emisién de MeSA tras la infeccién (Figura 18). Sin embargo, en las lineas
transgénicas los niveles de MeSA no variaron significativamente entre las
condiciones Mocky Pst (Figura 18). De igual forma, en la condicién Mock las lineas
transgénicas presentaban unos niveles mas elevados de MeSA respecto a RG,
aunque la diferencia solo era estadisticamente significativa en el caso de la linea
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
describié que el MeSA producido por plantas infectadas era capaz de reducir hasta
un 30 % el tamafio 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 floematico 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 actuasobre el SAinhibe el desarrollo de la SAR en respuesta a patdgenos como
P. syringae y Hyaloperonospora arabidopsidis (Liu et al., 2009).
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Figura 18. Niveles de MeSA en la quinta (superior) y tercera hoja (inferior) de plantas RG, AAT
1.1y AAT 13.1, 24 horas después de una inoculacion local en la cuarta hoja con MgCL, (Mock;
gris) o con Pst (verde).

Las letras denotan diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el Tukey test (P <
0,05).
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En este contexto, nuestro trabajo evidencia que el silenciamiento de AATT impide
la emision diferencial de MeSA en las lineas transgénicas en respuesta a la
infeccion, tanto a nivel local (Figura 10B; Figura 11) como sistémico (Figura 18). Por
ello, podemos suponer que en estas lineas no se estableceria una respuesta
sistémica adecuaday que, por tanto, no se induciria la SAR.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

El presente trabajo de fin de master pone de manifiesto la importancia de los GLVs
en la respuesta defensiva y en la respuesta sistémica de plantas de tomate frente
a unainfeccién bacteriana con Pst. Los principales resultados indican que el en las
lineas AAT 1.1 y AAT 13.1 los niveles de SA son mas altos de forma basal y que, en
respuesta a una infeccidn, estas lineas activan la sintesis de JA. Ademas,
demuestran que la percepcién de GLVs a nivel sistémico induce el cierre
estomatico, ya que las lineas transgénicas pierden parte de su capacidad para
cerrar los estomas. De igual forma, los resultados obtenidos describen una
relaciéon directa entre los GLVs y el SA ya que la ausencia de ésteres del (Z)-3-
hexenol inhibe la emisién de MeSA que se produce en respuesta a una infeccidn
con Pst.

De este modo, como continuacién del proyecto en primer lugar se propone
determinar si el silenciamiento del gen AAT1 activa la ruta de sefializacién del JA
tras una infeccién. Para ello, se analizard la expresion relativa de los genes
implicados en la sintesis y percepcion de JA 24 horas después de una infeccion por
inmersidon completa de la planta y se cuantificaran los niveles de dicho metabolito.

Por otra parte, sera de gran importancia analizar como afecta el silenciamiento del
gen AAT1 a la sefalizacion sistémica en respuesta a una infeccién, dado que los
niveles de expresién del gen PR17, un marcador de la senalizacidon por SA, a nivel
local estan reducidos en las lineas transgénicas. Asi, se propone estudiar la
expresion relativa de genes relacionados con la defensa a nivel sistémico tras una
infeccion local. En este sentido, también resulta interesante determinar la
capacidad de las lineas AAT 1.1 y AAT 13.1 para establecer la SAR, puesto que el
MeSA es una sefial que participa en el establecimiento de este tipo de respuesta
sistémica (Park et al., 2007). Para ello, se llevara a cabo un experimento en el que,
quince dias después de inocular la bacteria localmente, se inoculara la bacteria en
hojas superiores e inferiores y se realizard un conteo bacteriano.

Ademas, también se propone analizar la comunicacion inter-planta utilizando las
lineas transgénicas AAT 1.7 y AAT 13.1 como plantas emisoras, con el objetivo de
comprobar si la ausencia de GLVs disminuye la comunicacion inter-planta. Para
este fin, se cohabitaran plantas RG, AAT 1.1 0 AAT 13.7 con plantas RG receptoras,
que seran posteriormente inoculadas con Psty se realizara un conteo bacteriano.
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Todos estos experimentos contribuiran a identificar el papel de los GLVs en la
comunicacion intra- e inter-planta a través de sefales volatiles, lo cual, unido a las
aplicaciones yadescritas de los ésteres del (Z)-3-hexenol (Lopez-Gresa et al., 2018;
Paya et al., 2020, 2024), servira de base para el desarrollo de nuevas aplicaciones
biotecnolégicas que permitan controlar de manera efectiva una amplia gama de
ataques de patdgenos.
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7. CONCLUSIONES

1. Elsilenciamiento del gen AAT1 provoca una reprogramacion de la ruta LOX
en respuesta a una infeccién con Pst. En concreto, este silenciamiento
aumenta los niveles de la enzima AOS implicada en la sintesis de JA.

2. Las lineas transgénicas AAT 1.1 y AAT 13.1, en respuesta a una infeccion
bacteriana, presentan menor emisiéon de GLVs y MeSA, ademas no
incrementan los niveles de SAy sus derivados.

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

4. Enrespuestaaunainfeccion, elvolatiloma de plantas de tomate se modifica
Unicamente a nivel local, provocando un incremento en la emisién de GLVs
y terpenoides.

5. Los niveles de MeSA no se modifican ni a nivel local ni a nivel sistémico en
las lineas transgénicas AAT 1.1y AAT 13.1, lo que sugiere que AAT7 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 comunicacion intra-planta que permite establecer una
respuesta defensiva robusta frente a una infecciéon con Pst.
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9. ANEXOS

COMPUESTO CANTIDAD (1L)
Medio Murashige & Skoog 4,48
Sacarosa 108
Medio MS Agua destilada 1L
Phytoagar 8g
*Kanamicina (100 mg - mL™") 1mL
LB Agar (Pronadisa) 35¢g
i Agua destilada 1L
Medio LB agar - . g
Rifampicina (10mg- mL ™) 10 mL
Kanamicina (100 mg- mL ") 0,5mL
Proteosa peptona 108
Glicerol 158
L L. K;HPO, 15¢g
Medio King B liquido Agua destilada 1L
MgSO, 1M 5mL
Rifampicina (10 mg - mL ") 5mL
King B agar (Pronadisa) 37¢
. Glicerol 158
Medio King B agar Agua destilada 1L
Rifampicina (10 mg- mL™) 5mL

Tabla S1. Medios de cultivo utilizados en los experimentos.

Gen Oligonucledtido directo Oligonucledtido reverso
5’-CTAGGC TGG GTT CGC AGG AGATGA 5’-GTC TTTTTG ACC CATACC CAC CAT

Actina TGC-3’ CACAC-3'

AAT 5'-TCT CCT AAG TGC TAG ATC ATC ACC AA-3' 5'-CCACGC AATTTTTGATTC AATTT-3'

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

TomloxF 5'-CCG AAT CAAAGG GTG ACTTT-3' 5'-GGT CTG TGATGA 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 GGATGG GAT ATT CA-3’

TomloxD 5'-GGC TTG CTT TACTCC TGG TC-3' 5'-AAATCA AAG CGC CAGTTC TT-3'

Tabla S2. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados en los experimentos de qPCR.
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Figura S1. Scores plot del PCA basado en la abunda_qcia de senales detectadas por
espectrometria de masas en el rango m/z de 35 a 250 g-mol 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 inoculacion local con MgCl, (Mock).
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Figura S2. Emision 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 1.1y AAT 13.1, 24 horas
después de una inoculacion local en dicha hoja con MgCl2 (Mock; gris) o con Pst (rojo (A, B, C,
D), naranja (E), amarillo (F), azul (G) y morado (H)).
Las letras denotan diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el Tukey test (P <

0,05).
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Figura S3. Scores plot del PCA basado en la abundalj1cia de sefales detectadas por
espectrometria de masas en el rango m/z de 35 a 250 g-mol 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 inoculacion local en la cuarta hoja con MgCl2 (Mock).
Los compuestos marcados con un asterisco también son significativos en la inoculacion con

Pst.
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Figura S4. Scores plot de los PCA basado en la abundancia de sefiales detectadas por
espectrometria 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 1.7 (rojo) y AAT 13.1 (verde), 24 horas
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Figura S5. Emisién de HP (A), HA
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(B) y HiB (C) en la quinta (superior) y tercera hoja (inferior)
de plantas RG, AAT 1.1y AAT 13.1, 24 horas después de una inoculacién local en la cuarta hoja
con MgClL, (Mock; gris) o con Pst (naranja, azul, morado).
Las letras denotan diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el Tukey test (P <
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