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Resumen

Valencia, Junio 2017

Estudio del papel defensivo y del mecanismo de accion de los ésteres del
(Z)-3-hexenol en plantas de tomate frente a Pseudomonas syringae.

En respuesta a las sefiales de estrés, las plantas sintetizan proteinas de defensa y com-
puestos quimicos de diversa naturaleza. Entre otros, los compuestos organicos volatiles
(VOCs) pertenecen a este grupo de compuestos defensivos (Niinemets et al., 2013).

Algunos ésteres de (Z)-3-hexenilo se encuentran inducidos diferencialmente como con-
secuencia de la infeccién de plantas de tomate con la bacteria avirulenta Pseudomonas
syringae pv. tomato DC3000 (Lopez-Gresa et al, en revision).

Este proyecto trata de confirmar el papel defensivo de estos ésteres mediante el ana-
lisis de sus propiedades defensivas directas (antibacterianas y/o antioxidantes). Por otra
parte, se han analizado sus propiedades defensivas senalizadoras mediante la realizacion
de tratamientos exdgenos con dichos VOCs y el estudio de diferentes aspectos tales como
la modificacién de la resistencia o susceptibilidad, la acumulacién de compuestos sefia-
lizadores y defensivos y la induccion de proteinas defensivas, entre otros. Por ultimo se
estudiara el posible mecanismo de accion de estos compuestos volétiles de hoja verde ante
la bacteria Pseudomonas syringae.

Nuestros estudios refuerzan la importancia de los VOCs como compuestos fundamen-
tales en la respuesta defensiva de las plantas frente a patégenos. Asimismo, la naturaleza
volatil de estos compuestos defensivos permitiria, como posible aplicacién biotecnoldgica,
que plantas transgénicas que emitieran estos compuestos de manera constitutiva, pudie-
ran ser consideradas en si mismas como inductoras de resistencia de sus plantas vecinas,
convirtiéndose en plantas transgénicas biofortificantes.

Palabras clave: VOCs, tomate, defensa, Pseudomonas syringae, ésteres de (Z)-3-
hexenilo
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Abstract

Valencia, June 2017

Study of the defensive role and mechanism of action of (Z)-3-hexenol esters
in tomato plants against Pseudomonas syringae.

In response to stress signals, plants synthesize defense proteins and chemical com-
pounds of diverse constitution. Among others, volatile organic compounds (VOCs) belong
to this defensive compounds group (Niinemets et al., 2013).

Some (Z)-3-hexenyl esters are differentially induced as a consequence of tomato plants
infection with the avirulent bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Lopez-
Gresa et al, under review).

This project has focused on the confirmation of the defensive role of these esters by
analyzing their direct defensive properties (antibacterial and/or antioxidants). On the ot-
her hand, their defensive signaling properties have been analyzed by means of exogenous
treatments with these VOCs and the study of different aspects such as the resistance or
susceptibility modification, the accumulation of signaling and defensive compounds and
the induction of defensive proteins, among others. Finally, the possible mechanism of ac-
tion of these green leaf volatile compounds against the bacteria Pseudomonas syringae
will be studied.

Our studies reinforce the importance of VOCs as fundamental compounds in the de-
fensive response of plants against pathogens. Likewise, the volatile behaviour of these
defensive compounds would allow, as a possible biotechnological application, transgenic
plants to emit these compounds in a constitutive manner, being considered as resistance
inducers of their neighboring plants, becoming biofortifying transgenic plants.
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Resum

Valéncia, Juny 2017

Estudi del paper defensiu y del mecanisme d’accié dels ésters del (Z)-3-
hexenol en plantes de tomaca front a Pseudomonas syringae.

En resposta a les senyals d’estrés, les plantes sintetitzen proteines de defensa i com-
postos quimics de diversa natura. Entre altres, els compostos organics volatils (VOCs)
pertanyen a aquest grup de compostos defensius (Niinemets et al., 2013).

Alguns esters de (Z)-3-hexenil es troben induits diferencialment com a conseqiiéncia
de la infeccié de plantes de tomaca amb la bactéria avirulenta Pseudomonas syringae pv.
tomato DC3000 (Lépez-Gresa et al, en revisid).

L’objectiu del TFG consistira en confirmar el paper defensiu d’aquests esters per mitja
de Danalisi de les seues propietats defensives directes (antibacterianes i/o antioxidants).
D’altra banda, s’analitzen les seues propietats defensives senyalitzadores mitjancant la
realitzacié de tractaments exogens amb els anteriorment esmentats VOCs i l'estudi de
diferents aspectes tals com la modificacié de la resistencia o susceptibilitat, ’acumulacié
de compostos senyalitzadors i defensius i la induccié de proteines defensives entre altres.
Finalment, s’estudiara el possible mecanisme d’accié d’aquests compostos volatils de fulla
verda davant de la bacteria Pseudomonas syringae.

Els nostres estudis podran reforgar la importancia dels VOCs com compostos fona-
mentals en la resposta defensiva de les plantes front a patogens. Aixi mateix, la naturalesa
volatil d’aquests compostos defensius permetria, com a possible aplicacié biotecnologi-
ca, que plantes transgeniques que emeteren aquests composts constitutivament, pogueren
ser considerats en si mateixes com inductores de resistencia de les seues plantes veines,
convertint-se en plantes transgeniques biofortificants.
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Introduccion

1.1. El sistema defensivo de las plantas

En la naturaleza, las plantas estan expuestas a multitud de factores tanto bidticos
como abidticos. A este entorno, que en ciertas ocasiones puede ser hostil, se le suma la
caracteristica de que son organismos sésiles, por lo que se ven obligadas a responder a los
distintos desafios que les plantea su entorno y defenderse para asegurar su supervivencia.

En el caso concreto de estrés bidtico, las plantas se enfrentan a todo tipo de organismos,
desde herbivoros (insectos, mamiferos) hasta microorganismos (bacterias, hongos, virus
o viroides). En la mayorifa de las ocasiones las plantas consiguen minimizar los danos
causados por estos organismos gracias a las armas defensivas que poseen.

1.1.1. Tipos de respuesta defensiva frente a patégenos

Para protegerse a si mismas, las plantas han desarrollado una gran variedad de defensas
tanto de tipo constitutivo como inducible. Las defensas de tipo constitutivo o resistencia
pasiva suponen una primera barrera frente al ataque de los patdgenos. Se trata de una
serie de barreras fisicas y quimicas presentes de forma natural en las especies vegetales,
tales como la pared celular, la superficie foliar, los tricomas o la sintesis de toda una se-
rie de compuestos quimicos que pueden resultar directamente téxicos para el patdgeno
(compuestos fenélicos, terpenoides, alcaloides, etc.). Estas moléculas se conocen como me-
tabolitos secundarios y una de sus funciones principales es la defensiva.

Por otra parte, la repuesta de tipo inducible, o resistencia activa, es posible gracias a
los mecanismos que poseen las plantas para reconocer a los inductores patogénicos o eli-
citores y activar toda una serie de respuestas que comprenden cambios transcripcionales,
bioquimicos y metabdlicos, como pueden ser la producciéon de compuestos antimicrobia-
nos y antioxidantes, la sintesis de proteinas de defensa o la muerte celular programada
(Robert-Seilaniantz et al., 2011).

Segun el tipo de reconocimiento, tiene lugar la activacion de dos vias de senalizacion:
la via conocida como PTI (PAMP Triggered Inmunity) que se activa por el reconocimiento
inespecifico de los llamados PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns); y la via
que se activa por la percepcién de los efectores, conocida como ETI (Effector-Triggered
Inmunity).

La respuesta defensiva activada por PAMPs (PTI)

El primer nivel de respuesta defensiva de las plantas se basa en la percepcion del paté-
geno por el reconocimiento de patrones moleculares conservados asociados a un grupo de
patégenos (PAMPs). Estas moléculas son reconocidas por unos receptores de membrana
especificos denominados PRRs (Pattern Recognition Receptors).

Uno de los sistemas més estudiados de este tipo respuesta es el receptor transmembra-
na FLS2 (flagellin-sensitive 2) , que reconoce la flagelina bacteriana tras la unién directa



CAPITULO 1. Introduccién

del epitopo inmunogénico flg22.

Una vez los elicitores son reconocidos por los PRRs, se desencadena la denominada
PTI, donde se coordinan todo un conjunto de respuestas dirigidas a suprimir la actividad
bacteriana. Entre los mecanismos de defensa que se activan cabe destacar la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), la acumulacién de callosa en la pared celular (Hiic-
kelhoven, 2007), o la sintesis de proteinas de defensa PRs (Pathogenesis-Related Proteins).

Ademaés, este tipo de respuesta es inducida por otros factores que pueden derivar de
organismos no patogénicos, conocidos como MAMPs (Microbe-Associated Molecular Pat-
terns) (Ausubel, 2005); o por el reconocimiento de DAMPs (Damage-Associated Molecular
Patterns) que son productos de degradacion de la planta resultantes de la accién de pato-
genos (Boller and Felix, 2009; Yamaguchi and Huffaker, 2011)(Figura 1.1).

\ < Pathogen

' @@ NBS-LRRs NEP
B e -
' Disease Resistance MAP Kinase \J " !
, HOrmones i, Cascade '
1 JA — R ®——® ROS <— =
1 on s MAPKKK  MAPKK MAPK '
TF complex
: SA — ONPR1 ' :
| S B an ) e e am sl e i e o e Bt /’
- m--- Rk X
—> ROS Production "I

1
1
——r>» Callose Depostition :
L» Camalexin Production 1

Figura 1.1: Modelo general del sistema inmune innato de las plantas. Este modelo puede
dividirse en 3 etapas diferentes: (I) percepciéon de DAMPs, MAMPs o PAMPs por parte de recep-
tores de la membrana e intracelulares; (II) transduccién de la sefial inducida por elicitores; (IIT)
generacién de respuestas de defensa especificas, como formacién de especies reactivas de oxigeno
(ROS), produccién y deposicién de callosa y sintesis de metabolitos secundarios (Adaptacion de
Corwin and Kliebenstein, 2017)

La respuesta defensiva activada por efectores (ETI)

Algunos patdgenos son capaces de producir efectores o factores de virulencia (Awvr)
que les permiten superar la primera barrera defensiva conocida como PTI. Por su parte,
las plantas han contrarrestado este ataque a través de la sintesis de los productos de los
genes de resistencia R. Dicha interaccién permite establecer un segundo nivel defensivo,
conocido como ETI (Figura 1.2)(Jones and Dangl, 2006).
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Figura 1.2: Modelo en zig-zag ilustrativo del sistema defensivo de las plantas. En la fase
I, la planta reconoce los patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs) a través de los PRRs,
desencadenado la inmunidad activada por estas moléculas (PAMPs-Triggered Inminuty, PTT). En
la fase II, algunos patégenos producen efectores que pueden interferir con la PTI ocasionando la
susceptibilidad desencadenada por el efector (Effector-Triggered Susceptibility, ETS). En la fase
II1, el factor de avirulencia Avr es reconocido por una proteina R y se activa la inmunidad ligada
al efector (Effector-Triggered Inmunity, ETT) que suele desencadenar una respuesta hipersensible
(HR), produciéndose la muerte celular en el lugar de la infeccién (Adaptaciéon de Jones and Dangl,
2006).

El modelo de interaccién entre un factor codificado por el gen R y el factor de avirulen-
cia del pat6geno codificado por el gen Avr se denomina interaccién gen-a-gen (Flor, 1971).
Este modelo describe dos tipos de interacciones planta-patdgeno, la interaccién compatible
e incompatible, que determinaran el desarrollo o no de la enfermedad, respectivamente.

Si se produce el reconocimiento entre ambos factores tendra lugar una interaccion
incompatible, que conllevard la activaciéon de la ETI, desencadenando toda una serie de
cascadas de senalizacién que culminaran con la muerte celular alrededor del punto de en-
trada del patoégeno, impidiendo asi la expansiéon de este. Esta respuesta se conoce como
reacciéon hipersensible (Hypersensitive Reaction, HR) que en la mayoria de los casos ira
acompanada de la activacién posterior de una resistencia sistémica adquirida (Systemic
Acquired Resistance, SAR). Este tipo de resistencia SAR mantiene la actividad defensiva
de la planta frente a un amplio espectro de patégenos de cara a posteriores infecciones,
confiriéndole asi una especie de “memoria defensiva” (Conrath, 2006; Kachroo and Robien,
2013).

Cualquier otra interaccién diferente a la que se da entre el efector Avr y el factor
codificado por el gen R supondra una interaccién compatible y por tanto el desarrollo de
la enfermedad, en la que el patégeno se extendera por toda la planta provocando una
infeccién sistémica y no necrotizante.

Uno de los sistemas de reconocimiento gen-a-gen mejor estudiado es el que tiene lugar
entre la variedad de tomate Rio Grande, portadora o no del gen de resistencia Pto que es
capaz de reconocer a la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato que posee el gen de
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avirulencia AvrPto (Ronald et al., 1992). Esta reaccion serfa de tipo incompatible, por lo
que se desencadenaria la ETI.

1.1.2. La respuesta defensiva de las plantas frente a la bacteria Pseudo-
monas syringae pv. tomato DC3000

La bacteria gram-negativa Pseudomonas syringae es una de las principales causantes
de enfermedades que ocasionan grandes pérdidas econémicas en un amplio rango de espe-
cies vegetales. Es una de las bacterias fitopatogénicas mas estudiadas, por lo que diversas
cepas de esta bacteria se han usado como modelo en el estudio de las interacciones planta-
patogeno.

Esta bacteria actiia como un patégeno hemibiétrofo, que coloniza principalmente las
partes aéreas de la planta, tales como las hojas y los frutos. Su ciclo infectivo se divide en
dos etapas: una primera fase bidtrofa que se produce cuando el patégeno alcanza la superfi-
cie de la planta sana; y una fase necrotrofa en la cual la bacteria penetra en el interior de la
planta a través de heridas o aperturas naturales, como los estomas, en el espacio apoplas-
tico (Figura 1.3 )(Beattie and Lindow, 1995: Hirano and Upper, 2000; Melotto et al. 2008).

Esta especie bacteriana presenta varias cepas, y cada una de ellas es capaz de infectar
Unicamente a un nimero limitado de especies vegetales, o incluso a ciertos cultivares de
una misma especie. Este grado de especificidad es la base de la clasificacién de las cepas
de P. syringae en patovares (pv.) (Gardan et al., 1999). El patovar DC3000 de Ps fue
descrito como un patovar de tomate, no obstante, se ha demostrado que también es ca-
paz de infectar a la especie modelo Arabidopsis thaliana (Whalem et al. 1991), lo que ha
permitido comprender atin mejor los mecanismos moleculares de accién de esta cepa en
plantas (Xin and He, 2013).

Figura 1.3: Fase bidtrofa del ciclo infectivo de Pseudomonas syringae.Imagen tomada con
microscopia confocal de células de Pst DC3000 marcadas con GFP. La imagen muestra como las
bacterias se localizan alrededor del estoma abierto (flecha amarilla) pero no se posicionan alrededor
del estoma cuando este estd cerrado (flecha blanca)(Melotto et al.,2006).
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1.2. Agentes inductores de resistencia frente a patégenos

El conocimiento de las bases moleculares de la interaccién planta-patdégeno asi como
de las rutas de senalizacién de defensa de las plantas ha permitido el descubrimiento de
compuestos naturales y sintéticos capaces de inducir una respuesta defensiva similar a
aquella inducida por el ataque de patégenos. Este tipo de compuestos se conocen como
elicitores.

El término elicitor se aplicaba a moléculas capaces de inducir o producir fitoalexinas,
no obstante, actualmente se aplica para cualquier tipo de compuesto que sea capaz de esti-
mular cualquier tipo de defensa de la planta, que resultard en un incremento de resistencia
por parte de la planta. Dicha estrategia supone una herramienta muy eficaz para aumentar
la resistencia de las especies vegetales cultivadas frente a varios patégenos, disminuyendo
asi las grandes pérdidas de cultivos ocasionados por enfermedades

Los elicitores se clasifican en torno a su naturaleza, distinguiéndose dos grupos: los de
naturaleza biolégica y los de naturaleza quimica.

1.2.1. Inductores de resistencia de naturaleza quimica

Los elicitores quimicos o sintéticos son moléculas capaces de desencadenar respuestas
defensivas mimetizando la forma de actuar de los elicitores naturales o de las moléculas
de senalizacién de defensiva.

Se ha demostrado que la aplicaciéon de manera exdgena de acido salicilico (SA) y sus
derivados como el acido acetilsalicilico, conocido como aspirina, inducen resistencia frente
a una gran variedad de patégenos debido a la acumulaciéon de proteinas PR. De esta for-
ma, se han descubierto varios compuestos quimicos analogos al SA que tendrian la misma
funcién defensiva. Entre estos compuestos se encontraria el acido 2,6-dicloro-isonicotinico
(INA) y el benzotiadiazol (BTH). Ambas sustancias actiian de manera similar al SA con
la ventaja de ser menos fitotoxicos y, por lo tanto, mas eficientes para su uso en cosecha
(Bektas and Eulgem, 2015).

Otro de los inductores quimicos méas estudiados en plantas es el acido S-aminobutirico
(BABA), un aminoacido no proteico que actia en diversos mecanismos de defensa en
plantas, como la formacién de depdsitos de callosa, la formacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) o el incremento de los niveles de SA y la correspondiente inducciéon de
proteinas PR (Siegrist et al., 2000).

Los compuestos previamente descritos se han estado utilizando en agricultura durante
las ultimas décadas, actuando frente a un amplio rango de especies de patégenos. Ademas,
estos inductores parecen carecer de un riesgo importante de toxicidad y contaminacién en
las dosis habitualmente empleadas.
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1.2.2. Inductores de resistencia biolégicos

Los seres vivos son importantes productores de una extensa lista de compuestos de ori-
gen biolégico que pueden actuar como inductores de la respuesta defensiva de las plantas
frente a una gran variedad de patogenos. Dentro de esta amplia clasificacién se encontra-
rian compuestos derivados de algas, hongos, oomicetos, plantas y bacterias (Wiesel et al.,
2014). Teniendo en cuenta el objetivo de este proyecto, cabe destacar la importancia de
los elicitores derivados tanto de plantas como de bacterias.

Elicitores derivados de bacterias

Se ha demostrado que al aplicar exdégenamente elicitores procedentes de bacterias se
reduce la magnitud de la infeccién ocasionada por parte de los patégenos. Aqui se en-
contrarfan un amplio rango de compuestos como polisacdridos extracelulares (EPS) o
lipopolisacéridos (LPS), derivados de diferentes especies bacterianas.

Sin duda alguna, los elicitores bacterianos més estudiados son la flagelina y el factor
de elongacién Tu (EF-Tu). Los epitopos flg22 y EF-Tu estan reconocidos por dos recep-
tores distintos, FLS2 (Flagelling-sensitive 2) y EFR (EF-Tu Receptor) respectivamente.
Ademads, ambos elicitores actiian en la respuesta defensiva mediada por acido salicilico
(SA), acido jasmoénico (JA) y etileno (ET), que son moléculas de senalizacién claves en el
sistema defensivo de las plantas (Zipfel et al., 2004; Chinchilla et al., 2007).

Elicitores derivados de plantas

Las plantas por si mismas son productoras de un amplio conjunto de moléculas que
actian como elicitores. Dentro de este grupo se encontrarian todo tipo de compuestos
derivados de la rotura de la pared celular por la accién de enzimas de bacterias, hon-
gos o herbivoros, entre los que cabria destacar productos como los S-glucanos, xilosa u
oligogalacturénidos (OGs) (Fu et al., 2011; Ferrari et al., 2013). Se ha demostrado que
el reconocimiento de estos compuestos por receptores de la membrana desencadenan la
activacién de una respuesta idéntica a la ETI.

Por otra parte, podria encontrarse otro grupo de moléculas senal que se acumularan
diferencialmente en la planta como consecuencia de infecciones patogénicas y que pudieran
ser consideradas inductores de resistencia, ya que produjeran la activaciéon de la respuesta
defensiva de la planta tas tu aplicacién exégena (Gao et al., 2014). Tal es el caso de com-
puestos clave en la senalizacién defensiva de la planta como son el JA, asi como el SA, ya
mencionado. Estas moléculas sefial tienen un papel clave en la induccién de la respuesta
conocida como SAR (Park et al., 2007; Truman et al. 2007), por lo que activarian todos
los mecanismos de defensa correspondientes de la planta, aumentado asi sus niveles de
resistencia frente a una posterior infeccién.

Por dltimo, hay que tener en cuenta la importancia de los derivados metilados de es-
tos compuestos, el metiljasmonato (MJ) y el metilsalicilato (MeSA), respectivamente, que
también inducen este tipo de respuestas. La metilacion de estos acidos les confiere una
apolaridad que les permite volatilizarse y formar parte de la variada familia de compuestos
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orgéanicos volatiles, que también tienen un papel fundamental en el sistema defensivo de
la planta.

1.3. El papel de los compuestos volatiles en el sistema de-
fensivo de las plantas

Las plantas son capaces de sintetizar una enorme variedad de compuestos organicos
volatiles (VOCs) que poseen una funcién fundamentalmente ecolégica, facilitando las in-
teracciones con su entorno, desde la atraccién de polinizadores hasta la proteccién frente
a todo tipo de patégenos, parasitos y herbivoros. Otra caracteristica importante de estos
compuestos es su naturaleza fisico-quimica, ya que su bajo peso molecular les permite
atravesar libremente membranas celulares y asi poder liberarse al ambiente que les rodea
(Pichersky et al., 2006).

1.3.1. Biosintesis de los VOCs

La biosintesis de estos compuestos volétiles depende de la disponibilidad de moléculas
que derivan del metabolismo primario, como carbono, nitrégeno y azufre, lo que confirma-
ria el alto grado de interconexién entre el metabolismo primario y secundario de las plantas.

Segun su origen biosintético, los VOCs se dividen en varios grupos, en los que se inclui-
rian terpenos, fenilpropanoides/bencenoides, volatiles de hoja verde (Green Leaf Volatiles;
GLVs), metil jasmonato y toda una serie de compuestos especificos de distintas especies que
no quedarian recogidos dentro de las clases principales (Figura 1.4)(Duradeva et. al, 2013).

Dentro de esta amplia clasificacién, vamos a prestar atencién a los GLVs ya que todos
los compuestos volatiles empleados en los experimentos que forman parte de este proyecto
pertenecen a este grupo.
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Figura 1.4: Vision general de las rutas biosintéticas de VOCs. Las cuatro principales rutas
de biosintesis de VOCs son: la ruta del shikimato, la ruta del dcido mevalénico (MVA), la ruta
del metileritritol fosfato (MEP) y la de las lipoxigenasas (LOX). (Adaptacién de Duradeva et al.
2013).

Green Leaf Volatiles (GLVs)

Los GLVs son aldehidos y/o alcoholes de 6 d&tomos de carbono y sus respectivos ésteres
que se sintetizan normalmente en tejidos verdes de la planta como respuesta a cualquier
tipo de dafno, ademas de ser los causantes del aroma ”fresco” caracteristico de muchas
especies vegetales (Duradeva et al., 2013).

Estos compuestos se sintetizan a partir de la oxidacion de los acidos grasos poliinsa-
turados, linoleico y linolénico, mediante la ruta de las oxilipinas o lipoxigenasas (LOX).
Esta ruta es una de las vias mas importantes y mejor estudiadas en lo que respecta a
la activacién de genes de defensa. Estos acidos grasos entran en la ruta de las oxilipinas
por la accién de las lipasas, sobre ellos actiian las LOX para dar lugar a hidroperdxidos
conviertiéndose en sustrato de la aleno 6xido sintasa (AOS), dando lugar a la sintesis de
jasmonatos, o de la hidroperéxido liasa (HPL) para dar lugar a la amplia familia de GLVs,
entre los que se encontrarian compuestos como el (E)-2-hexenal, el (Z)-3-hexonal o el
(Z)-3-nonenal (Figura 1.5) (ul Hassan et al., 2015).

Por dltimo, los aldehidos de 6 carbonos derivados de esta ruta pueden transformarse en
sus correspondientes alcoholes y ésteres gracias a la actividad de la alcohol deshidrogenasa
(ADH) o la aciltransferasa (AAT), respectivamente (Matsui et al., 2006; D’Auria et al.,
2007). Esto es lo que ocurriria con los ésteres derivados del (Z)-3-hexenol utilizados en
este trabajo, los cuales se sintetizarian a partir la transformacién del (Z)-3-hexenal en
(Z)-3-hexenol y finalmente en ésteres, tales como el propanoato de (Z)-3-hexenilo (HP) o
el isobutanoato de (Z)-3-hexenilo (HIB).
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Figura 1.5: Ruta de las oxilipinas.Una vez los precursores de la sintesis de VOCs (4cido
linoleico y linoleico) entran en la ruta de las lipoxigenasas (LOX), actiian n una serie de enzimas
(senaladas en el diagrama) para dar lugar a la formacién de jasmonatos y GLVs (ul Hassan et al.,
2015).

1.3.2. VOCs en la interacciéon planta-patégeno

Como se ha citado anteriormente, las plantas emiten mezclas de VOCs en respuesta a
danos causados tanto por microorganismos como por herbivoros. Estas emisiones suelen
ser bastante complejas, ya que de ellas forman parte més de 200 de compuestos diferentes,
ademds de ser especificas del tipo de atacante (Duradeva et al., 2006).

La emisién de estos compuestos volatiles puede darse de manera constitutiva o induci-
da, siendo ésta 1ltima la ocasionada como consecuencia de estreses bidticos y abidticos. A
su vez, la respuesta inducida puede ser directa, si los volatiles emitidos participan direc-
tamente en los mecanismos de defensa o en la tolerancia a estrés; o indirecta, si los VOCs
actuaran como elicitores, alertando a las plantas vecinas del ataque que han sufrido por
cualquier organismo (Niinemets et al., 2013).

La mayor parte de los trabajos en los que se describen VOCs asociados a la respuesta
defensiva de la plantas se centran en el estudio de la interaccién planta-herbivoro. Aunque
también varios estudios han demostrado que las plantas emiten VOCs tras haber sido in-
fectadas por patégenos (hongos, bacteria, virus) (Spinelli et al., 2010; Toome et al., 2010).
Sin embargo, son pocos los estudios realizados hasta el momento describiendo la emisién
de VOCs inducidos por bacterias. Aun asi, se ha descrito la liberacién de VOCs en plan-
tas de la la especie Capsicum annuum infectadas con la bacteria Xanthomonas (Carloza
and Tumlinson, 2006) o en plantas de maiz infectadas con Pantoea ananatis (Delaney
et al., 2015). Recientemente, se ha descrito que la emisién de diferentes monoterpenos y
sesquiterpenos podria estar asociada a la tolerancia al huanglongbing en citricos (Hijaz
et al., 2016). Respecto a la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato, se ha descrito la
induccién de distintos VOCs en platas de tabaco y de pimiento infectadas por distintas
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cepas de esta bacteria (Huang et al., 2003; 2005).

Cabe destacar que en nuestro laboratorio se realiz6 el analisis metabolémico diferencial
dirigido a VOCs de la respuesta defensiva de plantas de tomate variedad Rio Grande Pto
infectadas tanto con la cepa portadora (avirulenta) como con la no portadora (virulenta)
del gen AvrPto de la bacteria Pst. La comparacion de los perfiles metabolémicos entre
ambos tipos de infeccién revel6 una serie de compuestos volatiles que se acumulaban de
forma diferencial en cada interaccién. Se concluyé que la planta emite de manera diferen-
cial ésteres derivados del (Z)-3-hexenol y (FE)-4-hexenilo, tales como acetato, propanoato
y butanoato de (Z)-3-hexenilo y algunos monoterpenos hidroxilados, como el a-terpineol,
4-terpineol y el linalool, cuando la infeccién es avirulenta y por lo tanto, tiene lugar la
activacion de la ETI (Lopez-Gresa et al., en revisién).

También se comprobd que ciertos VOCs inducidos como consecuencia de la infeccién
bacteriana con Pst, tales como el linalool, a-terpineol, acetato de (Z)-3-hexenilo o buta-
noato de (Z)-3-hexenilo podrian actuar como metabolitos defensivos ya que su aplicacién
exégena inducia la expresién de genes implicados en la respuesta defensiva frente a paté-
genos y les conferia una cierta resistencia frente a la infeccién bacteriana (Kabbas, 2015;
Ozéaez, 2017).

Todos estos resultados remarcan la importancia de los VOCs en el sistema defensivo
de las plantas. Estos compuestos podrian presentar algin tipo de propiedades biolégicas
por si mismos, como antibiéticos, antifungicos y/o antioxidantes, o bien podrian sefalizar
rutas defensivas de la planta y utilizarse como inductores de resistencia. Por otra parte, el
desarrollo de plantas transgénicas que nos permitieran manipular la emisién de compuestos
volatiles, ya sea incremetando o disminuyéndolos, nos permitiria profundizar tanto a nivel
genético como metabdlico, en el estudio de su mecanismo de accién. Ademas, estas plantas
con niveles alterados de estos compuestos podrian mostrar una mayor resistencia frente a
un amplio rango de agentes infecciosos y constituir una nueva herramienta biotecnolégica
en la lucha frente a patégenos.
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Objetivos

En nuestro laboratorio se realizé6 un anélisis metabolémico para identificar compues-
tos organicos volatiles sintetizados de manera diferencial en plantas de tomate infectadas
con una cepa avirulenta de la bacteria Pseudomonas syringae DC3000 pv. tomato. En
este estudio, se identificaron diferentes ésteres del (Z)-3-hexenol tales como el acetato, el
propanoato, el butanoato y el isobutanoato de (Z)-3-hexenilo como VOCs caracteristicos
durante el establecimiento de ETI.

En el presente Trabajo Fin de Grado se pretende estudiar el posible papel defensivo
de estos GLVs. Para ello, se han abordado los siguientes objetivos:

I . Estudio del papel defensivo directo de distintos GLVs mediante un ensayo de ac-
tividad antibidtica in wvitro frente a la bacteria virulenta Pseudomonas syringae pv.
tomato DC3000 A AvrPto.

11 . Estudio del comportamiento estomatico y de la induccién de la respuesta defensiva
de plantas de tomate tras los tratamientos exdgenos con los compuestos propanoato
de (Z)-3-hexenilo, isobutanoato de (Z)-3-hexenilo y metil jasmonato en cajas cerradas.

11 . Estudio de la induccién de resistencia frente a Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000 A AvrPto ocasionada por el tratamiento de plantas de tomate con los GLVs
propanoato, isobutanoato de (Z)-3-hexenilo y metil jasmonato.
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Materiales y Métodos

3.1. Material vegetal y condiciones de cultivo

Para la realizaciéon del presente trabajo se emplearon plantas de tomate (Solanum
lycopersicum) de la variedad Flora-Dade (FD) cultivadas en los invernaderos del Instituto
de Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP).

3.1.1. Germinacion de semillas

Las semillas se germinaron mediante cultivo in vitro. Para ello, éstas fueron envueltas
en una malla cerrada con hilo y se les sometié a una serie de lavados para su desinfeccién.
En primer lugar, la malla fue introducida durante 30 minutos en un bote que contenia 100
mL de agua destilada, 100 mL de lejia y 3-4 gotas del detergente Tween 20. A continuacién
se realizd una serie de agua en la que las semillas pasan por 3 botes que contienen agua
destilada durante unos periodos de tiempo de 5, 10 y 15 minutos con el objetivo de ir
eliminando progresivamente la lejia. Finalmente las semillas se sembraron en placas Petri
de 14 cm de didmetro con papel de filtro y 14 mL de agua destilada. Todo este proceso
se llev6 a cabo en la cabina de flujo laminar para mantener las condiciones de asepsia.
Una vez sembradas, las placas permanecieron a 24 °C durante 48 horas en oscuridad y 48
horas mas con presencia de luz, para posteriormente sembrarlas en tierra.

3.1.2. Condiciones de cultivo

Una vez germinadas las semillas, estas fueron cultivadas en el invernadero a una tem-
peratura entre 20-26 °C, con una humedad relativa del 50-70 % y un fotoperiodo de dia
largo, con 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. Cada semilla fue sembrada en macetas
individuales (12 cm de profundidad x 13 cm de didmetro inferior) que contenian una mez-
cla de turba y perlita al 50 %. Las macetas fueron regadas de manera manual con solucién
nutritiva de Hoagland.

3.2. Material microbiolégico

La bacteria empleada en el presente trabajo es la cepa virulenta Pseudomonas syringae
pv. tomato DC3000 A AvrPto y fue cedida amablemente por la Dra. Selena Giménez del
Centro Nacional de Biotecnologia (CNAB, Madrid). Esta cepa se caracteriza por tener
deleccionado el gen de avirulencia AvrPto, por lo que no puede ser reconocido por el gen
de resistencia Pto de dicha variedad de tomate, generando una interaccién compatible y
desencadenando la enfermedad.

3.3. Tratamientos con compuestos volatiles
Los tratamientos con los compuestos volatiles se llevaron a cabo con plantes Flora-Dade

de entre 21 y 30 dias. Dichas plantas permanecieron en el invernadero desde la siembra
en maceta hasta su uso en el experimento, con las condiciones de cultivo previamente
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CAPITULO 3. Materiales y Métodos

descritas (apartado 3.1.2).

Los compuestos volatiles utilizados en los tratamientos de plantas de tomate confinadas
en camaras de metacrilato fueron el propanoato de (Z)-3-hexenilo (HP), el isobutanoato
de (Z)-3-hexenilo (HIB) y el metil jasmonato (MJ) utilizados se muestran en la Figura
3.1.

o]

\)J\o N AN

Propanoato de (Z)-3-hexenilo (HP)

\H\ o
/\/\I\ Metil Jasmonato (MJ)

Isobutanoato de (Z)-3-hexenilo (HIB)

Figura 3.1: Estructura quimica de los compuestos volédtiles empleados en los tratamientos de las
plantas de tomate en cdmaras de metacrilato.

3.3.1. Tratamiento con ésteres en ciAmaras de metacrilato

Se colocaron entre 2 y 4 plantas en cdmaras de metacrilato de 45 6 110 L. A partir
de la densidad y la masa molecular de cada compuesto, se calculé el volumen necesario
para obtener una concentraciéon final de 5 uM de cada compuesto en cada cdmara. Este
volumen se distribuy6 entre varios algodoncillos hidroéfilos.

Finalmente las cajas fueron selladas con vaselina y precintadas con papel de film trans-
parente y cinta adhesiva, asegurando asi una atmosfera cerrada y uniforme. Todos los
tratamientos se hicieron de forma individual, es decir, cada caja de metacrilato contenia
un tnico compuesto. Estas permanecieron 24 h cerradas y se abrieron en el momento de
la toma de muestras.

3.4. Infecciones

Las plantas de tomate FD fueron inoculadas con la cepa bacteriana Pst AAwvrPto,
cuando presentaban la tercera y cuarta hoja lo suficientemente desarrolladas, es decir, al
cabo de 25-30 dias.

Los medios de cultivo empleados para llevar a cabo las infecciones y el conteo bacteriano
fueron los siguientes:
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SECCION 3.4. Infecciones

Tabla 3.1: Composicién y preparacion de 1L de medio de cultivo bacteriano LB agar.

Compuesto Cantidad
LB agar (Pronadisa) 35g
H50 destilada Hasta 1 L

AUTOCLAVAR (121 °C, 15 min)

Kanamicina (100 mg/mL) 0.25 mL
Rifampicina (10 mg/mL) 10 mL
Espectinomicina (10 mg/mL) 2.5 mL

Tabla 3.2: Composicién y preparacién de 1L de medio de cultivo bacteriano King B
liquido.

Compuesto Cantidad
Proteosa peptona 10g
KoHPO, destilada 1.5 G
Glicerol 15¢g

H>0 destilada / Ajustar a pH 7 Hasta 1 L

AUTOCLAVAR (121 °C, 15 min)

MgS04 1 M estéril 5 mL

Rifampicina (10 mg/mL) 5 mL

3.4.1. Preparacion del in6culo bacteriano

La bacteria, previamente almacenada en glicerol a -80 °C, fue crecida en oscuridad
durante 48 horas a 28 °C en placas Petri de 90 mm de didmetro. Cada una de estas placas
contenia 25 mL de medio LB agar (Pronadisa) con los antibi6ticos previamente descritos
en la Tabla 3.1.

Tras observar el crecimiento de colonias, éstas se recogieron con puntas de pipeta y se
sembraron en 3 mL de medio King B liquido (tabla 3.2) en tubos Falcon de 50 mL. Las
bacterias se crecieron en agitacion a 200-220 rpm y 28°C durante toda la noche. Después
de 24h en agitacién, 1 mL del cultivo bacteriano se pasé a otro tubo Falcon nuevo con 14
mL del mismo medio para refrescar la bacteria, promoviendo asi un mejor crecimiento. En
este paso las condiciones de crecimiento fueron las mismas que en el paso anterior.
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Tabla 3.3: Composicion y preparacién de 1L de medio de cultivo bacteriano King B agar.

Compuesto Cantidad
King B agar (King B Medium 37
Pseudomonas F Agar USP)(Pronadisa) g
Glicerol 15¢g
H>0 destilada / Ajustar a pH 7 Hasta 1 L
AUTOCLAVAR (121 °C, 15 min)
Rifampicina (10 mg/mL) 5 mL

El cultivo bacteriano resultante se centrifugd durante 15 minutos a 3000 rpm y el
sedimento fue resuspendido en 20 mL de MgCly 10 mM estéril. Se midié la absorbancia
en un espectrofotometro a 600 nm de una dilucién 1:10, a partir de la cual se calcul6 el
volumen de cultivo bacteriano y M gCls 10 mM necesarios para obtener un inéculo final
de densidad éptica de 0.1 a 600 nm (D.O.) que corresponde aproximadamente a 1 x 107
unidades formadoras de colonia por mililitro (c.f.u./mL; Lépez-Gresa, en revisién).

3.4.2. Infeccién bacteriana

La infeccion se llevo a cabo por inmersién, sumergiendo las plantas hasta la base del
tallo en una solucién de MgCly 10 mM con 0,5 mL de Silwet por cada litro de MgCly y
cultivo bacteriano a D.O. 0.1, durante 30 segundos.

3.5. Toma de muestra

Los foliolos de las hojas de tomate utilizados en cada uno de los experimentos se obtu-
vieron de la 3% y 4* hoja de cada planta de tomate. Cada foliolo o pareja de foliolos de cada
hoja fueron empleados para un experimento determinado. En el caso de los experimentos
de andlisis de la expresién génica, los foliolos seleccionados correspondieron a la zona mas
préxima al tallo. Se recogieron en tubos Falcon de 50 mL, se sumergieron rapidamente en
nitrégeno liquido y finalmente fueron almacenados a -80 °C hasta su posterior uso. Para
el andlisis de apertura estomética siempre se recogié siempre el foliolo del extremo. Por
ultimo, para los experimentos de conteo bacteriano y conductividad se tomaron los foliolos
de la zona intermedia. En estos 3 tltimos experimentos la muestra se recogié en fresco y
se continué cada experimento independientemente.

3.6. Estudio del crecimiento bacteriano

3.6.1. Conteo bacteriano en hoja de tomate

Esta técnica consiste en realizar un recuento de las unidades formadoras de colonias
(c.f.u.) presentes en el material vegetal infectado.
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SECCION 3.7. Medidas de apertura estomdtica

Con la ayuda de un sacabocados se tomaron 3 discos de 1 cm? de los foliolos adecuados
de cada planta y se sumergieron en tubos Eppendorf que contenian 300 puL. de M gCly 10
mM, de forma que cada tubo correspondia a una planta. Estos discos se trituraron en
el homogeneizador TissueLyser II (Qiagen), introduciendo perlas de vidrio en el interior
de cada uno de los tubos. A continuacion, se afiadieron otros 700 ul. de M gCly 10 mM,
obteniendo asi un volumen final de 1 mL. La mezcla se agité con vértex hasta su completa
homogeneizacién, tras la cual se realizaron diluciones seriadas 1:10.

A continuacién, se sembraron placas Petri de 90 mm de didmetro que contenian King
B agar previamente preparado. Estas placas fueron sembradas con 100 pL de 4 diluciones
seriadas (1073, 1074, 107°, y 1079) y se extendieron con la ayuda de pequefias esferas de
vidrio. Tras la incubacion de las placas a 28 °C durante 48 h, se realizo el recuento de
colonias aisladas formadas con la ayuda de un contador de colonias (Selecta; Vidrafoc).

3.7. Medidas de apertura estomatica

En primer lugar, se obtuvieron moldes del envés de los foliolos. Para ello se colocé
una capa fina de pegamento liquido universal, dejandolo secar durante unos 5 minutos y
despegandolo cuidadosamente con la ayuda de unas pinzas. A partir de estos moldes, se
procedié a la visualizacién de los estomas a través del microscopio éptico. Para ello, se
cortaron secciones planas de cada uno de los moldes y se colocaron en un portaobjetos,
se hidrataron con agua destilada con ayuda de una pipeta Pasteur y se cubrieron con un
cubreobjetos.

Mediante la técnica de microscopica de campo claro se pudo visualizar perfectamente
los estomas de cada foliolo sin necesidad de tenir los moldes previamente. De cada muestra,
se tomaron varias fotos que posteriormente fueron analizadas mediante el programa de
analisis de imagen Image J. Se midi6 el ancho y alto de al menos 50 estomas por foliolo
y por tipo de tratamiento de 3 plantas independientes, obteniendo asi el ratio medio de
apertura estomatica de cada muestra (Figura 3.2).

Figura 3.2: Representacién de la medida del ancho (D) y el alto (d) de un estoma tipo.
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3.8. Andlisis cuantitativo de transcritos mediante PCR cuan-
titativa (qRT-PCR)

3.8.1. Extraccion del RNA total

La extraccién de RNA de hojas de tomate se llevé a cabo mediante el método del Trizol
(Tm'zol® Reagent)(Ambion® Life Technologies) siguiendo el protocolo facilitado por el
fabricante. Para evitar la degradacion del material, las muestras se mantuvieron en hielo
durante todo el proceso, y todas las centrifugaciones se realizaron a 4 °C. Al finalizar la
extraccion, el RNA se almacené a -20 °C en un volumen final de 35 pL. de agua tratada
con DEPC (Dietilpirocarbonato).

3.8.2. Cuantificacion de RNA

Para la cuantificacién del RNA extraido se empleé un espectrofotémetro ultravioleta-
visible N anodrop® ND-1000, calibrado con un blanco de agua DEPC. La concentracién
de RNA se calculé midiendo a una absorbancia a 260 nm.

Todos los RNAs analizados presentan valores comprendidos entre 1.8-2.0 para ratios
de absorbancia Ajgp/280 ¥ A260/230 10 que indicarfa una buena calidad de la muestra.

3.8.3. Precipitacién de RNA con cloruro de litio (LiCl)

Las muestras de RNA extraidas y resuspendidas en 35 pl. de Hs0 se llevaron a un
volumen de 200 pL y se anadié 1 volumen de LiCl 6M. A continuacién, se dejaron en hielo
durante 3 horas y se centrifugaron 15 minutos a 13.000 rpm a 4 °C, para que el RNA
precipitara. Se eliminé el sobrenadante y el precipitado se disolvié ennl volumen de LiCl
3M. Tras una nueva centrifugacion de 15 minutos a 13.000 rpm a 4 °C, se eliminé de nuevo
el sobrenadante y la muestra se resuspendié en 44 pl. de Ho0 DEPC.

3.8.4. Tratamiento con DNasa

Para eliminar posibles contaminantes de DNA gendmico, se realizé un tratamiento
con el enzima DNasa, utilizando para ello el kit comercial TURBO DNase (Ambion
Life Technologies). Para obtener un volumen de reaccién de 50 pL, a los 44 puL. de RNA
obtenidos (ver apartado 3.8.3) se le afiadieron 5 ul. de tampén de reaccién (10x TURBO
DNase Buffer) y 1 uL del enzima TURBO DNase (2U/uL). Tras incubar las muestras a 37
°C durante 30 minutos, se anadieron 5 pL de inactivador de DNasa (DNase Inactivation
Reagent) y se incub6 la mezcla a temperatura ambiente durante 2 minutos para detener la
reaccién. Finalmente las muestras fueron centrifugadas a 10.000 rpm durante 2 minutos,
y se transfiri6 el sobrenadante se transfirié a un tubo Eppendorf.

El RNA tratado con DNasa fue cuantificado empleando el espectofotémetro NV anodrop®
ND-1000 (apartado 3.8.2).
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SECCION 3.8. Andlisis cuantitativo de transcritos mediante PCR cuantitativa
(¢qRT-PCR)

3.8.5. Retrotranscripcion

Para obtener cDNA a partir de RNA, se utiliz6 el kit comercial PrimeScriptTM RT
Reagent Kit (Perfect Real Time) de Takara, siguiendo el protocolo descrito por el fabri-
cante. Para un volumen de reaccién de 10 plL, se emplearon 1 ug de RNA, 2 pl. de tampén
(5x PrimeScript Buffer); 0,5 pL de oligoDT Primer 50 puM; 0,5 uL de enzima retrotrans-
criptasa (PrimeScript RT enzymeMix I); y Ho0 DEPC hasta obtener 10 pL. de volumen
final. La mezcla se incub6 a 37 °C durante 15 minutos en primer lugar, y a continuacion
durante 30 segundos a 85 °C.

Finalmente las muestras se colocaron en hielo y se diluyeron en una proporcién 1:10
con Hs0 DEPC, obteniendo asi un volumen final de 100 pL. de cDNA. Las muestras se
almacenaron a -20 °C hasta su utilizacion.

3.8.6. Amplificacién cuantitativa de DNA (PCR cuantitativa)

Este ensayo se llevo a cabo con el reactivo de SY BR® Green PCR Master MIx (Ap-
plied Biosystems). Para ello se emple6 una placa de 96 pocillos MicroAmpFast 96- Well
ReactionPlate (Applied Biosystems), anadiéndose 10 puL a cada pocillo. Se realizaron 3
repeticiones técnicas de cada réplica biolégica de cDNA. Se sell6 la placa cuidadosamente
evitando dejar burbujas de aire, y se dio un spin de centrifuga antes de introducirla en el
equipo de PCR cuantitativa correspondiente.

La amplificacién fue monitorizada a tiempo real con el sistema de PCR en tiempo real
1500 Fast (Life Technologies). El software empleado para analizar los resultados fue la
versién 2.0.4 del mismo equipo. Como control positivo del experimento, se utilizé en todos
los casos el gen Factor de elongacion 1 alfa (e EF1«). Las secuencias de los oligonucleétidos
empleados se recogen en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4: Oligonucleétidos empleados como cebadores en los experimentos de qRT-
PCRs.

Gen Cebador directo Cebador reverso

PRI 5" ACTCAAGTAGTCTGGCGCAACTCA 3 | 5 AGTAAGGACGTTGTCCGATCGAGT 3’

P23 5 TTCGAGGTACGCAACAACTG 3 5 ATGCATTGATGACCCATGTTT 3’

JAZ3 5 TTCCCTGCTGACAAAGCTAGAGCA 3 | 5 AGGGTGCAGATGAAACTGATCCGA 3°

JAZT 5 TTGCTATGGCTCGTAGAGCAACTC 3’ | 5 TTTGCCAATGAACGCTTGACGACG 3’
TCI21 5" ACTCGTCCTGTGCTTTGTCC 3 5" CCCAAGAGGATTTTCGTTGA 3’
MYBG60 5 ACATGGTCCTGGAAATTGGA 3’ 5 TTTGATTCCTGGCCTCAAGT 3’
eEF1a 5" CCACCTCGAGATCCTAAGG 3’ 5" ACCCTCACGTATGCTTCCAG 3
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3.9. Ensayos de inhibicién bacteriana en placa

Para llevar a cabo el estudio del posible efecto antibiético de diferentes compuestos
volatiles, se partié de un in6culo de la cepa DC3000 A AvrPto de Pseudomonas syringae
pv. tomato. Tras el cultivo bacteriano en medio LB agar previamente descrito, las colonias
fueron recogidas con puntas de pipeta y sembradas en 15 mL de King B liquido. Las bac-
terias fueron crecidas en condiciones de agitacion a 200-220 rpm y temperatura de 28°C
durante toda la noche.

A partir del cultivo bacteriano, se pipeteé 1 mL de bacteria por cada 14 mL de King
B agar caliente. Tras homogeneizar cuidadosamente para evitar la formacién de burbu-
jas, la mezcla del cultivo bacteriano con King B agar fue vertida en placas Petri de 90
mm de didmetro. Una vez solidificado y con la ayuda de pinzas estériles, se colocaron
sobre la superficie del agar discos de papel Whatman de 1.5 mm de grosor y 5 mm de
didmetro (GB005 Blotting Paper, SchleicherSchuell). Por cada disco, se pipetearon 10 pL
de soluciones a diferentes porcentajes (50-100 %) de cada uno de los compuestos volatiles
seleccionados (propanoato de (Z)-3-hexenilo, butirato de (Z)-3-hexenilo, isobutirato de
(Z)-3-hexenilo, acetato de (Z)-3-hexenilo, (Z)-3-hexenal, (E)-2-hexenal y metil jasmona-
to) disueltos en metanol. Como control negativo se utiliz6 metanol, y como control positivo
el antibidtico bacteriostatico tetraciclina, a una concentracion de 0.785% (p/v) y 0.3925 %
(p/v) respectivamente.

Tras un periodo de 48 h a 28°C, se comprobé el crecimiento de la bacteria en la
superficie del agar, y se midieron los halos de inhibicién de crecimiento alrededor de los
discos mediante un pie de rey.

3.10. Analisis estadistico

El analisis estadistico empleado para comparar dos tipos de muestras se llevé a cabo
mediante una prueba t de Student, utilizando las herramientas estadisticas incluidas en el
programa MS Excel de la suite Microsoft Office. En todos los andlisis, un p-value < 0.05
fue considerado estadisticamente significativo.
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4

Resultados y Discusion

En este trabajo se pretende confirmar el papel defensivo de distintos ésteres de (Z)-3-
hexenilo mediante el andlisis de sus propiedades defensivas directas, estudiando sus pro-
piedades antibacterianas y mediante la investigacion de su posible implicacién defensiva de
manera indirecta. Para estudiar este tltimo caso se llevaran a cabo distintos tratamientos
exdgenos con dichos VOCs y se estudiara el comportamiento defensivo frente a la bacteria
Pseudomonas syringae pv tomato.

4.1. Estudio del papel defensivo directo de los VOCs

Para estudiar la posible funcién defensiva de los distintos compuestos volatiles que se
acumulan diferencialmente en plantas de tomate tras una infeccién bacteriana, se evalué
el posible efecto antibidtico que pudieran tener por si mismos.

Para confirmar este efecto, diferentes compuestos volatiles de hoja verde tales como
(Z)-3-hexenal, (E)-2-hexenal, propanoato de (Z)-3-hexenilo, butanoato de (Z)-3-hexenilo
(HB), isobutanoato de (Z)-3-hexenilo (HIB) y acetato de (Z)-3-hexenilo (HA), fueron em-
pleados a distintas concentraciones con el objetivo de observar la inhibicién del crecimiento
bacteriano en la placa sembrada con Pseudomonas syringae pv. tomato AAvrPto. Asimis-
mo, se estudid el posible papel antimicrobiano del jasmonato de metilo, molécula senal
clave de la respuesta defensiva de las plantas frente a insectos y patdégenos necrétrofos
(Zhang et al., 2017). Se utiliz6 como control positivo el antibidtico tetraciclina debido a
su amplio rango de accién frente a diferente microorganismos (Chopra y Roberts, 2001),
y como control negativo metanol por ser el disolvente empleado para hacer las diluciones
de los compuestos.

Figura 4.1: Inhibicién de crecimiento bacteriano en placas de King B agar. Actividad
antimicrobiana in vitro de los compuestos acetato de (Z)-3-hexenilo (HA), tetraciclina (T) y meta-
nol (M). (A) Concentracién de HA 100 % (v/v) y 0.785 (p/v) en el caso de T. (B) Concentracién
de HA 50 % (v/v) y 0.395 (p/v) de T.

21



CAPITULO 4. Resultados y Discusion

La Figura 4.1 muestra una imagen representativa del ensayo de inhibicién del creci-
miento para el caso concreto del HA, a dos concentraciones distintas. Del mismo modo,
se llevd a cabo el estudio para el resto de VOCs, y los datos quedan recogidos en la Tabla
4.1, que muestra tinicamente aquellos compuestos y concentraciones en las que se observé
halo de inhibicién. Tal y como se aprecia en la tabla, los tinicos compuestos en los que
se observé halo de inhibicién fueron el HA y el (E)-2-hexenal, ya que en el resto de los
casos no se detectd ningin tipo de inhibicién ni a una concentraciéon del 100% (v/v) y
dispensando el doble de volumen.

Tabla 4.1: Actividad antibidtica in vitro de distintos VOCs.

% (V/V) Zona inhibicién SD
(cm)
0.785*
Tetraciclina 2.917 0.764
%
0.395 1.8 0.4249
Acetato de 100 0.867 0.029
(Z)-3-
hexenilo 50 0.617 0,028
(E)-2-hexenal
100
7.05 0.173

*En este caso las unidades son (p/v)

El aldehido (E)-2-hexenal es el compuesto que muestra una mayor actividad anti-
bidtica, tal y como corroboran distintos estudios, que lo califican como el compuesto que
presenta mayor actividad bactericida in vitro dentro de grupo de las oxilipinas (Prost et al.,
2003). Ademads, se ha demostrado que tras infectar una planta con Pseudomonas syringae
este compuesto es inducido en diferentes especies vegetales, como judia, tabaco y Arabi-
dopsis. Sin embargo, su funcién no estd descrita completamente ya que se ha comprobado
que la aplicacién exdgena de este compuesto en ciertos mutantes de Arabidopsis que no sin-
tetizan GLVs aumenta la susceptibilidad frente al ataque de patégenos (Scala et al., 2013).

Respecto al éster HA, se puede apreciar un ligero aumento de inhibicién de crecimiento
bacteriano al aumentar la concentracién. Aunque su efecto defensivo directo no estd muy
estudiado, se sabe que este compuesto juega un papel crucial en la defensa indirecta de las
plantas frente a un amplio rango atacantes. Este compuesto esta implicado en funciones
tales como proteger a plantas frente a ataque de herbivoros atrayendo a los enemigos na-
turales de estos invasores; participar en la respuesta defensiva frente a hongos tales como
Botrytis cinerea; evitar la expansién de virus, como el virus del enanismo amarillo de la
cebada (BYDV); asi como alertar a las plantas vecinas del ataque de organismos para que
éstas activen sus mecanismos de defensa (ul Hassan et al., 2015).
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SECCION 4.2. Estudio del comportamiento estomdtico y de la induccion de rutas de
senalizacion defensivas mediante el tratamiento de plantas de tomate con VOCs

Los resultados de este estudio demuestran la actividad antibidtica in vitro de los GLVs
acetato de (Z)-3-hexenilo y (E)-2-hexenal frente a la bacteria Pseudomonas syringae pv.
tomato A AvrPto, siendo este tltimo compuesto el que presenta una mayor actividad. Estos
resultados confirman el papel defensivo de estos compuestos, actuando directamente sobre
la bacteria y pudiendo frenar de alguna forma su avance.

4.2. Estudio del comportamiento estomatico y de la induc-
cion de rutas de senalizacion defensivas mediante el tra-
tamiento de plantas de tomate con VOCs

Siguiendo con el objetivo de conocer mejor el posible papel defensivo de los GLVs ob-
jeto de este estudio, se seleccionaron los compuestos propanoato de (Z)-3-hexenilo (HP) e
isobutanoato de (Z)-3-hexenilo (HIB), ambos emitidos diferencialmente por las plantas de
tomate Flora-Dade tras la infeccion bacteriana y hasta la fecha no estudiados en profundi-
dad en nuestro laboratorio. Asimismo, se realizaron tratamientos con jasmonato de metilo
(MJ) que, como se ha comentado anteriormente, es una molécula senal clave de la respues-
ta defensiva de las plantas (Zhang et al., 2017). Para llevar a cabo este experimento se
trataron plantas de tomate FD con los compuestos citados y se analizé el comportamiento
de los estomas y la induccién de genes defensivos.

4.2.1. Efecto de los compuestos volatiles sobre el cierre estomatico

Con el objetivo de estudiar si los compuestos volatiles HP, HIB y MJ tienen algin
efecto en el cierre estomatico, se analizé el ratio de apertura estomatica de plantas trata-
das con cada uno de los compuestos transcurridas 24 horas. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 4.2.

Tal y como se puede observar, los tratamientos con HIB y HP provocaron un cierre
estomatico muy significativo, disminuyendo casi a la mitad el ratio de apertura estoma-
tica de la planta tratada en el caso de HP. Por el contrario, los tratamientos con MJ no
afectaron apenas a este factor.

Recientemente, en nuestro laboratorio se ha identificado el butanoato de (Z)-3-hexenilo
(HB), un compuesto también perteneciente a la familia de los ésteres de (Z)-3-hexenol que
estd activamente implicado en el cierre estomético (Ozdez, 2017; Lisén et al., 2017). De
hecho, plantas tratadas con HB llegaban a alcanzar un ratio de apertura estomatica si-
milar al de una planta sometida a una infecciéon bacteriana. Los resultados obtenidos en
este proyecto se suman a los previamente obtenidos y refuerzan la importancia de los
compuestos volatiles en la respuesta defensiva de las plantas.

La hormona vegetal por excelencia implicada en el cierre estomético es el dcido absci-
sico (ABA) y, en menor medida, el acido jasmoénico (Huang et al., 2008). Se ha descrito
que al tratar exégenamente plantas de Arabidopsis con acido jasmoénico, se activa todo un
conjunto de cascadas de senalizacién que conllevan al cierre de los estomas (Daszkowska-
Golec and Szarejko, 2013). Dichos resultados contrastan con los obtenidos en el presente
estudio, en el que al aplicar ex6genamente MJ en plantas de tomate el ratio de apertura
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Figura 4.2: Ratio de apertura estomatica de plantas de tomate Flora-Dade tratadas
con propanoato de (Z)-3-hexenilo (HP), isobutanoato de (Z)-3-hexenilo (HIB) y metil
jasmonato (MJ). (A) Indice de apertura estomatica en hojas de tomate 24 horas después del
tratamiento en camaras de metacrilato con HP, HIB, MJ y agua en el caso del control. Se llevaron
a cabo 3 experimentos independientes. Los ratios corresponden a la media + el error estandar de al
menos 50 estomas correspondientes a 3 plantas independientes de un experimento representativo.
El triple asterisco (***) indica que existe una significacién estadistica con un p-value < 0.001 entre
las plantas control y las plantas tratadas. (B) Imagen correspondiente a estomas representativos
de una planta control y una planta tratada con HP, respectivamente.

estomatica apenas se ve afectado. Ademds, se ha analizado que el efecto del MJ es de-
pendiente al ABA, puesto que tratamientos con MJ de mutantes de Arabidopsis aba2-2
deficientes en ABA, no disminuyen el ratio de apertura estomatica, mientras que cuando
estos mutantes son tratados con una mezcla de ABA y MJ a concentraciones similares, el
cierre estomético se observa claramente (Hossain et al., 2011).Podria ocurrir que el trata-
miento con MJ no fuera eficaz en plantas de tomate, quizds porque no existan los niveles
de ABA necesarios. Estos datos ponen en manifiesto la falta de conocimiento de rutas de
senalizacién activadas por fitohormonas, y su actuacién en los mecanismos de defensa en
las distintas especies vegetales.

Para profundizar en este terreno, se llevd a cabo el estudio de la expresién de genes
marcadores de cierre estoméatico, como el gen MYB60 (Cominelli et al., 2005) mediante
RT-PCR cuantitativa. Los resultados se pueden apreciar en la Figura 4.3.

Tras la exposicién a los VOCs, se observo una represion génica de MYB60 en aquellas
muestras tratadas con HP y, en menor medida, con HIB. De nuevo, en el caso de las
plantas tratadas con MJ, la expresion de MYB60 fue similar a las plantas control.

MYBG60 fue descrito por primera vez en Arabidopsis, donde se observd que frente a
situaciones de estrés, como sequia o ataque de patogenos, o al rociar plantas con ABA, este
gen se inhibia y ocasionaba el cierre estomético. Para confirmar su funcién, se obtuvieron
mutantes knockout (atmyb60-1) que carecian del gen. El ratio de apertura estomética de
estos mutantes resulté ser un 30 % menor que los estomas de las plantas control (Cominelli
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Figura 4.3: Expresion del gen MYB60 en plantas de tomate Flora-Dade tratadas con
propanoato de (Z)-3-hexenilo (HP), isobutanocato de (Z)-3-hexenilo (HIB) y metil
jasmonato (MJ). Nivel de expresiéon de MYB60 en plantas de tomate FD 24 horas después de
realizarse tratamientos con HP, HIB, MJ y agua en el caso del control. Los valores de qRT-PCR,
fueron normalizados con el nivel de expresién del factor de elongacion 1 alfa (eEFla). Se llevaron
a cabo 3 experimentos independientes. Los niveles de expresién corresponden a la media =+ el error
estandar de tres plantas de un experimento representativo. No hay significacién estadistica entre
las plantas tratadas y las control.

et al., 2005). Recientemente, se han descrito los ortélogos de este gen en especies como
tabaco (Nicotiana tabacum L.) y tomate (Solanum lycopersicum L.)(Baldoni et al., 2015)
permiténdonos estudiar la induccién de este gen en plantas de tomate tras el tratamiento
con los VOCs . Asi pues, nuestros resultados de represién de MYB60 correlacionarian
perfectamente con el ratio de apertura estomdtica obtenido en andlisis anteriores (Figura
4.2), confimando que HP y HIB producen el cierre estomatico, mientras que MJ no parece
producir ningin efecto.

4.2.2. Induccion de rutas de senalizacion defensivas tras la aplicacion de
compuestos volatiles

La induccién de defensas en las plantas estd mediada por complejas rutas de senali-
zacién en las que hormonas vegetales como el dcido jasménico (JA) y el dcido salicilico
(SA) juegan un papel importante. De manera general, la ruta dependiente de SA estd
asociada con respuestas defensivas frente patogenos bidtrofos, mientras que la ruta de JA
estd implicada en la regulaciéon de defensas frente a herbivoros. Ademaés, estas dos rutas de
senalizacién normalmente actian de manera antagonista, lo que sugeriria que el sistema
inmune de las plantas sigue un modelo binario, en el que estas dos hormonas tendrian
roles contrarios (Bari and Jones, 2009).

Para intentar averiguar a través de qué ruta de sefializacion actian los compuestos
HP, HIB y MJ, una vez realizados los tratamientos con dichos compuestos, se tomaron
muestras de las plantas de tomate y se analizd cuantitativamente la expresién de genes
marcadores de cada una de estas vias.
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Para evaluar la respuesta defensiva mediada por JA, se emplearon los genes marcadores
JAZS3, JAZ7T y TCI21 (Ishiga et al., 2013; Lison et al., 2016). Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 4.4.
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Figura 4.4: Expresion de los genes JAZ3, JAZ7, TCI21 de plantas de tomate Flora-
Dade tratadas con propanoato de (Z)-3-hexenilo (HP), isobutanoato de (Z)-3-hexenilo
(HIB) y metil jasmonato. (A) Niveles de expresion de los genes JAZS3, (B) JAZ7 y (C) TCI21
en plantas de tomate FD a tiempo 0 y 24 horas después de realizarse tratamientos con HP, HIB, MJ
y agua en el caso del control. Los valores de qRT-PCR fueron normalizados con el nivel de expresion
del factor de elongacién 1 alfa (eEF1la). Se llevaron a cabo 3 experimentos independientes. Los
niveles de expresiéon corresponden a la media =+ el error estandar de tres plantas independientes de
un experimento representativo. El asterisco (*) indica que existe una significacién estadistica con
un p-value < 0.05 entre las plantas control y las plantas tratadas.

Tal y como cabria esperar, las plantas tratadas con MJ presentan niveles altos de ex-
presién de los genes JAZ y TCI21, mientras que en las plantas control y las tratadas con
HP presentan unos niveles minimos. Asimismo, se pudo observar que los tratamientos con
HIB indujeron la expresién de los genes JAZ y TCI21. Estos resultados sugieren que la
aplicacién exdégena de HIB podria activar la ruta del JA, mientras que el HP actuaria de
una manera independiente a JA.

Las proteinas JAZ (Jasmonate Zip Domain) tienen un papel fundamental en la ruta
de sefializacion mediada por JA, ya que una vez el MJ es reconocido por la célula vegetal,
estas proteinas inducen la expresiéon de una serie de genes que activaran la respuesta de-
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fensiva inducida por JA (Pauwels and Goossens, 2011). Ademds, estos genes se expresan
de manera diferencial en plantas sometidas a la infeccién por patégenos necrétrofos o el
ataque de herbivoros. Asi pues, se ha descrito que T'CI21 (Tomato Chymotrypsin Inhibitor
21 ) es inducido por herida y MJ en hojas de tomate (Lison et al., 2006), considerandose
como un gen marcador de la respuesta final mediada por JA. Por tanto, la activacién de
los genes JAZ y TCI21 puede considerarse como caracteristica de la ruta de JA.

En el caso concreto de infeccién causada por la bacteria Pseudomonas syringae, se
ha descrito tanto en tomate como Arabidopsis que esta bacteria es capaz de sintetizar la
molécula conocida como coronatina (COR), que es andloga al MJ. La coronatina actia
uniéndose a los receptores de MJ, induciendo la sintesis de los genes JAZ y activando
una serie de cascadas de sefializacién que conllevan la inhibicién de la respuesta defensiva
mediada por SA y el cierre estomético, lo que acarrearia una mayor entrada de la bacte-
ria, aumentado asi el dano causado a la planta (Elizabeth and Bender, 2007). Por estos
motivos, la activacién de la ruta de senalizacion de JA inducida por coronatina puede pos-
tularse como el principal factor de virulencia y patogenicidad de la baceria Pst DC3000
(Ishiga et al., 2013).

Recientemente se ha descrito un co-receptor de COR, JAZ2, perteneciente a esta fami-
lia de genes. Este receptor presente en las células estoméaticas regula su apertura a través
de una serie de cascadas de sefnalizacién como se ha comentado previamente. Esta ruta se
puede ver afectada por la presencia de COR, que actia degradando a JAZ2, activindose
asl la ruta del JA que induce a la apertura estomética. La funcién de este receptor ha
sido comprobada mediante plantas de Arabidopsis que presentan una mutacién dominan-
te de este gen, que evita la apertura estomética por parte de COR, proporcionando asi
una mayor resistencia frente a la infeccién bacteriana. De manera contraria, plantas de
Arabidopsis que carecen de este gen son mucho mas susceptibles a Pseudomonas syringae
(Gimenez-Ibanez et al., 2016).

Nuestros resultados parecen indicar que tnicamente HIB podria producir la activacién
de la ruta de JA, aunque la implicacion de la activacién de esta ruta y el cierre estoméatico
no parece que esté del todo clara, pues los tratamientos con MJ en tomate no producen
efecto sobre los estomas (Figuras 4.2.2 y 4.3).

Como genes marcadores de la ruta dependiente de SA, se analizé la expresién de los
genes PR1 y P23 tras los tratamientos de plantas de tomate con los VOCs (Figura 4.5).

Como se puede apreciar, la inducciéon de estos genes de defensa por parte de HP y, en
menor medida, de HIB fue estadisticamente significativa, siendo aiin mayor la expresién
en el caso de PR1. Tal y como cabria esperar, la induccién de estos genes de defensa por
parte del MJ resulté ser minima.

La inducciéon de proteinas PR es uno de los principales eventos bioquimicos que se
activan en las plantas cuando estas son infectadas por patdgenos como virus, viroides,
bacterias u hongos. La induccién de este tipo de proteinas conlleva la acumulacion de
metabolitos que actian a su vez como inductores de genes de defensa.
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Figura 4.5: Expresion de los genes PR1 y P23 de plantas de tomate Flora-Dade tra-
tadas con propanoato de (Z)-3-hexenilo (HP), isobutanoato de (Z)-3-hexenilo (HIB)
y metil jasmonato (MJ). (A) Niveles de expresién de PRI y (B) P23 en plantas de tomate
FD a tiempo 0 y 24 horas después de realizarse tratamientos con HP, HIB, MJ y agua en el caso
del control. Los valores de qRT-PCR fueron normalizados con el nivel de expresién del factor de
elongacién 1 alfa (eEF1«). Se llevaron a cabo 3 experimentos independientes. Los niveles de expre-
sién corresponden a la media =+ el error estandar de tres plantas independientes de un experimento
representativo. El asterisco (*) indica que existe una significacién estadistica con un p-value < 0.05
entre las plantas control y las plantas tratadas.

Ya en nuestro laboratorio se habia descrito la induccién de PR1 y P23 de una manera
muy significativa tras el tratamiento con butanoato de (Z)-3-hexenilo (Ozéez, 2017). En
este trabajo hemos analizado que HP produce unos niveles de inducciéon de P23 muy su-
periores a los producidos por el HB.

Se ha descrito que tratamientos exdégenos con compuestos que producen la activacién
de estas proteinas PRs llevan consigo una mayor resistencia a infecciones posteriores (Cam-
pos et al., 2014; Ozéez, 2017).

De este modo, nuestros resultados parecen indicar que HP y HIB podrian actuar como
inductores de la respuesta defensiva en plantas, pudiendo aumentar la resistencia de plantas
tratadas frente a patogenos.

4.3. Estudio del efecto de los compuestos volatiles en la in-
duccion de resistencia frente a infeccion bacteriana con
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 A AvrPto

El dltimo de los objetivos planteados en este proyecto fue estudiar la resistencia de
plantas de tomate Flora-Dade a la infeccion con la bacteria Pst tras 24 horas después de
haber tratado las plantas con los compuestos HP, HIB y MJ. El objetivo de este apartado
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es comprobar si la inducciéon de genes de defensa y el cierre estomatico se relaciona con el
aumento de la resistencia de las plantas tratadas frente a una infecciéon bacteriana.

4.3.1. Influencia de tratamientos VOCs sobre el crecimiento bacteriano
de Pseudomonas syringae

Las plantas tratadas con los VOCs fueron infectadas con la bacteria Pst y se llevd
a cabo el conteo bacteriano a partir de hojas infectadas y tratadas con los diferentes
compuestos 24 horas después de la infeccion.
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Figura 4.6: Crecimiento de Pseudomonas syringae pv. tomato AAvrPto en hojas de
plantas de tomate Flora-Dade control y de plantas Flora-Dade pre-tratadas con propa-
noato de (Z)-3-hexenilo (HP), isobutanoato de (Z)-3-hexenilo (HIB) y metil jasmona-
to (MJ) 24h post-infeccién. Se llevaron a cabo 3 experimentos independientes. Los resultados
corresponden a la media + el error estdndar de 4 plantas independientes de un experimento repre-
sentativo. El asterisco (*) indica que existe una diferencia significativa de las plantas pre-tratadas
con HP respecto a las plantas control, con un p-value < 0.05.

Como se puede apreciar en la Figura 4.6, el tratamiento con HP disminuy6 significati-
vamente el namero de c.f.u. en los tejidos infectados, lo que indicaria una mayor resistencia
de las plantas pre-tratadas frente a la bacteria Pst. Los tratamientos con HIB también dis-
minuyeron el c.f.u, aunque no de manera significativa.

Varios estudios han analizado el efecto de tratamientos exdgenos con compuestos vola-
tiles frente a esta bacteria en diferentes especies vegetales. Podriamos destacar el aumento
de resistencia frente a Pst en plantas de pepino tras realizar tratamientos con 3-pentanol y
2-butanona (Song and Ryu, 2013); o tratamientos con un precursor de etileno, el ACC (4ci-
do 1-aminociclopropano-1-carboxilico) en Arabidopsis, en los que se detect6 una reduccién
de més del 50% de los sintomas ocasionados por Pst (Pieterse et al., 1998). En nues-
tro laboratorio también se comprobd que el tratamiento con el monoterpeno a-terpineol
(Kabbas, 2015) y con el éster butanoato de (Z)-3-hexenilo (Ozéez, 2017; Lison et al., 2017)
inducian notoramiente resistencia frente a esta bacteria.

De nuevo, en el tratamiento con MJ se observaron unos resultados similares a los
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obtenidos en las plantas control. Este resultado discrepa con otros estudios en los que
tratamientos con MJ en Amaranthus cruentus (Casarrubias-Castillo, et al., 2014) o en
Arabidopsis (Pieterse et al., 1998) conferfan una mayor resistencia a las plantas. Esto se-
nala de nuevo la diferencia existente en los mecanismos defensivos entre distintas especies
vegetales.

Una vez estudiados todos estos factores, se podria confirmar el papel de HP, y en
menor media de HIB, como compuestos volatiles que tienen un papel defensivo en las
plantas, ya que estos compuestos inducen la sintesis de proteinas de defensa, promueven el
cierre estomatico y por lo tanto, confieren una mayor resistencia frente a la infeccién con
la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 A AvrPto en plantas de tomate.

4.4. Perspectivas futuras

En este Trabajo Fin de Grado se ha estudiado el papel defensivo de ciertos GLVs que
se acumulan de manera diferencial en plantas de tomate infectadas con la bacteria Pseu-
domonas syringae pv. tomato DC3000 AvrPto.

En primer lugar, se ha estudiado la actividad antibiética de varios compuestos volatiles
sobre la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato AAvrPto. Estos ensayos confirmaron
que los tinicos compuestos que presentaban actividad antibiética contra la bacteria per se
eran el (E)-2-hexenal y el acetato de (Z)-3-hexenilo.

Por otra parte, se ha evaluado la capacidad de inducir respuesta defensiva de 2 GLVs
en concreto, HP y HIB, mediante su aplicacion exégena. En este apartado cabe destacar
al compuesto HP, y en menor medida HIB, como compuestos volatiles capaces de inducir
genes defensivos en plantas de tomate, el cierre estomatico y aumentar la resistencia frente
a una infeccién bacteriana, reforzando asi la importancia de los compuestos volatiles en el
sistema defensivo de las plantas.

Como se ha citado en apartados anteriores, las principales moléculas senal de la res-
puesta defensiva de las plantas son el SA y el JA, aunque otras hormonas tales como el
ABA o el etileno (ET) también juegan un papel clave en su sistema inmune. Resultaria
interesante profundizar en el estudio de las via de senalizacién sobre las que acttian estos
VOCs. Para ello, ademds de estudiar la activacion de genes marcadores de cada una de las
vias, tal y como se ha hecho para el caso del SA o JA, podria estudiarse el efecto de los
tratamientos sobre plantas transgénicas o mutantes naturales que carecieran de cada una
de estas hormonas, a saber, plantas transgénicas NahG incapaces de acumular SA (Achuo
et al., 2004), mutantes Never ripe, insensibles al ET, (Lanahan et al., 1994), mutantes Jai,
incapaces de percibir JA(Li et al., 2004) y mutantes flacca, deficientes en ABA (Munoz-
Espinoza et al., 2015).

Asi mismo, estos resultados podrian servir para desarrollar un nuevo producto in-
ductor del cierre estomético, cuyo componente basico fuera el HP, o bien realizar una
combinacién junto al compuesto volatil HB previamente patentado en nuestro laboratorio
(Lisén et al., 2017). Esta combinacién podria potenciar atin més su funcién, tanto como
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de inductor de resistencia a patégenos, o de resistencia frente a factores abidticos como la
sequia. Este producto podria presentarse como una alternativa a los plaguicidas quimicos
convencionales o a compuestos implicados en el cierre estoméatico como el ABA, reducien-
do considerablemente los costes o la contaminacién ambiental. Ademds seria interesante
realizar tratamientos exdgenos en varias especies vegetales de interés agronémico, para
conocer si este producto tuviera un mayor rango de actuacién.

Otra opcidn seria estudiar si la emisiéon de estos compuestos volatiles es capaz de aler-
tar a plantas vecinas de la presencia de patdégenos en el entorno. Esta “comunicacién”
entre plantas se describié por primera vez en el caso del MJ, en el que se comprobd que
plantas que estaban siendo atacadas por herbivoros alertaban a las plantas de su alrededor
del peligro mediante la sintesis de este compuesto, el cual inducia la sintesis de inhibidores
de proteasas haciendo a las plantas resistentes frente al posible ataque de estos enemi-
gos (Farmer and Ryan, 1990). Este fenomeno se ha descrito también frente al ataque de
patdgenos y en diferentes especies vegetales alejadas taxonémicamente como Arabidopsis
(Arabidopsis thaliana), maiz (Zea mays), arce (Acer saccharum), artemisa (Artemisia tri-
dentata), y tabaco (Nicotiana attenuata) (Yi et al., 2009).

Finalmente como aplicaciéon biotecnolégica directa se podrian disenar plantas transgé-
nicas capaces de aumentar la emision de estos GLVs y comprobar si estas plantas son més
resistentes a plagas, a sequia y son capaces de alertar a las plantas vecinas frente a una
ataque de herbivoros o patégenos.
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Conclusiones

. Los GLVs (E)-2-hexenal y acetato de (Z)-3-hexenilo pueden considerarse como me-
tabolitos defensivos directos, ya que presentan actividad antibidtica in vitro frente a
la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 A AvrPto.

. Los tratamientos en cdmara cerrada de plantas de tomate con propanoato de (Z)-3-
hexenilo y en menor medida con isobutanoato de (Z)-3-hexenilo inducen la expresién
de los genes implicados en la respuesta defensiva de las plantas PR1 y P23, aumentan
el ratio de cierre estoméatico y mejoran la resistencia de las plantas a la infeccién con la
bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 A AvrPto, confirmando asi el papel
defensivo de estos VOCs y pudiendo, por tanto, ser considerados como inductores de
resistencia.
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