
V. Resultados 

8. Detección de la FALDH en plántulas de Arabidopsis mediante 
tinción por actividad enzimática.  
 

Los cambios fisiológicos y metabólicos que sufren las semillas después de la 

imbibición en agua culminan con el inicio de la división celular en el embrión y el 

desarrollo posterior de la plántula. Por lo general este proceso comienza por la radícula, 

que es el primer órgano que emerge a través de la cubierta de la semilla, produciendo 

la ruptura de la testa (Azcón-Bieto y Talón, 1993). La raíz temprana es conocida como 

radícula o raíz primaria. La semilla de Arabidopsis comienza a germinar entre las 24 y 

48 horas después de la imbibición en agua. Las raíces laterales, comienzan a aparecer 

a partir del día 8 de crecimiento o, lo que es lo mismo del día 10 post-incubación (Figura 

44). El desarrollo vegetativo se caracteriza por la producción de hojas de roseta con 

internodos muy cortos entre las hojas sucesivas. El número de hojas de roseta varía 

con las condiciones de crecimiento, en especial la temperatura y las horas de luz a las 

que está expuesta la planta (Bowman, 1994). 
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Figura 44. Representación esquemática del crecimiento y desarrollo de plántulas de Arabidopsis 
thaliana. 
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Las plántulas de Arabidopsis fueron germinadas en placas de Petri con medio GM. 

Los ensayos de localización histoquímica de la actividad enzimática se realizaron en 

estadíos de desarrollo comprendidos entre las 24 horas y los 16 días después de la 

germinación. Las plántulas fueron teñidas por actividad enzimática FALDH adicionando 

formaldehído y glutatión como sustratos a una mezcla de reacción que contenía tampón 

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 reacción. En el lugar de la 

planta donde existía actividad FALDH la oxidación del S-hidroximetilglutatión producía 

la reducción del coenzima NAD+ a NADH, el cual a su vez reducía 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 formaldehído 

intracelular, existen otras enzimas que también pueden hacerlo, como la aldehído 

deshidrogenasa mitocondrial de levadura y de rata. Sin embargo, la aldehído 

deshidrogenasa tiene un valor de Km para el formaldehído libre que es mayor de 400 

µM (Casanova-Schmitz et al., 1984), por lo que probablemente juega un papel menor 

en el metabolismo del formaldehído, aunque a las concentraciones utilizadas en el 

ensayo in vitro, podría contribuir a la aparición de background. Por otra parte, el 

glutatión reducido puede ser oxidado por la glutatión reductasa, generando también 

NADH. El S-hidroximetilglutatión presenta una constante de disociación (Kd) de 1,5 

mM, y por tanto, en el equilibrio coexisten formaldehído y glutatión libres con el S-

hidroximetilglutatión. Para descartar los resultados inespecíficos por estos y otros 

posibles  sistemas enzimáticos presentes en las plantas, se realizaron controles 

incubando las plantas solo con formaldehído ó solo con glutatión, utilizando dichas 

tinciones como controles negativos. 

 

Todas las fotos que se muestran fueron capturadas con una CCD Cámara CV-950 

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

Kenko de 36 mm y el Kenko de 20 mm, en el Departamento de Fisiología Vegetal de la 
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Universidad Autónoma de Barcelona. Cada serie de fotos se calibró mediante 

fotografías sobre un papel milimetrado que se usó como patrón. 

 

En la Figura 45 se observa que las plántulas de 1 día presentan tinción en la 

radícula y en los cotiledones siendo más intensa en la radícula. En el hipocótilo no se 

detecta presencia de FALDH (Figura 45 A, B y C). La tinción en los cotiledones y en el 

meristemo apical de la raíz también se observa en los controles, por lo que no puede 

considerarse específica de la FALDH. Sí es específica en la zona de elongación de la 

raíz. 

 

En plántulas de 3 días observamos que la tinción en la raíz es muy intensa y es 

específica tanto en la región meristemática como en la de elongación y en la de 

diferenciación (Figura 45 D).  

 

A partir del día 9 de crecimiento, comenzamos a observar la aparición de raíces 

secundarias (Figura 45 J). La raíz secundaria al emerger presenta una elevada tinción 

lo que confirma la presencia de la FALDH en la zona meristemática (tanto de la raíz 

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 enzimática FALDH determinada por tinción histoquímica in vivo, en plántulas de 
Arabidopsis thaliana en diferentes estadios de desarrollo. La tinción con HCHO y GSH detecta la 
actividad FALDH (A, D y G). Como controles negativos se utilizó la tinción sólo con HCHO (B, E y H) o 
sólo con GSH (C, F y I). GSH, glutatión reducido. 
 

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

varias hojas de roseta. La señal  continúa siendo intensa en hojas (Figura 46 A) y en 

raíz, tanto primaria como secundaria (Figura 46 D y G).  
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Figura 46. Actividad enzimática FALDH determinada por tinción histoquímica in vivo, en plántulas de 
Arabidopsis de 16 días. La tinción con HCHO y GSH detecta la actividad FALDH (A, D y G). Como 
controles negativos se utilizó la tinción sólo con HCHO (B, E y H) o sólo con GSH (C, F e I). GSH, 
glutatión reducido. 
 

Con el fin de averiguar si este método podría ser utilizado para determinaciones 

cuantitativas, realizamos la tinción histoquímica con las plantas transgénicas de 

sobreexpresión de la FALDH (Achkor et al., 2003) y con plantas transgénicas 

antisentido. En la Figura 47 se muestran los resultados obtenidos con plántulas 

transgénicas y plántulas sin transformar, de 8 días. En el caso de las plántulas control 

(wt) vemos menos señal que en las Figuras 45 y 46 debido a que el tiempo de 

incubación con la solución de tinción fue la mitad para evitar la saturación de color en 

las plántulas transgénicas de sobreexpresión. Como se puede observar, la señal es 
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mucho más intensa en las plántulas transgénicas de sobreexpresión que en las 

plántulas antisentido y que en las plántulas control. Estos resultados demuestran que la 

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

SE WT AS

0,28 U /mg 0,02 U /mg 0,01 U /mg

GSH 
+ 

HCHO

SE WT AS

0,28 U /mg 0,02 U /mg 0,01 U /mg

GSH 
+ 
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Figura 47. Actividad enzimática FALDH determinada por tinción histoquímica in vivo, en plántulas 
transgénicas y sin transformar de Arabidopsis thaliana de 8 días. La tinción con HCHO y GSH detecta la 
actividad FALDH. En la parte inferior de la figura se muestra los valores de actividad específica de la 
FALDH de cada una de las líneas en estudio, medidas a partir de extractos proteicos. Las abreviaturas 
utilizadas fueron las siguientes: AS, plántulas transgénicas antisentido; SE, plántulas transgénicas de 
sobreexpresión; wt, plántulas de Arabidopsis sin transformar. 
 

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

Como se ha mencionado en la Introducción, recientemente se ha descubierto que la 

FALDH presenta una fuerte actividad GSNO reductasa (Sakamoto et al., 2002). El óxido 

nítrico (NO), y algunos metabolitos relacionados con él, tienen funciones importantes en 

la transducción de señales en las reacciones de defensa de las plantas (Wendehenne 

et al., 2001). Por esta razón nos interesaba estudiar el efecto de la modificación de los 

niveles intracelulares de FALDH / GSNO reductasa en las interacciones planta-

patógeno. Para ello realizamos en primer lugar mediciones de la actividad enzimática 

GSNO reductasa en las diferentes líneas transgénicas y después infectamos las líneas 

seleccionadas con el oomiceto Peronospora parasitica y con la bacteria Pseudomona 

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

Para determinar la actividad GSNO reductasa es necesario preparar al momento el 

S-nitrosoglutatión (GSNO), ya que es un compuesto inestable (véase Materiales y 

Métodos). Una vez preparado, debe hacerse un espectro de absorción para calcular su 

concentración (Figura 48). El pico de mayor densidad óptica se observa a los 335 nm, y 

es el valor de absorbancia a esa longitud de onda el que se utiliza para calcular la 

concentración, utilizando un coeficiente de extinción molar para el GSNO de 800 M-1cm-

1. 
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Figura 48. Espectro de GSNO a las longitudes de ondas comprendidas entre 300 y 600 nm. El pico de 
máxima absorbancia se observa a los 335 nm. 

 

 

La actividad específica S-nitrosoglutatión reductasa de las plantas transgénicas 

antisentido se representa en la Figura 49. La actividad se midió con 0,5 mM de NADH y 

1 mM de GSNO a 340 nm, utilizando un coeficiente de extinción molar de 7060 M-1cm-1. 
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Figura 49. Actividad específica GSNO reductasa de las plantas transgénicas antisentido.  En la gráfica se 
representan las actividades de 13 líneas transgénicas antisentido. La actividad específica se midió tal y 
como se describe en el apartado de Materiales y Métodos. 
 

Los resultados obtenidos muestran una disminución de la actividad GSNO reductasa 

de las plantas transgénicas con respecto al control. Observamos que en varias líneas la 

disminución de la actividad llega hasta un 36 % aproximadamente. En algunas líneas 

transgénicas existen discrepancias con la actividad obtenida frente al sustrato S-

hidroximetilglutatión. 

 

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

sobreexpresión y de una línea transgénica de cosupresión en relación con el control. 
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Figura 50. Actividad GSNO reductasa de una línea transgénica de sobreexpresión (L1) y una línea 
transgénica de cosupresión (L9). La actividad específica se midió tal y como se describe en el apartado 
de Materiales y Métodos. 
 
 
9.2 Infección de plantas de Arabidopsis thaliana con patógenos bacterianos y 
oomicetos. 
 

Todos los estudios de interacción planta-patógeno se realizaron en colaboración con 

el grupo del Dr. Chris Lamb del John Innes Centre, Norwich, Reino Unido, bajo la 

supervisión de la Dra. Christine Rusterucci. 

 

Para realizar los experimentos que se describen a continuación, utilizamos 3 líneas 

transgénicas con niveles modificados de la FALDH: una línea de sobreexpresión (L1); 

una línea de cosupresión (L9) y una línea antisentido (L5). La sobreexpresión de la 

FALDH de la línea 1 era de 18 veces, mientras que la inhibición de las líneas 5 y 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 Infección con Peronospora parasitica. 
 

En la familia de las Crucíferas, el oomiceto Peronospora parasitica causa una 

infección con aspecto de moho. Esta enfermedad prevalece en condiciones de frío y 

humedad, las cuales favorecen la producción de esporas y su diseminación (Koch y 

Slusarenko, 1990).  

 

Para la infección con el oomiceto de tipo virulento (Peronospora parasitica Noco2), 

utilizamos plantas de 4 semanas que fueron inoculadas mediante spray con una 

suspensión de dicho oomiceto. Seis días después de la inoculación se procedió al 

contaje de esporas. El número de esporas en la línea control (Arabidopsis sin 

transformar, wt) fue similar al de la línea transgénica de sobreexpresión (L1). La 

esporulación en la línea transgénica de cosupresión (L9) estaba ligeramente disminuida 

(entre el 20-25 %), mientras que en la línea transgénica antisentido (L5) observamos 

una fuerte reducción del número 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 realizó el contaje de esporas 6 días después de la inoculación con la cepa. Las abreviaturas 
utilizadas son las siguientes: wt, plantas de fenotipo salvaje de Arabidopsis thaliana; L1, línea transgénica 
de sobreexpresión; L9, línea transgénica de cosupresión; L5, línea 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 esporulación asexual (Figura 52). Tanto en la línea control (wt) como en 

las líneas transgénicas de sobreexpresión (L1) y de cosupresión (L9) apreciamos un 

extenso crecimiento de Peronospora parasitica. Sin embargo, en la línea transgénica 

antisentido (L5) el crecimiento estaba muy limitado, confirmando su mayor resistencia a 

la infección 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, 
línea transgénica de sobreexpresión; L9, línea transgénica de cosupresión; L5, línea transgénica 
antisentido. Las hojas fueron teñidas con lactophenol-trypan blue. Barras de calibración: A, C, E y G, 800 
µm; B, D, F y H, 300 µm. 
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9.2.2 Infección 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, multiplicándose en los espacios 

intracelulares. Las hojas infectadas muestran zonas con una apariencia como si 

estuvieran mojadas, y pueden llegar a convertirse en lesiones necróticas (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 solución bacteriana 

por medio de una jeringa, como se muestra en la Figura 53. Para que la solución 

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. Infiltración de P. syringae en hojas de Arabidopsis thaliana. 

 

Transcurridos 2 días después de la inoculación con Pseudomona syringae pv 

maculicola (Psm), observamos un mayor crecimiento de la bacteria en la línea 

transgénica de sobreexpresión, lo que implica una mayor susceptibilidad a la infección. 

 176 



V. Resultados 

La línea transgénica antisentido mostraba un crecimiento bacteriano de casi la mitad 

que el de la línea transgénica de sobreexpresión y de aproximadamente un 32 % menor 

que el de las plantas control, implicando la presencia de una mayor resistencia a la 

infección. La línea de cosupresión (L9) presentaba un comportamiento similar al de las 

plantas control (Figura 54). Estos resultados concuerdan con los obtenidos para la 

infección con Peronospora parasitica Noco2. 
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Figura 54. Resistencia basal frente a Pseudomona syringae pv maculicola (Psm) en Arabidopsis thaliana. 
La inoculación se realizó en plantas de 4 semanas. Dos días después de la inoculación se tomaron 
muestras y se observó el crecimiento bacteriano en placas con medio de cultivo KM durante 48 horas. La 
inoculación se realizó con 106 CFU/ml de la bacteria virulenta Psm. Las abreviaturas utilizadas son las 
siguientes: wt, plantas de fenotipo salvaje de Arabidopsis thaliana; L1, línea transgénica de 
sobreexpresión; L9, línea transgénica de cosupresión; L5, línea 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-patógeno. 
 
9.3.1 Papel en la respuesta de hipersensibilidad (HR) con oomicetos. 
 

En las interacciones planta-patógeno de tipo incompatible el reconocimiento 

específico gen a gen (avr-R) induce respuestas defensivas tanto en el sitio local de la 
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interacción como en órganos 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 infección. La respuesta de hipersensibilidad 

puede ser medida por tinción 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 líneas transgénicas y el control. Por tanto, no parece que la variación en los 

niveles de la FALDH / GSNO reductasa afecte a la respuesta local en las interacciones 

planta-patógeno de tipo incompatible, por lo menos a nivel fenotípico. 

L5wt L1 L5wt L1

 
Figura 55. Infección 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, línea transgénica de sobreexpresión, L5, línea transgénica antisentido. Las hojas fueron 
teñidas con lactophenol-trypan blue. Las flechas negras indican la muerte celular por HR. Barras de 
calibración: 500 µm. 
 
 
9.3.2 Papel en la respuesta de hipersensibilidad (HR) con bacterias. 
 

Cuando infiltramos hojas de las diferentes líneas de A. thaliana con la cepa 

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

sobreexpresión (L1) mostraba mayor respuesta de hipersensibilidad que la línea 
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transgénica antisentido y que las plantas control. Las líneas 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 

suspensión bacteriana.  
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Figura 56. Infección de plantas de Arabidopsis thaliana mediante infiltración con la cepa avirulenta Psm 
avrRpm1 de Pseudomona syringae. Las abreviaturas utilizadas son las siguientes: wt, plantas de fenotipo 
salvaje de Arabidopsis thaliana; L1, línea transgénica de sobreexpresión, L5, línea transgénica 
antisentido. Las hojas fueron teñidas con lactophenol-trypan blue. Barras de calibración: 500 µm. 
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9.4 Papel de la FALDH / GSNO reductasa en el establecimiento de la resistencia 
sistémica adquirida (SAR). 
 

La interacción planta-patógeno también provoca un tipo de respuesta defensiva que 

actúa en toda la planta e implica la síntesis y transporte de una señal móvil que induce 

un conjunto de genes de defensa. A esta respuesta se le conoce como resistencia 

sistémica adquirida (SAR) (Azcón-Bieto y Talón, 2001). 

 

Realizamos los experimentos de SAR utilizando una combinación de bacteria 

avirulenta con oomiceto virulento. De esta forma las hojas fueron infiltradas con la 

bacteria y después rociadas con un spray conteniendo la suspensión del oomiceto. La 

respuesta se midió por contaje de esporas. No se utilizó la combinación bacteria / 

bacteria porque se necesita realizar 2 infiltraciones en la misma hoja, lo cual es mucho 

más laborioso y conlleva un mayor riesgo de producir daño mecánico indeseado. 

 

Se contó el número de esporas en hojas de Arabidopsis rociadas con la cepa 

virulenta Peronospora parasitica Noco2. Estas plantas habían sido infiltradas 2 días 

antes con la bacteria aviruenta Pseudomona syringae pv maculicola (que contenía el 

plásmido pLAFR3 ± avrRpm1) en 2 hojas de la roseta. Como control se utilizaron 

plantas infiltradas con MgCl2 a la misma concentración que el utilizado para realizar la 

suspensión de bacterias. En la Figura 57 puede verse que la línea de sobreexpresión 

(L1) apenas muestra respuesta SAR (el número 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 drástica disminución 

de la señal necesaria para que se active SAR. La línea transgénica antisentido (L5) 

muestra una buena respuesta SAR parecida a la del control (ambas presentaban 

diferencias altamente significativas entre el número 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, línea transgénica 
de sobreexpresión; L5, línea 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 análisis 

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 aportarán las bases para seguir investigando la importancia de la enzima 

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

 

 

 

 

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 proteína. Durante este capítulo discutiremos y demostraremos que: 

- La expresión de la FALDH está regulada por diferentes hormonas vegetales y 

por herida. 

- En las plantas transgénicas antisentido existe una relación entre la disminución 

de la actividad enzimática y los niveles de proteína. 

- Las plantas transgénicas antisentido presentan una menor capacidad de 

metabolizar formaldehído exógeno. 

- Las plantas transgénicas con niveles de FALDH modificados presentan un 

fenotipo diferente. 

- La FALDH presenta un patrón de expresión en hojas y en raíz que es específico 

del tipo celular. 

- La FALDH está presente en citoplasma, núcleo y cloroplasto. 

- Las plantas transgénicas con niveles disminuídos de FALDH (plantas 

antisentido) presentan un aumento de la resistencia basal a patógenos fúngicos 

y bacterianos. 
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Para nuestros experimentos hemos utilizado los siguientes sistemas biológicos: 

células de tabaco en suspensión (línea BY2), plantas de Arabidopsis thaliana y plantas 

de Raphanus sativus.  

 

Los cultivos celulares vegetales son muy utilizados para investigar la fisiología y la 

bioquímica de las plantas, ya que son sistemas sencillos y sus condiciones de 

crecimiento pueden ser bien controladas. Además, constituyen una herramienta 

importante en biotecnología vegetal. Por las razones expuestas, por su rápido 

crecimiento, y por su homogeneidad en la respuesta, consideramos que la línea celular 

de tabaco BY2 era un sistema idóneo para comenzar a estudiar la respuesta de la 

FALDH frente a diferentes moléculas señalizadoras que intervienen en las interacciones 

planta-patógeno, tales como el ácido salicílico o el ácido jasmónico. 

 

Las plántulas germinadas y crecidas en medio líquido 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 

rápidamente. A diferencia de los cultivos celulares, las plántulas están formadas por 

diferentes tipos celulares, los mismos que constituyen la planta adulta, y esto hace que 

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

 

1. La expresión de la FALDH está regulada por diferentes hormonas 
vegetales y por herida. 

 
El ácido jasmónico y el metil jasmonato se encuentran ampliamente distribuidos en 

las plantas. El JA altera específicamente la expresión génica. Las lesiones físicas, el 

déficit hídrico y elicitores obtenidos de la pared celular de hongos originan acumulación 

de JA y MeJA en plantas. Estos resultados indican que el jasmonato tiene un papel de 

defensa en las plantas. El JA activa genes implicados en la resistencia frente a 
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insectos, y genes que codifican por proteínas de reserva. En respuesta a herida, se 

acumulan transcritos que codifican por genes implicados en la síntesis de JA y genes 

que responden a JA (Figura 58 A). Se ha demostrado que la sistemina, un polipéptido 

de 18 aminoácidos, se mueve por el floema e induce la síntesis de JA y la expresión de 

genes que responden al mismo en las zonas más apicales de las plantas. Además de la 

sistemina, el ABA, el etileno y la corriente eléctrica desempeñan un papel importante 

transmitiendo la señal de la herida a jasmonatos. También se ha comprobado que tanto 

el JA como el MeJa modulan múltiples aspectos del desarrollo de las plantas (Azcón-

Bieto y Talón, 2001). 

 

Las plantas responden a un gran número de condiciones adversas desfavorables, 

como déficit hídrico, salinidad, encharcamiento, calor, frío, producción de lesiones y 

ataque de patógenos, incrementando la síntesis de ABA. En respuesta a las lesiones o 

heridas mecánicas, 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 ácido jasmónico 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 (Azcón-Bieto y Talón, 2001). 

 

El ácido salicílico participa en la protección de la planta a diferentes tipos de estrés 

actuando como molécula señalizadora (Figura 58 B). Cuando la planta advierte el 

ataque de un patógeno, se activa la síntesis de SA a partir de ácido benzoico. El SA 

libre se une entonces a la enzima catalasa y bloquea su capacidad para convertir el 

H2O2 en oxígeno y agua. El incremento del nivel de H2O2 y de otras ROS, estimula la 

expresión de genes de defensa, como los que codifican por las proteínas PR. El SA 

también induce la llamada respuesta SAR (Azcón-Bieto y Talón, 2001). 
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Figura 58. Representación esquemática de las vías de señalización en las respuestas de defensa frente 
a diferentes patógenos. La figura fue extraída 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 Ácido Abscísico (ABA). 
 
Los resultados obtenidos en células de tabaco BY2 mostraban que no se producía 

ninguna variación en la actividad específica de la FALDH en repuesta a ABA. Diferentes 

genes de respuesta a herida en tomate, que son fuertemente activados por 

señalizadores primarios tales como oligosacáridos (Walker-Simmons y Ryan, 1986), 

sistemina (Pearce et al., 1991; Schaller et al., 1995) y JA (Farmer et al., 1992; Peña-

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 señalización sistémica en 

el cual las heridas y los elicitores activaban los genes de defensa a través de la vía 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 

situaría entre el JA y el péptido sistemina (Peña-Cortés et al., 1996; Wasternack y 
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Parthier, 1997), basándose en la capacidad del ABA para activar algunos genes de 

defensa (Peña- 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 acumulación de ABA 

aumenta en tejidos heridos en un radio de 0,5 cm alrededor del lugar de la lesión, lo 

cual puede ser debido a una deshidratación local provocada por la herida. Además, no 

se ha detectado acumulación 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 (Peña-Cortés et al.,1989, 1996; Herde et al., 1996) indica que la 

presencia de niveles fisiológicos de ABA puede ser necesaria para potenciar la cascada 

de señalización de herida aunque se desconoce la forma específica en que esto pueda 

ocurrir. Sin embargo, parece claro que ABA actualmente no es un componente 

fundamental de la cascada sistémica de transducción de señales, y que por lo tanto, su 

función podría ser la de mantener las condiciones fisiológicas de la planta de forma tal 

que permita que su respuesta a herida funcione eficazmente.  

 
1.2 Ácido Salicílico (SA). 

 

Los tratamientos de las células BY2 con SA se llevaron a cabo a una concentración 

de 150 µM. Previamente habíamos observado que la concentración de 1 mM de SA, 

frecuentemente utilizada en la literatura, resultaba ser una dosis letal, ya que solo el 1 

% de las células sobrevivían al tratamiento. Sin embargo, a 150 µM de SA obteníamos  

un 95 % de viabilidad, similar a la del control. Observamos un notable incremento en la 

actividad específica 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 plántulas de Arabidopsis thaliana 

crecidas en medio líquido. En este caso fue necesaria la utilización de una 

concentración de 0,5 mM de SA para observar un aumento en la cantidad de proteína y 

de mRNA del gen ADH2. No observamos síntomas de necrosis ni de muerte celular 
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después de 48 horas de incubación con SA, lo que demuestra que existen diferencias 

importantes en la sensibilidad al SA de la suspensión celular de tabaco y de las 

plántulas de Arabidopsis. La inducción del gen ADH2 en respuesta a SA sugiere que la 

FALDH puede jugar un papel importante en la protección de las células vegetales frente 

al estrés oxidativo y/o nitrosativo. Aún no está claro cual es la relación que existe entre 

las vías de señalización del NO y de ROS, compuestos que estimulan la acumulación 

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 

delección del gen que codifica por la FALDH incrementa la susceptibilidad de las 

células al estrés nitrosativo, observándose la acumulación de proteínas nitrosiladas (Liu 

et al., 2001). 

 

Desde hace algún tiempo se ha asociado el SA con la inducción de los mecanismos 

de defensa en las plantas, ya que su aplicación exógena es suficiente para activar la 

expresión de algunos genes de defensa. Además, el ataque por patógenos provoca la 

acumulación de ácido benzoico (BA) y SA en las inmediaciones del lugar de la 

infección. La inducción de estos compuestos se asocia normalmente con la respuesta 

de hipersensibilidad (Raskin, 1992), que viene precedida por la síntesis de especies 

reactivas del oxígeno (ROS), tales como el O2
-, que es transformado en H2O2 por la 

acción de la superóxido 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 

más H2O2, probablemente a través de la inhibición 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). Además, la interacción 

entre SA y catalasas (CAT) y ascorbato peroxidasas (APX) podría dar lugar a la 

formación del radical libre SA* (Durner y Klessig, 1996), que iniciaría la peroxidación de 

los lípidos de la membrana. Los peróxidos de lípidos liberados podrían actuar como 

señales moleculares para la activación de algunos genes de defensa (Durner y Klessig, 

1996). Entre los productos de la peroxidación lipídica se encuentra el formaldehído, un 

producto muy citotóxico (Figura 59). Por tanto, la inducción de la FALDH que nosotros 
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observamos como consecuencia de los tratamientos con SA, podría responder a la 

necesidad de eliminación del exceso de formaldehído que se forma como consecuencia 

del estrés oxidativo causado por la aplicación exógena de SA. Esto indicaría un papel 

activo de la FALDH en los mecanismos de protección 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 traducción de señales de las 

reacciones de defensa de las plantas (Wendehenne et al., 2001; Delledonne et al., 

1998). El S-nitrosoglutatión (GSNO) es uno de los metabolitos endógenos más 

abundantes del NO, formado por reacción del NO con el glutatión en presencia de 

oxígeno (Gaston et al., 1993). Como ya hemos descrito en la Introducción, la FALDH  

tiene también actividad S-nitrosoglutatión reductasa.  Cuando una planta es atacada por 

patógenos, se incrementan los niveles de NO y se activa la molécula señalizadora 

GMPc que a su vez es capaz de activar la expresión de la fenilalanina amonio liasa 

(PAL) e inducir la biosíntesis de SA (Klessig et al., 2000). Al aumentar los niveles de NO 

podrían aumentar también los de GSNO, por lo que la FALDH / GSNOR podría 

participar en la eliminación de GSNO protegiendo así a la planta de los efectos tóxicos 

del NO. 

 

Por todo lo antes expuesto, pensamos que la activación de la FALDH /GSNOR por 

SA, podría ser debido por una parte a su actividad enzimática frente al formaldehído y 

por otra a su participación en la vía de señalización del NO. 
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Figura 59. Modelo hipotético para explicar la inducción de la expresión de la FALDH por ácido salicílico. 
Las abreviaturas utilizadas son las siguientes: SA, ácido salicílico; SOD, superóxido dismutasa; PAL, 
fenilalanina amonio liasa; CA, ácido cinámico; BA, ácido benzoico; BA2H, 2-hidrolasa del ácido benzoico; 
CAT, catalasa; APX, ascorbato peroxidasa; Phe, fenilalanina; NOS, óxido nítrico sintasa; CHS, chalcona 
sintasa; LOX, lipooxigenasa; GST, glutatión S-transferasa; GP, glutatión peroxidasa. 
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1.3 Ácido Jasmónico (JA) y herida. 
 

Nuestros resultados demuestran que el gen ADH2 es regulado negativamente por 

herida, siendo la respuesta transitoria y sistémica. Observamos una fuerte represión del 

gen en las hojas heridas y en las hojas sistémicas (de 2 veces aproximadamente), y en 

ambos casos la expresión vuelve a los niveles basales al cabo de 48 horas después del 

daño mecánico. El análisis por Western Blot confirmó que también existía una 

disminución considerable de la cantidad de proteína FALDH al cabo de 2 horas de 

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

 

Se han propuesto dos vías diferentes de señalización en la respuesta a herida 

(Titarenko et al., 1997). Una de ellas no requiere JA, y la activación de los genes 

involucrados ocurre principalmente en el lugar donde se produce el daño. La otra vía 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 ADH2 era dependiente del JA, 

medimos los niveles de mRNA en respuesta a la adición exógena de JA en células de 

tabaco BY2 y en plántulas 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 concentración 

de 50 µM. Observamos una represión de la FALDH de aproximadamente 3 veces en la 

cantidad de proteína, que se correlacionaba con la disminución de la actividad 

específica. La disminución de la cantidad de proteína se observó 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 µM y 1 mM, no dieron lugar a variaciones en los niveles de FALDH. Estos 

resultados discrepan de los obtenidos con las células BY2. Ello podría ser debido a que 
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las células BY2 constan de un solo tipo celular, mientras que las plantas están 

constituídas 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 quizás 

sea necesaria la acción coordinada de varios señalizadores moleculares o fitohormonas 

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

 

Para comprobar si JA estaba involucrado en la regulación por herida del gen ADH2 

realizamos estudios en el mutante coi1 de Arabidopsis (insensible a JA). No 

observamos represión del gen después del daño mecánico; 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 represión del gen ADH2 

por herida en Arabidopsis es dependiente de JA. 

 

La concentración de JA en los tejidos vegetales varía con el estado de desarrollo, el 

tipo de tejido, y la presencia o ausencia de estímulos externos, tales como heridas ó 

agentes patógenos. Las membranas de las plantas, particularmente las de los plástidos, 

son ricas en ácido linolénico (LA), precursor del JA, esterificado en forma de 

glicerolípidos y fosfolípidos. Esto sugiere que el aumento de JA intracelular puede ser 

causado por la activación de fosfolipasas que liberan LA de las membranas (Farmer et 

al., 1992) cuando la señal emitida por  patógenos o insectos interacciona con un posible 

receptor de membrana. El LA liberado es después oxidado a ácido 13-

hidroperoxilinolénico por la lipoxigenasa (LOX) (Creelman y Mullet, 1997) y después de 

varias reacciones enzimáticas, convertido en JA (Figura 60). Se ha sugerido que 

puedan existir dos vías para la síntesis de JA, una en el citoplasma y la otra en los 

plástidos (Creelman y Mullet, 1995) puesto que la enzima LOX se localiza tanto en 

plástidos, como en vacuolas y en citoplasma (Vick y Zimmerman, 1987; Grimes et al., 

1992) y los plástidos contienen actividad AOS y AOC (Vick y Zimmerman, 1987).  
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Figura 60. Diagrama que describe la biosíntesis de JA provocada por el ataque de insectos o patógenos 
y su acción como señalizador 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 más adelante que la FALDH está 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 días 2 y 5 respectivamente, es perfectamente superponible con la curva 

de división de los plástidos en las mismas células (Nagata et al., 1992). Por ende, si el 

JA puede ser sintetizado en las membranas de los plástidos puesto que existe todo el 

sistema enzimático para ello, y la FALDH está regulada por JA, es plausible pensar en 

una FALDH plastídica específica de células vegetales, y como consecuencia de una 

adaptación a las características propias funcionales de estos organismos. 

 

2. Utilización de plantas para la eliminación del formaldehído 
exógeno. 

 

El formaldehído es, tal como se mencionó en la Introducción, uno de los 

contaminantes más abundantes y que está estrictamente asociado a la contaminación 

de interiores y de aguas residuales. Su elevada solubilidad le permite ser absorbido por 

las vías respiratorias altas, aunque pequeñas cantidades pueden penetrar en los 

pulmones.  

 

En la década de los años 80, La Organización Mundial de la Salud (OMS) tipificó 

entre los males contemporáneos “el síndrome del edificio enfermo”. Dicho síndrome ha 

sido definido como un conjunto de molestias y enfermedades provocadas por la 

contaminación del aire en espacios cerrados. En la construcción de viviendas se utilizan 

materiales que liberan formaldehído, 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 formaldehído y de muchos otros contaminantes, 

como es el caso del dióxido de nitrógeno o del monóxido de carbono, que también se 

encuentran en espacios cerrados ya que pueden captar dichos gases a través de sus 

estomas o de su cutícula e incorporarlos a su metabolismo celular (Wolverton et al., 

1989; Giese et al., 1994). 
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Hace ya algunos años, la NASA descubrió que algunas variedades de plantas 

podrían disminuir la concentración de un amplio espectro de contaminantes, entre ellos 

el formaldehído (Tabla 12). 

 

Nombre común Nombre científico 

Palma enana Chamadorea 

Perenne china Aglaonema Modestum 

Hiedra Hedera Helix 

Marginata gerbera Gerbera Jasmesonii 

Margarita dracanea Marginata 

Planta del maíz Dracaena Massangeana 

Crisantemo Chrysantheium morifolium 

Sanseveria Sansevieria Laurenti 

 
Tabla 12. Algunas de las plantas más efectivas en la eliminación de formaldehído. 

 

Diferentes autores han estudiado el uso de plantas de interior para reducir las 

concentraciones de formaldehído, revitalizando y purificando de esta forma los espacios 

cerrados (Dingle et al., 2000). En nuestro grupo hemos demostrado que la 

sobreexpresión de la FALDH ayuda a mejorar la eliminación de formaldehído exógeno 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 disminuía su capacidad de descontaminación.  
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2.1 En las plantas transgénicas antisentido existe una relación directa entre la 
disminución de la actividad enzimática y los niveles de proteína. 

 
En esta Tesis se generaron plantas transgénicas de A. thaliana portadoras de una 

construcción 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 disminución de los niveles de la FALDH se comprobó por experimentos de 

actividad enzimática 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 segregación de 

tipo mendeliana. Finalmente obtuvimos 15 líneas transgénicas antisentido homocigotas.  

 

El análisis de las plantas transgénicas homocigotas por medida de la actividad 

enzimática demostró que la mayoría de las líneas presentaban una disminución de los 

niveles de la FALDH. Pudimos observar que en algunas líneas la disminución era de 

aproximadamente un 50 %. La expresión del transgen varía en las diferentes líneas 

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

 

De las 15 líneas homocigotas, seleccionamos las seis que presentaban una mayor 

disminución de la actividad enzimática, para analizarlas por Western Blot. Los 

resultados obtenidos mostraban que existía una correlación entre los niveles de 

proteína FALDH detectados por Western Blot y la actividad enzimática FALDH. Como 

control de todos los experimentos utilizamos plantas de Arabidopsis thaliana que no 

habían sido modificadas genéticamente (plantas wt). 
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2.2 Las plantas transgénicas antisentido presentan una menor capacidad de 
metabolizar formaldehído exógeno. 

 

Como consecuencia de la alta contaminación ambiental, se está comenzando a 

aplicar la bioremediación utilizando plantas  para eliminar compuestos tóxicos 

(fitoremediación) (Cunningham y Ow, 1996; Salt et al., 1998). Esta tecnología utiliza las 

propiedades naturales de las plantas para extraer del medio ambiente compuestos 

orgánicos volátiles (VOCs), en particular aquellos que abundan en el interior de 

ambientes de trabajo como industrias o laboratorios (Raskin, 1996), ó para degradar y 

metabolizar compuestos tóxicos en suelos o 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 formaldehído es un contaminante muy reactivo, que está presente en el medio 

ambiente en concentraciones elevadas, como resultado de las actividades industriales 

humanas. Está 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). El NTP (National Toxicicology Program, USA) 

incluye el formaldehído en el Catálogo Anual de Compuestos Carcinogénicos.  

 

Las plantas modificadas por métodos biotecnológicos han demostrado ser útiles en 

la fitoremediación.  Uno de los propósitos de esta Tesis fue demostrar una vez más 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 disminución 

de la capacidad de metabolizar altas concentraciones de formaldehído exógeno. Para 

ello, seleccionamos 4 líneas transgénicas entre las que presentaban una mayor 

disminución de la actividad enzimática y de los niveles de la proteína FALDH. Los 

resultados obtenidos en esta Tesis muestran una clara disminución de la velocidad de 

metabolizar 2 mM de formaldehído (50 ppm) en las 4 líneas 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 formaldehído inicial, mientras que las 

transgénicas consumieron entre un 15 y 30 %. Cabe destacar que el formaldehído a 

una concentración de 2 mM no es tóxico para ninguna de las plantas después de 48 

horas de incubación. 

 

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 línea transgénica de sobreexpresión de la FALDH, obtenida 

por otro miembro del grupo. Nuestros resultados muestran que la mayoría de las 

plantas transgénicas antisentido tenían el diámetro de las rosetas ligeramente más 

grande y las raíces más cortas que la línea control de Arabidopsis sin transformar 

genéticamente. Se realizó un análisis estadístico mediante un test de hipótesis de 

comparación 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 días como en las de 30 días. Las plantas 

transgénicas de sobreexpresión estudiadas también presentaron una inhibición en el 

crecimiento de las raíces. 

 

Diferentes autores han descrito que en la proliferación celular en la raíz de 

Arabidopsis intervienen mecanismos de control del estado redox (Sánchez-Fernández, 

et al., 1997). El glutatión puede influir en los procesos de división celular. Se ha 

demostrado que la adición exógena de glutatión (GSH) incrementa el número de células 

meristemáticas que están en mitosis (Sánchez-Fernández, et al., 1997). Por otra parte, 

se ha descrito que el óxido nítrico es requerido en la organogénesis de la raíz, y que un 

incremento transitorio de la concentración de NO podría formar parte de los eventos 

moleculares involucrados en el desarrollo de la raíz, inducidos éstos por el ácido indol 

acético (IAA) (Pagnussat et al., 2002).  

 198 



VI. Discusión 

Recordemos una vez más que uno de los sustratos de la FALDH es el S-

hidroximetilglutatión, formado espontáneamente a partir de formaldehído y glutatión. 

Además la FALDH es una GSNO reductasa y por tanto participa en el metabolismo del 

S-nitrosoglutatión, uno de los metabolitos más abundantes del NO. Nuestra hipótesis es 

que para que la elongación de la raíz no se vea afectada, es necesario que existan 

unos niveles determinados de glutatión 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 disminución tanto en la actividad formaldehído 

deshidrogenasa como en la actividad S-nitrosoglutatión reductasa, como se ha visto a 

lo largo de esta Tesis. En aquellas plantas con niveles elevados de FALDH / GSNO 

reductasa (plantas transgénicas de sobreexpresión) las actividades FALDH y GSNO 

reductasa aumentan considerablemente (18 veces). Estas variaciones de actividad 

podrían resultar en una modificación de los niveles intracelulares de GSH y NO / 

GSNO, lo que explicaría la existencia de un fenotipo similar (inhibición de la elongación 

de la raíz) en las plantas transgénicas antisentido y en las de sobreexpresión (Figura 

61).  
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Figura 61. Modelo hipotético para explicar la inhibición de la elongación de la raíz en plantas 
transgénicas con niveles modificados de la FALDH / GSNO reductasa de Arabidopsis thaliana. 

 
 

3. Localización celular de la FALDH en hojas de Arabidopsis thaliana y 
en raíz de Raphanus sativus. 

 
En las plantas, la FALDH se ha estudiado en Arabidopsis thaliana (Martínez et al., 

1996), maíz (Fliegmann y Sandermann, 1997), arroz (Dolferus et al., 1997) y guisante 

(Shafqat et al., 1996). En Arabidopsis, los niveles de RNA del gen ADH2 (que codifica 

por la FALDH de Arabidopsis) eran similares en todos los tejidos analizados (Martínez 

et al., 1996). En esta Tesis hemos estudiado la localización de la FALDH en los 
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diferentes tipos celulares de hoja y raíz. Como se demostró por experimentos de 

Western Blot, la proteína se encuentra en todos los tejidos de la planta (raíz, hoja de 

roseta, tallo, hoja caulinar y flor), aunque la mayor expresión se observó en raíz y en 

hoja. 

 

La inmunolocalización sobre cortes de hoja de A. thaliana muestra que la FALDH se 

encuentra localizada principalmente en las células del mesófilo (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 parenquimáticas que se encuentra debajo del cilindro vascular. Además, 

observamos una intensa señal de la proteína en los tricomas. En Arabidopsis thaliana la 

biosíntesis de glutatión es muy elevada en los tricomas (Gutiérrez-Alcalá et al., 2000), 

los cuales están involucrados en los procesos de defensa de la planta. Más adelante 

comentaremos que la FALDH podría tener un papel importante en las reacciones de 

defensa. Estos resultados fueron confirmados realizando la inmunolocalización en hojas 

de una línea transgénica de sobreexpresión de la FALDH (Achkor et al., 2003), 

encontrando que el patrón de expresión era idéntico al de la planta sin transformar. 

 

La localización de la FALDH en raíz de rábano, mostró un marcaje en las células 

acompañantes del floema, el periciclo, el cambium, en la epidermis y en la primera capa 

de células del córtex adyacente a aquella. Los cortes longitudinales confirmaron su 

presencia en la epidermis y la endodermis de la región de elongación, y en todos los 

tipos celulares de la región meristemática. No se apreció ninguna señal en las células 

del córtex. Por tanto, al contrario de lo que ocurre en la hoja, la raíz sí expresa la 

FALDH en la epidermis.  
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4. La FALDH está presente en citoplasma, núcleo y cloroplasto. 
 
Estudios realizados por diversos autores en levadura y rata, mostraban que la 

FALDH era una enzima de localización citoplasmática y nuclear (Fernández et al., 2003; 

Iborra et al., 1992). Los ensayos de inmunocitoquímica realizados en esta Tesis en 

hojas de A. thaliana detectaban la FALDH en los cloroplastos de las células del 

mesófilo. Para comprobar estos resultados, realizamos experimentos de localización de 

la FALDH al microscopio electrónico. El análisis de los resultados demuestra que la 

FALDH se encuentra en el citoplasma, el núcleo y los cloroplastos, y está ausente de la 

pared celular, la vacuola y las mitocondrias. Los estudios se realizaron también en 

cortes de hoja de una línea transgénica de sobreexpresión de la FALDH, portadora de 

una construcción en que el gen de la FALDH estaba bajo el control del promotor 

CaMV35S (Achkor et al., 2003). La línea transgénica  mostró un patrón de expresión 

idéntico al de la planta sin transformar, pero con más abundancia de marcaje debido a 

la modificación de los niveles de la enzima.  

 

Muchas proteínas presentes en los cloroplastos son sintetizadas en el citosol por los 

ribosomas libres. Estas proteínas son transportadas al cloroplasto gracias a la 

presencia de un péptido de tránsito de 40-50 aminoácidos (TP, transit peptide) en el 

extremo N-terminal. Durante el transporte, el TP es eliminado por la acción de una 

peptidasa específica (Buchanan et al., 2000). Para conocer si la FALDH tenía en su 

extremo N-terminal una secuencia con las características del TP, utilizamos los 

programas SignalIP 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 quizás no tenga un TP claro. El 50 % de las proteínas de 

cloroplasto, como la anhidrasa carbónica CAH1, no tienen TP (Arsenio Villarejo, Umea 

Plant Science Center, University of Umea, Suiza, comunicación personal). Cabe resaltar 

que esta es la primera vez que se describe la localización de la FALDH en cloroplastos. 
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La utilización de un programa informático que predice la localización intracelular de 

proteínas, como el PSORT, dio como resultado una localización cloroplástica y 

citoplasmática para la FALDH. Sin embargo, según este programa, la FALDH no era 

una proteína nuclear. Se ha descrito que muchas proteínas nucleares no tienen una 

señal de localización nuclear (NLS, nuclear localization signal), pudiendo ser 

cotransportadas por otras proteínas (Nigg, 1997). 

 
4.1 Posible función de la FALDH en núcleo. 

 
El núcleo es el centro de la herencia y está involucrado en el control del proceso 

metabólico celular. La información genética que pasa a las células hijas en la división 

nuclear está contenida en una macromolécula de DNA.  Las proteínas están también 

asociadas con el DNA, y forman el complejo de nucleoproteína conocido como 

cromatina. El núcleo es, generalmente, más 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 análisis al microscopio electrónico de cortes ultrafinos de células del 

mesófilo de la hoja de Arabidopsis incubados con el anticuerpo anti-FALDH, hemos 

observado que la FALDH se encontraba en el núcleo. La FALDH ha sido también 

localizada en núcleo de hepatocitos (Iborra et al., 1992) y en el núcleo de levadura 

(Fernández et al., 2003). En nuestro grupo se ha encontrado que la FALDH está 

presente en el núcleo y en los microtúbulos de células de tabaco BY2 (resultados no 

publicados). Se cree, por lo tanto, que una de las funciones de la FALDH podría ser la 

protección de las estructuras celulares, incluido el DNA, de los efectos tóxicos del 

formaldehído endógeno. La toxicidad del formaldehído en la célula se debe a que 

reacciona con las proteínas produciendo entrecruzamientos de cadenas peptídicas o de 

éstas con los grupos aminos del DNA (Hayat, 1981). Esta reacción es mucho más 

rápida con los nucleótidos libres o con el DNA desnaturalizado que con el DNA nativo 

(Grossman, 1967; Hayat, 1981). Dado el alto contenido en glutatión en el núcleo y en el 
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citoplasma, cabe esperar que la mayoría del formaldehído que se genera en la célula 

esté unido reversiblemente a glutatión para formar el S-hidroximetilglutatión que es el 

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

 

También existe la hipótesis de que la FALDH nuclear podría jugar un papel 

importante en la replicación del DNA, que sería independiente de su función como 

formaldehído deshidrogenasa. Se ha demostrado que el bloqueo con anticuerpos de los 

sitios de interacción de la FALDH con proteínas del aparato replicacional, era capaz de 

inhibir parcialmente la replicación (Iborra, 1994).  

 

La FALDH es una enzima ancestral, que probablemente ha estado siempre en el 

núcleo. El núcleo ha evolucionado conjuntamente con esta proteína que está muy 

conservada, de modo que al encontrarse en las inmediaciones del DNA que está 

replicando, para evitar la formación de entrecruzamientos, ha podido evolucionar como 

un elemento más del sistema y ha desarrollado interacciones con otras proteínas del 

aparato replicacional (Iborra, 1994). 

 

Es conocido que algunos factores de trascripción y otras proteínas nucleares son 

regulados por NO / GSNO (Shinyashiki et al, 2000; Vossen y Erard, 2002). Se ha 

demostrado que el óxido nítrico también se encuentra en el núcleo de las células 

vegetales (Pedroso et al., 2000). La presencia de la FALDH / GSNO reductasa en 

núcleo podría ser debido a su participación en el metabolismo del GSNO endógeno y 

para proteger a la célula de los efectos tóxicos que provocan el NO y sus metabolitos. 

 

4.2 Posible función de la FALDH en citoplasma. 
 

En nuestros experimentos de inmunolocalización en cortes ultrafinos de células de 

mesófilo de la hoja, hemos detectado la FALDH en el citoplasma.  La FALDH es una 

proteína preferentemente citoplasmática 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 pequeña cantidad asociada con el núcleo (en torno al 2 %). Se 

considera que la función de la FALDH en el citoplasma consiste en la protección de las 

estructuras celulares de los efectos tóxicos del formaldehído, que se genera de forma 

endógena en diversos  procesos metabólicos. La mayor parte del formaldehído que se 

genera en el citoplasma, se conjuga reversiblemente con el glutatión para formar el S-

hidroximetilglutatión, sustrato de la FALDH. 

 

Por otra parte, se sabe que el óxido nítrico está presente en el citoplasma de las 

células vegetales (Whendehenne et al., 2001). Se ha demostrado que algunos 

compuestos intracelulares, como el antioxidante glutatión, protegen a la célula del 

ataque citotóxico por NO. En las células microgliales de rata y en neutrófilos humanos, 

se ha descrito que la inducción de la síntesis de NO reduce drásticamente el contenido 

de glutatión 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 podría participar en la eliminación de GSNO y la regeneración del glutatión 

intracelular, protegiendo así a la célula de los efectos tóxicos 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 traducción de señales de las reacciones 

de la defensa de las plantas (Wendehenne et al., 2001; Delledonne et al., 1998). Uno 

de los metabolitos endógenos más abundantes del NO  es el S-nitrosoglutatión 

(GSNO). El GSNO es uno de los sustratos de la FALDH ya que esta proteína también 

actúa como GSNO reductasa (Sakamoto et al., 2002). Por tanto, la FALDH también 

podría jugar un papel importante en la vía de señalización del NO o del GSNO en las 

reacciones de defensa de la planta. 

 
4.3 Posible función de la FALDH en cloroplastos. 

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

agrupar en dos grandes categorías. La primera está constituida por las reacciones de 
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transferencia de electrones (llamadas también reacciones de la fase luminosa) donde 

ocurre la producción de ATP y NADPH. Estas reacciones se producen siempre en los 

cloroplastos. La segunda categoría está constituída por las reacciones de fijación de 

carbono (conocidas también como reacciones de la fase oscura) donde el ATP y el 

NADPH  producidos anteriormente se utilizan como fuente de energía y de poder 

reductor respectivamente, para fijar CO2 y sintetizar carbohidratos. Estas reacciones 

comienzan en el estroma del cloroplasto y continúan en el citosol celular (Alberts et al., 

1992). 

 

Además del proceso de fotosíntesis, el cloroplasto también realiza otros procesos 

biosintéticos. Todos los ácidos grasos de la célula y un número determinado de 

aminoácidos están sintetizados por enzimas del estroma del cloroplasto. En dicho 

organelo celular, el poder reductor de los electrones activados por la luz impulsa la 

reducción de nitritos (NO2
-) a amoniaco (NH3); este amoniaco proporciona a la planta el 

nitrógeno necesario para la síntesis de aminoácidos y nucleótidos (Alberts et al., 1992).  

 

El cloroplasto es una fuente importante de producción de especies reactivas del 

oxígeno (ROS) en plantas. La formación de ROS se produce cuando los electrones son 

transferidos directamente desde el fotosistema I (PSI) al O2, lo cual tiene como 

resultado la formación del anión superóxido (O2
-). La reducción de O2

- produce peróxido 

de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (OH•) (Beligni y Lamattina, 2002) que son muy 

destructivos para lípidos, ácidos nucleicos y proteínas. Entre los productos de la 

peroxidación lipídica causada por los ROS se encuentra el formaldehído, y por tanto, la 

localización cloroplástica de la FALDH tendría un papel protector frente a los efectos del  

estrés oxidativo.  

 

En los cloroplastos es donde se sintetiza mayor cantidad de glutatión (Azcón-Bieto y 

Talón, 1993), y el óxido nítrico (NO) también está presente en los cloroplastos (Pedroso 

et al., 2000). Recientemente se han descrito 3 vías para la S-nitrosación in vivo del 
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glutatión para formar el nitrosoglutatión (GSNO): a partir del óxido nítrico, del 

peroxinitrito y de la combinación de óxido nítrico-superóxido (Schrammel, et al., 2003).  

 

La reacción de NO con O2
- da como resultado la formación de peroxinitrito (ONOO-), 

un potente oxidante (Ducrocq et al., 1999). La FALDH en el cloroplasto podría jugar un 

papel en la protección frente al estrés nitrosativo gracias a su actividad como GSNO 

reductasa.  

 

5.  Detección de la actividad FALDH por tinción histoquímica. 
 
En esta Tesis se ha desarrollado un nuevo método para la detección colorimétrica 

de la actividad enzimática de la formaldehído deshidrogenasa dependiente de glutatión 

en plántulas enteras de Arabidopsis thaliana, logrando una rápida y eficaz localización 

de la enzima activa durante las diferentes etapas del desarrollo. Ese método utiliza 

formaldehído y glutatión que, adicionados exógenamente reaccionan de manera 

espontánea para formar el S-hidroximetilglutatión, que es el verdadero sustrato de la 

FALDH. También se adiciona exógenamente el cofactor NAD+. Para facilitar la 

penetración de los reactivos en la planta, se aplicó vacío de forma suave para no dañar 

la morfología de los tejidos. Se incluyó también el piruvato en la reacción, que es un 

inhibidor de la lactato deshidrogenasa, para evitar la oxidación del NAD+ a NADH. Otro 

de los reactivos utilizados en el protocolo que aquí describimos fue la fenazina 

metosulfato (PMS) que actúa como acelerador del  transporte electrónico, 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 

combinación de dos métodos descritos anteriormente: el de detección de la actividad de 

alcohol deshidrogenasas in situ mediante electroforesis en geles de almidón (Uotila y 

Koivusalo, 1987) y el de localización histoquímica de la actividad de la β-glucuronidasa 

(GUS) en plántulas 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 difícil obtener altos niveles de 

especificidad. Algunas de estas alcohol deshidrogenasas no son muy específicas 

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 reacción para eliminar la 

inespecificidad no deseada. Además del S-hidroximetilglutatión, hay en la solución de 

tinción formaldehído y glutatión libres, debido a que la reacción es reversible. Por tal 

motivo, se puede observar una señal tenue producto de la oxidación del glutatión por la 

glutatión reductasa donde también se genera NADH, o por la acción de la aldehído 

deshidrogenasa que participa en el metabolismo del formaldehído. Ambas enzimas 

podrían estar contribuyendo a la aparición de background. Por tanto, para asegurar la 

detección específica de la actividad FALDH, se realizaron siempre dos controles en 

paralelo, uno adicionando solo formaldehído como sustrato y el otro adicionado solo 

glutatión. 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 detección es bastante rápido y permite la detección de la enzima 

activa en diferentes etapas del desarrollo, o en respuesta a elicitores. Además este 

protocolo podría ser aplicado a otras deshidrogenasas usando los sustratos específicos 

de cada una. 

 
6. FALDH y defensa. 

 
En nuestro laboratorio se habían generado previamente plantas transgénicas de 

sobreexpresión de la FALDH (Achkor et al., 2003) y en esta Tesis se describe la 

producción de plantas transgénicas antisentido. Se conoce que tanto el NO como el 

GSNO son moléculas señalizadoras involucradas en la defensa de la planta (Durner et 

al., 1998), y que la FALDH tiene actividad GSNO reductasa. Además, nuestros 
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resultados demuestran que la FALDH está regulada por herida y por JA (Apartado 1.3 

de este capítulo). Estas razones nos llevaron a estudiar la respuesta de nuestras 

plantas transgénicas en las interacciones con 2 tipos de patógenos, el oomiceto 

Peronospora parasitica y la bacteria Pseudomona syringae, y averiguar como influía la 

modificación 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 

infección de un patógeno compatible. Los resultados obtenidos muestran que la 

reducción de la cantidad de FALDH intracelular incrementa la resistencia basal frente a 

los dos patógenos utilizados. La línea transgénica antisentido se mostró menos 

susceptible a la infección que la línea control. Esto podría apoyar la hipótesis de que al 

existir menor cantidad de FALDH / GSNOR, haya mayor cantidad de GSNO disponible 

como señalizador para establecer la resistencia de la planta frente a la invasión por el 

patógeno. La FALDH podría jugar un doble papel en las reacciones de defensa: en la 

activación / desactivación de la vía de señalización de NO ó de GSNO, y modulando la 

concentración 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 patógeno y se genera una señal en el sitio infectado que migra 

hacia las partes más distantes del lugar de la infección. Nuestros resultados muestran 

que la sobreexpresión 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 actúa como señal endógena que induce 

ciertos genes relacionados con la defensa y que son necesarios para el establecimiento 

de SAR. Además, está ampliamente demostrado que SAR es dependiente de ácido 
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salicílico (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 líneas convergen para señalar a la FALDH como una proteína involucrada en el 

establecimiento de SAR.  
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CONCLUSIONES 
 

 

 

 

 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se puede concluir que: 

 

1. El gen ADH2 es regulado negativamente por herida, siendo la respuesta transitoria y 

sistémica. El análisis por Western Blot confirmó que también se producía una 

disminución considerable de la cantidad de proteína FALDH, en respuesta a herida, 

disminución que se mantenía durante al menos 48 horas.  

 

2. La adición exógena de JA a células de tabaco provoca una disminución de 3 veces 

en la cantidad de FALDH y en su actividad específica. Sin embargo, los tratamientos de 

plantas de A. thaliana con concentraciones de JA comprendidas entre 50 µM y 1 mM, 

no dieron lugar a variaciones en los niveles de FALDH. Proponemos que es necesaria 

la acción coordinada de varios señalizadores moleculares o fitohormonas para observar 

una disminución 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 represión del gen ADH2 por herida es dependiente de 

JA. 
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4. La aplicación exógena de 150 µM de ácido salicílico a las células de tabaco BY2 

provocó un marcado incremento tanto de la actividad específica como de la 

acumulación de proteína FALDH. En plantas de A. thaliana crecidas en medio líquido, 

tanto la aplicación exógena de 500 µM como de 1 mM de SA provocaron una 

acumulación de la proteína FALDH y un aumento de los niveles de mRNA. Estos 

resultados sugieren que existe una fuerte activación transcripcional del gen ADH2 por 

ácido salicílico. 

 

5. El ácido abscísico no produce variaciones significativas en la FALDH intracelular, y 

por tanto, no sería un señalizador en la respuesta a herida para esta enzima. 

 

6. Se han generado plantas transgénicas antisentido que muestran una disminución en 

los niveles de la FALDH intracelular de hasta el 50 %. Dichas plantas presentan una 

menor capacidad de metabolizar formaldehído exógeno. Estos resultados confirman 

una vez más el papel esencial de la FALDH en el metabolismo del formaldehído in vivo. 

 

7. Las plantas transgénicas con niveles de FALDH modificados presentan ligeros 

cambios de fenotipo, principalmente en la raíz, donde observamos una disminución de 

la elongación con respecto a las plantas sin transformar genéticamente. 

 

8. La FALDH presenta un patrón de expresión en hojas y en raíz que es específico del 

tipo celular. La inmunolocalización sobre cortes de hoja de A. thaliana demostró que la 

FALDH se encuentra localizada principalmente en las células del mesófilo 

(particularmente en los cloroplastos) el floema y en el cambium. En raíz de rábano, la 

FALDH se detectó en las células acompañantes del floema, el periciclo, el cambium, la 

epidermis y la primera capa de células del córtex adyacente a aquella. 

 

9. La inmunolocalización a nivel subcelular de la FALDH en células del mesófilo de hoja 

demuestra que la enzima está presente en citoplasma, núcleo y cloroplasto. Es la 

primera vez que se describe la localización cloroplástica 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 patógenos fúngicos y bacterianos. Los 

resultados obtenidos muestran que la reducción de la cantidad de FALDH intracelular 

incrementa la resistencia basal frente a los dos patógenos utilizados: el oomiceto 

Peronospora parasitica y la bacteria Pseudomona syringae. 

 

11. La sobreexpresión 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 detección colorimétrica de la 

actividad enzimática de la formaldehído deshidrogenasa dependiente de glutatión en 

plántulas enteras de Arabidopsis thaliana, logrando una rápida y eficaz localización de 

la enzima activa durante las diferentes etapas del desarrollo. 
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En esta Tesis Doctoral hemos demostrado que la 
expresión de la FALDH está regulada por herida y 
por diferentes hormonas vegetales, tales como el 
ácido jasmónico y el ácido salicílico. También 
hemos generado plantas transgénicas de A. 
thaliana portadoras de una construcción 
antisentido, que presenta una importante 
disminución de la actividad enzimática FALDH, 
directamente relacionados con los niveles de 
proteína. Dichas plantas transgénicas tienen una 
menor capacidad de metabolizar formaldehído 
exógeno y presentan un aumento de la resistencia 
basal a patógenos fúngicos y bacterianos. Por otra 
parte, las plantas transgénicas con niveles de 
FALDH modificados (tanto las antisentido como las 
de sobreexpresión) muestran un fenotipo diferente, 
principalmente en la raíz. La inmunolocalización en 
tejidos reveló que la FALDH presenta un patrón de 
expresión en hojas y en raíz que es específico del 
tipo celular. A nivel subcelular, la FALDH está
presente en citoplasma, núcleo y cloroplasto. Esta 
es la primera vez que se describe la localización 
cloroplástica de la FALDH.
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