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RESUMEN 

 

Los fenilpropanoides constituyen un grupo de metabolitos secundarios 

producidos y utilizados por las plantas como parte de la respuesta defensiva tanto 

constitutiva como inducible. Un gran número de ellos están implicados en la resistencia 

frente a la enfermedad a diferentes niveles: señalización (ácido salicílico), agentes 

antimicrobianos (fitoalexinas), y endurecimiento de la pared celular (lignina). Las 

amidas derivadas del ácido hidroxicinámico (HCAAs) son un conjunto de metabolitos, 

pertenecientes al grupo de los fenilpropanoides, que desempeñan un importante papel en 

la defensa de las plantas frente a patógenos y predadores. Las HCAAs se forman a partir 

de la condensación de tioésteres de hidroxicinamoil-CoA con feniletilaminas, tales 

como la tiramina. El último paso en la biosíntesis de las HCAAs está catalizado por el 

enzima tiramina hidroxicinamoil transferasa (THT). 

 

En la presente tesis se muestra la identificación y el estudio de cuatro HCAAs, 

p-cumaroildopamina, feruloildopamina, p-cumaroiltiramina y feruloiltiramina, 

asociadas a la infección de tomate con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato. Su 

identificación y caracterización estructural se han llevado a cabo mediante técnicas de 

cromatografía líquida de alta resolución y espectrometría de masas (HPLC-MS). Se ha 

analizado la posible implicación del ácido salicílico y del etileno en la inducción 

patogénica de dichas moléculas y del enzima responsable de su biosíntesis (THT). 

Además, se ha estudiado la actividad antioxidante y antibacteriana in vitro de las cuatro 

HCAAs identificadas. Por último, se han obtenido líneas transgénicas de Arabidopsis 

thaliana y de tomate que sobreexpresan el gen de la THT, y se han analizado los 

perfiles cromatográficos de dichas líneas. 



RESUM 

 

 Els fenilpropanoids contituixen un grup de metabolits secundàris produïts per les 

plantes i formen part de la resposta defensiva tant constitutiva com induïble. Un gran 

nombre d’ells sòn implicats en la resistència contra l’enfermetat a diferents nivells: 

senyalització (àcid salicílic), agents antimicrobians (fitoalexines), i enduriment de paret 

cel.lular (lignina). Les amides derivades de l’àcid hidroxicinàmic (HCAAs) sòn un 

conjunt de metabolits, que pertanyen al grup dels fenilpropanoids, els quals exercixen 

una funció molt important en la defesa de les plantes contra patògens i predadors. Les 

HCAAs es formen a partir de la condensació de tioèsters de hidroxicinamoil-CoA amb 

feniletilamines com la tiramina. La última etapa de la biosíntesi de les HCAAs és 

catalitzada per l’enzim tiramina hidroxicinamoil transferasa (THT). 

 

 En este treball es presenta l’identificació i l’estudi de quatre HCAAs, p-

cumaroildopamina, feruloildopamina, p-cumaroiltiramina i feruloiltiramina, associades 

a la infecció de la tomata amb la bactèria Pseudomonas syrinage pv. tomato. La seua 

identificació i caracterització estructural s’han portades a terme mitjançant tècniques de 

cromatografia líquida d’alta resolució i espectrometria de mases (HPLC-MS). S’ha 

analitzat la possible implicació de l’àcid salicílic i de l’etilé en la inducció patogènica de 

les esmentades molècules i de l’enzim responsable de la seua biosíntesi (THT). A més a 

més, s’ha estudiat l’activitat antioxidant i antibacteriana in vitro de les quatre HCAAs 

identificades. Finalment, s’han obtingut línies transgèniques que sobreexpressen el gen 

de la THT, i s’han analitzat els perfils cromatogràfics en estes línies. 



ABSTRACT 

 

Phenylpropanoid compounds are widely used by plants as a part of the 

antimicrobial defense arsenal. A number of these products have been implicated in 

disease resistance playing different roles: signaling (salicylic acid), antimicrobials, and 

plant cell wall reinforcement. Among them, hydroxycinnamic acid amides (HCAA) 

constitute an important group that has been implicated in the plant defense to both 

pathogens and insect attack. HCCA are formed by the condensation of 

hydroxycinnamoy-CoA thioesters with phenylethylamines such as tyramine. The last 

step in tyramine-derived HCAA biosynthesis is catalized by hydroxycinnamoyl-

CoA:tyramine N-(hydroxycinnamoyl) transferase (THT). 

 

Here we report the identification and characterization of four HCAA, p-

coumaroyldopamine, feruloyldopamine, p-coumaroyltyramine and feruloyltyramine, 

induced in tomato plants upon Pseudomonas syringae pv. tomato infection. Their 

identification and structural characterization have been made by MS-HPLC techniques. 

We also have explored the implication of ethylene and salicylic acid on HCAA 

accumulation. Antimicrobial and antioxidant in vitro studies have been performed using 

the four synthesized amides. Additionally, we have obtained transgenic Arabidopsis 

thaliana and tomato lines overexpressing THT. Changes in the metabolic profile of the 

overexpressing THT lines compared with wild-type are analyzed. 
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I. Introducción. 

I.1.- El sistema defensivo de las plantas. 

I.1.1.- Consideraciones generales. 

Las plantas están continuamente expuestas a una gran diversidad de agentes 

estresantes y situaciones de estrés potenciales. Por ello, han desarrollado a lo largo de la 

evolución mecanismos de defensa muy eficaces, y por lo tanto, el establecimiento de la 

enfermedad suele ser más la excepción que la norma (figura 1). 

Estos mecanismos de defensa incluyen tanto barreras físicas y químicas 

(resistencia pasiva), como una serie de reacciones (resistencia activa), que se inducen 

como consecuencia de la invasión patogénica, confiriendo a las plantas lo que se 

denomina resistencia adquirida. La resistencia pasiva la componen una serie de 

elementos constitutivos, algunos de naturaleza estructural, como la topografía de la 

superficie vegetal, la composición y estructura de la cutícula, estructura de los estomas, 

pared celular, etc., mientras que otros son de naturaleza química. Se trata en este último 

caso de compuestos que pueden ser directamente tóxicos para el patógeno (compuestos 

fenólicos, lactonas no saturadas, derivados sulfurados, saponinas, proteínas de defensa, 

entre otros) o que existen en la planta en forma de precursores no tóxicos a partir de los 

cuales se libera la forma tóxica cuando se produce la infección (por ejemplo, liberación 

de ácido cianhídrico a partir de cianógenos) (Conejero et al., 1990; Baker et al., 1997; 

Pieterse et al., 2001; Staal y Dixelius, 2007).  

La resistencia activa puede ser inducida de forma específica, y va normalmente 

acompañada de la muerte celular, dando como resultado el confinamiento del patógeno 

a las zonas necróticas, lo que constituye una interacción incompatible denominada 

respuesta hipersensible (HR). La respuesta defensiva puede ser también de tipo 

compatible. En este caso no tiene lugar la muerte celular, aunque, como ocurre en la 

HR, se activan una batería de señales que también pueden ser liberadas frente a estreses 

de naturaleza biótica o abiótica. En las interacciones compatibles, la enfermedad se 

extiende a toda la planta (Conejero et al., 1990; Dixon et al., 1994; Bent, 1996; Ryals et 

al., 1996; Staal y Dixelius, 2007). 
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Figura 1. Diferentes tipos de ataque por agentes estresantes bióticos que afectan a las diversas partes 
de la planta. 
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            Además de la de muerte celular, en la reacción hipersensible se producen, como 

parte de la respuesta defensiva, unos compuestos antimicrobianos de bajo peso 

molecular denominados fitoalexinas. Se trata de las primeras armas moleculares 

antimicrobianas de las que se tuvo conocimiento. Estos mecanismos de resistencia local 

adquirida (LAR), en torno a las células muertas, también se activan en tejidos alejados, 

por medio de una señal o mensaje que media la activación de reacciones defensivas en 

las zonas de la planta no infectadas, haciendo a la planta más resistente. Esta resistencia 

distal recibe el nombre de resistencia sistémica adquirida (SAR; Ryals et al., 1996).  

Se sabe que, además de la acumulación de fitoalexinas, la respuesta defensiva 

incluye, entre otras reacciones, la síntesis de proteínas y compuestos fenólicos que 

refuerzan la pared celular, así como la producción de un conjunto de proteínas 

denominadas PRs (del inglés "Pathogenesis - Related"). Conviene resaltar que, aunque 

éstas son proteínas de defensa, tienen una función distinta a la de las proteínas R: las 

proteínas R de resistencia son elementos que actúan en la percepción del patógeno y 

génesis de la señal, que mediante una serie de iones, moléculas y dispositivos celulares, 

es convertida y transmitida (transducción) en una orden de activación de la respuesta. 

Las proteínas PRs son ellas mismas armas de ataque al patógeno y, por lo tanto, 

componentes de la propia respuesta (Conejero, 1996). 

Por último, se sabe que, la generación de especies reactivas de oxígeno (Reactive 

Oxygen Species, ROS, ión superóxido O2
- y peróxido de dihidrógeno H2O2, 

fundamentalmente) contribuyen de forma significativa a los diferentes mecanismos de 

defensa de la planta frente a patógenos (Low y Merida, 1996). Además de su función 

señalizadora, las especies de oxígeno activo son tóxicas per se para el patógeno. 

También se sabe que el H2O2 liberada durante el proceso de infección puede contribuir 

al refuerzo de las barreras físicas que se oponen a la entrada y penetración del patógeno 

en la planta. En este sentido, Harbin y Obst (1973) y Elstner y Heupel (1976), vieron 

que el H2O2 era necesaria para el proceso de lignificación. De hecho, se ha detectado 

biosíntesis de H2O2 en tejidos vegetales en los que hay una deposición activa de lignina 

(Olson y Varner, 1996).  

La acumulación de especies reactivas de oxígeno puede estar relacionada con la 

inducción de la respuesta hipersensible. Baker et al. (1993) han demostrado que existe 

una estrecha relación entre la respuesta hipersensible, activada como consecuencia de 
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una interacción incompatible entre planta y patógeno, y la puesta en marcha de la 

respuesta oxidativa. 

En la figura 2 se muestra un esquema de los diferentes mecanismos de defensa 

de las plantas frente a patógenos. Tal y como se observa en el esquema, la respuesta 

defensiva de las plantas se caracteriza por ser de naturaleza multicomponente, 

incluyendo un sistema de señalización de dicha respuesta, producción de enzimas 

implicadas en la biosíntesis de compuestos antimicrobianos (lignina, fitoalexinas, etc.) y 

acumulación de proteínas que frenan la expansión del patógeno (glucanasas, quitinasas, 

etc.). 

A continuación se explican de forma más detallada los diferentes componentes 

de la interacción planta-patógeno que integran la respuesta defensiva de la planta, 

haciendo especial hincapié en el papel de los productos naturales en la defensa de las 

plantas frente a patógenos. 

INTERACCIÓN INTERACCIÓN 
PLANTAPLANTA--PATÓGENOPATÓGENO

Moléculas señal (SA, GA, JA, Moléculas señal (SA, GA, JA, 
etileno, Hetileno, H22OO22))

Compuestos antimicrobianos 
no proteicos

Barreras físicas Proteínas de defensa 
(PRs)

Productos naturales Refuerzo pared celular
Quitinasas, 

glucanasas, etc.

RESISTENCIARESISTENCIA

Figura 2. Naturaleza multicomponente de la respuesta defensiva. SA, ácido salicílico; GA, ácido 
gentísico; JA, ácido jasmónico. Adaptado de Conejero (1997). 
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I.1.2.- La percepción del patógeno. 

I.1.2.1.- El reconocimiento inespecífico: elicitores o PAMPs. 

 Los patógenos vegetales utilizan diversas estrategias de ataque que tienen como 

finalidad penetrar en la planta y colonizarla: las bacterias fitopatógenas entran a través 

de los estomas, de poros acuosos o de heridas y proliferan en los espacios intercelulares 

(apoplasto), los nemátodos y áfidos se alimentan insertando su estilete directamente en 

una célula vegetal, los hongos pueden entrar directamente a través de las células 

epidérmicas, o extender sus hifas en la superficie de las células. Sin embargo, todos 

ellos tienen algo en común: liberan factores de virulencia en las células vegetales, con el 

fin de crear un entorno favorable para su proliferación en la planta (Jones y Dangl, 

2006). 

 Cuando un patógeno entra en contacto con una planta e intenta infectarla, se 

pone en marcha un sistema de comunicación molecular entre ambos, que desencadena 

la inducción de mecanismos de defensa en la planta (Desender et al., 2007). Los 

elicitores o PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns), son el conjunto de 

moléculas producidas por el patógeno o por el mismo huésped en una fase inicial del 

encuentro entre ambos, capaces de inducir la respuesta defensiva en la planta (Jones y 

Dangl, 2006; Hückelhoven, 2007; Desender et al., 2007). Los PAMPs son reconocidos 

en las células vegetales (figura 3) por receptores transmembrana no específicos (PRRs, 

pattern recognition receptors). Dicho reconocimiento desencadena una serie de cambios 

en las células de la planta tales como variaciones en el potencial de membrana, 

producción de ROS, peroxidación de lípidos y fosforilación de proteínas, que alteran la 

fisiología celular y generan mensajeros químicos implicados en la activación de la 

resistencia local o sistémica (Dixon y Lamb, 1990; Desender et al., 2007). Los 

mecanismos de defensa de la planta activados por los elicitores o PAMPs (PTI, PAMPs-

triggered immunity; Jones y Dangl, 2007) incluyen entre otros el refuerzo de la pared 

celular mediante deposiciones de callosa y lignina (Hückelhoven, 2007), la producción 

de proteínas de defensa PR (quitinasas y glucanasas), la expresión de genes que 

codifican proteínas que participan en el establecimiento de barreras físicas que frenan la 

expansión del patógeno y la inducción de enzimas que participan en la biosíntesis de 

metabolitos secundarios antimicrobianos (Broekaert et al., 2006). 
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 El ejemplo más característico de un PAMP viene representado por el elicitor 

bacteriano ‘flagelina’, capaz de activar la respuesta defensiva en diversas plantas 

(Gómez y Boller, 2002). La movilidad de las bacterias mediante flagelos es importante 

para su fitopatogenicidad (Zipfel y Felix, 2005). La flagelina es un elicitor proteico, 

proveniente de los flagelos bacterianos, que contiene un dominio peptídico de 22 

aminoácidos conservado (flg22) capaz de inducir gran cantidad de respuestas celulares 

(Felix et al., 1999), incluyendo la rápida inducción transcripcional (en menos de 1 hora) 

de al menos 1100 genes en Arabidopsis thaliana (Zipfel et al., 2004). 

I.1.2.2.- El reconocimiento específico: la interacción gen a gen. 

 En ocasiones, los patógenos pueden superar la resistencia de la planta activada 

como consecuencia del reconocimiento de los PAMPs. Dichos patógenos son capaces 

de sintetizar ‘efectores’, que no son más que factores de avirulencia (Avr) (Jones y 

Dangl, 2006). Los efectores pueden ser reconocidos de forma específica por proteínas 

NB-LRR, que son producto de los genes de resistencia R de la planta. Reciben ese 

nombre ya que tienen la capacidad de unirse a nucleótidos (NB, nucleotide binding) y 

porque poseen dominios repetidos ricos en el aminoácido leucina (LRR, leucine rich 

repeat). En el caso de que ninguno de estos efectores encuentre en la planta el gen de 

resistencia R correspondiente, la infección se extenderá a toda la planta, lo que se 

conoce como interacción compatible. Si, por el contrario, un determinado efector 

patogénico es reconocido de forma específica por una proteína NB-LRR, estaremos 

frente a una interacción de tipo incompatible, que normalmente va asociada a la muerte 

celular programada o repuesta hipersensible (HR) (figura 3). 
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I.1.3.- La respuesta de la planta. 

I.1.3.1.- Las respuestas defensivas locales. 

Uno de los eventos más rápidos que acontecen en la célula vegetal tras la 

percepción del patógeno es un cambio en el potencial y la permeabilidad de la 

membrana plasmática. Los canales iónicos como la bomba H+-ATPasa, se ven 

alterados. Se produce una modificación del flujo de iones que conlleva una acumulación 

de Ca2+ en el citoplasma y una salida extracelular de Cl- y K+ (Trewavas y Malhó, 1998; 

White y Broadley, 2003; Zhao et al., 2005). El calcio parece jugar un papel importante 

en el establecimiento de las barreras defensivas, ya que es un segundo mensajero 

implicado en una gran variabilidad de procesos celulares y cambios fisiológicos 

(Trewavas y Malhó, 1998). Por una parte podría estar implicado en la síntesis y 

acumulación de metabolitos secundarios (Smith, 1994), además de en la producción de 

PTI ETS ETI ETS ETI

Baja

Alta
A

m
pl

itu
d 

de
 la

 d
ef

en
sa

Límite HR

Límite resistencia 
efectiva

PAMPs

Efectores 
patogénicos Efectores 

patogénicos
Avr-R Avr-R

Fase I Fase II

Fase III

Figura 3. Modelo ilustrativo del sistema inmunológico de las plantas. En la fase I, la planta 
detecta los PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patherns) mediante receptores transmembrana 
no específicos (PRRs, pattern recogniction receptors) estableciéndose mecanismos de defensa en la 
planta activados por los PAMPs (PAMPs-triggered immunity o PTI). En la fase II, ciertos efectores 
patogénicos pueden interferir la PTI estableciéndose un susceptibilidad ligada dichos efectores 
(Effector-triggered susceptibility o ETS). El la fase III, un determinado efector patogénico o factor 
de avirulencia es reconocido de forma específica por un gen R de la planta estableciéndose un 
inmunidad ligada al efector (Effector-triggered immunity o ETI) y se produciéndose la repuesta 
hipersensible (HR). Adaptado de Jones y Dangl (2006). 
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ROS y H2O2 (Price et al., 1994, Lecorieux et al., 2002). Por otra parte, podría estar 

activando de forma diferencial factores de transcripción que regulen directamente la 

expresión de genes de defensa en la planta (Dolmetsch et al., 1997, Yang y Poovaiah, 

2002). 

Otro de los primeros eventos que acontecen en una célula vegetal tras la 

percepción del patógeno, es la acidificación del citoplasma y la consiguiente 

alcalinización del medio (apoplasto). Este fenómeno ha sido utilizado para localizar los 

sitios de unión del elicitor patogénico en la célula vegetal. Se cree que la alcalinización 

del apoplasto y la subsiguiente acidificación del citoplasma, es debida a una 

despolarización de la membrana plasmática inducida por los elicitores patogénicos, con 

la consiguiente entrada de calcio en el citoplasma y salida de cloro al apoplasto (Boller, 

1995; Zhao et al. 2005). La acidificación del citoplasma es fundamental en la 

transducción de la señal de la respuesta defensiva, ya que constituye un paso previo a la 

generación de ROS y a la biosíntesis de metabolitos secundarios (Shakano, 2001; Zhao 

et al., 2005). Por ejemplo, se ha comprobado que cuando en un cultivo celular de tabaco 

se acidifica artificialmente el citoplasma de las células, se produce un incremento en la 

transcripción de los genes que codifican la fenilalanina amonio liasa (PAL) y la 3-

hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMGR), dos enzimas implicados en las rutas 

biosintéticas de los fenilpropanoides y de los terpenos respectivamente (Lapous et al., 

1998). Además, Armero y Tena (2001) demostraron que la inhibición de la bomba H+-

ATPasa de la membrana plasmática y, más concretamente, el bombeo de protones al 

apoplasto, podría activar una ruta de señalización para la secreción de fitoalexinas e 

isoflavonas al medio (apoplasto). Estos resultados sugieren que la acidificación del 

citoplasma como consecuencia de la percepción del patógeno por parte de la planta, no 

es una mera respuesta local frente a la infección, sino también un proceso regulatorio 

que podría mediar otras respuestas celulares (Zhao et al. 2005). 

Las explosión oxidativa o generación de especies reactivas de oxígeno (ROS), 

tales como el anión superóxido (O2
-) o el peróxido de hidrógeno (H2O2), produce 

intermediarios tóxicos que provienen de la reducción del oxígeno molecular. En las 

plantas se conocen diferentes fuentes de generación de ROS, como por ejemplo el 

complejo NADPH oxidasa, la peroxidasa apoplástica, y otras oxidasas de la 

mitocondria, cloroplasto y peroxisomas (Zhao et al., 2005). En la mayoría de las 
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especies vegetales es la activación del complejo NADPH oxidasa la fuente principal 

generación de ROS, aunque en algunas plantas también intervienen las peroxidasas del 

apoplasto (Bolwell y Wojtaszek, 1997). Las ROS, aparte de resultar directamente 

tóxicas para el patógeno, están implicadas en numerosos procesos que acompañan a la 

respuesta defensiva. El H2O2 interviene en el reforzamiento de las paredes celulares, 

favoreciendo el entrecruzamiento de sus componentes o incrementando la síntesis y 

secreción de polímeros de lignina, por medio de un aumento en la actividad peroxidasa 

(Kawano, 2003). Además, es una señal intermediaria en la inducción de la explosión 

oxidativa. Con la explosión oxidativa se activan algunos genes de defensa, y la acción 

conjunta y coordinada de ROS, del óxido nítrico (NO) y del ácido salicílico (SA), activa 

el proceso de muerte celular programada en la respuesta hipersensible (Delledonne et 

al., 1994; Romero-Puertas et al., 2004). Por último, la generación de ROS también 

parece estar implicada en la acumulación de metabolitos secundarios. En algunas 

plantas, el H2O2 media la acumulación de compuestos defensivos, tales como la 

gliceolina en soja (Degousee et al., 1994; Guo et al., 1998), p-cumaroiloctopamina en 

tubérculos de patata (Matsuda et al., 2001) o alcaloides indólicos en Catharanthus 

roseus (Zhao et al., 2001), entre otros. En otras plantas es el anión superóxido el que 

interviene en la producción de metabolitos secundarios tales como, la acumulación de 

fitoalexinas (furanocumarinas) en cultivos celulares de perejil (Jabs et al., 1997) o 

capsidiol en tabaco (Perrone et al., 2003). Hasta el momento, no se conoce de forma 

precisa la forma en la que las especies reactivas de oxígeno podrían regular la 

producción de metabolitos secundarios. Sin embargo, lo que sí que está claro es que la 

explosión oxidativa activa la expresión de una gran cantidad de genes de defensa y 

genes implicados en las rutas biosintéticas de metabolitos, tales como sesquiterpeno 

ciclasas o la fenilalanina amonio liasa (PAL) (Zhao et al., 2005). 

La explosión oxidativa puede acontecer en dos fases, dependiendo del tipo de 

interacción patogénica que se produzca. De este modo, tanto en la interacción 

compatible como en la incompatible, se produce una primera acumulación de ROS a 

pequeña escala que ocurre a los 10-30 min de la interacción. Esta primera acumulación 

de especies reactivas de oxígeno no afecta a la viabilidad de la célula. La segunda 

explosión oxidativa, a mayor escala y más prolongada, sólo se da en las interacciones 

incompatibles y tiene lugar pocas horas después de la infección (1-3 horas). Esta 
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segunda fase es crítica para el establecimiento de la resistencia y la activación de la HR 

(Levine et al., 1994; Lamb y Dixon, 1997; Feys y Parker., 2000). 

La HR es el primer síntoma visible que testifica que la planta ha respondido 

frente al ataque patogénico (Desender et al., 2007). Como ya se ha comentado en 

apartados anteriores (ver página 6), la reacción hipersensible (HR) se produce tras el 

reconocimiento de los productos de los genes Avr y R y consiste en una muerte celular 

localizada en el sitio de infección, que acontece de forma macroscópica a las 12-48 

horas después de la infección (Penell y Lamb, 1997). Normalmente va asociada a 

interacciones incompatibles aunque, en ocasiones, en ciertas interacciones compatibles 

las características microscópicas del tejido necrótico son idénticas a la HR 

(Vleeshouwers et al., 2000). Por otra parte, se ha observado que la inoculación con un 

patógeno activa también la muerte celular en hojas distales no inoculadas. Este efecto se 

conoce como microHR (Álvarez et al., 1998), que no puede apreciarse a simple vista. 

En ausencia de la activación de la HR, gran parte de la respuesta defensiva no tiene 

lugar y por lo tanto, la infección se extiende a toda la planta, desencadenando el 

desarrollo de la enfermedad (Lorrain et al., 2003). 

También como respuesta defensiva local, la planta induce la síntesis de 

fitoalexinas y metabolitos secundarios, tal y como se ha venido diciendo en párrafos 

anteriores, y la expresión de proteínas relacionadas con la patogénesis (Pathogenesis 

Related Proteins, PRs), que serán tratadas en el siguiente apartado. Por su parte, la 

implicación de las fitoalexinas y, en general, del metabolismo secundario, en el sistema 

defensivo de la planta, serán tratados en posteriores apartados. 

I.1.3.2.- Las respuestas defensivas sistémicas. 

Durante la década de los años 60 Ross (1961) observó que plantas de tabaco que 

habían sido infectadas con TMV (tobacco mosaic virus) mostraban resistencia frente a 

una segunda infección en tejidos distales. A este tipo de resistencia se le acuñó con el 

nombre de resistencia sistémica adquirida (SAR), y se caracteriza por activarse después 

de la infección por parte de un patógeno necrosante o tras la aparición de HR. En este 

tipo de respuesta la resistencia que adquiere la planta es duradera (a veces para el resto 

de la vida de la planta) y contra un amplio espectro de patógenos tales como virus, 
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bacterias, hongos y oomicetos (Ryals et al., 1996; Sticher et al., 1997; Durrant y Dong, 

2004). 

La respuesta SAR va acompañada por el incremento en la expresión de un gran 

número de genes de proteínas PR (pathogeneis related), tanto en tejidos locales como 

distales. Las primeras PRs descritas se detectaron en plantas de tabaco sometidas a una 

infección con TMV de tipo incompatible (HR) (Gianinazzi et al., 1970; van Loon y van 

Kammen, 1970). En la actualidad ya han sido caracterizadas numerosas PRs en 

diferentes especies vegetales y se clasifican en 17 familias. La mayoría de las PRs se 

inducen bajo la acción de moléculas señalizadoras de la respuesta defensiva tales como 

el ácido salicílico (Shah, 2003), el ácido gentísico (Bellés et al., 1999), el ácido 

jasmónico (Browse, 2005) o el etileno (Broekaert et al., 2006). Además gran parte de 

las PRs descritas poseen actividad antimicrobiana in vitro (García-Breijo et al., 1990; 

Rodrigo et al., 1993; Collinge et al., 1993; Domingo et al., 1994), y algunas de ellas 

podrían estar implicadas en la señalización de la respuesta defensiva (van Loon et al., 

2006b). 

El hecho de que la acumulación de PRs esté asociada a la expresión de los genes 

relacionados con SAR y al establecimiento de la resistencia sistémica adquirida, hace 

pensar que dichas proteínas defensivas podrían ser los agentes responsables de la 

resistencia inducida frente a un gran número de patógenos en las subsiguientes 

infecciones. Sin embargo esta hipótesis no ha cobrado fuerza debido a que se ha 

observado que las plantas transgénicas que sobreexpresan una o más PRs, no muestran 

mayor resistencia frente a infecciones víricas, contrastando con los resultados obtenidos 

en plantas transgénicas que expresan SAR de forma constitutiva, que si muestran mayor 

resistencia frente a cualquier tipo de infección (van Loon et al., 2006b). Además, se ha 

comprobado que ciertos patógenos de naturaleza fúngica tales como Botrytis cinerea en 

tabaco o Alternaria brassicicola en Arabidopsis, son insensibles al establecimiento de la 

SAR. Dichos patógenos son sensibles a un mecanismo de resistencia inducida diferente 

a SAR, que es independiente a la inducción de PRs (Thomma et al., 2001; Ton et al., 

2002). Este tipo de resistencia se conoce con el nombre de resistencia sistémica 

inducida (ISR), ya que es activada por cepas bacterianas no patogénicas que colonizan 

la raíz de ciertas especies vegetales (van Loon y Pieterse, 2002). La ISR es activa frente 

a un amplio espectro hongos y bacterias patogénicos, pero, a diferencia de la SAR, no es 
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activa contra virus. El establecimiento de la SAR requiere la previa acumulación de 

ácido salicílico (local y sistémica), mientras que la ISR está regulada por etileno y ácido 

jasmónico (Grant y Lamb, 2006). 

I.1.4.- Las rutas de señalización de la respuesta defensiva en la planta. 

 

 I.1.4.1.- La ruta del ácido salicílico (SA). 

 

El ácido salicílico es la primera molécula a la que se atribuyó un papel 

importante en la intermediación de la transducción de la señal patogénica primaria, 

hasta la respuesta final. Es un compuesto fenólico natural presente en un gran número 

de plantas. Se sabe que está implicado en gran cantidad de procesos fisiológicos y 

bioquímicos; sin embargo, la función fisiológica mejor caracterizada del ácido salicílico 

(SA) es la de la activación de programas de defensa inducibles, confiriendo a la planta 

resistencia frente a patógenos (Álvarez, 2000). Efectivamente, el SA parece desempeñar 

un papel fundamental en HR y SAR. Además el SA es también necesario para el 

desarrollo de los síntomas de la enfermedad (O’Donnell et al., 2003). El incremento en 

los niveles endógenos de SA y de sus conjugados en plantas infectadas, coincide con la 

activación de genes que codifican para proteínas PR y con el establecimiento de la 

resistencia en la planta (Shah, 2003).  

 

Numerosos estudios han demostrado la implicación del SA en el desarrollo de la 

resistencia local y sistémica. En este sentido ha sido clave la utilización de plantas 

transgénicas que no pueden acumular ácido salicílico ya que, llevan incorporado el gen 

NahG, que codifica el enzima salicilato hidroxilasa, y que transforma el ácido salicílico 

en catecol. Estas plantas son incapaces de activar la SAR y, además, son más 

susceptibles al desarrollo de enfermedades que sus parentales (Gaffney et al., 1993; 

Delaney et al., 1994; Mur et al., 1997). Por otra parte, la aplicación exógena de SA 

activa la expresión de genes PR y hace a la planta más resistente a cualquier ataque 

patogénico (Shah, 2003). 
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Biosíntesis del SA. 

 

Hasta hace unos años, estaba ampliamente admitido que el SA era sintetizado en 

la planta a partir de la fenilalanina, a través de la ruta de los fenilpropanoides (Verbene, 

et al., 1999). Sin embargo, actualmente se admite que la ruta biosintética del 

isocorismato es la principal fuente de SA durante la infección patogénica y el 

establecimiento de la SAR (Willdermuth et al., 2001). Los enzimas isocorismato sintasa 

(ICS) e isocorismato piruvato liasa (IPL) catalizan la biosíntesis en dos pasos del SA a 

partir de isocorismato (figura 4, Serino et al., 1995). Dicha biosíntesis tiene lugar en el 

cloroplasto. Algunos autores han demostrado que plantas que sobreexpresan estos 

enzimas experimentan un aumento en los niveles de acumulación de SA (Mauch et al., 

1995; Verberne et al., 2000). La expresión del gen de Arabidopsis SID2 (Salicylic-Acid-

Induction Defitient2) que codifica una ICS localizada en el cloroplasto, es activada en 

tejidos infectados o que han establecido la SAR. Las plantas de Arabidopsis mutadas en 

sid2 o en el alelo eds 16 (enhnaced disuade susceptibility16), son defectivas en la 

síntesis de SA y en la activación de la SAR, exhibiendo una mayor susceptibilidad 

frente al ataque patogénico (Nawrath y Métraux, 1999; Willdermuth et al., 2001). La 

aplicación exógena de SA complementa el fenotipo observado en el mutante sid2, 

confirmándose así la implicación de SID2 en la biosíntesis de SA (Shah, 2003). 

 

El transporte de SA al citoplasma podría llevarlo a cabo la proteína de 

membrana EDS5/SID1 que muestra identidad con proteínas de extrusión de drogas y 

toxinas (MATE) (Nawrath et al., 2002). La activación de la síntesis de SA por el ataque 

patogénico o por la exposición a luz UV se encuentra bloqueada en los mutantes 

eds5/sid1 (Nawrath et al., 2002) y eds1/pad4 (Jirage et al., 1999; Feys et al., 2001). 

Además, los mutantes eds1/pad4 bloquean la expresión de EDS5 activada por 

patógenos, sugiriendo que EDS1 y PAD4 actúan aguas arriba de EDS5 en la regulación 

de la síntesis de SA (Nawrath et al., 2002). 
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Figura 4. Rutas biosintéticas del ácido salicílico (SA). ICS, isocorismato sintasa; IPL, 
isocorismato piruvato liasa; PAL, fenilalanina amonio liasa; BA2H, ácido benzoico-2-
hidroxilasa. Adaptado de Shah (2003). 
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Mecanismo de señalización del SA. 

 

 Con el fin de identificar los componentes implicados en la transducción de la 

señal mediada por SA, se aislaron y se caracterizaron un gran número de mutantes de 

múltiples alelos de un mismo gen: NPR1 (Non-expressor of PR1; Cao et al., 1994; 

Delaney et al., 1995, Glazebrook et al., 1996; Shah et al., 1997; Durrant y Dong, 2004). 

Los mutantes npr1 de Arabidopsis eran más susceptibles a patógenos virulentos y 

algunos no eran capaces de activar la expresión de genes de defensa PR en respuesta a 

SAR (Cao et al., 1994; Delaney et al., 1995, Glazebrook et al., 1996; Shah et al., 1997). 

NPR1 es un regulador positivo central de la respuesta SAR y funciona aguas abajo del 

SA (Grant y Lamb, 2006).  

 

La acumulación de SA parece regular la actividad de NPR1 en dos fases: en 

primer lugar, activa la expresión de NPR1, y en segundo lugar, el SA induce un cambio 

en el potencial de membrana y esto estimula la traslocación de NPR1 al núcleo donde 

interacciona con factores de transcripción TGA (Kinkema et al., 2000; Mou et al., 2003; 

Despres et al., 2000). Los TGAs se unen específicamente a secuencias de ADN 

activadoras (as-1) presentes en los promotores de algunos genes de respuesta a SA, 

como PR1 (Despres et al., 2000; Zhou et al., 2000). Los subsiguientes cambios 

transcripcionales que acontecen, contribuyen al establecimiento de la SAR (Grant y 

Lamb, 2006). La función de NPR1 parece estar conservada entre especies 

monocotiledóneas y dicotiledóneas, ya que se ha demostrado que la sobreexpresión de 

NPR1 en arroz (o de su ortólogo NH1) confiere una mayor resistencia frente a la 

bacteria Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Chern et al., 2005). 

 

NPR1 es necesario no sólo para la respuesta SAR sino también para la respuesta 

ISR (Resistencia Sistémica Inducida). Como se ha comentado en apartados anteriores, 

dicha respuesta está asociada a rizobacterias y confiere resistencia frente a bacterias y 

hongos en la parte aérea de la planta (Shah y Klessig, 1999; Schenk et al., 2000). 

Además NPR1 está también implicado en la señalización cruzada (cross-talk) entre la 

ruta del SA y la del ácido jasmónico (JA) y la del etileno, confiriendo resistencia frente 

a insectos y patógenos necrotrofos (Spoel et al., 2003). 
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En los últimos años se han encontrado mutantes, supresores de npr1, que ponen 

de manifiesto la posibilidad de expresión de genes PR y de resistencia a patógenos 

independiente de npr1. Tal es el caso de los mutantes sni1 (Li et al., 1999), scn1 (Li et 

al., 2001) y ssi2 (Shah et al., 2001). Otro posible regulador de la respuesta SAR, 

independiente de NPR1, incluye DTH9. El mutante dth9 muestra una mayor 

susceptibilidad frente a patógenos virulentos, acumula elevados niveles de SA, y no es 

capaz de establecer la SAR en respuesta a una infección patogénica o a un tratamiento 

con SA (Mayda et al., 2000). Estos fenotipos son similares a los encontrados en el 

mutante npr1, sin embargo, dth9 difiere de npr1 en que en él, la expresión de PR1 y 

PR2 en respuesta a una infección o a un tratamiento con SA, no está alterada. Esto 

demuestra que DTH9 es necesario para la SAR, en una ruta paralela a NPR1, pero no 

para la expresión de los genes característicos de SAR (Mayda et al., 2000). Además, 

dth9 es insensible a un tratamiento con auxinas, indicando que la señalización por 

auxinas podría jugar un papel importante en la señalización de la respuesta defensiva en 

la planta (Durrant y Dong, 2004). 

  

I.1.4.2.- La ruta del ácido jasmónico (JA). 

 

 El ácido jasmónico (JA) es una molécula de naturaleza lipídica (oxilipina) que 

regula una gran variedad de procesos relacionados con el desarrollo en la planta 

(elongación de raíces, dehiscencia de anteras, maduración de semillas, etc.). También 

juega un papel fundamental en la señalización de la respuesta a herida o ataque por 

insectos, así como en la resistencia frente a patógenos necrotrofos. 

 

Biosíntesis del JA. 

 

 El JA es uno de los productos finales de la ruta de los octadecenoides, que 

comienza con la liberación de ácido linolénico de las membranas plasmáticas (Vick y 

Zimmerman, 1983; Narvaez-Vazquez et al., 1999). Hay evidencias que indican que la 

biosíntesis del JA parece completarse en dos compartimentos celulares diferentes 

(figura 5; Strassner et al., 2002). En el cloroplasto, el ácido linolénico es transformado 

en ácido 12-oxo-fitodienoico (OPDA). Posteriormente, en los peroxisomas, el ácido 12-

oxo-fitodienoico sufre tres etapas de β-oxidación, que finalmente darán lugar al ácido 

jasmónico (Creelman y Mullet, 1997; Schaller, 2001; Browse, 2005). 
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Figura 5. Ruta de biosíntesis del ácido jasmónico. La ruta tiene lugar 
en dos compartimentos diferentes. PLA: fosfolipasa A2; LOX: 
lipoxigenasa; AOS: óxido aleno sintasa; AOC: óxido aleno ciclasa; 
LeOPR3: isoforma 3 de la 12-oxofitodienoato reductasa de Lycopersicon 
esculentum. Adaptado de Schaller (2001). 

Además, se ha encontrado un gran número de derivados del JA en plantas que 

podrían desempeñar interesantes funciones biológicas (Sembdner y Parthier, 1993). En 

efecto, existen evidencias de que el metil jasmonato (MeJA) (Seo et al., 2001), el 

conjugado del JA con isoleucina (Staswick y Tiryaki, 2004), y el precursor de JA, 

OPDA (Stintzi et al., 2001), son biológicamente activos. También son activos los 

productos derivados de los ácidos grasos denominados oxilipinas u octadecenoides 

(Weber et al., 1997). 
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Mecanismo de señalización del JA. 

 

 Una de las rutas de señalización por JA más estudiadas, es la  respuesta a herida, 

que inicialmente se estudió en tomate. Después de producirse una herida en la planta, se 

activa localmente la biosíntesis de prosistemina que a su vez estimula la síntesis de un 

péptido de 18 aminoácidos, la sistemina. La acumulación de sistemina activa la síntesis 

de enzimas implicados en la ruta biosintética del JA, tales como la AOC (Allene oxide 

cyclase), produciéndose un aumento local en los niveles de JA (Wasternack, 2006). El 

JA actúa como una señal sistémica que activa la expresión de genes que codifican 

inhibidores de proteasas (PINs), así como la acumulación de compuestos en las hojas, 

teniendo ambos efectos negativos en el desarrollo de herbívoros. Como consecuencia, la 

planta queda inmunizada frente a subsiguientes ataques de insectos. 

 

 La respuesta a herida mediada por JA desencadena una respuesta defensiva por 

parte de la planta que puede ser indirecta (emisiones de compuestos volátiles) y directa 

(acumulación de proteínas de defensa y compuestos de bajo peso molecular) 

(Halitschke y Baldwin, 2004; Howe, 2004; Pieterse et al., 2006). De entre las proteínas 

de defensa que se acumulan en tomate se han encontrado PINs que degradan enzimas 

digestivos en el tracto intestinal de insectos. Además de los PINs, en tomate se inducen 

por ataque de insectos otras proteínas tales como aminopeptidasas de leucina, 

deaminasas de treonina (TD) y arginasas (Walling, 2000; Chen et al., 2004), que poseen 

también dicha actividad proteolítica. 

 

Los mutantes en la ruta de biosíntesis y de señalización del JA, han sido una 

herramienta muy valiosa para determinar las propiedades señalizadotas del JA y de sus 

compuestos relacionados, en Arabidopsis thaliana (Turner et al., 2002; Lorenzo y 

Solano, 2005; Delker et al., 2006; Wasternack, 2006). Los análisis realizados con el 

mutante opr3, que no acumula JA pero si su precursor, el OPDA, revelaron que la 

expresión de ciertos genes de respuesta a herida dependía exclusivamente de OPDA 

(Stintzi et al., 2001). Entre los estudios con mutantes de Arabidopsis afectados en la 

biosíntesis, en la percepción o en el modo de acción del JA, cabría destacar el hallazgo 

de coi1 (Feys et al., 1994) y jar1 (Staswick et al., 2002). COI1 codifica una proteína 

cuya secuencia parece indicar que podría funcionar promoviendo la degradación de un 

regulador negativo de la transducción de la señal del JA (Xie et al., 1998; Xu et al., 



  Introducción 

  19 

2002; Feng et al., 2003). El mutante coi1 es hipersusceptible a algunas bacterias 

necrotrofas (Devoto y Turner, 2005), sin embargo, confiere resistencia a distintas cepas 

de la bacteria biotrofa Pseudomonas syringae (Kloek et al., 2001; Ellis et al., 2002). En 

la defensa frente a dicha bacteria están implicados diferentes componentes de la ruta de 

señalización dependiente de SA. Estos datos implican a COI1 como un posible factor de 

conexión entre las rutas de señalización del JA y del SA. El otro mutante, insensible a 

JA, jar1, permite un aumento de los niveles de crecimiento de P. syringae pv. tomato 

(Pieterse et al., 1998). Estudios funcionales de JAR1 mostraron que esta proteína está 

relacionada con enzimas formadores de adenilato, en soja (Staswick et al., 2002), 

implicando el proceso de adenilación, en la respuesta dependiente de JA. Otros 

mutantes de interés son los tipo cet (Hilpert et al., 2001), que tienen incrementados los 

niveles de JA, pudiendo actuar de reguladores negativos en la señalización por JA. 

También se han descrito algunos genes que se inducen en respuesta al JA y que 

codifican proteínas relacionadas con la patogénesis. Tal es el caso de la defensina 

PDF1.2, comúnmente utilizada como marcador de las respuestas defensivas 

dependientes de JA (Reymond y Farmer, 1998; Devoto y Turner, 2003). Al igual que 

ocurre con la señalización dependiente de SA, la señalización con JA tiene efectos 

sistémicos. Así, al inocular unas pocas hojas basales con Alternaria brassicicola, la 

planta entera es capaz de de expresar PDF1.2 (Penninckx et al., 1996). 

 

 

I.1.4.3.- La ruta del etileno (ET). 

 

 El etileno es una fitohormona clave en la señalización de procesos vitales para el 

desarrollo de las plantas y en la activación de respuestas defensivas frente a las 

agresiones del medio. En muchos casos, cuando un patógeno entra en contacto con una 

planta, se produce un importante aumento en los niveles de acumulación de etileno 

(Boller, 1991; Cohn y Martin, 2005; Penninckx et al., 1998; Ross y Williamson, 1951; 

van Loon, 1977). La activación de la biosíntesis de etileno requiere el reconocimiento 

previo de elicitores moleculares derivados del patógeno o bien el reconocimiento de 

factores de avirulencia por parte de receptores específicos en la planta (Broekaert et al., 

2006; Hammond-Kosack y Parker, 2003; Nimchuk et al., 2003; Nurnberger et al., 

2004). 
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Figura 6. Ruta de biosíntesis del 
etileno. ADS, AdoMet sintasa; ACS, 
ACC sintasa; ACC, ácido 1-
aminociclopropano 1-carboxílico; ACO, 
ACC oxidasa 

Biosíntesis del ET. 

 

El etileno se sintetiza a partir del aminoácido metionina, que es convertido en S-

adenosil-metionina (S-AdoMet) en una reacción catalizada por el enzima S-AdoMet 

sintasa (ADS) (figura 6). La AdoMet pasa a ácido 1-aminociclopropano 1-carboxílico 

(ACC), el precursor del etileno, en una reacción catalizada por el enzima ACC sintasa 

(ACS). El ACC es finalmente oxidado a etileno a través del enzima ACC oxidasa 

(ACO). El paso de AdoMet a ACC es el que limita la velocidad del proceso de síntesis 

del etileno, estando la actividad del enzima ACC sintasa estrechamente regulada (Chae 

y Kieber, 2005; Broekaert et al., 2006). Además, la ACS se activa en la planta como 

respuesta a la infección del viroide de la exocortis de los cítricos (CEVd), causando 

también un aumento en el nivel de etileno (Bellés y Conejero, 1989; Bellés et al., 1989). 

Una vez producido, el etileno se difunde libremente a las células circundantes (Wang et 

al., 2002). 
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Mecanismo de señalización del ET. 

 

El etileno producido como consecuencia del ataque patogénico es percibido en la 

pared celular y esta señal se transmite mediante una cascada de señalización muy 

conservada en diferentes especies (Chen et al., 2005; Guo y Ecker, 2004; Stepanova y 

Alonso, 2005). La mayoría de los componentes de dicha ruta han sido descubiertos 

mediante el empleo de mutantes de Arabidopsis que no responden al ET o bien que 

poseen una respuesta a ET constitutiva. La respuesta a ET se conoce con el nombre de 

‘triple respuesta’ y morfológicamente se caracteriza por una inhibición del crecimiento 

del hipocotilo y de la elongación radicular, un estrechamiento radial del hipocotilo y un 

meristemo apical hipercurvado. 

 

El análisis de mutantes insensibles a ET ha permitido identificar una familia de 

cinco receptores implicados en las primeras etapas de percepción de la hormona (ETR1, 

ETR2, ERS1, ERS2 y EIN4) (Bleecker et al., 1988; Chang et al., 1993; Hua, et al., 

1995; Hua et al., 1998; Sakai et al., 1998), localizados en la membrana del retículo 

endoplasmático (Chen et al., 2002; Chen et al., 2005). En ausencia de etileno, estos 

receptores funcionan como parte de un sistema de regulación negativa de las respuestas 

a dicha fitohormona (Hua y Meyerowitz, 1998; Rodríguez et al., 1999; Schaller y 

Bleecker, 1995). Parte fundamental de este sistema de regulación negativa es la proteína 

CTR1, también localizada en el retículo endoplasmático, y cuyo dominio amino 

terminal interacciona con el dominio histidina-kinasa de los receptores. Dicha 

interacción activa la función de CTR1 que transduce la señal de bloqueo de los genes de 

respuesta a etileno. La unión de etileno al receptor provoca la liberación al retículo 

endoplasmático de CTR1 produciéndose la interrupción de la señal bloqueante (Gao et 

al., 2003; Clark et al., 1998). Otro gen implicado en esta ruta de señalización es EIN2, 

que codifica una proteína integral de membrana, con un dominio hidrofóbico similar al 

de los transportadores de iones metálicos y otro hidrofílico que podría estar implicado 

en interacciones proteína-proteína (Alonso et al., 1999). Finalmente, la señal de ET 

llega al núcleo mediante la desrepresión de EIN2 por parte de CTR1, produciéndose la 

activación de factores de transcripción del tipo EIN3 (Chao et al., 1997). EIN3 activa la 

expresión de los denominados factores de respuesta a etileno (ERFs), necesarios para 

que tenga lugar la expresión de diferentes genes de defensa dependientes de ET, siendo 
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algunos de ellos, también dependientes de JA, como PDF1.2 (Norman-Setterblad et al., 

2000). 

 

 

I.1.4.4.- Interacciones entre las rutas de señalización patogénica. 

 

 La convergencia en PDF1.2 de las rutas de JA y ET en plantas de Arabidopsis 

thaliana es sólo una de las numerosas evidencias que demuestran que las diferentes 

rutas defensivas de las plantas no funcionan de forma independiente, sino que están 

implicadas en una compleja red de señalización. La rutas de señalización del JA y del 

ET parecen actuar de forma sinérgica en las diferentes respuestas defensivas (Ellis y 

Turner, 2001; Penninckx et al., 1996; Pieterse et al., 1998). Dicho sinergismo ha 

quedado demostrado mediante los análisis realizados con microarrays que ponen de 

manifiesto grupos de genes que se inducen de forma común tanto por ET como por JA 

(Glazebrook et al., 2003; Schenk et al., 2000). Numerosos estudios han demostrado 

que, mientras el ET y el JA interaccionan sinérgicamente activando programas defensa 

inducibles, las rutas del ET y del JA actúan de forma antagonista a la ruta dependiente 

de SA (Broekaert et al., 2006). El antagonismo entre SA y JA/ET probablemente 

permite a la planta priorizar de forma efectiva las respuestas defensivas dependientes de 

una u otra señalización (figura 7). 

 

Finalmente, cabría mencionar también que el mecanismo de resistencia ISR 

(resistencia sistémica inducida) está regulado por JA y ET. Sin embargo, aunque no 

depende del SA, sí que requiere la acción de NPR1 (figura 7), implicado en la 

activación de los genes PR característicos de la ruta del SA (Pieterse y Van Loon, 1999; 

Verhagen et al., 2004; Broekaert et al., 2006). 
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Rizobacterias no fitopatógenas Patógenos

NPR1
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Figura 7. Interacción entre las diferentes rutas de señalización patogénica. JA, ácido 
jasmónico; JAR1, jasmonic acid response1; ET, etileno; ETR1, ethylene response1; SA, ácido 
salicílico; EDS1,  enhanced disease susceptibility1; PAD4, phytoalexin deficient4; EDS5/SID1, 
enhanced disease susceptibility5; SID2, salicylic acid induction defecient2; COI1, coronatine 
insensitive1; EIN2, ethylene insensitive2; ETR1, ethylene response1;  CPR5, constitutive 
expressor of PR genes5; CPR6, constitutive expressor of PR genes6; SSI1, supressor of SA-
insensitivity2; NPR1, non-expressor of PR1-1; SNI1, supressor of npr1-1; ISR, induced 
systemic resistance; SAR, systemic acquired resistance. Adaptado de Feys y Parker (2000). 
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I.1.4.5.- La ruta del ácido gentísico (GA). 

 

Hace unos años, nuestro laboratorio se interesó en la búsqueda de nuevas 

moléculas señalizadoras de la respuesta defensiva en plantas. El estudio se centró en 

compuestos fenólicos ya que, en numerosas ocasiones, ha sido descrita su importancia 

como armas defensivas per se (Laks y Pruner, 1989; Lyons et al., 1990; Lattanzio et al., 

1994; Maher et al., 1994) y como moléculas señalizadoras de la respuesta defensiva, tal 

es el caso del SA, claramente implicado en el establecimiento de la SAR (Delaney et al., 

1994). El sistema elegido fue una interacción de tipo compatible, concretamente plantas 

de tomate infectadas con el viroide de la exocortis de los cítricos (CEVd) (Conejero y 

Granell, 1986; Granell et al., 1987). La comparación entre los extractos fenólicos de 

plantas control y plantas infectadas puso en evidencia la gran acumulación de un 

compuesto, diferente al SA, identificado por 1HNMR (Proton Nuclear Magnetice 

Resonance) como ácido gentísico (GA). Con la aparición de los síntomas propios del 

CEVd, la planta de tomate comenzaba a acumular GA, alcanzando niveles mucho 

mayores que los de SA (Bellés et al., 1999). Los mismos resultados se obtuvieron en 

otra interacción de tipo compatible, la resultante de infectar plantas de tomate con el 

virus del mosaico del tomate (ToMV). Sin embargo, no se observó acumulación de GA 

y sí de SA, en este mismo huésped, al realizar una infección necrotizante (interacción 

incompatible) con Pseudomonas syringae pv. syringae (Tabla 1). Por otra parte, al tratar 

exógenamente con GA, las plantas de tomate mostraban una acumulación de PRs, 

concretamente de P23, P32 y P34. Estas proteínas no se inducían, en cambio, con SA 

(Bellés et al., 1999).  Todos estos resultados sugerían que el GA podría actuar como una 

molécula señalizadora, complementaria al SA, en la activación de las defensas en 

tomate. En este sentido, recientemente, nuestro grupo ha observado que el GA también 

se induce como consecuencia de infecciones no necrotizantes, en otras especies 

vegetales, como Gynura aurantiaca y Cucumis sativus, aunque, a diferencia de lo que 

ocurre en tomate, en estos casos, la acumulación de GA va acompañada de una 

considerable acumulación de SA (Tabla 1). Por el contrario, al infectar Cucumis sativus 

con una dosis elevada de Pseudomonas syringae pv. syringae, se produce en la zona 

inoculada una rápida necrosis (HR-like), que no conlleva un aumento significativo de 

GA, pero sí de SA. Además, los tratamientos exógenos con GA y SA inducen proteínas 

defensivas distintas (Bellés et al., 2006).  
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SISTEMA 
PLANTA-PATÓGENO

TIPO DE 
INTERACCIÓN INFECCIÓN INDUCCIÓN 

DE GA
INDUCCIÓN 

DE SA REFERENCIA

Tomate-CEVd compatible sistémica Bellés et al. , 1999
Tomate-ToMV compatible sistémica Bellés et al. , 1999
Tomate-Pseudomonas syringae incompatible HR Bellés et al. , 1999
Pepino-PNRSV compatible sistémica Bellés et al. , 2005
Pepino-Pseudomonas syringae incompatible HR-like Bellés et al. , 2005
Gynura-CEVd compatible sistémica Bellés et al. , 2005

+++ +
++ -
- +

+++
- +

++++

SISTEMA 
PLANTA-PATÓGENO

TIPO DE 
INTERACCIÓN INFECCIÓN INDUCCIÓN 

DE GA
INDUCCIÓN 

DE SA REFERENCIA

Tomate-CEVd compatible sistémica Bellés et al. , 1999
Tomate-ToMV compatible sistémica Bellés et al. , 1999
Tomate-Pseudomonas syringae incompatible HR Bellés et al. , 1999
Pepino-PNRSV compatible sistémica Bellés et al. , 2005
Pepino-Pseudomonas syringae incompatible HR-like Bellés et al. , 2005
Gynura-CEVd compatible sistémica Bellés et al. , 2005

+++ +
++ -
- +

+++
- +

++++

Tabla 1. Inducción de GA y SA en diferentes interacciones planta-patógeno.  

El hecho de que el GA induzca proteínas defensivas distintas del SA, junto con 

su poder antifúngico muy eficaz en plantas (Lattanzio et al., 1994), sugiere que el GA 

podría actuar como una señal adicional al SA, en la activación de las defensas, en 

infecciones no necrotizantes. Además, como ya se ha comentado, el GA también es 

capaz de activar proteínas de estrés en algunos microorganismos, mientras que en 

células animales, gracias a su poder antioxidante, el GA ejerce un efecto protector 

importante frente al ataque de ciertas bacterias (Belicova et al., 2001).  
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I.2.- El metabolismo secundario en el sistema defensivo de las plantas. 

 Las plantas producen una gran variedad de compuestos orgánicos que participan 

e influyen en su interacción con el medio que las rodea. Dichos compuestos, 

denominados tradicionalmente metabolitos secundarios, juegan un papel muy 

importante en la protección de la planta frente a ataques patogénicos de diversa 

naturaleza. 

 Basándonos en sus orígenes biosintéticos podemos establecer tres grandes 

grupos de compuestos que conforman el metabolismo secundario de una planta: 

terpenos, alcaloides, y fenilpropanoides (Korkina, 2007). A continuación, se describen 

las características estructurales de cada grupo así como su implicación en la defensa de 

las plantas frente a patógenos, con el fin de establecer una panorámica general del papel 

del metabolismo secundario en el sistema defensivo de las plantas. 

I.2.1.- Terpenos. 

 Los terpenos, también conocidos con el nombre de terpenoides o isoprenoides, 

forman un conjunto enormemente amplio de metabolitos secundarios (más de 40.000 

descritos hasta la fecha) en plantas, animales y microorganismos (Roberts, 2007). La 

denominación terpeno proviene del nombre trementina o aguarrás, y se limitó 

inicialmente a compuestos aislados de ésta y otras esencias naturales, pero luego 

también se amplió a otras muchas sustancias volátiles y también no volátiles (Buchanan 

et al., 2002; Marco, 2006). 

 Todos ellos derivan del 2-metil-1,3-butadieno o isopreno y se caracterizan por 

contener un número de carbonos múltiplo de 5, generalmente 10, 15, 20 y 30. Se 

clasifican tomando como base el número de carbonos de su estructura, sin indicar nada 

acerca de la misma, en: hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), 

diterpenos (C20), sesterterpenos (C25), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) y 

politerpenos (>C40). Los monoterpenos y sesquiterpenos fueron conocidos desde muy 

pronto como constituyentes de esencias vegetales ya que una buena proporción de ellos 

exhibe una apreciable volatilidad. Un ejemplo de monoterpeno lo encontramos en el 

ácido crisantémico, componente de los insecticidas naturales llamados piretrinas. Los 

diterpenos y triterpenos suelen ser constituyentes comunes de gomas, resinas y otros 
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exudados vegetales; algunos triterpenos y sus parientes biosintéticos, los esteroides tales 

como el colesterol, se encuentran también en organismos animales. Un ejemplo muy 

importante de diterpeno es el ácido giberélico, hormona que juega un papel crucial en el 

desarrollo de la planta. Los tetraterpenos engloban un amplio grupo de carotenoides, 

colorantes muy abundantes en el reino vegetal. Los sesterterpenos han sido los últimos 

en incorporarse a la lista puesto que fueron descubiertos por primera vez a mediados de 

los años sesenta; su difusión es bastante restringida y se limita a ciertos tipos de 

esponjas, hongos e insectos, además de algunas plantas superiores. Finalmente, los 

politerpenos constituyen un grupo relativamente reducido de sustancias con más de 30 

átomos de carbono, ampliamente difundidas en las membranas celulares de los 

organismos vivos (Marco, 2006). 

I.2.1.1.- Biosíntesis de los terpenos. 

 El precursor de las unidades isoprénicas C5 con las que se construyen los 

esqueletos terpénicos es el ácido mevalónico, un compuesto de 6 carbonos. Dichas 

unidades, el isopentenil pirofosfato (IPP) y el dimetilalil pirofosfato (DMAPP), se 

forman por fosforilación secuencial de los dos hidroxilos alcohólicos del ácido 

mevalónico mediada por ATP, seguida de una descarboxilación-fragmentación que 

expulsa CO2 y una unidad de fosfato. El intermedio formado de este modo, el IPP, es 

isomerizado luego reversiblemente al fosfato alílico DMAPP en un proceso catalizado 

por un enzima denominado IPP isomerasa. El equilibrio se encuentra desplazado 

mayoritariamente hacia el DMAPP. 

 La ruta biosintética de los dos precursores terpénicos base (IPP y DMAPP) a 

través del ácido mevalónico ha sido considerada durante muchas décadas la única vía 

existente de formación in vivo de dichos compuestos. Sin embargo, a finales de la 

década de los ochenta, ciertos experimentos sobre biosíntesis de tripterpenos en 

bacterias pusieron de manifiesto la existencia de una vía metabólica alternativa que 

utilizaba 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DXP) como precursor de las unidades 

isoprénicas C5 IPP y DMAPP. El ácido pirúvico proporciona un fragmento C2 (tras 

pérdida de CO2) y el D-gliceraldehído 3-fosfato proporciona un fragmento C3 a la 

unidad IPP. El primer paso es una transferencia de anión acetilo al gliceraldehído desde 

el ácido pirúvico, dando lugar a la DXP. La DXP experimenta una transposición 

catiónica catalizada por un enzima denominado 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato 
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Figura 8. Biosíntesis compartimentada del IPP y del DAMP. A la derecha se muestra la vía del ácido 
mevalónico (MVA) en el citoplasma. HMGR, 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa. A la 
izquierda se muestra la vía del 2-C-metil-eritritol-4-fosfato (MEP) en el cloroplasto. DXS, 1-deoxi-D-
xilulosa-5-fosfato sintasa; DXR, 1-deoxi-D-xylulosa-5-fosfato  reductoisomerasa; HDS, hidroxi-2-metil-
2-€-butenil 4-difosfato sintasa; IDS, isopentenil difosfato dimetilalil difosfato sintasa; IDI, isopentenil 
difosfato isomerasa. Adaptado de Roberts (2007). 

reductoisomerasa (DXR). El mismo enzima, con ayuda del cofactor NADPH, reduce 

éste último compuesto dando 2-C-metil-D-eritriol 4-fosfato (MEP), primer intermedio 

aislado con esquelético C5 isoprénico. La conversión final a IPP o DMAPP requiere dos 

pasos consecutivos de tipo reductor (Marco, 2006).  

En plantas, la formación de terpenos en el citoplasma tiene lugar por la vía 

metabólica del mevalonato, que es responsable de la síntesis de los triterpenos, 

incluidos los esteroides, y de muchos sesquiterpenos. Sin embargo, la vía de la DXP es 

la operativa en los cloroplastos y es responsable de la biosíntesis de los monoterpenos y 

diterpenos, particularmente el fitol, constituyente de la estructura de la clorofila, así 

como también de los tetraterpenos (Marco, 2006) (figura 8). 
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En realidad, el IPP y el DMAPP no son ellos mismos precursores directos de los 

terpenos individuales, sino de unos compuestos intermedios que son a su vez 

precursores específicos de aquéllos. La formación de estos precursores específicos a 

partir del IPP y del DMAPP es catalizada por enzimas específicos denominado 

colectivamente preniltransferasas. Las preniltransferasas generan precursores como el 

geranil difosfato (GPP), precursor de los monoterpenos, el farnesil difosfato (FPP), 

precursor de los sesquiterpenos, y el geranilgeranil difosfato (GGPP), precursor de los 

diterpenos. Los enzimas geranil difosfato sintasa (GPPS), farnesil difosfato sintasa 

(FPPS), y geranilgeranil difosfato sintasa (GGPPS), catalizan la conversión los 

antedichos precursores en los correspondientes derivados terpénicos (Buchanan et al., 

2002; Marco, 2006). 

 I.2.1.2.- Los terpenos en el sistema defensivo de las plantas. 

 Para poder entender completamente el lugar que ocupan los terpenos en el 

sistema defensivo de las plantas, resulta interesante conocer el modo en el que estas 

sustancias actúan molecularmente. A continuación se citarán algunos ejemplos que 

ponen de manifiesto su modo de acción. Los piretroides constituyen un tipo de terpenos 

de gran interés. Tanto los piretroides de origen natural como los análogos de de origen 

sintético son importantes insecticidas comerciales debido a su limitada persistencia en el 

medio ambiente y a su baja toxicidad en mamíferos y aves. Los piretroides actúan sobre 

el sistema nervioso central de los insectos, alterando los canales de sodio de la 

membrana de las células nerviosas. De esta manera, se producen repetidas descargas en 

los nervios, en lugar de impulsos nerviosos simples, produciéndose la hiperexcitación 

del sistema nervioso, lo cual se traduce en movimientos descoordinados y rápidos y 

finalmente parálisis (Gershenzon y Dudareva, 2007). 

 Sin embargo, teniendo en cuenta la gran variedad de terpenos que se conocen en 

la naturaleza, actualmente se sabe muy poco sobre su modo de acción. Debido a la 

naturaleza lipofílica de la mayoría de éstos compuestos, se piensa que su principal diana 

sería la membrana plasmática y su toxicidad se produciría por la perdida del control 

quimiosmótico por parte de la célula. Otra posibilidad que estaría relacionada con lo 

anterior, es que los terpenos actúan de forma sinérgica con otras toxinas ayudándolas a 

atravesar la membrana plasmática de las células (Gershenzon y Dudareva, 2007). Por 

ejemplo, los monoterpenos presentes en la planta Porophyllum gracile incrementan la 
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toxicidad de un compuesto defensivo sintetizado por la planta (poliacetileno) frente al 

lepidóptero Ostrinia nubilalis (Guillet et al., 1998). El mismo efecto se ha visto sobre 

ciertos microorganismos. En efecto, la acumulación de una mezcla de sesquiterpenos y 

monoterpenos en la tradicional hierba china Perilla frutescens aumenta la toxicidad del 

sesquiterpeno drimano frente una gran variedad de bacterias y hongos (Kang et al., 

1992). Existen empresas farmacéuticas que están investigando en este proceso con el fin 

de desarrollar fármacos que combatan infecciones cutáneas (Kanikkannan et al., 2000). 

 Por otra parte, tal y como se ha comentado anteriormente, los terpenos 

constituyen uno de los tipos de compuestos volátiles mayoritarios en flores y en frutos. 

Sin embargo, las flores y frutos no son los únicos órganos vegetales que acumulan este 

tipo de metabolitos. Ciertos trabajos han demostrado que la alimentación de los insectos 

sobre las hojas induce la emisión de una mezcla de compuestos volátiles (VOCs, 

volatile compounds) formada fundamentalmente por terpenos (Dicke et al., 1990; 

Turlings et al., 1990). Dichas mezclas de compuestos volátiles constituyen un sistema 

de comunicación utilizado por la planta con el fin de atraer predadores y parásitos de 

plagas de insectos que la atacan (Dicke et al., 1990; Turlings et al., 1990; Kessler y 

Baldwin, 2001). De hecho, se han identificado monoterpenos y sesquiterpenos 

específicos que participan en este sistema de comunicación (Kessler y Baldwin, 2001; 

Kappers et al., 2005; Schnee et al., 2006). La emisión de terpenos por parte de la planta 

también puede servir como mecanismo de señalización interna en la misma que indique 

la presencia de un insecto y permita la inducción de defensas en los tejidos adyacentes. 

Por ejemplo, las hojas de lima dañadas por insectos emiten compuestos volátiles que 

estimulan la secreción de un néctar en los tejidos vecinos que atrae a enemigos naturales 

de dichos insectos (Heil y Bueno, 2007). Finalmente, la emisión de terpenos volátiles 

por una planta en respuesta a un ataque por insectos, puede servir para alertar a plantas 

vecinas de la presencia de una plaga. Existen múltiples ejemplos en la literatura que 

muestran la inducción de defensas en plantas en respuesta a compuestos volátiles 

liberados por otras plantas (Baldwin et al., 2006; Dicke y Bruin, 2001; Ton et al., 2007). 
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I.2.2.- Alcaloides. 

 El término alcaloide, debido al farmacéutico alemán W. Meissner en 1879, 

significa semejante a los álcalis y se aplica a compuestos nitrogenados básicos 

naturales, de origen vegetal. Los alcaloides son representantes arquetípicos del 

metabolismo de las plantas y constituyen un tipo de metabolitos secundarios en los que 

parte de la estructura, incluyendo el nitrógeno, procede de los aminoácidos. El grado de 

conservación de la estructura del aminoácido en la del alcaloide es, sin embargo, 

variable. En la mayoría de los casos se retiene la práctica totalidad de la misma salvo el 

grupo carboxilo, que suele perderse por lo general. A su vez, el aminoácido puede 

constituir la totalidad de la estructura del alcaloide o sólo una parte de ésta, proviniendo 

el resto de la estructura de la vía metabólica del acetato-malonato, de la del ácido 

shikímico o de algunos precursores isoprénicos C5n (Marco, 2006). En la figura 9 se 

muestran algunos de los alcaloides más conocidos. A continuación se realiza una 

descripción de los diferentes tipos de alcaloides basándonos en sus orígenes 

biosintéticos. 

I.2.2.1.- Biosíntesis de los alcaloides. 

Los alcaloides se clasifican siguiendo un criterio biosintético de acuerdo con el 

aminoácido y/o compuesto precursor. El número de precursores es bastante reducido y 

se limita, salvo raras excepciones, a la fenilalanina / tirosina, triptófano, lisina / ornitina, 

histidina y ácido nicotínico (Marco, 2006). Dada la gran variedad de alcaloides 

conocidos y las múltiples funciones atribuidas a los mismos, en el presente trabajo se 

describen únicamente los grupos de alcaloides más relevantes pertenecientes al reino 

vegetal: alcaloides derivados del triptófano y de precursores terpénicos (terpenoid indol 

alkaloids, TIAs), alcaloides del tipo bencilisoquinoleínico o derivados de la tirosina 

(benzilisoquinoline alkaloids, BIAs), y alcaloides derivados del tropano (tropane 

alkaloids, TPAs) y del ácido nicotínico (Facchini, 2001). 

Los TIAs constituyen un grupo de alcaloides formado por aproximadamente 

unos 3000 compuestos. Un ejemplo dentro de este grupo lo encontramos en la quinina, 

un fármaco utilizado contra la malaria. Todos ellos exhiben en una parte de la molécula 

un sistema heterocíclico de tipo indol que proviene del aminoácido triptófano, mientras 

que el resto proviene un precursor terpénico, concretamente de la secologanina. El 
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Figura 9. Alcaloides de plantas con diversos orígenes biosintéticos. Adaptado de Buchanan et al. 
(2002). 

primer paso en la ruta biosintética de este tipo de alcaloides consiste en la conversión 

del triptófano en triptamina, una reacción catalizada por el enzima triptófano 

descarboxilasa (TDC). En la planta Catharanthus roseus, un solo gen codifica dicho 

enzima (De Luca et al., 1989; Goddijn et al., 1992), mientras que en Campotheca 

acuminata son dos los genes independientes los que codifican TDC (López-Meyer y 

Nessler, 1997). El enzima estrictosidina sintasa (STR) cataliza la reacción de 

condensación entre la triptamina y la secologanina, dando como producto la 

estrictosidina, el precursor común de todos los TIAs (Facchini, 2001). Algunos autores 

han demostrado la implicación de este tipo de alcaloides en la defensa de las plantas 

frente a plagas y patógenos (Luijendijk et al., 1996). 
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El grupo más importante y numeroso de alcaloides procedentes del aminoácido 

tirosina es el constituido por los de tipo bencilisoquinoleínico (BIAs). Ejemplos 

característicos de este grupo son: la morfina, un potente analgésico, la colchicina, un 

inhibidor del huso acromático, y la codeína. En este caso son dos las moléculas de 

tirosina las que se incorporan a la estructura del alcaloide, si bien sólo una de ellas 

proporciona el átomo de nitrógeno. Uno de los primeros pasos en la biosíntesis de este 

tipo de alcaloides, es la conversión del aminoácido tirosina en dopamina mediante una 

serie de reacciones de descarboxilación, hidroxilación en orto, y la deaminación, para 

dar el primero y más sencillo alcaloide del grupo, la norcoclaurina. El enzima implicado 

en dicha reacción, la tirosina descarboxilasa (TYDC) (Marqués y Brodelius, 1988). La 

reticulina es otro compuesto clave en la biosíntesis de muchos alcaloides del grupo y es 

biosintetizada inicialmente con la configuración S en su carbono estereogénico. 

Notablemente, dicha configuración resulta ser la opuesta a la R que exhibe una parte de 

dichos alcaloides, muy particularmente los del grupo de la morfina. Ello requiere que se 

produzca, por tanto, una inversión de la configuración de dicho carbono. Dicha 

inversión tiene lugar por oxidación mediante un enzima citosólico 1,2-dehidroreticulina 

reductasa, que es NADPH dependiente (Facchini, 2001). 

Los alcaloides derivados del tropano (TPAs) son sintetizados principalmente en 

plantas de la familia de las Solanáceas. Ejemplos característicos de este grupo los 

encontramos en la atropina, la hiosciamina, la escopolamina y la cocaína. La síntesis de 

los TPAs comienza con la descarboxilación de la ornitina y / o arginina para formar la 

putrescina. Esta primera reacción está catalizada por los enzimas ornitina descarboxilasa 

(ODC) y arginina descarboxilasa, respectivamente. Aunque la nicotina es un alcaloide 

que no pertenece a este grupo, el catión N-metil-Δ1-pyrrolinium implicado en la síntesis 

de los TPAs, es también un intermediario en la ruta de la nicotina. Tanto en el caso de 

los TPAs como en el caso de la nicotina, el primer paso común en su síntesis consiste en 

la metilación de la putrescina por parte de la putrescina N-metiltransferasa (PMT). La 

PMT ha sido clonada en tabaco y muestra una fuerte homología con la espermidina 

sintasa de humanos (73%), ratón (70%), y E. coli (58%) (Hibi et al., 1994). La N-

metilputrescina sufre una reacción de desaminación oxidativa y se transforma en 4-

aminobutanol que por ciclación espontánea se convierte en el catión N-metil-Δ1-

pyrrolinium. Dicho catión sufre una reacción de condensación con el ácido acetoacético 
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para formar bien higrina que es el precursor del anillo de tropano, o bien ácido 

nicotínico, precursor de la nicotina (Facchini, 2001). 

Por último, los alcaloides derivados de la purina tales como la cafeína, la 

teobromina, y la teacrina, se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal. 

Algunos autores (Marco, 2006) emplean la denominación de pseudoalcaliodes para este 

tipo de compuestos ya que no responden a la definición estricta de alcaloide. En este 

caso, el aminoácido proporciona únicamente el átomo de nitrógeno a través de un 

proceso de transaminación, perteneciendo el resto de la estructura a alguna de las 

grandes rutas metabólicas antes mencionadas (acetato-malonato, de la del ácido 

shikímico o de algunos precursores isoprénicos C5n). 

I.2.2.2.- Los alcaloides en el sistema defensivo de las plantas. 

Los alcaloides son un grupo de metabolitos secundarios implicados en el sistema 

defensivo químico de las plantas tanto constitutivo como induclible. Sus múltiples 

efectos fisiológicos en posibles predadores y sus actividades antibióticas apoyan dicha 

hipótesis. Por ejemplo, la nicotina, encontrada en la planta del tabaco, fue uno de los 

primeros insecticidas utilizados por el ser humano (Luijendijk et al., 1996).. La cafeína 

presente en la planta del café, en el cacao y en el té, es una efectiva toxina contra 

insectos. La α-solanina, presente en el tubérculo de la patata, es un potente inhibidor de 

la acetilcolinesterasa. 

Por otra parte, tal y como se ha comentado anteriormente, los alcaloides también 

participan en establecimiento de barreras defensivas de naturaleza química inducibles 

por patógenos. La N-acetilnicolina se acumula en hojas de tabaco en respuesta a herida 

o a ataque de insectos. Los niveles de dicho compuesto se incrementan rápidamente (10 

horas) para después volver a los niveles basales en un periodo de 14 días 

aproximadamente. La síntesis inducida de la nicotina y de otros alcaloides parece estar 

mediada por metil-jasmonato (Buchanan et al., 2002). Además, algunos genes que 

codifican enzimas implicados en la biosíntesis de alcaloides también experimentan 

cambios en sus niveles de expresión en respuesta al ataque patogénico. Por ejemplo, se 

ha comprobado que los niveles de expresión del mRNA de gen de la TYDC se 

incrementan rápidamente en respuesta a un tratamiento con un elicitor (Facchini et al., 

1996; Kawalleck et al., 1993; Trezzini et al., 1993) y en respuesta al ataque patogénico 
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(Yamamoto et al., 2000) en diversas especies de plantas. Tal y como se ha comentado 

anteriormente, la acumulación de TYDC ha sido también descrita en plantas de cebada 

y Arabidopsis que no acumulan alcaloides derivados de la tirosina. Esto hace pensar que 

la tiramina, además de ser precursora de los alcaloides de tipo bencilisoquinoleínico 

(BIAs), podría serlo también de otra clase de metabolitos defensivos. En este sentido, 

algunos estudios apuntan a que la síntesis y deposición en la pared celular de amidas 

compuestas por ácido hidroxicinámico y tiramina, es fundamental en la respuesta 

defensiva de las plantas (McLusky et al., 1999). Sin embargo, este último tipo de 

compuestos serán estudiados con más detalle en el siguiente apartado. 

 

I.2.3.- Fenilpropanoides. 

Los fenilpropanoides engloban un grupo de metabolitos secundarios de una gran 

variabilidad tanto estructural como de función (Beggs et al., 1987; Christie et al., 1994; 

Dixon y Paiva, 1995), producidos por plantas en respuesta a estreses de tipo biótico y 

abiótico de diversa naturaleza (infecciones patogénicas, respuesta a herida, radiación 

UV, exposición a ozono, contaminación, etc.). Todos ellos se caracterizan por poseer un 

esqueleto carbonado del tipo C6C3. En la figura 10 se muestran algunos 

fenilpropanoides derivados de plantas y utilizados en la alimentación. Se cree que su 

principal función en plantas es la de establecer barreras físicas que frenen la expansión 

del patógeno y también ejercer una acción protectora de las células vegetales frente a la 

generación de especies de oxígeno activo como consecuencia de una infección 

patogénica (Korkina, 2007). A continuación se pasará a describir el origen biosintético 

de este grupo de metabolitos, así como su implicación en la respuesta defensiva de las 

plantas. 

I.2.3.1- Biosíntesis de los fenilpropanoides: la ruta del ácido shikímico. 

Los fenilpropanoides pertenecen a un grupo de compuestos aromáticos naturales 

derivados del ácido shikímico. El origen de los fenilpropanoides se encuentra en los 

aminoácidos fenilalanina y tirosina. Bajo la influencia de un enzima, que para el 

primero de ellos se llama fenilalanina amonio liasa (PAL), dicho aminoácido 

experimenta una transformación funcional que consiste en la eliminación de amoníaco 
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Figura 10. Fenilpropanoides derivados de plantas. Adaptado de Buchanan et al. (2002). 

con formación de un doble enlace C=C, dando lugar al ácido cinámico (figura 11). 

Curiosamente, la mayoría de las plantas no es capaz de llevar a cabo una transformación 

semejante del aminoácido tirosina para originar el ácido p-cumárico (o ácido p-

hidroxicinámico). Una notable excepción son las gramíneas, que pueden hacerlo gracias 

a que disponen de un enzima denominado tirosina amonio liasa (TAL), equivalente en 

su efecto al enzima PAL antes mencionado. No obstante, todas las plantas son capaces 

de biosintetizar ácido p-cumárico por hidroxilación de ácido cinámico (figura 11). Los 

ácidos cinámico y p-cumárico, son ejemplos arquetípicos de compuestos 

fenilpropanoides, es decir, del tipo estructural C6C3. Sirven asimismo de precursores 

biosintéticos de otros muchos compuestos C6C3 mediante reacciones de oxidación, 

reducción, alquilación, etc. (Marco, 2006). 
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Muchos de los compuestos fenólicos encontrados en plantas tales como 

flavonoides, isoflavonoides, cumarinas, y lignanos (figura 11), son productos 

secundarios del metabolismo de los fenilpropanoides (Korkina, 2007). De particular 

interés son los alcoholes cinamílicos sustituidos, precursores monoméricos que usan las 

plantas para la biosíntesis de los lignanos, así como también del importante polímero 

estructural lignina. Los lignanos son polímeros de naturaleza fenólica que desempeñan 

un papel muy importante en la impermeabilización de la pared celular al agua, 

incrementando su rigidez, lo que constituye un mecanismo de resistencia frente a 

posibles ataques patogénicos. Por otra parte también resulta de interés el ejemplo del 

resveratrol (un potente antioxidante presente en la uva negra) y el de los flavonoides 

(responsables de los colores rojos, azules y amarillos que se observan en las flores), ya 

que ambos poseen un origen biosintético común al de los fenilpropanoides en la ruta del 

ácido shikímico. En el primer caso, la chalcona sintasa utiliza tres radicales cinamato 

para producir los distintos tipos de flavonoides que se conocen hasta el momento, 

mientras que en el caso del resveratrol, es el encima estilbeno sintasa la que utiliza dos 

radicales cinamato para sintetizar el trans-3,4’-trihidroestilbeno, también conocido 

como resveratrol (Korkina, 2007). 

Las cumarinas (figura 11) son también un grupo muy numeroso de compuestos 

fenólicos C6C3 derivados de los fenilpropanoides. De ellos, la cumarina propiamente 

dicha es la cabeza de serie, y se encuentra en muchas especies vegetales, siendo, por 

ejemplo, responsable del típico olor del heno recién cortado. Otros compuestos 

fenólicos de gran interés desde el punto de vista de la defensa de las plantas frente a 

patógenos y que derivan del metabolismo de los fenilpropanoides, serían el ácido 

salicílico, y el ácido gentísico, de los que hemos hablado ampliamente en apartados 

anteriores. Los taninos son un grupo de compuestos naturales presentes en numerosas 

especies vegetales, causantes del sabor astringente de muchas bebidas. Se sabe que, 

muy probablemente, la misión que cumplen los taninos en las plantas que los poseen es 

la de proporcionar una defensa contra las agresiones de hongos e insectos (por 

toxicidad) y también contra herbívoros (sabor desagradable). 

Por último, cabe destacar un grupo de metabolitos, las amidas derivadas del 

ácido hidroxicinámico (HCAAs), que pertenecen al grupo de los fenilpropanoides, a las 
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Figura 11. Metabolismo de los fenilpropanoides. Los enzimas son los siguientes: 1, PAL (phenylalanine 
ammonia-lyase); 2, PAL ó TAL (tyrosine ammonia-lyase); 3, C4H (cinnamate-4-hydroxylase); 4, 
hidroxilasas; 5, CoA ligasas que participan en la ligación de AMP y CoA (CoASH); 6, O-metiltransferasas; 
7, cinamoil-CoA:NADPH oxidoreductasas; 8, cinamoil alcohol deshidrogenasas; 9, chalcona sintasa; 10, 
chalcona isomerasa; 11, estilbeno sintasa; 12, estirilpirona sintasa. Adaptado de Buchanan et al. (2002). 
 
 
 

que se va a dedicar el siguiente capítulo por constituir el eje central de la presente tesis 

doctoral. 
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I.2.3.2.- Metabolismo de las amidas derivadas del ácido hidroxicinámico: 

fisiología y bioquímica. 

Las amidas derivadas del ácido hidroxicinámico (HCAA, del inglés 

hydroxycinnamic acid amides) son un conjunto de metabolitos, pertenecientes al grupo 

de los fenilpropanoides, de bajo peso molecular, y que se caracterizan por la presencia 

de nitrógeno en su molécula. Basándonos en sus propiedades físicas y químicas 

podemos distinguir dos tipos de amidas: en primer lugar las amidas básicas, que 

contienen una función de amina primaria en la molécula y son solubles en agua, y en 

segundo lugar las amidas neutras, que son insolubles en agua. Normalmente, las amidas 

básicas contienen en su molécula diaminas y poliaminas alifáticas tales como la 

putrescina, cadaverina, espermidina y espermina, mientras que el segundo grupo de 

amidas se caracteriza por contener aminas aromáticas en la molécula como por ejemplo 

tiramina, octopamina y triptamina (Facchini et al., 2002). En la figura 12 se muestran 

algunos ejemplos de ambos tipos de amidas. 

Las HCAAs están implicadas en una gran variedad de procesos de crecimiento y 

desarrollo en la planta que serán detallados a continuación. Sin embargo, la función 

fisiológica mejor caracterizada de este tipo de compuestos, es la de la participación en 

programas de defensa inducibles como componentes finales de la respuesta defensiva de 

la planta, como veremos en el siguiente apartado. Un primer rol atribuido a las HCAAs 

en procesos de crecimiento y desarrollo, está relacionado con la formación de las flores 

y órganos reproductivos. En efecto, se han identificado una gran variedad de amidas 

específicas que se acumulan en los tejidos florales (Martin-Tanguy, 1985; Aribaud y 

Martin-Tanguy, 1994a, 1994b; Tarenghi y Martin-Tanguy 1995), e incluso, los órganos 

masculinos y femeninos se pueden distinguir en función de sus perfiles metabólicos 

(Facchini et al., 2002). La obtención de plantas transgénicas transformadas con el 

plásmido T-DNA Ri de Agrobacterium rhizogenes ha constituido una herramienta 

básica para estudiar de forma indirecta la implicación de las HCAAs en procesos de 

desarrollo floral. Dichas plantas se caracterizan por tener alterados la dominancia apical, 

la morfología foliar, la inducción y el desarrollo floral, y los procesos reproductivos. La 

expresión constitutiva de dos genes Ri en tabaco, rolA y rolC, causa esterilidad 

masculina y reduce la fertilidad femenina (Martin-Tanguy, 1997). Sun y colaboradores 

(1991) comprobaron que existía una correlación entre dichas alteraciones y la reducción 
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en los niveles de acumulación de HCAAs y aminas libres. Los cambios fenotípicos 

observados en dichas plantas transgénicas se atenúan cuando se aplican exógenamente 

tiramina o putrescina (Martin-Tanguy, 1997). Otro proceso fisiológico en el que parecen 

estar implicadas las HCAAs es la tuberización en patata. Paynot y colaboradores (1983) 

vieron que la acumulación de 4-cumaroilputrescina, cafeoilputrescina, 

feruloilputrescina, y cafeoilespermidina en los estolones se producía de forma paralela a 

la formación de los tubérculos. 

La conjugación de aminas libres (tiramina, putrescina o similares) en forma de 

derivados del ácido hidroxicinámico (HCAAs) ha sido propuesta como un mecanismo 

de regulación de los niveles de poliaminas libres en las células (Flores y Filner, 1985). 

Un ejemplo lo encontramos en el endosperma de arroz (Oryza sativa): parece ser que las 

HCAAs derivadas de la putrescina, tiramina y de la espermidina, desempeñan una 

función de almacenamiento y, después de una hidrólisis, suplementan aminas 

adicionales requeridas para facilitar la división y la expansión celular durante la 

germinación de las semillas (Bonneau et al., 1994). Parece ser que, además, la 

formación de HCAAs podría contribuir a la regulación de la toxicidad de la tiramina en 

las plantas (Negrel et al., 1993b). El caso anterior no es el único ejemplo que pone de 

manifiesto la implicación de las HCAAs en procesos de detoxificación. Suzuki y 

colaboradores (1981), vieron que la acumulación de HCAAs podía estar asociada con la 

detoxificación de ciertos herbicidas y xenobióticos. Dichos autores comprobaron que un 

tratamiento en hojas de espinaca (Spinacia oleracea) con herbicidas del tipo difeniléter 

causaba la acumulación de una amida derivada del ácido ferúlico y de la 3-

metoxitiramina. 
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Figura 12. Estructura química de algunas amidas del ácido hidroxicinámico (HCAAs) de plantas. 
Adaptado de Facchini et al. (2002). 
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La feruloiltiramina y derivados son sintetizados a través de la condensación de 

feruloil-CoA con la tiramina. Los ésteres del ácido hidroxicinámico y la CoA, y la 

tiramina, derivan del aminoácido fenilalanina y de la tirosina, respectivamente. La 

formación de dichos ésteres, catalizada por la cumarato CoA ligasa (4CL), es específica 

de plantas y representa parte del metabolismo general de los fenilpropanoides 

(Hahlbrock y Scheel, 1989) que, como se ha comentado anteriormente, comienza con la 

desaminación de la fenilalanina a ácido trans-cinámico mediante el enzima PAL. 

Además, tal y como se explicó en el apartado de la biosíntesis de alcaloides, la TYDC 

(tirosina descarboxilasa) cataliza la conversión del aminoácido tirosina en tiramina. 

Finalmente, la condensación de los ésteres del ácido hidroxicinámico y CoA, con la 

tiramina, es catalizada por el enzima tiramina hidroxicinamoil transferasa (THT, EC 

2.3.1.110) (figura 13). La THT fue aislada por vez primera en hojas de tabaco 

(Nicotiana tabacum) infectadas con el virus del mosaico del tabaco (Negrel y Martin, 

1984). Posteriormente, los cDNAs de la THT han sido clonados en patata (Schmidt et 

al., 1999), tabaco (Farmer et al., 1999), pimiento (Back et al., 2001) y en tomate (von 

Roepenack-Lahaye et al., 2003).  La cinética y la especificidad de este enzima han sido 

ampliamente estudiadas en varias especies vegetales (Negrel y Martin, 1984; Negrel y 

Javelle, 1997; Facchini et al., 2002; von Roepenack-Lahaye et al., 2003).  
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Figura 13. Biosíntesis de feruloiltiramina a partir de tirosina. 4CL, 4-cumarato ligasa; 
PAL, fenilalanina amonio liasa; THT, tiramina hidroxicinamoil transferasa; TYDC, tirosina 
descarboxilasa. 
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I.2.3.3.- Los fenilpropanoides en el sistema defensivo de las plantas: la 

importancia de las HCAAs.  

Las posibles funciones de los fenilpropanoides que se han propuesto dentro del 

marco defensivo de las plantas se han basado tradicionalmente en actividades biológicas 

detectables in vitro y en correlaciones entre ratios de acumulación y expresión de la 

resistencia in vivo. Así, se ha relacionado la acumulación de este tipo de metabolitos con 

diversas funciones defensivas tales como el endurecimiento de la pared celular 

(lignanos), actividad antimicrobiana (furanocumarinas, pterocarpanos, isoflavonoides, 

HCAAs) y la ya mencionada señalización de la respuesta defensiva (SA, GA) 

(Hummerschmidt, 1999). 

Dentro del grupo de los fenilpropanoides, las HCAAs parecen desempeñar un 

papel fundamental como parte de las defensas activas en repuesta al ataque patogénico o 

a herida. Clarke en 1982, mostró por primera vez la acumulación de HCAAs en 

respuesta a una infección (en tubérculos de patata infectados con Phytophthora 

infestans). En este sentido, Keller et al. (1996) encontraron que, en plantas de patata 

(Solanum tuberosum cv. Datura) infectadas con el oomiceto Phytophthora infestans se 

producen cambios en el patrón de acumulación de compuestos fenólicos pertenecientes 

a la ruta de los fenilpropanoides, pudiéndose distinguir entre compuestos solubles y 

compuestos asociados a pared celular. El incremento observado en la producción de 

compuestos unidos a pared celular después de realizar la infección constituye una 

barrera química frente al patógeno, ya que se produce una disminución de la 

digestibilidad de paredes celulares. Además, los compuestos unidos a pared celular 

pueden también inhibir el crecimiento de invasores fúngicos potenciales. En este 

contexto, resulta conveniente resaltar que diversos grupos de investigación han 

observado una disminución de la actividad de enzimas degradativas de la pared celular 

cuando ésta posee un contenido elevado de compuestos fenólicos (Beimen et al., 1992; 

Kauss et al., 1993). 

Dos de los compuestos unidos a pared celular detectados en patata por Keller et 

al. (1996) han sido también detectados en tomate por Pearce et al. (1998), inducidos por 

herida en las hojas. Se trata de dos HCAAs, la p-coumaroiltiramina (p-CT) y la 

feruloiltiramina (FT). Se ha demostrado que tanto la p-CT como la FT son los 

componentes principales del anillo aromático de la suberina (Bernards et al., 1995; 
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Negrel et al., 1996), que se forma como una barrera física al avance de los patógenos en 

respuesta a herida. Hahlbrock y Scheel (1989) encontraron que la THT estaba implicada 

en reacciones de resistencia frente a ataques patogénicos en patata. Se vio además que 

los productos de la reacción catalizada por el enzima eran incorporados a la pared 

celular (Negrel y Martin, 1984; Villegas y Brodelius, 1990; Negrel et al., 1993a), 

aparentemente como parte de una barrera defensiva contra la expansión del patógeno. 

Más recientemente, Von Roepenack-Lahaye et al. (2003) han encontrado que en plantas 

de tomate Río Grande infectadas con Pseudomonas syringae pv. tomato, se produce la 

acumulación de p-cumaroiloctopamina y p-cumaroilnoradrenalina, y que la 

acumulación de dichos metabolitos estaba relacionada con un aumento en los niveles de 

expresión del gen THT.  

 

La deposición de HCAAs en la pared celular reduce la digestibilidad de la 

misma y hace más difícil la penetración de ciertos hongos en las células. La síntesis de 

HCAAs parece producirse en el citosol. Sin embargo, se conoce muy poco acerca del 

mecanismo de transporte de las mismas hasta la pared celular. En este sentido, 

McLusky y colaboradores (1999) postularon que las HCAAs son transportadas en 

vesículas específicas desde el citosol hasta la membrana plasmática donde son liberadas 

para incorporarse a la pared celular. Sobre el mecanismo de transporte subcelular de 

este tipo de metabolitos se conoce muy poco, sin embargo existen estudios (Park y 

Facchini, 2000) que implican a las glutatión S-transferasas (GSTs) como proteínas 

transportadoras de HCAAs. Además, se sabe que la incorporación de las HCAAs a la 

pared celular requiere la actividad de peroxidasas (Iiyama et al., 1994; Negrel y 

Lherminier, 1987; Negrel et al., 1996) que a su vez están reguladas por cambios 

localizados del pH celular y de los niveles de Ca2+. 

 

Por último, la obtención de plantas transgénicas que sobreexpresen alguno de los 

enzimas implicados en la ruta de biosíntesis de las HCAAs, ha resultado una importante 

herramienta para profundizar en el conocimiento del papel de estos compuestos en el 

sistema defensivo de las plantas (Facchini et al., 1999; Guillet y de Luca, 2005; Hagel y 

Facchini, 2005; Jang et al., 2004; Lee et al., 2007). Asimismo, dicha estrategia podría 

constituir un medio de obtención de plantas más resistentes frente a ataques patogénicos 

de diversa naturaleza. Lo que se ha comentado hasta ahora pone de manifiesto la 

importancia de este tipo de metabolitos secundarios, las HCAAs, dentro del marco 
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defensivo de las plantas. Sin embargo, es necesaria la realización de más trabajos de 

investigación que permitan profundizar en el conocimiento del metabolismo de dichos 

compuestos y en su modo de acción. El metabolismo de las HCCAs constituye 

actualmente una importante área de investigación y una posible diana de manipulación 

genética. 

 



II. Objetivos
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II. Objetivos. 
 

Una de las líneas de investigación del laboratorio donde se ha realizado la 

presente tesis doctoral estaba dirigida a la búsqueda de nuevas señales entre compuestos 

de naturaleza fenólica diferentes al ácido salicílico. En este marco se había producido el 

descubrimiento del ácido gentísico como nueva molécula señal, inducible por patógenos 

y con actividad inductora de proteínas PR de defensa. Después de este primer éxito nos 

planteamos proseguir la búsqueda de nuevas moléculas de naturaleza fenólica 

implicadas en la respuesta antipatogénica. 

 

Los objetivos concretos que se persiguen en el presente trabajo son los que se 

detallan a continuación: 

1. Identificación y caracterización de nuevas moléculas pertenecientes al metabolismo 

secundario acumuladas en tomate ‘Rutgers’ como consecuencia de la infección con 

Pseudomonas syringae pv. tomato. 

2. Estudio de la posible implicación del ácido salicílico y del etileno en la inducción 

patogénica de dichas moléculas y del enzima responsable de su biosíntesis. 

3. Estudio de su actividad antibacteriana y antioxidante in vitro. 

4. Obtención de plantas transgénicas que sobreexpresen el enzima responsable de la 

síntesis de dichas moléculas para el estudio de su posible papel en el marco 

defensivo de la planta. 



III. Materiales
y Métodos
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III. Materiales y métodos. 

 

III.1.- Material vegetal, condiciones de cultivo y tratamientos. 

 

Para la realización del presente trabajo se han empleado plantas de tomate 

(Solanum lycopersicum), cultivares ‘Rutgers’, UC82, Moneymaker, así como plantas de 

tomate transgénicas NahG, obtenidas a partir del cultivar Moneymaker y 

proporcionadas por el Prof. Jonathan D.G. Jones (John Innes Centre, Norwich, UK). El 

cultivar ‘Rutgers’ se caracteriza por su sensibilidad frente a ataques patogénicos de 

distinta naturaleza, y por tanto, ha sido utilizado en estudios previos sobre patogénesis 

en tomate en nuestro laboratorio (Conejero et al., 1990; Bellés et al., 1999). 

El cultivar Moneymaker ha sido utilizado por dos motivos: en primer lugar para 

comprobar si la inducción de los metabolitos observada en ‘Rutgers’ como 

consecuencia de la infección es extensible a otras variedades de tomate y, en segundo 

lugar, porque dicho cultivar ha sido empleado como fondo genético para desarrollar las 

plantas transgénicas NahG (Brading, 2000). Las plantas de tomate NahG, que se 

caracterizan por no poder acumular ácido salicílico, expresan de forma constitutiva un 

gen bacteriano que codifica el enzima salicilato hidroxilasa. Dicho enzima convierte el 

SA en catecol evitando así la acumulación de ácido salicílico (Gaffney et al., 1993; 

Delaney et al., 1994). La variedad UC82 ha sido empleada para la obtención de plantas 

transgénicas. 

Todas las plantas empleadas fueron cultivadas en invernadero a una temperatura 

que oscilaba entre los 25 y los 30ºC, con una humedad relativa entre el 50-70% y con un 

fotoperíodo de 16 h luz / 8 h oscuridad. Se preparaban en primer lugar semilleros en 

vermiculita y, aproximadamente una semana después de la siembra, las plántulas se 

transplantaban a macetas que contenían turba y vermiculita al 50%. Se transplantó una 

planta por maceta (12 cm de profundidad x 13 cm de diámetro interior). Las plantas se 

sometieron a riego a manta automatizado dos veces al día en solución de Hoagland, tal y 

como se describe en Naranjo et al. (2003). 
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Las plantas de Arabidopsis thaliana Columbia-0 fueron cultivadas en cámara 

bajo condiciones de alta intensidad lumínica (22.000 lux), con un fotoperíodo de 16 

horas de luz / 8 horas de oscuridad y 22ºC de temperatura. 

Los tratamientos con ácido salicílico (SA) se efectuaron pulverizando plantas de 

tomate ‘Rutgers’ de un mes con una solución de SA (sal sódica) a dos concentraciones 

diferentes: 1 y 5 mM, añadiendo un 0.05% de Tween 20 para facilitar el contacto de la 

disolución acuosa con la superficie foliar. Las hojas se pulverizaron hasta estar bien 

empapadas de la solución. Se recogieron muestras a diferentes horas post-tratamiento 

(hpt): 5, 24, 30, 48, y 72. 

Los tratamientos con etileno se efectuaron introduciendo plantas de tomate 

‘Rutgers’ de un mes en cajas de metacrilato con una capacidad de 125 l, en una cámara 

de cultivo a 25ºC y con fotoperíodo de 16 h luz / 8 h oscuridad. Se hizo pasar un flujo 

constante (15 l/h) de una mezcla de etileno en aire (50 μl/l) (Lynde), durante 24 horas. 

El tratamiento con aminoetoxi-vinilglicina (AVG) se efectuó pulverizando 

plantas de tomate ‘Rutgers’ de un mes con una solución de AVG 1 mM, añadiendo un 

0.05% de Tween 20 para facilitar el contacto de la disolución acuosa con la superficie 

foliar. Se realizaron dos tratamientos consecutivos, con 10 horas de diferencia entre uno 

y otro. Dos horas después del segundo tratamiento las plantas fueron inoculadas con la 

bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato, tal y como se describe en el apartado 2 del 

presente capítulo. Se recogieron muestras a diferentes tiempos post-inoculación (hpi): 5, 

17, 24, 48 y 72. 

 

III.2.- Inoculación del material vegetal y recogida de muestras. 

 

Se inocularon plantas de tomate en estado de 4-5 hojas verdaderas con la 

bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato portadora del gen de avirulencia avrPto 

(Martin et al., 1993). Las bacterias fueron crecidas durante toda la noche a 28 ºC en 

placas Petri de 20 ml que contenían medio KB (por cada 1000 ml de medio KB: 40 g de 

proteosa peptona, 20 g de glicerol, 980 ml de agua, 10 ml de K2HPO4 al 10%, y 10 ml 

de MgSO4 al 10%). A continuación se recogió una colonia aislada y se sembró en 10 ml 

de medio LB líquido (Pronadisa), dejándose en agitación a 220 rpm y a 28ºC durante 

una noche. El cultivo bacteriano resultante fue resuspendido en sulfato de magnesio 10 
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mM hasta una absorbancia final de 0.1 a 600 nm, lo que se traduce en 1 x 107 unidades 

formadoras de colonia por ml (ufc/ml). Aproximadamente 100 μl de la suspensión 

bacteriana final se infiltró en la superficie abaxial de las dos primeras hojas con una 

jeringuilla estéril de plástico en tres o cuatro zonas diferentes de cada foliolo con un 

área aproximada de 35 mm2. Los controles se infiltraron del mismo modo, con una 

solución de sulfato de magnesio 10 mM.  

 La toma de muestras del material vegetal infectado se detalla a continuación: 

 

III.2.1.- Hojas enteras. 

 Se recogieron  aproximadamente 0.5 g de hoja infectada por planta (2-3 foliolos 

infectados) y sus correspondientes controles, a diferentes tiempos después de la 

inoculación (17, 24, 30, 48 y 72 hpi). El material recogido se congeló a -80ºC hasta la 

realización de las extracciones de compuestos fenólicos y de RNA. 

 

III.2.2.- Manchas necróticas y zona alrededor de las mismas. 

 Con el fin de conocer el área de acumulación de los compuestos objeto de 

estudio, se decidió diferenciar dos zonas para la recogida de muestras: las manchas 

necróticas, que incluían el área infiltrada más 1 mm de tejido adyacente sin inocular 

(zona A, esquema 1), y el resto de la hoja donde no se había infiltrado la bacteria (Zona 

B, esquema 1). Las manchas necróticas se recortaron del resto de la hoja con ayuda de 

un bisturí y, del mismo modo que con las hojas enteras, se recogieron aproximadamente 

0.5 g por planta a diferentes tiempos después de la inoculación (17, 24, 30, 48, 72 hpi). 

Igualmente, se recogieron 0.5 g aproximadamente del área de la hoja que no había sido 

infiltrada con la bacteria. Las muestras recogidas se congelaron a –80ºC hasta la 

realización de las extracciones de compuestos fenólicos. 

 

 

 

 

 
Esquema 1. Zonas de recogida de 
muestras. Zona A, area infiltrada 
con la solución bacteriana más 1 
mm de tejido adyacente sin inocular 
Zona B, resto de la hoja.   

Zona A

Zona B
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En el caso de Arabidopsis thaliana se inocularon plantas de 1 mes con la 

bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato RpmI siguiendo el protocolo descrito para 

tomate. Los controles se infiltraron del mismo modo, con una solución de sulfato de 

magnesio 10 mM. Se recogieron las hojas infectadas y sus correspondientes controles 

24 horas después de la inoculación. 

 

III.3.- Extracción de compuestos fenólicos. 

 

III.3.1.- Compuestos fenólicos libres. 

 Cada muestra (0.5 g) se trituró en un mortero y mazo de porcelana con nitrógeno 

líquido, para facilitar su homogeneización. Una vez trituradas las muestras se 

adicionaron 1.5 ml de metanol. A continuación la mezcla se pasó a tubos Eppendorf de 

2 ml y se sometió a ultrasonidos durante 10 min. Las ondas que produce el sonicador 

ayudan a terminar de romper las células, facilitando de este modo la extracción. 

Posteriormente, las distintas muestras se centrifugaron a 14000 g durante 15 min. Se 

recogió el sobrenadante y se pasó a viales de vidrio de 4 ml. Las muestras se secaron en 

corriente de nitrógeno seco a temperatura ambiente. Una vez secas, las muestras se 

resuspendieron en 1 ml de ácido perclórico al 5% y a continuación se añadieron 2.5 ml 

de una mezcla de acetato de etilo y ciclopentano (1:1, v/v), formándose dos fases 

inmiscibles; los compuestos fenólicos de interés se encuentran en la fase orgánica 

superior que se recogió y se secó con corriente de N2 seco en las mismas condiciones 

descritas anteriormente. Las muestras secas se resuspendieron en 200 μl de metanol y se 

filtraron con ayuda de una jeringa de plástico de 1 ml a la que se le acopló un filtro de 

nylon de 13 mm y 0.45 µm de poro (Waters). De este modo, las muestras quedaron 

preparadas para el análisis por HPLC y por espectrofotometría de masas. 

 

III.3.2.- Compuestos fenólicos conjugados. 

 Los compuestos fenólicos conjugados se determinaron tras ser liberados por 

hidrólisis en diferentes condiciones. Se realizaron diferentes tipos de hidrólisis de tipo 

enzimático: con α-glucosidasa, β-glucosidasa y esterasa. La hidrólisis enzimática con 

α-glucosidasa se utiliza para detectar la presencia de compuestos conjugados en forma 
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de α-glucósidos (figura 14), la hidrólisis enzimática con β-glucosidasa se utiliza para 

detectar la presencia de compuestos fenólicos conjugados en forma de β-glucósidos 

(figura 14) y la hidrólisis enzimática con esterasa se utiliza para detectar compuestos 

fenólicos conjugados en forma de ésteres.  

Las extracciones se realizaron del mismo modo que en el apartado anterior hasta 

el momento del primer secado de las muestras en corriente de nitrógeno seco.  A 

continuación se añadió 1 ml de tampón fosfato (0.1 M, pH 6.5), 1 ml de tampón acetato 

de sodio (0.1 M, pH 4.5) o 1ml de tampón Tris-HCl (0.1 M, pH 8) con el enzima 

(Fluka) α-glucosidasa, β-glucosidasa o esterasa, respectivamente, a una concentración 

de 4 mg/ml. La mezcla se dejó a 37 ºC durante una hora. A continuación se adicionaron 

77 µl de ácido perclórico (70% v/v) para alcanzar una concentración final del 5%. 

Entonces, se realizó una extracción líquido-líquido con ciclopentano/acetato de etilo 

(1:1, v/v) y se procedió del mismo modo que en el caso de la extracción de compuestos 

fenólicos libres. 

 

H

H

H

H

H

O

O

O

N
H

C

HO
HO

OH

CH2OH

R R’

H

H

H

H

H

O

O

O

N
H

C

HO
HO

OH

CH2OH

R R’

O

O

O

H

OH

H

H

H H

HO
HO

CH2OH

R R’

N
H

C

β-glucósido

α-glucósido

Figura 14. Conjugación de compuestos fenólicos en forma de α y β glucósidos. 
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III.4.- Aislamiento y manipulación de ácidos nucleicos de plantas. 

 

III.4.1. Transformación de Escherichia coli. 

La obtención de células competentes de Escherichia coli (DH5α) se realizó con 

un tratamiento con metales divalentes y su transformación se llevó a cabo mediante un 

choque térmico a 42ºC, según el método descrito por Hanahan (1986) y modificado por 

Ausubel et al. (1995). 

 

III.4.2. Purificación de plásmidos bacterianos. 

La purificación de plásmidos de bajo número de copia (pBI) y de alto número 

de copia (pBluescript SK (+/-) y pGEM7) se realizó según los protocolos 

convencionales de lisis alcalina descritos por Ausubel et al. (1995), o según las 

instrucciones del fabricante del Kit ‘High Pure Plasmad Isolation Kit’ (Roche) en el 

caso de que las muestras fueran enviadas a secuenciar. Los clonajes y subclonajes de los 

fragmentos de DNA en estos plásmidos se realizaron mediante inserción en sitios de 

restricción concretos, según los métodos descritos por Ausubel et al. (1995) y 

Sambrook et al. (1989). 

 

III.4.3.- Aislamiento y manipulación de RNA de plantas. 

La extracción de RNA de diferentes tejidos de planta se llevó a cabo con Trizol 

(Gibco BRL Life Technologies) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para los 

análisis de transcripción reversa se utilizaron 10 μg de RNA total, cuantificado por A260.  

 

III.4.4.- Reacciones de amplificación (RT-PCR). 

Para las reacciones de transcripción reversa (RT) se partió de 10 µg de RNA 

total para un volumen final de reacción de 50 µl, utilizando oligo(dT)18 como cebador 

para copiar selectivamente mRNAs y como transcriptasa reversa la M-MLV de 

Promega. En cada reacción de PCR se emplearon: 5 µl de la reacción de RT, 1 μl de 

cada cebador, 5 µl de dNTPs 2.5mM, 5 µl de tampón de reacción 10X y 2 unidades de 
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DNA polimerasa (Netzyme NEED). Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 1 

min de desnaturalización a 94ºC, seguido de 25 ciclos de 1 min de desnaturalización a 

94ºC, 1 min de anillamiento a 55ºC y 1 min de extensión a 72ºC, terminando con un 

paso de extensión final de 5 min a 72ºC.  

Los cebadores específicos empleados para amplificar el gen hidroxicinamoil-

CoA:tiramina N-(hidroxicinamoil)transferasa (THT1-3) (Von Roepenack-Lahaye et al. 

2003) fueron los siguientes: directo (5’-ATGGCTCCTGCTCTTGAACAAG-3’) y 

reverso (5’-CTAACAGCTCCCTTTCGCCGT-3’). Los utilizados para amplificar el gen 

de la proteína ribosomal L2 (RPL2) (Fleming et al., 1993) fueron los siguientes: 

oligonucleótido directo (5’-GGTGACCGTGGTGTCTTTGC-3’) y reverso (5’-

ACCAACCTTTTGTCCAGGAGGT-3’). 

 

III.4.5. Secuenciación de DNA. 

Para la secuenciación de los diferentes clones se siguió el protocolo de los 

didesoxinucleótidos (terminadores) marcados con compuestos fluorescentes (Prober et 

al., 1987). Los productos marcados se resolvieron en un secuenciador ABI 377 (Applied 

Biosystems). Los datos proporcionados por el secuenciador se refinaron mediante el 

programa CHROMAS para la resolución de posibles indeterminaciones. 

 

III.4.6. Aplicaciones bioinformáticas. 

Los análisis de secuencia se realizaron empleando la aplicación MEGALIGN del 

la suite informática DNAstar de Lasergene. Para otras manipulaciones se emplearon 

diferentes programas instalados en máquinas locales. Se empleó el programa 

GENEDOC para realzar las zonas homólogas de los alineamientos. 

Los rastreos mediante el algoritmo BLAST de las bases de datos 

EMBL/GenBank, se efectuaron a través de los formularios en línea que se encuentran 

en la dirección de Internet del National Center for Biotechnology Information 

(Bethesda, MD; http://www.ncbi.nlm.nih.gov).  

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
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III.5.- Técnicas de análisis, síntesis, cuantificación e identificación de 

metabolitos. 
 

III.5.1.- Análisis y cuantificación de las muestras por cromatografía líquida de alta 

resolución (HPLC). 

Los análisis por HPLC de los extractos de hojas se hicieron siguiendo los 

protocolos ya descritos en Yalpani et al. (1993) y Bellés et al. (1999). De los 200 µl del 

extracto metanólico final se inyectaron 40 µl en una columna de fase reversa Symmetry 

C18 (5 µm, 4.6 x 150 mm; Waters, Mildford, MA) equilibrada con ácido acético al 1% 

(J.T. Baker). Se aplicó un gradiente de metanol (0 a 100%) durante 20 min, con un flujo 

constante de 1 ml/min, manteniendo la temperatura a 30ºC. Las HCAAs (p-

cumaroildopamina, feruloildopamina, p-cumaroiltiramina y feruloiltiramina) se 

detectaron con un detector de absorbancia Waters 486, en la banda de 280 nm, y se 

cuantificaron con el programa informático Millenium32 (Waters), utilizando HCAAs 

sintéticas como patrones.  

 

III.5.2.- Análisis de la producción de etileno mediante técnicas de cromatografía 

gaseosa. 

 La medida de la producción de etileno se realizó introduciendo 0.5 g de cada 

muestra de tejido de hoja, en viales de vidrio de 18 ml, cerrados herméticamente durante 

2 h a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se tomo 1 ml de muestra gaseosa y se 

inyectó en un cromatógrafo de gases Hewlett-Packard 4890 equipado con una columna 

TRB-1 TRACER (60 m de logitud, 0.56 mm I.D.) conectada a un detector de ionización 

de llama (FID). Las muestras quedaron registradas en un integrador Hewlett-Packard 

3395. La temperatura del horno era de 60ºC. El pico de etileno quedó registrado a 0.98 

min. La producción de etileno se calculó como la media de tres incubaciones 

independientes, y se utilizó una curva estándar de producción de etileno que relacionaba 

el área de pico con la cantidad de etileno producida (nl/g peso fresco). 
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III.5.3.- Identificación de metabolitos mediante cromatografía líquida de alta 

resolución y espectrometría de masas acoplada (HPLC-MS). 

  

La identificación de los cuatro compuestos mayoritarios detectados en extractos 

metanólicos de hojas infectadas con Pseudomonas syringae pv. tomato, se llevó a cabo 

utilizando espectrómetro de masas ZMD Micromass (Waters) de cuadrupolo equipado 

con un sistema de ionización por electro-spray (ESI-MS) directamente acoplado a un 

cromatógrafo HPLC Waters 1515 con un detector de matriz de fotodiodos (photodiode 

array detector, PAD) Waters 996 (rango entre 240 y 400 nm, resolución 1.2 nm). Los 

parámetros del espectrómetro de masas para la ionización por electro-spray positivo son 

los siguientes: voltaje capilar 2500 V, voltaje de cono 20 V, extractor 5 V, RF Lens 0.5 

V, temperatura de bloque 100ºC y temperatura de desolvatación 300ºC. El gas de 

desolvatación y de cono utilizado fue nitrógeno, con un flujo de 400 y 60 l/min, 

respectivamente. Otros parámetros del espectrómetro de masas son: resolución de masa 

mínima 13.5, resolución de masa máxima 13.5, energía de ionización 0.5, multiplicador 

650. Los datos del ratio masa/carga (m/z) se dan en un rango de 100 a 700 a 1 s por 

scan. 

De los 200 µl del extracto metanólico final se inyectaron 20 µl en una columna 

de fase reversa Symmetry C18 (5 µm, 4.6 x 150 mm; Waters, Mildford, MA) 

equilibrada con ácido acético al 1% (J.T. Baker). Se aplicó un gradiente de metanol (0 a 

100%) durante 20 min, con un flujo constante de 1 ml/min, manteniendo la temperatura 

a 30ºC. A la salida de la columna, aproximadamente en 25% del flujo se derivó al 

espectómetro de masas y el resto al PDA Waters 996. Los espectros de masas y de 

absorción al ultravioleta de los metabolitos objeto de estudio, así como de los sintéticos, 

se obtuvieron mediante el programa informático Masslynx (Waters). 

 

III.5.4- Síntesis de las HCAAs. 

 Las HCAAs estudiadas se sintetizaron químicamente en el laboratorio mediante 

la reacción de los ácidos p-cumárico y ferúlico, con tiramina y dopamina (forma 

hidroclórica), en presencia del catalizador N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC), tal y 

como se describe de forma detallada en Tanaka et al. (1989). Se mezclaron 0.5 nmol del 

correspondiente ácido y 0.65 nmol de la correspondiente amina, en 20 ml de 
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tetrahidrofurano (THF). A continuación se añadió una solución del catalizador DCC 

(0.8 nmol / 5 ml de THF). La reacción se dejó toda la noche a temperatura ambiente. 

Después de eliminar los disolventes, la reacción se solubilizó en agua y se realizó una 

extracción líquido-líquido con acetato de etilo. La fase orgánica se secó con Na2SO4 

anhidro y se evaporó hasta la obtención de un aceite viscoso. Dicho aceite se purificó 

hasta el aislamiento de la correspondiente amida, mediante una columna de silicagel 

flash 60 (Merck, 0.040-0.063 mm), utilizando como fase móvil una mezcla de 

diclorometano / acetato de etilo (1:1). 

 En la figura 15 se muestra el mecanismo de reacción correspondiente a la 

síntesis química de los metabolitos objeto de estudio. 

 

Figura 15. Mecanismo de reacción de la síntesis química de las HCAAs. Se distinguen tres fases en 
la reacción: Fase A, adición del ácido carboxílico (R1=H, ácido cumárico; R1=OCH3, ácido ferúlico) al 
átomo de carbono de la diciclohexilcarbodiimida (DCC); Fase B, ataque nucleofílico de la amina 
(R2=H, tiramina; R2=OH, dopamina) al complejo ácido carboxílico-DCC; Fase C, formación de la 
HCAA (R1=H R2=OH, p-cumaroildopamina; R1=OCH3 R2=OH, feruloildopamina; R1=H R2=H, p-
cumaroiltiramina; R1=OCH3 R2=H, feruloiltiramina) y liberación del catalizador en forma de urea. 
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III.5.5. Elaboración de curvas patrón de las HCAAs para su cuantificación. 

 Se elaboró una curva patrón de cada uno de los metabolitos identificados en el 

presente trabajo con la finalidad de cuantificar los niveles alcanzados en la planta. Para 

ello, se inyectaron en el HPLC distintas cantidades conocidas de cada una de las amidas 

sintéticas y se calculó el área de pico observado en cada caso. En la figura 16 se 

muestran las curvas patrón elaboradas para cada una de las HCAAs: en abscisas se 

representan las distintas cantidades (nmoles) del compuesto ensayado y en ordenadas el 

área (unidades de área, u.a.) del pico en el cromatograma correspondiente. De esta 

forma se obtiene una ecuación que permite relacionar área de pico con nmoles. 

Utilizando dichas ecuaciones, podemos cuantificar la acumulación de las HCAAs en 

plantas de tomate a lo largo de la infección con Pseudomonas syringae. 
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III.6.- Ensayo de actividades in vitro de las HCAAs. 

 

III.6.1.- Ensayo de la actividad antibacteriana in vitro. 

 El test de actividad antibacteriana se llevó a cabo siguiendo el método descrito 

por Cole (1994). La bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato almacenada a -80ºC en 

glicerol al 80%, fue reactivada en placas Petri de 20 ml que contenían medio KB (por 

cada 1000 ml de medio KB: 40 g de proteosa peptona, 20 g de glicerol, 980 ml de agua, 

10 ml de K2HPO4 al 10%, y 10 ml de MgSO4 al 10%). Después de incubar las placas 

durante 48 h a 28ºC, se recogió una colonia aislada y se sembró en 15 ml de medio LB 

líquido (Pronadisa), dejándose en agitación a 220 rpm y a 28ºC durante una noche. A 

continuación, se mezcló 1 ml del caldo de cultivo bacteriano con 15 ml de Plate Count 

Agar (Difco) en una placa Petri. Cuando el medio estuvo completamente solidificado, se 

colocaron, en cada placa, tres discos de papel Whatman (nº 13, 0.5 mm de diámetro) 

impregnados con diferentes concentraciones de cada HCAA disuelta en 10 μl de 

metanol. Como control negativo del experimento se utilizaron placas preparadas tal y 

como se ha descrito anteriormente, donde se colocaron discos únicamente impregnados 

con metanol. Como control positivo se utilizó el antibiótico de amplio espectro 

tetraciclina a una concentración de 10 μg / cm2. La actividad antibacteriana se 

determinó midiendo el halo de inhibición de crecimiento bacteriano alrededor del disco 

de papel y determinando la Concentración Mínima Inhibitoria (MIC) para cada amida. 

Cada ensayo se realizó por triplicado. 

 

III.6.2.- Ensayo de la actividad antioxidante in vitro. 

 La actividad antioxidante de los ácidos p-cumárico y ferúlico, de la tiramina, de 

la dopamina y de las HCAA, fue evaluada mediante el ensayo basado en la inactivación 

del radical libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) (Hirota et al., 2000), tal y 

como se describe en Alfaro et al. (2003). Se mezclaron 2 ml de una disolución etanólica 

del compuesto ensayado a diferentes concentraciones, con 1 ml de una disolución de 

DPPH 0.5 mM (disuelto en etanol) y 2 ml de acetato sódico 0.1 M (pH 5.5). Después de 

mantener la mezcla a 25ºC durante 30 min, se realizó una medida de la absorbancia a 

517 nm en un espectrofotómetro JENWAY 6305. La capacidad de inactivación del 

radical libre DPHH por parte de cada producto ensayado, se expresó como la 
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concentración de producto necesaria para reducir al 50% la absorbancia del DPPH a 517 

nm (ED50). Como control positivo se utilizó hidroxitolueno butilado (BHT). Los datos 

obtenidos representan la media de tres experimentos independientes. 

 

III.7. Obtención de plantas transgénicas. 

 

III.7.1. Obtención del cDNA del gen THT1-3 de tomate.  

 El cDNA correspondiente al gen hidroxicinamoil-CoA:tiramina N-

(hidroxicinamoil)transferasa de tomate (THT1-3) (Von Roepenack-Lahaye et al. 2003), 

se obtuvo mediante RT-PCR de plantas de tomate infectadas con la bacteria 

Pseudomonas syringae pv. tomato, utilizando como cebadores específicos los 

siguientes: 

 

El producto de PCR obtenido fue clonado en el vector pGEM-T easy y 

secuenciado, obteniendo así el plásmido denominado pGEM-THT. 

 

III.7.2. Fusión de la región directa del gen THT1-3 al promotor doble del 

CaMV35S. 

La fusión de la pauta abierta de lectura del gen THT1-3 al promotor doble 35S 

del Virus del Mosaico de la Coliflor se llevó a cabo en dos etapas. En la primera de 

ellas, se llevó a cabo la ligación de la banda correspondiente al cDNA, obtenida por 

digestión del plásmido pGEM-THT con el enzima de restricción Bam HI, a un vector 

pBlue-2X-modificado (pBluescript con una región doble del promotor del CaMV35S), 

digerido con Bam HI. La comprobación de que el cDNA se había insertado en sentido 

(+) se realizó mediante digestión con los enzimas Eco RI – Xba I obteniéndose una 

Nombre del 

cebador 
Secuencia 5’-3’ Sitio de corte Hebra 

THT1-3 Dir CCGGATCCTCTAGAATGGCTCCTGCTCTTGAACA Bam HI, Xba I Directa 

THT1-3 Rev CCGGATCCCTAACAGCTCCCTTTCGCCGT Bam HI Reversa 
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banda de  361 pb (banda Eco RI – Xba I del cDNA) y otra de 630 pb (banda Eco RI – 

Eco RI del 2XCaMV35S).  En una segunda etapa, se liberó el cassette [2XCaMV35S :: 

THT sentido (+) :: terminador del gen nos] con el enzima Hind III y se insertó  en el 

vector pBI121, obteniendo así la construcción denominada pBI::gus::35S2X::THT::nos. 

Este vector presenta el gen marcador GUS (β-glucuronidasa) bajo el control 

transcripcional del promotor constitutivo CaMV35S (Esquema 2). 

 

  

 

 

 

III.7.3. Transformación de Agrobacterium tumefaciens.  

La transformación de células competentes de Agrobacterium tumefaciens de la 

cepa C58, utilizada para transformar Arabidopsis thaliana, así como la de la cepa 

LBA4404, utilizada para transformar tomate, se llevó a cabo mediante choque térmico, 

siguiendo el método descrito por Bevan (1984). 

 

III.7.4. Transformación genética de plantas de Arabidopsis thaliana.  

La construcción correspondiente al apartado III.7.1 fue introducida en la cepa de 

Agrobacterium tumefaciens C58. La transformación genética de Arabidopsis thaliana 

con estas construcciones se llevó a cabo siguiendo el método descrito por  Bechtold et 

al. (1993), mediante el cual se sumergen las flores y botones florales en una suspensión 

de Agrobacterium tumefaciens y se realiza una infiltración a vacío. Las semillas 

obtenidas a partir de dichas flores, se siembran en medio Murashige y Skoog con 50 

mg/l de kanamicina, que permite la selección de los transformantes por su resistencia a 

este antibiótico. 

Esquema 2. Construcción pBI121::GUS::35S2X::cDNA::nos. El promotor 35S que dirige la 

expresión de la proteína GUS se encuentra en el sentido inverso al promotor doble 35S2X que 

dirige la expresión de la pauta de lectura abierta del gen THT1-3. Se señala la longitud del cassette 

Hind III. LB: borde izquierdo del plásmido binario; RB: borde derecho del plásmido binario. 

nos35S2X
AMV leader

cDNA (+)pBI121 pBI 121nos/GUS/35S
LB

nos/nptII/nos
RB

1524pb

Hind III Hind III
nos35S2X

AMV leader

cDNA (+)pBI121 pBI 121nos/GUS/35S
LB

nos/nptII/nos
RB

1524pb

Hind III Hind III
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III.7.5. Transformación genética de plantas de tomate.  

La transformación genética de tomate var. ‘UC82’ con la construcción 

pBI::gus::35S2X::cDNA::nos se llevó a cabo mediante cocultivo de explantes de 

cotiledones en Agrobacterium tumefaciens LBA4404, según el método desarrollado por 

Ellul et al. (2003). 

 

III.7.6. Estudios in situ de la actividad β-glucuronidasa. 

Para los estudios de detección in situ de la actividad β-glucuronidasa, los tejidos 

frescos fueron infiltrados a vacío durante 25 minutos en una solución conteniendo 0.5 

mg de X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil glucurónido) y 0.1% de Tritón X-100 en 

tampón fosfato 50 mM a pH 7.2, e incubados a 37ºC de 10 a 16 horas. A continuación 

se destiñeron con sucesivos lavados de etanol al 70%. 

 



IV. Resultados
y Discusión
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IV. Resultados y discusión. 

 

IV.1.- Caracterización de cuatro amidas derivadas del ácido 

hidroxicinámico en tomate ‘Rutgers’ infectado con Pseudomonas 

syringae pv. tomato. 
 

IV.1.1- La infección de plantas de tomate ‘Rutgers’ con la bacteria Pseudomonas 

syringae pv. tomato induce la acumulación de cuatro compuestos de naturaleza 

fenólica. 

 

 La inoculación de hojas de tomate ‘Rutgers’ con la bacteria Ps. syringae pv. 

tomato a una concentración de 107 unidades formadoras de colonias por mililitro 

(ufc/ml), produce una reacción necrotizante que puede considerarse como una respuesta 

hipersensible (HR-like). La infección se caracteriza por la aparición de unas manchas 

necróticas en las hojas, coincidentes con la zona inoculada. La necrotización del tejido 

foliar se produce de forma gradual y comienza a observarse cuando la zona inoculada 

toma un aspecto brillante a partir de las 17 horas post inoculación (hpi), culminando a 

las 72 hpi, momento en el cual las manchas necróticas han alcanzado un tamaño de 

aproximadamente 6 mm de diámetro y se ha producido un colapso celular total en toda 

la región inoculada (figura 17 A). Asimismo, aproximadamente a las 24 hpi, se observa 

una marcada epinastia en las hojas inoculadas, debido a la acumulación de la hormona 

etileno, como consecuencia de la infección bacteriana (figura 17 B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

17 hpi 24 hpi 48 hpi 72 hpi

A

B

17 hpi 24 hpi 48 hpi 72 hpi

A

B
Figura 17.  Plantas de tomate 
‘Rutgers’ infectadas con la bacteria 
Pseudomonas syringae pv. tomato. 
(A) Evolución de los síntomas en las 
hojas inoculadas: la necrotización del 
tejido foliar se produce de forma 
gradual, hasta alcanzar un máximo a 
las 72 hpi. (B) Efecto del etileno 
producido durante la infección: a las 
24 hpi se observa una marcada 
epinastia en las hojas inoculadas. 
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En experimentos previos realizados en nuestro laboratorio, encontramos que en 

hojas de tomate ‘Rutgers’ infectadas con la bacteria Ps.  syringae pv. tomato se produce 

la acumulación de ácido salicílico (SA) (Bellés et al., 1999), un compuesto fenólico 

fluorescente mediador de la respuesta hipersensible de las plantas frente a patógenos 

(Métraux y Raskin, 1993; Dempsey et al., 1999). Con el objetivo de encontrar otros 

metabolitos inducidos por Ps. syringae en tomate, decidimos llevar a cabo un análisis 

más general de compuestos que absorbieran en el UV, presentes en los extractos 

metanólicos de las hojas infectadas con la bacteria. La figura 18 muestra cromatogramas 

representativos de los compuestos fenólicos obtenidos de muestras de hojas infectadas 

tomadas a las 24 hpi y de hojas control (inoculadas únicamente con MgSO4 10 mM (ver 

apartado de Materiales y Métodos). Después de estudiar los espectros de absorción al 

UV mediante un detector de matriz de fotodiodos (PDA) en un rango de 240 a 400 nm, 

se seleccionó una longitud de onda de 280 nm con el fin de analizar la acumulación de 

compuestos pertenecientes a la ruta de los fenilpropanoides. En los extractos de hojas 

infectadas se detecta la acumulación de cuatro compuestos mayoritarios, numerados por 

orden de aparición en el cromatograma (1, 2, 3 y 4), con tiempos de retención de 12.5, 

12.7, 13.2 y 13.6 min, respectivamente. Como puede observarse en dicha figura, existe 

un pico adicional con tiempo de retención ligeramente inferior al del compuesto 3 

(compuesto 2’), de que hablaremos más adelante. Dichos compuestos no están presentes 

en los extractos correspondientes a hojas control (figura 18).  
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Figura 18. Análisis por HPLC de los extractos metanólicos de hojas de tomate 
‘Rutgers’. Las plantas fueron inoculadas con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato 
a una concentración de 107 ufc/ml. Se recogieron muestras a las 24 hpi y se realizó una 
extracción de compuestos fenólicos. Los extractos se analizaron por HPLC y la detección se 
realizó a 280 nm. Los picos 1, 2, 2’, 3 y 4 representan los compuestos fenólicos acumulados 
en las hojas infectadas.. Dichos compuestos no se detectan en los correspondientes controles. 
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IV.1.2.- Estudio de los espectros de masas y de absorbancia de los compuestos 1, 2, 

3 y 4 inducidos por la infección de Pseudomonas syringae pv. tomato. 

 

 Con el fin de identificar de forma precisa los compuestos correspondientes a los 

picos 1, 2, 3 y 4, los extractos metanólicos de hojas de tomate infectadas se analizaron 

mediante técnicas de cromatografía líquida de alta resolución acoplada a espectometría 

de masas (HPLC-MS) combinadas con técnicas de ionización por electro-spray (ESI). A 

continuación se explica de forma detallada la identificación de cada uno de los 

compuestos aislados. 

 

Identificación del compuesto 1.  

 

El espectro de masas obtenido mediante la técnica de ionización por electro-

spray presenta un pico molecular m/z 300 [M+H+] que se corresponde con la fórmula 

molecular C17H17O4N (figura 19 A). La molécula genera además un fragmento de masa 

molecular 147, que es coherente con la fórmula (C9H7O2
-) (figura XA). Dicho 

fragmento es característico de metabolitos que poseen en su molécula una parte 

derivada del ácido cumárico (Yoshihara et al., 1978). La parte restante de la molécula 

(C8H10O2N+) contiene un grupo hidroxilo más que la tiramina (ver compuestos 3 y 4), 

pudiendo corresponder a la fórmula molecular de la octopamina, en el caso de que el 

grupo hidroxilo se encuentre unido al carbono 7, o bien a la fórmula molecular de la 

dopamina, en el caso de que el grupo hidroxilo se encuentre unido al anillo bencénico. 

Las HCAAs que poseen octopamina en su molécula generan un fragmento característico 

de la presencia del grupo hidroxilo en posición 7 de masa molecular [M+H-H2O], y por 

tanto, deberíamos observar, en el espectro de masas del compuesto 1, un pico de 282 

unidades de masa. Basándonos en la ausencia de este pico, hemos llegado a la 

conclusión de que nos encontramos ante una molécula cuya estructura está formada por 

una parte que proviene del ácido cumárico y otra que proviene de la dopamina. La 

estructura propuesta es por tanto la de la p-cumaroildopamina (CD). En el espectro de 

masas se observa además la aparición de un pico molecular m/z de 599 [2M+H]+ que 

correspondería a un dímero de CD formado como consecuencia del método de 

ionización empleado. El espectro de absorción en el UV del compuesto 1 presenta dos 

máximos relativos (λ= 290, 306 nm), indicando la presencia de dos grupos fenólicos 

distintos. Los espectros de UV y masas presentados en la figura 19 A son idénticos a los 
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obtenidos para la CD sintetizada en el laboratorio (figura 19 B). Además, ambas 

coeluyen a un tiempo de retención de 12.5 min . 

 

Identificación del compuesto 2.  

 

El espectro de masas obtenido mediante la técnica de ionización por electro-

spray presenta un pico molecular m/z 330 [M+H+] que se corresponde con la fórmula 

molecular C18H19O5N (figura 20 A). La molécula genera, además, un fragmento de 

masa molecular 177, que es coherente con la fórmula (C10H9O3
-) (figura 20 A). Dicho 

fragmento es característico de metabolitos que poseen una parte en su molécula 

derivada del ácido ferúlico (Yoshihara et al., 1978). La parte restante de la molécula 

(C8H10O2N+) contiene, nuevamente, un grupo hidroxilo más que la tiramina (ver 

compuestos 3 y 4). Como ya hemos visto, dicha fórmula molecular puede corresponder 

a la octopamina, en el caso en que el grupo hidroxilo se encuentre unido al carbono 7, o 

a la dopamina en el caso en que el grupo hidroxilo se encuentre unido al anillo 

bencénico. Las HCAAs que poseen octopamina en su molécula generan un fragmento, 

característico de la presencia del grupo hidroxilo en posición 7, de masa molecular 

[M+H-H2O], y por tanto, en este caso, deberíamos observar en el espectro de masas del 

compuesto 2 un pico de 312 unidades de masa. Basándonos en la ausencia de este pico, 

hemos llegado a la conclusión de que nos encontramos ante una molécula cuya 

estructura está formada por una parte que proviene del ácido ferúlico y otra, que 

proviene de la dopamina. La estructura propuesta es, por tanto, la de la feruloildopamina 

(FD). En el espectro de masas se observa, además, la aparición de un pico molecular 

m/z de 659 [2M+H]+ que correspondería a un dímero de FD formado como 

consecuencia del método de ionización empleado. El espectro de absorción en el UV del 

compuesto 2 es similar al del compuesto 1, presentando nuevamente dos máximos 

relativos a 290 y 318 nm, que indican la presencia de dos grupos fenólicos distintos. Los 

espectros de UV y masas presentados en la figura 20 A son idénticos a los obtenidos 

para la FD sintetizada en el laboratorio (figura 20 B). Además, ambas coeluyen a un 

tiempo de retención de 12.5 min. 
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Identificación del compuesto 3. 

 

El espectro de masas obtenido mediante la técnica de ionización por electro-

spray presenta un pico molecular m/z 284 [M+H+] que se corresponde con la fórmula 

molecular C17H17O3N (figura 21 A). La molécula genera, además, un fragmento de 

masa molecular 147, que es coherente con la fórmula (C9H7O2
-) (figura 21 A). Como se 

ha comentado para el caso del compuesto 1, dicho fragmento es característico de 

metabolitos que poseen una parte en su molécula derivada del ácido cumárico 

(Yoshihara et al., 1978). La parte restante de la molécula (C8H10ON+) corresponde a la 

fórmula molecular de la tiramina. El espectro de absorción en el UV presenta dos 

máximos relativos a 291 y 306 nm, indicando la presencia de dos grupos fenólicos 

distintos. Por tanto, nos encontramos ante una amida derivada del ácido 

hidroxicinámico (HCAA), una molécula de naturaleza fenólica, cuya estructura está 

formada por una parte que proviene del ácido cumárico y otra parte derivada de la 

tiramina. La estructura propuesta es por tanto la de la p-cumaroiltiramina (CT) (Keller 

et al., 1996; Pearce et al., 1998; von Roepenack-Lahaye et al., 2003). En el espectro de 

masas se observa además la aparición de un pico molecular m/z de 567 [2M+H]+ que 

correspondería a un dímero de CT formado como consecuencia del método de 

ionización empleado. Los espectros de UV y masas presentados en la figura 21 A son 

idénticos a los obtenidos para la CT sintetizada en el laboratorio (figura 21 B). Además, 

ambos coeluyen a un tiempo de retención de 13.2 min. 

 

Identificación del compuesto 4. 

 

El espectro de masas obtenido mediante la técnica de ionización por electro-

spray presenta un pico molecular m/z 314 [M+H+] que se corresponde con la fórmula 

molecular C18H19O4N (figura 22 A). La molécula genera, además, un fragmento de 

masa molecular 177, que es coherente con la fórmula (C10H9O3
-) (figura 22 A). Como se 

ha comentado para el caso del compuesto 2, dicho fragmento es característico de 

metabolitos que poseen una parte en su molécula derivada del ácido ferúlico (Yoshihara 

et al., 1978). La parte restante de la molécula (C8H10ON+) corresponde a la fórmula 

molecular de la tiramina. El espectro de absorción en el UV presenta dos máximos 

relativos a 292 y 318 nm, indicando la presencia de dos grupos fenólicos distintos. Por 

tanto, nos encontramos de nuevo ante una amida derivada del ácido hidroxicinámico 
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(HCAA), una molécula de naturaleza fenólica, cuya estructura está formada en este caso 

por una parte que proviene del ácido ferúlico y otra parte derivada de la tiramina. La 

estructura propuesta es, por tanto, la de la feruloiltiramina (FT) (Keller et al., 1996; 

Negrel et al., 1996; Pearce et al., 1998). En el espectro de masas se observa, además, la 

aparición de un pico molecular m/z de 627 [2M+H]+ que correspondería a un dímero de 

FT formado como consecuencia del método de ionización empleado. Los espectros de 

UV y masas presentados en la figura 22 A son idénticos a los obtenidos para la FT 

sintetizada en el laboratorio (figura 22 B). Además, ambas coeluyen a un tiempo de 

retención de 13.5 min. 
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Figura 19. Espectros de masas y de absorción en el UV relativos al compuesto 1. (A) 
Espectro de masas obtenido mediante la técnica de ionización por electro-spray y espectro 
de absorción al UV del compuesto 1 detectado en extractos metanólicos de hojas de tomate 
‘Rutgers’ infectadas con Pseudomonas syringae pv. tomato. (B) Espectro de masas obtenido 
mediante la técnica de ionización por electro-spray y espectro de absorción al UV de la p-
cumaroildopamina sintetizada en el laboratorio. 
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Espectro de masas obtenido mediante la técnica de ionización por electro-spray y espectro 
de absorción al UV del compuesto 2 detectado en extractos metanólicos de hojas de tomate 
‘Rutgers’ infectadas con Pseudomonas syringae pv. tomato. (B) Espectro de masas obtenido 
mediante la técnica de ionización por electro-spray y espectro de absorción al UV de la 
feruloildopamina sintetizada en el laboratorio. 
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Espectro de masas obtenido mediante la técnica de ionización por electro-spray y espectro 
de absorción al UV del compuesto 3 detectado en extractos metanólicos de hojas de tomate 
‘Rutgers’ infectadas con Pseudomonas syringae pv. tomato. (B) Espectro de masas obtenido 
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Espectro de masas obtenido mediante la técnica de ionización por electro-spray y espectro 
de absorción al UV del compuesto 4 detectado en extractos metanólicos de hojas de tomate 
‘Rutgers’ infectadas con Pseudomonas syringae pv. tomato. (B) Espectro de masas obtenido 
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feruloiltiramina sintetizada en el laboratorio. 
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Nos encontramos, por tanto, ante cuatro moléculas de naturaleza fenólica, de 

estructura similar, resultado de la unión de un ácido derivado del ácido hidroxicinámico 

(ácido cumárico o ácido ferúlico) y una amina (tiramina o bien dopamina), mediante un 

enlace de tipo amida. Las HCAAs, constituyen un grupo de metabolitos secundarios de 

plantas de bajo peso molecular, que se caracterizan por la presencia de nitrógeno en su 

molécula (Facchini et al., 2002). Son numerosos los estudios que han demostrado la 

implicación de este tipo de compuestos en la defensa de las plantas frente a patógenos y 

en la respuesta a herida. La acumulación de HCAAs en respuesta a una infección se 

observó por primera vez en tubérculos de patata infectados con el hongo Phytophthora 

infestans (Clarke, 1982). A partir de entonces son numerosos los trabajos que han 

descrito la acumulación de este tipo de compuestos en respuesta a una infección, 

principalmente en la familia de las Solanáceas (Negrel et al., 1996; Pearce et al., 1998; 

Newman et al., 2001; von Roepenack-Lahaye et al., 2003). Von Roepenack-Lahaye et 

al. (2003) observaron que se producía una acumulación de p-cumaroiltiramina y p-

cumaroilnoradrenalina en plantas de tomate Río Grande infectadas con la bacteria 

Pseudomonas syringae, sin embargo, dichos autores no detectaron la acumulación de 

las HCAAs descritas en la presente tesis, lo que indica un comportamiento diferencial 

entre variedades de tomate. También en tomate se ha descrito la acumulación de p-

cumaroiltiramina y feruloiltiramina en respuesta a herida (Pearce et al., 1998). Sin 

embargo, es la primera vez que se describe la acumulación de p-cumaroildopamina y 

feruloildopamina en plantas en respuesta a una infección. Además, hemos podido 

observar la acumulación de las cuatro HCAAs descritas en el presente trabajo en otras 

variedades de tomate (Ailsa Craig, Moneymaker y UC82) en respuesta a Ps. syringae, 

de forma similar a como ocurre en Rutgers. 

 Como ya se ha comentado, en el cromatograma de la figura 18, se observa la 

aparición de un pico adicional (compuesto 2’) con un tiempo de retención ligeramente 

inferior al de la p-cumaroiltiramina (compuesto 3). En la naturaleza, la forma más 

abundante de los ácidos derivados del ácido hidroxicinámico (ácido cumárico, ferúlico, 

cafeico y sinápico) es la trans. Consistentemente con este hecho, en el presente trabajo 

se ha encontrado que los ácidos componentes (ferúlico y cumárico) de las HCAAs 

identificadas están también en su forma trans. Sin embargo, durante el proceso de 

extracción de compuestos fenólicos de plantas, la luz puede isomerizar parte de estas 

formas trans a formas cis (Towers, 1984). En un cromatograma, el tiempo de retención 

de la forma cis de cualquiera de estas amidas es un poco inferior al de la forma trans 
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correspondiente. Sin embargo, las formas cis y trans presentan idénticos espectros de 

masas y de absorción al UV. En un principio, puesto que el tiempo de retención del 

compuesto 2’ era ligeramente inferior al del compuesto 3, pensamos que dicho 

compuesto 2’ podría ser el isómero cis de la p-cumaroiltiramina (compuesto 3). Dicha 

hipótesis se descartó al observar que su espectro de absorción en el UV era diferente al 

de cada uno de los compuestos estudiados. Se trata, por tanto, de un compuesto fenólico 

diferente a los cuatro anteriormente descritos, que no hemos podido identificar hasta el 

momento. 

 

IV.1.3.- Acumulación de las HCAAs en tomate infectado con Pseudomonas 

syringae pv. tomato. 

 

 Con el fin de estudiar el perfil de acumulación de las cuatro HCAAs 

caracterizadas, se realizó una extracción de compuestos fenólicos de las hojas infectadas 

a diferentes tiempos post inoculación (17, 24, 48 y 72 horas post inoculación, hpi). Los 

extractos metanólicos de las hojas infectadas fueron analizados por HPLC con el fin de 

determinar no sólo el perfil de acumulación de las amidas, sino también los niveles 

alcanzados en la planta. Para cuantificar los niveles se utilizaron las curvas patrón 

elaboradas para cada compuesto, tal y como se describe en el apartado de Materiales y 

Métodos. 

La figura 23 muestra los resultados obtenidos del análisis de la acumulación de 

las cuatro HCAAs en hojas de tomate infectadas con la bacteria Pseudomonas syringae 

pv. tomato durante las 72 horas posteriores a la inoculación (hpi). Como puede 

observarse en dicha figura, los patrones de acumulación de CD y CT son bastante 

similares entre sí. Los niveles de ambos compuestos alcanzan un máximo relativo a las 

24 hpi y luego vuelven a crecer. Los otros dos metabolitos, FD y FT alcanzan un 

máximo en sus niveles de acumulación a las 24 hpi, decreciendo posteriormente. De las 

cuatro amidas la FD es la que alcanza los niveles más elevados (46 nmol/g de peso 

fresco a las 24 hpi), y la CD la que se acumula en menor medida (1.7 nmol/g de peso 

fresco a las 24 hpi). 

Con objeto de localizar la acumulación de las cuatro HCAAs detectadas, se 

compararon sus niveles en dos zonas de las hojas infectadas: las manchas necróticas, 

que incluían el área infiltrada más 1 mm de tejido adyacente sin inocular (zona A, figura 

24), y el resto de la hoja donde no se había infiltrado la bacteria (Zona B, figura 24). 
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Como puede apreciarse en la figura 24 la acumulación de los metabolitos detectados se 

da fundamentalmente en la zona A, en la zona B la acumulación de dichos compuestos 

es muy baja a pesar de que los niveles bacterianos son apreciables. Estos resultados son 

similares a los obtenidos por Pearce et al. (1998) y Guillet y De Luca (2005) en hojas de 

tomate o de tabaco heridas, respectivamente. Asimismo, también se realizaron 

extracciones de hojas distintas a las infectadas (hojas sistémicas), no detectándose 

acumulación de estos compuestos en dichas hojas, lo que indica que éstos no se inducen 

sistémicamente. 
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Figura 23. Patrón de acumulación de p-cumaroildopamina (CD), feruloildopamina (FD), 
p-cumaroiltiramina (CT) y feruloiltiramina (FT) en tomate ‘Rutgers’ infectado con 
Pseudomonas syringae. La figura muestra la acumulación de las cuatro HCAAs durante las 72 
horas posteriores a la inoculación. 
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Figura 24. Niveles de acumulación de las cuatro HCAAs en distintas zonas de las hojas 
de tomate ‘Rutgers’ infectadas con la bacteria Pseudomonas syringae. La zona A 
representa el área infiltrada con la bacteria más 1mm del tejido adyacente sin inocular. La 
zona B representa el resto de la hoja donde no se ha infiltrado la bacteria. Las cuatro HCAAs 
se acumulan principalmente en el área infiltrada (zona A). CD, p-cumaroildopamina; FD, 
feruloildopamina; CT, p-cumaroiltiramina; FT, feruloiltiramina. 
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Normalmente, los compuestos fenólicos inducidos en la planta en respuesta a 

una infección se encuentran, parte en forma libre y parte conjugados con azúcares en 

forma de α ó β-glucósidos. Así, se ha encontrado que la mayor parte del SA extraído en 

tomate o en tabaco, se encuentra conjugado con la glucosa en forma de enlace O-

glucosídico en posición β. Otro de los compuestos fenólicos descrito en nuestro 

laboratorio como implicado en la respuesta a patógenos, el ácido gentísico (GA) (Bellés 

et al., 1999), en cambio, está conjugado en forma de xilósido (Fayos et al., 2006). La 

conjugación a un azúcar constituye una forma de almacenamiento (Harborne 1980) y la 

hidrólisis de las formas conjugadas proporciona una fuente de HCAAs en forma libre, 

como alternativa a su biosíntesis. Con el fin de comprobar si nuestras HCAAs se 

encontraban conjugadas a azúcares en forma de α ó β-glucósidos, realizamos una 

hidrólisis con α ó β-glucosidasa respectivamente, de los extractos metanólicos de las 

hojas de tomate infectadas. Después de la hidrólisis, no se produjo ninguna alteración 

detectable en el nivel de los referidos compuestos. Para descartar la posibilidad de que 

estos compuestos estuvieran conjugados en forma de ésteres, se hizo una hidrólisis con 

esterasa, que tampoco produjo aumento en los niveles de amidas libres. Todo ello indica 

que los compuestos estudiados se encuentran en forma libre y no se acumulan 

conjugados a azúcares. Newman et al. (2001) obtuvieron resultados similares para el 

caso de la CT y de la FT en hojas de pimiento infectadas con la bacteria Xanthomonas 

campestris.  

Los niveles de acumulación de las cuatro amidas en hojas de tomate ‘Rutgers’ 

infectadas con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato son comparables a los 

observados para FT y CT en hojas de pepino infectadas con Xanthomonas campestris 

(Newman et al., 2001) y en patata infectada con en hongo Phytophthora infestans. 

También a los de p-cumaroilnoradrenalina y p-cumaroiloctopamina en hojas de tomate 

Río Grande infectadas con Pseudomonas syringae (Von Roepenack-Lahaye et al., 

2003). Además, el hecho de que estos compuestos se acumulen principalmente en la 

zona infectada, es consistente con la idea de que pudieran ser tóxicos per se para el 

patógeno (Pearce et al., 1998). El hecho de que no se hayan encontrado conjugados a 

pared celular, sino en forma libre, apoya dicha hipótesis.  

 Recientemente, Niehl et al. (2006), después de estudiar la interacción compatible 

necrotizante entre Solanum tuberosum y el virus X de la patata (PVX), hipotetizaron que 

tanto la tiramina como la dopamina (ambas fuertemente inducidas durante la infección), 

podrían contribuir a la respuesta defensiva de las plantas formando amidas derivadas del 
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ácido hidroxicinámico, lo que contribuiría a estabilizar y reforzar la pared celular. Sin 

embargo, dichos autores no fueron capaces de detectar en el material vegetal infectado, 

la presencia de HCAAs derivadas de la tiramina o de la dopamina. En la presente tesis 

doctoral, hemos detectado dichas amidas en plantas de tomate infectadas con un 

patógeno que produce una infección necrotizante. Los resultados presentados extienden 

la acumulación de HCAAs a nuevos sistemas planta-patógeno, además de los ya 

descritos por otros autores (Newman et al., 2001; Von Roepenack-Lahaye et al., 2003), 

y lo que es más importante: aporta dos nuevos componentes (la p-cumaroildopamina y 

la feruloildopamina) pertenecientes a este grupo de metabolitos secundarios de plantas. 

 

IV.2.- La inducción de la tiramina hidroxicinamoil transferasa (THT) 

precede a la acumulación de CD, FD, CT y FT. 
 

El isoenzima THT1-3 es el responsable de la síntesis de las HCAAs (Von 

Roepenack-Lahaye et al., 2003). Con el fin de comprobar si la acumulación de las 

HCAAs observada en el presente trabajo podía deberse a la inducción de dicho 

isoenzima, se estudió la evolución del mRNA correspondiente. Para ello, se hizo un 

seguimiento mediante, aislamiento de RNA total y posterior RT-PCR, a las 5, 17, 24, y 

48 horas posteriores a la inoculación. El RNA transcrito comienza a acumularse a las 5 

hpi, detectándose los niveles máximos a las 24 hpi, para disminuir posteriormente 

(figura 25). Las hojas control no muestran alteración alguna en los niveles del gen. La 

comparación entre los patrones de acumulación de las HCAAs (figura 23) y del gen 

THT (figura 25), nos permite asociar la producción de las amidas con los cambios en los 

niveles de transcripción de la THT. En apoyo a esta idea, es pertinente resaltar que el 

aumento de los niveles de expresión del gen THT es anterior al incremento en los 

niveles de producción de las HCAAs. Estos resultados sugieren que la activación de la 

expresión del gen THT contribuye a incrementar los niveles de acumulación de las 

cuatro amidas (CD, FD, CT y FT), de forma similar a como ya había sido descrito por 

otros autores en otras interacciones planta-patógeno (Newman et al., 2001; Von 

Roepenack-Lahaye et al., 2003). El patrón de acumulación del gen THT observado en 

‘Rutgers’ es similar al descrito por Von Roepenack-Lahaye et al. (2003) en tomate Río 

Grande infectado con Pseudomonas syringae, y es también comparable con el 

observado en cultivos celulares de patata tratadas con elicitores de la bacteria 
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Pseudomonas infestans (Schmidt et al., 1999) y en pimiento infectado con 

Xanthomonas campestris (Newman et al., 2001). 

0 5 17 24 17548 4824

Ps. syringae Control

THT

Figura 25. Patrón de acumulación de THT. La figura muestra los niveles de 
expresión del mRNA del isoenzima THT1-3 en hojas de tomate infectadas con la 
bacteria Ps. syringae, a diferentes tiempos post inoculación (5, 17, 24 y 48 hpi), 
mediante análisis por RT-PCR. El panel inferior representa el RNA extraído de las 
muestras analizadas, utilizado como control de carga. 
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IV.3.- Estudio de la posible implicación del ácido salicílico (SA) y del 

etileno (ET) en la inducción patogénica de las HCAAs. 
 

IV.3.1.-La activación de la síntesis de las HCAAs sigue una vía independiente de 

SA. 

 

La función fisiológica mejor caracterizada del ácido salicílico (SA) es la de la 

activación de programas de defensa inducibles, confiriendo a la planta resistencia frente 

a patógenos (Métraux y Raskin, 1993; Dempsey et al., 1999; Álvarez, 2000). En nuestro 

laboratorio, hemos comprobado que la infección de tomate con Pseudomonas syringae 

pv. tomato produce un rápido incremento en los niveles de SA (Bellés et al., 1999). Con 

el fin de verificar la posible mediación del SA en la inducción de las HCAAs, se 

utilizaron plantas NahG. Las plantas de tomate NahG son plantas transgénicas que no 

pueden acumular SA porque sobreexpresan el gen bacteriano que codifica la salicilato 

hidroxilasa, enzima que transforma el ácido salicílico en catecol (Brading et al., 2000). 

De igual modo a como habíamos hecho en plantas de tomate ‘Rutgers’, plantas de 

tomate NahG fueron infectadas con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato, tal y 

como se describe en el apartado Materiales y Métodos. La figura 26 A representa la 

acumulación de HCAAs en hojas infectadas de las plantas NahG a las 24 y 48 horas 

post inoculación (hpi), el nivel de esas HCAAs en los controles no infectados es 

indetectable. Para asegurarnos de que el SA no se acumulaba en las plantas NahG 

durante la infección bacteriana, se midió el nivel de SA acumulado en las hojas de 

tomate NahG infectadas. Como era de esperar no se observó acumulación de SA (figura 

26 B), al contrario de lo que sucede en plantas Moneymaker infectadas, que fueron 

utilizadas como control (figura 26 C). Los niveles de HCAAs alcanzados en las plantas 

NahG infectadas son del mismo orden que los observados en tomate ‘Rutgers’. Estos 

resultados indican que la acumulación de las cuatro HCAAs objeto de estudio, es 

independiente del ácido salicílico, señal intermediaria de la respuesta defensiva de 

tomate frente a Pseudomonas syringae pv. tomato. En cambio, existen metabolitos 

secundarios de respuesta a patógenos cuya inducción si depende de SA, como es el caso 

de la camalexina en plantas de Arabidopsis thaliana (Nawrath y Métraux, 1999). 

Con el fin de proporcionar una base experimental más sólida a la idea anterior, 

se estudió el efecto de un tratamiento exógeno con SA, tal y como se describe en el 
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apartado de Materiales y Métodos. No detectamos acumulación de HCAAs en las hojas 

tratadas con SA, a pesar de que el tratamiento se realizó a una concentración de SA 

capaz de activar programas de defensa en tomate (Van Kan et al., 1995; Bellés et al., 

1999).  

Figura 26. Análisis de compuestos fenólicos en plantas de tomate NahG infectadas con la bacteria 
Pseudomonas syringae pv. tomato. (A) Acumulación de p-cumaroildopamina (CD), feruloildopamina 
(FD), p-cumaroiltiramina (CT) y feruloiltiramina (FT) en extractos metanólicos de muestras hojas de 
tomate NahG infectadas con Pseudomonas syringae pv. tomato, tomadas a las 24 y 48 horas post 
inoculación (hpi). Los niveles de HCAAs en las plantas control no infectadas son indetectables. (B) 
Acumulación de ácido salicílico en extractos metanólicos de muestras de hojas de tomate NahG infectadas 
con Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst), tomadas a las 24 y 40 hpi. (C) Acumulación de ácido 
salicílico en extractos metanólicos de muestras de hojas de tomate Moneymaker infectadas con 
Pseudomonas syringae pv. tomato, tomadas a las 24 y 40 hpi. 

24 24 40 40 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

hpi

µg
/g

 p
es

o 
fr

es
co

Pst
Control

B C

24 48

A

nm
ol

/g
 p

es
o 

fr
es

co

0

10

20

30

CD
FD
CT
FT

hpi



  Resultados y Discusión 

  85 

IV.3.2.- El etileno es esencial para la inducción de la expresión del gen THT y para 

la acumulación de las HCAAs. 

 

 El etileno es una hormona vegetal que juega un papel muy importante en la 

señalización de la respuesta defensiva de las plantas (Van Loon et al. 2006a). Sin 

embargo, el papel que desempeña dicha hormona en la defensa frente a patógenos no se 

conoce bien: en algunos casos se ha creído que estaba relacionado con la inducción de 

fitoalexinas (Boller, 1990), mientras que en algunas interacciones planta-patógeno no 

parecía estar implicado en dicha inducción (Boller, 1990; Reinhardt et al., 1991).  

En estudios previos sobre la interacción entre tomate ‘Rutgers’ y Ps. syringae, se 

ha demostrado que la infección de las hojas de tomate con dicho patógeno provocaba la 

síntesis de etileno. Por tanto, con el fin de establecer la posible relación del incremento 

del nivel de etileno producido en tomate como consecuencia de la infección con 

Pseudomonas syringae pv. tomato con la activación de la expresión del gen THT y la 

acumulación de CD, FD, CT y FT, se realizó un tratamiento con aminoetoxivinilglicina 

(AVG), un inhibidor de la síntesis de etileno (Adams y Yang 1979), en lugar de utilizar 

mutantes de tomate PTOM 13 afectados en la producción de etileno. Ello se debe a que 

hemos comprobado que la inhibición de la producción de etileno por el tratamiento con 

AVG es mucho mayor a la observada en PTOM 13. El tratamiento y la posterior 

infección se llevó a cabo tal y como se describe en el apartado de Materiales y Métodos. 

Posteriormente se analizó la producción de etileno, la expresión de THT, y la 

acumulación de las HCAAs, a lo largo de la infección, comparando los resultados entre 

plantas tratadas y plantas no tratadas con AVG. La figura 27 A muestra el patrón de 

acumulación del etileno en hojas de tomate infectadas con la bacteria Pseudomonas 

syringae pv. tomato. Dicha inducción es similar a la encontrada por Ciardi et al. (2000) 

en hojas de tomate infectadas con Xanthomonas campestris. La síntesis de etileno 

comienza a observarse a partir de las 5 horas post inoculación, alcanzando su máximo a 

las 17 hpi, para descender después a unos niveles similares a los alcanzados a las 5hpi. 

La producción de etileno en las hojas no inoculadas no experimentó ningún incremento 

a lo largo de toda la infección. Asimismo, la aplicación exógena de AVG 1mM inhibió 

el aumento en la producción de etileno que se observaba a las 17 hpi en las hojas 

infectadas y a lo largo de toda la infección. Además el tratamiento con AVG también 

produjo una reducción en los niveles de expresión (mRNA) del gen THT, tal y como se 

muestra en la figura 27 B, así como un marcado descenso en la acumulación de CD, FD, 
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CT y FT, a las 24 y 48 hpi (figura 27 C). Dicho descenso fue mayor en el caso de CT y 

FT, tanto a las 24 como a las 48 hpi. No se observó ningún descenso en los niveles de 

acumulación de las HCAAs a las 5 y 17 hpi (resultados no mostrados), probablemente 

debido a que el efecto del AVG en la expresión de THT es todavía muy bajo para poder 

apreciar efecto alguno en la síntesis de las amidas.  

Estos resultados sugieren que, el etileno generado como consecuencia de la 

infección con Pseudomonas syringae, es necesario para la inducción de la expresión del 

gen THT, y para la acumulación de las HCAAs. Asimismo, corroboran la idea de la 

importancia atribuida al etileno en la señalización de la respuesta defensiva de tomate 

(Díaz et al., 2002; Conejero et al., 1990; Lund et al., 1998). 
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Figura 27. Efecto del AVG en la acumulación de p-cumaroildopamina (CD), feruloildopamina (FD), 
p-cumaroiltiramina (CT) y feruloiltiramina (FT) y del transcrito THT, en plantas de tomate ‘Rutgers’ 
infectadas con Pseudomonas syringae pv. tomato. (A) Estudio comparativo de la acumulación de etileno 
inducido por la infección con Pseudomonas syringae en plantas de tomate tratadas y no tratadas con AVG. 
El tratamiento con AVG inhibe el aumento en la producción de etileno observado a las 17 hpi en las hojas 
infectadas. (B) Análisis de los niveles de expresión del transcrito THT en hojas de tomate infectadas. (C) 
Acumulación de CD, FD, CT y FT en las 24 y 48 horas siguientes a la infección en plantas tratadas y no 
tratadas con AVG. El tratamiento con AVG reduce significativamente los niveles de acumulación de las 
cuatro amidas inducidas durante la infección bacteriana.  
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Los experimentos con AVG demuestran que el aumento de etileno asociado a la 

infección patogénica es necesario para la inducción, tanto de la THT como de las 

HCAAs. Con objeto de ver si, además, dicha señal era suficiente, plantas de tomate 

‘Rutgers’ fueron sometidas a un tratamiento con etileno (50 μl/l), tal y como se indica 

en el apartado de Materiales y Métodos. En la figura 28A puede observarse como un 

tratamiento exógeno con etileno en plantas de tomate ‘Rutgers’ produce la acumulación 

de las cuatro HCAAs. Este resultado es coherente con el aumento en los niveles de 

expresión del gen THT como consecuencia del tratamiento (figura 28 B), siendo este 

incremento comparable con el observado en plantas de tomate infectadas con 

Pseudomonas syringae. Es la primera vez que se asocia una señal de etileno a la 

expresión del mRNA de la THT y a la acumulación de HCAAs. 
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Figura 28. Efecto del tratamiento con etileno en la inducción del 
mRNA de la THT y la acumulación de p-cumaroildopamina (CD), 
feruloildopamina (FD), p-cumaroiltiramina (CT) y feruloiltiramina 
(FT), en plantas de tomate ‘Rutgers’. (A) Análisis mediante HPLC de 
los extractos metanólicos de hojas de tomate tratadas con etileno (50 μl/l) 
durante 24 horas. (B) Análisis mediante RT-PCR de la expresión del 
transcrito de THT (mRNA) en hojas de tomate ‘Rutgers’ tratadas con 
etileno (50 μl/l) (ET), comparadas con el control (C). El panel inferior 
representa el RNA extraído de las muestras analizadas, utilizado como 
control de carga. 
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IV.4.- CD y FD poseen actividad antioxidante. 
 

En plantas, la presencia de metabolitos con propiedades antioxidantes podría 

impedir la acumulación de especies reactivas de oxígeno producidas como consecuencia 

de la infección patogénica (Matamoros et al., 2003). En este sentido, Niggeweg et al. 

(2004) demostraron que plantas transgénicas de tomate, capaces de acumular altos 

niveles de ácido clorogénico, poseían una mayor capacidad antioxidante y eran más 

resistentes a una infección bacteriana. Estudios previos han demostrado que los ácidos 

derivados del ácido hidroxicinámico son potentes antioxidantes naturales (Kikuzaki et 

al., 2002; Cos et al., 2002; Zhang et al., 1996). Hasta el momento no se ha investigado 

esta actividad antioxidante en HCAAs derivadas de la tiramina y de la dopamina. En el 

presente trabajo, se ha estudiado la actividad antioxidante de las HCAAs y de sus 

precursores (los ácidos p-cumárico y ferúlico, la tiramina, y la dopamina). Dicha 

actividad fue evaluada mediante el ensayo basado en la inactivación del radical libre 

estable 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) (Hirota et al., 2000). Los resultados 

presentados en la tabla 2 muestran que la CD y la FD poseen una fuerte actividad 

antioxidante frente al radical DPPH, comparable a la del control positivo utilizado BHT. 

La actividad antioxidante de las HCAAs derivadas de la tiramina (CT y FT) fue 

significativamente menor que la obtenida en el caso de las amidas derivadas de la 

dopamina (CD y FD). Este resultado es coherente con la actividad antioxidante 

observada para la dopamina y la tiramina. En efecto, la capacidad de inactivación del 

radical libre DPPH de la dopamina es mucho mayor que la de la tiramina. Tal y como 

sugirieron Cos et al. (2002), nuestros resultados confirman que la presencia de 

dopamina es crucial en la inactivación del DPPH.  
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IV.5.- CD y FD poseen actividad antibacteriana. 
 

La actividad antifúngica y antibacteriana está muy extendida en los compuestos 

fenólicos sintetizados por las plantas en respuesta a una infección (Dixon 2001). Sin 

embargo, son pocos los estudios realizados sobre dicha actividad en HCAAs 

(Grandmaison et al., (1993); McLusky et al., 1999; Newman et al., 2001; von 

Roepenack-Lahaye et al., 2003). En la presente tesis doctoral, se ha estudiado la 

actividad antibacteriana in vitro de la p-cumaroiltiramina, la feruloiltiramina, la p-

cumaroildopamina y la feruloildopamina. Hemos observado que estas dos últimas 

muestran una notable actividad antibacteriana in vitro frente a Pseudomonas syringae 

pv. tomato (figura 29 A y B). Este resultado sugiere que estas dos nuevas HCAAs 

podrían estar actuando directamente como agentes antimicrobianos en tomate durante la 

infección con Pseudomonas syringae pv. tomato. Sorprendentemente, en el caso de la 

CT y la FT no hemos sido capaces de encontrar un efecto significativo. Este resultado 

contrasta con el obtenido por Newman et al. (2001) para Xanthomonas campestris pv. 

campestris. Sin embargo, otros autores como Grandmaison et al., (1993) y McLusky et 

al. (1999), tampoco encontraron evidencias concluyentes de la acción antimicrobiana de 

CT y FT contra hongos. Los primeros observaron que CT y FT reducían el desarrollo de 

vesículas arbusculares en micorrizas, mientras que los segundos, no pudieron atribuir 

Compuesto ED50 (μM) 
p-cumaroildopamina 56.37 ± 0.01 
feruloildopamina 77.96 ± 0.03 
p-cumaroiltiramina >200 
feruloiltiramina 150.15 ± 0.1 
ácido p-cumárico >200 
ácido ferúlico 47.18 ± 0.01 
dopamina  11.30 ± 0.01 
tiramina >200 
BHT 61.13 ± 0.02 

Tabla 2. Cuantificación de la capacidad antioxidante in vitro de p-cumaroildopamina (CD), 
feruloildopamina (FD), p-cumaroiltiramina (CT) y feruloiltiramina (FT), y de sus 
precursores (ácidos cumárico y ferúlico, tiramina y dopamina). Los valores de la tabla 
representan la concentración necesaria de producto para reducir a la mitad la absorbancia del 
DPPH. Como control del experimento se utilizó el antioxidante comercial BHT. 
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una actividad antifúngica a la CT y a la FT contra Botrytis alli y contra Botrytis cinerea. 

Otras HCAAs han mostrado una importante actividad antimicrobiana contra bacterias, 

como por ejemplo la p-cumaroilnoradrenalina (von Roepenack-Lahaye et al., 2003), y 

también contra hongos, como por ejemplo la β-feniletilamina serotonina, 3-(2-

aminoetil)-5-hydroxiindol (Tanaka et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Ensayo de la actividad antibacteriana de p-
cumaroildopamina (CD), feruloildopamina (FD), p-cumaroiltiramina 
(CT) y feruloiltiramina (FT). (A) Cuantificación de la actividad 
antibacteriana como concentración mínima inhibitoria (MIC, Minimal 
Inhibiory Concentration). (B) Halo de inhibición del crecimiento 
bacteriano alrededor de los discos impregnados con los productos 
ensayados. C+ representa un disco impregnado con tetraciclina. C- 
representa un disco impregnado únicamente con metanol. 
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Compuesto MIC (μg/μl) 
p-cumaroildopamina 5 
feruloildopamina 5 
p-cumaroiltiramina >40 
feruloiltiramina >40 
tetraciclina 1,2 x 10-3 
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IV.6.- Sobreexpresión del gen de la tiramina hidroxicinamoil transferasa 

(THT) en plantas transgénicas. 
 

Para los estudios sobre el posible papel tanto de las HCAAs como de la THT en 

la interacción patógeno-planta, un paso crítico es la obtención de plantas transgénicas 

que sobreexpresen o en las que se silencie el gen correspondiente a dicho enzima. En 

este sentido, la generación de plantas transgénicas que sobreexpresan THT es una 

herramienta que algunos autores han utilizado en otras especies para poder estudiar in 

vivo la función defensiva de dicha proteína así como de los metabolitos sintetizados por 

la misma (Hagel y Facchini, 2005; Lee et al., 2007). 

 

IV.6.1.- Arabidopsis thaliana como sistema modelo para la sobreexpresión de la 

THT. 

 

IV.6.1.1.- Obtención de plantas transgénicas. 

 

En una primera aproximación a la obtención de plantas transgénicas con la THT 

modificada, hemos utilizado el sistema modelo Arabidopsis thaliana, más fácilmente 

transformable que el tomate. El estudio comparativo de secuencias de tomate y 

Arabidopsis thaliana, nos ha permitido encontrar dos genes en Arabidopsis (At2g39030 

y At2g39020) que podrían desempeñar una posible función THT. Con el fin de analizar 

si el comportamiento de dichos genes en Arabidopsis era similar al observado para el 

gen THT1-3 de tomate, se estudió la inducción del mRNA correspondiente a uno de 

ellos, At2g39030, en hojas de plantas de Arabidopsis thaliana infectadas con la bacteria 

Pseudomonas syringae pv. tomato RpmI. Para ello, se hizo un aislamiento de RNA total 

y posterior RT-PCR, a las 24 horas posteriores a la inoculación (hpi) (figura 30). 
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La inducción de At2g39030 observada a las 24 hpi en plantas de Arabidopsis 

infectadas con Pseudomonas syringae, es similar a la inducción de THT1-3 observada a 

las 24 hpi en plantas de tomate infectadas con esta misma bacteria (figura 25). A la vista 

de estos resultados, Arabidopsis thaliana nos pareció un sistema adecuado para poder 

estudiar in vivo la posible función defensiva de la proteína THT1-3 de tomate. Para ello, 

se generaron plantas transgénicas de Arabidopsis que la sobreexpresaran. La secuencia 

de cDNA del gen fue insertada en sentido directo en el plásmido binario pBI121::gus 

bajo el control transcripcional del promotor 35S2X del virus del mosaico de la coliflor y 

con la señal de poliadenilación del gen de la nopalina sintasa. Se llevó a cabo la 

transformación genética de plantas de Arabidopsis de la variedad Columbia 0 con esta 

construcción. Como resultado de la transformación se obtuvieron 5 líneas de 

Arabidopsis resistentes a kanamicina (líneas nº 1, 2, 4, 5 y 6). Se realizó la detección de 

la actividad β-glucuronidasa in situ en estas líneas y se observó dicha actividad en todas 

ellas. Para comprobar que el transgen se estaba sobreexpresando se realizó una 

purificación de RNA total y una posterior RT-PCR para cada una de las líneas (figura 

31). Como puede verse en la figura 31 todas las líneas analizadas mostraron expresión 

constitutiva del gen THT1-3. 

 

 

Figura 30. Acumulación de At2g39030 en hojas de Arabidopsis infectadas con 
la bacteria Pseudomonas. syringae. La figura muestra los niveles de expresión 
del mRNA del gen At2g39030 en hojas infectadas (Psd) y en hojas control no 
infectadas, a las 24 horas posteriores a la inoculación. El panel inferior representa 
el RNA extraído de las muestras analizadas, utilizado como control de carga. 
La fotografía de la izquierda representa dos hojas infectadas. 
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IV.6.1.2.- Estudio de la acumulación de HCAAs en plantas 35S2X::THT::nos 

de Arabidopsis thaliana. 

 

Con la finalidad de comprobar si las líneas transgénicas de Arabidopsis thaliana 

que sobreexpresan la THT1-3 de tomate acumulan de forma diferencial metabolitos 

relacionados con la actividad de dicho enzima (amidas derivadas del ácido 

hidroxicinámico, HCAAs), se llevó a cabo el análisis de los niveles de acumulación de 

compuestos fenólicos en las cinco líneas transgénicas obtenidas. Para ello se realizó una 

extracción metanólica de compuestos fenólicos de las hojas de las plantas transgénicas y 

de sus correspondientes controles, tal y como se describe en el apartado de Materiales y 

Métodos. Los extractos fueron analizados mediante HPLC-MS. En las cinco líneas 

analizadas se produce la acumulación de un pico diferencial con un tiempo de retención 

de 10.5 min y cuya masa molecular es de 343 unidades. En la figura 32 se muestra 

acumulación en una de las líneas (línea 5) comparada con una línea no transgénica 

(control). Sin embargo, no hemos encontrado acumulación de las HCAAs identificadas 

y caracterizadas en la presente tesis doctoral en ninguna de las líneas transgénicas 

obtenidas. Este resultado puede explicarse si se tiene en cuenta el hecho de que en 

Arabidopsis thaliana son muy abundantes los fenilpropanoides derivados del ácido 

sinápico, por ejemplo el sinapoilmalato (figura 32) (Hagemeier et al., 2001). Los ácidos 

C 1 2 4 5 6

THT1.3

Figura 31. Acumulación del mRNA del isoenzima THT1-3 en las líneas 
transgénicas de Arabidopsis 1, 2, 3, 4 y 5. Análisis mediante RT-PCR de la 
expresión del transcrito de THT (mRNA) en hojas de las cinco líneas transgénicas 
comparadas con el control (C). El panel inferior representa el RNA extraído de las 
muestras analizadas, utilizado como control de carga. 
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p-cumárico y ferúlico son precursores biosintéticos del ácido sinápico (Hoffman et al., 

2004) y, por tanto, la proteína sobreexpresada podría no encontrar en Arabidopsis los 

sustratos que emplea en tomate (ácidos p-cumárico y ferúlico) para sintetizar la HCAAs 

objeto de estudio, ya que éstos estarían siendo consumidos en la ruta del ácido sinápico. 

Se sabe que las THTs caracterizadas hasta el momento en tabaco (Farmer et al., 1999), 

en patata (Schmidt et al., 1999), en pimiento (Back et al., 2001) y en tomate (von 

Roepenack-Lahaye et al., 2003) muestran una mayor afinidad por los ácidos ferúlico y 

cumárico. Sin embargo, Ishihara y colaboradores (2000) han encontrado que el ácido 

sinápico es también un buen sustrato para la THT que han caracterizado en hojas de 

maíz. Basándonos en este dato y en la masa molecular (343 unidades), el compuesto 

diferencial detectado en las plantas transgénicas, podría corresponder a una nueva 

HCAA, la sinapoiltiramina (figura 33). No obstante, será necesario realizar análisis más 

precisos que revelen la identidad inequívoca de dicho compuesto, labor que se pretende 

llevar a cabo en el futuro. 
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Figura 32. Análisis de la acumulación de compuestos fenólicos en las 
líneas transgénicas de Arabidopsis thaliana. En la figura se muestra la 
acumulación diferencial de un compuesto con un tiempo de retención de 
10.5 min y una masa de 343 unidades en la línea 5. Dicha acumulación se 
produce en las cinco líneas analizadas. Los datos que se muestran 
corresponden a un cromatograma obtenido en la modalidad de scan en 
positivo. 
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Figura 33. Ruta biosintética del ácido sinápico. COMT I, ácido cafeico/5-hidroxiferúlico O-
metiltransferasa; F5H, ferulato 5-hidroxilasa; TYDC, tirosina decarboxilasa; THT, tiramina 
hidroxicinamoil transferasa. Adaptado de Hoffman et al. (2004).  
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IV.6.2.- Sobreexpresión de la THT en plantas de tomate Solanum lycopersicon cv. 

UC82. 

 

IV.6.2.1.- Obtención de plantas transgénicas de tomate portadoras de la 

construcción 35S2X::THT1-3::nos. 

 

Paralelamente a la utilización de Arabidopsis thaliana, se abordó también la 

obtención de plantas de tomate que sobreexpresan la THT1-3. Con la misma 

construcción que se empleó en Arabidopsis thaliana, se llevó a cabo la transformación 

genética de tomate mediante cocultivo de explantes de cotiledón. Como resultado de la 

transformación se obtuvieron 6 líneas de tomate resistentes a kanamicina (líneas 11.1, 

11.2, 12.3, 34.1, 35.1 y 38.1). Todos los análisis que se describen a continuación se 

realizaron sobre plantas T0, tanto en el caso de las transgénicas como en los controles, 

después de un periodo de un mes de aclimatación en el invernadero. Se realizó la 

detección de la actividad β-glucuronidasa in situ en hojas de estas líneas y se observó 

dicha actividad en todas ellas. Para comprobar que el transgén se estaba 

sobreexpresando se realizó una purificación de RNA total y una posterior RT-PCR para 

cada una de las líneas (figura 34). Como control de la PCR se utilizó la proteína 

ribosomal L2 de tomate (Fleming et al., 1993). Como puede verse en la figura 34 todas 

las líneas analizadas mostraron expresión constitutiva del gen THT1-3, mientras que no 

se detectó acumulación de transcrito en las plantas control. 

Figura 34. Acumulación del mRNA del isoenzima THT1-3 en las líneas transgénicas de tomate 
11.1, 11.2, 12.3, 34.1, 35.1 y 38.1, y en dos controles no transgénicos. Panel superior: PCR realizada 
con oligonucleótidos específicos del gen THT1-3. Panel inferior: PCR realizada con oligonucleótidos 
específicos del gen RPL2 (347 bp) utilizado como control para la transcripción reversa. 

C1 11.1 11.2 34.112.3 38.135.1C2

THT1.3

RPL2
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 IV.6.2.1.- Estudio de la acumulación de HCAAs en plantas 35S2X::THT1-

3::nos de tomate. 

 

La extracción de compuestos fenólicos y el análisis de los niveles de 

acumulación de HCAAs en las hojas se llevó a cabo tal y como se describe en el 

apartado de Materiales y Métodos. Los extractos fueron analizados mediante HPLC-

MS. En todas las líneas de tomate que sobreexpresan la THT se ha encontrado la 

acumulación de p-cumaroiltiramina, una de las HCAAs (figura 35) que, según nuestros 

resultados, es inducida por Pseudomonas syringae. Los niveles alcanzados de CT son, 

superiores a los observados en las plantas no transgénicas (control) y, en algunos casos 

(líneas 11.2 y 12.3), hasta cinco veces los observados en los controles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Niveles de acumulación de p-cumaroiltiramina en las líneas transgénicas 
11.1, 11.2, 12.3, 34.1, 35.1 y 38.1 comparadas con las líneas control (C1 y C2). Los 
datos que se muestran representan la media de tres medidas independientes calculadas a 
partir de las áreas obtenidas de un cromatograma en la modalidad de scan en positivo.  
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Contrariamente a estos resultados, Hagel y Facchini (2005) obtuvieron plantas 

transgénicas de tabaco que sobreexpresaban la THT y vieron que la alteración en la 

actividad de dicho enzima no tenía efecto alguno en la acumulación de HCAAs en 

plantas transgénicas sanas. Únicamente detectaron niveles significativos de CT y FT en 

plantas transgénicas sometidas a una reacción de herida. Por su parte, Jang y 

colaboradores (2004) generaron plantas transgénicas de arroz que sobreexpresaban la 

SHT (hydroxicinnamoyl-CoA:serotonine N-(hidroxicinamoil)transferase), una 

hidroxicinamoil transferasa, similar a la THT, pero que utiliza como sustrato serotonina 

en lugar de tiramina. En este caso tampoco se encontraron niveles constitutivos de 

HCAAs en las plantas transgénicas debido posiblemente a una limitación en la 

disponibilidad de los sustratos utilizados por la proteína. Sólo en el caso del arroz 

transgénico que sobreexpresa la THT de forma constitutiva (Lee et al., 2007) se ha 

encontrado una acumulación diferencial de CT y FT, principalmente asociada a las 

hojas más jóvenes de la planta. Dicha acumulación, aunque baja, es significativamente 

mayor a la observada en las plantas control. Además, la aplicación exógena de tiramina 

a las raíces de dichas plantas transgénicas provoca una aumento en los niveles 

constitutivos de CT y FT en la hojas, deduciéndose que la síntesis de CT y FT está 

regulada por la disponibilidad de tiramina en los tejidos. Los autores sugieren que los 

bajos niveles constitutivos de CT y FT alcanzados en las plantas de arroz transgénicas 

podrían deberse a una baja disponibilidad de tiramina endógena en estas plantas. 

El hecho de que las plantas transgénicas de tomate que hemos obtenido 

acumulen de forma constitutiva CT invita a proseguir en un futuro en el estudio de la 

posible implicación del enzima THT y de estas amidas en la interacción de tomate y 

Pseudomonas syringae pv. tomato. Una vez obtenidas las líneas T2 homocigotas 

correspondientes se llevarán a cabo los siguientes estudios: 

1. Medidas de HCAAs en dichas líneas con el fin de constatar los resultados 

presentados hasta el momento. 

2. Ensayos de resistencia frente a la bacteria Pseudomonas syringae en estas 

líneas. 
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El análisis de nuevas líneas transgénicas obtenidas en la transformación que 

silencien el gen de la THT y los análisis en dichas líneas de la alteración de la 

acumulación de las HCAAs y de la resistencia, permitirá completar el estudio de la 

posible función defensiva de las amidas y de la THT. 



V. Conclusiones 
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V. Conclusiones. 
 

1. Las plantas de tomate ‘Rutgers’ infectadas con la bacteria Pseudomonas syringae pv. 

tomato acumulan cuatro compuestos de naturaleza fenólica, indetectables en extractos 

de planta sana. Además, dicha acumulación se produce en otras variedades de tomate 

(Ailsa Craig, Moneymaker y UC82) en respuesta a la bacteria, de forma similar a como 

ocurre en la variedad ‘Rutgers’. 

 

2. Nuestros resultados indican que estos compuestos se encuentran en la planta en forma 

libre ya que, incubaciones con α-glucosidasa, β-glucosidasa y esterasa de los extractos 

no producen una mayor acumulación de los mismos. 

 

3. Los cuatro compuestos detectados han sido identificados por HPLC-MS como 

amidas derivadas del ácido hidroxicinámico (HCAAs) pertenecientes al grupo de los 

fenilpropanoides: p-cumaroildopamina, feruloildopamina, p-cumaroiltiramina y 

feruloiltiramina. Es la primera vez que se describe la acumulación de p-

cumaroildopamina y feruloildopamina en respuesta a una infección en plantas. 

 

4. La acumulación de las HCAAs se produce localmente en el entorno de los puntos de 

infección de la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato, habiéndose observado 

niveles de acumulación mucho más bajos en el resto de la hoja e indetectables en hojas 

sistémicas. 

 

5. La acumulación de las cuatro HCAAs, inducidas por Pseudomonas syringae pv. 

tomato, es independiente de la señalización por ácido salicílico. 

 

6. El aumento de etileno asociado a la infección patogénica constituye una señal 

necesaria para la inducción, tanto de la THT como de las HCAAs. 
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7. De las cuatro amidas inducidas por Pseudomonas syringae pv. tomato sólo las 

derivadas de la dopamina (p-cumaroildopamina y feruloildopamina) poseen una fuerte 

actividad antioxidante frente al radical DPPH.  

 

8. La p-cumaroildopamina y la feruloildopamina podrían estar actuando directamente 

como componentes antimicrobianos de la respuesta defensiva final en tomate por la 

infección con Pseudomonas syringae pv. tomato, ya que muestran una notable actividad 

antibacteriana in vitro frente a dicha bacteria. 

 

9. La sobreexpresión del enzima THT de tomate en plantas transgénicas de Arabidopsis 

thaliana produce la acumulación de un compuesto diferencial que podría 

corresponderse con una nueva HCAA, la sinapoiltiramina. . 

 

10. La sobreexpresión del enzima THT en plantas transgénicas de tomate produce una 

acumulación constitutiva de p-cumaroiltiramina. Los niveles alcanzados en las líneas 

transgénicas son, en todos los casos, superiores a los observados en las plantas no 

transgénicas (control). 
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Anexos



Ê±´ò îðô Ò±ò ïïô îððé ñ ïìíç

ÓÐÓ× Ê±´ò îðô Ò±ò ïïô îððéô °°ò ïìíç�ïììèò ¼±·æïðòïðçì ñ ÓÐÓ× óîðóïïóïìíçò w îððé Ì¸» ß³»®·½¿² Ð¸§¬±°¿¬¸±´±¹·½¿´ Í±½·»¬§ 

×²¼«½¬·±² ±º °óÝ±«³¿®±§´¼±°¿³·²» ¿²¼ 
Ú»®«´±§´¼±°¿³·²»ô Ì©± Ò±ª»´ Ó»¬¿¾±´·¬»­ô ·² Ì±³¿¬±  
¾§ ¬¸» Þ¿½¬»®·¿´ Ð¿¬¸±¹»² Ð­»«¼±³±²¿­ ­§®·²¹¿» 

Ô¿«®¿ Æ¿½¿®7­ôï Ó¿®3¿ Ð·´¿® Ô-°»¦óÙ®»­¿ôï Ö±¿¯«3² Ú¿§±­ôï Ö¿·³» Ð®·³±ôî Ö±­7 Ó¿®3¿ Þ»´´7­ôï ¿²¼ 

Ê·½»²¬» Ý±²»¶»®±ï

ï×²­¬·¬«¬± ¼» Þ·±´±¹3¿ Ó±´»½«´¿® § Ý»´«´¿® ¼» Ð´¿²¬¿­ô ¿²¼ îÝ»²¬®± ¼» Û½±´±¹3¿ Ï«3³·½¿ ß¹®3½±´¿ô Ë²·ª»®­·¼¿¼ Ð±´·¬7½²·½¿ ¼» 
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