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8. Deteccion de la FALDH en plantulas de Arabidopsis mediante

tincion por actividad enzimatica.

Los cambios fisiologicos y metabdlicos que sufren las semillas después de la
imbibicion en agua culminan con el inicio de la division celular en el embrion y el
desarrollo posterior de la plantula. Por lo general este proceso comienza por la radicula,
que es el primer 6rgano que emerge a través de la cubierta de la semilla, produciendo
la ruptura de la testa (Azcon-Bieto y Talon, 1993). La raiz temprana es conocida como
radicula o raiz primaria. La semilla de Arabidopsis comienza a germinar entre las 24 y
48 horas después de la imbibiciéon en agua. Las raices laterales, comienzan a aparecer
a partir del dia 8 de crecimiento o, lo que es lo mismo del dia 10 post-incubacion (Figura
44). El desarrollo vegetativo se caracteriza por la produccion de hojas de roseta con
internodos muy cortos entre las hojas sucesivas. EI numero de hojas de roseta varia
con las condiciones de crecimiento, en especial la temperatura y las horas de luz a las

que esta expuesta la planta (Bowman, 1994).

2 4 6 8 10 12
Tiempo de Incubacion (dias)

Figura 44. Representacién esquematica del crecimiento y desarrollo de plantulas de Arabidopsis
thaliana.
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Las plantulas de Arabidopsis fueron germinadas en placas de Petri con medio GM.
Los ensayos de localizacion histoquimica de la actividad enzimatica se realizaron en
estadios de desarrollo comprendidos entre las 24 horas y los 16 dias después de la
germinacion. Las plantulas fueron tefiidas por actividad enzimatica FALDH adicionando
formaldehido y glutation como sustratos a una mezcla de reacciéon que contenia tampdn
fosfato de sodio, piruvato para inhibir la lactato deshidrogenasa, NBT como sustrato
colorimétrico para deshidrogenasas y otras oxidasas, NAD* como cofactor, y PMS como
transportador de electrones que aceleraba la velocidad de la reaccion. En el lugar de la
planta donde existia actividad FALDH la oxidacion del S-hidroximetilglutatién producia
la reduccion del coenzima NAD* a NADH, el cual a su vez reducia el NBT que actuaba

como aceptor final de electrones dando lugar a un precipitado azul oscuro.

Aunque la FALDH es la principal enzima responsable de metabolizar el formaldehido
intracelular, existen otras enzimas que también pueden hacerlo, como la aldehido
deshidrogenasa mitocondrial de levadura y de rata. Sin embargo, la aldehido
deshidrogenasa tiene un valor de Km para el formaldehido libre que es mayor de 400
uM (Casanova-Schmitz et al., 1984), por lo que probablemente juega un papel menor
en el metabolismo del formaldehido, aunque a las concentraciones utilizadas en el
ensayo in vitro, podria contribuir a la aparicion de background. Por otra parte, el
glutation reducido puede ser oxidado por la glutation reductasa, generando también
NADH. El S-hidroximetilglutation presenta una constante de disociacion (Kd) de 1,5
mM, y por tanto, en el equilibrio coexisten formaldehido y glutation libres con el S-
hidroximetilglutation. Para descartar los resultados inespecificos por estos y otros
posibles sistemas enzimaticos presentes en las plantas, se realizaron controles
incubando las plantas solo con formaldehido 6 solo con glutation, utilizando dichas

tinciones como controles negativos.
Todas las fotos que se muestran fueron capturadas con una CCD Camara CV-950

Super color utilizando un objetivo Vivitar 28105 modelo N/AI-S y tubos de extension

Kenko de 36 mm y el Kenko de 20 mm, en el Departamento de Fisiologia Vegetal de la

165



V. Resultados

Universidad Auténoma de Barcelona. Cada serie de fotos se calibr6 mediante

fotografias sobre un papel milimetrado que se usé como patrén.

En la Figura 45 se observa que las plantulas de 1 dia presentan tincidon en la
radicula y en los cotiledones siendo mas intensa en la radicula. En el hipocétilo no se
detecta presencia de FALDH (Figura 45 A, B y C). La tincién en los cotiledones y en el
meristemo apical de la raiz también se observa en los controles, por o que no puede
considerarse especifica de la FALDH. Si es especifica en la zona de elongacion de la

raiz.

En plantulas de 3 dias observamos que la tincion en la raiz es muy intensa y es
especifica tanto en la region meristematica como en la de elongacion y en la de

diferenciacion (Figura 45 D).

A partir del dia 9 de crecimiento, comenzamos a observar la aparicién de raices
secundarias (Figura 45 J). La raiz secundaria al emerger presenta una elevada tincién
lo que confirma la presencia de la FALDH en la zona meristematica (tanto de la raiz
primaria como de la secundaria). Observamos también zonas azules intensas en las

hojas como resultado de la actividad FALDH.
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Figura 45. Actividad enzimatica FALDH determinada por tincion histoquimica in vivo, en plantulas de
Arabidopsis thaliana en diferentes estadios de desarrollo. La tincion con HCHO y GSH detecta la
actividad FALDH (A, D y G). Como controles negativos se utilizé la tincion sélo con HCHO (B, E 'y H) o

so6lo con GSH (C, F y I). GSH, glutation reducido.

A los 16 dias (Figura 46), observamos la planta completamente desarrollada con

varias hojas de roseta. La sefial continua siendo intensa en hojas (Figura 46 A) y en

raiz, tanto primaria como secundaria (Figura46 Dy G).
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Figura 46. Actividad enzimatica FALDH determinada por tincidon histoquimica in vivo, en plantulas de
Arabidopsis de 16 dias. La tincion con HCHO y GSH detecta la actividad FALDH (A, D y G). Como
controles negativos se utilizé la tinciéon sélo con HCHO (B, E y H) o sélo con GSH (C, F e ). GSH,
glutation reducido.

Con el fin de averiguar si este método podria ser utilizado para determinaciones
cuantitativas, realizamos la tincién histoquimica con las plantas transgénicas de
sobreexpresiéon de la FALDH (Achkor et al., 2003) y con plantas transgénicas
antisentido. En la Figura 47 se muestran los resultados obtenidos con plantulas
transgénicas y plantulas sin transformar, de 8 dias. En el caso de las plantulas control
(wt) vemos menos sefal que en las Figuras 45 y 46 debido a que el tiempo de
incubacién con la solucion de tincion fue la mitad para evitar la saturacion de color en

las plantulas transgénicas de sobreexpresion. Como se puede observar, la senal es
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mucho mas intensa en las plantulas transgénicas de sobreexpresidon que en las
plantulas antisentido y que en las plantulas control. Estos resultados demuestran que la

intensidad de la tincidn es proporcional a la cantidad de FALDH presente en la planta.

SE WT AS

GSH ~ v o o) g
+ P’%‘ \I '(E») o

HCHO AN S 1
5 e & }/1*/,}\
\
0,28 U /mg 0,02 U /mg 0,01 U/mg

Figura 47. Actividad enzimatica FALDH determinada por tincion histoquimica in vivo, en plantulas
transgénicas y sin transformar de Arabidopsis thaliana de 8 dias. La tincién con HCHO y GSH detecta la
actividad FALDH. En la parte inferior de la figura se muestra los valores de actividad especifica de la
FALDH de cada una de las lineas en estudio, medidas a partir de extractos proteicos. Las abreviaturas
utilizadas fueron las siguientes: AS, plantulas transgénicas antisentido; SE, plantulas transgénicas de
sobreexpresion; wt, plantulas de Arabidopsis sin transformar.

9. Papel de la FALDH en las reacciones de defensa de las plantas.

Como se ha mencionado en la Introduccién, recientemente se ha descubierto que la
FALDH presenta una fuerte actividad GSNO reductasa (Sakamoto et al., 2002). El 6xido
nitrico (NO), y algunos metabolitos relacionados con él, tienen funciones importantes en
la transduccion de senales en las reacciones de defensa de las plantas (Wendehenne
et al., 2001). Por esta razon nos interesaba estudiar el efecto de la modificacion de los
niveles intracelulares de FALDH / GSNO reductasa en las interacciones planta-
patdgeno. Para ello realizamos en primer lugar mediciones de la actividad enzimatica
GSNO reductasa en las diferentes lineas transgénicas y después infectamos las lineas
seleccionadas con el oomiceto Peronospora parasitica y con la bacteria Pseudomona

syringae.
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9.1 Actividad GSNO reductasa en las lineas transgénicas de Arabidopsis.

Para determinar la actividad GSNO reductasa es necesario preparar al momento el
S-nitrosoglutation (GSNO), ya que es un compuesto inestable (véase Materiales y
Métodos). Una vez preparado, debe hacerse un espectro de absorcion para calcular su
concentracion (Figura 48). El pico de mayor densidad oOptica se observa a los 335 nm, y
es el valor de absorbancia a esa longitud de onda el que se utiliza para calcular la

concentracion, utilizando un coeficiente de extincion molar para el GSNO de 800 M'cm’
]
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Figura 48. Espectro de GSNO a las longitudes de ondas comprendidas entre 300 y 600 nm. El pico de
maxima absorbancia se observa a los 335 nm.

La actividad especifica S-nitrosoglutation reductasa de las plantas transgénicas
antisentido se representa en la Figura 49. La actividad se midié con 0,5 mM de NADH y

1 mM de GSNO a 340 nm, utilizando un coeficiente de extincion molar de 7060 M'cm™.

170



V. Resultados

0,10 -
g 0,08 -
2
[+
O
&£ 0,06 -
(%]
[}
o
(7]
w
o 0,04 -
©
=
2
°
< 0,02 -

WT 28 52 83 93 101 124 14.2 17.3 20.5 22.1 24.1 32.7 33.2

Lineas transgénicas antisentido

Figura 49. Actividad especifica GSNO reductasa de las plantas transgénicas antisentido. En la gréfica se
representan las actividades de 13 lineas transgénicas antisentido. La actividad especifica se midi6 tal y
como se describe en el apartado de Materiales y Métodos.

Los resultados obtenidos muestran una disminucion de la actividad GSNO reductasa
de las plantas transgénicas con respecto al control. Observamos que en varias lineas la
disminucion de la actividad llega hasta un 36 % aproximadamente. En algunas lineas
transgénicas existen discrepancias con la actividad obtenida frente al sustrato S-

hidroximetilglutation.

La Figura 50 muestra la actividad GSNO reductasa de una linea transgénica de

sobreexpresiéon y de una linea transgénica de cosupresion en relacion con el control.
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Figura 50. Actividad GSNO reductasa de una linea transgénica de sobreexpresion (L1) y una linea
transgénica de cosupresion (L9). La actividad especifica se midié tal y como se describe en el apartado
de Materiales y Métodos.

9.2 Infeccién de plantas de Arabidopsis thaliana con patégenos bacterianos y

oomicetos.

Todos los estudios de interaccion planta-patdgeno se realizaron en colaboracion con
el grupo del Dr. Chris Lamb del John Innes Centre, Norwich, Reino Unido, bajo la

supervision de la Dra. Christine Rusterucci.

Para realizar los experimentos que se describen a continuacion, utilizamos 3 lineas
transgénicas con niveles modificados de la FALDH: una linea de sobreexpresion (L1);
una linea de cosupresiéon (L9) y una linea antisentido (L5). La sobreexpresiéon de la
FALDH de la linea 1 era de 18 veces, mientras que la inhibicion de las lineas 5y 9 era
del 50 % aproximadamente. Como control usamos plantas de Arabidopsis de fenotipo

salvaje sin transformar genéticamente (plantas wt).
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9.2.1 Papel de la FALDH / GSNO reductasa en la resistencia basal.

9.2.1.1 Infeccidn con Peronospora parasitica.

En la familia de las Cruciferas, el oomiceto Peronospora parasitica causa una
infeccion con aspecto de moho. Esta enfermedad prevalece en condiciones de frio y
humedad, las cuales favorecen la produccion de esporas y su diseminacion (Koch vy
Slusarenko, 1990).

Para la infeccidon con el oomiceto de tipo virulento (Peronospora parasitica Noco2),
utiizamos plantas de 4 semanas que fueron inoculadas mediante spray con una
suspension de dicho oomiceto. Seis dias después de la inoculacion se procedio al
contaje de esporas. EI numero de esporas en la linea control (Arabidopsis sin
transformar, wt) fue similar al de la linea transgénica de sobreexpresién (L1). La
esporulacion en la linea transgénica de cosupresion (L9) estaba ligeramente disminuida
(entre el 20-25 %), mientras que en la linea transgénica antisentido (L5) observamos

una fuerte reduccién del numero de esporas, aproximadamente un 60 % (Figura 51).
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Figura 51. Resistencia basal frente a Peronospora parasitica (cepa Noco2) en plantas de Arabidopsis
thaliana. Se realizé el contaje de esporas 6 dias después de la inoculacion con la cepa. Las abreviaturas
utilizadas son las siguientes: wt, plantas de fenotipo salvaje de Arabidopsis thaliana; L1, linea transgénica
de sobreexpresién; L9, linea transgénica de cosupresion; L5, linea transgénica antisentido. Las barras
representan los valores medios + SD de 5 mediciones independientes. Obtuvimos resultados similares en
2 experimentos independientes.

Utilizando tinciones con lactophenol trypan blue, estudiamos el crecimiento del
oomiceto y su esporulacion asexual (Figura 52). Tanto en la linea control (wt) como en
las lineas transgénicas de sobreexpresion (L1) y de cosupresion (L9) apreciamos un
extenso crecimiento de Peronospora parasitica. Sin embargo, en la linea transgénica
antisentido (L5) el crecimiento estaba muy limitado, confirmando su mayor resistencia a

la infeccién con la cepa Noco2.
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Figura 52. Crecimiento de Peronospora parasitica Noco2 en plantas de Arabidopsis thaliana. Las
abreviaturas utilizadas son las siguientes: wt, plantas de fenotipo salvaje de Arabidopsis thaliana; L1,
linea transgénica de sobreexpresion; L9, linea transgénica de cosupresion; L5, linea transgénica
antisentido. Las hojas fueron tefiidas con lactophenol-trypan blue. Barras de calibracién: A, C, E y G, 800

um; B, D, F y H, 300 pm.
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9.2.2 Infecciéon con Pseudomona syringae.

Pseudomona syringae es una bacteria gram-negativa con flagelo polar que le
permite moverse por un medio acuoso (Agrios, 1997). P. syringae penetra en el tejido
huésped (preferiblemente por las hojas) ya sea a través de una herida o aprovechando
alguna apertura natural como los estomas, multiplicandose en los espacios
intracelulares. Las hojas infectadas muestran zonas con una apariencia como si
estuvieran mojadas, y pueden llegar a convertirse en lesiones necréticas (Katagiri et al.,
2002). P. syringae puede infectar una amplia variedad de plantas, incluyendo

Arabidopsis.

Las hojas de las plantas de Arabidopsis fueron infiltradas con la solucion bacteriana
por medio de una jeringa, como se muestra en la Figura 53. Para que la solucion
penetre mejor en la hoja se recomienda infiltrar la zona abaxial de la misma, con mucho

cuidado para evitar que se produzcan heridas.

Figura 53. Infiltracion de P. syringae en hojas de Arabidopsis thaliana.

Transcurridos 2 dias después de la inoculacién con Pseudomona syringae pv
maculicola (Psm), observamos un mayor crecimiento de la bacteria en la linea

transgénica de sobreexpresion, lo que implica una mayor susceptibilidad a la infeccion.
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La linea transgénica antisentido mostraba un crecimiento bacteriano de casi la mitad
que el de la linea transgénica de sobreexpresion y de aproximadamente un 32 % menor
que el de las plantas control, implicando la presencia de una mayor resistencia a la
infeccidn. La linea de cosupresion (L9) presentaba un comportamiento similar al de las
plantas control (Figura 54). Estos resultados concuerdan con los obtenidos para la

infeccidn con Peronospora parasitica Noco2.
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Figura 54. Resistencia basal frente a Pseudomona syringae pv maculicola (Psm) en Arabidopsis thaliana.
La inoculacién se realizé en plantas de 4 semanas. Dos dias después de la inoculacién se tomaron
muestras y se observo el crecimiento bacteriano en placas con medio de cultivo KM durante 48 horas. La
inoculacion se realizé con 10° CFU/mI de la bacteria virulenta Psm. Las abreviaturas utilizadas son las
siguientes: wt, plantas de fenotipo salvaje de Arabidopsis thaliana; L1, linea transgénica de
sobreexpresion; L9, linea transgénica de cosupresion; L5, linea transgénica antisentido. Las barras
representan los valores medios = SD de 3 mediciones independientes.

9.3 Papel de la FALDH / GSNO reductasa en las interacciones incompatibles

planta-patégeno.

9.3.1 Papel en la respuesta de hipersensibilidad (HR) con oomicetos.

En las interacciones planta-patégeno de tipo incompatible el reconocimiento

especifico gen a gen (avr-R) induce respuestas defensivas tanto en el sitio local de la
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interaccion como en 6rganos de la planta alejados del mismo. Una de las primeras
manifestaciones es la llamada respuesta de hipersensibilidad (HR), que implica una
muerte celular localizada en el lugar de la infeccion. La respuesta de hipersensibilidad

puede ser medida por tincion con lactophenol trypan blue.

En hojas infectadas con la cepa avirulenta Cala2 del oomiceto Peronospora
parasitica (Figura 55) observamos que no existen diferencias significativas entre las
diferentes lineas transgénicas y el control. Por tanto, no parece que la variacion en los
niveles de la FALDH / GSNO reductasa afecte a la respuesta local en las interacciones

planta-patégeno de tipo incompatible, por lo menos a nivel fenotipico.

Figura 55. Infeccidon de plantas de Arabidopsis thaliana con la cepa avirulenta Cala2 de Peronospora
parasitica. Las abreviaturas utilizadas son las siguientes: wt, plantas de fenotipo salvaje de Arabidopsis
thaliana; L1, linea transgénica de sobreexpresion, L5, linea transgénica antisentido. Las hojas fueron
tefiidas con lactophenol-trypan blue. Las flechas negras indican la muerte celular por HR. Barras de
calibracién: 500 pum.

9.3.2 Papel en la respuesta de hipersensibilidad (HR) con bacterias.
Cuando infiltramos hojas de las diferentes lineas de A. thaliana con la cepa

avirulenta Psm avrRpm1 de Pseudomona syringae, observamos que la linea de

sobreexpresiéon (L1) mostraba mayor respuesta de hipersensibilidad que la linea
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transgénica antisentido y que las plantas control. Las lineas L5 y wt presentaron una
respuesta de hipersensibilidad similar (Figura 56). Como control del experimento
utilizamos hojas infiltradas con cloruro de magnesio, que fue el medio utilizado en la

suspension bacteriana.

Psm avrRpm1

Figura 56. Infeccidon de plantas de Arabidopsis thaliana mediante infiltracion con la cepa avirulenta Psm
avrRpm1 de Pseudomona syringae. Las abreviaturas utilizadas son las siguientes: wt, plantas de fenotipo
salvaje de Arabidopsis thaliana; L1, linea transgénica de sobreexpresion, L5, linea transgénica
antisentido. Las hojas fueron tefiidas con lactophenol-trypan blue. Barras de calibracion: 500 pum.
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9.4 Papel de la FALDH / GSNO reductasa en el establecimiento de la resistencia
sistémica adquirida (SAR).

La interaccion planta-patégeno también provoca un tipo de respuesta defensiva que
actua en toda la planta e implica la sintesis y transporte de una sefal mévil que induce
un conjunto de genes de defensa. A esta respuesta se le conoce como resistencia
sistémica adquirida (SAR) (Azcon-Bieto y Taldn, 2001).

Realizamos los experimentos de SAR utilizando una combinacion de bacteria
avirulenta con oomiceto virulento. De esta forma las hojas fueron infiltradas con la
bacteria y después rociadas con un spray conteniendo la suspension del oomiceto. La
respuesta se mididé por contaje de esporas. No se utilizé la combinacidon bacteria /
bacteria porque se necesita realizar 2 infiltraciones en la misma hoja, lo cual es mucho

mas laborioso y conlleva un mayor riesgo de producir dafio mecanico indeseado.

Se contd el numero de esporas en hojas de Arabidopsis rociadas con la cepa
virulenta Peronospora parasitica Noco2. Estas plantas habian sido infiltradas 2 dias
antes con la bacteria aviruenta Pseudomona syringae pv maculicola (que contenia el
plasmido pLAFR3 + avrRpm1) en 2 hojas de la roseta. Como control se utilizaron
plantas infiltradas con MgCl, a la misma concentracion que el utilizado para realizar la
suspension de bacterias. En la Figura 57 puede verse que la linea de sobreexpresion
(L1) apenas muestra respuesta SAR (el numero de esporas en las plantas infiltradas
previamente con la bacteria avirulenta con respecto a las infiltradas con cloruro de
magnesio no presentaban diferencias significativas, p > 0,1), lo cual indica que un
aumento de los niveles intracelulares de la FALDH, provoca una drastica disminucion
de la sefial necesaria para que se active SAR. La linea transgénica antisentido (L5)
muestra una buena respuesta SAR parecida a la del control (ambas presentaban

diferencias altamente significativas entre el numero de esporas de las plantas infiltradas
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previamente con la bacteria avirulenta con respecto a las infiltradas con cloruro de

magnesio, p < 0,01).
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Figura 57. Resistencia sistémica adquirida (SAR) en plantas de Arabidopsis thaliana. Las abreviaturas
utilizadas son las siguientes: wt, plantas de fenotipo salvaje de Arabidopsis thaliana; L1, linea transgénica
de sobreexpresion; L5, linea transgénica antisentido. Las barras representan los valores medios + SD de
5 mediciones independientes.

Actualmente estamos analizando a nivel molecular esta respuesta, midiendo si
existen variaciones en los niveles de mRNA de diferentes genes de defensa (PAL, GST,
PR1) que normalmente se inducen en las interacciones incompatibles. Estos analisis
los realizaremos tanto en las interacciones con oomicetos (Noco2 y Cala2) como con
las bacterias (Psm y avrRpm1). Los resultados que obtengamos con esta serie de
experimentos aportaran las bases para seguir investigando la importancia de la enzima

FALDH / GSNO reductasa en los mecanismos de defensa en plantas.
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DISCUSION

En esta Tesis Doctoral se ha profundizado en el estudio de la FALDH / GSNO

reductasa de Arabidopsis thaliana con el objetivo general de obtener datos funcionales

sobre dicha proteina. Durante este capitulo discutiremos y demostraremos que:

La expresion de la FALDH esta regulada por diferentes hormonas vegetales y
por herida.

En las plantas transgénicas antisentido existe una relacion entre la disminucién
de la actividad enzimatica y los niveles de proteina.

Las plantas transgénicas antisentido presentan una menor capacidad de
metabolizar formaldehido exdgeno.

Las plantas transgénicas con niveles de FALDH modificados presentan un
fenotipo diferente.

La FALDH presenta un patron de expresiéon en hojas y en raiz que es especifico
del tipo celular.

La FALDH esta presente en citoplasma, nucleo y cloroplasto.

Las plantas transgénicas con niveles disminuidos de FALDH (plantas
antisentido) presentan un aumento de la resistencia basal a patégenos fungicos

y bacterianos.
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Para nuestros experimentos hemos utilizado los siguientes sistemas bioldgicos:
células de tabaco en suspension (linea BY2), plantas de Arabidopsis thaliana y plantas

de Raphanus sativus.

Los cultivos celulares vegetales son muy utilizados para investigar la fisiologia y la
bioquimica de las plantas, ya que son sistemas sencillos y sus condiciones de
crecimiento pueden ser bien controladas. Ademas, constituyen una herramienta
importante en biotecnologia vegetal. Por las razones expuestas, por su rapido
crecimiento, y por su homogeneidad en la respuesta, consideramos que la linea celular
de tabaco BY2 era un sistema idoneo para comenzar a estudiar la respuesta de la
FALDH frente a diferentes moléculas sefializadoras que intervienen en las interacciones

planta-patégeno, tales como el acido salicilico o el acido jasmonico.

Las plantulas germinadas y crecidas en medio liquido también constituyen un buen
modelo para estudios moleculares, principalmente cuando se quiere investigar el efecto
de determinados compuestos, ya que se pueden controlar muy bien las condiciones de
crecimiento, y las sustancias suministradas en el medio de cultivo son absorbidas
rapidamente. A diferencia de los cultivos celulares, las plantulas estan formadas por
diferentes tipos celulares, los mismos que constituyen la planta adulta, y esto hace que

los resultados en este sistema sean mas cercanos a la realidad.

1. La expresion de la FALDH esta regulada por diferentes hormonas

vegetales y por herida.

El acido jasmonico y el metil jasmonato se encuentran ampliamente distribuidos en
las plantas. El JA altera especificamente la expresion génica. Las lesiones fisicas, el
déficit hidrico y elicitores obtenidos de la pared celular de hongos originan acumulacién
de JA y MeJA en plantas. Estos resultados indican que el jasmonato tiene un papel de

defensa en las plantas. EI JA activa genes implicados en la resistencia frente a
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insectos, y genes que codifican por proteinas de reserva. En respuesta a herida, se
acumulan transcritos que codifican por genes implicados en la sintesis de JA y genes
que responden a JA (Figura 58 A). Se ha demostrado que la sistemina, un polipéptido
de 18 aminoacidos, se mueve por el floema e induce la sintesis de JA y la expresion de
genes que responden al mismo en las zonas mas apicales de las plantas. Ademas de la
sistemina, el ABA, el etileno y la corriente eléctrica desempefian un papel importante
transmitiendo la sefal de la herida a jasmonatos. También se ha comprobado que tanto
el JA como el Meda modulan multiples aspectos del desarrollo de las plantas (Azcon-
Bieto y Talén, 2001).

Las plantas responden a un gran numero de condiciones adversas desfavorables,
como déficit hidrico, salinidad, encharcamiento, calor, frio, produccion de lesiones y
ataque de patdgenos, incrementando la sintesis de ABA. En respuesta a las lesiones o
heridas mecanicas, los niveles de ABA aumentan 5 veces en tomate y patata, incluso
en aquellos tejidos que no han sido lesionados, por lo que se ha descrito que el
incremento de ABA en respuesta a herida es sistémico. El acido jasménico induce
algunos genes que también se expresan por ABA, incluyendo los pin2, lo que indica
que las rutas de estos dos reguladores del crecimiento pueden interactuar modulando

elementos comunes en respuesta a la herida (Azcon-Bieto y Talén, 2001).

El acido salicilico participa en la proteccién de la planta a diferentes tipos de estrés
actuando como molécula senalizadora (Figura 58 B). Cuando la planta advierte el
ataque de un patdgeno, se activa la sintesis de SA a partir de acido benzoico. El SA
libre se une entonces a la enzima catalasa y bloquea su capacidad para convertir el
H>O, en oxigeno y agua. El incremento del nivel de H,0O, y de otras ROS, estimula la
expresion de genes de defensa, como los que codifican por las proteinas PR. EI SA

también induce la llamada respuesta SAR (Azcon-Bieto y Talon, 2001).
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Figura 58. Representacion esquematica de las vias de sefalizacién en las respuestas de defensa frente
a diferentes patdgenos. La figura fue extraida del libro Biochemistry and Molecular Biology of Plants,
Buchanan, Gruissen and Jones, Eds. American Society of Plant Physiologists, Rockville, Maryland, USA.
ISBN 0-943088-40-2.

1.1 Acido Abscisico (ABA).

Los resultados obtenidos en células de tabaco BY2 mostraban que no se producia
ninguna variacion en la actividad especifica de la FALDH en repuesta a ABA. Diferentes
genes de respuesta a herida en tomate, que son fuertemente activados por
sefalizadores primarios tales como oligosacaridos (Walker-Simmons y Ryan, 1986),
sistemina (Pearce et al., 1991; Schaller et al., 1995) y JA (Farmer et al., 1992; Pefa-
Cortés et al.,, 1996; Wasternack et al., 1996), son débilmente activados por ABA o

simplemente no activados.

Originalmente se propuso un modelo para la cascada de senalizacion sistémica en
el cual las heridas y los elicitores activaban los genes de defensa a través de la via de
los octadecanoides (Farmer et al.,, 1992; Doares et al., 1995). Este modelo fue
posteriormente modificado para incluir el ABA como componente obligatorio, que se

situaria entre el JA y el péptido sistemina (Pefa-Cortés et al., 1996; Wasternack vy
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Parthier, 1997), basandose en la capacidad del ABA para activar algunos genes de
defensa (Pena- Cortés et al., 1989, 1996; Herde et al., 1996; Wasternack et al., 1996).
El modelo modificado predijo también que el ABA se acumulaba en respuesta a
heridas. Sin embargo, recientemente se ha descubierto que la acumulacion de ABA
aumenta en tejidos heridos en un radio de 0,5 cm alrededor del lugar de la lesion, lo
cual puede ser debido a una deshidratacion local provocada por la herida. Ademas, no
se ha detectado acumulacion de ABA en hojas distantes (Birkenmeier y Ryan, 1998).
La imposibilidad de los mutantes deficientes de ABA en tomate para activar los genes
de defensa a heridas (Pena-Cortés et al.,1989, 1996; Herde et al., 1996) indica que la
presencia de niveles fisiolégicos de ABA puede ser necesaria para potenciar la cascada
de senalizacion de herida aunque se desconoce la forma especifica en que esto pueda
ocurrir. Sin embargo, parece claro que ABA actualmente no es un componente
fundamental de la cascada sistémica de transduccién de senales, y que por lo tanto, su
funcién podria ser la de mantener las condiciones fisioldgicas de la planta de forma tal

que permita que su respuesta a herida funcione eficazmente.

1.2 Acido Salicilico (SA).

Los tratamientos de las células BY2 con SA se llevaron a cabo a una concentracion
de 150 uM. Previamente habiamos observado que la concentracion de 1 mM de SA,
frecuentemente utilizada en la literatura, resultaba ser una dosis letal, ya que solo el 1
% de las células sobrevivian al tratamiento. Sin embargo, a 150 uM de SA obteniamos
un 95 % de viabilidad, similar a la del control. Observamos un notable incremento en la
actividad especifica de la FALDH a partir de las 5 horas de tratamiento, que era

directamente proporcional al aumento de la cantidad de enzima.

Los mismos experimentos se realizaron en plantulas de Arabidopsis thaliana
crecidas en medio liquido. En este caso fue necesaria la utilizacion de una
concentracion de 0,5 mM de SA para observar un aumento en la cantidad de proteina y

de mRNA del gen ADH2. No observamos sintomas de necrosis ni de muerte celular
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después de 48 horas de incubacion con SA, lo que demuestra que existen diferencias
importantes en la sensibilidad al SA de la suspension celular de tabaco y de las
plantulas de Arabidopsis. La induccidén del gen ADHZ2 en respuesta a SA sugiere que la
FALDH puede jugar un papel importante en la proteccidén de las células vegetales frente
al estrés oxidativo y/o nitrosativo. Aun no esta claro cual es la relacién que existe entre
las vias de sefnalizacion del NO y de ROS, compuestos que estimulan la acumulacion
de SA (Durner et al., 1998; Kumar y Klessig, 2000). Por otro lado, la importancia de la
FALDH frente al estrés nitrosativo ha sido demostrada en levadura y en rata, donde la
deleccion del gen que codifica por la FALDH incrementa la susceptibilidad de las
células al estrés nitrosativo, observandose la acumulacion de proteinas nitrosiladas (Liu
et al., 2001).

Desde hace algun tiempo se ha asociado el SA con la induccion de los mecanismos
de defensa en las plantas, ya que su aplicacion exdgena es suficiente para activar la
expresion de algunos genes de defensa. Ademas, el ataque por patdgenos provoca la
acumulacion de acido benzoico (BA) y SA en las inmediaciones del lugar de la
infeccidon. La induccion de estos compuestos se asocia normalmente con la respuesta
de hipersensibilidad (Raskin, 1992), que viene precedida por la sintesis de especies
reactivas del oxigeno (ROS), tales como el Oy, que es transformado en H;O, por la
accién de la superoxido dismutasa (SOD) (Rao et al., 1997), provocando un estado de
estrés oxidativo en la célula. Por otra parte, el aumento de los niveles de SA genera
mas H,O,, probablemente a través de la inhibicién de una catalasa, resultando en altas
concentraciones de radicales libres que alteran el estado redox celular y que activan
varios genes involucrados en la defensa (Levine et al., 1994). Ademas, la interaccién
entre SA y catalasas (CAT) y ascorbato peroxidasas (APX) podria dar lugar a la
formacion del radical libre SA* (Durner y Klessig, 1996), que iniciaria la peroxidacion de
los lipidos de la membrana. Los peréxidos de lipidos liberados podrian actuar como
sefales moleculares para la activacion de algunos genes de defensa (Durner y Klessig,
1996). Entre los productos de la peroxidacion lipidica se encuentra el formaldehido, un

producto muy citotdxico (Figura 59). Por tanto, la induccién de la FALDH que nosotros
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observamos como consecuencia de los tratamientos con SA, podria responder a la
necesidad de eliminacién del exceso de formaldehido que se forma como consecuencia
del estrés oxidativo causado por la aplicacion exdégena de SA. Esto indicaria un papel
activo de la FALDH en los mecanismos de proteccién celular provocado por un exceso

de radicales libres.

Por otra parte, se conoce que el NO y los metabolitos relacionados con el NO, tales
como los S-nitrosotioles, juegan un papel importante en la traduccion de senales de las
reacciones de defensa de las plantas (Wendehenne et al., 2001; Delledonne et al.,
1998). El S-nitrosoglutation (GSNO) es uno de los metabolitos enddgenos mas
abundantes del NO, formado por reaccion del NO con el glutation en presencia de
oxigeno (Gaston et al., 1993). Como ya hemos descrito en la Introduccién, la FALDH
tiene también actividad S-nitrosoglutation reductasa. Cuando una planta es atacada por
patdgenos, se incrementan los niveles de NO y se activa la molécula sefalizadora
GMPc que a su vez es capaz de activar la expresion de la fenilalanina amonio liasa
(PAL) e inducir la biosintesis de SA (Klessig et al., 2000). Al aumentar los niveles de NO
podrian aumentar también los de GSNO, por lo que la FALDH / GSNOR podria
participar en la eliminacion de GSNO protegiendo asi a la planta de los efectos toxicos
del NO.

Por todo lo antes expuesto, pensamos que la activacion de la FALDH /GSNOR por
SA, podria ser debido por una parte a su actividad enzimatica frente al formaldehido y

por otra a su participacion en la via de sefalizacion del NO.
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Figura 59. Modelo hipotético para explicar la induccién de la expresién de la FALDH por acido salicilico.
Las abreviaturas utilizadas son las siguientes: SA, acido salicilico; SOD, superoxido dismutasa; PAL,
fenilalanina amonio liasa; CA, acido cinamico; BA, acido benzoico; BA2H, 2-hidrolasa del acido benzoico;

CAT, catalasa; APX, ascorbato peroxidasa; Phe, fenilalanina; NOS, 6xido nitrico sintasa; CHS, chalcona

sintasa; LOX, lipooxigenasa; GST, glutatién
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1.3 Acido Jasmoénico (JA) y herida.

Nuestros resultados demuestran que el gen ADHZ2 es regulado negativamente por
herida, siendo la respuesta transitoria y sistémica. Observamos una fuerte represion del
gen en las hojas heridas y en las hojas sistémicas (de 2 veces aproximadamente), y en
ambos casos la expresion vuelve a los niveles basales al cabo de 48 horas después del
dafio mecanico. El analisis por Western Blot confirmé que también existia una
disminucién considerable de la cantidad de proteina FALDH al cabo de 2 horas de

producida la herida, que se mantenia durante las 48 horas siguientes.

Se han propuesto dos vias diferentes de senalizacion en la respuesta a herida
(Titarenko et al., 1997). Una de ellas no requiere JA, y la activacion de los genes
involucrados ocurre principalmente en el lugar donde se produce el dafo. La otra via es
dependiente de JA y activa genes tanto en el lugar de la herida como de forma

sistémica.

Para dilucidar si la respuesta a herida del gen ADHZ2 era dependiente del JA,
medimos los niveles de mRNA en respuesta a la adicién exdgena de JA en células de
tabaco BY2 y en plantulas de Arabidopsis. También estudiamos la respuesta del gen a

herida en el mutante de Arabidopsis insensible a JA, coi1.

Los tratamientos de las células BY2 con JA se llevaron a cabo a una concentracion
de 50 uM. Observamos una represion de la FALDH de aproximadamente 3 veces en la
cantidad de proteina, que se correlacionaba con la disminucion de la actividad
especifica. La disminucidn de la cantidad de proteina se observo desde las 24 horas y

se mantuvo hasta las 72 horas después del tratamiento.

Los tratamientos de plantas de A. thaliana con concentraciones de JA comprendidas
entre 50 uM y 1 mM, no dieron lugar a variaciones en los niveles de FALDH. Estos

resultados discrepan de los obtenidos con las células BY2. Ello podria ser debido a que
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las células BY2 constan de un solo tipo celular, mientras que las plantas estan
constituidas por una amplia variedad de tipos celulares que pueden tener diferentes
respuestas frente a la fitohormona. También, al tratarse de especies vegetales distintas,
la respuesta puede ser cuantitativamente diferente. Nosotros proponemos que quizas
sea necesaria la accién coordinada de varios sefalizadores moleculares o fitohormonas

para observar una disminucion de la FALDH por JA en Arabidopsis.

Para comprobar si JA estaba involucrado en la regulacion por herida del gen ADH2
realizamos estudios en el mutante coi1 de Arabidopsis (insensible a JA). No
observamos represion del gen después del dafio mecanico; por el contrario, los niveles
de mRNA fueron ligeramente superiores tanto en las hojas heridas como en las
sistémicas. Por tanto, nuestros resultados demuestran que la represion del gen ADH2

por herida en Arabidopsis es dependiente de JA.

La concentracion de JA en los tejidos vegetales varia con el estado de desarrollo, el
tipo de tejido, y la presencia o ausencia de estimulos externos, tales como heridas 6
agentes patégenos. Las membranas de las plantas, particularmente las de los plastidos,
son ricas en acido linolénico (LA), precursor del JA, esterificado en forma de
glicerolipidos y fosfolipidos. Esto sugiere que el aumento de JA intracelular puede ser
causado por la activacion de fosfolipasas que liberan LA de las membranas (Farmer et
al., 1992) cuando la sefnal emitida por patégenos o insectos interacciona con un posible
receptor de membrana. ElI LA liberado es después oxidado a acido 13-
hidroperoxilinolénico por la lipoxigenasa (LOX) (Creelman y Mullet, 1997) y después de
varias reacciones enzimaticas, convertido en JA (Figura 60). Se ha sugerido que
puedan existir dos vias para la sintesis de JA, una en el citoplasma y la otra en los
plastidos (Creelman y Mullet, 1995) puesto que la enzima LOX se localiza tanto en
plastidos, como en vacuolas y en citoplasma (Vick y Zimmerman, 1987; Grimes et al.,
1992) y los plastidos contienen actividad AOS y AOC (Vick y Zimmerman, 1987).
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Figura 60. Diagrama que describe la biosintesis de JA provocada por el ataque de insectos o patégenos
y su acciéon como sefalizador de la respuesta a herida. Las abreviaturas utilizadas son las siguientes:

LOX, lipoxigenasa; AOS, aleno oxidasa sintasa; AOC,

aleno oxidasa ciclasa.

En esta Tesis discutiremos mas adelante que la FALDH esta presente en

cloroplastos y en citoplasma. La curva de actividad de la FALDH que nosotros

observamos durante el crecimiento de las células BY2, con 2 picos de actividad
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situados en los dias 2 y 5 respectivamente, es perfectamente superponible con la curva
de division de los plastidos en las mismas células (Nagata et al., 1992). Por ende, si el
JA puede ser sintetizado en las membranas de los plastidos puesto que existe todo el
sistema enzimatico para ello, y la FALDH esta regulada por JA, es plausible pensar en
una FALDH plastidica especifica de células vegetales, y como consecuencia de una

adaptacion a las caracteristicas propias funcionales de estos organismos.

2. Utilizacion de plantas para la eliminacion del formaldehido

exdégeno.

El formaldehido es, tal como se menciond en la Introduccién, uno de los
contaminantes mas abundantes y que esta estrictamente asociado a la contaminacién
de interiores y de aguas residuales. Su elevada solubilidad le permite ser absorbido por
las vias respiratorias altas, aunque pequefias cantidades pueden penetrar en los

pulmones.

En la década de los afios 80, La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) tipificd
entre los males contemporaneos “el sindrome del edificio enfermo”. Dicho sindrome ha
sido definido como un conjunto de molestias y enfermedades provocadas por la
contaminacion del aire en espacios cerrados. En la construccion de viviendas se utilizan
materiales que liberan formaldehido, de forma que se puede encontrar mayores
concentraciones en el espacio interior que en el exterior. Las plantas tienen la
capacidad de disminuir la cantidad de formaldehido y de muchos otros contaminantes,
como es el caso del dioxido de nitrdgeno o del mondxido de carbono, que también se
encuentran en espacios cerrados ya que pueden captar dichos gases a través de sus
estomas o de su cuticula e incorporarlos a su metabolismo celular (Wolverton et al.,
1989; Giese et al., 1994).
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Hace ya algunos afos, la NASA descubri6 que algunas variedades de plantas
podrian disminuir la concentracion de un amplio espectro de contaminantes, entre ellos
el formaldehido (Tabla 12).

Nombre comun Nombre cientifico
Palma enana Chamadorea
Perenne china Aglaonema Modestum
Hiedra Hedera Helix
Marginata gerbera Gerbera Jasmesonii
Margarita dracanea Marginata
Planta del maiz Dracaena Massangeana
Crisantemo Chrysantheium morifolium
Sanseveria Sansevieria Laurenti

Tabla 12. Algunas de las plantas mas efectivas en la eliminacién de formaldehido.

Diferentes autores han estudiado el uso de plantas de interior para reducir las
concentraciones de formaldehido, revitalizando y purificando de esta forma los espacios
cerrados (Dingle et al., 2000). En nuestro grupo hemos demostrado que la
sobreexpresion de la FALDH ayuda a mejorar la eliminacién de formaldehido exégeno a
concentraciones muy elevadas (2 mM y 5 mM) (Achkor et al., 2003). Por tal motivo
decidimos estudiar si la presencia de menores niveles de la FALDH en plantas de

Arabidopsis disminuia su capacidad de descontaminacion.
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2.1 En las plantas transgénicas antisentido existe una relacion directa entre la

disminucion de la actividad enzimatica y los niveles de proteina.

En esta Tesis se generaron plantas transgénicas de A. thaliana portadoras de una
construccion en la que un fragmento del cDNA de la FALDH fue clonado en sentido
inverso. Dicho fragmento era de 425 pares de bases y fue clonado bajo el control del
promotor CaMV35S.

La disminuciéon de los niveles de la FALDH se comprob6 por experimentos de
actividad enzimatica y de Western Blot, utilizando extractos proteicos de plantas
transgénicas hemicigotas (resultados no mostrados) y de plantas homocigotas.
Inicialmente obtuvimos 40 transformantes, de los cuales 17 presentaron segregaciéon de

tipo mendeliana. Finalmente obtuvimos 15 lineas transgénicas antisentido homocigotas.

El analisis de las plantas transgénicas homocigotas por medida de la actividad
enzimatica demostré que la mayoria de las lineas presentaban una disminucion de los
niveles de la FALDH. Pudimos observar que en algunas lineas la disminucién era de
aproximadamente un 50 %. La expresion del transgen varia en las diferentes lineas

transgénicas, ya que depende del lugar en que se integra en el genoma.

De las 15 lineas homocigotas, seleccionamos las seis que presentaban una mayor
disminucidon de la actividad enzimatica, para analizarlas por Western Blot. Los
resultados obtenidos mostraban que existia una correlacion entre los niveles de
proteina FALDH detectados por Western Blot y la actividad enzimatica FALDH. Como
control de todos los experimentos utilizamos plantas de Arabidopsis thaliana que no

habian sido modificadas genéticamente (plantas wt).
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2.2 Las plantas transgénicas antisentido presentan una menor capacidad de
metabolizar formaldehido exégeno.

Como consecuencia de la alta contaminacién ambiental, se estd comenzando a
aplicar la bioremediacion utilizando plantas para eliminar compuestos toxicos
(fitoremediacion) (Cunningham y Ow, 1996; Salt et al., 1998). Esta tecnologia utiliza las
propiedades naturales de las plantas para extraer del medio ambiente compuestos
organicos volatiles (VOCs), en particular aquellos que abundan en el interior de
ambientes de trabajo como industrias o laboratorios (Raskin, 1996), 6 para degradar y
metabolizar compuestos toxicos en suelos o0 en aguas, como los metales pesados
(Nieboer y Richardson, 1980; Nriagu y Pacyna, 1988; Bizily et al., 1999; Blaylock y
Huang, 2000) o elementos radiactivos (Ebbs et al., 1998; Huang et al., 1998).

El formaldehido es un contaminante muy reactivo, que esta presente en el medio
ambiente en concentraciones elevadas, como resultado de las actividades industriales
humanas. Esta listado por la IARC (International Agency for Research on Cancer) y por
la OSHA (Ocupational Safety and Health Administration) como un probable compuesto
carcinogénico en humanos (IARC, 1995). EI NTP (National Toxicicology Program, USA)

incluye el formaldehido en el Catalogo Anual de Compuestos Carcinogénicos.

Las plantas modificadas por métodos biotecnoldgicos han demostrado ser utiles en
la fitoremediacion. Uno de los propédsitos de esta Tesis fue demostrar una vez mas la
importancia de la FALDH como enzima descontaminante, y averiguar qué pasaba
cuando la planta presentaba niveles de FALDH inferiores a los normales. Nos
interesaba estudiar si las plantas transgénicas antisentido presentaban una disminucion
de la capacidad de metabolizar altas concentraciones de formaldehido exdégeno. Para
ello, seleccionamos 4 lineas transgénicas entre las que presentaban una mayor
disminucién de la actividad enzimatica y de los niveles de la proteina FALDH. Los
resultados obtenidos en esta Tesis muestran una clara disminucién de la velocidad de

metabolizar 2 mM de formaldehido (50 ppm) en las 4 lineas transgénicas antisentido
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estudiadas. La mayor diferencia la observamos a las 48 horas, donde las plantas wt
metabolizan aproximadamente el 50 % del formaldehido inicial, mientras que las
transgénicas consumieron entre un 15 y 30 %. Cabe destacar que el formaldehido a
una concentracion de 2 mM no es tdxico para ninguna de las plantas después de 48

horas de incubacion.

2.3 Las plantas transgénicas con niveles de FALDH modificados presentan un

fenotipo diferente.

En esta Tesis hemos estudiado el fenotipo de las plantas transgénicas antisentido
obtenidas y también de una linea transgénica de sobreexpresion de la FALDH, obtenida
por otro miembro del grupo. Nuestros resultados muestran que la mayoria de las
plantas transgénicas antisentido tenian el diametro de las rosetas ligeramente mas
grande y las raices mas cortas que la linea control de Arabidopsis sin transformar
genéticamente. Se realizé un analisis estadistico mediante un test de hipodtesis de
comparacion de medianas con la prueba T para muestras independientes, teniendo en
cuenta un valor de confianza del 95 % y del 99 %. Este efecto lo observamos tanto en
las plantas transgénicas antisentido de 8 dias como en las de 30 dias. Las plantas
transgénicas de sobreexpresion estudiadas también presentaron una inhibicion en el

crecimiento de las raices.

Diferentes autores han descrito que en la proliferacion celular en la raiz de
Arabidopsis intervienen mecanismos de control del estado redox (Sanchez-Fernandez,
et al., 1997). El glutation puede influir en los procesos de divisidn celular. Se ha
demostrado que la adicidon exdgena de glutation (GSH) incrementa el numero de células
meristematicas que estan en mitosis (Sanchez-Fernandez, et al., 1997). Por otra parte,
se ha descrito que el 6xido nitrico es requerido en la organogénesis de la raiz, y que un
incremento transitorio de la concentracion de NO podria formar parte de los eventos
moleculares involucrados en el desarrollo de la raiz, inducidos éstos por el acido indol
acético (IAA) (Pagnussat et al., 2002).
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Recordemos una vez mas que uno de los sustratos de la FALDH es el S-
hidroximetilglutation, formado espontaneamente a partir de formaldehido y glutation.
Ademas la FALDH es una GSNO reductasa y por tanto participa en el metabolismo del
S-nitrosoglutation, uno de los metabolitos mas abundantes del NO. Nuestra hipdtesis es
que para que la elongacién de la raiz no se vea afectada, es necesario que existan
unos niveles determinados de glutation y de NO / GSNO (Figura 61). En el caso de las
plantas con menores niveles de FALDH / GSNO reductasa (plantas transgénicas
antisentido), existe un 50 % de disminucién tanto en la actividad formaldehido
deshidrogenasa como en la actividad S-nitrosoglutation reductasa, como se ha visto a
lo largo de esta Tesis. En aquellas plantas con niveles elevados de FALDH / GSNO
reductasa (plantas transgénicas de sobreexpresion) las actividades FALDH y GSNO
reductasa aumentan considerablemente (18 veces). Estas variaciones de actividad
podrian resultar en una modificacion de los niveles intracelulares de GSH y NO /
GSNO, lo que explicaria la existencia de un fenotipo similar (inhibicion de la elongacién
de la raiz) en las plantas transgénicas antisentido y en las de sobreexpresion (Figura
61).
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Plantas transgénicas Plantas sin Plantas transgénicas
antlsentldo transformar de sobreexpresiéon
Disminucion Dlsmlnucién Aumento Aumento
de la de la de la de la
actividad actividad actividad actividad
FALDH GSNOR FALDH GSNOR

Niveles normales de
GSH y de NO/GSNO

Niveles alterados de Niveles alterados de
GSH y de NO/GSNO GSH y de NO/GSNO

Longitud de la raiz
normal

Inhibicién de la Inhibicién de la
elongacion de la raiz elongacion de la raiz

Figura 61. Modelo hipotético para explicar la inhibicion de la elongacion de la raiz en plantas
transgénicas con niveles modificados de la FALDH / GSNO reductasa de Arabidopsis thaliana.

3. Localizacion celular de la FALDH en hojas de Arabidopsis thaliana y

en raiz de Raphanus sativus.

En las plantas, la FALDH se ha estudiado en Arabidopsis thaliana (Martinez et al.,
1996), maiz (Fliegmann y Sandermann, 1997), arroz (Dolferus et al., 1997) y guisante
(Shafqat et al., 1996). En Arabidopsis, los niveles de RNA del gen ADHZ2 (que codifica
por la FALDH de Arabidopsis) eran similares en todos los tejidos analizados (Martinez

et al.,, 1996). En esta Tesis hemos estudiado la localizacion de la FALDH en los
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diferentes tipos celulares de hoja y raiz. Como se demostré6 por experimentos de
Western Blot, la proteina se encuentra en todos los tejidos de la planta (raiz, hoja de
roseta, tallo, hoja caulinar y flor), aunque la mayor expresion se observo en raiz y en

hoja.

La inmunolocalizacion sobre cortes de hoja de A. thaliana muestra que la FALDH se
encuentra localizada principalmente en las células del mesofilo (particularmente en los
cloroplastos) el floema y en el cambium. No observamos presencia de la FALDH en las
células de la epidermis adaxial y abaxial, ni en el xilema. Tampoco en la capa de
células parenquimaticas que se encuentra debajo del cilindro vascular. Ademas,
observamos una intensa senal de la proteina en los tricomas. En Arabidopsis thaliana la
biosintesis de glutation es muy elevada en los tricomas (Gutiérrez-Alcala et al., 2000),
los cuales estan involucrados en los procesos de defensa de la planta. Mas adelante
comentaremos que la FALDH podria tener un papel importante en las reacciones de
defensa. Estos resultados fueron confirmados realizando la inmunolocalizacion en hojas
de una linea transgénica de sobreexpresion de la FALDH (Achkor et al., 2003),

encontrando que el patron de expresion era idéntico al de la planta sin transformar.

La localizacién de la FALDH en raiz de rabano, mostré un marcaje en las células
acompanantes del floema, el periciclo, el cambium, en la epidermis y en la primera capa
de células del cértex adyacente a aquella. Los cortes longitudinales confirmaron su
presencia en la epidermis y la endodermis de la region de elongacion, y en todos los
tipos celulares de la region meristematica. No se aprecié ninguna sefial en las células
del cértex. Por tanto, al contrario de lo que ocurre en la hoja, la raiz si expresa la

FALDH en la epidermis.
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4. La FALDH esta presente en citoplasma, nucleo y cloroplasto.

Estudios realizados por diversos autores en levadura y rata, mostraban que la
FALDH era una enzima de localizacion citoplasmatica y nuclear (Fernandez et al., 2003;
Iborra et al.,, 1992). Los ensayos de inmunocitoquimica realizados en esta Tesis en
hojas de A. thaliana detectaban la FALDH en los cloroplastos de las células del
mesofilo. Para comprobar estos resultados, realizamos experimentos de localizacion de
la FALDH al microscopio electronico. El analisis de los resultados demuestra que la
FALDH se encuentra en el citoplasma, el nucleo y los cloroplastos, y esta ausente de la
pared celular, la vacuola y las mitocondrias. Los estudios se realizaron también en
cortes de hoja de una linea transgénica de sobreexpresion de la FALDH, portadora de
una construccion en que el gen de la FALDH estaba bajo el control del promotor
CaMV35S (Achkor et al., 2003). La linea transgénica mostré un patron de expresion
idéntico al de la planta sin transformar, pero con mas abundancia de marcaje debido a

la modificaciéon de los niveles de la enzima.

Muchas proteinas presentes en los cloroplastos son sintetizadas en el citosol por los
ribosomas libres. Estas proteinas son transportadas al cloroplasto gracias a la
presencia de un péptido de transito de 40-50 aminoacidos (TP, transit peptide) en el
extremo N-terminal. Durante el transporte, el TP es eliminado por la accién de una
peptidasa especifica (Buchanan et al., 2000). Para conocer si la FALDH tenia en su
extremo N-terminal una secuencia con las caracteristicas del TP, utilizamos los
programas SignallP V 1.1, TargetP V 1.0 y el ChloroP 1.1. Los resultados obtenidos
fueron negativos por lo que pensamos que o bien existe una FALDH codificada en el
genoma de cloroplasto, o quizds no tenga un TP claro. El 50 % de las proteinas de
cloroplasto, como la anhidrasa carbénica CAH1, no tienen TP (Arsenio Villarejo, Umea
Plant Science Center, University of Umea, Suiza, comunicacion personal). Cabe resaltar

que esta es la primera vez que se describe la localizacion de la FALDH en cloroplastos.
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La utilizacién de un programa informatico que predice la localizacién intracelular de
proteinas, como el PSORT, dio como resultado una localizacion cloroplastica y
citoplasmatica para la FALDH. Sin embargo, segun este programa, la FALDH no era
una proteina nuclear. Se ha descrito que muchas proteinas nucleares no tienen una
sefal de localizacidon nuclear (NLS, nuclear localization signal), pudiendo ser

cotransportadas por otras proteinas (Nigg, 1997).

4.1 Posible funcion de la FALDH en ntcleo.

El nucleo es el centro de la herencia y esta involucrado en el control del proceso
metabdlico celular. La informacién genética que pasa a las células hijas en la division
nuclear esta contenida en una macromolécula de DNA. Las proteinas estan también
asociadas con el DNA, y forman el complejo de nucleoproteina conocido como
cromatina. El ndcleo es, generalmente, mas o menos esférico. Se rodea de una
envoltura nuclear y tiene en su interior al nucleolo que es denso, granular y fibroso en
su estructura (Fahn, 1985).

Mediante el analisis al microscopio electrénico de cortes ultrafinos de células del
mesofilo de la hoja de Arabidopsis incubados con el anticuerpo anti-FALDH, hemos
observado que la FALDH se encontraba en el nucleo. La FALDH ha sido también
localizada en nucleo de hepatocitos (Iborra et al.,, 1992) y en el nucleo de levadura
(Fernandez et al., 2003). En nuestro grupo se ha encontrado que la FALDH esta
presente en el nucleo y en los microtubulos de células de tabaco BY2 (resultados no
publicados). Se cree, por lo tanto, que una de las funciones de la FALDH podria ser la
proteccion de las estructuras celulares, incluido el DNA, de los efectos toxicos del
formaldehido enddgeno. La toxicidad del formaldehido en la célula se debe a que
reacciona con las proteinas produciendo entrecruzamientos de cadenas peptidicas o de
éstas con los grupos aminos del DNA (Hayat, 1981). Esta reaccién es mucho mas
rapida con los nucleétidos libres o con el DNA desnaturalizado que con el DNA nativo

(Grossman, 1967; Hayat, 1981). Dado el alto contenido en glutation en el nucleo y en el
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citoplasma, cabe esperar que la mayoria del formaldehido que se genera en la célula
esté unido reversiblemente a glutation para formar el S-hidroximetilglutation que es el

sustrato especifico de la FALDH (Uotila y Koivusalo, 1989).

También existe la hipétesis de que la FALDH nuclear podria jugar un papel
importante en la replicacion del DNA, que seria independiente de su funcion como
formaldehido deshidrogenasa. Se ha demostrado que el bloqueo con anticuerpos de los
sitios de interaccién de la FALDH con proteinas del aparato replicacional, era capaz de

inhibir parcialmente la replicacion (Iborra, 1994).

La FALDH es una enzima ancestral, que probablemente ha estado siempre en el
nucleo. El nucleo ha evolucionado conjuntamente con esta proteina que estd muy
conservada, de modo que al encontrarse en las inmediaciones del DNA que esta
replicando, para evitar la formacion de entrecruzamientos, ha podido evolucionar como
un elemento mas del sistema y ha desarrollado interacciones con otras proteinas del

aparato replicacional (Iborra, 1994).

Es conocido que algunos factores de trascripcion y otras proteinas nucleares son
regulados por NO / GSNO (Shinyashiki et al, 2000; Vossen y Erard, 2002). Se ha
demostrado que el Oxido nitrico también se encuentra en el nucleo de las células
vegetales (Pedroso et al., 2000). La presencia de la FALDH / GSNO reductasa en
nucleo podria ser debido a su participacion en el metabolismo del GSNO enddégeno y

para proteger a la célula de los efectos toxicos que provocan el NO y sus metabolitos.
4.2 Posible funcion de la FALDH en citoplasma.

En nuestros experimentos de inmunolocalizacién en cortes ultrafinos de células de
mesofilo de la hoja, hemos detectado la FALDH en el citoplasma. La FALDH es una

proteina preferentemente citoplasmatica en células animales (Uotila y Koivusalo, 1974;

Parés et al., 1984; Farrés et al.,, 1988), aunque en algunos casos también se ha
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encontrado una pequefia cantidad asociada con el nucleo (en torno al 2 %). Se
considera que la funcién de la FALDH en el citoplasma consiste en la proteccion de las
estructuras celulares de los efectos toxicos del formaldehido, que se genera de forma
enddgena en diversos procesos metabdlicos. La mayor parte del formaldehido que se
genera en el citoplasma, se conjuga reversiblemente con el glutatién para formar el S-

hidroximetilglutatién, sustrato de la FALDH.

Por otra parte, se sabe que el 6xido nitrico esta presente en el citoplasma de las
células vegetales (Whendehenne et al., 2001). Se ha demostrado que algunos
compuestos intracelulares, como el antioxidante glutation, protegen a la célula del
ataque citotoxico por NO. En las células microgliales de rata y en neutréfilos humanos,
se ha descrito que la induccion de la sintesis de NO reduce drasticamente el contenido
de glutation intracelular, y paralelamente se produce un incremento en la cantidad de
GSNO (Clancy et al., 1994; Chatterjee et al., 2000). Por tanto, concluimos que la
FALDH podria participar en la eliminacion de GSNO vy la regeneracién del glutation

intracelular, protegiendo asi a la célula de los efectos toxicos de NO.

Es conocido que el NO y los metabolitos relacionados con el NO, tales como los S-
nitrosotioles, juegan un papel importante en la traduccion de sefales de las reacciones
de la defensa de las plantas (Wendehenne et al., 2001; Delledonne et al., 1998). Uno
de los metabolitos enddégenos mas abundantes del NO es el S-nitrosoglutatiéon
(GSNO). El GSNO es uno de los sustratos de la FALDH ya que esta proteina también
actua como GSNO reductasa (Sakamoto et al., 2002). Por tanto, la FALDH también
podria jugar un papel importante en la via de sefalizacion del NO o del GSNO en las

reacciones de defensa de la planta.

4.3 Posible funcién de la FALDH en cloroplastos.

La gran cantidad de reacciones que se producen durante la fotosintesis, se pueden

agrupar en dos grandes categorias. La primera esta constituida por las reacciones de
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transferencia de electrones (llamadas también reacciones de la fase luminosa) donde
ocurre la produccién de ATP y NADPH. Estas reacciones se producen siempre en los
cloroplastos. La segunda categoria esta constituida por las reacciones de fijacion de
carbono (conocidas también como reacciones de la fase oscura) donde el ATP vy el
NADPH producidos anteriormente se utilizan como fuente de energia y de poder
reductor respectivamente, para fijar CO, y sintetizar carbohidratos. Estas reacciones
comienzan en el estroma del cloroplasto y contindan en el citosol celular (Alberts et al.,
1992).

Ademas del proceso de fotosintesis, el cloroplasto también realiza otros procesos
biosintéticos. Todos los acidos grasos de la célula y un numero determinado de
aminoacidos estan sintetizados por enzimas del estroma del cloroplasto. En dicho
organelo celular, el poder reductor de los electrones activados por la luz impulsa la
reduccion de nitritos (NO2) a amoniaco (NH3); este amoniaco proporciona a la planta el

nitrdgeno necesario para la sintesis de aminoacidos y nucleotidos (Alberts et al., 1992).

El cloroplasto es una fuente importante de producciéon de especies reactivas del
oxigeno (ROS) en plantas. La formacion de ROS se produce cuando los electrones son
transferidos directamente desde el fotosistema | (PSI) al O,, lo cual tiene como
resultado la formacion del anion superéxido (Oz7). La reduccion de Oy produce peroxido
de hidrégeno (H20-) y el radical hidroxilo (OH®) (Beligni y Lamattina, 2002) que son muy
destructivos para lipidos, acidos nucleicos y proteinas. Entre los productos de la
peroxidacion lipidica causada por los ROS se encuentra el formaldehido, y por tanto, la
localizacion cloroplastica de la FALDH tendria un papel protector frente a los efectos del

estrés oxidativo.
En los cloroplastos es donde se sintetiza mayor cantidad de glutation (Azcon-Bieto y

Taldén, 1993), y el 6xido nitrico (NO) también esta presente en los cloroplastos (Pedroso

et al., 2000). Recientemente se han descrito 3 vias para la S-nitrosacion in vivo del
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glutation para formar el nitrosoglutation (GSNO): a partir del Oxido nitrico, del

peroxinitrito y de la combinacién de 6xido nitrico-superéxido (Schrammel, et al., 2003).

La reaccion de NO con O, da como resultado la formacion de peroxinitrito (ONOO"),
un potente oxidante (Ducrocq et al., 1999). La FALDH en el cloroplasto podria jugar un
papel en la proteccion frente al estrés nitrosativo gracias a su actividad como GSNO

reductasa.

5. Deteccion de la actividad FALDH por tincion histoquimica.

En esta Tesis se ha desarrollado un nuevo método para la deteccion colorimétrica
de la actividad enzimatica de la formaldehido deshidrogenasa dependiente de glutatiéon
en plantulas enteras de Arabidopsis thaliana, logrando una rapida y eficaz localizacién
de la enzima activa durante las diferentes etapas del desarrollo. Ese método utiliza
formaldehido y glutation que, adicionados exdégenamente reaccionan de manera
espontanea para formar el S-hidroximetilglutation, que es el verdadero sustrato de la
FALDH. También se adiciona exogenamente el cofactor NAD®. Para facilitar la
penetracion de los reactivos en la planta, se aplicé vacio de forma suave para no danar
la morfologia de los tejidos. Se incluyd también el piruvato en la reaccion, que es un
inhibidor de la lactato deshidrogenasa, para evitar la oxidacion del NAD" a NADH. Otro
de los reactivos utilizados en el protocolo que aqui describimos fue la fenazina
metosulfato (PMS) que actua como acelerador del transporte electronico, y el nitro-blue
tetrazolium (NBT) que acepta los electrones procedentes del NADH y forma un
precipitado de color azul oscuro. Este protocolo ha sido generado a partir de la
combinacion de dos métodos descritos anteriormente: el de deteccion de la actividad de
alcohol deshidrogenasas in situ mediante electroforesis en geles de almidon (Uotila y
Koivusalo, 1987) y el de localizacién histoquimica de la actividad de la B-glucuronidasa

(GUS) en plantulas de Arabidopsis thaliana (Jefferson et al., 1987).
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En las células eucariotas existen diferentes alcohol deshidrogenasas, por lo que,
cuando se mide la actividad por métodos in situ, es dificil obtener altos niveles de
especificidad. Algunas de estas alcohol deshidrogenasas no son muy especificas
cuando se usan altas concentraciones de un determinado sustrato (como es el caso de
los métodos in vitro). Por tal motivo es importante controlar la reaccion para eliminar la
inespecificidad no deseada. Ademas del S-hidroximetilglutation, hay en la solucién de
tincion formaldehido y glutation libres, debido a que la reaccion es reversible. Por tal
motivo, se puede observar una sefial tenue producto de la oxidacion del glutation por la
glutation reductasa donde también se genera NADH, o por la accion de la aldehido
deshidrogenasa que participa en el metabolismo del formaldehido. Ambas enzimas
podrian estar contribuyendo a la aparicion de background. Por tanto, para asegurar la
deteccion especifica de la actividad FALDH, se realizaron siempre dos controles en
paralelo, uno adicionando solo formaldehido como sustrato y el otro adicionado solo
glutation. Estos controles se utilizan rutinariamente para medir la actividad de la FALDH
en extractos proteicos crudos y eliminar la interferencia de la actividad de otras

enzimas.

Este método de deteccion es bastante rapido y permite la deteccidn de la enzima
activa en diferentes etapas del desarrollo, o en respuesta a elicitores. Ademas este
protocolo podria ser aplicado a otras deshidrogenasas usando los sustratos especificos

de cada una.

6. FALDH y defensa.

En nuestro laboratorio se habian generado previamente plantas transgénicas de
sobreexpresion de la FALDH (Achkor et al., 2003) y en esta Tesis se describe la
produccion de plantas transgénicas antisentido. Se conoce que tanto el NO como el
GSNO son moléculas sefializadoras involucradas en la defensa de la planta (Durner et
al., 1998), y que la FALDH tiene actividad GSNO reductasa. Ademas, nuestros
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resultados demuestran que la FALDH esta regulada por herida y por JA (Apartado 1.3
de este capitulo). Estas razones nos llevaron a estudiar la respuesta de nuestras
plantas transgénicas en las interacciones con 2 tipos de patogenos, el oomiceto
Peronospora parasitica y la bacteria Pseudomona syringae, y averiguar como influia la
modificacion de los niveles de la FALDH /GSNOR en las reacciones de defensa de la

planta.

Recordemos que la resistencia basal es aquella que desarrolla la planta por la
infeccion de un patégeno compatible. Los resultados obtenidos muestran que la
reduccion de la cantidad de FALDH intracelular incrementa la resistencia basal frente a
los dos patogenos utilizados. La linea transgénica antisentido se mostr6 menos
susceptible a la infeccién que la linea control. Esto podria apoyar la hipétesis de que al
existir menor cantidad de FALDH / GSNOR, haya mayor cantidad de GSNO disponible
como sefializador para establecer la resistencia de la planta frente a la invasién por el
patogeno. La FALDH podria jugar un doble papel en las reacciones de defensa: en la
activacion / desactivacion de la via de sefalizacion de NO 6 de GSNO, y modulando la
concentracion intracelular de los compuestos tipo tioles que pueden generar estrés

nitrosativo.

El establecimiento de la resistencia sistémica adquirida (SAR) ocurre cuando la
planta es atacada por un patégeno y se genera una senal en el sitio infectado que migra
hacia las partes mas distantes del lugar de la infeccion. Nuestros resultados muestran
que la sobreexpresion de la FALDH / GSNOR dificulta el establecimiento de SAR,
mientras que las plantas con un 50 % menos de actividad FALDH / GSNOR no
presentan interferencia en el establecimiento de SAR, que es similar a la de las plantas
control. Estos resultados sugieren que a mayor actividad GSNO reductasa, menor
cantidad de GSNO libre, el cual es necesario para establecer la resistencia de la planta
a las enfermedades. Se conoce que el SA actua como sefial endogena que induce
ciertos genes relacionados con la defensa y que son necesarios para el establecimiento

de SAR. Ademas, esta ampliamente demostrado que SAR es dependiente de acido
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salicilico (SA) (Uknes et al., 1992; Delaney et al., 1994; Klessig y Malamy, 1994;
Pieterse et al., 1996; Hammond-Kosack y Jones, 1996). La FALDH / GSNO reductasa
es también regulada por SA tal y como se ha demostrado en esta Tesis por lo que las
dos lineas convergen para senalar a la FALDH como una proteina involucrada en el

establecimiento de SAR.
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CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se puede concluir que:

1. El gen ADHZ2 es regulado negativamente por herida, siendo la respuesta transitoria y
sistémica. El analisis por Western Blot confirmé que también se producia una
disminucién considerable de la cantidad de proteina FALDH, en respuesta a herida,

disminucién que se mantenia durante al menos 48 horas.

2. La adicion exdgena de JA a células de tabaco provoca una disminucion de 3 veces
en la cantidad de FALDH y en su actividad especifica. Sin embargo, los tratamientos de
plantas de A. thaliana con concentraciones de JA comprendidas entre 50 uM y 1 mM,
no dieron lugar a variaciones en los niveles de FALDH. Proponemos que es necesaria
la accién coordinada de varios senalizadores moleculares o fitohormonas para observar

una disminucién de la FALDH por JA en Arabidopsis.
3. Los experimentos de herida realizados en el mutante coi1 de Arabidopsis (insensible

a JA) nos permite concluir que la represién del gen ADHZ2 por herida es dependiente de
JA.
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4. La aplicacién exogena de 150 uM de acido salicilico a las células de tabaco BY2
provocd un marcado incremento tanto de la actividad especifica como de la
acumulacion de proteina FALDH. En plantas de A. thaliana crecidas en medio liquido,
tanto la aplicacion exogena de 500 uM como de 1 mM de SA provocaron una
acumulacion de la proteina FALDH y un aumento de los niveles de mRNA. Estos
resultados sugieren que existe una fuerte activacion transcripcional del gen ADH2 por

acido salicilico.

5. El acido abscisico no produce variaciones significativas en la FALDH intracelular, y

por tanto, no seria un sefalizador en la respuesta a herida para esta enzima.

6. Se han generado plantas transgénicas antisentido que muestran una disminucién en
los niveles de la FALDH intracelular de hasta el 50 %. Dichas plantas presentan una
menor capacidad de metabolizar formaldehido exdgeno. Estos resultados confirman

una vez mas el papel esencial de la FALDH en el metabolismo del formaldehido in vivo.

7. Las plantas transgénicas con niveles de FALDH modificados presentan ligeros
cambios de fenotipo, principalmente en la raiz, donde observamos una disminucion de

la elongacion con respecto a las plantas sin transformar genéticamente.

8. La FALDH presenta un patrén de expresion en hojas y en raiz que es especifico del
tipo celular. La inmunolocalizacion sobre cortes de hoja de A. thaliana demostré que la
FALDH se encuentra localizada principalmente en las células del mesdfilo
(particularmente en los cloroplastos) el floema y en el cambium. En raiz de rabano, la
FALDH se detectd en las células acompanantes del floema, el periciclo, el cambium, la

epidermis y la primera capa de células del cortex adyacente a aquella.
9. La inmunolocalizacién a nivel subcelular de la FALDH en células del mesdfilo de hoja

demuestra que la enzima esta presente en citoplasma, nucleo y cloroplasto. Es la

primera vez que se describe la localizacion cloroplastica de la FALDH.
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10. Las plantas transgénicas con niveles inferiores de FALDH (plantas antisentido)
presentan un aumento de la resistencia basal a patégenos fungicos y bacterianos. Los
resultados obtenidos muestran que la reduccién de la cantidad de FALDH intracelular
incrementa la resistencia basal frente a los dos patdégenos utilizados: el oomiceto

Peronospora parasitica y la bacteria Pseudomona syringae.

11. La sobreexpresion en Arabidopsis de la FALDH / GSNOR dificulta el
establecimiento de SAR, mientras que las plantas transgénicas antisentido con un 50 %
menos de actividad FALDH / GSNOR no presentan interferencia en el establecimiento

de la respuesta SAR, que es similar a la de las plantas control.

12. Hemos puesto a punto una nueva técnica para la deteccion colorimétrica de la
actividad enzimatica de la formaldehido deshidrogenasa dependiente de glutation en
plantulas enteras de Arabidopsis thaliana, logrando una rapida y eficaz localizacion de

la enzima activa durante las diferentes etapas del desarrollo.
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En esta Tesis Doctoral hemos demostrado que la
expresion de la FALDH esta regulada por herida y
por diferentes hormonas vegetales, tales como el
acido jasmonico y el acido salicilico. También
hemos generado plantas transgénicas de A.
thaliana portadoras de una construccion
antisentido, que presenta una importante
disminucion de la actividad enzimatica FALDH,
directamente relacionados con los niveles de
proteina. Dichas plantas transgénicas tienen una
menor capacidad de metabolizar formaldehido
exdgeno y presentan un aumento de la resistencia
basal a patogenos filingicos y bacterianos. Por otra
parte, las plantas transgénicas con niveles de
FALDH modificados (tanto las antisentido como las
de sobreexpresion) muestran un fenotipo diferente,
principalmente en la raiz. La inmunolocalizacion en
tejidos revel6 que la FALDH presenta un patron de
expresion en hojas y en raiz que es especifico del
tipo celular. A nivel subcelular, la FALDH esta
presente en citoplasma, nucleo y cloroplasto. Esta
es la primera vez que se describe la localizacion
cloroplastica de la FALDH.
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