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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 nimero de ellos estan implicados en laresistencia
frente a la enfermedad a diferentes niveles: sefializacion (&cido salicilico), agentes
antimicrobianos (fitoalexinas), y endurecimiento de la pared celular (lignina). Las
amidas derivadas del acido hidroxicinamico (HCAAS) son un conjunto de metabolitos,
pertenecientes a grupo de los fenilpropanoides, que desempefian un importante papel en
ladefensa de las plantas frente a patdgenos y predadores. Las HCAAs se forman a partir
de la condensacion de tioésteres de hidroxicinamoil-CoA con feniletilaminas, tales
como latiramina. El dltimo paso en la biosintesis de las HCAAS esté catalizado por €

enzimatiramina hidroxicinamoil transferasa (THT).

En la presente tesis se muestra la identificacion y e estudio de cuatro HCAAS,
p-cumaroildopaming, feruloildopamina, p-cumaroiltiramina y feruloiltiraminag,
asociadas a lainfeccién de tomate con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato. Su
identificacion y caracterizacion estructural se han llevado a cabo mediante técnicas de
cromatografia liquida de alta resolucion y espectrometria de masas (HPLC-MS). Se ha
analizado la posible implicacién del acido salicilico y del etileno en la induccién
patogénica de dichas moléculas y del enzima responsable de su biosintesis (THT).
Ademés, se ha estudiado la actividad antioxidante y antibacterianain vitro de las cuatro
HCAAs identificadas. Por ultimo, se han obtenido lineas transgénicas de Arabidopsis
thaliana y de tomate que sobreexpresan el gen de la THT, y se han analizado los

perfiles cromatogréaficos de dichas lineas.



RESUM

Els fenilpropanoids contituixen un grup de metabolits secundaris produits per les
plantes i formen part de la resposta defensiva tant constitutiva com induible. Un gran
nombre d'ells son implicats en la resistencia contra I’enfermetat a diferents nivells:
senyalitzacié (acid salicilic), agents antimicrobians (fitoaexines), i enduriment de paret
cel.lular (lignina). Les amides derivades de I'acid hidroxicinamic (HCAAS) son un
conjunt de metabolits, que pertanyen a grup dels fenilpropanoids, els quals exercixen
una funcié molt important en la defesa de les plantes contra patogens i predadors. Les
HCAAs es formen a partir de la condensacio de tioésters de hidroxicinamoil-CoA amb
feniletilamines com la tiramina. La Ultima etapa de la biosintesi de les HCAAs és

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

En este trebal es presenta I'identificacio i I'estudi de quatre HCAAS, p-
cumaroildopamina, feruloildopamina, p-cumaroiltiramina i feruloiltiramina, associades
alainfeccio de la tomata amb la bacteria Pseudomonas syrinage pv. tomato. La seua
identificaci6 i caracteritzacié estructural s'han portades a terme mitjancant técniques de
cromatografia liquida d’ata resolucio i espectrometria de mases (HPLC-MS). S'ha
analitzat la possibleimplicacié de I’ acid sdlicilic i del’ etilé en lainduccié patogénica de
les esmentades moleculesi de I’ enzim responsable de la seua biosintesi (THT). A mésa
més, s ha estudiat I’ activitat antioxidant i antibacteriana in vitro de les quatre HCAAS
identificades. Finalment, s han obtingut linies transgéniques que sobreexpressen el gen
delaTHT, i s’han andlitzat els perfils cromatografics en estes linies.



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), antimicrobias, 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-HPL C techniques.
We aso 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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|. Introduccion.

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

[.1.1.- Consideraciones gener ales.

Las plantas estan continuamente expuestas a una gran diversidad de agentes
estresantes y situaciones de estrés potenciaes. Por ello, han desarrollado alo largo de la
evolucién mecanismos de defensa muy eficaces, y por lo tanto, € establecimiento de la
enfermedad suele ser mas la excepcion que lanorma (figura 1).

Estos mecanismos de defensa incluyen tanto barreras fisicas y quimicas
(resistencia pasiva), como una serie de reacciones (resistencia activa), que se inducen
como consecuencia de la invasién 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 topografia de la
superficie vegetal, la composicién y estructura de la cuticula, estructura de los estomas,
pared celular, etc., mientras que otros son de naturaleza quimica. Se trata en este Ultimo
caso de compuestos que pueden ser directamente toxicos para €l patdgeno (compuestos
fendlicos, lactonas no saturadas, derivados sulfurados, saponinas, proteinas de defensa,
entre otros) o0 que existen en la planta en forma de precursores no téxicos a partir de los
cuales se libera la forma téxica cuando se produce lainfeccion (por ejemplo, liberacion
de &cido cianhidrico a partir de ciandgenos) (Congjero et al., 1990; Baker et al., 1997;
Pieterse et al., 2001; Staal y Dixelius, 2007).

La resistencia activa puede ser inducida de forma especifica, y va normamente
acompanada de la muerte celular, dando como resultado el confinamiento del patégeno
a las zonas necréticas, 10 que constituye una interaccion 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 bateria de sefial es que también pueden ser liberadas frente a estreses
de naturaleza bidtica o abidtica. En las interacciones compatibles, la enfermedad se
extiende atoda la planta (Conejero et al., 1990; Dixon et al., 1994; Bent, 1996; Ryals et
al., 1996; Staal y Dixédlius, 2007).
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INSECTOS

Figura 1. Diferentes tipos de ataque por agentes estresantes biéticos que afectan a las diversas partes
delaplanta.
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Ademés de la de muerte celular, en lareaccion hipersensible se producen, como
parte de la respuesta defensiva, unos compuestos antimicrobianos de bao 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 alas células muertas, también se activan en tejidos algados,
por medio de una sefia 0 mensaje que media la activacién de reacciones defensivas en
las zonas de |a planta no infectadas, haciendo a la planta mas resistente. Esta resistencia
distal recibe e nombre de resistencia sistémica adquirida (SAR; Ryas et al., 1996).

Se sabe que, ademas de la acumulacion de fitoalexinas, la respuesta defensiva
incluye, entre otras reacciones, la sintesis de proteinas y compuestos fendlicos que
refuerzan la pared celular, asi como la produccion de un conjunto de proteinas
denominadas PRs (del inglés "Pathogenesis - Related"). Conviene resaltar que, aunque
éstas son proteinas de defensa, tienen una funcién distinta a la de las proteinas R: las
proteinas R de resistencia son elementos que actlian en la percepcion del patdgeno y
génesis de la sefial, que mediante una serie de iones, moléculas y dispositivos celulares,
es convertida y transmitida (transduccion) en una orden de activacion de la respuesta.
Las proteinas PRs son ellas mismas armas de ataque a patdgeno y, por lo tanto,
componentes de la propia respuesta (Conejero, 1996).

Por ultimo, se sabe que, la generacion de especies reactivas de oxigeno (Reactive
Oxygen Species, ROS, i6n superdoxido O, y peréxido de dihidrégeno H,Os,
fundamentalmente) contribuyen de forma significativa a los diferentes mecanismos de
defensa de la planta frente a patdgenos (Low y Merida, 1996). Ademas de su funcion
sefidizadora, las especies de oxigeno activo son téxicas per se para € patdgeno.
También se sabe que e H,0O; liberada durante el proceso de infeccion puede contribuir
al refuerzo de las barreras fisicas que se oponen a la entrada y penetracion del patdgeno
en la planta. En este sentido, Harbin y Obst (1973) y Elstner y Heupel (1976), vieron
que & H,0O, era necesaria para € proceso de lignificacion. De hecho, se ha detectado
biosintesis de H,O, en tegjidos vegetales en los que hay una deposicién activa de lignina
(Olsony Varner, 1996).

La acumulacion de especies reactivas de oxigeno puede estar relacionada con la
induccion de la respuesta hipersensible. Baker et al. (1993) han demostrado que existe

una estrecha relacion entre la respuesta hipersensible, activada como consecuencia de
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una interaccion incompatible entre planta y patégeno, y la puesta en marcha de la

respuesta oxidativa.

En lafigura 2 se muestra un esquema de los diferentes mecanismos de defensa
de las plantas frente a patdgenos. Tal y como se observa en € esquema, la respuesta
defensiva de las plantas se caracteriza por ser de naturaleza multicomponente,
incluyendo un sistema de sefiadizacion de dicha respuesta, produccion de enzimas
implicadas en la biosintesis de compuestos antimicrobianos (lignina, fitoalexinas, etc.) y
acumulacién de proteinas que frenan la expansion del patdégeno (glucanasas, quitinasas,
efc.).

A continuacion se explican de forma més detallada los diferentes componentes
de la interaccién planta-patégeno que integran la respuesta defensiva de la planta,
haciendo especia hincapié en el papel de los productos naturales en la defensa de las

plantas frente a patégenos.

INTERACCION
PLANTA-PATOGENO

Compuestos antimicrobianos | Barreras fisicas Proteinas de defensa
no proteicos (PRs)

Productos naturales

Quitinasas,

Refuerzo pared celular glucanasas, etc.

|

RESISTENCIA

Figura 2. Naturaleza multicomponente de la respuesta defensiva. SA, &cido sdlicilico; GA, écido
gentisico; JA, &cido jasménico. Adaptado de Conejero (1997).
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[.1.2.- La percepcién del patdgeno.
1.1.2.1.- El reconocimiento inespecifico: elicitores o PAMPS.

Los patdgenos vegetales utilizan diversas estrategias de ataque que tienen como
finalidad penetrar en la planta y colonizarla: las bacterias fitopatdgenas entran a través
de los estomas, de poros acuosos o de heridas y proliferan en los espacios intercelulares
(apoplasto), los nematodos y afidos se alimentan insertando su estilete directamente en
una célula vegeta, los hongos pueden entrar directamente a través de las células
epidérmicas, 0 extender sus hifas en la superficie de las células. Sin embargo, todos
ellos tienen algo en comun: liberan factores de virulencia en las células vegetales, con €l
fin de crear un entorno favorable para su proliferacién en la planta (Jones y Dangl,
2006).

Cuando un patdgeno entra en contacto con una planta e intenta infectarla, se
pone en marcha un sistema de comunicacién molecular entre ambos, que desencadena
la induccién de mecanismos de defensa en la planta (Desender et al., 2007). Los
elicitores o0 PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns), son e conjunto de
moléculas producidas por € patdgeno o por e mismo huésped en una fase inicia del
encuentro entre ambos, capaces de inducir la respuesta defensiva en la planta (Jones y
Dangl, 2006; Hickelhoven, 2007; Desender et al., 2007). Los PAMPs son reconocidos
en las células vegetales (figura 3) por receptores transmembrana no especificos (PRRs,
patter n recognition receptors). Dicho reconocimiento desencadena una serie de cambios
en las células de la planta tales como variaciones en e potencial de membrana,
produccion de ROS, peroxidacion de lipidos y fosforilacion de proteinas, que ateran la
fisiologia celular y generan mensgjeros quimicos implicados en la activacion de la
resistencia local o sistémica (Dixon y Lamb, 1990; Desender et al., 2007). Los
mecanismos de defensa de |a planta activados por los elicitores o PAMPs (PTI, PAMPs-
triggered immunity; Jones y Dangl, 2007) incluyen entre otros €l refuerzo de la pared
celular mediante deposiciones de callosa y lignina (Hiickelhoven, 2007), la produccion
de proteinas de defensa PR (quitinasas y glucanasas), la expresion de genes que
codifican proteinas que participan en el establecimiento de barreras fisicas que frenan la
expansion del patégeno y la induccion de enzimas que participan en la biosintesis de
metabolitos secundarios antimicrobianos (Broekaert et al., 2006).
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El gemplo més caracteristico de un PAMP viene representado por e elicitor
bacteriano ‘flagelina’, capaz de activar la respuesta defensiva en diversas plantas
(Gémez y Boaller, 2002). La movilidad de las bacterias mediante flagel os es importante
para su fitopatogenicidad (Zipfel y Felix, 2005). La flagelina es un dlicitor proteico,
proveniente de los flagelos bacterianos, que contiene un dominio peptidico de 22
aminoécidos conservado (flg22) capaz de inducir gran cantidad de respuestas celulares
(Felix et al., 1999), incluyendo la rapida induccion transcripcional (en menos de 1 hora)
de a menos 1100 genes en Arabidopsis thaliana (Zipfel et al., 2004).

1.1.2.2.- El reconocimiento especifico: la interaccion gen a gen.

En ocasiones, los patdégenos pueden superar la resistencia de la planta activada
como consecuencia del reconocimiento de los PAMPs. Dichos patégenos son capaces
de sintetizar ‘efectores’, que no son méas que factores de avirulencia (Avr) (Jones y
Dangl, 2006). Los efectores pueden ser reconocidos de forma especifica por proteinas
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 nucledtidos (NB, nucleotide binding) y
porque poseen dominios repetidos ricos en € aminoacido leucina (LRR, leucine rich
repeat). En e caso de que ninguno de estos efectores encuentre en la planta el gen de
resistencia R correspondiente, la infeccion se extendera a toda la planta, o que se
conoce como interaccién compatible. Si, por € contrario, un determinado efector
patogénico es reconocido de forma especifica por una proteina NB-LRR, estaremos
frente a una interaccién de tipo incompatible, que normamente va asociada a la muerte

celular programada o repuesta hipersensible (HR) (figura 3).
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Figura 3. Modelo ilustrativo del sistema inmunoldgico de las plantas. En la fase |, la planta
detecta los PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patherns) mediante receptores transmembrana
no especificos (PRRS, pattern recogniction receptors) estableciéndose mecanismos de defensa en la
planta activados por los PAMPs (PAMPs-triggered immunity o PT1). En lafase Il, ciertos efectores
patogénicos pueden interferir la PTI estableciéndose un susceptibilidad ligada dichos efectores
(Effector-triggered susceptibility o ETS). El lafase 111, un determinado efector patogénico o factor
de avirulencia es reconocido de forma especifica 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 Jonesy Dangl (2006).

[.1.3.- Larespuesta de la planta.
1.1.3.1.- Las respuestas defensivas local es.

Uno de los eventos mas rapidos que acontecen en la célula vegeta tras la
percepcidon del patébgeno es un cambio en e potencial y la permeabilidad de la
membrana plasmética. Los canales idnicos como la bomba H'-ATPasa, se ven
aterados. Se produce una modificacion del flujo de iones que conlleva una acumulacion
de Ca™* en el citoplasmay unasalida extracelular de CI"y K* (Trewavas y Malhé, 1998;
White y Broadley, 2003; Zhao et al., 2005). El calcio parece jugar un papel importante
en e establecimiento de las barreras defensivas, ya que es un segundo mensgero
implicado en una gran variabilidad de procesos celulares y cambios fisiolégicos
(Trewavas y Malh6, 1998). Por una parte podria estar implicado en la sintesis y

acumulacién de metabolitos secundarios (Smith, 1994), ademés de en la produccion de
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ROS y H,0O, (Price et al., 1994, Lecorieux et al., 2002). Por otra parte, podria estar
activando de forma diferencial factores de transcripcion que regulen directamente la
expresion 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
percepcion del patdgeno, es la acidificacion del citoplasma y la consiguiente
alcalinizaciéon del medio (apoplasto). Este fendbmeno ha sido utilizado para localizar los
sitios de union del elicitor patogénico en la célula vegetal. Se cree que la alcalinizacion
de apoplasto y la subsiguiente acidificacion del citoplasma, es debida a una
despolarizacién de la membrana plasmatica inducida por |os elicitores patogénicos, con
la consiguiente entrada de calcio en € citoplasmay salida de cloro a apoplasto (Boller,
1995; Zhao et al. 2005). La acidificacion del citoplasma es fundamental en la
transduccion de la sefial de la respuesta defensiva, ya que constituye un paso previo ala
generacion de ROS y a la biosintesis de metabolitos secundarios (Shakano, 2001; Zhao
et al., 2005). Por ggemplo, 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
transcripcion 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). Ademés, Armero y Tena (2001) demostraron que la inhibicion de la bomba H'-
ATPasa de la membrana plasmédtica y, mas concretamente, el bombeo de protones a
apoplasto, podria activar una ruta de sefializacion para la secrecion de fitoalexinas e
isoflavonas a medio (apoplasto). Estos resultados sugieren que la acidificacion del
citoplasma como consecuencia de la percepcion del patégeno por parte de la planta, no
es una mera respuesta local frente a la infeccion, sino también un proceso regulatorio

que podriamediar otras respuestas celulares (Zhao et al. 2005).

Las explosion oxidativa 0 generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
tales como e anion superdxido (O,) o & peréxido de hidrégeno (H.0O,), produce
intermediarios téxicos que provienen de la reduccion del oxigeno molecular. En las
plantas se conocen diferentes fuentes de generacién de ROS, como por eemplo €
complggo NADPH oxidasa, la peroxidasa apopléstica, y otras oxidasas de la

mitocondria, cloroplasto y peroxisomas (Zhao et al., 2005). En la mayoria de las
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especies vegetales es la activacion del complego NADPH oxidasa la fuente principal
generacion de ROS, aunque en algunas plantas también intervienen las peroxidasas del
apoplasto (Bolwell y Wojtaszek, 1997). Las ROS, aparte de resultar directamente
toxicas para € patdgeno, estan implicadas en numerosos procesos gue acompafian a la
respuesta defensiva. El H,O, interviene en e reforzamiento de las paredes celulares,
favoreciendo €l entrecruzamiento de sus componentes o incrementando la sintesis y
secrecion de polimeros de lignina, por medio de un aumento en la actividad peroxidasa
(Kawano, 2003). Ademas, es una sefia intermediaria en la induccion de la explosion
oxidativa. Con la explosién oxidativa se activan algunos genes de defensa, y la accion
conjuntay coordinada de ROS, del 6xido nitrico (NO) y del acido sdlicilico (SA), activa
el proceso de muerte celular programada en la respuesta hipersensible (Delledonne et
al., 1994; Romero-Puertas et al., 2004). Por ultimo, la generacion de ROS también
parece estar implicada en la acumulacion de metabolitos secundarios. En agunas
plantas, e H,O, media la acumulacion 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 inddlicos en Catharanthus
roseus (Zhao et al., 2001), entre otros. En otras plantas es e anién superdxido € que
interviene en la produccion de metabolitos secundarios tales como, la acumulacién de
fitoalexinas (furanocumarinas) en cultivos celulares de pergjil (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 oxigeno podrian regular la
produccion de metabolitos secundarios. Sin embargo, |0 que si que esta claro es que la
explosiéon oxidativa activa la expresion de una gran cantidad de genes de defensa y
genes implicados en las rutas biosintéticas de metabolitos, tales como sesquiterpeno

ciclasas o lafenilalaninaamonio liasa (PAL) (Zhao et al., 2005).

La explosion oxidativa puede acontecer en dos fases, dependiendo del tipo de
interaccién patogénica que se produzca. De este modo, tanto en la interaccion
compatible como en la incompatible, se produce una primera acumulacion de ROS a
pequefa escala que ocurre alos 10-30 min de la interaccién. Esta primera acumulacion
de especies reactivas de oxigeno no afecta a la viabilidad de la célula. La segunda
explosion oxidativa, a mayor escala 'y mas prolongada, sélo se da en las interacciones

incompatibles y tiene lugar pocas horas después de la infeccion (1-3 horas). Esta
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segunda fase es critica para e establecimiento de laresistenciay la activacion dela HR
(Levineet al., 1994; Lamb y Dixon, 1997; Feysy Parker., 2000).

La HR es € primer sintoma 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 pagina 6), la reaccion hipersensible (HR) se produce tras €
reconocimiento de los productos de los genes Avr y Ry consiste en una muerte celular
localizada en € sitio de infeccidn, que acontece de forma macroscopica a las 12-48
horas después de la infeccion (Penell y Lamb, 1997). Normalmente va asociada a
interacciones incompatibles aunque, en ocasiones, en ciertas interacciones compatibles
las caracteristicas microscopicas del tegiido necrético son idénticas a la HR
(Vleeshouwers et al., 2000). Por otra parte, se ha observado que la inoculacién con un
patdgeno activa también la muerte celular en hojas distales no inoculadas. Este efecto se
conoce como microHR (Alvarez et al., 1998), que no puede apreciarse a simple vista.
En ausencia de la activacion de la HR, gran parte de la respuesta defensiva no tiene
lugar y por lo tanto, la infeccién se extiende a toda la planta, desencadenando €l
desarrollo de laenfermedad (Lorrain et al., 2003).

También como respuesta defensiva local, la planta induce la sintesis de
fitoalexinas y metabolitos secundarios, tal y como se ha venido diciendo en parrafos
anteriores, y la expresion de proteinas relacionadas con la patogénesis (Pathogenesis
Related Proteins, PRs), que seran tratadas en e siguiente apartado. Por su parte, la
implicacién de las fitoalexinas y, en general, del metabolismo secundario, en € sistema
defensivo de la planta, seran tratados en posteriores apartados.

1.1.3.2.- Las respuestas defensivas sistémicas.

Durante la década de |os afios 60 Ross (1961) observé gque plantas de tabaco que
habian sido infectadas con TMV (tobacco mosaic virus) mostraban resistencia frente a
una segunda infeccidn en tejidos distales. A este tipo de resistencia se le acufié con €
nombre de resistencia sistémica adquirida (SAR), y se caracteriza por activarse después
de lainfeccion por parte de un patégeno necrosante o tras la aparicion de HR. En este
tipo de respuesta la resistencia que adquiere la planta es duradera (a veces para €l resto

de la vida de la planta) y contra un amplio espectro de patdgenos tales como virus,

10
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bacterias, hongos y oomicetos (Ryals et al., 1996; Sticher et al., 1997; Durrant y Dong,
2004).

La respuesta SAR va acompafiada por € incremento en la expresion de un gran
nimero de genes de proteinas PR (pathogeneis related), tanto en tejidos locales como
distales. Las primeras PRs descritas se detectaron en plantas de tabaco sometidas a una
infeccion con TMV de tipo incompatible (HR) (Gianinazzi et al., 1970; van Loon y van
Kammen, 1970). En la actudidad ya han sido caracterizadas numerosas PRS en
diferentes especies vegetales y se clasifican en 17 familias. La mayoria de las PRs se
inducen bajo la accion de moléculas sefidizadoras de la respuesta defensiva tales como
el &cido sdlicilico (Shah, 2003), e &cido gentisico (Bellés et al., 1999), e &cido
jasmonico (Browse, 2005) o €l etileno (Broekaert et al., 2006). Ademas gran parte de
las PRs descritas poseen actividad antimicrobiana in vitro (Garcia-Breijo et al., 1990;
Rodrigo et al., 1993; Collinge et al., 1993; Domingo et al., 1994), y algunas de €ellas
podrian estar implicadas en la sefiaizacién de la respuesta defensiva (van Loon et al.,
2006b).

El hecho de que la acumulacién de PRs esté asociada a la expresién de los genes
relacionados con SAR y a establecimiento de la resistencia sistémica adquirida, hace
pensar que dichas proteinas defensivas podrian ser los agentes responsables de la
resistencia inducida frente a un gran nimero de patdgenos en las subsiguientes
infecciones. Sin embargo esta hipotesis no ha cobrado fuerza debido a que se ha
observado que las plantas transgénicas que sobreexpresan una 0 més PRS, no muestran
mayor resistencia frente a infecciones viricas, contrastando con los resultados obtenidos
en plantas transgénicas que expresan SAR de forma constitutiva, que si muestran mayor
resistencia frente a cualquier tipo de infeccion (van Loon et al., 2006b). Ademas, se ha
comprobado que ciertos patégenos de natural eza fungica tales como Botrytis cinerea en
tabaco o Alternaria brassicicola en Arabidopsis, son insensibles a establecimiento de la
SAR. Dichos patdgenos son sensibles a un mecanismo de resistencia inducida diferente
a SAR, gue es independiente a la induccion de PRs (Thomma et al., 2001; Ton et al.,
2002). Este tipo de resistencia se conoce con € nombre de resistencia sistémica
inducida (ISR), ya que es activada por cepas bacterianas no patogénicas que colonizan
laraiz de ciertas especies vegetales (van Loon y Pieterse, 2002). La ISR es activa frente

aun amplio espectro hongos y bacterias patogénicos, pero, adiferenciade la SAR, no es
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activa contra virus. El establecimiento de la SAR requiere la previa acumulacion de
&cido sdlicilico (local y sistémica), mientras que la ISR esté regulada por etileno y acido
jasmonico (Grant y Lamb, 2006).

I.1.4.- Lasrutas de sefializacion de larespuesta defensiva en la planta.

1.1.4.1.- Laruta del acido salicilico (SA).

El 4cido sdlicilico es la primera molécula a la que se atribuyé un papel
importante en la intermediacion de la transduccion de la sefial patogénica primaria,
hasta la respuesta final. Es un compuesto fendlico natura presente en un gran nimero
de plantas. Se sabe que esta implicado en gran cantidad de procesos fisiolégicos y
bioquimicos; sin embargo, la funcién fisiolégica mejor caracterizada del acido salicilico
(SA) es lade la activacion de programas de defensa inducibles, confiriendo a la planta
resistencia frente a patdégenos (Alvarez, 2000). Efectivamente, e SA parece desempefiar
un papel fundamental en HR y SAR. Ademéas € SA es también necesario para €
desarrollo de los sintomas de la enfermedad (O’ Donnell et al., 2003). El incremento en
los niveles enddgenos de SA 'y de sus conjugados en plantas infectadas, coincide con la
activacion de genes que codifican para proteinas PR y con e establecimiento de la
resistencia en la planta (Shah, 2003).

Numerosos estudios han demostrado laimplicacion del SA en € desarrollo de la
resistencia local y sistémica. En este sentido ha sido clave la utilizacién de plantas
transgénicas que no pueden acumular acido salicilico ya que, Ilevan incorporado € gen
NahG, que codifica el enzima salicilato hidroxilasa, y que transforma el &cido salicilico
en catecol. Estas plantas son incapaces de activar la SAR y, ademéas, son mas
susceptibles a desarrollo de enfermedades que sus parentales (Gaffney et al., 1993;
Delaney et al., 1994; Mur et al., 1997). Por otra parte, la aplicacion exdgena de SA
activa la expresion de genes PR y hace a la planta mas resistente a cualquier ataque
patogénico (Shah, 2003).
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Biosintesis del SA.

Hasta hace unos afios, estaba ampliamente admitido que € SA era sintetizado en
la planta a partir de la fenilalanina, através de la ruta de los fenilpropanoides (Verbene,
et al., 1999). Sin embargo, actuamente se admite que la ruta biosintética del
isocorismato es la principal fuente de SA durante la infeccion patogénica y €
establecimiento de la SAR (Willdermuth et al., 2001). L os enzimas isocorismato sintasa
(ICS) eisocorismato piruvato liasa (IPL) catalizan la biosintesis en dos pasos del SA a
partir de isocorismato (figura 4, Serino et al., 1995). Dicha biosintesis tiene lugar en €l
cloroplasto. Algunos autores han demostrado que plantas que sobreexpresan estos
enzimas experimentan un aumento en los niveles de acumulacion de SA (Mauch et al.,
1995; Verberne et al., 2000). La expresion del gen de Arabidopsis SD2 (Salicylic-Acid-
Induction Defitient2) que codifica una ICS localizada en e cloroplasto, es activada en
tegjidos infectados o que han establecido la SAR. Las plantas de Arabidopsis mutadas en
sid2 o0 en e delo eds 16 (enhnaced disuade susceptibilityl6), son defectivas en la
sintesis de SA y en la activaciéon de la SAR, exhibiendo una mayor susceptibilidad
frente a ataque patogénico (Nawrath y Métraux, 1999; Willdermuth et al., 2001). La
aplicacion exdgena de SA complementa el fenotipo observado en e mutante sid2,

confirmandose asi laimplicacién de SID2 en la biosintesis de SA (Shah, 2003).

El transporte de SA a citoplasma podria llevarlo a cabo la proteina de
membrana EDS5/SID1 que muestra identidad con proteinas de extrusion de drogas y
toxinas (MATE) (Nawrath et al., 2002). La activacion de la sintesis de SA por € atague
patogénico o por la exposicién a luz UV se encuentra bloqueada en los mutantes
edsb/sidl (Nawrath et al., 2002) y edsl/pad4 (Jirage et al., 1999; Feys et al., 2001).
Ademés, los mutantes edsl/pad4 bloquean la expresiéon de EDS5 activada por
patdgenos, sugiriendo que EDSL y PAD4 actlian aguas arriba de EDS5 en la regulacién
delasintesis de SA (Nawrath et al., 2002).

13



Introduccion

Shikimato
Y COO-
COO-
NH,+
‘ T >
0 COO-
OH
Corismato Fenilalanina
PAL
COO-
P
ICS

Acido trans-cinamico

COO- \L

OH Ccoo-
OJLCOO—
Isocorismato Acido benzoico
IPL CO0- BA2H
OH

Acido salicilico

Figura 4. Rutasbiosintéticas del acido salicilico (SA). ICS, isocorismato sintasa; IPL,
isocorismato piruvato liasa; PAL, fenilalanina amonio liasa; BA2H, &cido benzoico-2-
hidroxilasa. Adaptado de Shah (2003).
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Mecanismo de sefializacion del SA.

Con € fin de identificar los componentes implicados en la transduccién de la
sefia mediada por SA, se aislaron y se caracterizaron un gran nimero de mutantes de
multiples 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 nprl de Arabidopsis eran méas susceptibles a patdgenos virulentos y
algunos no eran capaces de activar la expresion 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).
NPRL1 es un regulador positivo central de la respuesta SAR y funciona aguas abajo del
SA (Grant y Lamb, 2006).

La acumulacion de SA parece regular la actividad de NPR1 en dos fases: en
primer lugar, activa la expresion de NPR1, y en segundo lugar, € SA induce un cambio
en el potencial de membrana y esto estimula la traslocacion de NPR1 a nucleo donde
interacciona con factores de transcripcion TGA (Kinkemaet al., 2000; Mou et al., 2003;
Despres et al., 2000). Los TGAs se unen especificamente 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 funcibn de NPR1 parece estar conservada entre especies
monocotileddneas y dicotileddneas, ya que se ha demostrado que la sobreexpresion de
NPR1 en arroz (o de su ortdlogo NH1) confiere una mayor resistencia frente a la

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

NPR1 es necesario no solo para larespuesta SAR sino también para la respuesta
ISR (Resistencia Sistémica Inducida). Como se ha comentado en apartados anteriores,
dicha respuesta esta 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).
Ademés NPRL1 esta también implicado en la sefidizacion cruzada (cross-talk) entre la
rutadel SA y ladel &cido jasmonico (JA) y ladel etileno, confiriendo resistencia frente
ainsectos y patdgenos necrotrofos (Spoel et al., 2003).

15



Introduccion

En los ultimos afios se han encontrado mutantes, supresores de nprl, que ponen
de manifiesto la posibilidad de expresion de genes PR y de resistencia a patdégenos
independiente de nprl. Ta es & caso de los mutantes snil (Li et al., 1999), scnl (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 patégenos virulentos, acumula elevados niveles de SA, y no es
capaz de establecer la SAR en respuesta a una infeccion patogénica o a un tratamiento
con SA (Mayda et al., 2000). Estos fenotipos son similares a los encontrados en €
mutante nprl, sin embargo, dth9 difiere de nprl en que en €, la expresion de PR1 y
PR2 en respuesta a una infeccién o a un tratamiento con SA, no esta alterada. Esto
demuestra que DTH9 es necesario para la SAR, en una ruta paralela a NPR1, pero no
para la expresion de los genes caracteristicos de SAR (Mayda et al., 2000). Ademés,
dth9 es insensible a un tratamiento con auxinas, indicando que la sefidizacién por
auxinas podriajugar un papel importante en la sefializacion de la respuesta defensiva en

la planta (Durrant y Dong, 2004).

1.1.4.2.- Laruta del &cido jasmonico (JA).

El acido jasmonico (JA) es una molécula de naturaleza lipidica (oxilipina) que
regula una gran variedad de procesos relacionados con € desarrollo en la planta
(elongacién de raices, dehiscencia de anteras, maduracion de semillas, etc.). También
juega un papel fundamental en la sefidizacion de la respuesta a herida o atague por

insectos, asi como en laresistencia frente a patdgenos necrotrofos.

Biosintesis del JA.

El JA es uno de los productos finales de la ruta de los octadecenoides, que
comienza con la liberacién de acido linolénico de las membranas plasméticas (Vick y
Zimmerman, 1983; Narvaez-Vazquez et al., 1999). Hay evidencias que indican que la
biosintesis del JA parece completarse en dos compartimentos celulares diferentes
(figura 5; Strassner et al., 2002). En el cloroplasto, €l &cido linolénico es transformado
en acido 12-oxo-fitodienoico (OPDA). Posteriormente, en los peroxisomas, el acido 12-
oxo-fitodienoico sufre tres etapas de p-oxidacion, que finamente darén lugar a acido
jasmonico (Creelman y Mullet, 1997; Schaller, 2001; Browse, 2005).
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Ademés, se ha encontrado un gran niimero de derivados del JA en plantas que
podrian desempefiar interesantes funciones bioldgicas (Sembdner y Parthier, 1993). En
efecto, existen evidencias de que & metil jasmonato (MeJA) (Seo et al., 2001), €
conjugado del JA con isoleucina (Staswick y Tiryaki, 2004), y € precursor de JA,
OPDA (Stintzi et al., 2001), son biologicamente activos. También son activos los
productos derivados de los &cidos grasos denominados oxilipinas u octadecenoides
(Weber et al., 1997).
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Figura 5. Ruta de biosintesis del acido jasménico. La ruta tiene lugar
en dos compartimentos diferentes. PLA: fosfolipasa A, LOX:
lipoxigenasa; AOS: Oxido adeno sintasa; AOC: éxido aleno ciclasa;
LeOPR3: isoforma 3 de la 12-oxofitodienoato reductasa de Lycopersicon
esculentum. Adaptado de Schaller (2001).

17



Introduccion

Mecanismo de sefializacion del JA.

Una de las rutas de sefidizacion por JA mas estudiadas, es la respuesta a herida,
gue inicialmente se estudié en tomate. Después de producirse una herida en la planta, se
activa localmente la biosintesis de prosistemina que a su vez estimula la sintesis de un
péptido de 18 aminoécidos, la sistemina. La acumulacién de sistemina activa la sintesis
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 actia como una sefial sistémica que activa la expresion de genes que codifican
inhibidores de proteasas (PINS), asi como la acumulacion de compuestos en las hojas,
teniendo ambos efectos negativos en el desarrollo de herbivoros. 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 voléatiles) y directa
(acumulacion de proteinas de defensa y compuestos de bao peso molecular)
(Halitschke y Baldwin, 2004; Howe, 2004; Pieterse et al., 2006). De entre las proteinas
de defensa que se acumulan en tomate se han encontrado PINs que degradan enzimas
digestivos en € tracto intestinal de insectos. Ademas de los PINs, en tomate se inducen
por ataque de insectos otras proteinas tales como aminopeptidasas de leucina,
deaminasas de treonina (TD) y arginasas (Walling, 2000; Chen et al., 2004), que poseen
también dicha actividad proteolitica.

Los mutantes en la ruta de biosintesis y de sefiaizacion del JA, han sido una
herramienta muy valiosa para determinar las propiedades sefidizadotas 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 andlisis realizados con €l
mutante opr3, que no acumula JA pero si su precursor, e OPDA, revelaron que la
expresion de ciertos genes de respuesta a herida dependia exclusivamente de OPDA
(Stintzi et al., 2001). Entre los estudios con mutantes de Arabidopsis afectados en la
biosintesis, en la percepcién o en & modo de accién del JA, cabria destacar € hallazgo
de coil (Feys et al., 1994) y jarl (Staswick et al., 2002). COI1 codifica una proteina
cuya secuencia parece indicar que podria funcionar promoviendo la degradacion de un
regulador negativo de la transduccion de la sefid del JA (Xie et al., 1998; Xu et al.,

18



Introduccion

2002; Feng et al., 2003). El mutante coil es hipersusceptible a agunas 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 estan implicados diferentes componentes de la ruta de
sefializacion dependiente de SA. Estos datos implican a COI1 como un posible factor de
conexion entre las rutas de sefidizacion del JA y del SA. El otro mutante, insensible a
JA, jarl, permite un aumento de los niveles de crecimiento de P. syringae pv. tomato
(Pieterse et al., 1998). Estudios funcionales de JAR1 mostraron que esta proteina esta
relacionada con enzimas formadores de adenilato, en soja (Staswick et al., 2002),
implicando € proceso de adenilacion, 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 sefidizacion por JA.
También se han descrito algunos genes que se inducen en respuesta a JA y que
codifican proteinas relacionadas con la patogénesis. Tal es € caso de la defensina
PDF1.2, comunmente utilizada como marcador de las respuestas defensivas
dependientes de JA (Reymond y Farmer, 1998; Devoto y Turner, 2003). Al igua que
ocurre con la sefidizacion dependiente de SA, la sefidizacion con JA tiene efectos
sistémicos. Asi, a inocular unas pocas hojas basales con Alternaria brassicicola, la

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

[.1.4.3.- Laruta del etileno (ET).

El etileno es unafitohormona clave en la sefializacion de procesos vitales para €l
desarrollo de las plantas y en la activacion de respuestas defensivas frente a las
agresiones del medio. En muchos casos, cuando un patdgeno entra en contacto con una
planta, se produce un importante aumento en los niveles de acumulacion de etileno
(Boller, 1991; Cohn y Martin, 2005; Penninckx et al., 1998; Ross y Williamson, 1951,
van Loon, 1977). La activacion de |la biosintesis de etileno requiere el reconocimiento
previo de elicitores moleculares derivados del patdégeno o bien € reconocimiento de
factores de avirulencia por parte de receptores especificos en la planta (Broekaert et al.,
2006; Hammond-Kosack y Parker, 2003; Nimchuk et al., 2003; Nurnberger et al.,
2004).
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Biosintesisdel ET.

El etileno se sintetiza a partir del aminoécido metionina, que es convertido en S
adenosil-metionina (SAdoMet) en una reaccion catalizada por € enzima S AdoMet
sintasa (ADS) (figura 6). La AdoMet pasa a écido 1-aminociclopropano 1-carboxilico
(ACC), d precursor del etileno, en una reaccion catalizada por € enzima ACC sintasa
(ACS). El ACC es findmente oxidado a etileno a través del enzima ACC oxidasa
(ACO). El paso de AdoMet a ACC es e que limita la velocidad del proceso de sintesis
del etileno, estando la actividad del enzima ACC sintasa estrechamente regulada (Chae
y Kieber, 2005; Broekaert et al., 2006). Ademas, la ACS se activa en la planta como
respuesta a la infeccion del viroide de la exocortis de los citricos (CEVd), causando
también un aumento en € nivel de etileno (Bellésy Congjero, 1989; Bellés et al., 1989).
Unavez producido, € etileno se difunde libremente a las células circundantes (Wang et
al., 2002).

Metionina

ACC
Figura 6. Ruta de biosintesis del
etileno. ADS, AdoMet sintasa; ACS,
. ACC dintass; ACC, &ido 1-
Etileno aminociclopropano 1-carboxilico; ACO,

ACC oxidasa
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Mecanismo de sefializacion del ET.

El etileno producido como consecuenciadel atague patogénico es percibido en la
pared celular y esta sefial se transmite mediante una cascada de sefializaciéon muy
conservada en diferentes especies (Chen et al., 2005; Guo y Ecker, 2004; Stepanovay
Alonso, 2005). La mayoria de los componentes de dicha ruta han sido descubiertos
mediante el empleo de mutantes de Arabidopsis que no responden a ET o bien que
poseen una respuesta a ET constitutiva. La respuesta a ET se conoce con €l nombre de
‘triple respuesta’ y morfol 6gicamente se caracteriza por una inhibicion del crecimiento
del hipocotilo y de la elongacion radicular, un estrechamiento radial del hipocotilo y un

meristemo apical hipercurvado.

El andlisis de mutantes insensibles a ET ha permitido identificar una familia de
cinco receptores implicados en las primeras etapas de percepcion de la hormona (ETR1,
ETR2, ERSL, 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 reticulo
endoplasmatico (Chen et al., 2002; Chen et al., 2005). En ausencia de etileno, estos
receptores funcionan como parte de un sistema de regulacion negativa de las respuestas
a dicha fitohormona (Hua y Meyerowitz, 1998; Rodriguez et al., 1999; Schaller y
Bleecker, 1995). Parte fundamenta de este sistema de regulacion negativa es la proteina
CTR1, también localizada en € reticulo endoplasmético, y cuyo dominio amino
terminal interacciona con € dominio histidina-kinasa de los receptores. Dicha
interaccion activa lafuncion de CTR1 que transduce la sefia de bloqueo de los genes de
respuesta a etileno. La union de etileno a receptor provoca la liberacion a reticulo
endoplasmatico de CTR1 produciéndose la interrupcién de la sefial bloqueante (Gao et
al., 2003; Clark et al., 1998). Otro gen implicado en esta ruta de sefializacion es EIN2,
que codifica una proteina integral de membrana, con un dominio hidrofébico similar al
de los transportadores de iones metalicos y otro hidrofilico que podria estar implicado
en interacciones proteina-proteina (Alonso et al., 1999). Finalmente, la sefiad de ET
llega a nilcleo mediante la desrepresion de EIN2 por parte de CTR1, produciéndose la
activacion de factores de transcripcion del tipo EIN3 (Chao et al., 1997). EIN3 activala
expresion de los denominados factores de respuesta a etileno (ERFs), necesarios para

gue tenga lugar la expresion de diferentes genes de defensa dependientes de ET, siendo
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algunos de €llos, también dependientes de JA, como PDF1.2 (Norman-Setterblad et al.,
2000).

1.1.4.4.- | nteracciones entre las rutas de sefializacién patogénica.

La convergencia en PDF1.2 de las rutas de JA y ET en plantas de Arabidopsis
thaliana es sdlo una de las numerosas evidencias que demuestran que las diferentes
rutas defensivas de las plantas no funcionan de forma independiente, sino que estan
implicadas en una compleja red de sefidlizacion. La rutas de sefiaizacion 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 andlisis realizados con microarrays que ponen de
manifiesto grupos de genes que se inducen de forma comin 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 actian de forma antagonista a la ruta dependiente
de SA (Broekaert et al., 2006). El antagonismo entre SA y JA/ET probablemente
permite ala planta priorizar de forma efectiva | as respuestas defensivas dependientes de

unau otra sefiaizacion (figura 7).

Finalmente, cabria mencionar también que € mecanismo de resistencia ISR
(resistencia sistémica inducida) esta regulado por JA y ET. Sin embargo, aungue no
depende del SA, si que requiere la accion de NPR1 (figura 7), implicado en la
activacion de los genes PR caracteristicos de laruta del SA (Pietersey Van Loon, 1999;
Verhagen et al., 2004; Broekaert et al., 2006).

22



Introduccion

__\

EDS1 coll
JAR1—= JA PAD4 _~ SA JA 6 ET =| EIN2
\ EDS5/SID1 ETRL
SID2
ETRL— ET
/—\
\\\ CPR5

CPR6
Ssli1
\—SNIl

Figura 7. Interacciéon entre las diferentes rutas de sefializacion patogénica. JA, &cido
jasménico; JARL, jasmonic acid responsel; ET, etileno; ETR1, ethylene responsel; SA, &cido
sdicilico; EDSL, enhanced disease susceptibilityl; PAD4, phytoalexin deficient4; EDSB/SD1,
enhanced disease susceptibilitys; SID2, salicylic acid induction defecient2; COI1, coronatine
insensitivel; EIN2, ethylene insensitive2; ETR1, ethylene responsel; CPR5, constitutive
expressor of PR genes5; CPR6, congtitutive expressor of PR genes6; SS1, supressor of SA-
insensitivity2; NPR1, non-expressor of PR1-1; SNI1, supressor of nprl-1; ISR, induced
systemic resistance; SAR, systemic acquired resistance. Adaptado de Feysy Parker (2000).
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1.1.4.5.- Laruta del acido gentisico (GA).

Hace unos afios, nuestro laboratorio se interesd en la busgueda de nuevas
moléculas sefidizadoras de la respuesta defensiva en plantas. El estudio se centré en
compuestos fendlicos ya que, en numerosas ocasiones, ha sido descrita su importancia
como armas defensivas per se (Laksy Pruner, 1989; Lyons et al., 1990; Lattanzio et al.,
1994; Maher et al., 1994) y como moléculas sefializadoras de la respuesta defensiva, tal
es el caso del SA, claramente implicado en el establecimiento dela SAR (Delaney et al.,
1994). El sistema elegido fue una interaccion de tipo compatible, concretamente plantas
de tomate infectadas con € viroide de la exocortis de los citricos (CEVd) (Congjero y
Granell, 1986; Granell et al., 1987). La comparacion entre los extractos fendlicos de
plantas control y plantas infectadas puso en evidencia la gran acumulacion de un
compuesto, diferente a SA, identificado por 'HNMR (Proton Nuclear Magnetice
Resonance) como acido gentisico (GA). Con la aparicién de los sintomas 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 interaccién de tipo compatible, |a resultante de infectar plantas de tomate con €l
virus del mosaico del tomate (ToMV). Sin embargo, no se observé acumulacién de GA
y si de SA, en este mismo huésped, a realizar una infeccion necrotizante (interaccion
incompatible) con Pseudomonas syringae pv. syringae (Tabla 1). Por otra parte, a tratar
exogenamente con GA, las plantas de tomate mostraban una acumulacion de PRs,
concretamente de P23, P32 y P34. Estas proteinas no se inducian, en cambio, con SA
(Bellés et al., 1999). Todos estos resultados sugerian que el GA podria actuar como una
molécula sefidizadora, complementaria al SA, en la activacion 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, aungue, a diferencia de lo que
ocurre en tomate, en estos casos, la acumulacion de GA va acompafiada de una
considerable acumulacion de SA (Tabla 1). Por e contrario, a infectar Cucumis sativus
con una dosis elevada de Pseudomonas syringae pv. syringae, se produce en la zona
inoculada una rapida necrosis (HR-like), que no conlleva un aumento significativo de
GA, pero si de SA. Ademas, los tratamientos exdgenos con GA y SA inducen proteinas
defensivas distintas (Bellés et al., 2006).
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El hecho de que & GA induzca proteinas defensivas distintas del SA, junto con
su poder antifungico muy eficaz en plantas (Lattanzio et al., 1994), sugiere que el GA
podria actuar como una sefial adicional a SA, en la activaciéon de las defensas, en
infecciones no necrotizantes. Ademas, como ya se ha comentado, € GA también es
capaz de activar proteinas de estrés en algunos microorganismos, mientras que en
células animales, gracias a su poder antioxidante, el GA gerce un efecto protector

importante frente al atague de ciertas bacterias (Belicovaet al., 2001).

SISTEMA TIPO DE P INDUCCION  INDUCCION
PLANTA-PATOGENO INTERACCION _NFECCION DE GA DE SA REFERENCIA
Tomate-CEVd compatible sistémica 4+ + 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. Induccion de GA y SA en diferentesinteracciones planta-patogeno.
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|.2.- El metabolismo secundario en el sistema defensivo de las plantas.

Las plantas producen una gran variedad de compuestos organicos que participan
e influyen en su interaccion con € medio que las rodea. Dichos compuestos,
denominados tradicionalmente metabolitos secundarios, juegan un papel muy
importante en la proteccién de la planta frente a ataques patogénicos de diversa

naturaleza.

Basdndonos en sus origenes biosintéticos podemos establecer tres grandes
grupos de compuestos que conforman e metabolismo secundario de una planta
terpenos, acaoides, y fenilpropanoides (Korkina, 2007). A continuacion, se describen
las caracteristicas estructurales de cada grupo asi como su implicacion en la defensa de
las plantas frente a patdgenos, con € fin de establecer una panoramica general del papel

del metabolismo secundario en el sistema defensivo de las plantas.
[.2.1.- Terpenos.

Los terpenos, también conocidos con € nombre de terpenoides o isoprenoides,
forman un conjunto enormemente amplio de metabolitos secundarios (mas de 40.000
descritos hasta la fecha) en plantas, animales y microorganismos (Roberts, 2007). La
denominacion terpeno proviene del nombre trementina o aguarras, y se limitd
inicialmente a compuestos aislados de ésta y otras esencias naturales, pero luego
también se ampli6 a otras muchas sustancias volatiles y también no volétiles (Buchanan
et al., 2002; Marco, 2006).

Todos ellos derivan del 2-metil-1,3-butadieno o0 isopreno y se caracterizan por
contener un nimero de carbonos muitiplo de 5, generamente 10, 15, 20 y 30. Se
clasifican tomando como base el nimero de carbonos de su estructura, sin indicar nada
acerca de la misma, en: hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cip), sesquiterpenos (Css),
diterpenos (Cy), sesterterpenos (Cps), triterpenos (Cgo), tetraterpenos (Cao) Y
politerpenos (>C,p). Los monoterpenos y sesquiterpenos fueron conocidos desde muy
pronto como constituyentes de esencias vegetales ya que una buena proporcion de ellos
exhibe una apreciable volatilidad. Un gemplo de monoterpeno lo encontramos en €
&cido 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 vegetal es; algunos triterpenos y sus parientes biosintéticos, |os esteroides tales
como € colesterol, se encuentran también en organismos animales. Un gemplo muy
importante de diterpeno es € &cido giberélico, hormona que juega un papel crucia en €
desarrollo de la planta. Los tetraterpenos engloban un amplio grupo de carotenoides,
colorantes muy abundantes en el reino vegetal. Los sesterterpenos han sido los dltimos
en incorporarse a la lista puesto que fueron descubiertos por primera vez a mediados de
los afios sesenta; su difusion es bastante restringida y se limita a ciertos tipos de
esponjas, hongos e insectos, ademas de algunas plantas superiores. Finalmente, los
politerpenos constituyen un grupo relativamente reducido de sustancias con mas de 30
dtomos de carbono, ampliamente difundidas en las membranas celulares de los

organismos vivos (Marco, 2006).
|.2.1.1.- Biosintesis de los terpenos.

El precursor de las unidades isoprénicas Cs con las que se construyen los
esqueletos terpénicos es e acido mevadnico, un compuesto de 6 carbonos. Dichas
unidades, € isopentenil pirofosfato (IPP) y e dimetilalil pirofosfato (DMAPP), se
forman por fosforilacion secuencia de los dos hidroxilos alcohdlicos del acido
mevalonico mediada por ATP, seguida de una descarboxilacion-fragmentacién que
expulsa CO, y una unidad de fosfato. El intermedio formado de este modo, € IPP, es
isomerizado luego reversiblemente al fosfato alilico DMAPP en un proceso catalizado
por un enzima denominado IPP isomerasa. El equilibrio se encuentra desplazado

mayoritariamente haciael DMAPP.

La ruta biosintética de los dos precursores terpénicos base (IPP y DMAPP) a
través del &cido mevalonico ha sido considerada durante muchas décadas la Unica via
existente de formacion in vivo de dichos compuestos. Sin embargo, a finales de la
década de los ochenta, ciertos experimentos sobre biosintesis de tripterpenos en
bacterias pusieron de manifiesto la existencia de una via metabdlica aternativa que
utilizaba 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DXP) como precursor de las unidades
isoprénicas Cs IPP y DMAPP. El acido piravico proporciona un fragmento C, (tras
pérdida de CO,) y e D-gliceradehido 3-fosfato proporciona un fragmento C; a la
unidad IPP. El primer paso es una transferencia de anidn acetilo al gliceraldehido desde
el acido piravico, dando lugar a la DXP. La DXP experimenta una transposicion

catiénica catalizada por un enzima denominado 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato
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reductoisomerasa (DXR). EI mismo enzima, con ayuda del cofactor NADPH, reduce
éste Ultimo compuesto dando 2-C-metil-D-eritriol 4-fosfato (MEP), primer intermedio
aislado con esquelético Cs isoprénico. La conversion final a PP o DMAPP requiere dos
pasos consecutivos de tipo reductor (Marco, 2006).

En plantas, la formacion de terpenos en e citoplasma tiene lugar por la via
metabdlica del mevalonato, que es responsable de la sintesis de los triterpenos,
incluidos los esteroides, y de muchos sesquiterpenos. Sin embargo, la via de la DXP es
la operativa en los cloroplastos y es responsable de la biosintesis de los monoterpenos y

diterpenos, particularmente € fitol, constituyente de la estructura de la clorofila, asi

como también de los tetraterpenos (Marco, 2006) (figura 8).
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Figura 8. Biosintesis compartimentada del IPP y del DAMP. A la derecha se muestra la via del &cido
mevalonico (MVA) en € citoplasma. HMGR, 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa. A la
izquierda se muestra la via 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; 1DS, isopentenil difosfato dimetilalil difosfato sintasa; IDI, isopentenil
difosfato isomerasa. Adaptado de Roberts (2007).
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En redlidad, e IPPy e DMAPP no son ellos mismos precursores directos de los
terpenos individuales, sino de unos compuestos intermedios que son a su vez
precursores especificos de aquéllos. La formacion de estos precursores especificos a
partir del IPP y del DMAPP es catalizada por enzimas especificos denominado
colectivamente preniltransferasas. Las preniltransferasas generan precursores como €l
geranil difosfato (GPP), precursor de los monoterpenos, e farnesil difosfato (FPP),
precursor de los sesquiterpenos, y € geranilgeranil difosfato (GGPP), precursor de los
diterpenos. Los enzimas geranil difosfato sintasa (GPPS), farnesil difosfato sintasa
(FPPS), y geranilgeranil difosfato sintasa (GGPPS), catalizan la conversion los
antedichos precursores en los correspondientes derivados terpénicos (Buchanan et al.,
2002; Marco, 2006).

|.2.1.2.- Losterpenos en € 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 €l modo en € que estas
sustancias actlan molecularmente. A continuacion se citaran algunos ejemplos que
ponen de manifiesto su modo de accion. Los piretroides constituyen un tipo de terpenos
de gran interés. Tanto los piretroides de origen natural como los andlogos de de origen
sintético son importantes insecticidas comerciales debido a su limitada persistenciaen el
medio ambiente y a su baja toxicidad en mamiferos y aves. Los piretroides acttan sobre
el sistema nervioso central de los insectos, aterando 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 hiperexcitacion
del sistema nervioso, lo cual se traduce en movimientos descoordinados y rapidos y

finalmente pardlisis (Gershenzon y Dudareva, 2007).

Sin embargo, teniendo en cuenta la gran variedad de terpenos gque se conocen en
la naturaleza, actualmente se sabe muy poco sobre su modo de accién. Debido a la
naturaleza lipofilica de la mayoria de éstos compuestos, se piensa que su principal diana
seria la membrana plasmética y su toxicidad se produciria por la perdida del control
quimiosmético por parte de la célula. Otra posibilidad que estaria relacionada con lo
anterior, es que los terpenos actlan de forma sinérgica con otras toxinas ayudandolas a
atravesar la membrana plasmética de las células (Gershenzon y Dudareva, 2007). Por

gjemplo, 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
lepiddptero Ostrinia nubilalis (Guillet et al., 1998). EI mismo efecto se ha visto sobre
ciertos microorganismos. En efecto, la acumulacién de una mezcla de sesquiterpenos y
monoterpenos en la tradiciona 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 estan investigando en este proceso con € fin

de desarrollar farmacos que combatan infecciones cutaneas (Kanikkannan et al., 2000).

Por otra parte, ta y como se ha comentado anteriormente, los terpenos
constituyen uno de los tipos de compuestos volétiles mayoritarios en flores y en frutos.
Sin embargo, las flores y frutos no son los Unicos 6rganos vegeta es que acumulan este
tipo de metabolitos. Ciertos trabajos han demostrado que la alimentacion de |os insectos
sobre las hojas induce la emisién de una mezcla de compuestos volétiles (VOCs,
volatile compounds) formada fundamentalmente por terpenos (Dicke et al., 1990;
Turlings et al., 1990). Dichas mezclas de compuestos volétiles constituyen un sistema
de comunicacion utilizado por la planta con € fin de atraer predadores y parésitos 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 sesguiterpenos
especificos que participan en este sistema de comunicacion (Kessler y Baldwin, 2001;
Kappers et al., 2005; Schnee et al., 2006). La emision de terpenos por parte de la planta
también puede servir como mecanismo de sefializacién interna en la misma que indique
la presencia de un insecto y permita la induccion de defensas en los tegjidos adyacentes.
Por gemplo, las hojas de lima dafadas por insectos emiten compuestos volétiles que
estimulan la secrecion de un néctar en |os tejidos vecinos que atrae a enemigos naturales
de dichos insectos (Heil y Bueno, 2007). Finalmente, la emisiéon de terpenos volétiles
por una planta en respuesta a un ataque por insectos, puede servir para alertar a plantas
vecinas de la presencia de una plaga. Existen multiples ejemplos en la literatura que
muestran la induccion de defensas en plantas en respuesta a compuestos volétiles
liberados por otras plantas (Baldwin et al., 2006; Dicke y Bruin, 2001; Ton et al., 2007).
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|.2.2.- Alcaloides.

El término alcaloide, debido a farmacéutico alemén W. Meissner en 1879,
significa semegjante a los adcais y se aplica a compuestos nitrogenados basicos
naturales, de origen vegetal. Los acaloides son representantes arquetipicos del
metabolismo de las plantas y constituyen un tipo de metabolitos secundarios en los que
parte de la estructura, incluyendo el nitrégeno, procede de los aminoéacidos. El grado de
conservacion de la estructura del aminoacido en la del acaoide es, sin embargo,
variable. En la mayoria de los casos se retiene la préactica totalidad de la misma salvo €
grupo carboxilo, que suele perderse por lo general. A su vez, e aminoécido puede
constituir latotalidad de la estructura del alcaloide o solo una parte de ésta, proviniendo
el resto de la estructura de la via metabdlica del acetato-malonato, de la del acido
shikimico o de algunos precursores isoprénicos Cs, (Marco, 2006). En la figura 9 se
muestran algunos de los acaloides mas conocidos. A continuacion se realiza una
descripcién de los diferentes tipos de acaoides basandonos en sus origenes

bi osintéticos.
[.2.2.1.- Biosintesis de |os al cal oides.

Los alcaloides se clasifican siguiendo un criterio biosintético de acuerdo con €
aminoécido y/o compuesto precursor. El nmero de precursores es bastante reducido y
se limita, salvo raras excepciones, alafenilalanina/ tirosina, triptéfano, lisina/ ornitina,
histidina y é&cido nicotinico (Marco, 2006). Dada la gran variedad de acaoides
conocidos y las mdltiples funciones atribuidas a los mismos, en € presente trabgjo se
describen Unicamente los grupos de alcaloides méas relevantes pertenecientes a reino
vegetal: alcaloides derivados del triptoéfano y de precursores terpénicos (terpenoid indol
alkaloids, TIAs), alcaloides del tipo bencilisoquinoleinico o derivados de la tirosina
(benzilisoquinoline alkaloids, BIAS), y acaloides derivados del tropano (tropane
alkaloids, TPAS) y del &cido nicotinico (Facchini, 2001).

Los TIAs constituyen un grupo de acaoides formado por aproximadamente
unos 3000 compuestos. Un gjemplo dentro de este grupo lo encontramos en la quinina,
un farmaco utilizado contrala malaria. Todos €llos exhiben en una parte de la molécula
un sistema heterociclico de tipo indol que proviene del aminoécido triptéfano, mientras
que e resto proviene un precursor terpénico, concretamente de la secologanina. El
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primer paso en la ruta biosintética de este tipo de acaloides consiste en la conversion

del triptéfano en triptamina, una reaccion catalizada por e enzima triptéfano

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 (Lopez-Meyer y
Nessler, 1997). El enzima estrictosidina sintasa (STR) catdliza la reaccion de

condensacion entre la triptamina y la secologaning, dando como producto la

estrictosiding, € precursor coman de todos los TIAs (Facchini, 2001). Algunos autores

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

frente aplagas y patégenos (Luijendijk et al., 1996).

Coffea arabiga

R = OCH; Codeina
R = OH Morfina

Cafeina

Nicotiana tabacum

Erythroxylon coca

Nicotina

Cocaina

Figura 9. Alcaloides de plantas con diversos origenes biosintéticos. Adaptado de Buchanan et al.
(2002).
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El grupo més importante y numeroso de alcaloides procedentes del aminoécido
tirosina es € congtituido por los de tipo bencilisoquinoleinico (BIAS). Ejemplos
caracteristicos de este grupo son: la morfina, un potente analgésico, la colchicina, un
inhibidor del huso acromatico, y la codeina. En este caso son dos las moléculas de
tirosina las que se incorporan a la estructura del acaloide, s bien sdlo una de ellas
proporciona € &omo de nitrégeno. Uno de los primeros pasos en la biosintesis de este
tipo de acaloides, es la conversion del aminoéacido tirosina en dopamina mediante una
serie de reacciones de descarboxilacion, hidroxilacion en orto, y la deaminacién, para
dar € primero y mas sencillo alcaloide del grupo, lanorcoclaurina. El enzimaimplicado
en dicha reaccidn, la tirosina descarboxilasa (TYDC) (Marqués y Brodelius, 1988). La
reticulina es otro compuesto clave en la biosintesis de muchos alcaloides del grupo y es
biosintetizada inicialmente con la configuracion S en su carbono estereogénico.
Notablemente, dicha configuracion resulta ser 1a 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 inversion de la configuracion de dicho carbono. Dicha
inversion tiene lugar por oxidacion mediante un enzima citosélico 1,2-dehidroreticulina
reductasa, que es NADPH dependiente (Facchini, 2001).

Los acaloides derivados del tropano (TPAS) son sintetizados principa mente en
plantas de la familia de las Solanéceas. Ejemplos caracteristicos de este grupo los
encontramos en la atropina, la hiosciamina, la escopolaminay la cocaina. La sintesis de
los TPASs comienza con la descarboxilacién de la ornitinay / o arginina para formar la
putrescina. Esta primera reaccion esta catalizada por 10s enzimas ornitina descarboxilasa
(ODC) y arginina descarboxilasa, respectivamente. Aungue la nicotina es un alcaloide
que no pertenece a este grupo, el cation N-metil-A’-pyrrolinium implicado en la sintesis
de los TPAS, es también un intermediario en la ruta de la nicotina. Tanto en el caso de
los TPAs como en € caso de lanicoting, € primer paso comun en su sintesis consiste en
la metilacion de la putrescina por parte de la putrescina N-metiltransferasa (PMT). La
PMT ha sido clonada en tabaco y muestra una fuerte homologia con la espermidina
sintasa de humanos (73%), ratén (70%), y E. coli (58%) (Hibi et al., 1994). La N-
metilputrescina sufre una reaccion de desaminacion oxidativa y se transforma en 4-
aminobutanol que por ciclacién espontdnea se convierte en e catién N-metil-A'-

pyrrolinium. Dicho cation sufre una reaccién de condensacion con el &cido acetoacético
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para formar bien higrina que es e precursor del anillo de tropano, o bien acido
nicotinico, precursor de la nicotina (Facchini, 2001).

Por ultimo, los alcaloides derivados de la purina tales como la cafeina, la
teobroming, y la teacrina, se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal.
Algunos autores (Marco, 2006) emplean la denominacion de pseudoal caliodes para este
tipo de compuestos ya que no responden a la definicién estricta de alcaloide. En este
caso, € aminoécido proporciona uUnicamente € aomo de nitrégeno a través de un
proceso de transaminacién, perteneciendo € resto de la estructura a alguna de las
grandes rutas metabdlicas antes mencionadas (acetato-malonato, de la del &cido
shikimico o de algunos precursores isoprénicos Csy,).

|.2.2.2.- Los alcaloides en €l sistema defensivo de las plantas.

Los acaloides son un grupo de metabolitos secundarios implicados en e sistema
defensivo quimico de las plantas tanto constitutivo como induclible. Sus multiples
efectos fisioldgicos en posibles predadores y sus actividades antibidticas apoyan dicha
hipétesis. Por gemplo, la nicotina, encontrada en la planta del tabaco, fue uno de los
primeros insecticidas utilizados por el ser humano (Luijendijk et al., 1996).. La cafeina
presente en la planta del café, en e cacao y en e té, es una efectiva toxina contra
insectos. La a-solanina, presente en el tubérculo de la patata, es un potente inhibidor de

|a acetil colinesterasa.

Por otra parte, tal y como se ha comentado anteriormente, |os al cal oides también
participan en establecimiento de barreras defensivas de naturaleza quimica inducibles
por patdgenos. La N-acetilnicolina se acumula en hojas de tabaco en respuesta a herida
0 a atague de insectos. Los niveles de dicho compuesto se incrementan rdpidamente (10
horas) para después volver a los niveles basales en un periodo de 14 dias
aproximadamente. La sintesis inducida de la nicotina y de otros alcaloides parece estar
mediada por metil-jasmonato (Buchanan et al., 2002). Ademés, algunos genes que
codifican enzimas implicados en la biosintesis de alcaoides también experimentan
cambios en sus niveles de expresion en respuesta al ataque patogénico. Por ggemplo, se
ha comprobado que los niveles de expresion del mMRNA de gen de la TYDC se
incrementan répidamente en respuesta a un tratamiento con un elicitor (Facchini et al.,
1996; Kawalleck et al., 1993; Trezzini et al., 1993) y en respuesta a ataque patogénico



Introduccion

(Yamamoto et al., 2000) en diversas especies de plantas. Tal y como se ha comentado
anteriormente, la acumulacion de TYDC ha sido también descrita en plantas de cebada
y Arabidopsis que no acumulan alcaloides derivados de latirosina. Esto hace pensar que
la tiramina, ademas de ser precursora de los acaloides de tipo bencilisoquinoleinico
(BIAS), podria serlo también de otra clase de metabolitos defensivos. En este sentido,
algunos estudios apuntan a que la sintesis y deposicion en la pared celular de amidas
compuestas por acido hidroxicinAmico y tiramina, es fundamental en la respuesta
defensiva de las plantas (McLusky et al., 1999). Sin embargo, este ultimo tipo de

compuestos serén estudiados con més detalle en e siguiente apartado.

[.2.3.- Fenilpropanoides.

L os fenilpropanoides engloban un grupo de metabolitos secundarios de una gran
variabilidad tanto estructural como de funcién (Beggs et a., 1987; Christie et al., 1994;
Dixon y Paiva, 1995), producidos por plantas en respuesta a estreses de tipo biético y
abidtico de diversa naturaleza (infecciones patogénicas, respuesta a herida, radiacién
UV, exposicién a ozono, contaminacion, etc.). Todos ellos se caracterizan por poseer un
esqueleto carbonado del tipo CgCs. En la figura 10 se muestran agunos
fenilpropanoides derivados de plantas y utilizados en la aimentacién. Se cree que su
principal funcion en plantas es la de establecer barreras fisicas que frenen la expansion
del patégeno y también gjercer una accion protectora de las células vegetales frente ala
generacion de especies de oxigeno activo como consecuencia de una infeccion
patogénica (Korkina, 2007). A continuacion se pasara a describir € origen biosintético
de este grupo de metabolitos, asi como su implicacion en la respuesta defensiva de las

plantas.

|.2.3.1- Biosintesis de los fenilpropanoides: la ruta del acido shikimico.

L os fenilpropanoides pertenecen a un grupo de compuestos aromaticos naturales
derivados del acido shikimico. El origen de los fenilpropanoides se encuentra en los
aminoacidos fenilalanina y tirosina. Bgjo la influencia de un enzima, que para €
primero de €ellos se llama feniladanina amonio liasa (PAL), dicho aminoacido

experimenta una transformacién funcional que consiste en la eliminacién de amoniaco
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con formacion de un doble enlace C=C, dando lugar a &cido cinamico (figura 11).
Curiosamente, la mayoria de |as plantas no es capaz de llevar a cabo una transformacion
semgante del aminoécido tirosina para originar € acido p-cumarico (o acido p-
hidroxicinamico). Una notable excepcion son las gramineas, que pueden hacerlo gracias
a que disponen de un enzima denominado tirosina amonio liasa (TAL), equivaente en
su efecto a enzima PAL antes mencionado. No obstante, todas las plantas son capaces
de biosintetizar acido p-cumarico por hidroxilacion de acido cindmico (figura 11). Los
&cidos cindmico y p-cumarico, son egemplos arquetipicos de compuestos
fenilpropanoides, es decir, del tipo estructural CgCs. Sirven asimismo de precursores
biosintéticos de otros muchos compuestos C¢sC; mediante reacciones de oxidacion,
reduccion, alquilacion, etc. (Marco, 2006).

COOH e

_ OH
OH OH
) Aldehido
Grano de café Acido clorogénico Canela en rama cinamico
OH
OH OH
OH
o = CH,CH,OH
Oj©/v Feniletil alcohol
R
Nuez moscada R = H Safrol Orquidea

R = OCHj, Miristicina

, OH CHO
\ HO o
\ 3 OH

OH OH Vanilina

Té verde R = H (-)~Epicatequin Vaina de vainilla

R = OH (-)~Epigalocatequin

Figura 10. Fenilpropanoides derivados de plantas. Adaptado de Buchanan et al. (2002).
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Muchos de los compuestos fendlicos 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 cinamilicos sustituidos, precursores monomeéricos que usan las
plantas para la biosintesis de los lignanos, asi como también del importante polimero
estructura lignina. Los lignanos son polimeros de naturaleza fendlica que desempefian
un papel muy importante en la impermeabilizacién de la pared celular a agua,
incrementando su rigidez, lo que constituye un mecanismo de resistencia frente a
posibles atagues patogénicos. Por otra parte también resulta de interés e g emplo del
resveratrol (un potente antioxidante presente en la uva negra) y €l de los flavonoides
(responsables de los colores rojos, azules y amarillos que se observan en las flores), ya
gue ambos poseen un origen biosintético comun al de los fenilpropanoides en la ruta del
&cido shikimico. En € primer caso, la chalcona sintasa utiliza tres radicales cinamato
para producir los distintos tipos de flavonoides que se conocen hasta é momento,
mientras que en el caso del resveratrol, es e encima estilbeno sintasa la que utiliza dos
radicales cinamato para sintetizar € trans-3,4'-trihidroestilbeno, también conocido

como resveratrol (Korkina, 2007).

Las cumarinas (figura 11) son también un grupo muy numeroso de compuestos
fendlicos CsC3 derivados de los fenilpropanoides. De ellos, la cumarina propiamente
dicha es la cabeza de serie, y se encuentra en muchas especies vegetaes, siendo, por
gemplo, responsable del tipico olor del heno recién cortado. Otros compuestos
fendlicos de gran interés desde el punto de vista de la defensa de las plantas frente a
patdgenos y que derivan del metabolismo de los fenilpropanoides, serian € écido
sdlicilico, y € acido gentisico, 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 misién 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 herbivoros (sabor desagradable).

Por Ultimo, cabe destacar un grupo de metabolitos, las amidas derivadas del
&cido hidroxicinamico (HCAAS), que pertenecen a grupo de los fenilpropanoides, alas
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que se va adedicar € siguiente capitulo por constituir €l ge central de la presente tesis
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Figura 11. Metabolismo de los fenilpropanoides. Los enzimas son los siguientes: 1, PAL (phenylalanine
ammonia-lyase); 2, PAL 6 TAL (tyrosine ammonia-lyase); 3, C4H (cinnamate-4-hydroxylase); 4,
hidroxilasas; 5, CoA ligasas que participan en laligacion de AMP y CoA (CoASH); 6, O-metiltransferasas;
7, cinamoil-CoA:NADPH oxidoreductasas; 8, cinamoil acohol deshidrogenasas; 9, chalcona sintasa; 10,
chalconaisomerasa; 11, estilbeno sintasa; 12, estirilpirona sintasa. Adaptado de Buchanan et al. (2002).
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[.2.3.2.- Metabolismo de las amidas derivadas del acido hidroxicinamico:

fisiologia y bioguimica.

Las amidas derivadas del &cido hidroxicinamico (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 nitrégeno en su molécula. Basandonos en sus propiedades fisicas y quimicas
podemos distinguir dos tipos de amidas. en primer lugar las amidas bésicas, que
contienen una funcion de amina primaria en la molécula y son solubles en agua, y en
segundo lugar las amidas neutras, que son insolubles en agua. Normalmente, |as amidas
basicas contienen en su molécula diaminas y poliaminas diféticas tales como la
putrescina, cadaverina, espermidina y espermina, mientras que e segundo grupo de
amidas se caracteriza por contener aminas aromaticas en la molécula como por g emplo
tiramina, octopaminay triptamina (Facchini et al., 2002). En la figura 12 se muestran
algunos g emplos de ambos tipos de amidas.

Las HCAAS estan implicadas en una gran variedad de procesos de crecimiento y
desarrollo en la planta que seran detallados a continuacion. Sin embargo, la funcién
fisiolégica mejor caracterizada de este tipo de compuestos, es la de la participacién en
programas de defensa inducibles como componentes finales de la respuesta defensiva de
la planta, como veremos en e siguiente apartado. Un primer rol atribuido alas HCAAS
en procesos de crecimiento y desarrollo, esta relacionado con la formacion de las flores
y 6rganos reproductivos. En efecto, se han identificado una gran variedad de amidas
especificas que se acumulan en los tgjidos flordes (Martin-Tanguy, 1985; Aribaud y
Martin-Tanguy, 1994a, 1994b; Tarenghi y Martin-Tanguy 1995), e incluso, los érganos
masculinos y femeninos se pueden distinguir en funcion de sus perfiles metabdlicos
(Facchini et al., 2002). La obtencion de plantas transgénicas transformadas con €l
plasmido T-DNA Ri de Agrobacterium rhizogenes ha constituido una herramienta
basica para estudiar de forma indirecta la implicacion de las HCAASs en procesos de
desarrollo floral. Dichas plantas se caracterizan por tener aterados la dominancia apical,
la morfologiafoliar, lainduccién y € desarrollo floral, y los procesos reproductivos. La
expresion 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 existia una correlacién entre dichas alteraciones y la reduccion
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en los niveles de acumulacién de HCAAs y aminas libres. Los cambios fenotipicos
observados en dichas plantas transgénicas se atenlian cuando se aplican exdgenamente
tiramina o putrescina (Martin-Tanguy, 1997). Otro proceso fisioldgico en el que parecen
estar implicadas las HCAAS es la tuberizacion en patata. Paynot y colaboradores (1983)
vieron que la acumulacion de 4-cumaroilputrescina,  cafeoilputrescing,
feruloilputrescina, y cafeoilespermidina en |os estolones se producia de forma paralelaa

laformacion de los tubéreul os.

La conjugacion de aminas libres (tiramina, putrescina o similares) en forma de
derivados del &cido hidroxicinamico (HCAAS) ha sido propuesta como un mecanismo
de regulacion de los niveles de poliaminas libres en las células (Flores y Filner, 1985).
Un gjemplo lo encontramos en el endosperma de arroz (Oryza sativa): parece ser que las
HCAAs derivadas de la putrescina, tiramina y de la espermidina, desempefian una
funcion de amacenamiento y, después de una hidrélisis, suplementan aminas
adicionales requeridas para facilitar la division y la expansion celular durante la
germinacion de las semillas (Bonneau et al., 1994). Parece ser que, ademas, la
formacion de HCAASs podria contribuir a la regulacion de latoxicidad de la tiramina en
las plantas (Negrel et al., 1993b). El caso anterior no es € Unico g emplo que pone de
manifiesto la implicacion de las HCAAs en procesos de detoxificacion. Suzuki y
colaboradores (1981), vieron que la acumulacion de HCAAS podia estar asociada con la
detoxificacion de ciertos herbicidas y xenobidticos. Dichos autores comprobaron que un
tratamiento en hojas de espinaca (Spinacia oleracea) con herbicidas del tipo difeniléter
causaba la acumulacion de una amida derivada del &cido ferdlico y de la 3-

metoxitiramina.
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Figura 12. Estructura quimica de algunas amidas del acido hidroxicinamico (HCAAS) de plantas.

Adaptado de Facchini et al. (2002).
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La feruloiltiramina y derivados son sintetizados a través de la condensacion de
feruloil-CoA con la tiramina. Los ésteres del &cido hidroxicinamico y la CoA, y la
tiramina, derivan del aminoacido fenilalanina y de la tirosing, respectivamente. La
formacion de dichos ésteres, catalizada por la cumarato CoA ligasa (4CL), es especifica
de plantas y representa parte del metabolismo genera de los fenilpropanoides
(Hahlbrock y Scheel, 1989) que, como se ha comentado anteriormente, comienza con la
desaminacion de la fenilalanina a &cido trans-cindmico mediante e enzima PAL.
Ademas, tal y como se explicd en e apartado de la biosintesis de alcaloides, laTYDC
(tirosina descarboxilasa) cataliza la conversion del aminoacido tirosina en tiramina.
Finamente, la condensacién de los ésteres del acido hidroxicindmico y CoA, con la
tiramina, es catalizada por e enzima tiramina hidroxicinamoil transferasa (THT, EC
2.3.1.110) (figura 13). La THT fue aidlada por vez primera en hojas de tabaco
(Nicotiana tabacum) infectadas con €l 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). Lacinéticay 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-L ahaye et al., 2003).
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Figura 13. Biosintesis 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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1.2.3.3.- 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 | as plantas se han basado tradicionalmente en actividades biol 6gicas
detectables in vitro y en correlaciones entre ratios de acumulaciéon y expresion de la
resistenciain vivo. Asi, se harelacionado la acumulacién de este tipo de metabolitos con
diversas funciones defensivas tales como e endurecimiento de la pared celular
(lignanos), actividad antimicrobiana (furanocumarinas, pterocarpanos, isoflavonoides,
HCAAS) y la ya mencionada sefidizacion de la respuesta defensiva (SA, GA)
(Hummerschmidt, 1999).

Dentro del grupo de los fenilpropanoides, las HCAAS parecen desempefiar un
papel fundamental como parte de las defensas activas en repuesta al ataque patogénico o
a herida. Clarke en 1982, mostré por primera vez la acumulacion de HCAAS en
respuesta a una infeccion (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 € oomiceto Phytophthora infestans se
producen cambios en € patrén de acumulacion de compuestos fendlicos pertenecientes
a la ruta de los fenilpropanoides, pudiéndose distinguir entre compuestos solubles y
compuestos asociados a pared celular. El incremento observado en la produccién de
compuestos unidos a pared celular después de realizar la infeccion constituye una
barrera quimica frente a patdégeno, ya que se produce una disminucién de la
digestibilidad de paredes celulares. Ademés, los compuestos unidos a pared celular
pueden también inhibir € crecimiento de invasores fungicos potenciales. En este
contexto, resulta conveniente resaltar que diversos grupos de investigacion han
observado una disminucion de la actividad de enzimas degradativas de la pared celular
cuando ésta posee un contenido elevado de compuestos fendlicos (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-coumarailtiramina (p-CT) y la
feruloiltiramina (FT). Se ha demostrado que tanto la p-CT como la FT son los

componentes principales del anillo aromético de la suberina (Bernards et al., 1995;
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Negrel et al., 1996), que se forma como una barrerafisicaa avance de los patdgenos 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 ademas que
los productos de la reaccion catalizada por € 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 expansion del patdgeno.
Mas recientemente, Von Roepenack-Lahaye et al. (2003) han encontrado que en plantas
de tomate Rio Grande infectadas con Pseudomonas syringae pv. tomato, se produce la
acumulacion de p-cumaroiloctopamina y p-cumaroilnoradrenaling, y que la
acumulacion de dichos metabolitos estaba rel acionada con un aumento en los niveles de
expresion del gen THT.

La deposicién de HCAAs en la pared celular reduce la digestibilidad de la
misma y hace més dificil la penetracidn de ciertos hongos en las células. La sintesis de
HCAASs parece producirse en € 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 HCAASs son transportadas en
vesiculas especificas desde el citosol hastala membrana plasmética donde son liberadas
para incorporarse a la pared celular. Sobre e 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 glutation Stransferasas (GSTS) como proteinas
transportadoras de HCAAs. Ademas, se sabe que la incorporacion de las HCAAs a la
pared celular requiere la actividad de peroxidasas (liyama et al., 1994; Negrel y
Lherminier, 1987; Negrel et al., 1996) que a su vez estan reguladas por cambios
localizados del pH celular y de los niveles de Ca?*.

Por ultimo, la obtencién de plantas transgéni cas que sobreexpresen alguno de los
enzimas implicados en laruta de biosintesis de las HCAAS, haresultado unaimportante
herramienta para profundizar en € conocimiento del papel de estos compuestos en €l
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 podria
constituir un medio de obtencion de plantas mas 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 realizacion de mas trabajos de
investigacion que permitan profundizar en el conocimiento del metabolismo de dichos
compuestos y en su modo de accion. EI metabolismo de las HCCAs constituye
actualmente una importante area de investigacion y una posible diana de manipulacién

genética.
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Objetivos

II. Objetivos.

Una de las lineas de investigacion del laboratorio donde se ha realizado |la
presente tesis doctoral estaba dirigida ala blsqueda de nuevas sefial es entre compuestos
de naturaleza fendlica diferentes a &cido salicilico. En este marco se habia producido €
descubrimiento del acido gentisico como nueva molécula sefial, inducible por patégenos
y con actividad inductora de proteinas PR de defensa. Después de este primer éxito nos
planteamos proseguir la blsgueda de nuevas moléculas de naturaleza fendlica

implicadas en la respuesta antipatogénica.

Los objetivos concretos que se persiguen en e presente trabajo son los que se

detallan a continuacion:

1. Identificacion y caracterizacion de nuevas moléculas pertenecientes a metabolismo
secundario acumuladas en tomate ‘ Rutgers' como consecuencia de la infeccion con

Pseudomonas syringae pv. tomato.

2. Estudio de la posible implicacion del acido sdlicilico y del etileno en la induccién

patogénica de dichas moléculas y del enzima responsable de su biosintesis.
3. Estudio de su actividad antibacterianay antioxidante in vitro.

4. Obtencion de plantas transgénicas que sobreexpresen e enzima responsable de la
sintesis de dichas moléculas para € estudio de su posible pape en e marco

defensivo de la planta.
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[I1. Materialesy métodos.

I11.1.- Material vegetal, condiciones de cultivo y tratamientos.

Para la redlizacién del presente trabajo se han empleado plantas de tomate
(Solanum lycopersicum), cultivares ‘Rutgers’, UC82, Moneymaker, asi como plantas de
tomate transgénicas NahG, obtenidas a partir del cultivar Moneymaker y
proporcionadas por € 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 (Congjero et al., 1990; Bellés et al., 1999).

El cultivar Moneymaker ha sido utilizado por dos motivos. en primer lugar para
comprobar s la induccion de los metabolitos observada en ‘Rutgers como
consecuencia de la infeccion 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 &cido salicilico, expresan de forma constitutiva un
gen bacteriano que codifica e enzima salicilato hidroxilasa. Dicho enzima convierte €
SA en catecol evitando asi la acumulacién de &acido salicilico (Gaffney et al., 1993;
Delaney et al., 1994). La variedad UC82 ha sido empleada para la obtencion de plantas

transgénicas.

Todas las plantas empleadas fueron cultivadas en invernadero a una temperatura
gue oscilaba entre los 25 y los 30°C, con una humedad relativa entre el 50-70% y con un
fotoperiodo de 16 h luz / 8 h oscuridad. Se preparaban en primer lugar semilleros en
vermiculita y, aproximadamente una semana después de la siembra, las plantulas se
transplantaban a macetas que contenian turba y vermiculita a 50%. Se transplant6 una
planta por maceta (12 cm de profundidad x 13 cm de diametro interior). Las plantas se
sometieron ariego a manta automatizado dos veces a dia en solucion 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 camara
bajo condiciones de ata intensidad luminica (22.000 lux), con un fotoperiodo de 16

horas de luz / 8 horas de oscuridad y 22°C de temperatura.

Los tratamientos con &cido salicilico (SA) se efectuaron pulverizando plantas de
tomate ‘Rutgers’ de un mes con una solucién de SA (sal sodica) a dos concentraciones
diferentes: 1 y 5 mM, afiadiendo un 0.05% de Tween 20 para facilitar € contacto de la
disolucién acuosa con la superficie foliar. Las hojas se pulverizaron hasta estar bien
empapadas de la solucion. 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 cgjas de metacrilato con una capacidad de 125 |, en una cAmara
de cultivo a 25°C y con fotoperiodo de 16 h luz / 8 h oscuridad. Se hizo pasar un flujo
constante (15 I/h) de una mezcla de etileno en aire (50 ul/l) (Lynde), durante 24 horas.

El tratamiento con aminoetoxi-vinilglicina (AVG) se efectudé pulverizando
plantas de tomate ‘Rutgers' de un mes con una solucion de AVG 1 mM, afadiendo un
0.05% de Tween 20 para facilitar e contacto de la disolucién 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 capitulo. Se recogieron muestras a diferentes tiempos post-inoculacién (hpi): 5,
17, 24,48y 72.

111.2.- Inoculacion 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 °C en
placas Petri de 20 ml que contenian 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 K;HPO,4 a 10%, y 10 ml
de MgSO, a 10%). A continuacion se recogio una coloniaaisladay se sembré en 10 ml
de medio LB liquido (Pronadisa), dejandose en agitacion a 220 rpm y a 28°C 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, o que se traduce en 1 x 10’ unidades
formadoras de colonia por ml (ufc/ml). Aproximadamente 100 ul de la suspensién
bacteriana final se infiltré en la superficie abaxial de las dos primeras hojas con una
jeringuilla estéril de plastico en tres o cuatro zonas diferentes de cada foliolo con un
area aproximada de 35 mm?. Los controles se infiltraron del mismo modo, con una
solucion de sulfato de magnesio 10 mM.

Latoma de muestras del materia vegetal infectado se detalla a continuacion:

[11.2.1.- 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
inoculacién (17, 24, 30, 48 'y 72 hpi). El materia recogido se congel6 a -80°C hasta la

realizacion de las extracciones de compuestos fendlicosy de RNA.

[11.2.2.- Manchas necr 6ticasy zona alrededor de las mismas.

Con € fin de conocer € area de acumulacién de los compuestos objeto de
estudio, se decidio diferenciar dos zonas para la recogida de muestras. las manchas
necréticas, que incluian € area infiltrada més 1 mm de tejido adyacente sin inocular
(zona A, esquema l), y €l resto de la hoja donde no se habia infiltrado la bacteria (Zona
B, esquema 1). Las manchas necroticas se recortaron del resto de la hoja con ayuda de
un bisturi y, del mismo modo que con las hojas enteras, se recogieron aproximadamente
0.5 g por planta a diferentes tiempos después de la inoculacion (17, 24, 30, 48, 72 hpi).
Igualmente, se recogieron 0.5 g aproximadamente del area de la hoja que no habia sido
infiltrada con la bacteria. Las muestras recogidas se congelaron a —80°C hasta la

realizacién de las extracciones de compuestos fendlicos.

Esquema 1. Zonas de recogida de
muestras. Zona A, area infiltrada
con la solucion bacteriana més 1
mm de tejido adyacente sin inocular
ZonaB, resto de lahoja.
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En e caso de Arabidopsis thaliana se inocularon plantas de 1 mes con la
bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato Rpml siguiendo el protocolo descrito para
tomate. Los controles se infiltraron del mismo modo, con una solucién de sulfato de
magnesio 10 mM. Se recogieron las hojas infectadas y sus correspondientes controles

24 horas después de lainoculacion.

111.3.- Extraccion de compuestos fendlicos.

[11.3.1.- Compuestos fendlicos libres.

Cada muestra (0.5 g) se trituré en un mortero y mazo de porcelana con nitrégeno
liquido, para facilitar su homogeneizacion. Una vez trituradas las muestras se
adicionaron 1.5 ml de metanol. A continuacién la mezcla se paso a tubos Eppendorf de
2 ml y se sometié a ultrasonidos durante 10 min. Las ondas que produce el sonicador
ayudan a terminar de romper las células, facilitando de este modo la extraccion.
Posteriormente, las distintas muestras se centrifugaron a 14000 g durante 15 min. Se
recogio6 e sobrenadante y se paso a viaes de vidrio de 4 ml. Las muestras se secaron en
corriente de nitrégeno seco a temperatura ambiente. Una vez secas, las muestras se
resuspendieron en 1 ml de écido perclérico al 5% y a continuacion se afiadieron 2.5 ml
de una mezcla de acetato de etilo y ciclopentano (1:1, v/v), formandose dos fases
inmiscibles; los compuestos fendlicos de interés se encuentran en la fase organica
superior que se recogio y se secd con corriente de N, seco en las mismas condiciones
descritas anteriormente. Las muestras secas se resuspendieron en 200 ul de metanol y se
filtraron con ayuda de una jeringa de pléastico de 1 ml ala que se le acopl6 un filtro de
nylon de 13 mm y 0.45 nmm de poro (Waters). De este modo, las muestras quedaron

preparadas para €l analisis por HPLC y por espectrofotometria de masas.

[11.3.2.- Compuestos fendlicos conjugados.

Los compuestos fendlicos conjugados se determinaron tras ser liberados por
hidrdlisis en diferentes condiciones. Se realizaron diferentes tipos de hidrélisis de tipo
enzimético: con a-glucosidasa, b-glucosidasa y esterasa. La hidrdlisis enzimatica con

a-glucosidasa se utiliza para detectar la presencia de compuestos conjugados en forma
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de a-glucésidos (figura 14), la hidrdlisis enzimética con B-glucosidasa se utiliza para
detectar la presencia de compuestos fendlicos conjugados en forma de B-glucosidos
(figura 14) y la hidrélisis enzimatica con esterasa se utiliza para detectar compuestos

fendlicos 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 nitrogeno seco. A
continuacion se afiadio 1 ml de tampén fosfato (0.1 M, pH 6.5), 1 ml de tampdn acetato
de sodio (0.1 M, pH 4.5) o 1ml de tamp6n TrissHCI (0.1 M, pH 8) con € enzima
(Fluka) a-glucosidasa, b-glucosidasa o esterasa, respectivamente, a una concentracion
de 4 mg/ml. Lamezcla se dgj6é a 37 °C durante una hora. A continuacion se adicionaron
77 ul de acido perclorico (70% v/v) para alcanzar una concentracion final del 5%.
Entonces, se realizd una extraccion liquido-liquido con ciclopentano/acetato de etilo
(1:1, v/v) y se procedi6é del mismo modo que en €l caso de la extraccion de compuestos

fendlicos libres.

0
=i
I \
H
a-glucésido R R’
H
CHOH H q
N—C
§ > / \
H
R R’

B-glucosido

Figura 14. Conjugacion de compuestos fendlicosen formadea y b glucdsidos.
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[11.4.- Aisamiento y manipulacion de acidos nucleicos de plantas.

[11.4.1. Transformacion de Escherichia coli.

La obtencién de células competentes de Escherichia coli (DH5a) se realizd con
un tratamiento con metales divalentes y su transformacion se llevé a cabo mediante un
chogue térmico a 42°C, seguin € método descrito por Hanahan (1986) y modificado por
Ausubel et al. (1995).

[11.4.2. Purificacion de plasmidos bacterianos.

La purificacion de plasmidos de bajo ntimero de copia (pBI?) y de alto nimero
de copia (pBluescri pté SK (+-) y pGEMé‘7) se redizd segun los protocolos
convencionales de lisis acalina descritos por Ausubel et al. (1995), o segin las
instrucciones del fabricante del Kit ‘High Pure Plasmad Isolation Kit" (Roche) en €
caso de que las muestras fueran enviadas a secuenciar. Los clongjes y subclongjes de los
fragmentos de DNA en estos plasmidos se realizaron mediante insercién en sitios de
restriccion concretos, segun los métodos descritos por Ausubel et al. (1995) y
Sambrook et al. (1989).

[11.4.3.- Aisamiento y manipulacién de RNA de plantas.

Laextraccion de RNA de diferentes tegjidos de planta se llevd a cabo con Trizol®
(Gibco BRL? Life Technologies) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para los

andlisis de transcripcion reversa se utilizaron 10 pg de RNA total, cuantificado por Azso.

[11.4.4.- Reacciones de amplificacion (RT-PCR).

Para las reacciones de transcripcion reversa (RT) se partio de 10 ng de RNA
total para un volumen final de reaccion de 50 m, utilizando oligo(dT).g como cebador
para copiar selectivamente mRNAS y como transcriptasa reversa la M-MLV de
Promega. En cada reaccién de PCR se emplearon: 5 mi de la reaccion de RT, 1 ul de
cada cebador, 5 ml de dNTPs 2.5mM, 5 ml de tampdn de reaccion 10X y 2 unidades de
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DNA polimerasa (Netzyme NEED). Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 1
min de desnaturalizacién a 94°C, seguido de 25 ciclos de 1 min de desnaturalizacién a
94°C, 1 min de anillamiento a 55°C y 1 min de extension a 72°C, terminando con un

paso de extension final de’ 5 min a72°C.

Los cebadores especificos empleados para amplificar € gen hidroxicinamoil-
CoA:tiramina N-(hidroxicinamoil)transferasa (THT1-3) (Von Roepenack-Lahaye et al.
2003) fueron los siguientes. directo (5-ATGGCTCCTGCTCTTGAACAAG-3) vy
reverso (5'-CTAACAGCTCCCTTTCGCCGT-3'). Los utilizados para amplificar e gen
de la proteina ribosomal L2 (RPL2) (Fleming et al., 1993) fueron los siguientes:
oligonucledtido directo (5-GGTGACCGTGGTGTCTTTGC-3') y reverso (5-
ACCAACCTTTTGTCCAGGAGGT-3").

I11.4.5. Secuenciacion de DNA.

Para la secuenciacion de los diferentes clones se siguié € protocolo de los
didesoxinucledtidos (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 € secuenciador se refinaron mediante el
programa CHROMAS para la resolucién de posibles indeterminaciones.

[11.4.6. Aplicaciones bioinfor maticas.

Los andlisis de secuencia se realizaron empleando la aplicacion MEGALIGN del
la suite informética DNAstar de Lasergene. Para otras manipulaciones se emplearon
diferentes programas instalados en maguinas locaes. Se empled e programa

GENEDOC parared zar las zonas homdlogas de | os alineamientos.

Los rastreos mediante € algoritmo BLAST de las bases de datos
EMBL/GenBank, se efectuaron a través de los formularios en linea que se encuentran
en la direccion de Internet del Nationa Center for Biotechnology Information
(Bethesda, MD; http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

55


http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

Materiales y Métodos

[11.5.- Técnicas de andlisis, sintesis, cuantificacion e identificacion de
metabolitos.

[11.5.1.- Andlisisy cuantificacion de las muestras por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC).

Los andlisis 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 m del
extracto metandlico final se inyectaron 40 m en una columna de fase reversa Symmetry
C18 (5 nm, 4.6 x 150 mm; Waters, Mildford, MA) equilibrada con acido acético al 1%
(J.T. Baker). Se aplico un gradiente de metanol (0 a 100%) durante 20 min, con un flujo
constante de 1 ml/min, manteniendo la temperatura a 30°C. 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 & programa informético Millenium32 (Waters), utilizando HCAAs

sintéticas como patrones.

[11.5.2.- Analisis de la produccién de etileno mediante técnicas de cromatogr afia

gaseosa.

La medida de la produccion de etileno se realizo introduciendo 0.5 g de cada
muestra de tejido de hoja, en viales de vidrio de 18 ml, cerrados herméticamente durante
2 h atemperatura ambiente. Pasado este tiempo se tomo 1 ml de muestra gaseosa y se
inyecté en un cromatografo de gases Hewlett-Packard 4890 equipado con una columna
TRB-1 TRACER (60 m de logitud, 0.56 mm |.D.) conectada a un detector de ionizacion
de llama (FID). Las muestras quedaron registradas en un integrador Hewlett-Packard
3395. Latemperatura del horno era de 60°C. El pico de etileno quedd registrado a 0.98
min. La produccion de etileno se calcul6 como la media de tres incubaciones
independientes, y se utilizé una curva estandar de produccion de etileno que relacionaba
el areade pico con la cantidad de etileno producida (nl/g peso fresco).
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[11.5.3.- Identificaciobn de metabolitos mediante cromatografia liquida de alta
resolucion y espectrometria de masas acoplada (HPLC-MYS).

La identificacion de los cuatro compuestos mayoritarios detectados en extractos
metandlicos de hojas infectadas con Pseudomonas syringae pv. tomato, se llevé a cabo
utilizando espectrémetro de masas ZMD Micromass (Waters) de cuadrupolo equipado
con un sistema de ionizacién por eectro-spray (ESI-MS) directamente acoplado a un
cromatografo HPLC Waters 1515 con un detector de matriz de fotodiodos (photodiode
array detector, PAD) Waters 996 (rango entre 240 y 400 nm, resolucién 1.2 nm). Los
pardmetros del espectrémetro de masas paralaionizacion por electro-spray positivo son
los siguientes: voltge capilar 2500 V, voltaje de cono 20 V, extractor 5V, RF Lens 0.5
V, temperatura de bloque 100°C y temperatura de desolvatacion 300°C. El gas de
desolvatacion y de cono utilizado fue nitrogeno, con un flujo de 400 y 60 I/min,
respectivamente. Otros pardmetros del espectrometro de masas son: resolucion de masa
minima 13.5, resolucién de masa maxima 13.5, energia de ionizacion 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 m del extracto metandlico final se inyectaron 20 m en una columna
de fase reversa Symmetry C18 (5 mm, 4.6 x 150 mm; Waters, Mildford, MA)
equilibrada con acido acético a 1% (J.T. Baker). Se aplico un gradiente de metanol (0 a
100%) durante 20 min, con un flujo constante de 1 ml/min, manteniendo la temperatura
a 30°C. A la sdlida de la columna, aproximadamente en 25% del flujo se derivé a
espectometro de masas y € resto a PDA Waters 996. Los espectros de masas y de
absorcion a ultravioleta de los metabolitos objeto de estudio, asi como de los sintéticos,
se obtuvieron mediante el programainformético Masslynx (Waters).

[11.5.4- Sintesisdelas HCAAs.

Las HCAAS estudiadas se sintetizaron quimicamente en el |aboratorio mediante
la reaccion de los &cidos p-cumérico y ferdlico, con tiramina y dopamina (forma
hidroclorica), en presencia del catalizador N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC), ta y
como se describe de forma detallada en Tanaka et al. (1989). Se mezclaron 0.5 nmol del

correspondiente &cido y 0.65 nmol de la correspondiente amina, en 20 ml de
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tetrahidrofurano (THF). A continuacion se afiadié una solucién del catalizador DCC
(0.8 nmol / 5 ml de THF). La reaccién se dejo toda la noche a temperatura ambiente.
Después de eliminar los disolventes, |a reaccion se solubilizé en agua 'y se realizé una
extraccion liquido-liquido con acetato de etilo. La fase organica se secd con NaSO,
anhidro y se evaporé hasta la obtencion de un aceite viscoso. Dicho aceite se purificd
hasta el aislamiento de la correspondiente amida, mediante una columna de silicagel
flash 60 (Merck, 0.040-0.063 mm), utilizando como fase movil una mezcla de
diclorometano / acetato de etilo (1:1).

En la figura 15 se muestra e mecanismo de reaccion correspondiente a la

sintesis quimica de los metabolitos objeto de estudio.

C
N o R1 U
Acido carboxilico DCCU Complejo &cido

carboxilico-DCC

C LOH OH oH
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Figura 15. M ecanismo de reaccién de la sintesis quimica de las HCAAs. Se distinguen tres fases en
lareaccion: Fase A, adicién del &cido carboxilico (R1=H, &cido cumarico; R1=0CHs, &cido ferdlico) a
atomo de carbono de la diciclohexilcarbodiimida (DCC); Fase B, atague nucleofilico de la amina
(R2=H, tiramina; R2=0OH, dopamina) a compleo &cido carboxilico-DCC; Fase C, formacion de la
HCAA (R1=H R2=0H, p-cumaroildopamina; R1=OCH; R2=0H, feruloildopamina; R1=H R2=H, p-
cumaroiltiramina; R1=OCH; R2=H, feruloiltiramina) y liberacion del catalizador en forma de urea.
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[11.5.5. Elaboracion de curvas patron delas HCAAS para su cuantificacion.

Se elabor6 una curva patron de cada uno de los metabolitos identificados en €
presente trabajo con la finalidad de cuantificar 1os niveles alcanzados en la planta. Para
ello, seinyectaron en el HPLC distintas cantidades conocidas de cada una de las amidas
sintéticas y se calcul6é € area de pico observado en cada caso. En la figura 16 se
muestran las curvas patron elaboradas para cada una de las HCAAS. en abscisas se
representan las distintas cantidades (nmoles) del compuesto ensayado y en ordenadas el
area (unidades de &rea, u.a.) del pico en e cromatograma correspondiente. De esta
forma se obtiene una ecuacion que permite relacionar area de pico con nmoles.
Utilizando dichas ecuaciones, podemos cuantificar la acumulacién de las HCAAS en

plantas de tomate alo largo de lainfeccion con Pseudomonas syringae.
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Figura 16. Curvas patron para cada una delasHCAA.
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111.6.- Ensayo de actividades in vitro delas HCAAs.

[11.6.1.- Ensayo dela actividad antibacterianain vitro.

El test de actividad antibacteriana se Ilev6 a cabo siguiendo e método descrito
por Cole (1994). La bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato amacenada a -80°C en
glicerol a 80%, fue reactivada en placas Petri de 20 ml que contenian 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 K;HPO,4 a 10%, y 10 ml de MgSO, a 10%). Después de incubar las placas
durante 48 h a 28°C, se recogi6 una colonia aislada y se sembré en 15 ml de medio LB
liquido (Pronadisa), dgfdndose en agitacion a 220 rpm y a 28°C durante una noche. A
continuacion, se mezclo 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 (n° 13, 0.5 mm de diametro)
impregnados con diferentes concentraciones de cada HCAA disuelta en 10 pul de
metanol. Como control negativo del experimento se utilizaron placas preparadas tal y
como se ha descrito anteriormente, donde se colocaron discos Unicamente impregnados
con metanol. Como control positivo se utilizd € antibiético de amplio espectro
tetraciclina a una concentracion de 10 pg / cm? La actividad antibacteriana se
determinG midiendo el halo de inhibicidn de crecimiento bacteriano alrededor del disco
de papel y determinando la Concentracién Minima Inhibitoria (MIC) para cada amida.
Cada ensayo se realiz0 por triplicado.

[11.6.2.- Ensayo dela actividad antioxidantein vitro.

La actividad antioxidante de los é&cidos p-cumérico y ferulico, de latiramina, de
ladopaminay de las HCAA, fue evaluada mediante € ensayo basado en la inactivacién
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 disolucion etandlica
del compuesto ensayado a diferentes concentraciones, con 1 ml de una disolucién de
DPPH 0.5 mM (disuelto en etanol) y 2 ml de acetato sodico 0.1 M (pH 5.5). Después de
mantener la mezcla a 25°C durante 30 min, se realizé una medida de la absorbancia a
517 nm en un espectrofotdometro JENWAY 6305. La capacidad de inactivacion del
radical libre DPHH por parte de cada producto ensayado, se expresd6 como la
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concentracion de producto necesaria parareducir al 50% |la absorbanciadel DPPH a 517
nm (EDsp). Como control positivo se utilizé hidroxitolueno butilado (BHT). Los datos

obtenidos representan la media de tres experimentos independientes.

111.7. Obtencion de plantas transgénicas.

[11.7.1. Obtencion del cDNA del gen THT1-3 de tomate.

El cDNA correspondiente a 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 especificos los

siguientes:

Nombre del
cebador

Secuencia5'-3' Sitio de corte Hebra

THT1-3Dir CCGGATCCTCTAGAATGGCTCCTGCTCTTGAACA BamHI, Xba | Directa

THT1-3 Rev CCGGATCCCTAACAGCTCCCTTTCGCCGT Bam HI Reversa

El producto de PCR obtenido fue clonado en e vector pGEM-T easy y

secuenciado, obteniendo asi el plasmido denominado pGEM-THT.

[11.7.2. Fusion de la region directa del gen THT1-3 al promotor doble del
CaMV35S.

La fusién de la pauta abierta de lectura del gen THT1-3 a promotor doble 35S
del Virus del Mosaico de la Califlor se llevo a cabo en dos etapas. En |a primera de
ellas, se llevd a cabo la ligacion de la banda correspondiente al cDNA, obtenida por
digestion del plasmido pGEM-THT con e enzima de restriccion Bam HI, a un vector
pBlue-2X-modificado (pBluescript con una region doble del promotor del CaMV35S),
digerido con Bam HI. La comprobacion de que € cDNA se habia insertado en sentido

(+) se reaizé mediante digestion con los enzimas Eco RI — Xba | obteniéndose una
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banda de 361 pb (banda Eco Rl — Xba | del cDNA) y otra de 630 pb (banda Eco RI —
Eco RI del 2XCaMV35S). En una segunda etapa, se liberd € cassette [2XCaMV35S ::
THT sentido (+) :: terminador del gen nos] con & enzima Hind Il y se inserté6 en €
vector pBl1121, obteniendo asi |a construccién denominada pBI::gus::352X:: THT:: nos.
Este vector presenta e gen marcador GUS (B-glucuronidasa) bajo € control

transcripcional del promotor constitutivo CaMV35S (Esguema 2).

LB Hind 111 AMV leader Hind 111 RB
ezt I nogGUsiass_ @ 3552X | oo e nos § [nosinpti/inos | [ pBl 121 |-
1524pb

Esquema 2. Construcciéon pBl121::GUS::3552X::cDNA::nos. El promotor 35S que dirige la
expresion de la proteina GUS se encuentra en €l sentido inverso a promotor doble 35S2X que
dirige la expresion de la pauta de lectura abierta del gen THT1-3. Se sefialalalongitud del cassette
Hind I11. LB: bordeizquierdo del pldsmido binario; RB: borde derecho del plasmido binario.

[11.7.3. Transformacién de Agrobacterium tumefaciens.

La transformacion de células competentes de Agrobacterium tumefaciens de la
cepa C58, utilizada para transformar Arabidopsis thaliana, asi como la de la cepa
LBAA4404, utilizada para transformar tomate, se llevé a cabo mediante choque térmico,

siguiendo el método descrito por Bevan (1984).

[11.7.4. Transformacion genética de plantas de Arabidopsis thaliana.

La construccion correspondiente a apartado 111.7.1 fue introducida en la cepa de
Agrobacterium tumefaciens C58. La transformacion genética de Arabidopsis thaliana
con estas construcciones se llevo a cabo siguiendo el método descrito por Bechtold et
al. (1993), mediante € cual se sumergen las flores y botones florales en una suspension
de Agrobacterium tumefaciens y se realiza una infiltracion a vacio. Las semillas
obtenidas a partir de dichas flores, se siembran en medio Murashige y Skoog con 50
mg/l de kanamicina, que permite la seleccion de los transformantes por su resistencia a

este antibidtico.
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[11.7.5. Transformacién genética de plantas de tomate.

La transformacion genética de tomate var. ‘UC82 con la construccion
pBl::gus.:352X::cDNA::nos se llevd a cabo mediante cocultivo de explantes de
cotiledones en Agrobacterium tumefaciens LBA4404, segin el método desarrollado por
Ellul et al. (2003).

[11.7.6. Estudiosin situ de la actividad b-glucuronidasa.

Para los estudios de deteccién in situ de la actividad b-glucuronidasa, los tejidos
frescos fueron infiltrados a vacio durante 25 minutos en una solucion conteniendo 0.5
mg de X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil glucurénido) y 0.1% de Triton X-100 en
tampodn fosfato 50 mM a pH 7.2, e incubados a 37°C de 10 a 16 horas. A continuacion

se destifieron con sucesivos lavados de etanol a 70%.
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V. Resultadosy discusion.

IV.1.- Caracterizacion de cuatro amidas derivadas del acido
hidroxicindmico en tomate ‘Rutgers infectado con Pseudomonas

syringae pv. tomato.

IV.1.1- La infeccion de plantas de tomate ‘Rutgers con la bacteria Pseudomonas
syringae pv. tomato induce la acumulacion de cuatro compuestos de naturaleza

fendlica.

La inoculacién de hojas de tomate ‘Rutgers con la bacteria Ps. syringae pv.
tomato a una concentracion de 10’ unidades formadoras de colonias por mililitro
(ufc/ml), produce una reaccion necrotizante que puede considerarse como una respuesta
hipersensible (HR-like). La infeccion se caracteriza por la aparicion de unas manchas
necréticas en las hojas, coincidentes con la zona inoculada. La necrotizacién 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 inoculacion (hpi), culminando a
las 72 hpi, momento en el cua las manchas necréticas han alcanzado un tamarfio de
aproximadamente 6 mm de didmetro y se ha producido un colapso celular total en toda
laregién inoculada (figura 17 A). Asimismo, aproximadamente a las 24 hpi, se observa
una marcada epinastia en las hojas inoculadas, debido a la acumulacion de la hormona

etileno, como consecuencia de lainfeccion bacteriana (figura 17 B).

A

17 hpi 24 hpi 48 hpi .
P P P Figura 17. Plantas de tomate

B ‘Rutgers’ infectadas con la bacteria
Pseudomonas syringae pv. tomato.
(A) Evolucién de los sintomas en las
hojas inoculadas. 1a necrotizacion del
tgjido foliar se produce de forma
gradual, hasta alcanzar un méximo a
las 72 hpi. (B) Efecto del etileno
producido durante la infeccién: a las
24 hpi se observa una marcada
epinastia en las hojas inocul adas.
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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 acumulacion de acido salicilico (SA) (Bellés et al., 1999), un compuesto fendlico
fluorescente mediador de la respuesta hipersensible de las plantas frente a patbgenos
(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 andlisis
mas general de compuestos que absorbieran en e UV, presentes en los extractos
metandlicos de las hojas infectadas con la bacteria. Lafigura 18 muestra cromatogramas
representativos de los compuestos fendlicos obtenidos de muestras de hojas infectadas
tomadas alas 24 hpi y de hojas control (inoculadas Unicamente con MgSO,4 10 mM (ver
apartado de Materidles y Métodos). Después de estudiar los espectros de absorcién al
UV mediante un detector de matriz de fotodiodos (PDA) en un rango de 240 a 400 nm,
se selecciond una longitud de onda de 280 nm con € fin de analizar la acumulacion de
compuestos pertenecientes a la ruta de los fenilpropanoides. En los extractos de hojas
infectadas se detecta |la acumulacién de cuatro compuestos mayoritarios, numerados por
orden de aparicion en e cromatograma (1, 2, 3 'y 4), con tiempos de retencién 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 retencion ligeramente inferior a del compuesto 3
(compuesto 2'), de que hablaremos més adel ante. Dichos compuestos no estan presentes

en |os extractos correspondientes a hojas control (figura 18).
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Figura 18. Andliss por HPLC de los extractos metandlicos de hojas de tomate
‘Rutgers’. Las plantas fueron inoculadas con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato
a una concentracion de 10 ufc/ml. Se recogieron muestras a las 24 hpi y se realizé una
extraccién de compuestos fendlicos. Los extractos se analizaron por HPLC y la deteccién se
realiz6 a280 nm. Los picos 1, 2, 2, 3y 4 representan |os compuestos fendlicos acumulados
en las hojas infectadas.. Dichos compuestos no se detectan en |os correspondientes control es.
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IV.1.2.- Estudio de los espectros de masas y de absor bancia de los compuestos 1, 2,
3y 4inducidos por lainfeccion de Pseudomonas syringae pv. tomato.

Con € fin de identificar de forma precisa los compuestos correspondientes a los
picos 1, 2, 3y 4, los extractos metandlicos de hojas de tomate infectadas se analizaron
mediante técnicas de cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a espectometria
de masas (HPLC-MS) combinadas con técnicas de ionizacion por electro-spray (ESI). A
continuacion se explica de forma detallada la identificacion de cada uno de los

compuestos aislados.

| dentificacion del compuesto 1.

El espectro de masas obtenido mediante la técnica de ionizacién por electro-
spray presenta un pico molecular m/z 300 [M+H"] que se corresponde con la formula
molecular C17H1704N (figura 19 A). La molécula genera ademas un fragmento de masa
molecular 147, que es coherente con la formula (CgH;O.) (figura XA). Dicho
fragmento es caracteristico de metabolitos que poseen en su molécula una parte
derivada del &cido cumarico (Yoshihara et al., 1978). La parte restante de la molécula
(CgH100,N") contiene un grupo hidroxilo més que la tiramina (ver compuestos 3 y 4),
pudiendo corresponder a la formula molecular de la octopamina, en e caso de que €l
grupo hidroxilo se encuentre unido a carbono 7, o bien a la férmula molecular de la
dopamina, en e caso de que e grupo hidroxilo se encuentre unido a anillo bencénico.
Las HCAASs que poseen octopamina en su molécula generan un fragmento caracteristico
de la presencia del grupo hidroxilo en posicion 7 de masa molecular [M+H-H,Q], y por
tanto, deberiamos observar, en € espectro de masas del compuesto 1, un pico de 282
unidades de masa. Basandonos en la ausencia de este pico, hemos llegado a la
conclusién de que nos encontramos ante una molécula cuya estructura esta formada por
una parte que proviene del &cido cumarico y otra que proviene de la dopamina. La
estructura propuesta es por tanto la de la p-cumaroildopamina (CD). En e espectro de
masas se observa ademas la aparicion de un pico molecular m/z de 599 [2M+H]" que
corresponderia a un dimero de CD formado como consecuencia del método de
ionizacion empleado. El espectro de absorciéon en e UV del compuesto 1 presenta dos
maximos relativos (A= 290, 306 nm), indicando la presencia de dos grupos fendlicos

distintos. Los espectros de UV y masas presentados en lafigura 19 A son idénticos alos
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obtenidos para la CD sintetizada en e laboratorio (figura 19 B). Ademas, ambas
coeluyen a un tiempo de retencién de 12.5 min .

| dentificacion del compuesto 2.

El espectro de masas obtenido mediante la técnica de ionizacién por electro-
spray presenta un pico molecular m/z 330 [M+H™] que se corresponde con la férmula
molecular C1gH190sN (figura 20 A). La molécula genera, ademés, un fragmento de
masa molecular 177, que es coherente con la formula (C10HgO3) (figura 20 A). Dicho
fragmento es caracteristico de metabolitos que poseen una parte en su molécula
derivada del acido ferdlico (Yoshihara et al., 1978). La parte restante de la molécula
(CgH100.N") contiene, nuevamente, un grupo hidroxilo mas que la tiramina (ver
compuestos 3 y 4). Como ya hemos visto, dicha férmula molecular puede corresponder
alaoctopamina, en € caso en que el grupo hidroxilo se encuentre unido al carbono 7, o
a la dopamina en & caso en que e grupo hidroxilo se encuentre unido a anillo
bencénico. Las HCAAS que poseen octopamina en su molécula generan un fragmento,
caracteristico de la presencia del grupo hidroxilo en posicion 7, de masa molecular
[M+H-H,Q], y por tanto, en este caso, deberiamos observar en € espectro de masas del
compuesto 2 un pico de 312 unidades de masa. Basandonos en la ausencia de este pico,
hemos llegado a la conclusion de que nos encontramos ante una molécula cuya
estructura estéd formada por una parte que proviene del &cido ferdlico y otra, que
proviene de la dopamina. La estructura propuesta es, por tanto, la de la feruloildopamina
(FD). En € espectro de masas se observa, ademas, la aparicién de un pico molecular
m/z de 659 [2M+H]" que corresponderia a un dimero de FD formado como
consecuencia del método de ionizacion empleado. El espectro de absorcién en € UV del
compuesto 2 es similar a del compuesto 1, presentando nuevamente dos maximos
relativos a290 y 318 nm, que indican la presencia de dos grupos fendlicos distintos. Los
espectros de UV y masas presentados en la figura 20 A son idénticos a los obtenidos
para la FD sintetizada en €l laboratorio (figura 20 B). Ademas, ambas coeluyen a un

tiempo de retencién de 12.5 min.
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Identificacion del compuesto 3.

El espectro de masas obtenido mediante la técnica de ionizacion por el ectro-
spray presenta un pico molecular m/z 284 [M+H™] que se corresponde con la férmula
molecular C17H1703N (figura 21 A). La molécula genera, ademas, un fragmento de
masa molecular 147, que es coherente con la férmula (CoH-;Oy) (figura21 A). Como se
ha comentado para € caso del compuesto 1, dicho fragmento es caracteristico de
metabolitos que poseen una parte en su molécula derivada del &cido cumarico
(Yoshihara et al., 1978). La parte restante de la molécula (CsH10ON™) corresponde a la
formula molecular de la tiramina. El espectro de absorcion en e UV presenta dos
maximos relativos a 291 y 306 nm, indicando la presencia de dos grupos fendlicos
distintos. Por tanto, nos encontramos ante una amida derivada del &cido
hidroxicinamico (HCAA), una molécula de naturaleza fendlica, cuya estructura esta
formada por una parte que proviene del acido cumérico y otra parte derivada de la
tiramina. La estructura propuesta es por tanto la de la p-cumarailtiramina (CT) (Keller
et al., 1996; Pearce et al., 1998; von Roepenack-Lahaye et al., 2003). En el espectro de
masas se observa ademas la aparicion de un pico molecular m/z de 567 [2M+H]" que
corresponderia a un dimero de CT formado como consecuencia del método de
ionizacion empleado. Los espectros de UV y masas presentados en la figura 21 A son
idénticos a los obtenidos parala CT sintetizada en € |aboratorio (figura 21 B). Ademés,

ambos coeluyen a un tiempo de retencion de 13.2 min.

| dentificacion del compuesto 4.

El espectro de masas obtenido mediante la técnica de ionizacion por el ectro-
spray presenta un pico molecular m/z 314 [M+H"] que se corresponde con la formula
molecular C1gH1904N (figura 22 A). La molécula genera, ademas, un fragmento de
masa molecular 177, que es coherente con laformula (C1oHgO3) (figura22 A). Como se
ha comentado para € caso del compuesto 2, dicho fragmento es caracteristico de
metabolitos que poseen una parte en su molécula derivada del acido ferdlico (Y oshihara
et al., 1978). La parte restante de la molécula (CsH10ON™) corresponde a la formula
molecular de la tiramina. El espectro de absorcién en € UV presenta dos maximos
relativos a 292 y 318 nm, indicando la presencia de dos grupos fendlicos distintos. Por

tanto, nos encontramos de nuevo ante una amida derivada del acido hidroxicinamico
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(HCAA), una mol écula de naturaleza fendlica, cuya estructura esta formada en este caso
por una parte que proviene del acido fertlico y otra parte derivada de la tiramina. La
estructura propuesta es, por tanto, la de la feruloiltiramina (FT) (Keler et al., 1996;
Negrel et al., 1996; Pearce et al., 1998). En e espectro de masas se observa, ademas, la
aparicion de un pico molecular m/z de 627 [2M+H]" que corresponderia a un dimero de
FT formado como consecuencia del método de ionizacion empleado. Los espectros de
UV y masas presentados en la figura 22 A son idénticos a los obtenidos para la FT
sintetizada en €l laboratorio (figura 22 B). Ademés, ambas coeluyen a un tiempo de

retencion de 13.5 min.
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Figura 19. Espectros de masas y de absorcion en e UV relativos al compuesto 1. (A)
Espectro de masas obtenido mediante la técnica de ionizacion por electro-spray y espectro
de absorcion a UV del compuesto 1 detectado en extractos metandlicos de hojas de tomate
‘Rutgers’ infectadas con Pseudomonas syringae pv. tomato. (B) Espectro de masas obtenido
mediante la técnica de ionizacién por electro-spray y espectro de absorcién a UV de la p-
cumaroildopamina sintetizada en el laboratorio.
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Figura 20. Espectros de masas y de absorcion en e UV relativos al compuesto 2. (A)
Espectro de masas obtenido mediante la técnica de ionizacion por electro-spray y espectro
de absorcion a UV del compuesto 2 detectado en extractos metandlicos de hojas de tomate
‘Rutgers’ infectadas con Pseudomonas syringae pv. tomato. (B) Espectro de masas obtenido
mediante la técnica de ionizacion por electro-spray y espectro de absorcion a UV de la
feruloildopamina sintetizada en el laboratorio.
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Figura 21. Espectros de masas y de absorcion en e UV relativos al compuesto 3. (A)
Espectro de masas obtenido mediante la técnica de ionizacidn por electro-spray y espectro
de absorcion a UV del compuesto 3 detectado en extractos metandlicos de hojas de tomate
‘Rutgers’ infectadas con Pseudomonas syringae pv. tomato. (B) Espectro de masas obtenido
mediante la técnica de ionizacién por electro-spray y espectro de absorcién a UV de la p-
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Figura 22. Espectros de masas y de absorcion en e UV relativos al compuesto 4. (A)
Espectro de masas obtenido mediante la técnica de ionizacidn por electro-spray y espectro
de absorcion a UV del compuesto 4 detectado en extractos metandlicos de hojas de tomate
‘Rutgers’ infectadas con Pseudomonas syringae pv. tomato. (B) Espectro de masas obtenido
mediante la técnica de ionizacion por electro-spray y espectro de absorcion a UV de la
feruloiltiramina sintetizada en el laboratorio.
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Nos encontramos, por tanto, ante cuatro moléculas de naturaleza fendlica, de
estructura similar, resultado de la unién de un &cido derivado del &cido hidroxicinamico
(acido cumérico o acido ferdlico) 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 nitrégeno en su
molécula (Facchini et al., 2002). Son numerosos los estudios que han demostrado la
implicacion de este tipo de compuestos en la defensa de las plantas frente a patégenos y
en la respuesta a herida. La acumulacion de HCAAS en respuesta a una infeccion se
observo por primera vez en tubérculos de patata infectados con el hongo Phytophthora
infestans (Clarke, 1982). A partir de entonces son numerosos los trabgjos que han
descrito la acumulacion de este tipo de compuestos en respuesta a una infeccion,
principamente en la familia de las Solanaceas (Negrd 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 producia una acumulacion de p-cumaroiltiramina y p-
cumaroilnoradrenalina en plantas de tomate Rio Grande infectadas con la bacteria
Pseudomonas syringae, sin embargo, dichos autores no detectaron la acumulacién de
las HCAAS descritas en la presente tesis, o que indica un comportamiento diferencial
entre variedades de tomate. También en tomate se ha descrito la acumulacion de p-
cumaroiltiramina y feruloiltiramina en respuesta a herida (Pearce et al., 1998). Sin
embargo, es la primera vez que se describe la acumulacion de p-cumaroildopamina y
feruloildopamina en plantas en respuesta a una infeccion. Ademés, hemos podido
observar la acumulacién de las cuatro HCAAS descritas en € presente trabajo en otras
variedades de tomate (Ailsa Craig, Moneymaker y UC82) en respuesta a Ps. syringae,
de formasimilar acomo ocurre en Rutgers.

Como ya se ha comentado, en e cromatograma de la figura 18, se observa la
aparicion de un pico adiciona (compuesto 2') con un tiempo de retencién ligeramente
inferior a de la p-cumaroiltiramina (compuesto 3). En la naturaeza, la forma mas
abundante de los écidos derivados del acido hidroxicindmico (acido cumarico, ferdlico,
cafeico y sinapico) es la trans. Consistentemente con este hecho, en e presente trabajo
se ha encontrado que los acidos componentes (fertlico y cumérico) de las HCAAS
identificadas estan también en su forma trans. Sin embargo, durante el proceso de
extraccion de compuestos fendlicos de plantas, la luz puede isomerizar parte de estas
formas trans a formas cis (Towers, 1984). En un cromatograma, € tiempo de retencion

de la forma cis de cualquiera de estas amidas es un poco inferior a de la forma trans
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correspondiente. Sin embargo, las formas cis y trans presentan idénticos espectros de
masas y de absorcién a UV. En un principio, puesto que €l tiempo de retencion del
compuesto 2' era ligeramente inferior a del compuesto 3, pensamos que dicho
compuesto 2' podria ser € isomero cis de la p-cumaroiltiramina (compuesto 3). Dicha
hipbtesis se descart6 a observar que su espectro de absorcion en € UV era diferente a
de cada uno de los compuestos estudiados. Se trata, por tanto, de un compuesto fendlico
diferente a los cuatro anteriormente descritos, que no hemos podido identificar hasta €

momento.

IV.1.3.- Acumulaciéon de las HCAAs en tomate infectado con Pseudomonas

syringae pv. tomato.

Con € fin de estudiar e perfil de acumulacién de las cuatro HCAAS
caracterizadas, se realizé una extraccién de compuestos fendlicos de | as hojas infectadas
a diferentes tiempos post inoculacion (17, 24, 48 y 72 horas post inoculacion, hpi). Los
extractos metandlicos de las hojas infectadas fueron analizados por HPLC con € fin de
determinar no solo e perfil de acumulacion de las amidas, sino también los niveles
alcanzados en la planta. Para cuantificar los niveles se utilizaron las curvas patron
elaboradas para cada compuesto, tal y como se describe en € apartado de Materiales y
Métodos.

La figura 23 muestra | os resultados obtenidos del andlisis de la acumulacién de
las cuatro HCAAS en hojas de tomate infectadas con |a bacteria Pseudomonas syringae
pv. tomato durante las 72 horas posteriores a la inoculacion (hpi). Como puede
observarse en dicha figura, los patrones de acumulacién de CD y CT son bastante
similares entre si. Los niveles de ambos compuestos a canzan un maximo relativo alas
24 hpi y luego vuelven a crecer. Los otros dos metabolitos, FD y FT alcanzan un
maximo en sus niveles de acumulacion alas 24 hpi, decreciendo posteriormente. De las
cuatro amidas la FD es la que alcanza los niveles mas elevados (46 nmol/g de peso
fresco alas 24 hpi), y la CD la que se acumula en menor medida (1.7 nmol/g de peso
fresco alas 24 hpi).

Con objeto de localizar la acumulacion de las cuatro HCAAS detectadas, se
compararon sus niveles en dos zonas de las hojas infectadas. las manchas necrdticas,
gue incluian € areainfiltrada mas 1 mm de tgjido adyacente sin inocular (zona A, figura
24), y € resto de la hoja donde no se habia infiltrado la bacteria (Zona B, figura 24).
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Como puede apreciarse en la figura 24 la acumulacion de los metabolitos detectados se
da fundamentalmente en la zona A, en la zona B la acumulacién de dichos compuestos
es muy bgja a pesar de que los niveles bacterianos son apreciables. Estos resultados son
similares alos obtenidos por Pearce et al. (1998) y Guillet y De Luca (2005) en hojas de
tomate o de tabaco heridas, respectivamente. Asimismo, también se reaizaron
extracciones de hojas distintas a las infectadas (hojas sistémicas), no detectandose
acumul acién de estos compuestos en dichas hojas, 10 que indica que éstos no se inducen

sistémicamente.
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Figura 23. Patron de acumulacion de p-cumar oildopamina (CD), feruloildopamina (FD),
p-cumaroiltiramina (CT) y feruloiltiramina (FT) en tomate ‘Rutgers infectado con
Pseudomonas syringae. La figura muestrala acumulacién de las cuatro HCAASs durante las 72
horas posteriores alainoculacion.
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Figura 24. Niveles de acumulacién de las cuatro HCAAs en distintas zonas de las hojas
de tomate ‘Rutgers infectadas con la bacteria Pseudomonas syringae. La zona A
representa el &rea infiltrada con la bacteria mas 1mm del tegjido adyacente sin inocular. La
zona B representa el resto de la hoja donde no se hainfiltrado la bacteria. Las cuatro HCAASs
se acumulan principalmente en el area infiltrada (zona A). CD, p-cumaroildopamina; FD,
feruloildopamina; CT, p-cumaroiltiraming; FT, feruloiltiramina.
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Normamente, los compuestos fendlicos inducidos en la planta en respuesta a
una infeccion se encuentran, parte en forma libre y parte conjugados con azlcares en
formade a 6 B-glucosidos. Asi, se ha encontrado que la mayor parte del SA extraido en
tomate 0 en tabaco, se encuentra conjugado con la glucosa en forma de enlace O-
glucosidico en posicion B. Otro de los compuestos fendlicos descrito en nuestro
laboratorio como implicado en la respuesta a patdgenos, € &cido gentisico (GA) (Bellés
et al., 1999), en cambio, esta conjugado en forma de xil6sido (Fayos €t al., 2006). La
conjugacion a un azlcar constituye una forma de almacenamiento (Harborne 1980) y la
hidrdlisis de las formas conjugadas proporciona una fuente de HCAAs en forma libre,
como alternativa a su biosintesis. Con e fin de comprobar s nuestras HCAAS se
encontraban conjugadas a azUcares en forma de a 0 B-glucésidos, realizamos una
hidrdlisis con o 6 B-glucosidasa respectivamente, de los extractos metanolicos de las
hojas de tomate infectadas. Después de la hidrdlisis, no se produjo ninguna alteracion
detectable en el nivel de los referidos compuestos. Para descartar |a posibilidad de que
estos compuestos estuvieran conjugados en forma de ésteres, se hizo una hidrdlisis 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 azlicares. Newman et al. (2001) obtuvieron resultados similares para €
caso de laCT y de la FT en hojas de pimiento infectadas con la bacteria Xanthomonas
campestris.

Los niveles de acumulacién 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
Rio Grande infectadas con Pseudomonas syringae (Von Roepenack-Lahaye et al.,
2003). Ademés, € hecho de que estos compuestos se acumulen principalmente en la
zona infectada, es consistente con la idea de que pudieran ser téxicos per se para €
patdgeno (Pearce et al., 1998). El hecho de que no se hayan encontrado conjugados a
pared celular, sino en formalibre, apoya dicha hipdtesis.

Recientemente, Niehl et al. (2006), después de estudiar lainteraccién compatible
necrotizante entre Solanum tuberosumy €l virus X de la patata (PVX), hipotetizaron que
tanto la tiramina como la dopamina (ambas fuertemente inducidas durante la infeccién),

podrian contribuir ala respuesta defensiva de | as plantas formando amidas derivadas del
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&cido hidroxicindmico, lo que contribuiria a estabilizar y reforzar la pared celular. Sin
embargo, dichos autores no fueron capaces de detectar en € 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
patdgeno que produce una infeccion necrotizante. Los resultados presentados extienden
la acumulacion de HCAAs a nuevos sistemas planta-patdgeno, ademéas de los ya
descritos por otros autores (Newman et al., 2001; Von Roepenack-Lahaye et al., 2003),
y 1o que es mas importante: aporta dos nuevos componentes (la p-cumaroildopamina y

laferuloildopamina) pertenecientes a este grupo de metabolitos secundarios de plantas.

IV.2.- La induccion de la tiramina hidroxicinamoil transferasa (THT)

precede a la acumulacion de CD, FD, CTy FT.

El isoenzima THT1-3 es € responsable de la sintesis de las HCAAs (Von
Roepenack-Lahaye et al., 2003). Con € fin de comprobar si la acumulacion de las
HCAAs observada en e presente trabgjo podia deberse a la induccion de dicho
isoenzima, se estudiod la evolucion del mRNA correspondiente. Para ello, se hizo un
seguimiento mediante, aislamiento de RNA total y posterior RT-PCR, alas 5, 17, 24, y
48 horas posteriores a lainoculacion. EI RNA transcrito comienza a acumularse alas 5
hpi, detectdndose los niveles maximos a las 24 hpi, para disminuir posteriormente
(figura 25). Las hojas control no muestran alteracion alguna en los niveles del gen. La
comparacién entre los patrones de acumulacion de las HCAAs (figura 23) y del gen
THT (figura 25), nos permite asociar la produccion de las amidas con los cambios en los
niveles de transcripcion de la THT. En apoyo a esta idea, es pertinente resatar que €l
aumento de los niveles de expresion del gen THT es anterior a incremento en los
niveles de produccion de las HCAAS. Estos resultados sugieren que la activacion de la
expresion del gen THT contribuye a incrementar los niveles de acumulacion de las
cuatro amidas (CD, FD, CT y FT), de forma similar a como ya habia sido descrito por
otros autores en otras interacciones planta-patégeno (Newman et al., 2001; Von
Roepenack-Lahaye et al., 2003). El patron de acumulacion del gen THT observado en
‘Rutgers’ es similar a descrito por Von Roepenack-Lahaye et al. (2003) en tomate Rio
Grande infectado con Pseudomonas syringae, y es también comparable con el

observado en cultivos celulares de patata tratadas con elicitores de la bacteria

81



Resultados y Discusion

Pseudomonas infestans (Schmidt et al., 1999) y en pimiento infectado con
Xanthomonas campestris (Newman et al., 2001).

Ps. syringae Control

0 5 17 24 48 5 17 24 48

I el

-

Figura 25. Patron de acumulacion de THT. La figura muestra los niveles de
expresion del mRNA del isoenzima THT1-3 en hojas de tomate infectadas con la
bacteria Ps. syringae, a diferentes tiempos post inoculacion (5, 17, 24 y 48 hpi),
mediante andlisis por RT-PCR. El panel inferior representa e RNA extraido de las
muestras analizadas, utilizado como control de carga.
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IV.3.- Estudio de la posible implicacion del acido salicilico (SA) y de

etileno (ET) en la induccion patogénica de las HCAAS.

IV.3.1.-La activacién de la sintesis de las HCAASs sigue una via independiente de
SA.

La funcion fisiolégica mejor caracterizada del &cido sdlicilico (SA) es la de la
activacion de programas de defensa inducibles, confiriendo a la planta resistencia frente
apatogenos (Métraux y Raskin, 1993; Dempsey et al., 1999; Alvarez, 2000). En nuestro
laboratorio, hemos comprobado que la infeccidn de tomate con Pseudomonas syringae
pv. tomato produce un rgpido incremento en los niveles de SA (Bellés et al., 1999). Con
el fin de verificar la posible mediacion del SA en la induccion de las HCAAS, se
utilizaron plantas NahG. Las plantas de tomate NahG son plantas transgénicas que no
pueden acumular SA porque sobreexpresan € gen bacteriano que codifica la salicilato
hidroxilasa, enzima que transforma el &cido salicilico en catecol (Brading et al., 2000).
De igual modo a como habiamos 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 e apartado Materiales y Méodos. La figura 26 A representa la
acumulacion de HCAAS en hojas infectadas de las plantas NahG a las 24 y 48 horas
post inoculacién (hpi), e nivel de esas HCAAS en los controles no infectados es
indetectable. Para asegurarnos de que € SA no se acumulaba en las plantas NahG
durante la infeccion bacteriana, se midid € nivel de SA acumulado en las hojas de
tomate NahG infectadas. Como era de esperar no se observé acumulacion de SA (figura
26 B), a contrario de lo que sucede en plantas Moneymaker infectadas, que fueron
utilizadas como control (figura 26 C). Los niveles de HCAAs acanzados en las plantas
NahG infectadas son del mismo orden que los observados en tomate ‘Rutgers'. Estos
resultados indican que la acumulacion de las cuatro HCAAS objeto de estudio, es
independiente del acido sdlicilico, sefial intermediaria de la respuesta defensiva de
tomate frente a Pseudomonas syringae pv. tomato. En cambio, existen metabolitos
secundarios de respuesta a patdgenos cuya induccién si depende de SA, como es €l caso
de la camalexina en plantas de Arabidopsis thaliana (Nawrath y Métraux, 1999).

Con € fin de proporcionar una base experimental més solida a la idea anterior,

se estudié € efecto de un tratamiento exdgeno con SA, tal y como se describe en €
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apartado de Materiales y Métodos. No detectamos acumulacion de HCAAS en las hojas
tratadas con SA, a pesar de que € tratamiento se realizd a una concentracion de SA
capaz de activar programas de defensa en tomate (Van Kan et al., 1995; Bellés et al.,
1999).
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Figura 26. Analisis de compuestos fendlicos en plantas de tomate NahG infectadas con la bacteria
Pseudomonas syringae pv. tomato. (A) Acumulacién de p-cumaroildopamina (CD), feruloildopamina
(FD), p-cumaroiltiramina (CT) y feruloiltiramina (FT) en extractos metandlicos de muestras hojas de
tomate NahG infectadas con Pseudomonas syringae pv. tomato, tomadas a las 24 y 48 horas post
inoculacion (hpi). Los niveles de HCAAS en las plantas control no infectadas son indetectables. (B)
Acumulacion de &cido salicilico en extractos metandlicos de muestras de hojas de tomate NahG infectadas
con Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst), tomadas a las 24 y 40 hpi. (C) Acumulacién de &cido
sdlicilico en extractos metandlicos de muestras de hojas de tomate Moneymaker infectadas con
Pseudomonas syringae pv. tomato, tomadas alas 24 y 40 hpi.
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IV.3.2.- El etileno es esencial paralainduccion dela expresion del gen THT y para
laacumulaciéon delasHCAAs.

El etileno es una hormona vegetal que juega un papel muy importante en la
sefidizacion de la respuesta defensiva de las plantas (Van Loon et al. 2006a). Sin
embargo, € papel que desempefia dicha hormona en |a defensa frente a patdgenos no se
conoce bhien: en algunos casos se ha creido que estaba relacionado con la induccion de
fitoalexinas (Boller, 1990), mientras que en algunas interacciones planta-patdgeno no
parecia estar implicado en dichainduccion (Boller, 1990; Reinhardt et al., 1991).

En estudios previos sobre lainteraccién entre tomate ‘ Rutgers' y Ps. syringae, se
ha demostrado que lainfeccion de las hojas de tomate con dicho patégeno provocaba la
sintesis de etileno. Por tanto, con € fin de establecer |a posible relacion del incremento
de nivel de etileno producido en tomate como consecuencia de la infeccién con
Pseudomonas syringae pv. tomato con la activacion de la expresion del gen THT y la
acumulacién de CD, FD, CT y FT, seredizd un tratamiento con aminoetoxivinilglicina
(AVG), un inhibidor de la sintesis de etileno (Adamsy Y ang 1979), en lugar de utilizar
mutantes de tomate PTOM 13 afectados en la produccion de etileno. Ello se debe a que
hemos comprobado que la inhibicion de la produccion de etileno por el tratamiento con
AVG es mucho mayor a la observada en PTOM 13. El tratamiento y la posterior
infeccion sellevé a cabo tal y como se describe en € apartado de Materiales y Métodos.
Posteriormente se analizd la produccion de etileno, la expresiéon de THT, y la
acumulacion de las HCAAS, alo largo de la infeccidn, comparando los resultados entre
plantas tratadas y plantas no tratadas con AVG. La figura 27 A muestra €l patron de
acumulacién del etileno en hojas de tomate infectadas con la bacteria Pseudomonas
syringae pv. tomato. Dicha induccion es similar ala encontrada por Ciardi et al. (2000)
en hojas de tomate infectadas con Xanthomonas campestris. La sintesis de etileno
comienza a observarse a partir de las 5 horas post inoculacién, alcanzando su maximo a
las 17 hpi, para descender después a unos niveles similares a los alcanzados a las 5hpi.
La produccion de etileno en las hojas no inoculadas no experimentd ningn incremento
alo largo de toda la infeccién. Asimismo, la aplicacion exdgena de AVG 1mM inhibi6
el aumento en la produccion de etileno que se observaba a las 17 hpi en las hojas
infectadas y a lo largo de toda la infeccion. Ademas €l tratamiento con AV G también
produjo una reduccién en los niveles de expresion (MRNA) del gen THT, tal y como se

muestraen lafigura 27 B, asi como un marcado descenso en la acumulacién de CD, FD,
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CTyFT,alas24y 48 hpi (figura 27 C). Dicho descenso fue mayor en €l caso de CT y
FT, tanto alas 24 como alas 48 hpi. No se observé ningln descenso en los niveles de
acumulacién de las HCAAs alas 5y 17 hpi (resultados no mostrados), probablemente
debido a que € efecto del AVG en laexpresion de THT es todavia muy bajo para poder
apreciar efecto alguno en lasintesis de las amidas.

Estos resultados sugieren que, € etileno generado como consecuencia de la
infeccion con Pseudomonas syringae, es necesario paralainduccién de la expresion del
gen THT, y para la acumulacion de las HCAAs. Asimismo, corroboran la idea de la
importancia atribuida a etileno en la sefializacion de la respuesta defensiva de tomate
(Diaz et al., 2002; Congjero et al., 1990; Lund et al., 1998).
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Figura 27. Efecto del AVG en la acumulacién de p-cumar oildopamina (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 acumulacion de etileno
inducido por la infeccidn con Pseudomonas syringae en plantas de tomate tratadas y no tratadas con AVG.
El tratamiento con AV G inhibe el aumento en la produccién de etileno observado a las 17 hpi en las hojas
infectadas. (B) Andlisis de los niveles de expresion del transcrito THT en hojas de tomate infectadas. (C)
Acumulacion de CD, FD, CT y FT en las 24 y 48 horas siguientes a la infeccién en plantas tratadas y no
tratadas con AVG. El tratamiento con AVG reduce significativamente los niveles de acumulacion de las
cuatro amidas inducidas durante la infeccion bacteriana
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Los experimentos con AVG demuestran que e aumento de etileno asociado a la
infeccion patogénica es necesario para la induccion, tanto de la THT como de las
HCAAs. Con objeto de ver si, ademas, dicha sefia era suficiente, plantas de tomate
‘Rutgers’ fueron sometidas a un tratamiento con etileno (50 pl/l), tal y como se indica
en e apartado de Materidles y Métodos. En la figura 28A puede observarse como un
tratamiento exdgeno con etileno en plantas de tomate ‘ Rutgers' produce la acumulacion
de las cuatro HCAAS. Este resultado es coherente con e aumento en los niveles de
expresion 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 sefial de etileno a la
expresion del mRNA delaTHT y alaacumulacion de HCAAS.
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Figura 28. Efecto del tratamiento con etileno en la induccion del
mMRNA de la THT y la acumulacidon de p-cumaroildopamina (CD),
feruloildopamina (FD), p-cumarailtiramina (CT) y ferulailtiramina
(FT), en plantas de tomate ‘Rutgers. (A) Andlisis mediante HPLC de
los extractos metandlicos de hojas de tomate tratadas con etileno (50 pl/l)
durante 24 horas. (B) Andisis mediante RT-PCR de la expresion del
transcrito de THT (mRNA) en hojas de tomate ‘Rutgers’ tratadas con
etileno (50 wl/l) (ET), comparadas con €l control (C). El panel inferior
representa el RNA extraido de las muestras analizadas, utilizado como
control de carga.
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1V.4.- CD y FD poseen actividad antioxidante.

En plantas, la presencia de metabolitos con propiedades antioxidantes podria
impedir la acumulacidn de especies reactivas de oxigeno producidas como consecuencia
de la infeccion patogénica (Matamoros et al., 2003). En este sentido, Niggeweg et al.
(2004) demostraron que plantas transgénicas de tomate, capaces de acumular atos
niveles de acido clorogénico, poseian una mayor capacidad antioxidante y eran méas
resistentes a una infeccion bacteriana. Estudios previos han demostrado que los &cidos
derivados del &cido hidroxicinamico son potentes antioxidantes naturales (Kikuzaki et
al., 2002; Cos et al., 2002; Zhang et al., 1996). Hasta é momento no se ha investigado
esta actividad antioxidante en HCAASs derivadas de la tiramina y de la dopamina. En €
presente trabajo, se ha estudiado la actividad antioxidante de las HCAAs y de sus
precursores (los écidos p-cumarico y ferdlico, la tiramina, y la dopamina). Dicha
actividad fue evaluada mediante el ensayo basado en la inactivacion del radica 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 aladel control positivo utilizado BHT.
La actividad antioxidante de las HCAAs derivadas de la tiramina (CT y FT) fue
significativamente menor que la obtenida en e 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 inactivacion del
radical libre DPPH de la dopamina es mucho mayor que la de latiramina. Ta y como
sugirieron Cos et al. (2002), nuestros resultados confirman que la presencia de

dopaminaes crucia en lainactivacion del DPPH.
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Compuesto EDso (UM)
p-cumaroildopamina 56.37 £ 0.01
feruloildopamina 77.96 £ 0.03
p-cumaroiltiramina >200
feruloiltiramina 150.15+0.1
acido p-cumarico >200
acido ferulico 47.18 £ 0.01
dopamina 11.30+£0.01
tiramina >200
BHT 61.13 £ 0.02

Tabla 2. Cuantificacion de la capacidad antioxidante in vitro de p-cumar oildopamina (CD),
feruloildopamina (FD), p-cumaroiltiramina (CT) y feruloiltiramina (FT), y de sus
precursores (acidos cuméarico y ferdlico, tiramina y dopamina). Los valores de la tabla
representan la concentracion necesaria de producto para reducir a la mitad la absorbancia del
DPPH. Como control del experimento se utilizé €l antioxidante comercial BHT.

IV.5.- CD y FD poseen actividad antibacteriana.

La actividad antifungica y antibacteriana esta muy extendida en los compuestos
fendlicos sintetizados por las plantas en respuesta a una infeccion (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 Ultimas
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
podrian estar actuando directamente como agentes antimicrobianos en tomate durante la
infeccion 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 & 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 accion antimicrobiana de
CT y FT contra hongos. Los primeros observaron que CT y FT reducian €l desarrollo de

vesiculas arbusculares en micorrizas, mientras que los segundos, no pudieron atribuir

91



Resultados y Discusion

unaactividad antifungicaala CT y ala FT contra Botrytis alli y contra Botrytis cinerea.
Otras HCAASs han mostrado una importante actividad antimicrobiana contra bacterias,
como por gemplo la p-cumaroilnoradrenalina (von Roepenack-Lahaye et al., 2003), y
también contra hongos, como por egemplo la B-feniletilamina serotonina, 3-(2-
aminoetil)-5-hydroxiindol (Tanaka et al., 2003).

A Compuesto MIC (ug/pl)
p-cumaroildopamina 5
feruloildopamina 5
p-cumaroiltiramina >40
feruloiltiramina >40
tetraciclina 1,2 x 107

Figura 29. Ensayo de Ila actividad antibacteriana de p-
cumar oildopamina (CD), feruloildopamina (FD), p-cumar oiltiramina
(CT) y ferulailtiramina (FT). (A) Cuantificacién de la actividad
antibacteriana como concentracion minima inhibitoria (MIC, Minimal
Inhibiory Concentration). (B) Halo de inhibicion del crecimiento
bacteriano arededor de los discos impregnados con los productos
ensayados. C+ representa un disco impregnado con tetraciclina. C-
representa un disco impregnado Unicamente con metanol.
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1V.6.- Sobreexpresion del gen de la tiramina hidroxicinamoil transferasa

(THT) en plantas transgénicas.

Para los estudios sobre el posible papel tanto de las HCAAs como dela THT en
la interaccion patdgeno-planta, un paso critico es la obtencién de plantas transgénicas
que sobreexpresen 0 en las que se silencie e gen correspondiente a dicho enzima. En
este sentido, la generacion de plantas transgénicas que sobreexpresan THT es una
herramienta que algunos autores han utilizado en otras especies para poder estudiar in
vivo la funcion defensiva de dicha proteina asi como de los metabolitos sintetizados por
lamisma (Hagel y Facchini, 2005; Lee et al., 2007).

IV.6.1.- Arabidopsis thaliana como sistema modelo para la sobreexpresiéon de la
THT.

IV.6.1.1.- Obtencion de plantas transgénicas.

En una primera aproximacién ala obtencién de plantas transgénicas con la THT
modificada, hemos utilizado € sistema modelo Arabidopsis thaliana, més féacilmente
transformable que e tomate. El estudio comparativo de secuencias de tomate y
Arabidopsis thaliana, nos ha permitido encontrar dos genes en Arabidopsis (At2g39030
y At2g39020) que podrian desempefiar una posible funcién THT. Con € fin de analizar
s e comportamiento de dichos genes en Arabidopsis era similar a observado para €
gen THT1-3 de tomate, se estudio la induccion del mRNA correspondiente a uno de
ellos, At2g39030, en hojas de plantas de Arabidopsis thaliana infectadas con |a bacteria
Pseudomonas syringae pv. tomato Rpml. Paraello, se hizo un aislamiento de RNA total

y posterior RT-PCR, alas 24 horas posteriores alainoculacion (hpi) (figura 30).
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Figura 30. Acumulacion de At2g39030 en hojas de Arabidopsisinfectadas con
la bacteria Pseudomonas. syringae. La figura muestra los niveles de expresion
del mRNA del gen At2g39030 en hojas infectadas (Psd) y en hojas control no
infectadas, alas 24 horas posteriores alainoculacion. El panel inferior representa
el RNA extraido de las muestras analizadas, utilizado como control de carga.
Lafotografia de laizquierda representa dos hojas infectadas.

La induccién de At2g39030 observada a las 24 hpi en plantas de Arabidopsis
infectadas con Pseudomonas syringae, es similar alainduccion de THT1-3 observada a
las 24 hpi en plantas de tomate infectadas con esta misma bacteria (figura 25). A lavista
de estos resultados, Arabidopsis thaliana nos parecié un sistema adecuado para poder
estudiar in vivo la posible funcion defensiva de la proteina 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 e plasmido binario pBlI121::gus
bajo el control transcripcional del promotor 35S2X del virus del mosaico de la coliflor y
con la sefid de poliadenilacion del gen de la nopalina sintasa. Se llevd a cabo la
transformacién genética de plantas de Arabidopsis de la variedad Columbia O con esta
construccion. Como resultado de la transformacion se obtuvieron 5 lineas de
Arabidopsis resistentes a kanamicina (lineasn® 1, 2, 4, 5y 6). Se realizd la deteccién de
la actividad B-glucuronidasain situ en estas lineas y se observo dicha actividad en todas
ellas. Para comprobar que € transgen se estaba sobreexpresando se redizd una
purificacién de RNA total y una posterior RT-PCR para cada una de las lineas (figura
31). Como puede verse en la figura 31 todas las lineas anaizadas mostraron expresion
constitutivadel gen THT1-3.
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Figura 31. Acumulacién del mRNA del isoenzima THT1-3 en las lineas
transgénicas de Arabidopsis 1, 2, 3, 4 y 5. Andisis mediante RT-PCR de la
expresion del transcrito de THT (mRNA) en hojas de las cinco lineas transgénicas
comparadas con el control (C). El panel inferior representa el RNA extraido de las
muestras analizadas, utilizado como control de carga.

1V.6.1.2.- Estudio de la acumulacién de HCAAs en plantas 35S2X:: THT::nos
de Arabidopsis thaliana.

Con lafinalidad de comprobar s |as lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana
gue sobreexpresan la THT1-3 de tomate acumulan de forma diferencial metabolitos
relacionados con la actividad de dicho enzima (amidas derivadas del &cido
hidroxicinamico, HCAAS), se llevé a cabo el andlisis de los niveles de acumulacion de
compuestos fendlicos en las cinco lineas transgénicas obtenidas. Para ello se realizé una
extraccion metandlica de compuestos fendlicos de las hojas de las plantas transgénicas y
de sus correspondientes controles, tal y como se describe en €l apartado de Materiales y
Métodos. Los extractos fueron analizados mediante HPLC-MS. En las cinco lineas
analizadas se produce la acumulacion de un pico diferencial con un tiempo de retencién
de 10.5 min y cuya masa molecular es de 343 unidades. En la figura 32 se muestra
acumulacién en una de las lineas (linea 5) comparada con una linea no transgénica
(contral). Sin embargo, no hemos encontrado acumulacion de las HCAASs identificadas
y caracterizadas en la presente tesis doctoral en ninguna de las lineas transgénicas
obtenidas. Este resultado puede explicarse si se tiene en cuenta € hecho de que en
Arabidopsis thaliana son muy abundantes los fenilpropanoides derivados del acido

sindpico, por gemplo el sinapoilmalato (figura 32) (Hagemeier et al., 2001). Los acidos
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p-cumarico y ferdlico son precursores biosintéticos del &cido singpico (Hoffman et al.,
2004) y, por tanto, la proteina sobreexpresada podria no encontrar en Arabidopsis los
sustratos que emplea en tomate (&cidos p-cumarico y ferdlico) para sintetizar laHCAAS
objeto de estudio, ya que éstos estarian siendo consumidos en la ruta del &cido sinapico.
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 &cidos ferulico y
cumérico. Sin embargo, Ishihara y colaboradores (2000) han encontrado que €l &cido
sindpico es también un buen sustrato para la THT que han caracterizado en hojas de
maiz. Basandonos en este dato y en la masa molecular (343 unidades), el compuesto
diferencia detectado en las plantas transgénicas, podria corresponder a una nueva
HCAA, la sinapoiltiramina (figura 33). No obstante, sera necesario realizar andlisis méas
precisos que revelen laidentidad inequivoca de dicho compuesto, labor que se pretende
llevar acabo en € futuro.
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Linea 5

Abundancia Relativa
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Figura 32. Analisis de la acumulacién de compuestos fendlicos en las
lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana. En la figura se muestra la
acumulacion diferencial de un compuesto con un tiempo de retencion de
10.5 min y una masa de 343 unidades en la linea 5. Dicha acumulacion se
produce en las cinco lineas andlizadas. Los datos que se muestran
corresponden a un cromatograma obtenido en la modalidad de scan en
positivo.
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IV.6.2.- Sobreexpresiéon de la THT en plantas de tomate Solanum lycopersicon cv.
ucCs2.

IV.6.2.1.- Obtencion de plantas transgénicas de tomate portadoras de la
construccion 35S2X:: THT1-3::nos.

Paralelamente a la utilizacion de Arabidopsis thaliana, se abordd también la
obtencion de plantas de tomate que sobreexpresan la THT1-3. Con la misma
construccion que se empled en Arabidopsis thaliana, se llev6 a cabo la transformacion
genética de tomate mediante cocultivo de explantes de cotiledon. Como resultado de la
transformacién se obtuvieron 6 lineas de tomate resistentes a kanamicina (lineas 11.1,
11.2, 12.3, 34.1, 35.1 y 38.1). Todos los andlisis que se describen a continuacion se
realizaron sobre plantas Ty, tanto en el caso de las transgénicas como en los controles,
después de un periodo de un mes de aclimatacién en e invernadero. Se redizé la
deteccion de la actividad B-glucuronidasa in situ en hojas de estas lineas y se observo
dicha actividad en todas ellas. Para comprobar que € transgén se estaba
sobreexpresando se realiz6 una purificacion de RNA total y una posterior RT-PCR para
cada una de las lineas (figura 34). Como control de la PCR se utiliz6 la proteina
ribosomal L2 de tomate (Fleming et al., 1993). Como puede verse en la figura 34 todas
las lineas analizadas mostraron expresion constitutiva del gen THT1-3, mientras que no

se detectd acumulacion de transcrito en las plantas control.

C; C, 111 11.2 12.3 34.1 35.1 38.1

- . THTL3
4

e e G B R mes | RO

Figura 34. Acumulacion del mRNA del isoenzima THT1-3 en las lineas transgénicas de tomate
11.1,11.2,12.3, 34.1, 35.1y 38.1, y en dos controles no transgénicos. Panel superior: PCR realizada
con oligonucledtidos especificos del gen THT1-3. Panel inferior: PCR realizada con oligonuclettidos
especificos del gen RPL2 (347 bp) utilizado como control paralatranscripcion reversa.
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V.6.2.1.- Estudio de la acumulacion de HCAAs en plantas 35S2X:: THT1-
3::nos de tomate.

La extraccion de compuestos fendlicos y e andlisis de los niveles de
acumulacion de HCAASs en las hojas se llevo a cabo tal y como se describe en el
apartado de Materiales y Métodos. Los extractos fueron anaizados mediante HPLC-
MS. En todas las lineas de tomate que sobreexpresan la THT se ha encontrado la
acumulacién de p-cumaroiltiramina, una de las HCAAS (figura 35) que, segin 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

(lineas 11.2 y 12.3), hasta cinco veces | os observados en los controles.

j'llll'

11.1 112 123 341 351 381

nmol CT/g FW

Linea

Figura 35. Niveles de acumulacion de p-cumar oiltiramina en las lineas transgénicas
11.1, 11.2, 12.3, 34.1, 35.1 y 38.1 comparadas con las lineas control (C1y C2). Los
datos que se muestran representan la media de tres medidas independientes calculadas a
partir de las &reas 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 alteracion en la
actividad de dicho enzima no tenia efecto alguno en la acumulacion de HCAAS en
plantas transgénicas sanas. Unicamente detectaron niveles significativos de CT y FT en
plantas transgénicas sometidas a una reaccién de herida. Por su parte, Jang vy
colaboradores (2004) generaron plantas transgénicas de arroz que sobreexpresaban la
SHT  (hydroxicinnamoyl-CoA:serotonine  N-(hidroxicinamoil)transferase), una
hidroxicinamoil transferasa, similar ala 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 limitacion en la
disponibilidad de los sustratos utilizados por la proteina. Solo en € caso del arroz
transgénico que sobreexpresa la THT de forma constitutiva (Lee et al., 2007) se ha
encontrado una acumulacion diferencial de CT y FT, principamente asociada a las
hojas mas jévenes de la planta. Dicha acumulacion, aunque baja, es significativamente
mayor a la observada en las plantas control. Ademas, |a aplicacion exdgena de tiramina
a las raices de dichas plantas transgénicas provoca una aumento en los niveles
congtitutivos de CT y FT en la hojas, deduciéndose que la sintesis de CT y FT esta4
regulada por la disponibilidad de tiramina en los tejidos. Los autores sugieren que los
bajos niveles congtitutivos de CT y FT acanzados en las plantas de arroz transgénicas

podrian deberse a una baja disponibilidad de tiramina enddgena 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 e estudio de la
posible implicacion del enzima THT y de estas amidas en la interaccion de tomate y
Pseudomonas syringae pv. tomato. Una vez obtenidas las lineas T, homocigotas

correspondientes se llevaran a cabo |os siguientes estudios:

1. Medidas de HCAAS en dichas lineas con € fin de constatar |os resultados
presentados hasta el momento.

2. Ensayos de resistencia frente a la bacteria Pseudomonas syringae en estas

lineas.

101



Resultados y Discusion

El andlisis de nuevas lineas transgénicas obtenidas en la transformacién que
silencien € gen de la THT y los andlisis en dichas lineas de la ateracion de la
acumulacién de las HCAAs y de la resistencia, permitira completar € estudio de la

posible funcién defensivade lasamidasy dela THT.
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Conclusiones

V. Conclusiones.

1. Las plantas de tomate ‘ Rutgers' infectadas con |a bacteria Pseudomonas syringae pv.
tomato acumulan cuatro compuestos de naturaleza fendlica, indetectables en extractos
de planta sana. Ademas, dicha acumulacién se produce en otras variedades de tomate
(Ailsa Craig, Moneymaker y UCB82) en respuesta a la bacteria, de forma similar a como

ocurre en lavariedad ‘ Rutgers'.

2. Nuestros resultados indican que estos compuestos se encuentran en la plantaen forma
libre ya que, incubaciones con a-glucosidasa, B-glucosidasa y esterasa de los extractos

no producen una mayor acumulacién de los mismos.

3. Los cuatro compuestos detectados han sido identificados por HPLC-MS como
amidas derivadas del acido hidroxicinamico (HCAAS) pertenecientes al grupo de los
fenilpropanoides. p-cumaroildopamina, feruloildopamina, p-cumaroiltiramina vy
feruloiltiramina. Es la primera vez que se describe la acumulacion de p-

cumaroildopaminay feruloildopamina en respuesta a unainfeccién en plantas.

4. La acumulacion de las HCAAS se produce localmente en € entorno de |os puntos de
infeccion de la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato, habiéndose observado
niveles de acumulacion mucho més bajos en e resto de la hoja e indetectables en hojas

sistémicas.

5. La acumulacion de las cuatro HCAAS, inducidas por Pseudomonas syringae pv.
tomato, es independiente de la sefializacion por &cido salicilico.

6. El aumento de etileno asociado a la infeccion patogénica constituye una sefia

necesaria paralainduccion, tanto de la THT como de las HCAAs.
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7. De las cuatro amidas inducidas por Pseudomonas syringae pv. tomato sblo 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 podrian estar actuando directamente
como componentes antimicrobianos de la respuesta defensiva final en tomate por la
infeccion con Pseudomonas syringae pv. tomato, ya que muestran una notabl e actividad

antibacterianain vitro frente a dicha bacteria.

9. La sobreexpresion del enzima THT de tomate en plantas transgénicas de Arabidopsis
thaliana produce la acumulacion de un compuesto diferenciad que podria

corresponderse con unanueva HCAA, la sinapoiltiramina. .

10. La sobreexpresiéon del enzima THT en plantas transgénicas de tomate produce una
acumulacién constitutiva de p-cumaroiltiramina. Los niveles alcanzados en las lineas
transgénicas son, en todos los casos, superiores a los observados en las plantas no

transgénicas (control).
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Inoculation of tomato plants (Solanum lycopersicum cv.
Rutgers) with Pseudomonas syringae pv. tomato led to the
production of a hypersensitive-like response in this pathovar
of tomato. Accumulation of hydroxycinnamic acid amides
(HCAA) of tyramine (p-coumaroyltyramine and feruloyl-
tyramine) and dopamine (p-coumaroyldopamine and feru-
loyldopamine) was detected after bacterial infection. Two
of them, p-coumaroyldopamine and feruloyldopamine, are
described for the first time. The accumulation of HCAA
was preceded by an increment of hydroxycinnamoyl-
CoA:tyramine N-hydroxycinnamoyl transferase (THT)
gene expression. HCAA also accumulated in transgenic
NahG tomato plants overexpressing a bacterial salicylic
hydroxylase. However, treatment of plants with the ethylene
biosynthesis inhibitor, aminoethoxyvinilglycine, led to a
reduction in the accumulation of THT transcripts and
HCAA. Together, the results suggest that pathogen-
induced induction of ethylene is essential for HCAA syn-
thesis, whereas salicylic acid is not required for this re-
sponse. In addition, notable antibacterial and antioxidant
activities were found for the new HCAA, thus indicating
that they could play a role in the defense of tomato plants
against bacterial infection.

Higher plants are continuously exposed to a large range of
biotic (viroids, viruses, bacteria, or fungi) and abiotic environ-
mental challenges. They cannot escape from these potentially
stressing agents and have developed a staggering and sophisti-
cated battery of defense mechanisms; consequently, most
plants are resistant to many pathogens of plants (Dangl and
Jones 2001; Dixon et al. 1994). These mechanisms of defense
are induced upon infection by pathogens leading to the so-
called acquired resistance; however, a preexisting defense in
the form of physical and chemical barriers also exists. When a
pathogen encounters a plant, two kinds of interactions can be
produced between them. In the first case, a gene-for-gene-type
interaction is accompanied by cell death, producing a necrotiz-
ing reaction or hypersensitive response of the plant. The infec-
tion then is restricted to small areas immediately surrounding
the initially infected cells and, in turn, signals the activation of
defensive reactions in uninfected parts of the plant. These dis-
tal sites then become more resistant to subsequent infections.
This response is the so-called systemic acquired resistance

Corresponding author: José Maria Bellés; Telephone: +34 963877880;
Fax: +34 963877879; E-mail: jmbelles @btc.upv.es

(Sticher et al. 1997). Sometimes, the defensive response also
can be elicited in compatible, non-necrotizing interactions by
different pathogens in the absence of gene-for-gene resistance
(Conejero et al. 1990; Dixon et al. 1994). Some common re-
sponses in both incompatible and compatible interactions in-
clude the induction of phenolic salicylic acid (SA; 2-hydroxy-
benzoic acid) (Dempsey et al. 1999; Métraux et al. 1990), the
synthesis of pathogenesis-related proteins (Van Kan et al.
1992; Van Loon et al. 2006b), and natural antimicrobial prod-
ucts (phytoalexins) (Dixon 2001; Hammerschmidt 1999). The
role in plant disease resistance of some of these metabolites
has been well established in mutant and transgenic plants with
altered expression of phenylpropanoid genes or modified levels
of phenylpropanoid metabolites (Dixon et al. 2002; Niggeweg
et al. 2004; Thomma et al. 1999; Verberne et al. 2000). Cin-
namic acid (phenylpropanoid acid) is the product of deamina-
tion of phenylanine catalyzed by phenylalanine ammonia-lyase
(PAL; L-phenylalanine ammonia-lyase, EC 4.3.1.5), the first
regulatory enzyme of the phenylpropanoid pathway. In higher
plants, hydroxycinnamic acids such as p-coumaric (4-hydroxy-
cinnamic acid) and ferulic (4-hydroxy-3-methoxycinnamic)
acids can occur conjugated to the B-phenylethylamine-alkaloids
tyramine (2-[4-hydroxyphenyl] ethylamine) and octopamine
[2-hydroxy-2-[4-hydroxyphenyl] ethylamine), forming the cor-
responding N-hydroxycinnamic acid amides (HCAA) (Facchini
et al. 2002; Strack 1997). These compounds are thought to
play a defensive role in plants (Hahlbrock and Scheel 1989)
and their synthesis is induced upon pathogen infection and in
response to various stresses, including wounding or elicitor
treatments in different plants tissues (Keller et al. 1996; Negrel
and Martin 1984; Newman et al. 2001; Pearce et al. 1998;
Schmidt et al. 1998). The pivotal regulatory enzyme responsible
for the synthesis of HCAA is the enzyme hydroxycinnamoyl-
CoA:tyramine N-hydroxycinnamoyl transferase (THT; EC
2.3.1.110) (Facchini et al. 2002; Negrel and Javelle 1997;
Negrel and Martin 1984). Recently, Von Roepenack-Lahaye
and associates (2003) have found that the tomato cv. Rio
Grande, challenged with the bacterial pathogen Pseudomonas
syringae pv. tomato, synthesized p-coumaroyloctopamine and
the novel plant compound, p-coumaroylnoradrenaline, and that
the elevated levels of these metabolites were concomitant with
an increased expression of a gene encoding the THT isoenzyme.

Tomato plants infected with citrus exocortis viroid, which
produces a systemic infection (compatible interaction), strongly
accumulated gentisic acid (2,5-dihydroxybenzoic acid, a SA-de-
rivative phenolic) (Bellés et al. 1999; Fayos et al. 2006). It has
been demonstrated that gentisic acid acts as a signal, in addition
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to SA, to elicit the upregulation of defense proteins in tomato
and cucumber plants (Bellés et al. 1999, 2006). Interestingly,
this secondary metabolite did not accumulate when tomato
plants were infiltrated with the necrotizing pathogen P. syringae
pv. tomato, which elicits a hypersensitive-like reaction in tomato
leaves (incompatible interaction) (Bellés et al. 1999). In an at-
tempt to identify additional compounds from the phenylpropa-
noid pathway that might have some role in tomato plant defense,
we have studied the synthesis of amides upon challenging to-
mato leaves with P. syringae pv. tomato. We show here the iden-
tification of two metabolites for plants: N-p-coumaroyldopamine
(CD), and N-feruloyldopamine (FD), which, to our knowledge
are novel compounds. We also observed induction of the well-
known N-p-coumaroyltyramine (CT) and N-feruloyltyramine
(FT), and the expression of the THT gene in P. syringae-infected
tomato leaves. The antimicrobial and antioxidant activities of
these compounds also were studied. All of them presented a
positive antioxidant activity, and the new HCAA of dopamine
had a notable bactericidal action. To gain information on the
possible signals implicated in the activation of HCAA synthesis
after bacterial challenging, we also have explored the implica-
tion of ethylene and SA on HCAA accumulation. Interestingly,
inhibition experiments of P. syringae-induced ethylene with
aminoethoxyvinylglycine (AVG) strongly suggest that ethylene
is essential to elicit HCAA synthesis. However, exogenous
application SA had no effect on HCAA levels in tomato leaves,
and NahG tomato plants accumulated HCAA upon bacterial
challenge, thus further supporting the notion that SA does not
affect the pathogen-induced induction of HCAA synthesis.

Pst infected

Absorbance at 280 nm

Control

___/\.V\N\.—__/ﬂ’\

11.00 12.00 13.00 14.00

Retention time (min)

Fig. 1. Representative absorbance chromatograms (recorded at 280 nm)
obtained after reversed-phase high-performance liquid chromatography
(HPLC) separation from soluble methanol leaf extracts of control and in-
fected Rutgers tomato leaves. Plants were mock-inoculated or challenged
with Pseudomonas syringae pv. tomato at 10’ CFU/ml (Pst-infected).
Samples were collected at 24 h postinoculation. Absorbance was monitored
by a photodiode array detector with a range of maxplot between 240 and
400 nm and a spectral resolution of 1.2 nm. Peaks 1, 2, 3, and 4 represent
the unknown phenolic compounds with retention times of 12.5, 12.7, 13.2,
and 13.6 min, respectively.
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RESULTS AND DISCUSSION

Characterization of HCAA
in Rutgers tomato challenged with P. syringae.

Rutgers tomato leaves inoculated with the bacterial pathogen
P. syringae pv. tomato developed a hypersensitive-like response,
manifested as a bacterial concentration-dependent necrotic reac-
tion. In this article, we applied a bacterial concentration of 10’
CFU/ml. The method employed to inoculate the bacteria first
produced water soaking in the leaves, which disappeared within
approximately 1 h. The observation of the hypersensitive reac-
tion began with the glossy appearance of the inoculated leaf sur-
face area (approximately 6 mm in diameter) and was evident as
early as 12 h after bacterial infiltration. The pathogen response
culminated at approximately 72 h postinoculation with the ap-
pearance of nonspreading necrotic brown spots and cellular col-
lapse over the whole inoculated region. Also, at approximately
24 h after leaf infiltration by the bacteria, a marked epinasty of
the inoculated leaves was already evident. Previously, using
fluorescence detection of methanolic extracts, we had found that
Rutgers tomato leaves infiltrated with P. syringae accumulated
SA (Bellés et al. 1999), a phenolic associated with the hypersen-
sitive response of plants to pathogens (Dempsey et al. 1999;
Métraux and Raskin 1993). Therefore, to extend the search for
other metabolites induced in tomato by P. syringae, we decided
to carry out a more general analysis of UV-absorbing methanol-
soluble phenolic compounds in extracts from P. syringae-in-
fected tomato leaves. High-performance liquid chromatography
(HPLC) chromatograms of methanol-soluble extracts from P. sy-
ringae-infected Rutgers tomato leaves 24 h after the challenge
are shown in Figure 1. The corresponding control mock-inocu-
lated leaves are shown for comparison. To survey metabolites of
the phenylpropanoid pathway, the 280-nm wavelength was se-
lected upon studying the absorbance spectra recorded with the
diode array detector by scanning from 240 to 400 nm. As ob-
served, a set of four major peaks (12.5-min, 12.7-min, 13.2-min,
and 13.6-min relative retention times) appeared in extracts from
P. syringae-infected tomato leaves. These peaks did not appear
in HPLC chromatograms corresponding to extracts from
uninoculated control leaves. In some experiments, such as the
one shown in Figure 1, an additional peak with a retention time
slightly longer than peak 2 appeared. However, this peak was
not observed consistently and we were not able to identify its
chemical nature. It is likely to correspond to an artifact due to
irregularities in the separation process.

To precisely identify these unknown compounds corre-
sponding to peaks 1 to 4, an HPLC-mass spectrometry (MS)
analysis combined with electrospray ionization (ESI) of the
soluble-methanol phenolic fraction from infected tomato
leaves was performed. Mass spectra fragments of peaks 1 to 4
from methanolic tomato extracts obtained by ESI in the posi-
tive ion mode are shown in Table 1. Under mild ionization
conditions (cone voltage of 20 V), the compounds gave a sub-
stantial fragmentation. The mass spectra from total ion current
chromatograms showed protonated (M+H)* fragment ions of a
mass-to-charge ratio (m/z) equal to 299, 329, 283, and 313. The
product ion scan spectrum of peaks 1 to 4 gave common ions
at m/z 147 and 177, which are daughter ions, characteristic of
the p-coumaroyl and feruloyl moieties, respectively. Peaks 3
and 4 presented UV spectra identical to that of authentic CT
and FT and cochromatographed with synthesized standards.
Mass spectra of peaks 1 and 2 showed, in addition to common
ions at m/z 147 and 177, a 16-Da higher (M+H)" at m/z 299
and 329, revealing a structure with one additional hydroxyl
group, compared with tyramine, in the amine moiety. The
presence of these additional ions is compatible with the identi-
fication of these compounds as conjugated amines, such as



octopamine (hydroxyl group is joined to carbon 7), or dopa-
mine (hydroxyl function is joined to benzylic ring). We were
able to positively identify peaks 1 and 2 as p-coumaroyldopa-
mine and feruloyldopamine, respectively, based on the absence
of a strong and characteristic (M+H-H,O)" ion present in the
ESI spectra of amine conjugates with the hydroxyl group

Table 1. Electrospray ionization mass spectra comparisons®

Compound
Parameters 1 2 3 4
Positive ions®

[M + H]* 300.2 (100)  330.2 (11) 284.3 (100) 314.3 (39)

(mlz) 147.0 (71) 147.0 (25)

(m/z) 177.1 24) 177.1 (10)
Positive ions®

M + HJ* 300.1 (100)  330.1(100) 284.1(100) 314.1 (100)

(m/z) 147.0 24) 147.0 (17)

(m/z) 177.0 (15) 177.0 (10)
Ama” (M) 290, 306 290, 318 291, 306 292,318
Amax. (nm) 291, 307 291,319 292,307 293,319
RT® (min) 12.0 12.2 12.9 13.1
RT¢ (min) 12.5 12.6 13.2 135

0
S TR 0
HO“@%{/—y ﬁﬂ—’@“—ou HO@ﬁ AN_\—QOH
6 5 [

p-coumaroyldopamine (1) OH CHP feruloyldopamine (2) OH

CI?—N
HOWC h‘\—©701-| HO—Q—ﬁ I,':_\—@—OH

p-coumaroyltyramine (3) CHO  feruloyltyramine (4)

* Ton positive detection mode (MVz [%]), absorbance maxima (nm), and
retention times.

® Results of peaks 1, 2, 3, and 4.

¢ Results of synthetic hydroxycinnamic acid amides.

joined to carbon 7 of the amine moiety (which is the case of
octopamine) (Schmidt et al. 1999; Von Roepenack-Lahaye et
al. 2003). In addition, these compounds cochromatographed
with and have identical UV spectra to that of authentic HCAA
that had been chemically synthesized. To our knowledge, this
is the first evidence of the presence of HCAA of dopamine in
plants.

Accumulation of HCAA
in tomato infected with P. syringae.

Results of the analysis of the time course of induction of p-
CD, FD, p-CT, and FT in Rutgers tomato leaves upon P. syrin-
gae challenge is presented in Figure 2A. The relative timing of
the maximum accumulation of HCAA, approximately 24 h
postinoculation, preceded the formation of necrotic brown spots,
which appear after 72 h postinoculation. The accumulation
profiles for FD and FT were quite similar and different from
that of CD and CT, which also were similar. The levels of all
HCAA increased in a time-dependent manner, reaching their
maximum level at 24 h after inoculation and decreasing there-
after in the case of FD and FT, whereas the levels of CD and
CT remained at this comparatively high level during the subse-
quent 2 days (72 h after inoculation). The maximum level of
these compounds differ between amides, with the highest ob-
served value corresponding to FD (46 nmol/g fresh weight)
and the lowest to CD (1.7 nmol/g fresh weight).

In order to determine the localization of the production of
HCAA, we compared the levels present in the inoculated area
and the immediately surrounding tissue (approximately 1 mm)
with the accumulation in the remaining noninoculated leaflet.
The increase in HCAA primarily was confined to and around
the inoculated region (Fig. 2B). This location was similar to
that previously reported for HCAA of tyramine in tomato
(Pearce et al. 1998) and tobacco (Guillet and De Luca 2005)
leaves after wounding.
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Fig. 2. A, Time courses for the accumulation of p-coumaroyldopamine (CD), feruloyldopamine (FD), p-coumaroyltyramine (CT), and feruloyltyramine (FT)
in Rutgers tomato leaves at the specified times postinoculation (p.i.) with Pseudomonas syringae pv. tomato at 10’ CFU/ml. Results are the mean # standard
error from three replicates. B, Accumulation of CD, FD, CT, and FT at 24 h postinoculation in the inoculated area and the immediately surrounding tissues
(approximately 1 mm) (gray bars) compared with the accumulation in the adjacent tissue (white bars). FW, fresh weight.
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The four HCAA described above as being associated with
the tomato Rutgers—P. syringae interaction were accumulated
in a similar way in two additional tomato cultivars (Ailsa Craig
and Moneymaker) upon P. syringae pv. tomato inoculation
(data not shown). The fact that these compounds had not been
detected in Rio Grande tomato infected with P. syringae (Von
Roepenack-Lahaye et al. 2003) and that we have not found the
HCAA described by these authors may be due to differential
cultivar behavior. The time course of induction and relative
timing of the accumulation of these amine conjugates in Rutgers
tomato leaves challenged with P. syringae was comparable
with that observed for FT and CT in pepper leaves infected
with Xanthomonas campestris (Newmann et al. 2001) and for
p-coumaroylnoradrenaline in Rio Grande tomato infected with
P. syringae. Increased synthesis of p-coumaroyloctopamine
and p-coumaroylnoradrenaline associated with P. syringae in-
fection of tomato plants or treatment with elicitors from the fun-
gus Cladosporium fulvum have been reported (Von Roepenack-
Lahaye et al. 2003). Biosynthesis of FT and CT was induced in
tomato leaves in response to wounding (Pearce et al. 1998),
and FT accumulated in tobacco leaves after infection with To-
bacco mosaic virus (Negrel and Jeandet 1987). CT and FT were
associated with the resistance reactions of pepper to X. cam-
pestris (Newman et al. 2001) and of potato to Phytophthora
infestans (Keller et al. 1996).

In plants, the storage form of many phenolic derivatives is
conjugated to sugars (Harborne 1980). Hydrolysis of these
conjugated forms could constitute a source of free HCAA as
an alternative to their biosynthetic pathway. Therefore, we also
have investigated the possible presence of glycosyl derivatives
of the accumulated amides in tomato upon bacterial infection.
After treatment of methanolic extracts from Pseudomonas
syringae-inoculated tomato leaves with [-glucosidase and
esterase, no release of any free CT, FT, CD, or FD could be de-
tected. This result indicates that the amides were not accumu-
lated as sugar conjugates. Similar results were obtained by
Newman and associates (2001) for CT and FT in pepper leaves
elicited by X. campestris.

Recently, Niehl and associates (2006), studying the compati-
ble interaction between Solanum tuberosum and Potato virus
X, have hypothesized that tyramine and dopamine (both highly
induced upon infection) can contribute to active plant defense
responses by forming hydroxcinnamic acid amides, which in-
creases cell wall stability and fortification. However, the authors
were not able to directly identify the HCAA of tyramine and
dopamine in infected leaf material. In this work, we have
found that these HCAA accumulated in tomato plants after
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Fig. 3. Expression of tyramine hydroxycinnamoyl transferase (THT) tran-
scripts in Rutgers tomato infected with Pseudomonas syringe pv. tomato
(Pst) at 107 CFU/ml. A, THT cDNA. B, Ribosomal RNA loading control.
Total RNA (10 pg) was prepared from P. syringe pv. tomato -infected and
control tomato leaves and reverse-transcribed using THT-specific primers.
The resulting RT-PCR products were separated on 1% agarose gels. Total
RNA (2 pg) from each of the indicated samples is shown as a loading con-
trol. The gels were stained with ethidium bromide and visualized under
UV light. Samples were collected at the specified times (h). Similar results
were observed in two separate experiments.
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infection with a necrotizing pathogen. The results presented in
this report extend to other plant systems and to other classes of
HCAA the important role that these metabolites could play in
plant resistance to pathogens, as previously suggested by others
(Newman et al. 2001; Von Roepenack-Lahaye et al. 2003).

Induction of THT gene expression precedes
HCAA accumulation in tomato infected with P. syringae.
Total RNA was isolated at different time points after the onset
of bacterial infiltration and subjected to reverse-transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis to determine the
expression levels of mRNA encoding the THT1-3 isoenzyme
(Von Roepenack-Lahaye et al. 2003). The kinetic pattern of
THT transcript accumulation at the specified times is shown in
Figure 3A. THT transcripts of 724-bp size began to accumulate
as early as 5 h after inoculation of the leaves. Maximal transcript
levels are detected at 24 h, and decline thereafter. Comparison
of the kinetics of the induction patterns of THT transcript levels
(Fig. 3A) and HCAA accumulation (Fig. 2A) demonstrated an
association between HCAA production and alterations in tran-
scription of THT. As expected, the increment of the THT gene
expression occurred earlier than that of HCAA accumulation.
These results suggest that activation of the THT gene expression
results in an increase of HCAA synthesis in a manner similar
to that observed in other plant—pathogen interactions (Newman
et al. 2001; Von Roepenack-Lahaye et al. 2003). Mock-inocu-
lated tomato leaves do not show an incremental increase in the
level of THT transcripts. The time course of the induction of
THT transcripts observed in cv. Rutgers is in agreement with
that observed in cv. Rio Grande upon P. syringae infection (Von
Roepenack-Lahaye et al. 2003), and is comparable with that
observed in potato cell cultures after P. infestans elicitor treat-
ment (Schmidt et al. 1999) or pepper infected with X. campes-
tris (Newman et al. 2001).

Ethylene is essential for the induction
of THT gene expression and the accumulation of HCAA.

Initial studies on the interaction between Rutgers tomato
and the bacterial pathogen P. syringae showed that infection of
the leaves with this pathogen caused a rapid and pronounced
synthesis of the plant hormone ethylene, a well-known re-
sponse of plants to different pathogenic infections (Van Loon
et al. 2006a). Previously, it had been thought (Boller 1990)
that ethylene, generated in response to pathogens, would have
a role in the induction of antimicrobial phytoalexins; although,
in some plant—pathogen interactions, ethylene does not appear
to be important for this response (Boller 1990; Reinhardt et al.
1991). Therefore, to establish the implication of ethylene in
the tomato defense reactions studied in this work, we first ex-
amined whether application of exogenous ethylene was able to
activate THT expression and HCAA accumulation in Rutgers
tomato. Accordingly, tomato plants were treated with exoge-
nous ethylene (50 pl/liter), as indicated below. Ethylene treat-
ment led to an increase in the expression levels of THT tran-
scripts compared with control plants by 24 h (Fig. 4B). This
result is consistent with the elevated levels of HCAA in ethyl-
ene-treated plants (Fig. 4A). The increments of THT expres-
sion in ethylene-treated plants were comparable with that in P,
syringae-infected tomato leaves at the same time after the in-
oculation. To our knowledge, this is the first direct demonstra-
tion of ethylene-induced THT expression.

To explore the role of P. syringae induced-ethylene in elicit-
ing THT expression and HCAA synthesis, the ethylene biosyn-
thesis inhibitor AVG was used instead of tomato mutants (e.g.,
pTOM 13) affected in ethylene production. We chose this ap-
proach based on observations made in our laboratory that the
inhibitory effect on ethylene accumulation produced by AVG



treatments is much higher than that observed in pTOM 13. Ac-
cordingly, tomato leaves were sprayed with AVG (Adams and
Yang 1979), and ethylene production, THT transcripts, and
HCAA accumulation were monitored at the specific times after
challenging the leaves. The time course of ethylene production
in P, syringae-challenged tomato leaves is similar, although with
an anticipated induction, to that found in tomato leaves infected
with X. campestris (Fig. 5SA) (Ciardi et al. 2000). Ethylene syn-
thesis began to increase at 5 h after bacterial inoculation and
peaked at approximately 17 h after infection, markedly declined
thereafter to levels comparable with those observed at 5 h, and
remained at this comparatively high level during the next hours.
The ethylene production of uninoculated tomato leaves re-
mained at a steady low level over the time period of the experi-
ment. Exogenous application of 1 mM AVG markedly inhibited
the burst of ethylene production occurring by 17 h postinocula-
tion and also over the time period studied (Fig. 5A). In addition,
AVG treatment also notably reduced THT expression throughout
the 48-h time course (Fig. 5B). Importantly, activation of HCAA
synthesis was notably blocked in the presence of AVG at 24 and
48 h after bacterial inoculation (Fig. 5C). The inhibition was
higher for CT and FT, at both at 24 or 48 h, than for CD and FD.
However, no blockage of HCAA accumulation was observed at
5 and 17 h after inoculation of the leaves (data not shown),
probably because the effect of AVG on THT gene expression is
still too low to reduce HCAA synthesis. These results suggest
that ethylene, generated after P. syringae infection, is essential
for the induction of THT gene expression and HCAA accumula-
tion. These observations are in accordance with the conclusive
evidence obtained on the crucial role of ethylene signaling in
tomato to respond to pathogen infections (Diaz et al. 2002; Lund
et al. 1998) and to elicit pathogenesis-related proteins (Conejero
et al. 1990). Moreover, a correlation between infection or
wounding and THT production had been previously reported
(Ishihara et al. 2000; Negrel et al. 1993, 1995; Pearce et al.
1998). Similarly, it is well known that wounding stimulates the
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Fig. 4. Effect of exogenous ethylene treatment of Rutgers tomato plants on
A, hydroxycinnamic acid amides (HCAA) accumulation and B, tyramine
hydroxycinnamoyl transferase (THT) gene expression. Plants were treated
for 24 h with either ethylene at 50 pl/liter or air, and then samples were
processed to measure HCAA content and for RNA extraction and reverse-
transcription polymerase chain reaction analysis. Measures of HCAA are
the mean * standard error of three replicates; p-coumaroyldopamine = CD,
feruloyldopamine = FD, p-coumaroyltyramine = CT, feruloyltyramine =
FT, and FW = fresh weight.
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Fig. 5. A, Time course of ethylene production in Rutgers tomato leaves
infected with Pseudomonas syringae pv. tomato at 10’ CFU/ml or pre-
treated with aminoethoxyvinilglycine (AVG) and then inoculated with the
bacteria. Time course of ethylene production in the corresponding controls
also is included. Samples were collected at the indicated times for ethylene
measurements. Results are the mean + standard error from three repli-
cates. B, Effect of AVG on tyramine hydroxycinnamoyl transferase (THT)
gene expression. Relative THT mRNA amounts obtained by reverse-tran-
scription polymerase chain reaction before infection (T,) and at the indi-
cated times postinoculation were determined. Similar results were ob-
served in two separate experiments. C, Effect of AVG on hydroxycinnamic
acid amides (HCAA) accumulation in Rutgers tomato plants infected by
Ps. syringae at 24 and 48 h postinoculation. Measures of HCAA are the
mean * standard error of three replicates; p-coumaroyldopamine = CD,
feruloyldopamine = FD, p-coumaroyltyramine = CT, feruloyltyramine =
FT, and FW = fresh weight.
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production of ethylene. Here, we show that ethylene is necessary
for the induction of the expression of THT. Taken together, these
results suggest that ethylene production plays an important role
in THT induction in response not only to infection but also to
wounding.

SA is not necessary for activation of HCAA synthesis.
SA is a crucial signal to elicit plant defense reactions and its
levels strongly increase after pathogen invasion (Dempsey et
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Fig. 6. A, Accumulation of hydroxycinnamic acid amides (HCAA) in NahG
transgenic tomato plants infected with Pseudomonas syringae pv. tomato at
107 CFU/ml. Samples were collected at 24 and 48 h postinoculation (hpi)
with the bacteria. Results are the mean of two replicates and similar results
were obtained in two separate experiments. B, Levels of total salicylic acid
(SA) (the sum of free SA and its conjugated glucoside, SAG) in NahG trans-
genic tomato plants infected with P. syringae pv. tomato and in the corre-
sponding control. Samples were collected at 24 and 40 hpi. Results are the
mean + standard error of three replicates. C, Levels of total SA (the sum of
free SA and its conjugated glucoside, SAG) in Moneymaker tomato infected
with P. syringae pv. tomato and in the corresponding control. Samples were
collected at 24 and 40 hpi. Results are the mean + standard error of three rep-
licates; p-coumaroyldopamine = CD, feruloyldopamine = FD, p-couma-
royltyramine = CT, feruloyltyramine = FT, and FW = fresh weight.

1444 / Molecular Plant-Microbe Interactions

al. 1999; Métraux and Raskin 1993). Previously, we had found
that Rutgers tomato infected with P. syringae produced a rapid
and sharp increase of SA after bacterial inoculation (Bellés et
al. 1999). To study the possible role of SA in the induction of
HCAA in this plant—pathogen interaction, tomato plants were
treated with SA. Surprisingly, no induction of HCAA was de-
tected (data not shown) when Rutgers plants were treated with
SA at concentrations known to induce defense responses in
tomato (Bellés et al. 1999; Van Kan et al. 1995). NahG tomato
plants overexpressing a bacterial salicylic hydroxylase, which
converts SA into catechol (Brading et al. 2000), were used to
confirm that SA is not implicated in HCAA induction. To this
purpose, these plants were infected with P. syringae. Nonin-
fected plants were employed as controls. HCAA accumulation
at 24 and 48 h postinoculation is shown in Figure 6A. No de-
tectable levels of these compounds were found in control
plants (data not shown). To be sure that SA induced upon bac-
terial challenge had been completely eliminated in NahG tomato
plants, SA was monitored in the P. syringae-infected tomato
leaves from these plants. No accumulation of SA was observed
in infected NahG plants (Fig. 6B), contrary to what happened
in control Moneymaker-infected plants (Fig. 6C). All these
results further indicated that the accumulation of these HCAA
is independent of SA as an intermediary signal. However,
Nawrath and Métraux (1999), using the same bacterial
pathovar but different host plant (NahG Arabidopsis) (Delaney
et al. 1994), demonstrated that SA was necessary for the accu-
mulation of camalexin, the major phytoalexin in Arabidopsis,
in response to this bacterial infection.

Antibacterial and antioxidant activities of HCAA.

Up to now, the antimicrobial activity of FT and CT has been
investigated in a few cases (McLusky et al. 1999; Newman et
al. 2001). However, no reports exist on the antibacterial activ-
ity of FD or CD. In the present work, we have shown that FD
and CD have a notable antibacterial activity against P. syringae
compared with the tetracycline chlorhydrate as a control, thus
suggesting that these two new HCAA of dopamine can act as
direct antimicrobial agents. Surprisingly, no significant anti-
bacterial effect was observed for HCAA of tyramine (Table 2).
These results differ from those reported by Newman and asso-
ciates (2001) working with other bacteria. These authors found
a marked antibacterial activity of FT and CT against X. cam-
pestris pv. campestris. In this respect, other reports also have
shown no conclusive evidence for antimicrobial action of FT
and CT against fungi (i.e., Grandmaison and associates [1993]
reported that FT reduces the development of vesicular-arbus-

Table 2. Antibacterial activity of hydroxycinnamic acid amides (HCAA)*

Compound MIC (pg/pl) EDs (uM)P
p-coumaroyldopamine 5 56.37 £ 0.01
Feruloyldopamine 5 77.96 £0.03
p-coumaroyltyramine >40 >200
Feruloyltyramine > 40 150.15£0.1
Tetracycline 12x1073
p-coumaric acid >200

Ferulic acid 47.18 £0.01
Dopamine 11.30 £ 0.01
Tyramine . >200

BHT 61.13£0.02

2 Measured as minimal inhibition concentration (MIC). Values are the
mean of three individual experiments.

b 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) scavenging activity of HCAA,
hydroxycinnamic acids, and B-phenylethyl-alkaloids. Values represent
the concentration of product necessary to reduce to 50% the absorbance
of DPPH (EDs) and are the mean * standard error of three individual
experiments.



cular mycorrhizal fungi; however, McLusky and associates
[1999] found that FT and CT had no antifungal effect on Bo-
trytis allii and B. cinerea). Other class of HCAA have been
shown to posses an important antimicrobial activity against bac-
teria or fungi as p-coumaroylnoradrenaline (Von Roepenack-
Lahaye et al. 2003) or the B-phenylethylamine serotonin, 3-(2-
aminoethyl)-5-hydroxyindol (Tanaka et al. 2003), respectively.

As far as we know, the antioxidant activity of HCAA of
tyramine and dopamine has not been investigated. In this
work, we present a potent CD and FD 2,2-diphenyl-1-picryl-
hydrazyl (DPPH) scavenging activity comparable with the
positive control butylated hydroxytoluene (BHT). These results
demonstrate the notable antioxidant activity of these compounds
(Table 2), similar to that observed for a series of phenolic acid
derivatives (Cos et al. 2002) and dimers of serotonin (Zhang et
al. 1996). However, the antioxidant activity of tyramine conju-
gates was significantly lower than that observed for the dopa-
mine conjugates (Table 2). Moreover, it is interesting to note
that the DPPH scavenging activity of dopamine was much
stronger than that of tyramine. In agreement to what has been
suggested by Cos and associates (2002), our results confirm
that the presence of dopamine in an HCAA is crucial for its
DPPH scavenging activity. Evidence for the beneficial antimi-
crobial and antioxidant properties of naturally occurring poly-
phenolic compounds is accumulating (Dixon 1999). In plants,
the antioxidant metabolites could scavenge or prevent the
accumulation of reactive oxygen species produced at high
rates upon exposure to a pathogen infection (Matamoros et al.
2003). Engineered tomato plants accumulating high levels of
chlorogenic acid (a widespread phenolic) show improved anti-
oxidant capacity and resistance to infection by a bacterial
pathogen (Niggeweg et al. 2004).

Recently, Niehl and associates (2006) have found that sys-
temic Potato virus X infection induced THT gene expression
and accumulation of dopamine in potato leaves. These authors
suggested that dopamine could be conjugated into HCAA
upon pathogen infection and then participate in the active de-
fense of potato plants. However, they were not able to directly
identify the CD and FD conjugated forms in infected tissues.
To our knowledge, the presence of HCAA of dopamine in
plants has not been reported thus far. This is the first report de-
scribing the possible implication of these HCAA in a plant—
pathogen interaction, and it further supports the role of HCAA
as integral components of plant defense responses to pathogen
challenge, as has been previously hypothesized (Facchini et al.
2002). Work is in progress to engineer tomato plants with ele-
vated levels of the THT enzyme in order to determine whether
these dopamine conjugates accumulate. If successful, this
would represent a useful tool to study the role of HCAA of do-
pamine as both direct barriers against pathogen attack and as
antioxidants and bactericidal agents in tomato—pathogen inter-
actions in vivo. Similar strategies have been applied in tobacco
and rice and, in both cases, accumulation of similar metabolites
was observed (Hagel and Facchini 2005; Jang et al. 2004).
However, the role of accumulation of these related compounds
in pathogen defense was not investigated.

MATERIALS AND METHODS

Plant material and inoculation procedure.

Seeds from tomato (S. lycopersicum cv. Rutgers) (Western
Hybrid Seeds Inc., Hamilton City, CA, U.S.A.) or from trans-
genic tomato plants overexpressing a bacterial hydroxylase
(naHG gene) (Brading et al. 2000) provided by J. D. G. Jones
(John Innes Centre, Norwich, U.K.) were used in the experi-
ments. The plants (one per pot) were grown in a controlled
growth room at 27 and 23°C (16-h day and 8-h night, respec-

tively), relative humidity from 50 to 70%, in 15-cm-diameter
pots containing a 1:1 mixture of peat (Biolan, Kauttua,
Finland) and vermiculite. The pots were subirrigated with a
nutrient solution as described (Naranjo et al. 2003). Infection
of 5-week-old tomato plants at the five- to six-leaf stage with
P. syringae pv. tomato was performed with a bacterial suspen-
sion obtained as follows: bacteria were grown overnight at
28°C in 20-ml petri dishes with C3 agar medium (Oxoid, Bas-
ington, U.K.) supplemented with 0.45 g of KH,PO, per liter
and 2.39 g of Na,HPO, - 12H,0 (pH 6.8) per liter. Bacterial
colonies then were resuspended in 10 mM MgSQ, to a final
concentration of optical density at 600 nm = 0.1. Dilution plat-
ing was used to determine the final inoculum concentration,
which averaged 10’ CFU/ml. The inoculation procedure was
that described in detail by Collinge and associates (1987).
Briefly, aliquots of 100 pl of this bacterial suspension were
injected into the abaxial side of each leaflet (three to four pan-
els per leaflet averaging 30 mm?) of the third or fourth leaf
from the base of the plant with a 1-ml sterilized plastic syringe
without needle. Equivalent control leaflets were mock inocu-
lated with 10 mM MgSQO,.

Extraction and HPLC analysis of HCAA and SA.

Extraction of methanol-soluble HCAA and SA from tomato
leaflets was done according to protocols previously published
(Bellés et al. 2006; Naranjo et al. 2003). Briefly, leaflets (0.3 to
0.5 g fresh weight) of tissue were ground with a pestle in a mor-
tar using liquid nitrogen, then homogenized in 1.5 ml of 90%
methanol. The extracts were vortexed vigorously, sonicated for
15 min, and then centrifuged at 14,000 x g for 15 min using 2-
ml Eppendorf tubes to remove cellular debris. The supernatant
(1.5 ml) was divided in two halves and dried under nitrogen at
40°C using glass tubes of 5 ml. One half was dissolved in 1 ml
of 5% perchloric acid and kept for 1 h at 4°C and centrifuged at
14,000 x g for 15 min to remove polymers. The supernatant was
extracted with 2.5 ml of 1:1 cyclopentane/ethyl acetate using
glass tubes of 5 ml. The organic upper phase was collected and
dried at 40°C under a flow of nitrogen. The residue was resus-
pended in 200 pl of methanol and filtered through 0.45-um
Spartan 13/0.45RC filters (Schleicher & Schuell, Keene, NH,
U.S.A.) nylon filters (Waters, Millford, MA, U.S.A.). For hy-
drolysis experiments, the other half was dissolved in 1 ml of 0.1
M sodium acetate (pH 4.5) containing 10 units of almond (-glu-
cosidase (EC 3.2.1.21) (14.3 U/mg, Fluka, Buchs, Switzerland)
and incubated at 37°C for 3 h. The reaction was stopped by add-
ing perchloric acid (70%) until a final concentration of 5% and
then maintained at 4°C for 1 h. After centrifugation at 14,000 x
g for 15 min, the remaining supernatant was extracted as above
and the dried residue resuspended in 200 pl of methanol and fil-
tered through 0.45-pum nylon filters. Aliquots (40 ul) were in-
jected with a Waters 717 autosampler into a reverse-phase Sym-
metry 5-um C18 (4.6 by 150 mm; Waters) column equilibrated
in 1% acetic acid. Eluents were 1% acetic acid (eluent A) and
methanol (eluent B). A lineal gradient starting with 100% eluent
A and 0% eluent B and ending with 0% eluent A and 100% elu-
ent B was applied over 20 min at a flow rate of 1 ml/min. After
washing the column with 100% methanol for 10 min, the initial
conditions again were applied and the column was allowed to
equilibrate with 1% acetic acid for 10 min, with a total run time
of 40 min. The temperature of the oven was 30°C. HCAA were
detected photometrically (A 280 nm) with a Waters 460 tunable
absorbance detector. Total SA (the sum of free SA and its conju-
gated glucoside, SAG) was detected with a 470 Waters fluores-
cence detector (A excitation = 313 nm; A emission = 405 nm).
HCAA and SA were quantified with the Waters Millennium™
software using synthesized HCAA and authentic SA, respec-
tively, as standards. Data were corrected for losses in the extrac-
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tion procedure, and recovery of metabolites ranged between 50
and 80%.

Identification of HCAA.

To identify the structure of the major peaks from methanol-
soluble extracts of P. syringae-infected tomato leaves, samples,
extracted as indicated above, were analyzed by ESI-MS using
a 1515 Waters HPLC binary pump, a 996 Waters photodiode
detector (range of maxplot between 240 and 400 nm, spectral
resolution of 1.2 nm), and a ZMD Waters single quadrupole
mass spectrometer equipped with an electrospray ionization
ion source. The source parameters of the mass spectrometer
for ESI in positive mode were the following: capillary voltage
2,500 V, cone voltage 20 V, extractor 5 V, RF Lens 0.5 V,
source block temperature 100°C, and desolvation gas tempera-
ture 300°C. The desolvation and cone gas used was nitrogen at
a flow of 400 and 60 liters/min, respectively. Other mass spec-
trometer conditions were: low mass resolution 13.5, high mass
resolution 13.5, ion energy 0.5, and multiplier 650. ESI data
acquisition was in the conditions of a full scan range from
mass-to-charge ratio (m/z) 100 to 700 at 1 s/scan. Samples (20
ul) from methanolic extracts were injected at room tempera-
ture into a reverse-phase Symmetry 5-um C18 (4.6 by 150
mm; Waters) column. A 20-min linear gradient of 1% (vol/vol)
acetic acid (J. T. Baker) in Milli Q water to 100% methanol (J.
T. Baker, Phillipsburg, NJ, U.S.A.) at a flow rate of 1 ml/min
was applied as indicated above. A post-column split delivered
approximately 25% of the flow to the mass spectrometer and
the rest to the Waters 996 photodiode array detector. Mass and
UV-absorption spectra of the unknown and authentic standard
peaks were performed using the Masslynx Waters software.

Synthesis of HCAA.

The HCAA studied here were obtained by the reaction of p-
coumaric and ferulic acids with tyramine and dopamine (hy-
drochloride form) in the presence of N,N“dicyclohexylcar-
bodiimide (DCC) as described elsewhere in detail (Tanaka et
al. 1989). To a mixture of the corresponding hydroxycinnamic
acid (0.5 mmol) and amine (0.65 mmol) in tetrahydrofurane
(THF) (20 ml), a solution of DCC (0.8 mmol) in THF (5 ml)
was added, and the reaction mixture stirred overnight at room
temperature. After removal of the solvent, the reaction mixture
was diluted with a large volume of H,O and extracted with
ethyl acetate. The organic layer was dried over Na,SO, and
evaporated to dryness to give viscous oil, which was purified
by a column of flash 60 silica gel (0.040 to 0.0063 mm;
Merck, Amsterdam) with a mixture of dichlorometane/ethyl
acetate (1:1) as the mobile phase to obtain the resultant trans-
amide. The identity of the product was checked by 'H-NMR
(proton nuclear magnetic resonance) spectra. All the synthetic
compounds were identical to natural products as judged by
comparison of their retention times in the HPLC chromatograms
as well as UV and MS.

RT-PCR.

RNA from control and P. syringae-infected tomato plants or
leaves treated with ethylene at 50 pl/liter or 1 mM AVG were
prepared using the TRIZOL reagent (Gibco BRL, Gaithersburg,
MD, U.S.A.). P. syringae-infected material (0.5 g) was collected
at the specified times (h) after inoculation. Ethylene-treated
leaves were collected 24 h after the treatment. Total RNA (10
ung) was reverse-transcribed with 100 U of M-MLV reverse
transcriptase (Promega, Madison, WI, U.S.A.) at 37°C for 60
min in a final volume of 50 pl, using a 18-mer oligo (dT) as a
primer. Reverse-transcribed DNA (5 pl) was amplified by PCR
using standard procedures with the following conditions: 1 min
of denaturation at 94°C followed by 25 cycles of 1 min of de-
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naturation at 94°C, 1 min of annealing at 55°C, and 1 min of
extension at 72°C, finished with a final extension step of 5 min
at 72°C. Direct (5'-ATGGCTCCTGCTCTTGAACAAG-3') and
reverse (5'-CTAACAGCTCCCTTTCGCCGT-3') oligonucleo-
tides were designed to amplify a 724-bp fragment from tomato
THT1-3 mRNA (Von Roepenack-Layale et al. 2003). Aliquots
of 25 ul of the PCR products were resolved on 1% agarose gels.
The gels were stained with ethidium bromide and visualized
under UV light. Images were taken using gel-documentation
systems and quantified by using Image Gauge V4.0 software.

Antimicrobial activity of CD, FD, CT, and FT.

The test was carried according to the method of paper disk
diffusion (Cole 1994). P. syringae, maintained in 80% glycerol
at —80°C, was reactivated in 20-ml petri dishes with a King’s
medium B solid medium containing 40 g of proteose peptone,
20 g of glycerol, 980 ml of H,O, 10 ml of 10% K,HPO,, and
10 ml of 10% MgSO, and incubated for 48 h at 28°C. Then,
bacterial colonies were cultured in 15 ml of Luria-Bertani me-
dium (Pronadisa, Madrid) overnight at 28°C. A 1-ml culture
containing approximately 10° CFU was mixed with 15 ml of
culture medium Plate Count Agar (Difco, Detroit) in a petri
dish. When the medium was completely solidified, three
Whatman disks (no. 113, 0.5 cm in diameter) impregnated
with different concentrations of each HCAA dissolved in 10 pl
of methanol were added in the Whatman disks. The plates
were incubated for 24 h at 28°C in the dark in order to avoid
the cis/trans isomerization of these compounds (Towers 1984).
Plate Count Agar plates containing only methanol were used
as control plates, and a positive control with tetracycline
chlorhydrate (10 pg/cm?), was performed. Bactericidal activity
was determined by measuring the inhibition zone developed
around the paper disk, indicating a zone of no growth, and
each assay was performed three times. Minimal inhibitory
concentration was determined as the lowest concentration able
to inhibit any visible microbial growth (Cos et al. 2006).

Antioxidant activity of CT, FT, CD, and FD.

The antioxidant activity of hydroxycinnamic acids, amines,
and HCAA was evaluated using the assay based on the scav-
enging of the stable radical DPPH (Hirota et al.1997) as de-
scribed by Alfaro and associates (2003). Ethanolic solution (2
ml) containing the corresponding compounds at different con-
centrations was mixed with 1 ml of 0.5 mM DPPH (dissolved
in ethanol) and 2 ml of 0.1 M sodium acetate (pH 5.5). After
incubation of the mixture at 25°C for 30 min, the absorbance
at 517 nm was measured using a JENWAY 6305 spectropho-
tometer. Radical scavenging activity was expressed as the con-
centration of product necessary to reduce to 50% the absorb-
ance of DPPH at 517 nm. BHT (Sigma, St. Louis) was tested
as a positive control. Data of the experiments represent the
mean * standard error of three individual samples.

AVG and ethylene treatments.

For AVG and ethylene treatments, 5-week-old tomato plants
grown in the same conditions as stated above were used. Tomato
plants were sprayed until run-off with 1 mM aqueous solution
of AVG and again 10 h later. Two hours later, the AVG-treated
plants were inoculated with the bacteria. Equivalent leaflets
(0.3 to 0.5 g fresh weight) from nontreated, AVG-treated, and
infected plants were detached at different times to determine
ethylene production and RNA preparation, and for HCAA
analysis. For ethylene treatments, plants were placed during 24
h into 125-liter sealed containers in a conditioned chamber at
25°C, with a photoperiod of 16 h. A mixture of ethylene in air
(50 ul/liter) (Linde, Barcelona, Spain) was passed through the
containers at a constant flow rate of 15 liters/h.



Analysis of ethylene.

At the specific times, ethylene was measured by sealing a
single equivalent leaflet (0.3 to 0.5 g fresh weight) from con-
trol, AVG-treated, and inoculated leaves into 18-ml serum
flasks at 25°C for 2 h. A 1-ml gas sample was withdrawn from
the flask with a gas-tight syringe through the rubber seal and
injected into a TRB-1 TRACER column (60-m length, 0.56-
mm interior diameter) connected to a flame-ionization detector
in a 4890 Hewlett-Packard (Palo Alto, CA, U.S.A.) gas chro-
matograph equipped with a 3395 Hewlett-Packard integrator.
The temperature of the oven was 60°C and retention time of
ethylene was 0.98 min. Ethylene production by the samples
was calculated as the mean of at least three independent incu-
bations using an ethylene standard curve.
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