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L.= INTRODUCCION



l.1.~ DEFINICION DE POLIAMINAS

Con el nombre gendrico de poliaminas se cohoce un
qrupo de compuastos cuyas caracteristicas comunes son: poseer
una estructura simple alifdtica de bajo peso molecular y estar
dotados de grupos amino que se encuentran protonados a pH
finfoldgico (Morris y Harada, 1980), actuando, por tanto, como
"policationes orvgdnicos',

Lag poliaminas son sustancias ublecuas, sintetizadas
tanto por organismos procariotas como eucariotas (Smith, 1982).
Layn mdn comunes aon: putrescina, espermldina y espermina.
Aungque  eatdn presentes en todos los materiales bhloldgicos
estudiados, su cantlidad relativa difiere. En genaral, los
organismos procarlotas contlenen concentraclones midg altas de
putrescina gque de espermlidina y falta la espermina. En los
eucariotas, normalmenta, ®se hallan bajas concentraclionas dae
putreacina y contienen eapermldina y espermlna (Tabor y Tabhor,
1976) .

Estas moléculas han sido rigurosamenta conservada a
través de la evoluclidn, lo que les conflera una funcidn celular
enencial,

A continuacidn se detalla la estructura de las
poliaminas mds comunes (tomado de Smith, 198%¢):

1, d=diaminopropano NH,~(CH,),~NH, ~ plantas
superlores,
algas

putrescina NH,~(CH, },~NH; - ubloua

cadaverina NH,~(CH,)~NH, - leguminosas,
algay
aspormidina NH,~{CH,),~NH~(CH,),~NH, - ubleoua
aapermina NH,~ ( CH,; ) y=NH~(CH, ) ,~NH=~(CH,),~NH, ~ ublicua
agmatina lﬁh~(CH,LmNH~?H~NH, -~ ubleua

NH



Fue Antonie van Leeuwanhoek, en 1677, el primero en
vhsorvar cristales de una poliamina en semen humano. Pero hasta
tres siglos mds tarde, no fueron identificados estos coristales
vonge una bhase organica fostfatada, a la que se le dio el nombre
do "espermina', siendo eluclidada su estructura por Dudley,
Rosenheim y sStaling en 1926 (Tabor y Tabor, 1976). A pesar de
su o ddentificacion, hasta el afo 1948 no se establecid la
importancia de estas sustancias,. Fue entonces cuando Herbest vy
snell observaron que ol jugo de naranja conten{a un factor
(putrescina), «que era esencial para el crecimiento de
Haemophilus parainfluenzae Riv.

A rafz de agquellos resultados se han llevade a cabo
numerosas investigaclones, indicando una estrecha relacion
entre la concentracion de poliaminas y los diatintos estados de
crecimliento. Los primeros estudlios fusron reallizados coon
animales y microorganismos, pero ya en el ano 1966 Bagnl
demostrd que estas sustanclas estimulan el crecimiento de
oxplantos de tubdrculos de Hellanthus tuberosus L. en estado de
latargo,

Log estudios desarrollados en los Jltimos afos
indican que las poliaminas ejercen un papael regulador fundamen-
tal en el crecimiento y el desarrollo vegetal: sa observa
rolacion entre altos niveles de putreacina y espermldina con el
activo crecimiento de células en divisidn de tumores (Speranza
y Bagni, 1977), asi como en los procesos de diferenclacion de
calulas ambrionarias de Daucus carota L. (Montagne at al,,
1979) en los que no sdolo aumentan los niveles de putrescina,
aino también la actividad de sus enzimas de biosintesis,

Las poliaminas ejercen un importante papel regulador
en células y tejidos sometlidos a condiclones de tensidn, tales
como: senescencia, salinidad, tenslon hidrica, pH...; retragan
la pardida de clorofilas y previenen el aumento de la actividad
ribonucleasa {(ARNasa) y proteasa en hojas cortadas a determina~
das plantas (Kaur-Sawhney y Galston, 1979),
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Las poliaminas interaccionan de forma directa o
indirvecta con los provosos de replicacidén, transcripeldn y
traducceidn, estimulando la sintesls de dcidos nucleicos vy
protainas,

S ublicua distribucidon en diferentes organlismos
varpetales, organos y organulos celulares, asi como su rdpida
sinteals on células proliferantes, refuerza su importancia como
suntancias clave en al crecimiento vegetal, con un amplio rango
de actuacion,

8 mecanismo de accion estd relacionado con  8u
caracter policatidnico, permitidéndoles uniones a dcldos
nucleicos y a componentes anldnicos de las membranas, reqgulan-
do, ami, la actividad y sintesis de acidos nucleicos, en el
primer caseo, y establilizando las funcionea propias de lasg
mombranas en ol segqundo caso. Log niveles de poliaminas pueden
ser regulacdos a travées del control de su sintesis y mediante su
oxidacion, acetllaclon o conjugacidon., No obstanta, su especifi-
ca funaidn molecular In vive adn nos es desconoclida.

T.2.~ RETABOLISMO DE POLIAMINAS

1.2.1.~ Blosintenis

Las pollaminas putrescina, espermidina, espermina y
agmat ina proceden de tres aminodcidos: L-arginina y L-ornitina
proporcionan la mayor parte del esqueleto carbonado, mientras
que L-mationina aporta grupos "aminoproplle" a la putrescina,
para formar sucesivamente espermidina y espermina. La cadaverl-
na resulta de la descarboxilacidn de L-Lisina (por la enzima
lisina descarboxilasa EC 4.1,1.18) a través «de una ruta
motabalica independlente (Fig. 1).

Los primeros estudios sobre la blosintesis cde
poliaminas se llevaron a cabo én animales, microorganismos vy
hongos, astableciendose que procedian del aminodcido L-ornitina
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por descarboxilacion, mediante la accidn de una ornitina
demvarboxilasa BEC 4.1.1.17 (ODC). Posteriormenta, cuando dicho
antudio se centro on plantas y bacterias, se determind que la
biosintesis de poliaminas era mds complicada al existir dos
rutas constitutivas y alternativas que rendian putrescina. Esta
Jdianina puede ser sintetizada directamente por descarboxilacidn
do L~ornitina, madiante una ODC o indirectamente a través de
una serie de intermediarios posteriores a la descarboxilacidn
do L-arginina.,

La descarboxilacion de I-arginina produce agmatina,
reacalon gqua os catalizada por una enzima dependiente de
piridoxal=%/-fosfato (PALP), la L-arginina descarboxilasa
BCO4.L,1019 (ADC). La agmatina es hidrolizada a N-carbamilpu-
trescina, por accion de una agmatina iminohldrolasa
EC3.5.3,12 (AIH). Easte producto puede ser metabolizado a €O,
y amonio por una N-carbamilputrescina amldohldrolasa, rindiendo
Jirsctaménte putrescina.

En Lathyrus sativus L. (Srivenugopal y Adiga, 1981)
s ha descrito la exlstencia de un macanismo alternatlivo para
la sintesls de putrescina, llevado a cabo por una enzima
multifuncional llamada putrescina sintasa (Fig., 2), gue
contlene las actividades: AIH, putrescina transcarbamilasa (A)
y ornltina tranacarbamilasa (B).

agmatina =em=e- mmmmemes N=garbamilputrescina

(A)
N-carbamilputrescina + P, -=~» putrescina + fosfato de carbamilo

(B)
foatato de carbamilo + ornltina -=e=m==es citrulina + P,

Siendo el esquema de la reaccldn completa el sigulen-
tat

pi
agmatina + ornitina + N0 =~mmwww-> putrescina + ¢ltrulina + NH,
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FIGURA 2.~ Sistema multienzimdtico: Putrescina

sintasa (Adiga y Prasad, 198%)

ADC= arginina descarboxilasa

ATH- agmatina Inimohidrolasa
OTCapa~ ornitina tranacarbamilasa
PTCasa~ putrescina transcarbamilasa



En Dbactorias, la putrescina se sintetiza via 0DC vy
A, En esta vltima ruta, la diamina procede directamente de la
aqmatina por la actividad de la enzima agmatina amidinohidrola«
B KO 3.5.3011 (AAH) (Tabor y Tabor, 1976).

Como #e ha comentado, las poliaminas espermidina vy
onpermina son sintetizadas a partirv de putrescina por adicion
de suces ivos grupos "aminopropilo", procedentes de una molécula
do  S-adencosilmetionina descarboxilada . Esta procede de
L-metionina, por accion de una S-adenosilmetionina sintasa vy
wna S-aclenoallmetionlna descarboxilasa EC 4.1.,1.50 (SAMDC).

La adi¢ion de los grupos aminopropilos es catallizada
por dos enzimas aminopropiltransferasas, llamadas espermidina
y enpermina sintasa (EC 2.5,1.16, EC 2.%.1.22, respactivamen~
ted.,

A partir de los primeros estudion, se han realizado
nignificativos avances en la compransidn de eate proceso con la
purificacion y caracterizacion de gran parte de las principales
onziman de la blosintesls de poliaminas en plantas. En la
rovision publicada por Smith en 1985a se discute ampliamente
onta tama,

Las enzimas claves en la blosintesis de pollaminas
son: ADC, ODC y SAMDC. Eatdn prasentes an bajas cantidades y su
actividad astd estrechamente rogulada por daterminadas hormonas
y otros eatimulos: poseen, ademds, una corta vida media, lo que
supone bDados nivelesa de la enzima en la célula, eatado iddneo
para poder responder rdpldamente alterando los niveles de
poliaminas, después de la aplicaclidn de un determinado estimu~
lo. La actividad del resto de las enzlimas depende exclusivamen-
tee de la dlaponibilidad de =u suatrato,

56 han realizado numerosos éstudlos a fin de esclare-
cer o) mecanlsmo de regulacidén de la actividad obC, siendo las
proplas pollaminas los efectores de la enzima. Asfi, en
Meurospora crassa Shear y Dodge (Davis, 1985%) la diamina
putrescina promuave la inactivacion de la enzima, mientras que



Ia aspermidina blogquea la formacion de la enzima (posiblemente
a nivel transaripcional). En Saccharomyces cerevisiae Hansen,
cuando los medios de cultivo son suplementados con espermidina
y wospermina, se plerde totalmente la actividad ODC, sin
destrucoion de la enzima ni cambio en su peso molecular; todo
gllo parece implicar una modificacidn post-transduccional, audn
dasconocida, que anula totalmente la actividad enzimdtica, en
presencla de estas aminas, no existiendo evidencias de una
unidén covalente de éstas a la proteina enzimdtlica (Tabor et
al., 1981). Cuando Physarum polycephalum Schw. se dasarrolla en
un medio conteniendo aminas, decrece la actlividad ODC. Debldo
A una modificacion post-traduccion de la proteina, segun la
¢ual la enzima cambia de la forma "A", con una baja K, para
PALE, a la forma “B'", que presenta un alto valor de K, requi-~
riendo altas concentraciones de cofactor que no son fisloldgl-
cas, hsta pérdlda de actividad es inducida por el crecimiento,
an presencla de esparmidina y espermina, por inhibicidn de la
sintosls protalca o por alta osmolaridad del medlio de craci-
miento (Mitchell y Wilson, 19821).

En cadlulas de mamiferos y en Escherichia coll (Mig.)
Cast., Chal., la ODC puoade ser inhibida no competitivamente, a
travas de un  control post-transcripcional, por protainas
Llamadas "antienzimas® (poseen una alta afinidad por la enzlima
y au uniodn es no covalente). Estas son inducidas por di- vy
poliaminas, a incluso se ha descrito una proteina 1lamada
"anti-antienzimaY, la cual se une especificamente al antienzima
dol complejo antienzima-oDC y libera esta enzima actliva
{Canallakis ot al., 1985).

La primera demostraclion sobre la existencla de
protefinas inhibidoras y activadoras de la enzima ODC en
plantas, fue descrita en semillas en germinacion de MHordeunm
vulgare L. Estas proteinas fueron purificadas y presentan un
Mr de 16.000 y 6.000 Da, respectivamente. El antienzima forma
un complejo muy estable, siendo disoclado en tratamlentos con
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sulfato Jde amonio al 10%. El complejo estd presente en el
vitosol y on la cromatina, siendo extaido de ésta con cloruro
sodico 2,0 M, Estudiando su forma de interaccion se demostrd
quer la adicion del activador a la oDC o al complejo enzima=-
antienzima, activa la ODC de igual forma, mientras gue no e
efovtiva la adicion del antienzima a la 0ODC ya activada
(Kyriakidis, 198)),

Un hacho a dostacar es la existencla, en plantas, de
dog rutas constitutivas y alternativas, que conducen a la la
sintesis de putrescina, a partir de los aminodcidos L-arginina
y L-~ornitina. En un principio se pensd que la ruta mayoritaria
ora via ADC, Sin embargo, eatudios posterlores confirman gue
ambag eanzimag, ADC y ODC, son activas en telidos vegatales.

Eatas dos rutas estdn a su vez relaclonadas, ya ¢gue
lon  doa  amlnodcidos son  lnterconvertibles: no solo la
~arginina es convertida a L-ornitina, con liberacion hidroli-
tica de urea por la enzima arginasa EC 3.5,).1, aino que a su
vozr la L-~ornitina puede ser metabolizada de nueve a L-arginina,
Al ser carbamllada para formar sucesivamente cltrulina y
L-arginina, a través del ciclo de la urea o de Krebs vy
Honsalelt (Flg. 3) (Schuber y Lambert, 1974; Bagnl, 1986).
Incluso se ha sugerido otra via de sintesis de putrescina: por
la anzima cltrulina descarboxilasa, que es la que catallza la
tormacién de  N-carbamilputrescina a partir de citrulina
(Flg. 4) (Crocomo ¥y DBasso, 1974) Slocum b al., 1984),

Numerosos trabajos han sido reallzados a fin de
astablecer la lmportancia de cada una de las rutas metabdlicas
an  la bilosintesls de putrescina. La razdn ADC/ ODC varia
considarabhlemante de acuerdo con la espaecie, el tejldo y el
putado  fleloldgico en que sa  hallen. En  plantasg de
Vigna radiata L., son simultdneas ambas descarboxllasas, pero
su actividad depende del taejido, asf, la actlvidad ADC es alta
en ralces, mientras qua la actividad ODC aumenta en raespuesta
a diferentes estimulog, tales como la esclisldén (Altman et al,,

1982).
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In general, y hasta el presente, existen evidencias
do gque en tejidos en crecimiento sin divisidn, tales como la
oxpansion follar de hojas de M, vulgare, la ADC parece ser la
principal  enzima veguladora de los niveles de poliaminas
(rimith, 1981). Esta enzima, a su vez, es inducida por varlos
tiposn do tension (especialmente por deficiencia en K', bajos
valores de pH y tenglon osmdtica), por hormonas vegetales y por
la luz  (absorbida por el plgmento fitocromo) en tejldos
diterenciados (Galston et al., 1981),

Durante el estado de rdpido crecimiento celular, con
alta velocidad do division celular, principalmente en tejidos
moristemdticos o reproductores, la biosintesis de poliaminas
tiende a estar relacionada con camblos en la actividad oDC
{Cohon et al., L982),

Ambas  rutas Dblosintétlcas alternativas, pueden
dignificar un mecanismo de "compansacion" para mantaner
constantes o controlar log niveles de putraescina (y poliaminas)
y sus etectos an plantas. La regulacidn de lag actividades ADC
y O es enenclal para la seleccldn de cada una de las rutas
matabdlicas, pudiendo depender de la disponibilldad de sus
sustratos, de la interconversion entre L-arginina y L~ornitina,
do la activacién o concentraclon de inactivadores especiflcos,
dao la diferente compartimentacion de ecada enzima, de la
sintesls de novo o en fin, de la induccidén en respussta a
daterminadons eastinulos hormonales y flsloldglicos.,

I.2.2.~ Inhibidores de la bicsintesis

Reclientemente #se han sintetizado y ensayado un
determinado nimero de compugstos gque inhiben especificamente la
actlvidad de los enzimas de la blosintesis de pollaminasg, por
union covalonte. Entre ellos, log mds utllizados han asldo:
DL-~a-di fluorometilaxginina (DFMA) inhibidor especifico
) irrevaraible da ADC (Kallio et al., 1981),
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BL-a-difluorometilornitina  (DFMO) inhibidor especifico w
irreversible de ODC (Metcalf et al., 1978), matil-glioxal-big~
guanilnidravona (MGBG) inhibidor reversible y no completamente
aspecifico de  SAMDC  (Willlams-Ashman Y Schenone, 1972) vy
dicicleohexilamina (DCHA) inhibidor especifico de aspernldina
sintasa (Hibasaml et al., 1980), no conociéndose un aspacifico
inhibidor de espermina sintasa.

A continuacion se muestra la estructura de tales
inhibidores:

CHF,
DEFMA NH, =« CH,=CH,~CH,~C~COOH
NH,
DEHO NH,=C=NH=CH,=CH,~CH,=C~COOH
NH NH,
H.N NH,
MGRG CoN{H)=~N=C(CH,) =C(H)=N~N{H)~C
HN NH

DEHA o mNHn\ \

ElL papel fundamental de las poliaminas en el creci~
miento ha sido constatado gracias a la disponibilidad de
mutantes auxotrdficos de E. coll y 8. ceravisiae (Tabor vy

Tabor, 1985),
Dado ¢ue en plantas, y hasta la fecha, sdlo sa ha

alslado un mutante con reducida capacldad para la sintesis de



poliaminas (Malwmborg, 1979), la via digsponible para al blogueo
de  dicha ruta moetabolica serfia mediante la utilizacidn de
inhibidores especificos de sus enzimas biosintéticas. Estos
compuastos se estan utilizando como potentes herramientas en la
investigacion sobre la funcidén de las poliaminas en plantas.

En  goneral, la inhibicidén del crecimiento que
producen ostos andlogos de sustrato, es revertida por la
aplivacion exdgena de poliaminas, probdndose la necesidad de
divhas sustancias en los procesos de crecimiento y desarrollo.

Los inhibidores DFMA y DFMO han sido empleados en
astudios sobre la regqulacidn de la blosintesis de polliaminas,
donostrando qua ADC, ODC o ambas son esenciales.

EL inhibidor DFMA bloguea in vitro la embriogénesis
de D, carota por inhibicldén de la actividad ADC, reduciéndose
draaticamente los nlveles de putrescina y espermidina en la
calula., El desarrollo del embrién es restaurado, en cultivos
tratados con DFMA, por la adicldén de putrescina, espermidina o
eapermina al medio . La adicidén de putrescina incrementa los
niveles Intracelulares de espermidina mds que los de la
diamina, suglriendose que la recuperacion de los niveles de la
triamina, cercanos a los del cultive control, son los responsa-
bles de la restauracion de la embriogénesls (Feirer et al.,
la984). En cultlvos de D. carota la adlcidén de DFMO no inhibe el
crecimiento, pero si Ilncramenta el Area celular, observdndose,
asl mismo, gue el inhibldor se acumula en células tratadasa,
gaptando dstas DFMO incluso en contra de gradienta. El inhibi-
dor podria almacenarse en la vacuola, no existlendo puas
degradacion del mismo an la cdlula (Mengoll et al., 1987).

Un alargamiento celular anormal ocurre, as{ mismo, an
cultivos en suspension da células de Nicotiana takacum L.
tratadas con DFMO, pero en este caso 8{ se Inhibe la divisiodn
celular, slendo letal para el cultlvo. El tratamlento con DFMA
pa nolamente letal durante la inlclacldn del crecimlento en al
cultive an suspension, quizds debido al incremento en la
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actividad ADC como regpuesta a la tensidn (Berlin y Forchae,
L9RL: Hiatt ot al., 1984),

La adicidn in vivo de DFMO a tejidos de ovario de
Lycopersicon esculontum Mill. inhibe la actividad oDC, impli-
cando un significativo descenso en los niveles de poliaminas,
arl como en pesao fresco y en contenido protelco. Como resultado
del tratamiento, cesa el crecimiento en los tejidos del ovario.
tn ente organo, el tratamiento con DFMA produce un afecto
similar, pero no c¢omo consecuencia de la inhibicidn de la
actividad ADC, sino por inactivacidn de ODC {Slocum y Galston,
1a8nn) .,

El inhibidor DFMA, presenta un alto grado de especi-
ficidad y no parece ser metabollizado en plantas, como ocurre
con DFMO, excepto en aguellos tejidos que presentan una alta
actividad arglnasa, Se ha confirmado, gracias a estudios
realizados In vitro, que dicha enzima cataliza la hidrdélisis de
DFMA o urea y DFMO, resultando una parcial inactivacidn de la
anvima ODC (Slooum y Galston, 198%a). Dicha reaccidn ha sido
vontirmada In vive mediante la adicion de DFMA nmarcado a
tejtdon de ovario de N, tabacum, recuperdndose en las células
DEFMO marcado. Por ello, se cuestiona su especificldad en
plantaa (Slocum et al., 1988).

Reclentemente, se ha desarrollade un grupo de
potentos Inhibldores, andlogos de agmatina, que actian selecti~-
vamente sobre ADC, lncluso en células vegetales, conteniendo
alta actilvidad arglnasa, ya que la agmatina no parece actuar
como sustrato de tal enzima. Dentro de ellos, podria citarse el
DL=a=monof luorometilagmatina, gque Inhibae el 95% de la actividad
ADC an extractos foliares de Avana sativa L. y H. vulgare, a
una concentraclion 0,1 mM (Bltonti et al,, 1987), Sin embargo,
hasta ahora, no se ha confirmado sl actuaria como sustrato de
la enzima AIH.

Uno de los campos en los que mds se ha investigado el
afacto inhibldor del DFMO, es8 en el estudio sobre la prevencldn



17

de  entfornedades  causadas por hongos fitopatdgenos. Como ya
henos  comentado, en hongos la biosintesis de putrescina se
realisa exclusivamente via ODC (como en animalea). $in embargo,
y dado que on la planta huesped existon dos rutas alternativas
para la sintexis Jdo la diamina, se pensd en la poslibilidad de
inhibir ol crecimiento del hongo mediante la aplicacidn de
DEMO, win quo dnto afectara al normal desarrollo de la planta
fuenped.,

do ha confirmado que el DFHMO es un potente inhibidor
dol crecimiento micelar de hongos fitopatdgenos, y que dicha
inhibicion es revertida por la aplicacién exdgena de putrescina
o erparmidina, La inclusion de DFMO entre 0,5 y 2,0 mM en los
meddion, inhibe significativamente el crecimiento nilcelar vy
orpecialmente la esporulacion de Helminthosporium maydis Nisik.
en oscuridad y tal efecto se incrementa bajo condiciones de
luz., La inclugion en los medios, de putrescina 0,2% nM,
previane totalmente el efecto inhibidor de DFMO, posiblemente
por aatar limitada la sintesis de espermidina y espermlna. No
tione afecto la adiclidn de cadaverina o Ca*, La apllicacidn de
DFMA e jerce un efecto Inhibidor débil, que no es revertido por
la aplicacldn de putrescina exdgena, siendo este efecto
inespecifico v no existiendo conversidn a DFMQ, ya que no se
datects actividad arginasa en el hongo (Birecka et al., 1986),

Bl craecimiento micelar de Verticillium dahliae se ve
retrasado por DEFMO a una concentracidn tan baja como 85,0 uM, y
oa ravertido por putrescina. En este caso, la aplicacidn de
DFMA tamblén inhibe el crecimiento, comprobidndose que no exlate
actividael ADC en el hongo, pero saf actividad arginasa, que
seria responsable de la conversion de DFMA en DFMO (Muasell
et al., 1987).

En las inveatigaclones sobre el desarrollo de la
snfermecdad en plantas huesped, se confirmd que la aplicacidn de
DEMO protege a la planta contra la infeccion.

Rajam at al, (198%) nmuestran que una apllcacidn en
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"spray' de 400 upl por hoja de una concentracion 0,5 mM de DFMO,
protoege completamente a plantas de Phaseolus vulgaris L. contra
la infeccion por uredosporas de Uromyces phaseoli (Pers.)
Wint., siendo mas efective el tratamiento de DFMO tras la
inoculacion. Este inhibidor, un metabolito del mismo o un
compuasto inducido, serfan translocables ya que se conflere
proteceion a partes de la planta donde no se ha aplicado DFMO.
Quizas lo mdg interesante de estos estudlos es la persistancia
del otecto inhibidor del DFMO, hojas infectadas, una semana
daspuds de la aplicacidén del Inhibidor, son aun parcialmente
proteqidag contra la infecgion. La aplicacidn de DFMA, por el
contrario, resulta inefectiva, incluso a una concentracion
5 mM.

También es efectivo el tratamiento posterior a la
inoculacion con DFMO a plantas de Vicia faba L. frente a la
infecaion por Uromyces viciae~fabae (Pers.) Schr., confirmdndo-
ge que dicho tratamiento no afecta al crecimiento de la planta,
ni a la concentracidn enddgena de poliaminas, tanto en hojas de
plantas infectadas como en las no Lnoculadas (Walters, 1986),

Gomo  indicamos, la biosintesis de espermidina vy
enparmina puede ser inhiblda por DCHA y MGBG a nlvel de
aupermlidina sintasa y SAMDC, respectlvamente., Greenberg y Cohen
(198%) demostraron que la inhibicldén in vivo de espermidina
gintasn por DCHA, en protoplastos aislados de Brassica
chinonsis L., causa un rdpldo descenso en los niveles de
aaspormidina. Este efecto estd acompanado por el Llncremento de
los nivalesn de S-adenosilmetlonina descarboxilada (hasta
10 vecoes) y espermina, sugiriendo que S-adenosilmetionina
deacarboxilada es un facgtor limltante para la sintesls de
papsrnina, Eato podria explicar, asi mismo, lo observado por
Bliondl et al. (1986), quienes encontraron que la captacidn de
DCHA v la inhibicidn de la sintesls de espermidina no tienen un
afocto sobre el creclmiento de cotlledones, en cultive, de
Pinus radiata D. Don, va que el incremento en la sintesis de
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vsparnina puedo conpensar la pérdida de espermidina,

De  torma  similar, DCHA ejerce un suave efecto
inhibidor sobre el ciclo celular de H. tuberosus, debido en
parte a su degradacion en el tejido. Sin embargo, los autores
proponen gue  la putrescina podria sustituir la funcién de
egpornidina, puesto que se observa una acumulacién de la
diamina por inhibicion de la sintesis de espermidina con DCHA
(Torvigiani et al.,, 1987). Por otro lado, este mecanismo de
compensacion no  slempre existe: en cultivos celulares de
p. carota, el tratamiento con DCHA disminuye los niveles de
gaparmidina con un  incremento paralelo de los niveles de
putrescing, caugsando una reduccldn dramdtica en al crecimiento
Yy la embriogénesis. En este caso, es la triamina la que elerce
un papel clave en dichos procesos, vy no es sustituida por el
invremento en los niveles de putrescina (Feirer et al., 1985).

Bl Inhibidor MGBG, no s8dlo afecta a la actlvidad
SAMDC, mino tambien a la conversidn de putrescina en espermidi-
na (Hirasawa y Suzuki, 1983), La reduccion de los niveles de
anpermlidina por MOBG ha sido demostrada en semillas de
H. vulgare durante la germinacldn (Serafini-Fracassini, 1984),
Bl inhibidor MGRG puade ser usado en estudios sobre la funcién
do poliaminas en plantas, debido a su habllidad para reducir
lon niveles intracelulares de espermidina y espermina. Sin
anbargo, ae debe tener precauclion al interpretar los resultados
pusato que su efecto pusde ser inespeciflco, ya que puedae,
tambtén, inhibir el catabolismo o degradacion de putrescina por
diamino oxidasas (Lin, 1985).

I.2.3.~ Qatabollsno

La degradacion de poliaminas en plantas se lleva a
cabo por la via oxldativa, slendo catalizada por diamino
oxidagsas EC 1.4.3.6 (DAO) y pollamino oxidasas EC l.4.3.4
{PAO)) ., Estas enzimas, capaces de oxidar poliaminas, Ffueron
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halladas, respectivamonte, en dos familias de plantas: Fabaceae
Yoo Podacean,

La enzina DAO es particularmente activa en legumino-
san. Bnouan principio fue caracterizada en extractos de pldntu-
lan de Pisum sativas L. (Hill, 1971) y posteriormente en otras
vapecien vagetales (Rinaldl et al., 1985). Dicha enzima ataca
exclusivamente grupos amino primarios, siendo particularmente
Acliva con putresdina como sustrato, oxidiandola directamente a
L-pirrolina, H,0, y NH,. 5in embargo la enzima DAO exhiba un
amplio rango deo especificidad de sustrato, oxidando otras
Jdlaminan, asi como  esapermidina y espermina (Smith et al.,
19440, La anzima ha sido puriticada y caracterizada en legumi-
notan y Fuphorbia ap., contliene cobre en su molécula y s de
naturaleza dimerica (Rinaldl et al., 198%).

En Litng culinaris Medicus y P, sativum la actlividad
DAL aparece tempranaments durante la germinacidn (Federico
af al., 198%). La enzima, cuya sintesis s controlada por
hormonas, o8 induclda por sus sustratos (Srivastava et al.,
1977} y nu actividad se ve afectada por laa condicicones de luz
ajo las cuales crece la planta (Macholan y Minar, 1974).

La actividad DAO iIncrementa durante la rdpida
proliferacion y eracimiento de los tejldos, decreclendo durante
la nenescencia y madurez. En tubdrculos de #., tuberosus, en al
periodo previo a la divisidn celular, incrementa la actividad
DAO en paralelo al incremento en la actividad de los enzlimas
Biosintéticos de putrescina, precadiendo la mdxima acumulacidn
do la diamina al mdximo de actividad DAO. Durante la formacion
del tubdroulo, estado que se caracteriza por un alargamiento
calular @ Intenso metabollismo blosintético existe, asi nlsmo,
una correlacidn directa entre la biosintesls (aumento del
contenido de putresclina debido a la actividad ADC) y la
oxidacion (actividad DAD) de putrescina (Torrigianli st al.,
1988), Es probable que la DAO, por reclelar el niltrégeno y al
carbono de la diamina, regule los niveles celulares de putres-
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ving y por tanto ol de poliaminas en la célula.

La actividad DAQO es mds alta en epicotilos etiolados
de Lo culinaris vy P sativum que en los desarrollados en luz.,
En ambas especies existe un paralelismo entre la actividad DAO
y los niveles de diaminas (putrescina y cadaverina) a lo largo
da todo el epleotilo y la raliz, no ocurriendo asi con espermi-
dina y espermina (Federico y Angelini, 1988).

La enzima PAO es una flavoproteina monomérica, que
axida especificamente grupos amino secundarios de espermidina
Yy eapermina 4 l-plirrolina y 1l-(3-aminopropll)-pirrelina,
roespectivanente, mas log coproductos 1,J-dlaninopropano y H,0,
(smith, 198%b: Smith et al., 1986),

Enta enzima, que estd presente mayoritariamente en
Poaceae, ha sido parcialmente caracterizada en hojas de H.
vulgare: purificada de A, zativa (Smith, 1976; Federlico et al.,
1989) y de Zea mays L. (Suzuki y Yanglijawa, 1980). Recienteman-
te ha sido caracterizada en hojas de Bichhornia crassipas Solms
{(Yanagisawa et al., L987)}.

La enzima PAO prasenta muy baja actividad en semillas
no germinadas de #, mays, pero aumenta continuamente durante la
gqerminaclion, espaclialmente en brotes etiolados, indicando su
posible papel en la elongackdén celular (Torriglanl et al.,
rna8) .

Eatudios fnmunohistoquimicos y biloquimicos, reallza-
dos on  leguminosas y gramfneas, indican la locallzacidn
proferenta de las enzimas DAO y PAO en la pared celular (Kaur-
finwhney ot al,, 1981; Federico et al.,, L98%). Incluso ge ha
purificado una PAO de extractos de pared celular en pldntulas
de #., mays, conteniendo dasta un 2,5% de azlcares, mayoritaw
riamente arabinosa (Federico et al., 1989).

Dada esta locallzacldn, se ha propuesto gque tales
enzimas fueran rasponsables de la produccidén de perdxido de
hidrégeno necesaria en determinadas reacclones ¢ue catallizan
paroxldasas, y ocurren en la pared celular, como las relaciona-
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dan cun la biosintesis de polisacdrides y lignina (Federico vy
Amaelini, 1980). En este sentido, Angelini et al. (1987)
determinaron qua la adicion de perdxido de hidrdogeno o espermi-
na g secciones del mesocdtile y del coleoptilo de Z., mays,
tavorecen notablemente la actividad de isoperoxidasas extrace-
lulares, on paralelo a la actividad PAO,

Emtas  enzimag  implicadas en el catabollsmo de
poliaminas, pueden ejercer una funcién crucial en los procesos
de crecimiento, pero tal funcilon puede no estar relacionada,
exviugivamente, con la regulacién de los niveles de poliaminas.

Low productos resultantes de la oxidacion de poliami-
nas, #@on posteriormente reciclados en el metabolismo., Asi, el
1, t=liaminopropano es degradado a f-alanina en #. mays (Terrano
y susukl, 1978a), mientras qua l-plrrolina es metabolizada a
sucelinato, via deldo y-aminobutirico (GABA) como intermedlario
(Terrano y Suzukl, 1978b) (Flg. 8). En 198%, Flores y Filner
varacterizaron, por primera vez, la enzima pirrolina deshidro-
dqunana en plantas de P, gativum y A, sativa,siendo dependliente
do NAD® y eupecifica de l-plrrolina como sustrato, oxiddndolo
a GABA; encontrdndose locallzada en ol protoplasto,

I.2.4,~ Matabolismo gecundario

En comparacidén con la blosintesis y degradacidn de
poliaminas, poco se conoce acerca de su posterior metabollsmo,
21 blen, datas parecen funcionar como precursores en la
Formacion de clertos metabollitos secundarlos en plantas.

En tejidos de callosn de N. tabacum las pollamlnas
aparecen, casi en su totalldad, como amidas conjugadaa (median=
v union covalente) a dcldos hidroxicindmicos (Mizusakl et al.,
1971) y en cultivoes de cédlulas en suspension, de clertos
mutantes de N. tabacum, estos conjugados representan la mayoria
de los constltuyentes fendllcos en la célula (Berlin, 1981).
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En Solanaceae, donde las poliaminas existen princi-
palmentae como amldas conjugadas, no ha sido posible detectar
actividad DAO, especuldndose sobre la posibllidad de que al
"pool™ de pollaminas libres en estos tejidos pueda estar
regulado por la formacidn reverslble de conjugados, u otro tipo
de metabol lamo, mds que a través del catabollismo oxidativo. Sin
embargo, ol aignificade filsloldgico de sstas amidas es aun
dasconocido,

Bstos compuestos normalméente no estdn presentes an
hojas y otros telldos vegetativos de plantas de N. tabacum,
pero se acumilan en los dplces del talle, despuds de la
induacion floral, pudliendo astar implicados en la fisiologia de
la Floracién, Incluso, los dorganos sexuales wmascullinos vy
fomaninos pueden cdiferenclarse por su diferente contenido en
fenolaminas. FEn anteras, las amldas gue se acumulan son
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conpuastos neutros, disustituidos (por ejemplo: di-p-cumarilpu-
trascina, di-p~cumarilespermidina), mientras que las acumuladas
en ovarios son  alecalinas, monosustituidas (por ejemplo:
prounariltputrescina, p-cumarilespermidina, ferulilputrescina,
cafellespoarmidina) . Existe, por lo tanto, una aparente relacidn
antre loa cambios bloquimicos y la diferenciacidn sexual. En el
resto Jde la planta durante el periodo juvenil estdn ausentes,
ancontrandose  posteriormente amidas en la madurez (Cabanne
et al., 1977},

Actualmente se ha purificado, en extractos de callos
da N, tabacum, una enzima que cataliza la formacldn de cafeil-
putvescina a partir de ecafeil-CoA y putrescina. La enzima
cafell-CoA-putrescina-N-cafell transferasa es soluble y no s
anpecifica para putrescina, yva qua puede conjugar cafell-Cod
con eapermidina, agmatina y cadaverina (Negrel, 1989).

Estans amidas pueden conferir resistencla a la
infecclion viral en semillas y tejidos reproductores (Smith et
al., 1983). En holas de N. tabacum Infectadas con el virus del
mosnaico del tabaco (THV), las cdlulas sanas situadas alrededor
do la lenlon necrotica local, aparecida despuds de la inocu-~
lacian del virus, incrementan la produccidn y acumulan amldas,
Lan partfculas del virus estdn ausentes en drganos sexuales y
on aemillas, donde lag fenolaninas se acumulan en grandes
cant tdades, Aplicaciones téplcas de estos conjugados a hojas
infectadas, raducen el nimero de lesiones producidas por el
virus (Martin y Martin-Tanguy, 1981},

Mas reclentemente, se ha estudiado el papel de las
poliaminas conjugadas o libres en la proliferacién celular y la
dlferencleldn, El nivel intracelular de putrescina e hidroxlei-
namilputrescina, lncrementa marcadamente cuando los explantos
foliares da N. tabacum son Inducidos a prollferar. Los camblos
morfologicos o de crecimiento sa acompaian de cambios en los
niveles de putrescina, especificamente de putrescina conjugada.
tos niveles mas altos de amidas se hallan durante los primeros



dias da cultive, cuando sucede la rdpida proliferacidn celular
y declinan en paralelo a la divisién celular, ocurriendo
entonces la diferenciacion. Los bajos niveles de espermidina y
espornina hallados y los correspondientes niveles elevados de
putrescina  conjugada, sugieren gue la principal ruta del
natabolismo de la diamina es via conjugacidn, no actuando los
con jugados, al menos en aeste sistema, como una forma de
almacenaniento de poliaminas (Martin-Tanquy et al., 1988).

En railces de plantas de N. tabacum, la diamlna
putrescina en incorporada dentro del anillo N-metilpirrolidina
da la nlcotina (Mizusaki et al,, 1973). En callos de aesta
planta  creclendo sobre un nmedio con alta concentracidn
(11,5 wM) de doido a-naftalenacético, no dptimo para la
sintesis de alcaloides de pirrolidina, se detecta formacidn de
con jugados solubles en dcido de putrescina y espermidina; sin
snbargo, en callos que crecen ¢on una baja concentracidén de
hormona (1,% uM), condicion optima para la sintesis de alcaloi~
dan, nornicotina y nicotina son los principales derivados de
putrescina, Estos datos sugleren que los conjugados de putres-
cina solubles en la fraceidén dcida pueden actuar como un “pool™
para la formacidén de alcaloldes de pirrolidina, en sistenas
gdonde la blosintesls de alcaloides es operativa. En este
nintema el doldo a-naftalenacético no sélo regula la bloginta-
sin de nicotina, aino también el metabollsmo de poliaminas. Los
camblor en la actividad ADC, mds que ODC, se corresponden con
ol incremanto en los niveles de alcaloides en al cultivo
(Tiburaelo et al., 198%5),

Fn plantas de N. tabacum decapitadas es la actividad
ODC, mds gue ADC, la relaclonada, en principlo, con la blosin-
tesnlis de nicotina (Mizusaki et al., 1973). Pero trabajos
posterlores en plantas intactaa demostraron que en ralces
oxlate una actividad ADC gue es 4,5 veces superior a la de 0DC,
El tratamlento con DFMA 1 mM lnhibe fuertemente la sintesls de
alealoldes de pirrolidina, siendo el tratamiento con DFMO 1 mM
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manos  efectivo. Por otra parte, el flujo de ¢ procedente de
L=arginina hacia nicotina es mdas eficiente que el flujo desde
L-ornitina (Tiburcio y Galston, 1986).

En otras plantas, las poliaminas forman parte de
alealoidos mds complejos  (Smith et al., 1983). Dimaros de
d-cumarilagmatina, conocidos c¢on el nombre de "hordatinas",
fueron encontrados en tallos de . vulgare. Estos compuestos
inhiben la germinacidén de una amplia variedad de esporas
fungicas y confleren reslstencia a pldntulas de H. vulgare
frenta a la infeccidn por Helminthosporium sativum (Smith vy
Rant, 1978),

En cultivos de raices de Senecio vulgaris L., 8@
gintetizan nlealoldes de plrrolizidina (grupo de constituysntes
socundarios de plantas ¢que probablemente sirven como agentes
guimicos protectores), con un porcentaje de incorporacidn de
putrescina y espermidina del 20 al 30% (Hartmann y Toppel,
1987) . En exparimantos con isétopos radiactivos e inhibldores
anpecificon de las actividades ADC y ODC, sa demuastra que DFMA
previsne completamente la incorporacidén de *C-arginina y
“e-prnitina en eapermidina y alcaloldes de pirrolizidina,
cancluyendo c¢que la putrescina deriva exclusivamente de
L-arginina via agmatina, siendo la diamina un precursor comun
en la biosintesis de pollaminas y en la da alcaloldes de
plrrolizidina (Hartmann et al., 1988).

I.2.8.~ Compartimentacion subcalular

Se conoce muy poco acerca de la localizacidn subcelu-
lar de las poliaminas o de sus enzimas bilosintéticas. A lo
largo de las investigaciones reallzadas se desprende la idea de
su poslble compartimentacidn., Se observa que el destino
matabolico puede ser completamente diferente segun se trate de
I~arginina aplicada exdgenamente o del "pool!" de L-arginina
ondégena {8chuber y Lambert, 1974). Un problema similar surge



cuando  Ho o aportan poliaminas exdgenamenta: no son siempre
motabolizadas de la misma forma que las poliaminas enddgenas
tslocum ot al., 1984). Por otro lado, el hecho de que la
diamina putvescina pueda ser sintetizada a través de dos rutas
motabdlicas diterentes, pero coexistentes, y que las polliaminas
derivadas de cada una de las actividades oODC y ADC puedan
@jorvor diferontes funciones flsioldgicas, apoyan la idea de
una localizacion celular tanto de las poliaminas como de sus
anzinmas blosinteticas (Hiatt, 1989).

Extudios de fraccionamientoc celular, generalmante,
revolan la localizacion ¢itopldsmica de ADC (Smith, 198%a). La
ensima arginasa ha sido localizada en la fraccién mitocondrial
de  cotiledones de V. faba (Kolloffel y Dijke, 1975). La
actividad esparmidina sintasa, ha sido hallada en preparaciones
de cloroplastos puriticados de hojas de B. chinensis (Sindhu y
Cohen, 1984). La enzima ODC se muestra asoclada, en un 75%, con
1a cromatina nuclear y a otros orgdnulos gue contienen ADN en
plantulas do H., vulgare, slendo el 25% restante cltosdlica
{Panagliotidis et al., 1982; Kyriakidis et al., 1983). En
cultivos celulares de N. tabacum, la mayor parte de la agtivi=-
dad ODC se esncuentra en el sobrenadante, pero una gran pro=-
porceion es localizada en la fraceldn nuclear (Walker et al.,
Lagt),

Las poliaminas: putrescina, espermidina y espermina,
han sido halladas en la vacucla, asi como aen la fracclidn
solubla del citoplasma de pldntulas de P, sativum (Bagni vy
Sorafini-Fracassinl, 1974). Tamblén se han detectado en
mitocondrias alaladas de tubérculos de H. tuberosus durante los
distintas fases del estado de letargo y al principlo de la fase
G, del eiclo celular (Torrlglani y Serafini-Fracassinl, 1980)
asi como en cloroplastos de Fuglena gracilis Dang., hojas de
Spinacia oleracea L. y de Oryga sativa L. (Bagni y Serafini-
Fracassinl, 1974; Chattexjea et al,, 1988).

En células eucariotas, la tetraamina espermina tiende
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a sar mas abundante en el ndicleo, asocidndose con el ADN y ARN
nuclear. La esparmidina se halla a menudo en los ribosomas vy,
junto con putrescina, asoclada con ARN, y posiblemente ARN, en
@l citosol (Galston y Kaur-Sawhney, 1981).

Las poliaminas han sido localizadas en cloroplastos
da cotiledones de P, radiata y en mitocdndrias de tubdrculos de
#. tuberosus. Dichas poliaminas pueden ser sintetizadas in situ
ya due ambos orgdnulos contienen las actividades ODC, ADC y
SAMDC, y quizds estén relaclionadas con la sintesls organular de
macromoléculas (Torriglani et al., 1986),

.30~ TRANSPORTE DE POLIAMINAS

L.3.1.~ Trangporte celular

Hemos comentado algunos de los mecanismos que regulan
la concentracidén de poliaminaa en la célula, sin embargo otro
a tenar en cuanta serfa el transporte de dichas sustanclas, ya
gque, por ejemplo, se ha observado qua la inlciacién de la
pro}liferacion en Plbroblastos humanos estd acompanada de un
incremento an el transporte de putrescina y no de una sintesis
intracelular de la misma (Pohjanpelto, 1976)}. Por lo tanto, en
lon vltimos afos una gran parte del estudio en el campo de las
poliaminas se ha centrado en la caracterizacion del transporte
colular (hacla @l interior o su secrecidn) como necanismo
requlador de los niveles enddgenos de poliaminas,.

Tabor y Tabor en 1966 fueron los primeros en abordar
dicho estudio, Deacribleron que en E. coli son doa los mecanis-
mos implicados en la acumulaclidén de poliaminas: una absorcidn
no dependlente de energfa, que se desarrolla tanto a 37°C como
a 0°C y un sistema transportador dependiente de los procesos
metabdéllcon, que no ocurre a 0'C, y que decrece marcadamente
por la ausencia de glucosa o por la adicidn de p-dinitrofenol.

En Anacystls nidulans Ndg. la velocidad de captaclan
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da putrescina es dependiente del pH extracelular, entre 8,5 y
10,% ¥y de la concentracion de diamina externa (1-200 uM). La
acumulacion de putrescina exdgena en la cianoficea es, asi
mismo, proporcional a la concentracién de la diamina en el
medio, sugiriendose que la captacién no estd sujeta a una
regulaciaon celular. Dicho organismo presenta baja capacidad
tamponadora, incrementando el pH externo durante la fase de
crecimiento exponencial. Al permanecer el pH citopldsmico
relativamente constante, existe un gradiente de pH entre el
citoplasma y al medio. Se propone que la molécula difundiria
libremento en su forma no cargada (neutra), quedando atrapada
an la ¢alula en su forma protonada, debido al bajo valor del pH
intracelular (Guarino y Cohen, 1979%a).

Reclentemente ha sldo abordado al estudio del
transnporte celular en plantas. La cinsdtica de la captacidn de
polliaminas ha sldo eatudiada en pdtalos de saintpaulia lonantha
Wondl. En eate slatema, la captacldn de putrescina, espermidina
y eupermina es dependlente del pH externo, observdndose dos
mdximos: a bajas concentraciones extracelulares de pollaminas,
al optimo es a valores de pH entre 4,5 y 5,5 , ocurriende la
acaptaclon en contra de un gradiente de concentracidn; a altas
goncentraciones de poliaminas, el pH o6ptimo es 8,0, sigulendo
1a gaptaclén un gradiente de concentracidén con valores de K, de
B,6 , 1,2y 2,1 mM para putrescina, espermidina y espermlna,
respactivamente. Los resultados de experimentom de competiclon
rovelan ¢ua putrescina y espermidina no comparten el mismo
glatema transportador. La mayor parte de la putrescina trans-
portada se locallza en la vacuola, gue ocupa una gran parte de
Jas ealulas del parédnguima de &, Jiconpantha. El mecanliamo
Impulsor del transporte no estd claramente definido. Diferentes
agantes desacopladores no son capaces de afectar la captacidn,
ain embargo, el transporte de espermidina es inhibido un 135% a
0°C y un 68% por el tratamlento con tlocianato sdédico 20 mM,
con respecto al control, estando implicado, posiblemente, un
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mecanismo de transporte activo (Bagni y Pistocchi, 198%;
Pistocchi ot al,, 1986).

Un sequndo sistema en el gue se ha estudiado el
transporte <de poliaminas ha sido en cultivos celulares de
D. earota. La acumulacion de putrescina y espermidina aes muy
rapida, rindiendo el maximo a tan s6lo 1 min., Existe tamblén un
slstema bifasico con distintas afinidades para bajas y altas
concentraciones. En ambos casos, la captacidén se mnuestra
saturable para putrescina, mientras gque el transporte de
espermidina es lineal a altas concentraciones y saturable a
bajns concentraciones, La diamina captada estd localizada en la
fraceion soluble del cltoplasma y la triamina princlpalmente en
la pared celular. EBste transporte se muestra parcialmente
afectado por inhibidores metabdlicos, no siendo completamante
dependiente de energia. Los autores proponen que la entrada de
poliaminas en la cdlula es conduclda por un gradiente eléctrico
a través de la menmbrana, con un posible intercamblo (transporte
bldireccional) entre moléculas de pollaminas dentro y fuera de
la célula., Esta hipdtesls estd basada en la liberacidn al medio
do la poliamina absorblda, en presenclia de concentraciones
axternas creclentes, de la correspondiente pollamina o Ca™
(Pistocehl ot al., L987).

En protoplastos y vacuolas aisladas de D. carota,
donda no interviene la pared celular, la captacion es depen-
diento, de forma lineal, de la concentracién y del pH en
protoplastos, mnlentras que en las vacuclas se observa una
cinética de sBaturacién y un estrecho margen de pH dptimo
(alrededor de 7,0). Las diferancias entre ambos trangportes
apoyan la hipotesis de una entrada de poliaminas por simple
difusion a traves del plasmalema, slendo posteriormente
transportadas del citosol a los orgdnulos, particularmente
dantro de la vacuola, en un procaeso mediado por una molécula
transportadora (Pistocchl et al., 1988),



[.3.2.- Translocacidn

Atendiendo a  la regulacién de la concentracién
endogena Jdo poliaminas en la planta, otro factor a considerar
o8 #U posible transporte intercelular o si dstas son transpor-
tadas a  larga distancia, entre o6rganos sintetizadores vy
sumideros, por medio de los elementos conductores.

Laa investigacliones sobre la translocaclon de
poliaminan surgen a raiz de considerar que tales sustancias son
ublouas vy elercen una importante funcidn en los procesos de
crecimiento y diferenciacion. Con ello, su accion seria similar
a la de hormonas vegetales, pudiendo ser las poliaminas un
nuavo  qrupo  de  reguladores enddgenos del crecimiento de
naturaleza hormonal (en contraposlcidn a otros hechos gque
apuntan hacia su papel como "segundos mensajeros!" de la accidn
hormonal). Para tal consideracidn habria que demostrar su
movilldacd a 1o largo de la planta como ¢riterio para ejercer su
funcion reguladora.

Hasta e) momanto, existen pocos datos, siendo éstos
controvaertidos, Chen y Kao (1983) exponen que el efecto
antisenescente <de pollaminas exdgenas, sobre la pérdida de
clorofilas en hojas cortadas de diferentes especies estd
limitado a los tejldos alrededor del corte o cerca de la vena
principal. No parecen penetrar en dreas follares no vasculari-
zadas . Cuando son lnyectadas poliaminas marcadas a cotlledones
de P, sativum etiolados, déatas son trangportadas pobremente a
toildon del epilcétilo., Sin embargoe, importantes niveles de
radlactividad pueden ser recuperados en los tejidos del
gpicotilo, en forma de putrescina o cadaverina, cuando
IL~arginina ¢ L-lisina marcadas se suministran a los cotiledo-
nes. Por tanto, las poliaminas sintetizadas en el tejido fuente
(cotiledones) son translocadas a poca distancla (en 4 h),
mientras que las polliaminas halladas en la regidn de crecimien-
to surgen del transporte y conversidon de sus aminodcidos



precuarsoras (Young y Galston, 1983b).

Recientenente, estudiando la distribucion de poliami-
nas durante la germinacion de Z. mays, Sepulveda y Sdnchez de
Jiménez (LO88) daterminaron que no existe un transporte
entre tojidos embrionarios, mds bien cada tejldo sintetiza sus
propian poliaminas,

En contraposicion, otros trabajos apuntan hacla su
posible  translovacidn., Las  pulverizaclones de poliaminas
durante la fertilizacion de frutos de Malus domestica Borkh.
demuantran la capacidad de las hojas jovenes, asi como de los
fruton  eon  formaclion, para sintetizar poliaminag, siendo
putrescina, y probablemente sspermidina y espermina, transpor-
tada de forma no polar via pedunculo entre ambos drganos (Bagni
ab al,, 1984),

Los andlisls de exudados vasculares (xilema vy
floema) de cuatro especles vegetales revelan que dstos contie-
nen considerables cantidades de poliaminas, siendo putrescina
la principal poliamina detectada, indicando con ello gque pueden
sary tranuportadas entre los diferentes drganos de la planta,
Lasn mayores cantidades se hallan en exudados de plantas adultas
o nonatidas a tension salina (Friedman et al,, 1986).
suministrando putrescina tritiada a raices de diferentes
gapeclen, dsta es translocada rdpidamente (30 min) a 2zohas
superioras de las pldntulas, incrementando su transporte a lo
largo de 24 h y disminuyendo sus nivelas progresivamente en las
raicen., bDicho transporte es apolar, aunque bldireccional,
acurriendo mayoritariamente a través de los vasos xilemdticos
{Rabiti et al., 1989).

Los altos niveles de poliaminas cue son generalmente
ancontrados en cotlledones de Beta vulgaris L., pueden ser
exportados en pocos minutos y en pequefias cantidades a hipocd-
tiloa y radfculas (Christ et al., 1989},
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I 4.~ FUNCION MOLECULAR DE LAS POLIAMINAS

Muchas de las funciones bloléglcas que ejercen las
poliaminas parecen ser atribuidas a su naturaleza policatidéni-
¢a. Dicho caracter permite su interaccidn electrostdtica con
grupos fostato negativos de los dcldos nucleicos, fosfolfipldos
de menbrana as{ como grupos funcionales, cargados negativamen-
te, de proteinas enzimdtlcas o0 estructurales de la cédlula,

Las poliaminas regulan la estructura de dcldos
nucleicos a determinados niveles de organizaclidn (Tabor vy
Tabor, 1984), La tetraamina espermina, c¢on sus cuatro grupos
amino, sa une electrostiaticanente a dos aniones fosfato de cada
cadena de ADN, imponiendo rigidez a la estructura y establli-
gdndola contra la desnaturalizacldén térmica (Ligquorl et al.,
1967). Las varlaclones aen el contenido de espermidina vy
eapormina dal ADN, facilitan los cambios conformaclonales
(transjcidn de la forma funclional B a la ne funcional 72 en
polinucledtidos sintéticos metilados) a concentraciones salinas
flaioldglcas (Behe y Felsenfeld, 1981).

Investigaciones llevadas a cabo por Cohen y Greenberg
(1981) sugleren que las poliaminas pudlieran estar implicadas en
la determinacion de la estructura secundarla de dcildos nuclei-
con, al obsarvar gque espermidina es un componente Intrinseco
del core de ARN de un virus vegetal, Las poliaminas tamblén
contribuyen al mds alto nivel de organizacidén del ADN al ser
halladas en nucleoides bacterlanos y en células de mamiferos an
intertase donde espermina y putrescina inducen la condensacidn
de los cromosomas y la disolucldn de la envuelta nuclear
(§locum et al., 1984). Mas recientemente se ha determinado que
1a cromatina aimlada de Z. mays contiene un 0,1% y un 3,7% de
aspermidina y espermina, respectivamente, con respecto al
contenido total en el tejido completo, no hallande putrescina.
La esmpermldina unida es totalmente solubllizada por tratamien-
ros con ADNasa, no occurriendo asi con la espermina (Hirasawa
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y suzukl, 198%),

Las poliaminas, junto con las histonas del core
nucleosomal y otros componantes bdsicos celulares, pueden
participar en la regulacidén de la conformacién del ADN y ser
tundanentales aen el control de la unidén o el ensamblaje del
nucleosoma ¥y la consecuente expreslon genética.

sakal y Cohen (1976) sugieren en sus investigaclones
que  las poliaminas favorecen la conformacién del ARN. en
bacvterias y levaduras y Loftfield et al. (1981) han demostrado
que la velocidad y praclisidn de la aminoacilacién de moléculas
do ARN, se ve favoreclida por concentraciones mM de espermina,
bion por activacion de la enzima aminoacll~ARN, sintetasa ¢ por
#u capacidad para sustituir al Mg* en la reaccidén de aminoaci=-
lacion durante la sintesis proteica. Complejos entre poliaminas
¥y ARN,, ARN, y una fraccidn conteniendo poli(A)-ARN y proteinas
fueron hallados en tejidos de tubérculos de H. tuberosus. La
cantidad de poliaminas unidas a ARN en cdlulas del parédnguima
en tubdrculos en estado de letargo es menor e Incrementa
(enpecialmente de putrescina) con la activacidn del crecimiento
{Seralini-Fracasainl et al., 1984). Ribosomas alslados de
tolldos en letargo son incapaces de llevar a cabo la si{ntesis
proteica sin un aporte exdgeno de espermidina y putrescina. Por
gontraste, ribosomas extraldos de tejldes activados contlienen
las nacesarias poliamlnas enddgenas unidas para llevar a cabo
dicha sintesis (Cocuccl y Bagnl, 1968).

En memillas de O, sativa, la pérdida de viablilidad se
asnocla con un progresivo decaimiento en su capaclidad de
sintesis protelca. En dichos estudios la administracldn de
papermina (0,4 mM) favorece la sintesis protelca al incrementar
la actividad aminoacll~ARN, sintetasa (Mukhopadhyay y Ghosh,
1L986) .

A concentraciones [fisloldgicas las poliaminas
favoracan, de forma directa o lIndirecta, la replicacidn y
trangscripeion dal ADN, as{i como la traduccidn del ARN, in vitro
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(Yiakai y Cohen, 1976: Slocum et al., 1984). Tales sustancias
punden ser sustituidas en su unidn a dcidos nucleicos por
cationes inorgdnicos divalentes tales como Mg* y Ca® (Tabor vy
Tabor, 1984; Bachrach, 1973), sin embargo, el mecanismo de
acvion de las poliaminas reside en su espacificidad quimica y
no siempre pueden ser sustituidos por aquéllos. Tal es el caso
en su capacidad Jde organlzar la estructura del ARN, hacla su
contormacion activa (Quigley et al., 1978),

Sus afectos (n vivo, tanto en plantas enteras como en
cultivos vegetales, estdn estrechamente relaclonados con la
proliferacion celular. Células en rdpido crecimlento contienen
niveles deo poliaminas mds altos que las no proliferantes. De
hacho, la sstimulacion del crecimliento estd acompanada, en
general, por un incremento paralelo en el contenldo celular de
poliaminas y dcldos nucleicos (Smith et al., 1978; Bagni et
al., 1981; Malas et al,, 1982; Cohen et al., 1984; Sepulveda y
Sanchez de Jimédnez, 1988). Incluso, como ya hemos comentado en
ol apartado sobrae inhibidores del metabollsmo de poliamlnas, el
descenso on sus niveles puede bloguear la progresidén de la
valula a través del clclo celular, hecho que puede ser reverti-
do por la adicidn de poliaminas exdgenas.

Sin embargo, aunque estos hechos estdn ampliamente
patablecidos, no se puede generallizar. En contraposicion, se ha
descorito que el acimulo de putrescina es letal para la clanofi-
cea A, nidulans, a un valor de pH extracelular, el cual
estimula la rdplda dlfusion de la molécula no cargada, produ-
clendose @l acumulo de la diamina cargada a pH intracelular
(Guarino y Cohan, 1979a). Dicha letalidad es causada por un
descenso en la capacldad de sintesis proteica, al disgregarse
los ribhosomas, y por una disminucion de los niveles de ADN y
ARN celulares (Guarino y Cohen, 1979b). Por otro lado, el
pnstudio de los niveles de pollaminas en diferentes especles
vagatales llevados a cabo por Felix y Harr (1987) indican que
las zonas en crecimlento de una planta no tienen gue contenar
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nevesarianente  altos niveles de poliaminas, aunque estos
autores no descartan que un incremento en las concentraclones
lovalas puada darse.

Las poliaminas no s86lo favorecen el mecanlsmo de
accion de deidos npuclelcos, sino también su sintesis y degra-
dacion, controlando por tanto los niveles de dichas molédculas
on la calula,

En hipocotilos de ¢lycine max (L.) Merr., la espermi-
dina estimula la actividad de una ARN-polimerasa unida a la
cromatina, la cual requiere para su actividad Mg” o Mn''. Por
otro lado, en rodajas de tubédrculos de Solanum tuberosum L.
erpermina, espermidina y putrescina (en este orden de efectivi-
dad) inhiben drdsticamente la actividad ARNasa, reduciendo la
nintenis neta de la enzima, la cual normalmente es inducida por
la herida en el telido del tubdrculo (Altman, 1982b; Isola y
Franzoni, 1989). Asl mismo, durante la germinacion de semillas
do o, sativa, aplicaclones exdgenas de poliaminas disminuyen,
in vivo ol nivel de actividad ARNasa (Sen y Ghosh, 1984),
inhiblendo entre un 10 y un 40% la actividad de la enzima
pur kficacda.

Por otro lado, la espermidina inhibe la actividad
proteana en sagmentos de hojas de A. sativa, por interaccidn
con la enzima y no con el sustrato, ya que esta disminucion en
ta actividad se observa solamente cuando la espermidina es
preincubada con el extracto enzimdtico previamente al ensayo.
£l ©a® previene el efecto de la pollamina in vivo, pudiendo
estar mediada aquella inhibicién por un mecanismo de ligamiento
idnico, an el cual Ca' y espermidina compitan por los mismos
sitios anionlcos sobre la proteina (Kaur-Sawhney et al.,, 1982),

Se conoce cque la actividad de muchas proteinas as
regulada por medio de su fosforilacidn reversible. Las poliami-
nas controlan las actividades de ciertas enzimas por via
modulaclan de su estado de fosforilacidn. Kuehn et al. (1979)
muegtran que en P. polycephalum las poliaminas regulan la
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fostorilacion de cierta proteina nucleolar que estimula la
sintesis de ARN,. Han identificado esta Wltima proteina como ODC
y muestran que las poliaminas actuan requlando la actividad de
una proteina kKinasa, que a su vez regula el estado de fosfori-
lacidn de ODC, y por tanto la actividad (Atmar y Kuehn, 1981).

En  plantas ha sido descrito que las poliaminas
inhiben la actividad de una proteina kinasa independiente de
Ca* (Yan y Tao, 1982), as!{ como las protefnas kinasas I y II
depandientes de Ca* en germen de Triticum aestivum L. (Polya y
Micuced, 198%). Por el contrario, la espermina estimula la
fosforilacién de clertas proteinas nucleares en P, sativum,
mediante la regulacidn de la actividad de una caseina kinasa
independiente de AMP,, la cual fue parcialmente purificada de
Ia fracelion cromatina (Datta ot al., 1986; Datta et al., 1987).
{.an pollaminas pués, por medio de la regulacldn de la fosfori-
lacion de proteinas nucleares pueden ejercer un papel regulador
on la expreslon gendtica.

Fatas sustdncias parecen estar implicadas, mnéds
directamente, en la regulacldn de otras enzimas medlante
diferentes tipos de Interacclones idnicas. En 8. oleracea laa
poliaminas favorecen la velocldad de oxidacion de NADPH
catalizada por un complejo flavoprotelna-proteina~hlerro-
asufre, posiblemente al afectar la interaccidén entre las
subunidades de la enzima, Espermidina y espermina previenen,
reverasiblemente, la activacidén de la enzima del c¢loroplasto
fructosa-1,6~difosfatasa, aln efectar a la actividad catalitica
de la enzima activada (Slocum et al., 1984).

La accion de clertas proteinas puede, asi{ misno,
wstar regulada a través de una union covalente de poliaminas,
sliendo tales conjugados libexados poxr hidrdlisis dcida. Russell
(1981) suglere gue la actividad ODC puede ser regulada por
inhibleidn via unién de putrescina a la protelna enzimdtica. En
animales, las transglutaminasas median la unidén de aminas
primarias a proteinas, e lncluso serfa un mecanismo de regu-
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lacion post-transduccional (Folk, 1980; Lorand y Conrad, 1984).
En plantas este hecho era desconocido, pero recientemente en
paronguima de  tubérculos activados de H. tuberosus, las
poliaminas se conjugan mayoritariamente a protefnas, y se ha
deserito una actividad enzimatica que permite la unidn covalen=-
to Jde dichas moldculas a sustratos enddgenos (Serafini-
Fracansinl et al., 1988). La enzima muestra cierta similitud
von lar transglutaminasas de mamiferos, excepto el hecho de que
afuerl la actlividad no requiere aportaciones exdgenas de Ca'',
fnciuso se ha descrlto la modificaclén post-transduccional de
una udnica proteina, por unidén de espermidina, en cultlivos de
tajidos da N. tabacum y el resultado de esta investigacidn es
conmintente con el posible papel mediador de las transglutami-
nadan (Apelbsaum et al,., 1988),

Postarior a la aplicacidén de poliaminas exdgenas,
dntas pueden hallarse localizadas en la membrana plasmdtica o
an la membrana de orgdnulos celulares. En este sentido, la
tetraamina espermina interacclona diractamente con la membrana
interna el cloroplasto de discos de hojas de H. vulgare,
gonflrliendo establlidad y protegiendo las funciones de la
mambrana tilacoidal frente a su degradacldn durante la senes—
concla (Popovic et al., 1979)., Plstocchi et al. (1988) encon-
travon poliaminas unidas al plasmalema y al tonoplasto de
protoplastos y vacuolas alslados de cédlulas de D. carota, tras
la adlclon de poliaminas exdgenas al medio.

parece pues que las poliaminas no sdlo se encuantran,
on determinados casos, asociadas a las membranas bioldglicas,
sino que parecan proteger las funclones caracteristicas de
tales membranas, posiblemente por medlo de su unién con las
cabezas cargadas negativamente de los fosfolipidos de la blcapa
liptdica o los reslduos anidnicos de las porteinas unidas a la
membrana. Este efecto protector fue ya puesto en evidencla
durante el aislamlento de protoplastos de hojas de A. sativa,
tavoreciendo las poliaminas la lntegridad de la membrana vy



protegiandolos contra la lisis que sigue a su aislamlento,
rotrasando de esta forma su senescencia (Altman at al., 1977).

Las poliaminas ejercen, asf mismo, un control sobra
la permeabilidad de la membrana a determinados solutos. En
digsvos cortados del tejldo de reserva de B, vulgaris, espermi-
dina y espermina inhiben el eflujo del pigmento rojo betacliani-
na, al disminuir la permesabillidad de la membrana inducida por
la herida (Altman, 1982b).

Roberts et al. (1986) hallan putrescina, espermidina
y enparmina unidas a los lipldos de la wmembrana microsomal de
hojas primarlias de P. vulgaris. Estas interacciones confieren
rigidew, tanto a las membranas natlvas como a las desnaturali-
2adan por el calor y a los liposomas preparados del extracto
lipfdico total. Los autores proponen ¢que de esta forma las
poliaminas establlizarian las membranas, ofreclendo asf una
axplicacién dnlca para los efectos protectores descritos por la
adlcian de pollaminas exdgenas a determinados tejldos vegetales
somatidon a condlicionas de tensidn o senescentes,

Sin embargo, se han descrito efectos fisioldgicos
anpacificos sobre la membrana. En segmentos de ralces de
2., mays la adicidén de pollaminas causa una inhibicidén de la
gaptacian de XK' y salida de H' a través de la membrana plasmdti-
ca, Fatudlioa clnéticos indlican que exlste una competicidn entre
poliaminas y K y por tanto ocurre una interaccién especifica
entre dichas moléculas con la membrana (De Agazio et al.,
1988).

Las poliaminas a su vez parecen modular la actividad
de clertas enzimas localizadas en la membrana. Activan la
ATPasa @ lInhiben la peroxidasa asocladas a la membrana de
#. mays, no actuando sobre dichas enzimas presentes en la
rracolon soluble, nl sobre las enzimas de membrana solubiliza-
daa (Srivastava y Rajbabu, 1983a,b). En cultivos en suspensidn
de edlulas de 6. max, espermina activa la 1,3-B-glucano
aintasa, locallzada en la membrana plasmdtica, regulando por
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tanto, la formacion de calosa y su deposicion durante el
croviniento celular o tras la injuria ocasionada en la pared
celular por los patogenos (Fink et al., 1987),

I.%.~ THPLICACIONES FISIOLOGICAS DE LAS POLIAMINAS

L.%. 1.~ En el grecimiento, el desarrolle v la diferenclacidn

La ralacidon entre crecimiento vegetal y poliaminas
fue demostrada por primera vez en explantos de tubdrculos, en
antado de letargo, de H. tuberosus, cultivados in vitro. Dados
los bajos niveles de poliaminas enddgenas, asi como de auxinas,
cltoquininas y giberelinas, no tlene lugar la proliferacion
velular en los tubérculos cuando estdn qulescentes, pero cuando
s llevan a cabo aplicaciones exdgenas de pollaminas, entre 10
y 100 pM, las cdlulas del tubdrculo son capaces de dividirse y
crecer sin el aporte de ninguna otra sustancla de crecimlento
{Bagni, 1966).

Sus efectos en cultivos y plantas completas, in vivo,
entdan estrechamente relaclonados con la proliferacidn celular
(Bagni at al., 1982), Cdlulas en estado de rdpido crecimiento
contienen mayores niveles de poliamlnas que las no proliferan-
tes, y la actividad de sus enzlmas bilosintéticos aumenta
drasticamente en respuesta a numercsos estimulos de cracimien-
te. Do hecho, esta estimulacidn del crecimiento lleva asociada,
en general, un aumento an los niveles celulares de poliaminas,
ADN y ARN.

Dichas sustanclas estdn implicadas en el desarrollo
vogetal, ya que camblos an los niveles de poliaminas me asoclan
con la germinaclién de semillas (Bagni, 1970), la diferenciacidn
(Montagne et al., 1978), el retraso en la senascencla (Kaur-
Sawhney y Galston, 1979) y son sustanclas clave en la regu-
lacion de La morfogénesis en células y cultivo de tejidos

{Desal y Mehta, 19835).



Dentro de una planta completa se producen gradlientes
on los niveles de poliaminas y de sus enzimas biosintéticos, y
aatos gradientes acompanan cambios paralelos en la velocldad de
division colular y crecimiento de tejidos.

En pldantulas de V. radiata, se hallan actividades
aspocificas altas de ODC y ADC en yemas y hojas, mientras que
son manores en la raiz y el hipocdtilo, Por otro lade, la razon
aentra las actividades ADC y ODC varia dependiendo del tipo de
tejido (Altman et al,, 1982), Este hecho ha sido tamblén
dencrito en el estudio de los diferentes estados del desarrollo
en pldntulas de P, vulgaris, encontrandose actividades especi-
fivas altas de ODC y ADC en todos los tejidos en rdpldo
cracimiento (dplces radiculares, internodos jdvenes, yemas
rlorales, hojas Jévenes...), slendo sus actividades menores an
tejidosn maduros o no proliferantes. Dichas correlaciones
refusrzan la conexion entre las pollaminas, la dlvisién celular
vy actividad metabdélica durante el desarrollo vegatativo vy
reproductivo de la planta {(Palavan y Galston, 1982).

A 8u vez, las diferentes poliaminas tilenden a
presentar sus proplos gradientes a lo largo de la planta. En
coleoptilos de #Z. mays y en la zona basal de raices de
P, vulgaris, donde no existe divisidn celular sino elongacion,
la diamina es mds abundante en la base y sus niveles decrecen
acropdtalamente, mlentras que la espermidina muestra una
distribucion uniforme (Palavan y Galston, 1982; Dumortier
@t al,, L983), En pldntulas de leguminosas, la distribuclidn de
sapermidina y espermina se halla estrechamente relacionada con
sonas meristemdticas en tejldos apicales, mientras que las
diaminas, putrescina y cadaverina, incrementan sus niveles
desde los dplces a la base de la rafz y tallo, slendo abundan-
tes en zonas de elongacidén y diferenciacion (Federico vy
Angelini, 1988).

Un blogueo en la conversion de putrescina a espermi-~
dina puede ser un paso importante en el cambio de divisldn a
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elongacion celular, durante el desarrollo, como ya propusieraon
shon y Galaton (198%), estudiando la correlacién entre la razén
dea putrescina a espermidina en el desarrcllo de raices de
plantulas de diferentes especies. Dichos autores demostraron
quo ol contenido de putrescina se eleva en paralelo a la
progresion de la elongacidn celular y que la razdén putrescina
a upermidina es paralela a la curva sigmoide de crecimiento,
giondo espermidina y espermina mds abundantes cerca de los
dpices y declinando sus niveles progresivamente con el incre-
mento de la edad de las cdlulas,

Las Investigaclones llevadas a cabo han sido aten-
diende princlpalmente a determinados estados del desarrollo
vegatal ,

El posible papel de las poliaminas en la formacidn de
rafees y su crecimiento, ha sildo Investigado en V. radiata y
Phareolug ap. En V. radiata, Priedman et al. (1982} no hallaron
una astimulacion de la formacién de raices en los hipocdtilos
por dichas sustancias, sin embargo, midieron el incremento en
los niveles de polliaminas despuds de la induccldén en la
formncion de ralces por al deldo 3«indolbutirico., Los precurso-~
rues  marcados, son Incorporados rdpldamente en putrescina,
aspormldina y espermina, siendo la incorporacién de L-arginina
an putrescina mayor que la de L-ornitina. En el hipocdtilo, la
hiosninteslis de putrescina y espermidina desde los precursores,
astd estrechamnete relacionada con el modelo de formacldn de
ralces: un primer pico, entre 0 y 24 h, que se corresponde con
n)l perlodo de formacidn del primordio y un segundo plco, entre
48 y 72 h, que se corresponde con el crecimiento y elongacidn
de las raices. El efecto inductor de la formacién de raices por
auxinas requiere sintesls de poliaminas (Friedman et al.,
1L98%Y),

En  Phaseolus aureus L., el tratamiento con dcido
1-indolbutirico aumenta los niveles de poliaminas en los
hipocétilos, previamente al desarrolle dael primordio. Apli-
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caciones exogenas de espermina incrementan el numero de raices
y ol tratamiento con MGBG reduce los niveles endégenos de
peliaminas e inhibe la induccion y el crecimiento de raices, en

¥,

presencia o ausencia de la hormona (Jarvis et al., 1985). En
F. vulgaris, Palavan (1987) determina, mediante el uso de
inhibidores, que ADC es la principal ruta biosintética de
putresvina implicada en el desarrollo de raices, aunque ambas
dasncarboxilasas, ADC y ODC, presentan actividades altas en
dpicos de raices. La inhibicion de ADC reduce los niveles de
paliaminag v ol crecimiento de raices, siendo ambos parcialmen-
te revertidos por la adiclon de putrescina.

In los sistemas anteriormente descritos, la diferen-
glacion de la rafz es a partir, en general, de las células
perivasculares. Sin embargo, se han realizado estudios en
axplantos «e N. tabacum, compuastos de células epldérmicas,
aupeplidermicas y corticales, gue demuestran diferenciacion de
rajces a partir de dichas células superficlales, cuando los
gxplantos son cultivados In vitro (Tran Thank Van, 1973). La
diferenciacion de la raiz en este sistema depende del aumento
an lox niveles de putrescina (liberada de los conjugados
solublen en dcldo) y de la calda de pH del medio, actuando
ambor factores independientemente. La inhibicidén de la biosin-
tenis de putrescina por DFMA, bloquea totalmente la diferen-
clacion y dicha inhibiclén es completamente revertida por la
aplicacion exogena de putrescina. El tratamiento con DFMO
inhibe, asi mismo, la iniciacidn de la raiz, aunque sin reduclr
los niveles de la diamina, no siendo tal efecto revertido por
la adiecidon de putrescina exogena, tratdndose por ello de una
inhibicion inespecifica. Los autores proponen gue la putrescina
a8 un buen marcador para la diferenciacion de raices, dado que
gy acumulacion estd relacionada con el pico de actividad
mitotica y ovurre antes de que las ralces puedan observarse

macroscopleamente (Tiburclo et al., 1989).
La ruptura del estado de letargo e injclacidn de los
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brotes en las yemas de la region apical en tubérculos de
H. tuberosum, va acompanada de un rdpido incremento de las
actividades ODC y SAMDC, y consecuentemente de poliaminas
(sobre  todo espormina). En el resto del tubérculo estos
parvamctros permanecen presentes pero invariables (Kaur-Sawhney
et al., 1982,

En la germinacion de semillas de Cicer arletinum L.,
el tratamiento con DFMA y DFMO inhibe el crecimiento del eje
esbrionario, siendo mds efectivo en presencia de DFMA., Estos
efecton son parcialmente revertidos por la adicidén de putresci-
na, espermidina v espormina exdgenas. La adicion de DFMA y DFMO
tambiaen inhibe el c¢recimiento de segmentos de eplicotilos, asi
comod  la induccion del crecimiento debido al dcide indol«-3-
acotico y dcido giberdlico. En ambos casos, el efecto es
revoertido por la adicidn de poliaminas. Estos resultados
reflejan la importancia de las polliaminas enddégenas en el
arecimiento do pldantulas (Valle et al.,, 1989).

burante la wmaduracidén de semillas de Triticum durum
L., donde el desarrcollo es debido mayoritariamente a la
elongacion celular, el contenido total de poliaminas es nds
alto en el embrion que en el endospermo. En el primero, la
principal poliamina es espermina, siendo en el endospermo la
putrescina., Atendiendo a las actividades de sus enzimas
hiosintatlecas, en al embridn la ADC es mds activa que la ODC,
mientras que en el endospermoc ambas son menos activas, Estos
nhachos pueden estar relacionados con las diferentes caracteris-
ticas hintolégicas de ambos tejldos durante el desarrollo de la
noemilla (Anguillesi et al., 1989).

Las poliaminas son requeridas para el optimo creci-
mionto y desarrollo de granos de polen. En experimentos con L-
arqginina marcada, se determina que la sintesis de poliaminas
procede a la  emergencia del tubo polinico del polen de
M. domestica {Bagni et al., 1981). La inclusidn de poliaminas
extqenas en la germinacién In vitro de granos de polen de
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Ploves de Lilium longiflorum Thunb., estinula el porcentaje de
germinacion y el crecimiento del tubo polinico. En presencia de
DFHA ¥y DFMO ambos procesos son inhibidos, aunque son revertidos
conpletamente en presencia de putrescina o espermidina 1,0 mM
{Rajam, 1989),

El desarreollo del fruto, durante la maduracién de
ovarios do L.esculentum, tras la fertilizacion o induccién por
auxinas del desarrollo partenocdrpico, también parece estar
requlada  por la disponibllidad de poliaminas. Durante las
priveras etapar del desarrollo del fruto (un periodo que se
caractariza por la alta velocidad de divisidn celular vy
actividad metabdlica) el metabolismo de poliaminas estd
requliado principalmente por la actividad 0DC, El crecimiento
del frute se ve marcadamente retrasado in vivo por el trata-
miento con DFMO, efecto que s revertido por putrescina. En
puta otapa tiene poco efecto el tratamiento con DFMA. Sin
ombargo, durante los dltimos estados del desarrollo, en los
cualen ol crecimiento se debe principalmente a un alargamiento
celular, la actividad ADC regula la biosintesis de poliaminas
(Cohen et al., 1982).

En tejidos de ovario de N. tabacum la ODC es también
la principal enzima reguladora de la biosintesis de putrescina,
presentando un mdximo de actividad posterior a la fertili-
gacion, aungue a diferencia de lo gque ocurre en L.esculentum,
prodomina dicha actividad a lo largo de todas las etapas del
desarrollo. Se observa, ademds, un Lncremento en los niveles de
poliaminas {mayoritariamente conjugadas: cafellputrescina vy
cafallenpermidina) gue acompanan al aumento en la velocidad de
nintesis de macromoléculas que precede al periodo de ensancha-
miento del ovario. En los ultimos estadios, durante la expan-
wién eelular, ccurre un descenso en los niveles de poliaminas
(8locum y Galaston, 198%5¢).

costa y Bagni (19813) demuestran que pulverizaciones
de poliaminag, a concentracionas mM, sobre flores , nueve dias




despuen de la floracion, aceleran el desarrollo de frutos de
M. Jdomestices aparentemente por favorecer la velocidad de creci-
miento del fruto durante la etapa de répida division celular.
Esxtudios porteriores indican que el nivel de poliaminas libres
s wlevado solamente durante las primeras semanas, tras la
conpleta {loracion, descendiendo gradualmente cuando se inicia
La expansion celular. Por otro lado, la cantidad de poliaminas
canjugadas on mucho mas alta gque la de las libres y particu-
Tarmente  Jos conjugados de espermina mantienen sus niveles
attor, incluso despuds de 40 dias desde la floracién. El pico
de  abumeinion tiene lugar cuando los niveles de pollaminas
Libres son bajor o estdn on descenso (Blasi et al.,, 1988).

Come ya hemos comantadoe al tratar el metabolismo
socundario de poliaminas, sus conjugados parecen estar implica-
dox on la fislologia de la floracion, acumuldndose en determi-
nasian otapas dentro del desarrollo de los érganos reproductores
v incluso participando en la diferenclacion sexual.

Malmberqg y Rose (1987) han descrito el aislamiento de
cultivon celulares de N. tabacum resistentes a MGBG, los cuales
exhiben una morfologia {loral anormal. Algunas de estas lineas
resintonten presentan elevados niveles de determinadas poliami-
nas o de sus conjugados. Asi, los mutantes Mgr 11 y Mgr 14
contienen altos niveles de putrescina y de actividad en sus
enziman bleosintéticas., Las lineas Mgr 23 y Mgr 3 poseen
alevados niveles de espermidina libre y conjugada, conteniendo
tambien, la primera de ellas, alta concentracion de putrescina,
Al menos para sl mutante Mgr 12 se obtuvo la evidencia de una
mutacion en el gen estructural para la enzima SAMDC, y proba-
Blemente ssta sea la causa gendtica de la resistencla celular
a MeRG y del alterado fenotipo floral. Estos estudios sugleran
la implicacion de las polianinas en la ragulacién de la
difersnciacién de meristemos florales en cultivos celulares.

gin  embargo, estos raesultados difieren de los
sutudios realizados sobre plantas completas, Gerats at al.
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(19&8) analizaron los niveles de poliaminas y la actividad de
sun o enzimas biosintéticas en genotipos de Petunia hybrida
Vilm., tanto del tipo silvestre como en los que se ha identifi-
cado una alteracion en la morfologia floral. Hallaron, por un
lada, que genotipos con morfologia normal pueden diferir en su
cantenido de putrescina (de los cuatro estudiados, dos de ellos
poreen  altos niveles de la diamina, siendo bajos en los
revtantos) y por otro lado gue en tan sélo uno de los cuatro
mutantes (alf) estudiados, con alterado desarrollo floral,
muestra un elevado contenido en putrascina y actividad ADC,
tanto en flores como en hojas viejas, Estos resultados proveen
de un cano de niveles de putrescina alterados relacionado con
unn morfologia normal y de un caso de niveles de diamina
alterados relacionado con una significativa alteracidn morfold-
aica, Por ello, los autores concluyen que los cambios eh los
niveles de la diamina por si{ mismos, no deben ser el unico
factor ¢ritico en cualguiera de los papeles que las poliaminas
ejorzan en el desarrollo y diferenciacidon floral.

Hechor mids definitivos aportan los estudios reallza-
dor robre explantos de N, tabacum, senalando que existe una
coneXion entre los niveles elevados de espermidina y la
iniciacion rloral. La inhibicidn de la sintesls de espermidina
por DCHA previene @l incremento en los niveles de la poliamina,
inhibiendo la iniciacion floral y promoviende en cambio la
formacion de yemas vagetativas. Apllcaciones exdgenas de
supormidina favorecen la diferenciacidn de yemas florales en
cultiveos creciendo sobre un medio vegetativo. En yemas vegeta-
tivag, la poliamina predominante es la putrescina (Kaur-Sawhney
ot al., 1988). La inclusién en el medio de cultivo de espermi-
dina marcada, revela gue ésta es tomada rdpidamente por los
tojldos ¥y se une covalentemente a una inica proteina de 18 kDa.
Tales uniones incrementan a los cuatro dfas de cultivo,
coincidiendo con el principlio de la diferenciacidén de las yemas
y declinan antes de la completa floracidn. Esta modificacidn
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post-traduccional de una unica proteina por unién de espermidi-
na puede estar casualmente conectada con la aparicidn de yemas
florales en explantos de N. tabacum (Apelbaum et al., 1988),
Mediante el uso de los inhibidores DFMA y DFMO, se concluye que
las poliaminas derivadas de ADC estén implicadas en la diferen-
ciacion de las yemas florales y las derivadas de ODC son
regquertdan para ol subsecuente crecimiento y futuro desarrollo
de tales yemas (Tiburcio et al., 1988).

Durante la embriogénesis somdtica de D. carota,
Montague et al, (1978 y 1979) mostraron gque la actividad ADC y
los nivelern de poliaminas se duplican (cultivo en medio libre
de hormonags) comparados con los cultivos formaderes de callos
{en medios contentendo auxinas y cltoqguininas)., Feirer et al.
(1ond) demostraron que la transicidén entre un crecimiento
derorganizado y una enbriogénesis somdtica, puede ser bloqueada
por la inhibicidén in vive de ADC por DFMA y que esta inhibicidn
on revertida por la adicidn de poliaminas exogenas. El trata-
miento con DFMA no bloguea el crecimiento de callos, por lo gue
la necesidad de poliaminas parece ser un hecho fundamental en
ta diferenclaciédn de embriones en el cultivo, mds que en la
velocidad de erecimiento, Estas poliaminas son sintetizadas via
ADC, ya gquo la embriogénesis no se ve afectada por la incilusidn
de DFMO en @)l medio. Bl tratamiento con DCHA disminuye los
niveles de espermldina, aumentando los de putrescina y causando
una gran reducclon en el crecimiento y la embriogénesis de los
cultivos, €que es restaurada por la adicidén de espermidina al
wedio de cultive. Parece ¢ue se regquiere una sintesis especif]l-
ca de espermidina (y no de putrescina) para estos procesos del
desarrollo on cultives de D, carota (Feirer et al., 1985),.
Tales hechos han sido corroborados al epcontrarse una linea
colular mutante (la cual posee elevados niveles internos de
auxinas) gue es incapaz de formar embriones y elevar sus
niveles de poliaminas, pero crece a la nisma velocldad que la

linea silvestre (Fienberg et al., 1984).

et g it i b
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El que las poliaminas sean requeridas para la
intviacion de la embriocgénesis somdtica no es un hecho univer-
sal. Fn los estudios mobre la embriogénesis somdtica en dos
Linean celulares de Medicago sativa L., con genotipos diferen-
ter, Meljer y Simmonds (1988) encontraron gque el tratamiento
con inhibidores de la biosintesis de poliaminas reduce el
cantenido de las mismas en ambas lineas, aunque la embriogéne-
Hin nolo se ve afectada en uno de los genotipos estudiados.

Un aumento en los niveles de putrescina y espermidi-
na, libre y conjugada, se produce durante la division celular
y la diferenciacion en plantas regeneradas a partir de cultivos
der protoplastos del mesdlfilo de Vigna aconitifolia 1. (Kaur-
Sawhhey at al., 198%), En cultivos de protoplastos del mesdfilo
de F. hybrida, el tratamiento con DFMA inhibe la organizacion
tde lom cventros meristemdticos y disminuye los niveles de
putrescina libre y conjugacda; el DFHO promueve el creciniento
y la organjizacidn, con un incremento paralelo en putrescina y
aaparmidins conjugada, Ambos procesos, crecimiento y organogé-
nesis on centros meristematicos, son inhibidos por el trata-
miento conjunto con DFMA, DFMO y DCHA, y parclalmente reverti-
dor por concentraciones uM de putrescina y espermidina (Kaur-

Sawhney ot al., 1989).

I.%.2.~ En la penesconcla y. el envejecimiento

En trabajos sobre la regeneracion de plantas a partir
de protoplastos alslados de A. sativa, se observa una progresi-
va degeneracion gue termina con la lisis del protoplasto.
Altman et al. {(1977) demostraron gue aplicaciones exdgenas de
L-arginina, L-lisina o pollaminas retrasan el progresivo
envejecimiento y los protege de la lisis durante su alglamien~
to. Domosbtraron, asi mismo, gue la efectividad raelativa de cada
poliamina, como agente antisenescente, se corresponde con el
nimaro do cargas posltivas por molécula. Asi, espermina es mds
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efvetiva que espermidina y ésta mas que putrescina y cadaveri-
na. Al ser aplicadas oxogenamente, favorecen la sintesis de
protetnas y acidos nucleicos, al incrementar la incorporacion
de L-loucina, uridins y timidina tritiadas en proteinas, ARN y
ADN, respectivanente,

Posteriormente se observd que la espermidina promueve
la siotesie de ADN y la actividad mitotica (Kaur-Sawhney
ot al., 1980}, Adeomas, dichas poliaminas inhiben drdsticamente
¢l incremonto de actividad ARNasa, inducido por el estado
nonencente (Galston et al., 1978). Parece gque las poliaminas
avltuan cono agentes antisenescentes, slendo necesarias para el
ruture desarrollo de los protoplastos. Este hecho fue conproba-
do al estudiar ol contenido en poliaminas enddgenas tanto en
protoplaston de V., aconitifolia, los cuales se dividen rdpi-
damente y rageneran plantas conmpletas, como en los de A.
gativa, que dividen sdlo esporddicamente y senescen. En los
primeros mne obsarva un aumento aen los niveles enddgenos de
poliaminas en paralelo a una activa divisidén celular, mientras
que on los segundos sus niveles decrecen conforme el protoplas-
to onve jece (Kaur-Sawhney et al,, 19885).

Hojas cortadas de plantas o segmentos de hojas en
oncuridad  invariablemente envejecen y mueren. Su  primera
maniiestacion ez un marcado aumento en la actividad ARNasa,
sogquido del incremento en la actividad proteasa y, por dltime,
la degradacion de clorofilas, Durante la senescencia en hojas
cajdan de A, sativa, bajas concentraciones de poliaminas
retrasan o previenen Jlos cambios degradativos, siendo nds
afoctivas incluso que el tratamiento con quinetina o clclohexi-
mida. La inclusidn en los medios del ioén ¢a®, Jjunto con las
poliaminas, disminuye su acclion, indicando probablemente la
participaciéon de un mecanismo inicial de unidén idnica. la
aplicacién exogena de polliaminas retrasa el envejecimiento de
hajns caidas o de segmantos de hojas de distintas especies de
monocotiledoneas y dleotiledoneas (Kaur-Sawhney vy Galston,




P Altman y Bachrach, 1981), sugiriendose que esta respuesta
puede ner ubiloua,

Como ya comentamos en el apartado I.4., ha sido
amplinmente donostrado que las poliaminas interaccionan con las
monbranas bilologicas extabilizando sus funciones, e inhiben las
actividades AkNasa y proteasas, tanto in vitro como in vivo,
rianda, quizan, a traves de estos mecanismos por lo que ejercen
HU aceion Yanti-~senescantelt,

En estudios sobre el retraso de la senescencia de
hojas catdas de Raphanus sativus L., Altman (1982a) concluye
gque law poliaminags exdgenas son mis efectivas en prevenir la
perdnda de elovofilas, posiblemente por controlar los primeros
procesos ligados a la senescencia en oscuridad, mds gue por una
inhibicion directa de la degradacion de clorofilas. La espermi-
dina Inhibe la actividad ARNasa y la degradacidn de protefnas.
Sin enbargo, no afecta a la pérdida de clorofilas y proteinas
on suspenriones de cloroplastos aislados incubados en luz u
oncuridad,

Ya gque las aplicaciones de poliaminas retrasan el
enve jncimiento, cabria esperar que eus niveles endogenos
decrecioran, tanto en hojas gue senescen secuencialmente en la
planta, como en el caso de hojas cortadas. La actividad ADC y
lon nivelen de poliaminas disminuyen progresivamente durante al
envelpcimiento de la primera hoja unida a la planta y en hojas
cortadas y mantenidas en oscuridad de A, sativa., Sin embargo,
cuando  lar holas cortadas son transferidas a la luz, el
anvejecimionto se retrasa y al mismo tiempo aumenta la activi-
dad ADC y los niveles de poliaminas (Kaur-Sawhney et al.,
1982). Parsce, que, el descenso en la actividad de las enzimas
Blosintéticas de poliaminas y sus nlveles, son procesos
eriticos en un complejo sistema de induccion y no simplemente
resultado de la senascencia foliar,

Una funcien similar para las poliaminas ha sido
hallada en otros sistemas vegetales. El aumento de la actividad
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ARNana, que oturre como consecuencia del efecto deletéreo del
corte y la senescencia, en discos de S, tuberosum, es inhibido
por espermidina (Altman y Bachrach, 1981). El envejecimiento
del tubwreulo de §. tubsrosum afecta a su metabolismo, perdien-
do prouresivamente su potencial de crecimiento; tubérculos de
edad avanzada a menudo rinden plantas menos vigorosas. Con el
almacenaniento, estos organos acumulan putrescina y disminuye
la concentracion de espermidina y espermina. Esto puede ser
debido: bien a una reduccion de actividad, a sintaesis de novo
de ecxpernidina y espermina sintasa, o bien a la baja disponibi~
lidad de S-adenosilmetionina descarboxilada debida a su
utilisacion para la sinteais de etileno, ya que los niveles de
dicha hormona se elovan con la edad (Mikitzel y Knowles, 1989).
Incluno las poliaminas cadaverina, putrescina, espermidina y
anpermina, inhiben la senescencia de cultivos en suspension no
fotonintéticon., En este caso, no se trata de un efecto anti-
sensncente debido a la reiniciacidon de la divisidn celular ya
quae ol tamano de las c¢édlulas permanece invariable (Muhitch
of al., 198)).

I.%.3.~ En las condlciones de tensidn

ILag poliaminas juegan un papel clave en el control de
la senascencia de plantas en general y particularmente en
plantas sujetas a condiciones de tensidn, como veremos.

Ya en 1952 Richards y Coleman encontraron que la
putrescina era 8l principal compuesto nitrogenado que se
acumilaba en pldntulas de H. vulgare creclendo con deficiencla
on K. Posteriormente se determiné que tal respuesta es
universal Smith, 1970}, En hojag Intactas de plantas de
Sesamun ipdicum L. creciendo en completa deficliencia de K', se
dotermina que, paralelamente al descenso de K', incrementan los
niveles de Le~ornitina, citrulina, L-arginina, putrescina,
N-carbamilputreacina y agmatina y se reduce la velocidad de
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sintuesis proteica; la diamina en este sistema se forma prefe-
rentonente a partir de citrulina, por via N-carbamilputrescina
como intermediario (Cromo y Basso, 1974),

En plantulas de A, sativa creciendo sobre KCl 6 uM no
se aprecian diferencias en la velocidad de crecimiento entre
plantulas sujetas a deficiencia en XK' respecto a los controles
(¢recidos en KCL onM) hasta los 9-12 dias. A este tiempo, en la
primera hoja  de plantulas deficientes, aparecen manchas
necraoticas. Los niveles de putrescina son 15 veces superiores
a lon de las plantas control, sdlo 6 dias después de la
qerminacion. Este incremento es paralelo al aumento en la
actividad ADC y ambos efectos son parcialmente revertidos por
la adicion de Kl 6 wmM, asi{ como los sintomas de necrosis Y
clorosis. Otros cationes monovalentes (Rb',Na') pueden ravertir,
agi mismo, ol efecto en la deficiencia de K' sobre la actividad
ADC (Young y Galston, 1984). Similar paralelismo con los
alovadon niveles de putrescina y el incremento de actividad ADC
ha sido hallado en plantas creciendo en medios deficilentes en
Mg?* (Smith, 197)3; Smith, 1984) y con exceso an NH,' (Le Rudulier
Yy Goas, 1975%).

El tratamiento con Cd* de hojas caidas y plantas
completas de A, sativa y P, vulgaris, en luz y oscurldad, causa
un aumento on los niveles de putrescina (10 veces) en hojas,
pero tiene poco efegto sobre espermidina o espermina. La
actividad ADC aumenta junto con la acumulacidn de la diamina y
log tratamlienton con DFMA demuestran que dicha enzima es la
responsable de los elevados niveles de putrescina. En hojas de
P, vulgaris, e) tratamiento con Cd" induce la acumulacién de
putrescina libre y de sus formas conjugadas solubles en dcido.
imto sugiore la existencla de un rdpldo intercambio entre ambas
formas (libre y conjugadas) (Welnstein et al., 1986).

El andllisis de los niveles de poliaminas en proto-
plastos aislados de hojas de A. sativa muestra diferencias con
respocto a las células de las gue derivan. Mientras que el
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contenido en espermidina y espermina permanece inalterado, el
de  putrescina es 5-10 veces mayor, siendo, quizds, este
incremonto resultado directo de la tensién osmética a la que
esta sujeta el aislamiento de los protoplastos (Flores vy
Galston, 1982a). Para demostrar tales hechos, se eliminé la
opidermin interior de las primeras hojas y se incubaron en
condicionos de luz, en presencia o ausencia de sorbitol ©,6 mM
a ptth, R A las 2 h se observéd un significativeo incremento de
putrescina, siendo a las 6 h 60 veces superior. Sin embargo, en
enle caso, tal aumento no se debe a su liberacidn desde formas
conjugadas. El ensayo con otros osmdticos: manitol, prolina o
racarona, tlenen similar efecto sobre los niveles de putresci-
na, Eata respuesta a la tenslion osmética no estd restringida a
A, zativa, ya gue soegmentos de hojas de otros cereales también
rosponden de la misma forma. Como en al caso de la tensidén por
deficiencia en K', agui también se observa un incremento de la
actividad ADC (2-3 veces), slendo completamente prevenido por
nEMA. El tratamiento con cicloheximida previene totalmente el
aumsnto en los niveles de putrescina y espermidina, si as
afadida durante lag primeras horas, pero es inefectivo a
tioenpos mds largos. Eeto confirma la ldea de una sintesis de
novo de ADC encargada de tales respuestas (Flores y Galston,
1902h; Flores y Galston, 1984a), La respuesta en oscuridad o en
luz, frente a la tensidn osmética, es similar con respecto al
incremento de actividad ADC, aungque la acumulacidn de putresci-
ha os mponor bajo condiciones de oscuridad. No obstante, sl en
antas condieionas se suple L-ornitina o L-arginina la respuesta
en similar a la de condiciones de luz. Por lo tanto, la
dinponibilidad de aminodcidos precursores es un factor limitan-
te para la respussta frente a las condiciones de tensidn
(Flores y Galaton, 1984b).

Durante ol alslamlento de protoplastos de cereales
inerementa la actividad ADC y loe niveles de putrescina, pero
no existe, o o8 baja, la conversidn de la diamina en espermidi-




na y espernina, por lo que la razon putrescina / poliaminas es
alta y no dividen., En cambio, los protoplastos de dicoti-
ledonoas sX generan plantas completas y tienen una respuesta
cpucsta frente a la tensidén osmética., Los niveles de putresci-
na, azi como las actividades ADC y ODC, declinan mientras que
espermidina y espermina se elevan, por lo que la razdén putres-
vina /o puliaminas es menor que para protoplastos de cereales,
Los autores proponen que quizds esta respuesta diferente pueda
Her renponsable, en parte, de la inviabilidad de los protoplas-
ton alslados de cereales cultivados in vitro (Tiburcio et al.,
1980}, Ln viabilidad de los protoplastos aislados de hojas de
Ao sativa mejora si las hojas se tratan con DFMA 6 h antes del
chodque oamotico, ya gue decrecen los niveles de putrescina en
un 4n% o incrementan @ veces los de egpermina (Tiburcio et al.,
1984) .

Ya gue muchas de las situacliones de tensidn pueden
tener un efecto directo sobre el balance idnico de la célula,
ree ha entudliado la respussta a variaciones en el pH extaerno.
Valores bajos de pH (menores o iguales a 5,0) incrementan los
niveles de putrescina (% veces) y la actividad ADC (2 veces) en
segmentons  de hodas sin epidermis procedentes de A. sativa y
P'. sativum, La clcloheximida y el DFMA inhiben completamente la
acumulacion de putrescina (Young y Galston, 1983a). Se ha
1levado a cabo un estudlo de la respuesta frente a la tensiodn
dcida en tres lineas celulares de N, tabacum resistentes a
inhibidores de la biosintesis de poliaminas. La linea celular
rosistente a DEMO (Dfr 1) posee muy bajos niveles de actividad
one, niveles altos de putrescina libre y alta actividad ADC.
Esate incremento en los niveles de la dlamina no eleva los de
eunpermidina, espermina o putrescina conjugadas, La linea
celular Dfr 1 sobrevive a la tensidn dcida, incluso a molarida-
dos letales para el cultivo cepa silvestre. Sin embargo, otros
mutanten resistentes a MGBG (Mgr 3 y Mgr 12), gue poseen
niveloes mormales de las tres poliaminas, pero alto contenido en
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putresvina conjugada, son sensibles al cultivo en un medio
Acidoe,  Eatos resultados sugieren que el incremento en el
contentdo de putrescina libre favorece la supervivencia frente
a la tension acida. Esta conclusién se ve apoyada por el hecho
de que los efoctos citotdxicos producidos por la inhibicidén de
A en el cultivo silvestre son dependientes de la acidez del
menlio. Por otro lado, las formas conjugadas no son utilizadas
para mantener los niveles necesarios de putrescina libre, ya
que tanto el mutante Mgr 12 como el tipo silvestre responden a
las  condiciones de tension induciendo la acunmulacidn de
putresgina libre, a pesar de contener altos niveles de putres-
¢cinag conjugada (Hiatt y Malmberg, 1988).

En semillas de ©. sativa creciendo sobre elevadas
comventraciones de NaCl disminuye su contenido en ADN, ARN y
proteinas (Prakash et al., 1988), y se inhibe la velocidad de
gerninacion y el crecimiemto del eje embrionario. La tensidn
salina implica cambios en el potencial osmético al reducir lia
captacion de agua y un efecto téxico causado por la acumulacidn
de lonas Na® y €1 afectando a la integridad de la membrana (se
produce  un oflulo de azdcares, aminodcidos, poliaminas vy
vlectrolites). Apllicando exdgenamente putrescina a las semi-
Yias, me incrementa la velocidad de germinacidn y el crecimien-
to de las plantulas, Por otro lado, se reduce la acumulacion
neta de fonas Na' y C1° e incrementa la captaciodn de agua. Bajo
condiviones de tension salina, el contenido en poliaminas se
elova paralelamente al incremento en la actividad ADC (en el
cano de putrescina el aumento es del 100%). Posiblemente la
diamina actua frente a la tension manteniento la integridad
antructural y funcional de la memnbrana {Prakash y
Prathapasenan, 1988; Basu et al,, 1988). lLa relacidén entre
polisminan y resistencia a la tension salina se pone de
mantflanto cuando cultivos celulares de D. carota son pretrata-
dos con putrescina, Células tratadas con la diamina a una
concentracion % mM, desarrollan un numero mayor de colonias,
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trente al cultivo control, en presencia de altas concentra-
ciones de NaCl (Mengoli et al., 1989) .,

Lag poliaminas también estdan relacionadas con otros
tipos de  situaciones adversas., Los niveles de putrescina
aumentan durante la refrigeracién de frutos (McDonald y Kushad,
19800 . Durante el periodo de aclimatacién al frio, los frutos
resintentes a la tensidén por bajas temperaturas incrementan sus
niveles de prolina y espermidina (Kushad Y Yelenosky, 1987).
Durante el almacenamiento de Cucurbita pepo L. a baja tempera-
tura (2,%°C), el daio provocado por la refrigeracién, estd
relacionado con un aumento en los niveles de putrescina,
dinminuyendo los de espermidina y espermina. Sin embargo, dicha
tension se ve reducida tanto por el tratamiento a 10°C durante
dos dias (precondicionamiento durante el cual incrementan los
nivelos de espermidina y espermina), como por el tratamiento de
log frutos con espermina, antes de su almacenamiento. Se puede
concluir que lag poliaminas espermidina y espermina puedan
pravenir el dafo por enfriamiento mediante un mecanismo cgue
implica la protececion de los lipidos de la membrana frente a la
paroxidacion (Kramer y Wang, 1989).

El efecto de la disminucién de la concentracién de
exigenn en vdstagos de 0. sativa y pldntulas de T, aestivunm,
induce ol acumulo de putrescina, coincidiendo con una dismi-
nueion de la elongacion del tallo, pero tal respuesta es
diferente para cada especle. En 0. sgativa, el acuimulo de la
diamina es mayor que en T. aestivum, estando, quizds, relacio~
nacda esta respuesta con la mayor tolerancia de las plantas de
&, sativa a sltuaciones de extrema hipoxia (Remo y Bertani,
ragay,

Debide a la simllitud en las respuestas, se acepta
que la acumulacion de putrescina en las situaclones de tensiodn
tione un significado adaptativo para la supervivencia de las
distintas especies. Ya gue la mayoria es estas sltuaciones
producen una acidificacion del pH intracelular, este policatidn
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padria actuar como un tampon, manteniendo constante el valor de
pH o intracelular, o bien facilitando el transporte de H' u otros
cationes a traves de la membrana. A su vez, la putrescina
inhibe  las  actividadas ARNasa y proteasas, y mantiene la
integridad de la membrana. Hechos que estdn asociados con el
dane producido por la tension. §in embargo, queda abierta la
question de por que espermidina y espermina no son igualmente
ofecticas (incluso se ve blogqueada su sintesis). Quizds éste,
junta  con otros hechos mencionados en capitulos anteriores,
podria implicar la diferente funcidén fisioldgica de las di- vy
poliaminas,

I.6.~ RELACION ENTRE LAS HORMONAS VEGETALES, LAS POLIAMINAS
Y LAS ENZIMAS IMPLICADAS EN SU SINTESIS

Debido a que las poliaminas ejercen acciones simila-
res a las hormonas vegetales, en un principio abundaron las
hipdtesin acerca de que dichas sustanclas constituyen un nuevo
grupo de roguladores endégenos del)l crecimiento y desarrollo
vogoetal, Sin embargo, los nilveles de polianinas hallados en las
colulas gon significativamente mds altos (mM) gue los de las
hormonas vegetales (uM), Por otro lade, existen pocos datos
ncerca Jde su translocacidén en plantas. Dado que determinados
trabajos apuntan hacia el necesario incremento en la concen-
tracion de poliaminas bajo el tratamiento con hormonas estimu-
lantes (auxinas, giberelinas y citoguininas), hoy en dia se ve
favorecida la idea de gue tales sustancias actuan como "segun-
dos menna jeros!, madiando intracelularmente la accidn hormonal.
Algunas evidencias gue sustentan dicha hipdétesis han sido
obtenidas estudiande si las poliaminas pueden sustituir el
efecto hormonal, examinando la evoluclén de la respuesta de las
poliaminan al tratamiento con reguladores del crecimiento y el
efocto de la inhiblcion de la blosintesls de poliaminas asi
como  la  reversion por aplicaciones exdgenas de tales
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guntancias,

El tratamiento con auxinas, (2~4 D y dcldo naftalena-
cativo) de explantos de tubérculos de #., tuberosus en estado de
letargoe, activa la biosintesis de poliaminas, la sintesis de
macronoleculas y el crecimiento, Aplicaciones exdégenas de
polianinas pueden sustitulr la respuesta de la hormona en este
sintenn (Bagni, 1966; Schuber y Lanmbert, 1974) y este hecho
apaya  la  ddea de gue las poliaminas median la respuesta
hormonal . En este slstema, los efectos morfogenéticos asociados
con la estimulacion del crecimiento inducido por auxinas o
poliaminas, son muy similares, sugiriendose que ambos comparten
un necanisno de accion comin (Serafini-Fracassini y Alessandri,
1RRY

Similarmonte, la induccidn del desarrollo partenocdr-
plea de trutos de L.esculentum por auxinas exdgenas, se
caracteriza por un rdpido incremento en la actividad ODC
(Mivranhi y Helmer, 1982). A su vez, el normal crecimiento
posttfertilizacion de estos organos (inducido por auxinas
ondogenan) puede ser inhibldo especificamente por DFMO, siendo
revert ido por putrescina exégena. En este tejido la biosintesis
de poliaminas parece ser un prereguisito para el crecimiento
mediado por auxinas (Cohen et al., 1982).

v induccion de ralces adventicias por auxinas
tambien necesita del incremento en la biosintesis de poliami-
nan, tanto en la fase de formaclidn del primordio como durante
8l cracimiento y elongacion de las raices. La formacion de
entos organos se ve inhibida por el tratamiento con MGBG,
niendo dlieho efecto revertido por L-arginina o L-ornitina
(Friedman ot al,, 1982; Friedman et al., 1985; Jarvis et al.,
1968%)., Anf mismo, @l tratamiento con DFMO y DFMA inhiben el
crecimiento de segmentos de eplcétilos de €. arietinum inducido
por el dcide Indol-3-acético o por el dcido giberélico. En
ambos casos, o) efecto inhibldor es revertido por la adicidn de

poliaminas (valle et al., 1989).
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Otras hormonas también parecen ejercer su accidn a
traves del control de la biosintesis de pocliaminas. El trata-
miento con acido giberélico induce la elongacidn del internodo
en plantulas de P, sativum enano, creciendo en luz. La activi-
dad ADC y los niveles de putrescina y espermidina se elevan en
paralelo o la elongacion provocada por la giberelina., El
tratamionto con un antagonista parcial de la hormona ( AMO
161R8), previene la elongacidén asi como el aumento en la
actividad ADC y los niveles de poliaminas, El tratamiento con
acido giberdélico también revierte la inhibicién de la actividad
ADC inducida por luz roja (R) en epicétilos de P. sativum
otiolados (Dal et al,, 1982). A su vez, el tratamiento con DFMA
(1 mM) inhibe efectivamente la actividad ADC y el crecimiento
del internodo. La adieidn de putrescina (1 mM) sélo revierte
parcialmente dicha inhibicidén., El incremento de actividad ADC
deblde al dcldo giberdlico probablemente requiere la sintesis
e novo de ARN y proteinas, dado gue el tratamiento con
actinimicina~-d y  cleloheximida inhiben el aumento de la
actividad ADC (Kaur-Sawhney et al., 1986),

La sintesis de putrescina incrementa por el dcido
giberatico, durante la inducciodn del alargamiento, en hipocdti-
loa de Lactuca pativa L. {Cho, 1983b).

Smith et al. (1985) cuantifican los niveles de
poliaminas  en mutantes de P. sativum, que poseen cuatro
diterentas fenotipos para los Internodos. La cantidad de
poliaminas estd directamente relacionada con el grado de
vlongacién del internodo para cada mutante; DFMA y DFMO inhiben
el alargamiento celular, as{ como el Incremento en los niveles
de poliaminas, La aplicacién simultdnea de putrescina vy
agmatina restaura parcialmente la elongacién. No obstante, el
papel del dcido giberélico adn no estd claro. Parece que la
induccidn  del crecimlento implica division y elongacidn
celular. Fatos autores proponen gue las poliaminas pueden ser
importantes para la respussta de la giberelina a través de la




divigion celular, pero no estarian implicadas en la elongacion
velular,

Kyriakidis (1983) observa que el tratamiento con
dcido agiberéelico  y  dcide  indol-3-acético cuadruplica la
actividad ODC en somillag de H. viilgare durante la germinacidn,
La tmduceron de la sintesis de a-amilasa por giberelinas en la
vapa de aleurona puede  ser inhibida por DFMA, aunque la
naturalesa de la funcion de las poliaminas en esta respuesta no
anta  clarificada  (Bernal-Lugo, 1983)., Los trabajos de Lin
(1484) ponen en evidencia que los niveles endégenos de poliami-
nat, asl como la incorporacidn de precursores o poliaminas
marcadan en exte sistema, no se alteran en respuesta a la
induceion de la sintesis a-amilasa por la giberelina o a la
inhibicion de  tal induceidn por el dcido abscisico. Sin
vmbargo, el inhibidor MGBG reduce dicho efecto hormonal y el
tratanmientoe combinado de MGBAG y espermidina restaura par-
vinlmente los niveles de a-amilasa. Por lo tanto, la accidn del
acido giberalico podria no estar mediada por poliaminas, auncque
pueden neor requeridos suflclentes niveles de espermidina para
Ia indueeion de a~amilasa,

Fn determinados gsistemas, las citoquininas activan la
Biosintesis de poliaminas, Quinetina y benciladenina favorecen
la sintesis de putrescina en cotiledones de L. sativa creciendo
en  Juz (Cho, 1983a), La actividad ADC y el contenido en
putrescina de cobtiledones etiolados de Cucumis sativus L. se
elavan on respuasta al tratamlento con benziladenina, durante
ol reverdecimiento inducido por luz {Suresh et al.,, 1978). Sin
pmbargo, la inclusion de poliaminas en el medio de incubacidn
o 1a inhibicion de la biosintesis de poliaminas, no afecta a la
wintosis de clorofilas. Por ello, el lncremento en los niveles
de putrercina derivado del tratamiento con la citoguinina, no
neria enencial para la induccioén de la respuesta de reverdeci-
miento, aungque no se exclulria su posible implicacién a través
des la regulacion de enzlmas, establlizacidén de la membrana o
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sintesis proteica (Walker et al., 1988).

Mds  extensamente ha sido investigada la relacidn
entre el etileno y el metabolismo de poliaminas. El interés
surge a raiz de que las poliaminas ejercen unas propiedades
antisenescentes y son antagonistas de las respuestas mediadas
por el eotileno. Ademds, ambos comparten el intermediario 8§-
adenorilmetionina, por lo que su sintesis puede ser competiti-
va bajo clertas circunstancias. Por otro lado, tanto la
actividad acido l-aminociclopropano~l-carboxilico sintasa (ACC
sintasa) como la actividad aminopropiltransferasa, sintetizan
un producto comin, S -metiltiocadenosina, que, a travéds de varios
intermediarios, vuelve a sintetizar L-metionina (Fig.6),
aminodcido precursor en la biosintesis de las poliaminas
ospormidina y esparmina y del etileno (Slocum et al., 1984).

Durante la senescencia de plantas y la maduracidén de
frutos, se ha obrervado una relacién inversa entre los niveles
do poliaminas y etileno.

ratudiande los niveles de etileno y poliaminas en
fruton de L.esculentum silvestre y en un mutante (conteniendo
un alelo recesivo ale que presenta un periodo mds largo de
maduracion), se observa gue éste ultimo contiene niveles mnds
bajos de etileno y un mayor contenido en putrescina (Dibble et
al., 198y,

Tuhdérceulos de §. tuberosum, almacenados durante un
lavgo periodo, envejecen, disminuyendo sus niveles de aespermi-
dina y esparmina e incromentando los de putrescina y etileno
(Mikitzel y Knowles, 1989).

La acdliclén de poliaminas exdgenas reduce la sintesis
de atileno en V. radiata (Suttle, 1981), M. domestica, V. faba
y axplantos de hojas de N. tabacum (Apelbaum et al., 1981}). En
meristemo apical de P. sativum, en respuesta al tratamiento con
etileno se bloguea la sintesis de poliaminas mediante la
inhiblecion de las actividades ADC y SAMDC (Apelbaum et al.,
198%: Tecekson et al., 1985), incrementandose la actividad
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Ligina descarboxilasa y, consecuentemente, los niveles de
cadaverina en este sistema. Posiblemente como consecuencia de
un pecanismo conpensador del descenso de actividad ADC {Icekson
ot al., 1986),

Huchos de los estudios realizados intentan esclarecer
la relacion entre poliaminas y etileno a nivel celular. Cabe
senalar que los niveles de dcido l-aminociclopropano-l-carboxi-
Vieo (ACC) en el tejido son un factor limitante de la velocidad
de produceion de etileno. La enzima ACC sintasa, que requiere
sintoris continua de novo, se encuentra localizada en el
citorol y el sistema enzimdtico que oxida ACC a etileno es
constitutivo y se halla asociado a la membrana, requiriendo la
integridad estructural de ésta para la continua conversién de
ATC on etileno (Apelbaum e Icekson, 1983),

Lag  poliaminas pueden bloquear 1la formacidén de
otileno al  inhibir la sintesis de ACC. Discos del fruto de
M. domestica, incubados en diferentes concentraciones de
puporming, disminuyen la produccidn de la hormona y la incorpo-
racion de uridina y J~leucina marcadas en ARN y proteinas. Las
poliaminag, por tanteo, 1inhiben la sintesls nacromolecular
neceraria para la sintesls de novo da ACC sintasa (Apelbaum
et al.,, 1982). El mismo efecto se halla al incluir espermidina
{1 mM), previamente a la inducclidn de etileno, en cultivos en
sunpeansion de células de frutos de Pyrus communis L. (Ke y
Romani, 1988),

Hyodo y 'Tanaka (1986) estudiando la actividad ACC
mintasa in vitro, extraida de tejidos danados del mesocarpo de
cucurdbita maxima bHuch,, deducen que las poliaminas inhiben no
competitivamente la actividad de la enzima., Winer y Apelbaum
(1986) sugieren que las poliaminas pueden inhibir la actividad
ACC sintana al formar una base de Schiff con su cofactor, PALP.
Las pol jaminas no sélo bloguearian la sintesis de ACC, sino que
utlilizarian S-adenosilmetionina para su propia bilosintesis.
Even~Chen et al., (1982), utilizando inhibidores de la sintesis
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de etilene, estimulan la incorporacién de L-metionina marcada
en espermiding.

En flores cortadas de Dianthus caryophyllus L., la
comcentracion endogena de espormidina y espermina no cambia con
La wdad, pero aumentan los niveles de la diamina paralelamente
al incremento en los niveles de etileno.

La anhibicion de la sintesis de poliaminas por
Deavdginina, DFMA o MGBG, promusve la sintesis hormonal y el
principio de la senescencia, A la inversa, la inhibicidn de la
sintesin do ACC por el acldo aminooxiacético, disminuye la
produceion de etileno y eleva el nivel de espermina, retrasan-
dote ol conienzo de la senescenclia, Todo ello sugiere que amnbos
comparten el Y“pool" de S$-adenosilmetionina, reguldndose ambas
rutag hiesipteticas a través de un mecanismo "feedback"
{Robwrts ef al., L9B4},

Otro=  avtores proponen ¢ue en pericarpo de
L. esculentum las poliaminas inhiben la producclén de etileno
al bloguear 8l transporte del precursor ACC a través de la
membrana de la vacuola (Safther, 1989). Otro modo de accidn
reria mediante el control del complejo enzimdtico que oxida ACC
a wtileno, Fuhrer et al. (1982), encuentran gue espermidina
inhibe efoctivamente dicha etapa en hojas de A, sativa, en las
eualos se induce la sintesis de etileno al ser eliminadas las
aélulas epidérmicas, El idén Ca* reduce competitivamenta la
inhinicion, por lo gue, posiblemente, las poliaminas modularian
la actividad del complejo enzimdtico que sintetiza etileno,
induciande clertos cambios por medio de una interaccion idnica
con la menpbrana.

Determinados trabajos, sin embargo, indican gue no
axisnte una competicién entre el etileno y las poliaminas.
Durante ol desarrollo del fruto de Persea americana Mill., los
niveles de ambas sustancias no varian a lo largo del pexiodo de
méxima produccidn de etileno o sintesis de poliaminas (Kushad
et al., 1988). Cohen y Kende (1986) determinan que el trata-
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miento de semillas de O, sativa con etileno, estimula el
crecimianto del meristemo intercalar y las actividades ADC y
SAMDC,

Ertos hechos quizds puedan explicarse por la disponi-
bllidad do S-adonosilmetionina, que puede estar limltada o no,

dependiendo  do la especie, del tejido o de determinadas
cirvunstancias,

Iv7.~ RELACION ENTRE FITOCROMO Y POLIAMINAS

La lugz, por medio del fitocromo, controla muchos
aspectos del crecimiento y desarrollo vegetal, incluyendo la
gorminacion de semillas, el crecimiento de hojas y tallos, la
floracion y el comienzo de la senescencia (Hendricks y
Borthwick, 1967), :

El fitocromo y las poliaminas actdan regulando
aspectos gsimllares del crecimiento celular, pudiendo, quizas,
astar relacionados funcionalmente.

Ya que, por un lado, el fitocromo controla la
actividad de determinadas enzimas (Schopfer, 1977) y por otro,
la actividad ADC se muestra influida por la luz (Kaur-Sawhney
et al., 1982), se estudidé si ambos estaban relaclonados durante
0l crecimiento de pldntulas etioladas de P, sativum. En este
aistema, la forma Pfr del plgmento promueve el crecimiento de
la yema terminal e inhibe, por el contrario, la elongacildn del
apicotilo (Parker et al,, 1949).

Una vez transcurridos 6 dias de crecimiento, las
plantas etloladas fueron expuestas a un pulso corto (5 min) R,
acelerdandose el corecimiento y duplicdndose la actividad
eapecifica ADC en la yema terminal tras el tratamiento.
Simultdneamente, en el eplcotilo, donde los controles en
oscuridad muestran un aumento de la actividad ADC, el pulso con
R inhibe la elongacién y previene completamente el incremento
de actividad ADC. Ambas respuestas son fotorevertidas por
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pulsos de Juz roja lejana (FR). El tratamiento con cicloheximi-
da inhibe drdsticamente la actividad descarboxilasa, tanto en
epicotilos en oscuridad como en las yemas terminales, que se
desarrolla tras la irradiacién con R. Parece poxr tanto, que el
titocromo controla la sintesis de nove de ADC en ambos drganos,
pero de forma opuesta (Dai y Galston, 1981),

Estos hechos estdn apoyados con el estudio de los
niveles de poliaminas. En yemas terminales, la luz R eleva los
niveles de agmatina, putrescina y espermidina, mientras que,
por el contrario, en epicotilos disminuyen. Log cambios en la
biosintesis de poliaminas son lo suficientemente rdpidos como
para rasponder de los cambios observados en la velocldad de
crocimiento de ambos 6rganos. Tales efectos fotomorfogendticos
estdn sstrechamonte ligados a variaciones en los niveles de
poliaminas, pudiendo estas sustancias estar implicadas bien
directamenta, bien como segundos mensajeros, en los procesos
inducidos por el fitocromo (Goren et al., 1982).

Lag variaciones descritas en la actividad ADC podrian
ontar relacionadas o sar una consecuencia de la modificacidn en
la velocidad de crecimiento., $in embargo, cuando se corta la
yama terminal junto con una pequeia porcidn del epilcotilo
subyacente, la irradiacidén con R no promueve el crecimlento,
paro sl favorece el desarrollo de la actividad ADC, siendo
revertido por FR. Parece pues, gue la R ejerce su efecto sobre
la actividad ADC independientemente de sus efectos sobre el
crecimlento (Goren et al., 1982).

Una variacion en los niveles de poliaminas parece
estar envuelta en la inducclén fotoperiddica de la floracidn de
Pharbitis nil Cholse. Durante el fotoperiodo no inductivo (luz
continua), los niveles de putrescina son altos y bajos los de
espermidina y espermina en los cotiledones. Por el contrario,
a lo largo del fotoperiedo inductivo (16 h de oscuridad}, los
niveles de la diamina son bajos y los de espermidina y espermi-
na  fluctuan alternativamente, ocoinclidiende con Jlos tres
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periodos cruciales del fotoperiodo. Posiblemente la espermina
este implicada en la sintesis del estimulo floral, ya que sus
niveles maximos colnciden con el periodo concreto donde la
#intesis del estimulo floral es més activa (12 h de oscuridad)
(Dai vy Wang, 19873,

Otro sistema en el que se halla una relacidn entre
Jus y  poliaminas, es durante la germinacidn de semillas de
I, sativa sensibles a la luz, Aplicaciones de putrescina y
espormidina 1 mM estimulan la germinacién de las semillas en
oscuridad, siondo mds efectivo el tratamiento con la triamina.
Dicha germinacidén es, a su vez, estimulada por dosls no
saturantes de R (20 s8) o por el dcido giberdlico. Cuando se
aplicaron ambos tratamientos, R y dcido giberélico, junto con
putrescina o espermidina, aumentd la velocidad de germinacidén
on todon los casos (Sinska, 1988).

El fitocromo parece, también, mediar el control del
catabolismo de poliaminas. Los epicotilos de pldntulas etiola-
dag de L. culinaris poseen, generalmente, altos niveles de DAO,
indicando, posiblemente, que los productos resultantes del
catabolismo de poliaminas sostendrian el crecimiento no
fotogintetico de tales pldntulas en oscuridad (Flores y Filner,
198%) . Cuando tales plantas son expuestas a R o luz azul
continua, disminuyen drasticamente los niveles de DAO, siendo
la FR menos efectiva, El fitocromo posiblemente esté implicado
en tal respussta mediada por la luz, ya que existe reversibili-
dad, La fotorequlacion de los niveles de DAO estd relacionada
gon la fotomorfogénesis y os independiente de la capacidad
fotonintética de la pldntula (Angelini et al., 1988).

Por otre lado, el control fotoperiddico de la
senescencia de yemas de P, gativuam G,, no parece ejercerse a
travas de camblos en la concentracidon de poliaminas. Sus
nivales permanecen altos e invariables durante el desarrollo en
dias cortos (retrasandose la senescencla) y la transferencia a
un fotoperiodo largo no hace disminuir la concentracidn de
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poliaminas, previamente a 1a aparicioén de los sintomas de
senescencia (Smith y Davies, 1985h),

I.8.~ POLIAMINAS EN LIQUENES
1.8.1. Antecedentos

Poco se conoce acerca del metabolismo de poliaminas
en liquenes. Jiger y Weigel (1978) fueron los primeros en
detectar poliaminas en tres especies liquénicas: Pseudevernia
furfuracea (L.) Zopf., Plastisgmatia glauca (L.) Culb. Culb. e
Hypogymia physodes (L.) Nyl., En estas especies la concentracién
do di- y poliaminas ( putrescina, cadaverina, agmatina vy
enpermidina) es similar, e incluso un poco superior, a la de
run  aminodcidos precursores. Slempre se detectan formando
conjugados, no halldndose poliaminas libres en estas tres
especioes ligquéenicas. lLos autores especularon sobre la unién de
poliaminas a dcidos nucleicos, ribosomas y membranas, lo que
ostabllizaria tales estructuras frente a condiciones ambienta-
len woxtremas, expllicando , posiblemente, la resistencia de
antosr ovganismos a condiclones de gran sequia.

Posterlormente, Hamana y Matsuzaki (1986) estudiando
diferontes especlies de los géneros Umbilicaria y Parmellia,
encontraron poliaminas en su forma libre: putrescina,
I=3-dlaminopropano y espermidina, y sdlamente en algunas de
allas espermina, cadaverina y agmatina. Determinaron, a su vez,
gue contoenian una serie de andlogos estructurales o poliaminas
no comunes como son: norespermidina y norespermina, las cuales
han sido descritas en algas eucariotas (Kneifel y Regewald,
19680; Hamana y Matsuzaki, 1982), en Briofitas y cliertos hongos
(Hamana y Matsuzaki, 1985) y actualmente en M. sativea
(Rodriguez~Garay ot al., 1989) y la triamina homoespermidina,
idantificada en cilertas algas superlores (Hamana y Matsuzaki,
1982), cianoficeas (Hamana et al., 1983) y en determinadas
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plantas superiores {(Smith, 198%a),

sym-norespermidina:  NH,~(CH,),~NH~(CH,},~NH,
sym-noresperminas NH,~(CH,)},~NH=(CH,),~NH=~({CH,),~NH,
sym-homoespermidina: NH.~(CH,) ,~NH-(CH,) ,~NH,

La sinteris  de norespermidina, norespermina vy
homoerpermidina se muestra en la Figura 7.

S0 postula que la presencia y significado funcional
de estas poliaminas no comunes, en los sistemas vivos, puede
estar relacionada con la exposicién a entornos en los que rigen
unad  condiciones ambientales extremas, siendo un mecanismo
adaptativo para estos organismos (Adiga y Prasad, 1985).

.8.2.~ Qatabolisne de Le-arginina. dirigido hacla sintesis de
polivminas en Evernia prupastrl

Las especies ligquénicas que contienen algas verdes
como fotobionte acumulan los dcidos L-glutdmico y L-aspdrtico
como  productos  primarios de la asimilacién de amonio
(Ramakriashnan y Subramanian, 1966), mnientras que Evernlia
prunastrd (L.} Ach. (cuyo fotoblonte es una Chlorophyta del
género Trebouxia) contiene altas concentraciones de L-arginina
dentro del "pool!" de aminodcideos libres (Legaz et al., 1982).
Los niveles de L-arginina estdn sujetos a variaciones estacio-
nales, siendo altos en marzo y de mayo a julio y menores de
agosto a octubre (Legaz et al., 1986).

Como s¢ ha descrito para plantas superiores, en
E. prunastri, la diamina putrescina se sintetiza a partir de
L~arginina a través de dos rutas, una hidrolitica y otra
descarboxilante via agmatina,

La primera de ellas produce L-ornitina y urea
mediante la hidrélisis de L-arginina por accldn de una argina-
sa. Fsta se muestra inducible por su sustrato, cuando el talo
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es Incubado en oscuridad (Legaz y Vicente, 1980). La adicidon de
urea al medio previene, o disminuye, la induccidén de la
arginasa causada por su sustrato. La proteina ha sido purifica-
da, presentando un valos de K. de 0,20 mM para L-arginina. Tiene
dos valores de pH oéptimo para su actividad: el principal a 9,0
y un segundo mdximo a 6,5. Urea y agmatina son inhibidores
competitivo y no competitivo, respectivamente , aunque
L-ornitina y putrescina se muestran como activadores de la
enzima. La inhibicién de arginasa por urea provee de un
mecanismo de regulacién "feedback", que asegura la completa y
efectiva regulacion.

En este liquen se ha caracterizado, tambidn en
condiciones de oscurldad, una segunda forma de arginasa, ésta
constitutiva, Dicha proteina, preexistente pero inactiva, es
activada, posiblementa, por la liberacidn de L-arginina de 1la
vacuola al citosol (Legaz y Vicente, 1982)., La enzima fue
purificada a partir de talos liquénicos incubados en ciclohexi~
mida (Martin~Falquina y Legaz, 1984), hallando un valor de K.
para L-arginina de 2,5 mM, L-Ornitina, agmatina y putrescina
son activadores de la enzima. Amnbag formas de arginasa, la
constitutiva asi como la inducible, son dependientes de Mn®
para el desarrollo de su actividad.

La tercera forma de arginasa es una glicoproteina que
se libera a los medios de incubacidn., Contiene 280 residuos de
glucosa, 27 de fructosa y 85 de manosa por molécula de proteil-
na. Posee un valor de K., para L~arginina, de 1,5 mM y es
activada por dcido dsnico (Planelles y Legaz, 1987),

El aminodcido L~ornitina, producido como resultado de
la hidrélisis de Le-arginina, es posteriormente descarboxilado
para rendir putrescina y urea mediante la accién de una ODC. La
enzima presenta su mdxima actividad cuando los talos son
incubados en oscuridad en presencia de L-ornitina (Escribano y

Legaz, 1984).
La segunda ruta de sintesis de putrescina es por
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descarboxilacion de L-arginina para rendir agmatina. En los
tailos liquénicos se desarrolla una actividad ADC inducible
despucés de 4 h de incubacion en L-arginina, en oscuridad. La
enzima ha sido purificada, presentando un valor de K., para
I-arginina, de 12,5 mM y un pH dptimo de reaccidn de 7,1. La
ADC es inhibida por putrescina y urea, sugiriendose una posible
requlacion '"feedback". Agmatina produce solamente una moderada
inhibiclon (Vicente y Legaz, 1981).

El producto de la reaccién catalizada por ADC,
agmatina, es posteriormente hidrolizado para rendir putrescina
Yy urea, mediante la accién de una AAH. Dicha enzima, purifica-
da, tiene un valor de K,, para agmatina, de 6,4 mM y presenta
un pH optimo de reaccidn de 6,9. La enzima metaboliza especifi-
camente agmatina, no hidrolizando L-arginina, L-ornitina o
putrescina. Dichos andlogos son activadores de AAH a ba‘jas
concentraciones de sustrato (menores de 14 mM) e inhibidores a
altas concentraciones {mayores de 14 nM). La urea inhibe
completamente la actividad de la enzima (Vicente y Legaz,
1982).

A su vez, la agmatina puede ser alternativamente
nmetabolizada a N-~carbamilputrescina, por accidn de la enzima
AIH. Tal actividad se desarrolla a las 2 h de incubar los talos
en medios tamponados con Tris~HCl, sin embargo, la adicldon de
L-arginina 40 mM al medio, favorece el incremento de la
actividad a las 4 h de tratamiento. La presencia de la activi-
dad hidrolasa es dependiente de la sintesis proteica y fue
conslderada como una induccién de la enzima por el aminodcido,
La enzima purificada presenta un valor de K,, para agmatina, de
0,8 mM. La urea es activador de la enzima y la L-~arginina
inhibe la actividad hidrolasa a altas concentraciones del
sustrato, activdandola a bajas concentraciones (Legaz et al.,
1983} .

Al menos hasta el momento, se puede concluir gue en
el liquen E. prunastri estdn presentes las dos rutas metabdli-



cas, ADC y 0DC, gue sintetizan la diamina putrescina, precurso-
ra de las poliaminas espermidina y espermina, como ha sido
deserito para plantas superiores, e incluso una ruta alternati-
va que rinde putrescina directamente a través de agmatina.

I.8.3.- Localizacion gelular. de las enzimwas de sintesis
de putrescinn en Evernia prunastri

S¢ ha estudiado la actividad, en términos de activi-
dad especifica, de las enzimas implicadas en la biosintesis de
putrescina en cada uno de los simbiontes alslados.

En general, anmbos poseen todas las actividades
enzimaticas daescritas; sin embargo, AIH y ODC se encuentran
mayoritariamente localizadas en el micobionte de E. prunastri,
mientras gque arginasa, ADC y AAH estén principalmente restrin-
gldas a las células del ficobionte (Tabla I).

El talo de E. prunastri estd formado principalmente
por hifas fangicas, con una pequefa capa de células algales.
Debido a ello, en términos de actividad total, el micobionte es
el que desarrolla mayoritariamnete las actividades enzimdticas
anteriormente descritas (Tabla I) (Legaz, 1985),.

Estos datos implican gue la principal fuente de
sintesis de putrescina, en el liguen, es por parte del mico-~
bionte, aungque un pequenc "pool" de la diamina puede existir en
el fotobionte, ya que es en este simbionte donde la AAH
desarrolla una alta actividad especifica.

La accesibilidad del sustrato por su enzima puede ser
regulada a través de las distintas afinidades de dos enzimas
para el mismo metabolito. La diamina agmatina es utilizada
preferentemente por el micobionte liguénico, al poseer una
mayor actividad especifica de la enzima AIH. Ademds, su valor
de K, es 8 veces inferior al de la enzima AAH, localizada
principalmente en el fotoblonte (Vicente y Legaz, 1982; Legaz
el al,, 1981),



TABLA I.- Localizacion de las enzimas del catabolismo de L-arginina en talo de
E. prunastri (Legaz, 1985}).

HOLOBIONTE MICOBIONTE FICOBIONTE

ENZIMA AE $ AT ¥ | RE % AT $  aE 3 AT 3
ARGINASA* 0,16 100 0,66 100 0,05 32,92 0,21 88,88 c,11 67,08 0,03 11,11
ADC* 0,72 100 2,88 100 a,17 23,61 0,64 82,50 8,55 76,39 Q0,13 10,10
ODCx*xx 1,01 100 5,46 100 5,82 Bi,10 4,30 81,90 6,19 18,890 0,99 18,00
AAH* 0,16 ip0 0,64 100 0,01 6,25 0,04 51,08 0,15 93,75 0,04 48,92
ATH*=* 0,23 160 1,38 100 0,19 83,15 1,24 89,74 0,04 16,85 0,14 10,286
* La proporcién de proteina total del micobionte / ficobionte 15,66 % 1,94

** La proporcion de proteina total del micobionte / ficobionte 1,77 * 0,05

**% Ja proporcion de proteina total del micobionte / ficobionte 1,05 % 0,02

AE - actividad especifica (unidades)
AT — actividad total {unidades)
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La arginasa inducible de E., prunastri posee un valor
de K,,para L-arginina, de 0,2 wmM, mientras gue el valor de K,
para ADC es de 12,5 mM (Legaz y Vicente, 1980; Vicente y Legaz,
1981}, Esto implica que la afinidad de la arginasa por el
aminodcido es 62,5 veces mds alta que la afinidad de ADC por el
mismo., Por ello, al menos en este liquen, la sintesls de
putrescina es mds efectiva por la via hidrolitica que por la
dascarboxilante, y dentro de esta ultima, se sintetiza la
diamina principalmente por accién de AIH, con agmatina como
intermediario.

Sin embargo, los datos presentados son parciales, va
gque no se han caracterizado las constantes cinéticas de 1la
enzima ODC, y por otro lado, no existen aun resultados acerca
del transporte de compuestos nitrogenados entre los simbiontes.

Otro dato a tener en cuenta es gue la hidrdlieie de
agmatina en el fotoblonte podria estar limitada drdsticanaente,
puasto gue la urea producida en las células algales actua como
un potente inhibidor de la enzima AAH (Vicente y Legaz, 1982).
Por ello, la putrescina, hasta el momento, seria sintetizada
principalmente por el micobionte.

No obstante, la locallzacidén exacta de cada metaboli-
to no se conoce por el momento, y se puede especular exclusi-
vamente en funcldn de las actividades enzimdticas relativas de

ambos sinblontes,
1.9.- MOVILIZACION DE NUTRIENTES ENTRE SIMBIONTES LIQUENICOS

Mediante una larga co-evolucidn, algas y hongos han
desembocado en una perfecta simbicsis. Lo que parece, en
princliplo, beneficlar a ambos, permitiléndoles habitar vy
colonizar ambientes extremos.

En un principlo se definieron los liquenes como una
simbliosis mutualista, caracterizada por el movimiento de
nutrientes entre células vivas de ambos simblontes (Smith,
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1980). Segun Hill (1980), el hongo en el entorno liquénico, es
incapaz de obtener hidratos de carbono de otra fuente gue no
sea el alga, de manera que la simbiosis liguénica se basaria en
la transferencia de hidratos de carbono, productos de 1la
fotosintesis en el alga, desde el fotobionte al micobionte.

Los trabajos realizados por distintos investigadores,
han permitido establecer las caracteristicas bdsicas del
movimiento de hidratos de carbono del alga al hongo. Smith
(1980) las resume en los siguientes puntos:

1.~ En los liquenes, una alta proporcidén del carhbono
fijado por el alga pasa al hongo, donde es transformado
principalmente en un poliocl fungico, el manitol.

2.~ Los hidratos de carbono de origen fotosintético
liberados por el alga, se transfieren al hongo en forma de un
s0lo tipo de molécula sencilla, de bajo peso molecular: el
hidrato de carbono transferible o mévil.

3.~ La naturaleza del hidrato de carbono mdévil,
depende del alga liquénica. En los liguenes cuyo fotoblonte es
una Cyanophyta, éste serd siempre la glucosa, mientras que en
los liquenes conteniendo Chlorophyta como fotoblonte, serd uno
de los tres polialcoholes: eritritol, ribitol o sorbitol,

dependiendo del género.

CH,~OH CH,~OH CH,~OH CHO
H~C~OH H~C~OH OH~C~H OH—émH
H~C~OH H~C~OH H-C~OH H-cf-on

CH,-OH H~C~OH H-?imori H*C}—OH

CH,~OH H-CTI-*OH H-C=OH
CH,~OH CH,~OH

eritritol ribitol sorblitol glucosa
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4.~ El hecho de que cada alga libere un sélo tipo de
hidrato de carbono, sugiere que existe un mecanismo de libe-
racién concreto para cada polialcohol y que no se trata de un
mecanismo general de permeabilidad indiscriminada. Debido a la
similitud de los tres ultimos carbonos de los polialcoholes
anteriormente mencionados, se piensa que los mecanismos de
Liberacioén o de captacion implicados son similares.

5.~ La liberacién masiva de hidratos de carbono del
alga al hongo cesa rédpldamente tras el aislamiento de los
simbiontes y es diffcilmente detectable dos o tres horas
después, aunque el tiempo depende del organismo estudiado. El
hidrato de carbono mévil deja de ser el productoc metabdlico
pradominante del alga, tanto intracelularmente como extracelu-
larmentae.

Un proceso fundamental, y todavia no dilucidado, as
el mecanismo gque induce y controla la transferencla de hidratos
de carbono deade el fotobionte al micoblonte. Se sabe gue la
liberacidén de hidratos de carbono, por parte del alga, sélo se
lleva a cabo mlentras #ésta se encuentra en simbiosis. Dicha
actividad cesa rdpldamente cuando es aislada, disminuyendo la
liberacién de **C al medio y la proporciétn de hidratos de
carbono simples marcados, teniendo lugar un incremento paralelo
en la incorporacién de *C en material insoluble en etanol
(Green y Smith, 1974). Por lo tanto, las algas modifican su
metabolismo de hidratos de carbono y tienden a comportarse como
la hacen las algas cultivadas (Green, 1970).

Se puede conclulr gue existe algun aspecto de 1a
simbiosls responsable de las diferenclias de comportamiento
netahélico observadas. Entre los mecanismos fisicos postulados

exlsten los siguientes:

A~ Control de la tensidén de oxigeno y anhidrido

carbénico en el talo.
B~ Smith (1974) sugiere que la liberacidén de hidratos
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de carbono podria resultar de una disminucién o incluso
inversion del potencial de membrana del fotobionte debida a su
asociacidén con el hongo,

C~ Control del crecimiento y de la divisidén celular
de las algas. Puesto que el alga recién alslada cesa de liberar
hidratos de carbono, y utiliza internamente todo el carbono
fijado para la sintesis de sus polisacdridos, dcidos nucleicos
Y proteinas, el hongo podria detener el cicleo celular del
fotobionte en una etapa coincidente con una alta sintesis de
hidratos de carbono. Al no ser éstos utilizados para el
crocimiento y proliferacidén del fotobionte, serian desviados
hacia el micobionte (Kanazawa et al., 1970; Smith y Drew,
1965) .,

Entre los mecanismos gquimicos contemplados, destaca
la posibilidad de que el micobionte sintetice alguna enzima o
algin factor especifico responsable de los camblos metabdlicos
descritos.

Atendiendo a la influencia de cilertos factores
anbilentales, el nivel de hidrataclén del talo liquénico tiene
un efecto muy marcade sobre la transferencia de hidratos de
carbono. A altos niveles de hidratacion, el hongo acumularia la
mayor parte de los hidratos de carbono procedentes del alga,
mientras que por debajo de un clerto nivel, quedarian retenidos
en el alga, para asegurar su crecimlento y reproduccidn.
Durante un ciclo de humedad y secado, cada simblonte tendria la
oportunidad de obtener sus requerimientos de fotoasimilados,
sin inconvenlentes para e) otro simblonte (Mac Farlane vy
Kershaw, 1982).

L.a cantidad de hidratos de carbono gque recibe el
hongo, es de 10 a 20 veces mayor gue la requerida para su
crecimiento. Sin embargo, no se corresponde con un rédpildo
crecimiento del talo, gue viene a ser de varios mm a varios cm
por afo (Smith, 1980). Farrar (1976) afirma que una gran
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proporcidén de la fotosintesis en liguenes se invierte en el
mantenimiento de altos niveles en el "pool" de polialcoholes,
dejando sélo una pequefia parte para los procesos de crecimien-
to,

Los polioles son los hidratos de carbono predominan-
tes en liquenes y se les adjudican importantes funciones {Lewis
Y Smith, 1967):

- son compuestos mAs iddneos que los azucares como
almacén de enegia,

- almacenamliento de poder reductor y regulacidn de
coonzimas,

- como sustanclas de osmoregulacién, contra el
déficit hidrico, disminuyende el efecto de la tensidén sobre el
material lnsoluble (proteinags y polilsacdridos).

- reparacioén rdpida de las membranas tras cada ciclo
de humedad y secado.

1.10.~ RELACION ENTRE EIL LIQUER Y SU SUSTRATO

E., prunastrl es un liquen epifito, es decir, crece
sobre la corteza y ramas de los drboles, recibiendo la luz y
humedad necesarias para su desarrollo.

Los liquenes epifitos no tienen acceso al agua
almacenada en el suelo, dependeniendo del agua de la lluvia, de
la niebla y de la cantidad de agua gue sus ricinas sean capaces
de obtener del humus, derivado de la descomposicidén de la
corteza del 4drbol que lo soporta.

El fritéforo provee de un "microhabitat® a los
liquenes epifitos: las ramas altas egstdn bien iluminadas, pero
expuestas a la desecacldn, mientras gue en el tronco y ramas
bajas del drbol el microclima es oscuro pero humedo. El médximo
crecimliento de estos liquenes tlene lugar en los bosques de
alta montana, donde la humedad rara vez, o nunca, baja del 920%
por el casl constante c¢inturén de nubes.
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La relacion entre el liquen y su sustrato es, a
menudo, compleja. En un principio se pensé que los liguenes
epifitos no tenfian otra relacidn con el drbol méds dque la
necesaria para su soporte, estando unidos a su sustrato por
aprehensorios que no sobrepasaban los limites de las células
epidérmicas muertas (Lindau, 1895).

Sin embargo, Porter en 1917 describié una extensa
penetracion de las hifas de Ramalina sp en la madera de su
sustrato, a través de heridas y lenticelas, hasta alcanzar el
cambium permaneciendo las hifas en los espacios intercelulares.

Investlgaciones posterlores han establecido 1la
penetracidn activa de liguenes epifitos dentro de los tejidos
del fitéforo. Las hifas de E. prunastri llegan y progresan
dentro de los vasos xllemdticos de Fagus sylvatica L. (Esteve:z
et al., 1980), Quercus pyrenaica Willd. (Ascaso et al., 1980)
y Quercus rotundifolia Lam. {(Orus y Ascaso, 1982), lo que
representa una base estructural para la interaccién guimica
entre metabolitos del liguen Yy procesos metabdlicos del
huesped, pudiendo representar una importante fuente de nutrien-
tes para el epifito. La penetracidén se lleva a cabo a través de
la accion guimica degradativa de los tejidos de la pared
celular, encontrdndose que E. prunastri posee actividades
caelulasas y poligalacturonasas, propias de los hongos fitopatd-
genos (Yagle et al., 1984).

Ha sido ampliamente observado gue ramas que soportan
una gran poblacién de liquenes epifitos aparecen con claros
sintomas de desfollacidén, no ocurriendo ésto en las ramas sin
liquenas,

Estudiando la fisiologia de la interaccidn, se
encontrsd una clara participacién de los fenoles liquénicos en
el metabolilsmo de plantas superiores, Se han descrito inhi-
biciones en el transporte ciclico de electrones por quelacidn
del Mn®' de los cloroplastos (Orus et al., 1981), activacidn de
la senescencia debida a la disminucién del contenido hidrico,
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aumento de la actividad fosfatasa dcida y una mayor tendencia
a la abscisién, en hojas de Q. rotundifolia incubadas en
presencia de fenoles extraidos de E. prunastri (Estevez st al.,
1982). Esto indica que las sustancias liquénicas penetrarian
dentro de los vasos del xilema y llegarfian hasta las hojas,
inhibiendo alli su metabolismo.

Avalos et al., (1986) han demostrado que pequerias
cantidades de dcldo evérnico son translocadas por los vasos del
xilema, llegando al nervio principal de las hojas. El fenol no
86lo actua a nivel follar, sino que inhibe la diferenciacidn de
las yemas y retrasan la formacidn de hojas debido a que provoca
un descenso en la resplracidon (Legaz et al., 1988).

I.11.~ SIMBIOSIS LIQUENICA

La amplitud y complejidad de la simblosis hongo-alga
(o0 cianoficea) es asombrosa, especialmente cuando el término
Tgimblosis" es utilizado de acuerdo con el criterio de De Bary
(1878), que alude a organismos distintos que viven juntos, ya
saa en asoclaciones mutualistas, comensalistas o antagonistas.

Fn los Wltimos diez afos, numerosos ¢asos han llamado
nuestra atenclén y han contribulde, de forma colectiva, a
nuastro entendimlento de la naturaleza de las asoclaciones
liquénicas haciendonos pensar en su significado evolutivo.

Los taxones gque hoy son aceptados como liguenes son
simbiosis mutualistas en las gue el micobionte es el exohabi-
tante, desde el punto de vista morfoldégice, emitiendo prolon-

gaciones haustoriales.
Morfolégicamente se pueden diferenciar tres tipos de

relaciones ultraestructurales (Honegger, 1984):

1.~ En ligquenas con un cilanobionte, la zona de
contacto se produce entre la hifa en crecimiento y la vaina
gelatinosa (glicocalix) de la colonia de clanoficeas. Nunca hay
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penetracion ni contacto con la pared celular del endobionte.

2.~ En liquenes con ficobionte, hay a veces con-
tactos, no haustoriales, con la pared celular del alga, pero
nunca penetracidon.

3.~ En liquenes haustoriales, como los que contienen
algas dol género Trebouxia, se apreclan invaginaciones produci-
das por la progresion de las hifas fungicas en la zona de
contacto, En E. prunastri, el haustorio es intraparietal y, a
vaces, la pared celular del alga crece formando una vaina.

El micobionte, en la simblosis liquénica, se reprodu-~
ce sexualmente, mientras que el fotobionte (alga o clanoficea)
reprime sus mecanismos de reproduccidén sexual, gulizéds controla-
do por el hongo de forma pardsita, manteniendo as{ su nimero de
calulas conatantaes,

En la configuracioén del talo, el micobionte parece
jugar un papel clave, mientras gue el fotobionte ocupa, o se
encuentra limitado a una capa dentro del talo ligquénico bien
definida, llamada capa gonidial. La gran variedad existente de
talos morfoldglcamente complejos puede ser atribuida al
micoblonte, gque se esfuerza en exponer a la luz el Aarea mdxima
de células de)l fotoblonte, mejorando asi su habilidad de
propagarse en un ambiente, por otro lado hostil (Hawksworth y
Hill, 1984).

Ha sido cuestionado que las asoclaciones liquénicas
sean verdaderamente mutualistas (Smith, 1975). De hecho,
algunos autores afirman que el fotoblonte es parasitado por el
honge (Ahmadjian y Jacobs, 1983), asegurando gue la asoclacidn
alga~hongo an un liguen poco se diferencia de la relacidn
hospadante-pardsito, en la que el parasitismo, por parte del
hongo, es débil y permite sobrevivir a la mayor parte de las
células del hospedante algal.

Por otro lado, hay investigadores que opinan que
existe una verdadera simbiosis alga-hongo en el talo liguénico,
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pero el hongo mantiene al alga en un estado de esclavitud o
helotismo, siendo el hongo el que obtiene el mayor beneficio en
la asociacion (cltado por Galun, 1989).

Es  evidente que, en un sentide evolutivo, los
l{quenes se originaron por helotismo o esclavitud del componen-
te algal por parte del hongo, pero al menos en algunos ligue-
nes, la asoclacion se ha desarrollado para formar una verdadera
union mutualista simbidética. Generalmente, el micobionte es
s0lo capaz de sobravivir con el fotoblonte y éste se desarrolla
an amblentes donde no podria sobrevivir aislado, por ello, la
simbiosis ha de ser observada como mutualista. Al evaluar los
"benef icios" obtenidos por el fotoblonte, es esencial conside-
rar las ventajas evolutivas de las poblaciones, en lugar de la
de células individuales (Hawksworth y Hill, 1984).

Aun hoy dia, los investlgadores del canpo de la
Liguenologia no se han puesto de acuerdo para dar una unica y
ampl lamente aceptada definicidn del término "liquen". Durante
1a asamblea general de la Asocliaclén Internacional de Ligueno-
logia (IAL), celebrada dentro del 13" Congreso Internacional de
Botdnlca de Sydney, en 1981, se propusleron cinco definiciones
aobre el concepto de "liquen", de las cuales ninguna fue
mayoritariamente aceptada, pero tampoco rechazada. Son las

slguientes:

~ Un ligquen es una asoclacién de un hongo y un
simblonte fotosintético cuyo resultado es un talo estable y una
estructura especifica. Propuesta por el Comité Terminoldégico de

la IAL.
« Un liguen es una asociacion estable y capaz de

mantenerse a &i misma, de un micobionte y un fotobionte, en la
cual el micoblonte es el exohabitante. Propuesta por D.L.

Hawkeaworth.
- Un liquen es una asociacién hongo-alga estable que

da como rasultado un talo que, por lo general, diflere signifi-
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cativamente de cualquiera de los simbiontes en estado de vida
libre (no ligquenizado). Casos excepcionales de asociaciones
hongo-alga que formen talos rudimentarios o mal definidos, son
considerados como liguenes si el simbionte fungico (micobionte)
parece emparentado con otro taxon que forme auténtico liguen.
Propuesta por I.M. Brodo.

- Un ligquen es una asociacién de un hongo, y unas
vecoes, un alga y, otras una cianoficea (ocasionalmente ambos),
que produce una estructura estable, Propuesta por A.L. Huber y
D.K., Kidbey.

- Un liquen es una asoclacidn simbidtica y estable de
un hongo especiallzado y dominante con un alga, en la gque los
dos simbiontes forman un talo concreto con una estructura
pocullar. Propuesta por Wet Jiang-Chun.
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Kl objetivo fundamental de este trabajo ha sido el
estudio de la acumulacion de las diferentes poliaminas en talo
de Fvoernia pruanastri (L.) Ach, Tal acumulacidn estd influencia-
da  por mecanismos de captacién (sintesis), catabolismo vy
conjugacion de éstas, estudidndose experimentalmente los tres
PrOCRROS,

La caracterizacion experimental de un transportador
para la putrescina exagenamante anadida, sentaria las bases
para un estudio ulterior de la translocacién de la diamina
ontre los simblontes liquénicos.



IX.- MATERITAL Y METODOS
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I1.)l.- MATERIAIL BIOLOGICO

El organismo utilizado en el presente trabajo ha sido
vl liquen Evernia prunastri (L.) Ach., creciendo sobre la
cortera de Quercus pyronalca Willd. y recogido en Valsain
(Segovial).

Las muestras, limplas y secas, se almacenaron en
oscuridad, a 7°C, en bolsas de pléstico hasta su posterior
utilizacion.

I1.2.- VALORACION DEL PESO SECO

El peso seco se determind gravimétricamente mante-
niendo los talos, despuds de su incubacién, durante 1 h a 80°C.

I1.3.~ BSTIMACION DEL CONTENIDO EN AGUA DEL TALO

La cantidad de agua del talo se determind estimando
su contenido, por diferencia de pesada entre el talo hidratado
(4 min en tampdn Tris~HCl 0,1 M, pH 9,15) y el peso seco del
mismo.

£l contenido de agua fue expresado en "ml.g™ peso
seco del talo".

IT1.4.,~ CONDICIONES DFE INCUBACION

Lag incubaciones se realizaron sumergiendo fxragmen-
tos de talo liquénico, de 1 g de peso, en 25 ml de disoluciones
tamponadas de acetato sédico 0,1 M, pH 5,0; fosfato sddico
7% mM, pH 6,9 o Tris-HCl 0,1 M, pH 9,15: de 0 a B h en oscuril-
dad a 26°C. Cuando se indique, se afadid o no putrescina, asi
como diferentes metabolitos relacionados con la diamina.

Las modificaciones, de cualgulera de las condiciones

da cultivo descritas, se indicardn en cada caso.
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IT.5,~ SEPARACION DFL FOTOBIONTE Y EL MICOBIONTE

Cuando el estudio requirid medir distintos pardmetros
en cada uno de los simbiontes, se procedié a su separacidn
sequn modificaciones del método descrito por Ascaso (1980).

El talo fue macerado, tras la incubacidn, en tampdn
fortato salino 10 mM, pH 7,2 o en agua destilada, agitando
suavemente durante 20 min y filtrado a través de 3 capas de
gass .,

El material retenido fue resuspendido, agitado vy
filtrado nuevamente. Ambos flltrados, conteniendo los simbion-
tes, s juntaron y fueron centrifugados a 1000 x g durante
10 min a 4°C, El precipitado se resuspendid en sacarosa 0,25 M
y allcuotas de 4 ml fueron depositadas suavemente en tubos gque
contenian % ml de KI al B0% y centrifugados a 30 x g durante
2 min. En el gradiente asf{ formado se depositsé la fraccidn
algal en la zona intermedia, mientras que el micobionte cayo al
fondo del miamo.

cada simbionte fue recogido y lavado, tras varias
centrifugaciones a 1000 x ¢ durante 20 min, en tampdn fosfato
salino 10 mM, pH 7,2 o agua destilada. Una vez obtenida cada
fracelon de la forma descrita, quedaron preparadas para ser
analizadas posteriormente segun el pardmetro a estimar,.

Log valores obtenidos fueron referidos en unos casos
al peso meco de cada fracclén (apartado II.3.) y en otros, al
contenido proteico (apartado II.8.).

En uno de los experimentos en el gue se considerd
gélo la fraccion algal, se halld el rendimiento del método
nediante la estimacién del contenido en clorofilas de dicha
fracclon con respecto al talo completo, de la sigulente manera:
~ tanto el holobionte como las algas aisladas de la forma
descrita anteriormente fueron maceradas en acetona pura. Anbos
extractos se sonicaron durante 1 min a 20 KHz.s™, en un
digruptor MSE, y se almacenaron en oscuridad a 10°C durante
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12 h. El homogeneizado fue centrifugado a 3000 x g durante
10 min a 4°C. Los sobrenadantes fueron recogidos, anadiéndoles
agua hasta obtener una concentracién de acetona del 80%.

El contenido de clorofilas fue estimado por el
matodo de Arnon (1949) segun la expresidn:

20,2 - DO,,. + 8,02 . DO, = mg de clorofilas totales - 1°°
El rendimiento obtenido por gramo de talo fue del 4,2% + 1,07,
IT.6.~ VALORACION DEL CONTENIDO DE ARN

S ensayd seguin el método descrito por Ramakrishna
et al. (1978). Epn nuestro caso, los niveles de ARN se cuantifi-
caron por la madida espectrofotométrica de los nucledsidos~3/-p
del dcido, liberados por digestidén alcalina (con KOH 0,3 M), a
260, 280 y 290 nm de longitud de onda, segun las relacliones:

a) DO =~ DOyo (cuantificacidn nucledsidos~3/~P)
b) DOy / DOme  (medlda de la pureza del ARN extraido)

usando como patrén ARN de levadura.

Lags muestras de talo, después del tratamiento, fueron
lavadas con agua destlilada y secadas suavemente con papel de
filtro. A continuacidén se maceraron e€n un morterc a 4°C, con
10 m) de acetona 100%; se eliminé la acetona por filtracidn a
través de una doble capa de gasa y el extracto se dejoé secar al
aire,

ge anadieron 10 nl de dcido percldrico {(HCl0,) al 5%,
conteniendo A-mercaptoetanol 5 mM y se mantuvieron a 7°'C
durante una noche. 8Se centrifugaron en una Beckman JA-~21,

durante 30 min, a 46.000 x g a 2°C,
Los precipitados asi obtenidos, se lavaron dos veces
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con 10 ml de cada uno de los siguientes disolventes: etanol al
5%, etanol-éter (3:1 v/v) y éter al 100%, eliminando, en cada
paso, el sobrenadante por centrifugacién a 4.000 % g, durante
10 min a 2°C. Los precipitados se dejaron secar en un baio a
37°C y se resuspendieron en 8 ml de agua destilada, filtrdn-
dolos a través do filtros Millipore GS, de 0,22 um de didmetro
de poro.

Para la digestién del ARN extraido, se anadié a los
filtrados 2 ml de KOH 1,5 M, permaneciendo durante 16 h a 37°C.
Pasado este tiempo se adiclonaron 120 pl de HCLO, vy se caentrifu-
garon a 2.800 x g, durante 10 min, a fin de eliminar las
proteinas y el ADN preclpitados con el dcido.

Posteriormente se midié la absorbancia de los
sobrenadantes, a las longltudes de onda sehaladas anteriormen-
te, en un espectrofotdmetro Zeiss PM-2. En todos los ensayos se
realizaron controles en los que no se inclufa el extracto
liquénico.

El valor de absorbancia, segun la relacidén a), se
transformd en ug de ARN, utilizando una recta patrdn construida
con cantidades crecientes y conocidas de ARN de levadura y
proceasdas de la forma descrita anteriormente (Fig.B8 ).

I1.7.~ VALORACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

11.7.1.~ Actividad Ribonucleasa

La actividad ARNasa (EC 3.1.27.-) se valord segun el
método descrito por Cherry (1973), estimando espectrofotométri-
camonte la cantidad de ARN hidrolizado.
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FIGURA 8.~ Recta de calibrado de ARN utilizando
diferentes concentraciones del dcido
nucleico patrdn,



fm

a 2940

a2 260 n= - D.O.

D.O.

a0

1,6

1,

0,8

0, h

94

/
®
=y = 0,003 - 0,02x3 ¢ = 0,99 /
L
.
/!
/’
¢ l | ! ] 1
200 400 600 800 1000

ARN (Pg)




95

El extracto libre de células se obtuvo, en este caso,
macerando 1 g de talo en un mortero de porcelana porosa, a 4 C,
con 10 ml de tampon acetato sédico 0,1 M, pH 5,0 y centrifugan-
do durante 20 min, a 9.500 x g, 2°C; filtrando a continuacidn
01 sobrenadante.

Las mezclas de reaccidn contenian: 0,2 ml del
oxtracto libre de células; 0,8 ml de tampdn acetato sddico 0,1
M, pH 5,0} 2 mg de ARN de levadura disuelto en tampdén acetato
sodico 0,1 M, pH 5,0 y 1 ml de una disolucidén que contenia
sacarosa 0,% M, KC1 10 mM y MgS0, L mM en tampén acetato sdédico
0,1 M, pH 5,0. Los controles se llevaron a cabo con las mismas
mezclas de reaccidn pero en ausencla de ARN de levadura.

Lags mazclas de reaccidn se incubaron durante 30 min
a 30°C y la reaccién so finalizé enfridndolas sobre hielo. A
continuacidén se afadieron 0,5 ml de una disolucién gque contenia
HC1O, 1 M y acetato de uranilo 25 mM; se centrifugaron durante
10 min a 450 x ¢ y se guardaron los sobrenadantes (A). A los
precipitados se les anandié, dos veces, 3 ml de una disoluciédn
de HCLO, 2 M y acetato de uranilo 10 mM, centrifugando, en cada
paso, 10 min a 450 x g y guardandose los sobrenadantes asi
obtenidos (B y C). En cada caso se mezclaron los tres sobrana-
dantes (A, B y C¢) y se completaron sus volumenes hasta 10 ml
con la disolucidn que contenia HClO, 0,2 M y acetato de uranilo

10 mM.,
Bl ARN patrén hidrolizado se cuantificé midiendo las

absorbancias a 260 y 290 nm, segun la expresiodn:

DO, = DOy = 1 = 57 ug ARN hidrolizado

La unidad de actividad especifica se definid como
" nug de ARN hidrolizado poxr mg de proteina y por minuto",
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I1.7.2.- Actividaed diamino oxidasa

La actividad DAC se valord espectrofotométricamente,
por el método de Solorzano (1969), estimando la cantidad de

amonio producideo a través de la formacidn de indofenol, segun
las etapas de reaccion:

a} putrescina + O, + H,0 =wmwe- » y-aminobutiraldehido + H,N +H,0,
Y HN 4 NUQLO wrmmmmmmmim e e e > H,CIN + NaOH
¢) H,CIN + fenol + NaQH —-m=emww > p-aminofencl + NaCl + H;0

d) p~aminofenol + fenol + 0, --~> indofenol + H,0

El indofenol se cuantificd midiendo el color desarro-
llado a 640 nm,
Los reactlvos empleados, almacenados a 4°C, fueron:

1= Disolucion de fenol-alcohol:
10 g fenol / 100 ml alcohol etilico al 95%
2= Nitroprusiato sédico ( Na,[Fe(CN),NO],H,0) al 0,5%:
1 g nitroprusiato sédico / 200 ml agua (preservado de la
Tauz)
3= Disolucidn alcalina:
100 g citrato trisodico + 5 g NaOH / 500 ml agua
4~ Hipoclorito soédico (al menos 1,5 N)
- Dimolucidn oxidantae:
100 ml solucion 3 / 25 ml solucidén 4 (preparada en el dia)

Fl extracto libre de células se obtuvo, en este caso,
macerando el talo, tras la incubacidn, con 10 ml de tampon
fosfato addico 78 mM, pH 6,9. En este ensayo, también se valord
la actividad DAO secretada a los medios, recoglendo éstos tras
la lnecubacidn. Ambos extractos se centrifugaron a 11.500 x g
durante 20 min a 2°C, se filtraron los sobrenadantes y se
dimlizaron los filtrados, durante 18 h, frente al tampén de
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macoracion, a 7°C,

Las mezclas de reaccién contenfan: 260 pmoles de
fosfato sddico, pH 6,9: 5 umoles de putrescina Yy 1 ml del
extracto libre de cvélulas. Los controles se llevaron a cabo con
las mismas mezclas de reaccidn, pero con extracto libre de
células hervido durante 20 min. Las mezclas de reaccién se
mantuvieron durante 20 min a 30°C, posteriormente se les anadié
1 ml la disolucién de fenol, 1 ml de nitroprusiato sédico y
3 ml de la disolucidn oxidante. Una vez agitadas las mezclas,
ne esperod durante 1 h antes de medir el color desarrollado a
640 nm,

Los valores de absorbancia se transformaron en umoles
de amonio interpolande en una recta patrén construfda con
cantildades conocldas de sulfato amdnico, procesadas de la misma
forma que las mezclas de reaccidn,

La unidad de actividad especifica se definld como
“umoles de amonlo producidos por mg de proteina y por minuto".

11.8.- VALORACION DE PROTEINAS

L.ag proteinas se valoraron, en los extractos pre-
viamente dializados, segun el método de Lowry et al. (1951),
utilizando sercalbuimina bovina como patrén.

11.9.~ VALORACION DE PUTRESCINA LIBRE MEDIANTE CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC) Y DETECCION
BSPECTROFOTOMETRICA (UV)

11.9.1.~ Extraccién de putrescina

Una vez realizada la incubacidén de 2 g de talo

ligquénico, en las condiciones que se indigue, se maceraron con
éter etillico al objeto de eliminar los fenoles, se filtraron a

través de una doble capa de gasa y fueron secados en vacio.
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Los medios de incubacién se recogieron y trataron de
la misma forma descrita para los talos,

Ambos extractos secos fueron macerados en 15 ml de
HC1O0, frio al 5%, conteniendo etilamina como patrén interno, y
mantenidos durante 1 h en hielo. Los homogeneizados se centri-
fugaron posteriormente a 48.000 x g durante 20 min a 2°C. Los
sobrenadantes fueron recogidos y neutralizados con NaOH 0,1 N
hasta un pH final de 7,0 y filtrados a través de filltros
Milllpore GS, de 0,22 um de didmetro de poro, elimindndose de
pata forma las sales formadas.

En dltimo lugar, los filtrados se liofilizaron y se
rosuspendieron en 2 ml de agua destilada,

I1.9.2.~ Derivatizacidon de putrescina

Una vez extralida la diamina, se derivatizd con
cloruro de p-toluensulfonilo (ClTs), segun el método descrito
por Sugiura et al. (1975%), modificado por nosotros.

REACCION DE TOSILACION DE AMIHAS PRIHARIAS

H H
H3csozcm PON-R e Hac-@soz-n(H +HCL

CLORURO OF p-TOLUER SULFORILO  AHLNA TOSTLAMINA

Al axtracto acuoso se le anadidé 1 ml de bicarbonato
sddico 0,5 My 30 mg de ClTs disueltos en 3 ml de acetona pura,
permaneciendo durante 1 h a 70°¢, Posterlormente se deld
anfriar sobre hielo y se ahadlieron 5 ml de NaOH 2 N, lavéndolo
2 veces con 5 ml de n-hexano acompafiado de una fuerte agl-
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tacion,

Una vez eliminada la fase orgdnica, se afadieron a la
fase acuosa resultante 7,5 wl de HC1L 2 N y 5 ml de cloroformo,
sucesivamente. La fase clorofdrmica fue recogida, filtrada a
traves de sultato sédico anhidro y evaporada a sequedad. El
residuo seco fue resuspendido en 2 ml de metanol (grado HPLC)
para su posterior cuantificacion.

Como patrones se utilizaron poliaminas comerciales
preparadas de la forma descrita.

IT.9.3.- Separaclon. y. cuantificacién _de putrescina

Bl andlisis y cuantificacidén de putrescina libre
tosnilada se llevd a cabo por cromatograffia liguida de alta
resolucion, en un cromatdégrafo liquido Varian 5000, equipado
con un integrador Vista CDS 401, bajo las siguilentes condicio-
nes e andlisis:

- ¢olumna: fase reversa Cl8, Micro-Pak MCH-10, 4mm X 30c¢cn,
rellena con particulas de 10um

- fase mdvil: metanoliagua (65:35 v/v)

- fivjo: 1 ml.min*

- temperatura: 25°C

- presion: 130 atm

- atenuacioéon: 8

- detector: UV a 254 nm; 0,004 UAFE

- patrén interno: etilamina (0,66 ug)

- yolumen de inyeccidn: 10 ul

La cuantificacidén de putrescina se llevdéd a cabo
utilizando una recta de calibracién indirecta de putrescina en
funcion del patrdn interno (etilamina), procesados de la forma

descrita en el apartado II.9.2.



100

I1.10.~ VALORACION DE POLIAMINAS LIBRES Y CONJUGADAS POR HPLC
Y DETECCION POR FLUORESCENCIA

I1.10.1.~ Extraccion. de poliaminas

La extraccion de poliaminas totales se llevd a cabo
macerando los talos, tras la incubacién gue se especifigue, en
acido tricloroacético {TCA) frio al 5%, conteniendo n-butilami-
na como patron interno.

Los medios de incubaciodn se recogleron, se filtraron
y se mazclaron con un volumen suficlente de TCA frio al 25%
hasta una concentracidén final de dcido del 5%,

Las muestras fueron almacenadas en tubos de pldstico
durante 12 h a 5°C, siendo posteriormente centrifugadas a
468,000 x g durante 20 min a 2°C, Se recogieron los sobrenadan-
tes ¥y los precipitados se resuspendieron en un volumen de NaOH
I N, conteniendo el patrdn interno n-butilamina, igual al
volumen lnicial de TCA.

Con objeto de valorar las poliaminas conjugadas, se
realizéd una hldrélisis dcida, segun el método descrito por
TIBURCIO et al. {(1985). Para ello, se mezclaron el precipitado
resuspendido, asi como parte del sobrenadante, con HCl 12 N en
la proporeisén 1:1 (v/v) en ampollas de vidrio selladas en
llama, permaneciendo las muestras durante 18 h a 110°C. Los
hidrolizados fueron centrifugados a 30,000 x g durante 15 min

a 2'C para eliminar el material carbonizado.
£l sobrenadante no hidrolizado c¢onteniendo las

poliaminas libres (8), el sobrenadante hidrolizado conteniendo
poliaminas libres y las conjugadas solubles en dcido (SH), as{
como @l precipitado conteniendo los conjugados de poliaminas
ingolubles en aclde (PH), fueron secados a 70°C¢ bajo corriente
de alre y resuspendidos posteriormente en 2 ml de agua bidesti-

lada.
Bl TcA fue extraido por lavados sucesivos con 5 ml
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de eter etilico, siendo necesario este paso ya que la posterior
reaccion de derivatizacién requiere valores de pH alcalinos.
La fase etérea se separd, después de una centrifu-
gacion a 5,000 x g durante 5 min, y fue desechada. El extracto
acuoso se almacend a -20°C hasta su posterior derivatizacion.
El procedimiento esquematizado se muestra en la Figura 9.
Los patrones comercimles: n-butilamina, putrescina,

espermidina y espermina, se disolvieron directamente en agua
destilada,

IT.10.2.~ Derivatizacidon de poliaminas

Una vez extralidas las poliaminas libres, asi como las
do los conjugados, se derivatlzaron con clorurc de dansilo
(Clhns) segun el método descrito por Smith y Best (1977).

REACCTION DE OAHSILACION DE AHINAS PRIMARIAS

o, CHy Ho._CH;
N N
. y
O N + HCi
e H h
§0,C! sozn<R
CLOAURD DE DAMSILO AHIHA DANSTLAHINA

Para ello, se afadldé a 0,2 ml del extracto acuoso,
conteniendo las poliaminas, 100 mg de bilcarbonato sédico y
0,4 ml de ClDns (30 mg. ml™ de acetona). Tras fuerte agitacion,
los recipientes cerrados fueron almacenados en oscuridad
durante 16 h a temparatura ambiente. Después se les afadieron
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1,0 g de tejido

macerar con TCA frioc al
5% (p/v) + n-butilamina

almacenamiante a 5'C

toda la noche

ceantrifugar 20 min a 48.000 x g, 2'C

[ |

sobrenadanta pracipitado
NaGH ~+
n-butilamina
almacenar a ~10°'C HCY 12N aqitar
tl{v/v) HCL 12N
FRACCION 9§ 11 (v/v)
FRACCION $+8H FRACCION PH

[ |

poliaminas conjugadas
18h a 110°'¢C
centrifugar 15 min a 30.000 x g, 2'C

dasecar a 70°C bajo corriente de alre

ragsuspender en 2 ml de agua dastilada

Ix5 ml dter etilico

cantrifugar 15 min a 5,000 x g, 2°C

poliaminas an fraccildn acuosa

complatar a 2 ml con agua destilada

FIGURA 9.~ Extraccién de poliaminas libres vy
conjugadas.
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40 mg de L-prolina en 0,2 ml de agua bidestilada, mantenién-
dolos durante 30 min a fin de destruir el exceso de ClDns.

Posteriormente las muestras fueron mantenidas a 65°C
bajo corriente de aire hasta su total desecacién. El residuo
seco fue resuspendido en 0,2 ml de agua bidestilada y las
poliaminas dansiladas fueron extraidas con 3 ml de tolueno
(grado HPLC), secando, por ultimo, el disolvente.

Las poliaminas dansiladas almacenadas a =20°C en
oscuridad se mostraron quimicamente estables durante varios
Mes a5 .

Una vez terminada la derivatizacidn, se realizé una
limpleza de las muestras por hidrélisis alcalina, segun el
método descrito por Seller y Knddgen (1979).

El extracto toluénico seco se mezcld con 600 ul de
KOH % M an metanol y se mantuvo durante 45 min a 50°C a fin de
oliminar los derivados dansilados fdcilmente hidrolizables.

Posteriormente, se anadieron 1,5 ml de una mezcla
que contenfia 200 mg de KH,PO, y 200 mg de Na,HPO, en agua
destilada, Las poliaminas dansiladas fueron extraidas con 3 nl
de tolueno. El extracto toluénico fue recogido, evaporado a
saquadad vy el resfduo fue resuspendido en 1 ml de metanol
(grado HPLC) para su posterior andlisis y cuantificacidn., El
tratamiento de derivatizaclén y limpleza se muestra en la

Figura 10,

11.10.3.~ Separacién. .y cua

£l andlisis y cuantificacion de poliaminas dansiladas
libres y conjugadas, se llevo a cabo por HPLC, en un cromatd-
grato liquido varian 5060 equipado con un integradoxr Vista CDS
401 y un detector de fluorescencia Fluorichrom TM de Varian,
con una célula de 12,5 pl de volumen, utilizédndose una combi-
nacion de filtros cuyo resultado proporciond una longitud
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0,2 ml de POLIAMINAS EN AGUA DESTILADA

100 mg NaHCO,
+ 0,4 ml ClDns
(30mg.ml™* acatona)

agitar
16h reposo an oscuridad
0,2 ml agua destilada
+ 40 mg de prolina
rapogaxr 30 min

secar a 65'C bajo corriente de aire

resuspander en 2 ml de agua destilada
2%3 ml tolueno

racoger fraccién orgdnica

L (conteniendo Dne-~polliaminas)

o avaporar a sagquedad

600 i)l KOH en metanol

reoposar 45 min a 50°C

1,85 nl de dimoclucidn:
KH,PO, (200 mg) +
Na,HPO, (200 mgy)

extraer con 3 ml de tolueno de grado HPLC

avaporar a sequadad

rasuspandar en metanol de grado HPLC

FIGURA 10.~ Esguema de derivatizacidén de poliaminas y
limpieza post-derivatizacidn,
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de onda de excitacién de 340 a 380 nn (ref, n® 7-54 y 7-60,
Varian) y una longitud de onda de emisidén de 460 nm (ref. n°®
3-71 y 4-76, Varian)., Las condiciones de andlisis fueron:

- ¢olumna: fase reversa, Css Micro-Pak MCH-5N cap, de 15cm
X 4mm, rellena con particulas de 5 Lm.

- fase mévil: metanoliagua en gradiente lineal del 60% al
85% de metanol en 15 min, manteniéndose ésta
dltima composicién hasta los 20 min.

~ flujo: valor inicial de 0,7 ml x min™ incrementando a

1,7 ml ¥ min** en 15 min, manteniéndose aste valor
de flujo hasta los 20 min.

- temperatura: 40°C % 0,1°C,

~ atonuacion: 128

- patron interno: n-butilamina (0,29 pg)

- volumen de inyeccidn: 10 ul

La cuantificacién de polliaminas se llevdé a cabo
realizando una recta de calibracidén indirecta, construfida con
cada una de las polisminas patrén comerclales en funcidén del
patron interno (n-butilamina) y procesados de la forma descrita
en el apartado II.10.2.

IT.11.~ TRANSPORTE Y ADSORCION DE PUTRESCINA

IT.11.1.~ Tratamiento de las muestras

para el estudio del transporte y la adsorcidn de
putreascina se usaron técnicas isotéplcas, mediante el empleo de
mozelan de putrescina friay 1,4(*'C]-putrescina (111 mCi.mmol™)

( Amersham, Buckinghamshire, Inglaterra ).
Los talos liquénicos fueron previamente humedecidos

con agua destilada, colocdndolos en una placa Petri sobre papel
de filtro humedecido e iluminados durante 15 h a una temperatu-



106

ra entre 1% y 1&8°C,

La iluminacién a la que fueron sometidos presentaba
una densidad de fluencia foténica de 10 pE.m?.s a nivel de
talo liguenico.

Postoriormente se cortaron trozos de talo, cuyo peso
hunodo onceild entre 8 y 30 mg, siendo hidratados durante 4 min
on el tampon correspondiente, segun el medio de incubacién
empleado en su estudio posterior,

Las incubaclones fueron realizadas en tampén Tris-HCL
a,1 M, pil 9,1% en oscuridad a 26°C, siempre que no se indique
lo contrario.

Ir.11.2.~ Modida del transporte. y. la adsorcidn

Una ver incubados, se recogieron los medios y los
talos fueron sumerglidos durante 2 min en TCA frio al 5%, con
objeto de extraer y medir la diamina que permanece adsorbida
sobre los talos.

Se determind su peso seco y se extrajo de ellos la
putrescina transportada, macerandolos con TCA frio al 5% y
mantenlendolos durante una noche a 10°C. Se centrifugaron a
1.000 x ¢ durante 20 min y se cuantificéd la radiactividad
contenida en ol sobrenadante tomando alicuotas de 400 ul vy
depositandolas en viales de centelleo que contenfan 5 ml de
mezcla NE-266 (Nuclear Enterprise, para muestras acuosas).

L medida de radiactividad se llevé a cabo en un
contador de centelleo liguido Intertechnique SL 30.

para la eptimacién de la radiactividad remanente en
los medios de incubaclion, asi como la adsorbida a los talos y
extriidas por sl lavado con TCA, se tomaron alicuotas de 50 y
200 pl, respectivamente, las cuales se incluyeron directamente
on los viales, slendo procesadas de la manera descrita ante-

riovaanta.
La aficacia del conteo (%€} fue avaluada en cada
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experimento  con  los patrones o el wmedio empleado previa
incubacion,

.os valores del transporte y 1la adsorcidén fueron
expresados como "umoles de putrescina.h™.g™! peso seco".

I1.11.3.~ Medida del_transporte
funcidn del pH

Bl efecto del pH en el transporte y adsorcidén de la
diamina fue estudiado usando distintos medios tamponados:

A - Tampon dcido citrico - fosfato disdédico 0,15 M,
de pH 4,0 a 7,0.

B - Tampon fosfato sdédico 0,2 M, de pH 6,0 a 8,0.

¢ - Tampén Tris-HCl 0,1 M, de pH 7,5 a 8,9.

D = Tampdn glicina - NaOH 0,2 M, de pH 8,5 a 10,6.

H

Lag muestras fueron tratadas como se describe en los
apartados II.11.1. y II.ll.2., incluyendo en los medios de
incubacidn 1 ml de putrescina 5 mM, conteniendo 0,15 uCi de
L,4(C)~-putrascina por ml de medio y manteniéndolos durante 1
h en ascuridad a 26°C,

IT.11.4.~ Dobtorminacld
Lrangporte

I7.11.4.1.~ Estimacidn de la K, ¥y V..

Para 1a determinacidén de la X, y V.. 8e procedid de la
forma descrita en los apartados II.1l.1. y II.1l.2., variando
la concentracidén de putrescina de 1 a 50 mM y ahadlendo
0,1% pci de 1,4('C)-putrescina por ml de medio, en tampdn
Tris-HCL 0,1 M, pH 9,15 durante L h en oscuridad a 26°C.

£l valor de K. Y V.. 8¢ determiné sequn la represen-
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tacidn de Lineweaver-Burk (1939) y Eadie-Hofstee (1959). Previa
eliminacion del componente difusor mediante el ajuste de una
recta de regresion a los cuatro primeros valores del transporte
total.

I1.11.4.2.~ Estimacidén de la concentracidn I, y K,

Como inhibidores del transporte de putrescina se
ensayaron las poliaminas espermidina y espermina.

En primer lugar se construyé la curva "dosis-respues-
ta’ manteniéndose constante la concentracidén de la diamina en
5 mM (contenlendo 0,25 pCi de 1,4[*C)-putrescina por ml) vy
variando la de espermidina entre 0,25 y 30 mM y la de espermina
entre 0,25 y 50 mM. El ensayo se realizdé en medios tamponados
a pH 9,15 con Tris-HCl 0,1 M, durante 1 h en oscuridad y a
26°C,

El valor I, se determiné representando logaritmi-
camente el porcentaje del transporte frente a la concentracién
del inhibidor.

La cinética de inhibicidén fue determinada variando
la concentracidn de putrescina entre 2 y 20 mM (conteniendo
0,2% uCi de 1,4[*'C]~putrescina por ml), sin inhibidor y con dos
concentraciones de espermidina (1 y 3 nM) o espermina (0,75 y
2 mM).

Los valores da V', v K., en cada caso, se estimaron
mediante la representacién de Lineweaver-Burk. Los valores de
K, sa obtuvieron, en c¢ada caso, representando los valores de las
pendlentes, obtenldas en el cdlculo de regresién de dobles
fnverasas, frente a la concentracién del inhibildor y determinan-
do ol punte de interseccidén de la funcién con el eje de
abalisas.,

La metodologfa utilizada en el estudio de los
posibles efectores del transporte y la adsorcidn (andlogos
estructurales de putrescina, aminodcidos, cationes y fenoles
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liquénicos) se detallard en el apartado correspondiente de
Resultados.

IT1.11.5.~ Transformncion de putrescina

Para el estudio de la transformacién de putrescina en
aspermidina, espermina o en ambas, las poliaminas fueron
aisladas e identificadas por cromatografia en capa fina (TLC).

Una vez realizada la incubacién de los talos, las
peliaminas fueron extraidas sequn el apartado II.11.2.; en este
caso, los medios fueron mezclados con TCA frio al 25% hasta
obtener una concentracién de TCA del 5%, Talos y medios de
incubacidén fueron procesados de la misma manera.

Una vaz extraidas las poliaminas, se midid, mediante
la toma de alicuotas, la radiactividad total presente en talos
y medios. El resto del extracto fue secado totalmente a 65°C,
bajo corriente de aire,resuspendido en 200 ul de agua destilada
y dansilado sequn lo descrito en el apartado II.1.0.2.

Las pollaminas dansiladas y secas se resuspendleron
en 100 pl de tolueno y fueron aplicadas en una capa de gel de
gilice 60F254 (Merck) (20 x 20 cm) de 2 mm de grosor, pre-
viamente activada a 110°C durante 1 h, Como sistema de desarro-
1lo ascendente se utilizd clclohexano : acetato de etlilo 1:1
(v/v). La cromatografia se desarrolld 3 veces consecutivas,
previa desecaclién, a fin de obtener una mejor resolucidn,

Las poliaminas fueron visualizadas por fluorescencia
Inducida con una luz UV de 366 nm, en una lampara DESAGA, e
identificadas comparando su movilidad cromatogrdfica frente a
la de pollaminas patrones dansiladas. Cada una de las manchas
fue recogida e introducida en un vial, conteniendc 5 ml de
liquido de centelleo y cuantificada su radiactividad.

Madiante el empleo de 1,4([''C]~putrescina dansilada se
establecid que la recuperaclén de la radiactividad, en el
empleo de la técnica de TLC, era superior al 85% (Fig.ll).
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FIGURA 1ll.~ Recta patrén construida con diferentes
concentraciones de 1,4{*C)~putrescina
comercial extraida tras su cromatografia en
capa fina,
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11.11.6.~ Fraccionamiento celular

Para el desarrollo de este estudio, se partié de
talos ligquénicos cuyo peso oscild entre 121 y 125 mg de peso
fresco. Las muestras fueron incubadas en 2 nl de putrescina
16 mM, conteniendo 0,75 uci de 1,4[''C)-putrescina por ml de
medio, tamponados a pH 9,15 con Tris-HC) 0,1 M, durante 1 h y
30 min, en oscuridad a 26°C.

Los talos se lavaron con TCA frio al 5%, durante
2 min, siendo, después, macerados con 4 ml de tampdn fosfato
salino 10 mM, pH 7,2. Posteriormente fueron sonlcados, durante
4% 8, a 10 KHz.8"', en un disruptor MSE.

A continuacidn y tras sucesivas centrifugaciones (ver
esquema, tomado de Bagni y Pistocchi, 1985, con ligeras
modificaciones) se recogieron las correspondientes fracciones
celulares:

extracto sonicado

10 min a 600 x g (precipitado L: células intactas,
pared celular)

sobrenadante
20 min & 1.000 x g (preclipitade 2: micleos)

gobrenadante

20 min a 10,000 x g (precipitade 3: mitocdndrias,

lisosomas,
peroxisomas)

sobrenadante

2 ha 105,000 x ¢ (precipitado 4: microsomas)

sobrenadante final: (fraccién soluble,
reticulo endopldsmico)
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Cada uno de los precipitados fue resuspendido y
macerado en 1 ml de TCA frio al 5%, sonicado nuevamente y
cuantificada su radiactividad, sequn lo descrito en el apartado
IT.11.2.

IT.12.~ ANALISIS ESTADISTICO Y PROCESO DE DATOS

Para el conjunto de valores obtenidos de los diferen-
tes ensayos para cada punto, se calculd la media aritmética y
l1a desviacién estdndar.

El ajuste de rectas fue realizado por el método de
minimos cuadrados.



Irr.~ RESULTADOS
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II1.1.- EFECTO FISIOLOGICO DE LA PRESENCIA DE PUTRESCINA

se  pretende estudiar la modificacidn de ciertos
pardmatros debida al pH, a la presencia de putrescina o a anbos
factores,

Para ello, los talos liquénicos se mantienen en
oscuridad a 26°C, entre 4 min (rehidratacién) y 8 h en diferen-
Les tampones: acetato sddico 0,1 M, pH 5,0; fosfate sddico
7% mM, pH 6,9 y Tris-HCl 0,1 M, pH 9,15, con o sin putrescina
40 mM. Estas condiciones serdn mantenldas en los sucesivos
apartados, mientras no se indique lo contrario.

TII.1.1.- Sobre el peso. Beco

La estimacidn del peso seco se llevd a cabo segun se
describe en el apartado 11.2.

En la Figura 12A se representa las pérdidas de peso
debidas al tratamiento, El ajuste de los valores por minimos
cuadrados did los sigulentes resultados (Tabla II):

TABLA II,~

Jncubacidn Ecuacidn de la recta

tampdn pH 5,0 y = ~-0,005x + 0,90 r = 0,97
putrescina pH 5,0 y = -0,004% + 0,91 r = 0,88
tampén pH 6,9 y = =0,007x + 0,90 r = 0,97
putrescina pH 6,9 y = -0,007x + 0,90 r = 0,98
tampén pH 9,15 y = ~0,014x + 0,90 r = 0,90
putrescina pH 9,15 y = ~0,017% + 0,90 r= 0,92

Como puede observarse, existe una pérdida de peso a
medida que el medio se alcaliniza, hecho que no se modifica
cuando los tratamientos se realizan en presencia de putrescina.



116

FIGURA 12.~ Variacion del peso seco (A), del
contenido proteico del talo (B) y de las
proteinas secretadas al medio (C} con el
tiempe de incubaclidén de talos de E.
prunastri. Las incubaciones fueron
realizadas en diferentes medios tamponados
con acetato sddico 0,1 M, pH 5,0 (e , 0 )¢
fosfato sodico 75 mM, pH 6,9 (A , A) Y
Tris~HCl 0,1 M, pH 9,15 (mw , p ): en
presencia (simbolos llenos) o ausencia
(s8imbolos vacios) de putrescina 40 mM,
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I1T.1.2.~- Sobre el contenido v 1la

En  las condiciones descritas, se determind la
cantidad de proteinas en los talos, asi como su secrecidn al
medio, a lo largo de las 8 h de tratamiento. Las proteinas se
valoraron segin se describe en el apartado II.S8.

Como se muestra en la Figura 12B, en general, existe
un incremento en el contenide proteico de los talos, tras 4 min
de  rehidratacion, cesando posteriormente y manteniéndose
niveles constantes hasta las 8 h. As{ mismo, se observa que
dichos niveles de proteinas son menores cuando la dlamina estd
presente en los medios de incubacidn. Cabe destacar el marcado
Incremento cuando el pH de incubacién es de 9,15, manteniéndose
los niveles altos a lo largo de todo el tratamiento.

La putrescina no parece modificar el efecto gque
claramente ejerce el pH de incubacldén sobre la secrecidn
proteica, a medida que éste incrementa se secreta una mayor
cantidad de proteinas (Fig. 12C).

ITT.1.3.~ Sohre. el

El contenido de ARN y la actividad ARNasa se determi-
naron segun lo descrito en los apartados II.6. y II1.7.1.

raspectivamente,
El contenidec en ARN de los talos incrementa una vez

rehidratados, en presencia de la diamina a pHs 6,9 y 9,15, pero
disminuye en los demds tratamientos. A lo largo de las 8 h los
valores oscillan alrededor de 75 ug.g™ de peso seco, rindiendo
al final del tratamiento valores relativamente mds altos cuando
la diamina estd presente en los medios (Fig. 13A).

La actividad ARNasa incrementa a los 4 min, en
paralelo a la evolucidén en el contenido de ARN, incremento que
se mantiene m pH 5,0 y 6,9 en presencla o ausencia de putresci-
na. Sin embargo, dicha actividad decrece progresivamente hasta
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FIGURA 13.- Variacién del contenido en ARN (A) y

evolucidn de la actividad ARNasa (B) con al
tiempo de incubacién de talos de E,.
prunastri, Las incubaciones fueron
realizadas en medios tamponados con acetato
sddico 0,1 M, pH 5,0 (e , o }: fosfato
godico 75 mM, pH 6,9 (A ,a) Y Tris-HC1 0,1
M, pH 9,15 (m, p)! en presencia (simbolos
llenos) o ausenclia (simbolos vaclos) de
putrescina 40 mM.
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FIGURA 14,~ Variacion del pH del medic en funcién del
tiempo de incubacién de talos de E.
prunastri mantenidos en diferentes medios
tamponados con:

(o)~ acetato sédico 0,1 M, pH 5,0
y = 0,011 x + 0,10 ; r = 0,53

{ # )~ acetato sédico 0,1 M, pH 5,0
conteniendo putrescina 40 mM
y = 0,014 x + 0,10 ; » = 0,59

( 5 )- fosfato sdédico 75 mM, pH 6,9
y = 0,026 x + 0,18 '} »* = 0,63

( o)~ fosfato sédico 7?5 mM, pH 6,9
conteniendo putrescina 40 mM
y = 0,042 x + 0,13 } ¥ = 0,82

(o)~ Tris-HCl 0,1 M, pH 9,15
y =« 0,088 x + 0,20 ; r = 0,89

( m)~ Tris-HC1 0,1 M, pH 9,15 conteniendo

putrescina 40 mM
y = 0,064 X + 0,20 ; ¥ = 0,82

Donde r es el coeficiente de correlacidn.
Las cifras indican el valor de la pendiente
en cada Ccaso.
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FIGURA 15.~ Variacién mensual del contenido en ARN
(A) y de la actividad ARNasa (B) de talos
de E. prunastri. Los simbolos vacios hacen
raeferencia a extractos preparados a partir
de 4 min de rehidratacidén del talo y los
llenos a aguellos preparadeos a partir de
talos recién recogidos.
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anularse, cuando los talos son incubados a pH 9,15 con o sin la
diamina (Fig. 13B).

La variacién del pH del medio, en las condiciones de
incubacidn descritas, se muestra en la Figura 14.

Un estudio anual de ambos pardmetros muestra que en
los talos liguénicos el contenido de ARN es relativamente
constante a lo largo del ano, exceptuando un incremento durante
el mes de enero (Fig. 15A). En cuanto a la actividad ARNasa,
muastra dos periodos de mayor actividad, uno de abril a Jjunio
Y otro en los meses de octubre y noviembre (Fig. 15B).

YIT.2.~ CAPIACION DE PUTRESCINA LIBRE POR EL TALO LIQUENICO

A fin de determinar la entrada de putrescina en los
talos liquénicos, se desarrolld un método para su aislamiento,
tdentificacién y cuantificacién, mediante cromatografia ligquida
de alta resolucidn (HPLC) y deteccidn espectrofotométrica (UV).

Segun se especifica en el apartado II.9., una vez que
lag polliaminas fueron extrafdas y tosiladas segin el método
descrito por Suglura et al, (1975), se establecieron las
cgondlciones cromatogrédficas dptimas para su determinacidén eén
una columna de fase reversa, en andlisis isocrdtico.

En la Flgura 16A se muestra un cromatograma con los
tiempos de retencidén de los patrones tosilados: etilamina
(patrdn interno), putrescina, espermidina y espermina. Los
plcos se resuelven en un tilempo inferior a 25 nmin,

La Figura 16B muestra las rectas de calibracion
directa de putrescina y etilamina y la Figura 16C la cali-
bracién indirecta de putrescina., Esta ultima se contruyé con la
razén entre las cuentas de #rea de putrescina frente a las
cuentas de 4drea de etilamina a una concentracién constante
(0,66 ug en los 10 ul de inyeccién), siendo esta ltima
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FIGURA 16.~ Identificacidn cromatogréfica y rectas de

calibracion de putrescina tosilada.

A), cromatograma representativo de la
saparacldén por HPLC de putrescina (p),
donde (s8) es el disolvente y (e) la
etilamina utilizada como patrén interno.

B), calibracidn directa de (e ) etilamina
como patrén interno y ( o) putrescina, en
funcidn de la masa inyectada en la columna:
(@) y = 0,53.10° x + 0,04,10* ;} r = 0,99

(A) Yy = 0,36.10° X + 0,05.10%° ; r = 0,99

Cc), calibraclidn indirecta de putrescina en
funcidén del patrén interno:
(0) Yy = 0,54 x + 0,45 ; v = 0,98

Donde r es el coeficiente de correlacidn.
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calibracion la utilizada para la cuantificacién posterior de
putrescina. Los altos valores de los coeficientes de corre-
lacion indican la linealidad de 1la respuesta en el rango de
concentraciones ensayadas.

ITI.2.2.~- Qaptactén de putre
extracelular

Una vez realizada la incubacién, a distintos tiempos
y a diferentes pHs, con putrescina 40 mM, se estimd la cantidad
de diamina exdgena que penetra en el talo y la remanente en los
madios, segin se describe en el apartado I1.9. Paralelamente se
llevé a cabo un control con talos incubados en medios tampona-
dos, a los tres pHs indicados y en ausencia de la diamina, a
fin de determinar la cantidad de poliaminas endégenas.

Segun se observa en la Figura 17A, la captacidén de
putrescina, por el talo liquénico, depende marcadamente del pH
externo. Asf{, a pH 5,0, aproximadamente el 60% de la cantidad
inicial de putrescina presente en el medic desaparece después
de 30 min de incubacidén, mientras que el 40% restante permanece
invariable a lo largo de las 8 h,

Un valor final similar, alrededor del 35%, se halla
cuando la incubacidn se realiza a pH 9,15, sin embargo, en este
¢aso, son necesarias 2 h de incubacién para alcanzar un maximo
on la captaclidn,

cuando el medlio esta tamponado a pH 6,9, no =se
observan camblos significativos en la concentracidn de putres-
cina de los medios a lo largo del tiempo.

Estos resultados estdn de acuerdo con la acumulacidn
de putrescina hallada en los talos liquénicos (Filg. 17B). Sin
embargo, no hay correspondencia a pH 5,0 entre la diamina
captada y la acumulada, ya gue el andlisis de la putrescina en
lo8 talos, & dicho pH, revela que tal poliamina no se acumula
a concentraclones mayores de 15 umoles.g™ peso seco.
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FIGURA 17.~ Variacidn de la cantidad de putrescina
remanente en el medio (A) y la hallada en
talo (B), en funcion del tiempo de
incubacién de talos de FE. prunastri
mantenidos en medios tamponados con acetato
sddico 0,12 M, pH 5,0 (e ); fosfato sddico
75 WM, pH 6,9 ( A ) y Tris-HCl 0,1 M, pH
9,15 (m) conteniendo putrescina 40 nM.
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TABLA ITT.- Velocidad de acumulacién y desaparicion
de putrescina en funcién del pH del medio

de incubacidn.

VELOCIDAD DE
CAPTACION *%
{pmol.qg™'.h")

VELOCIDAD DE
ACUMULACTION **%
(umol.g™*.h™*)

26,16

9,006

31,83

R R e

Disoluciones de putrescina 40
sadico 0,1 M, pH 5,0; fosfato sé6dico 75 mM, pH 6,9 y
Trisa~HC1 0,1 M, pH 9,15,

mM tamponadas con: acetato

Calculado como la pendiente de la ecuacién de putrescina
remanente en el medio ajustado por regresidén lineal.

Calculado como la pendlente de la ecuacidn de putrescina
acumulada en los talos de E. prunastri después de la
incubacion, ajustado por regresién lineal.
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En la Tabla TII se indican las velocidades de
acumulacion y desaparicion de la diamina de los talos y medios,
oxpresadas como "umoles de putrescina.g*.h*".Dicha estimacién
re obtuvo hallando las pendientes de las rectas gue rinden los
valores de cada tratamiento, ajustadas por regresién lineal.

11T.2.3.- Catabolismo de putrescina

Con el objeto de explicar la falta de correlacién
ontre la desaparicion de putrescina del medio y su concen-
tracion en el talo, se estudié la actividad DAO, enzima que
oxida directamente putrescina a H,0,, NH, y pirrolidina.

L.a actividad DAO se valoré en extractos crudos
procedentes de los talos y medios de incubacidn, tras el
tratamiento, segun se describe en el apartado II.7.2.

En la Figura 18A se representa la evolucidén de esta
actividad cuando el talo es incubado en putrescina 40 mM y/0
tampon pH 5,0, A este pH, la actividad DAO experimenta un
rdapideo incremento, siendo secretada al medio de incubacidn
durante la rehidratacion del talo y decreciendo progresivamente
hasta anularse. A este pH, la diamina favorece la sintesis y
secrecion de DAO al medio de incubacidn., En el talo se detecta
una  menor actividad, siendo nula cuando la diamina estd
prasente.

Un comportamiento inverso aparece cuando el pH
extracelular es neutro. En este caso, la mayor actividad DAO se
estima en el talo, tanto en presencia como en ausencia de
putrescina y sélo es secretada al medio tras 2 h de incubacidn
a pl 6,9 , estando la diamina presente (Fig. 18B).

cuando el pH del medio es 9,15, con o sin diamina,
s6lo se detecta una peguena actividad gue es secretada total-
mente al medio, permaneciendo constantes sus niveles a lo largo

de las B h de tratamiento (Fig. 18C).
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FIGURA 18.+« Bvoluclion de la actividad diamino oxidasa

con el tiempo en talos de E. prunastri
(linea continua) y en medios (linea
discontinua) en presencia (simbolos llenos)
o ausencia (simbolos vacios) de putrescina
40 mM, en medios tamponados con acetato
sddico 0,1 M, pH 5,0 {(A); fosfato sdédico 75
mM, pH 6,9 (B) y Tris-~HCl 0,1 M, pH 9,15
(c).
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IIT.3.- DETERMINACION DE POLIAMINAS LIBRES Y CONJUGADAS

II1Y.3.}.~ lIdentir BGAON
y. senjugagas

La tacnica de andlisis empleada hasta el momento
(HPLCY), con deteccidén a 254 nm, no permitid estimar el conteni-
do real de poliaminas enddgenas. Este hecho podria ser debldo
a dos causas: bien a que la sensibilidad del detector a 254 nm
no era tan alta como para valorar el bajo nivel de poliaminas,
bien a que éstam pudieran encontrarse en forma conjugada.
Recordemos ahora que la respuesta del detector a las formas
conjugadas no s la misma gue a las formas libres.

Por todo ello, después de la extraccién de las
poliaminas, se realizd una hidrédlisis dcida de las muestras,
con el objeto de determinar la existencia de formas conjugadas
(apartado I1.10.1.). La posterior dansilacidn, con cloruro de
dansilo, basada en la técnica descrita por Smith y Best (1977),
permite, ademds, su Qeteccidén por fluorescencia, uno de los
mnotodos acoplados a la cromatografia liquida de alta resolucidn
mds sonsibles (apartado II.10.2.). La hidrélisis alcalina,
posterior a la dansilacién, permite eliminar, ademds, todas
aquellas sustancias que pudieran interferir en el andlisis
posterior de las poliaminas dansiladas (apartado II.10.2.).

La puesta a punto de este método de HPLC, con
detecclon por fluorescencia, mediante el uso combinado de un
gradiente de fase mévil y un programa de fluijo adecuado,
permitié que los dansil-amonio vy otros dansil-derivados, que
pudieran dificultar el andlisis posterior de las dansil-
poliaminas, eluyeran en los primeros minutos, obteniéndose una
dptima separacion de n-butilamina (patrén interno), putrescina,
aspermidina y espermina, en menos de 2% min (las condiclones
cromatograficas se describen en el apartado II1.10.3.).
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En la Figura 19 se representa la variacién en 1la
composicion de la fase mévil y el programa de flujo empleados.
l.a comparacidén entre el cromatograma de poliaminas patrén
dansiladas y detectadas a 254 nm y la misma mezcla patrén
detectada por fluorescencia, a una longitud de onda de exci-
tacion entre 340-~380 nm y una de emisién de 460 nm, permite
estimar la diferencia de sensibilidad que existe entre ambos
nétodos de deteccidén (Fig. 19).

En la Figura 20A se muestra la calibracién directa de
n~butilamina, putrescina, espermidina y espermina, y en la
Figura 20B la calibracién indirecta de cada poliamina frente a
una concentracién constante de patrén interno (0,29 ug de
n-butllamina en los 10 ul de volumen de inyeccién), siendo esta
dltima la calibraclén utilizada para la cuantificacidn de
poliaminas., Los altos valores de los coeficlentes de corre-
lacidén hallados indican que el método es lineal para esta
gseparacion en el rango de concentraciones ensayados.

El método descrito permite la rapida separacidén y
cuantificacioén de pequefias cantidades de poliaminas, llegédndose
a detectar cantidades del orden de 0,3 pmoles en los 10 pl de
volumen de inyeccidn,

ITI.3.2.~ Captacién de
alealino

Una vez establecida que la méxima captacién de
putrescina ocurre a pH 9,15, entre 2 y 4 h de incubacidén de los
talos en putrescina 40 mM (Fig. 17B), se determind, en astas
condiciones, que porcién de la diamina captada por el talo

ligquénico estd contenida en el fotobionte.
pPara ello se incubaron talos en medios tamponados con

Tris-HC1 0,1 M, pH 9,15, en presencia o ausencla de putrescina
40 mM, durante 3 h a 26°C en oscuridad.
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FIGURA 19.~ Cromatografia de poliaminas dansiladas
mediante HPLC en una columna de MicroPak
MCH-8N cap (15 cm % 4 mm).

A), perfil de los gradientes de flujo y
composicién de disolventes de la (fase
mévil (metanol:agua v/v).

B), deteccidén a 254 nm.
¢), deteccién por intensidad de fluores-

cancia (excitacién 340-380 nm; emisidn
460 nm).
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FIGURA 20,- Curvas de calibracién de poliaminas
dansiladas analizadas por HPLC.

), calibracidn directa:

0 )~ butilamina

= 13,72.10° x ~ 0,15.10° ; ¥ = 0,99
® )~ putrescina

= 8,94,10°* x + 0,55,10%* ; r = 0,98
m )~ espermidina

= 9,38.10° x + 0,10,10% ; ¥ = 0,99
4 )~ espermina

8,96.10° X - 0,33.10° ; r = 0,99

), calibracidn referida al patrén interno
0,29 uyg butilamina):

e )~ putrescina

= 2,68 x + 0,001 ; r
» )~ espermidina
A

i
<o
o]
O

2,26 x + 0,120 ; r = 0,97
)~ espermina
1,41 x - 0,020 ; r = 0,99

v~ I e S s T
i

Donde r es el coeficiente de correlaciodn;
Bu, butilamina; P, putrescina; ad,
espermidina y Sm, espermina.
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Tras la extraccidn y dansilacién (apartados II.10.1.
y I1.10.2.), se valord el contenido de putrescina libre vy
conjugada en tres muestras paralelas: el simbionte completo u
holobionte, el fotobionte aislado (seguin se describe en el
apartado II.5.) y la remanente en el medio.

En orden a establecer el rendimiento del método de
aislamiento de la fraccidn algal, se determind el contenido de
clorofilas de las algas aisladas, en relacidén con el contenido
del talo completo (apartado II.5.). La medida de tres valo-
raciones didé un rendimliento medio del 4,2% + 1,07 de algas
aisladas por gramo de talo liquénico.

La dlamina se cuantificé mediante HPLC y deteccidn
por fluorescencla (método descrito en el apartado II1.10.3.)

Como se nmuestra en el diagrama de la Figura 21, el
12,6% de la cantidad inicial de putrescina se encuentra en el
talo como putrescina libre y el 30,7% permanece en el medio de
incubacién tras las 3 h de tratamiento. Solamente el 5,4% de la
putrescina captada por el holobionte, que supone el 0,62% de la
cantidad inicial, fue hallada en el fotobionte.

De la cantidad inicial de putrescina (96,66 mg = 100
%), s6lo se recupera el 43,3%, en forma de diamina libre.

La ausencia de actividad DAO en los talos y sus bajos
niveles en los medios en estas condiclones (Fig. 18C), hizo
sospechar que pudiera encontrarse formando conjugados, antes o
después de ser captada.

Por lo tanto, se procedlié a estudiar el contenido de
putrescina conjugada en talos y medios, separdndolos en dos
fracciones: una conteniendo moléculas conjugadas solubles en
dcido (unidas a azvicares, fenoles, alcaloides...) y otra de
conjugados insolubles en 4dcido {(unida a proteinas, dcidos
nucléicos, pared celular, fracciones de membrana...).

Los resultados se muestran en la Tabla IV, Se detecta
la presencia de conjugados en el talo (16,7%) y en el medio
tras la incubacién (4,8%), formando mayoritariamente conjugados
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FIGURA 21.~ Distribucioén de putrescina exdgena libre
y conjugada en talo de E. prunastri y medio
de incubacidn.
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. Libre en alga: 0,6 mg 0,08
. Libre en talo: 12,2 mg % 3,2
. Metabollzada: 33,4 mg * 2,3

Conjugada en medlio: 4,6 mg * 0,1

5. Libre en medio: 29,7 mg % 3,11
6, Comjugada en talo: 16,1 mg % 2,5
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TABLA IV.- Putrescina exdégena conjugada en talo y en

medio.

FRACCION CONJUGADA

TALO MEDIO
(mg.g™* peso seco)

putrescina coniugada
soluble en dcido (SH)

putrescina conjugada
inscluble en dcido (PH)

13,73 & 2,5 4,24 £ 0,9
(13,7%) {(4,4%)
3,40 * 0,4 0,40 + 0,06
(3,5%) (0,4%)

Entre paréntesis se representa los porcentajes de putrescina
frente al total hallado en talo y en medio (p/p).
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solubles en dcido. En ausencia de putrescina exdégena no se
detecta la diamina. En terminos de cantidad de putrescina
total, el 29,7% es captada por el holobionte y un 35,5%
permanece en el medio después de las 3 h de tratamiento. El 35%
restante no detectado posiblemente fue metabolizado y/o parte
pudo haberse perdido en los procesos de lavado del talo.

ITI.3.3.~ Px

LLegados a este punto y una vez desarrollado el
método de HPLC que permite la separacién y cuantificacidn de
nuy bajas concentraclones de poliaminas, tanto libres como
conjugadas, se planted el estudiar si la varlacién del pH
extracelular favorece la sintesis y/o la conjugacién de estas
sustancias.

Para ello, los talos fueron incubados en medios que
contenfan tampdén acetato sdédico 0,1 M, pH 5,0; tampdn fosfato
s6dico 75 mM, pH 6,9 y tampdén Tris-HCl 0,1 M, pH 92,15} a lo
largo de 4 min (rehidratacién), 2,4,6 y 8 h en oscuridad a
26°C.

El contenido de poliaminas libres y conjugadas
(fraceién soluble e insoluble en dcido) se valord, tras la
extraccién y posterior dansilacién de las muestras, mediante
HPLC y deteccién por fluorescencia (apartade II.10,). Se
analizaron tanto las poliaminas presentes en los talos como las
secretadas al medio de incubacidn.

Kl andlisls de poliaminas revela la presencla en los
talos 1liguénicos, antes de ser sometidos a los distintos
tratamientos, de las tres poliaminas bdsicas: putrescina,
espermidina y espermina. Estas se encuentran tanto en forma
libre como formando conjugados solubles e insolubles en dcido,
siendo 1os niveles de espermidina los mayoritarios y minimos

los de espermina {(Tabla V).
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TABLA V.- Contenide de poliaminas enddégenas en talo

de E. prunastri en ausencia de cualquier
tratamiento.

FFRACCION

PUTRESCINA ESPERMIDINA ESPERMINA
(nmol.g™ pesoc seco)

poliamina libre
(S)

poliamina conjugada
soluble en dcido
(811)

poliamina conjugada
insoluble en dcido
(PH)

72,30 % 5,8 262,70 + 13,9 12,01 % 0,4
10,23 * 0,6 38,77 *+ 1,3 2,37 + 0,2
16,02 + 1,8 50,80 * 4,3 4,05 + 0,4
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Cuando la incubacién se realiza a pH 5,0, la cantidad
total de espermidina y espermina presente en el talo, no
experimenta cambios significativos a lo largo del periodo de
incubacién (Fig. 22A). La poliamina mayoritaria es la espermi-
dina, siendo la espermina la que se detecta en menor pro-
porcion. La cantidad total de putrescina, en el talo, por el
contrario, disminuye durante las 2 primeras h de incubacidn
{Fig. 22A), hecho que sucede en paralelo a su secrecidn al
medio (Fig. 22B),

Un andlisis mds detallado, especificando la pro-
porcidén de formas libres y los diferentes conjugados, se
muestra en las Figuras 23 y 24. La espermidina en el talo se
encuentra principalmente en forma libre (Fig. 23A) y formando
conjugados insolubles (Fig. 23C) durante las 4 primeras h de
incubacién. El descenso encontrado en la espermina total al
comienzo de la lncubacién (Fig. 22A) corresponde & una pérdida
de formas conjugadas, tanto solubles como insolubles (Fig. 23B
y C), ya que la cantidad de espermina libre no varia significa-
tivamente durante este mismo periodo (Fig. 23a).

La putrescina es la poliamina gue experimenta una
mayor movilidad. Existe una alta correspondencia entre el
descenso de la diamina libre (Fig. 23A) o sus diferentes
conjugados (Fig. 23B y C) en el talo y su secrecidén al medio
(Fig. 24A,B y C) durante las 4 primeras h de incubacién. A
partir de este momento, las formas conjugadas insoclubles
permanecen invariables (Fig. 24C), siendo destacable la
interconversién de formas libres (Fig. 24A) en conjugadas
solubles (Fig. 24B).

cuando los talos se mantienen a pH neutro (6,9), la
cantidad total de poliaminas enddgenas aumenta durante las
primeras 2 h de incubacidén (Fig. 25A). Existe una secrecidén
constante de espermidina y espermina al medio, mientras gue la
cantidad de putrescina varfa durante el tratamiento, observan-
dose una mayor secrecién a partir de las 4 h (Fig. 25B). En
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FIGURA 22.~ Variacién en talo (A) y en medio (B) de
la cantidad total (fraccién libre vy
fracciones conjugadas) de putrescina (0),
espermidina (4 ) y espermina ( 0 ) cuando
los talos de E. prunastri son incubados en
tampdén acetato sédico 0,1 M, pH 5,0.
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FIGURA 23.~ Variacidn de la cantidad de putrescina
(o, e), espermidina (& , A ) y espermina
(o ,m ) con el tiempo de incubacién, en
talos de E., prunastri incubados en medios
tamponados con acetato sdédico 0,1 M, pH
5,0,

Fn A se representa la fraccidén de
poliaminas llbres (8); en B la de
poliaminas conjugadas solubles en dcido
(sH) y en ¢ la de poliaminas conjugadas
insolubles en dcido (PH).
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FIGURA 24.- Variacién de la cantidad de putrescina
(o, ), espermidina (A ,A ) vy espermina
(o,m) con el tiempo, secretadas al medio
de incubacién de talos de E. prunastri
incubados en medios tamponados con acetato
sdédlico 0,1 M, pH 5,0.

En A ®se representa la fraccidn de
poliaminas libres (8), en B la de
poliaminas conjugadas solubles en 4dcido
(8H) y en C la de poliaminas conjugadas
insolubles en dcido (PH).
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general, a este pH, cabe destacar una sintesis de putrescina,
parte de la cual es secretada al medio de incubacidén.

En la Figura 26A se representa la evolucién de las
poliaminas libres en el talo a pH 6,9. Es de resaltar el
aumento en los niveles de putrescina, alcanzando una meseta a
partir de 4 h de incubacién. Permanecen constantes los de
espermidina mientras gque descienden los de espermina tras 2 h
de incubacidén, A este pH se ve favorecida la formacidén de
conjugados solubles de putrescina y espermina a partir de las
4 h de tratamiento, mientras que los de la triamina descienden
(Fig. 26B),

Atendiendo a la fraccidn conjugada insoluble, los
niveles de putrescina descienden en un principio, pero estos
incrementan a largos tiempos de incubacidén (Fig. 26C). Por otro
lado, e observa un aumento en los niveles de conjugados
insolubles de espermidina y espermina durante las primeras 2 h,
descendiendo posteriormente (Fig. 26C).

Al medio se secretan las tres poliaminas, permane-
clendo constantes los niveles de espermidina y espermina
durante el tratamiento, tanto en su forma libre como conjugada
(Fig. 27A,B yC), destacandose una interconversidén entre formas
libres y conjugadas insolubles de espermina. La diamina es
secretada en su forma libre durante la rehidratacion del talo
y a partir de las 4 h sus niveles vuelven a ser altos, llegdn-
dose a secretar, a las 8 h, del orden de 250 nmoles de putres-
cina libre.g” de peso seco (Fig. 27A). A su vez, existe una
secrecisén parcial de la diamina, en forma de conjugado soluble,
a partir de los 4 min y hasta las 6 h de incubacién (Fig. 27B},
no detectdéndose la secrecién de conjugados insolubles de la
diamina a pH neutro (Fig. 27C).

Poyr ultimo, se estudié la evolucién de los niveles de
poliaminas enddgenas a pH 9,15. Atendiendo al contenido total
de cada poliamina en el talo (Fig. 28A), se puede observar un
mantenimlento en los niveles de dichas sustancias, siendo
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PFIGURA 25.~ Variacidn en talo (A) y en medic (B) de
la cantidad total (fraccidn libre Yy
fracciones conjugadas) de putrescina (o),
espermidina ( 4 ) y espermina (o ) cuando
los talos de E. prunastri son incubados en
tampén fosfato sddico 75 mM, pH 6,9.
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FIGURA 206.~ Variacién de la cantidad de putrescina
(o,e), espermidina (& ,a ) y espermina
(m ,m )} con el tiempo de incubacidén, en
talos de E. prunastri incubados en medios
tamponados con fosfato sdédico 75 mM, pH
6,9.

En A se representa la fraccidén de
poliaminas libres (S); en B la Qe
poliaminas conjugadas solubles en dcido
(SH) y en C la de poliaminas conjugadas
insolubles en dcido (PH).
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FIGURA 27.~ Variacién de la cantidad de putrescina
(0 ,® ), espermidina (A ,a ) y espermina
(o, ) con el tiempo, secretadas al medio
de incubacidén de talos de E. prunastri
incubados en medios tamponados con fosfato

sddico 75 mM, pH 6,9,

En A se representa la fraccidén de
poliaminas libres (S), en B la de
poliaminas conjugadas solubles en dcido
(SH) y en C la de poliaminas conjugadas
insolubles en dcldo (PH).
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secretadas al medio de incubacién putrescina y espermidina,
donde sl se incrementan los valores (Fig. 28B). La cantidad de
espermina en el talo desciende, no detecténdose la presencia de
dicha poliamina en los medios a pH bdsico (Fig. 28A yB).

La evolucidén a lo largo del periodo de tratamiento de
cada una de las formas: libres, conjugadas solubles y conjuga-
das insolubles, puede observarse en las Figuras 29 y 30.

En cuanto a las formas libres en el talo, los niveles
de espermidina y espermina descienden ligeramente, mientras
permanecen constantes los de putrescina (Filg, 29A). Atendiendo
a Jla formacidén de conjugados solubles, los niveles de la
diamina y la tetraamina decaen, llegande a anularse los de
putrescina a las 6 h (Fig. 29B). En lo que se refiere a la
espermidina, sus niveles desclenden en las primeras 4 h,
recuparandose posteriormente a lo largoe del tratamiento a pH
alcalino (Flg. 29B8).

En el andlisis de la evolucidédn de formas conjugadas
insolubles en tale, no se aprecian varliacilones con respecto a
los niveles hallados a tiempo inicial (fig. 29C).

Al medio de incubacidén se secreta espermidina, en
forma libre, a lo largo de todo el perlodo de incubacidn y
putrescina a partir de las 4 h (Fig. 30A). En los medios a pH
alcalino, no se detectan formas conjugadas solubles, sdlo son
secretados conjugados insolubles de espermidina, permaneciendo
sus niveles constantes hasta el final del tratamiento

(Fig. 30B).
IIT.4.- TRANSPORTE Y ADSORCION DE PUTRESCINA

Un estudio més detallado del mecanismo de captacidn
de putrescina permitié determinar cdmo se lleva a cabo  su
transporte: si es una slmple difusién o 81 necesita una

molécula transportadora.
En el estudio se emplearon técnicas isotdpicas con
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FIGURA 28.- Variacidén en talo (A) y en medio (B) de
la cantidad total (fraccidén libre y
fracciones conjugadas) de putrescina (0),
espermidina (a2 ) y espermina (o ) cuando
los talos de E. prunastri son incubados en
tampén Tris-HCl 0,1 M, pH 9,15,
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FIGURA 29.~ Variacién de la cantidad de putrescina
(o, ®), espermidina (A, A ) y espermina
(o, m) con el tiempo de incubacién, en
talos de E. prunastri incubados en medios
tamponados con Tris-HCl 0,1 M, pH 9,15.

Fn A se representa la fraccidén de
poliaminas libres (8), en B la de
poliaminas conjugadas solubles en dcido
(SH) y en C la de poliaminas conjugadas

insolubles en dcido (PH).
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FIGURA 30,~ Variacidn de la cantidad de putrescina
(o,e), espermidina (a4 , A ) y espermina
(0D, m) con el tiempo, secretadas al medio
de incubacién de talos de E. prunastri
incubados en medios tamponados con Tris-HCI

0,1 M, pH 9,15.

En A se representa la fraccién libre (8),
en B la de pollaminas conjugadas solubles
en dcido (SH) y en C la de poliaminas
conjugadas insolubles en dcido (PH).
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putrescina fria y 1,4[*C]-putrescina., En todos los ensayos los
tales liquénicos fueron incubados durante 4 min en el tampdn
indicado en cada caso, previamente al tratamineto, evitando asi
¢l paso de putrescina por simple rehidratacién del talo.
Despues de la incubacidén, los talos se mantuvieron durante
2 min en TCA al 5% frio, elimindndose de esta forma la posible
presencia de putrescina en los espacios intercelulares asi como

la adsorbida, dado que se comporta como un catién, cuantificdn-
dose posteriormente esta Ultima.

Una vez tratadas las muestras como se describe en el
apartado I1I.11.1., los talos, cuyo peso seco oscllé entre
3y 11 mg, fueron incubados en medios tamponados con Tris-HCl
0,1 M, pH 9,15, a los que se les agregé putrescina 5 mnM
(conteniendo 0,15 uCi.ml** de 1,4[*C]-putrescina), durante 1 h
en oscurldad y a 26°C. El transporte y la adsorcién fueron
medidos (apartado IX.11.2.) en funcidén del peso seco del talo.

En la Figura 31A se observa que el transporte es
lineal con respecto al peso del talo, mostrando un valor medio
de 6,69 * 0,75 pmoles de putrescina.g™.h™, Existe un gran
componente de adsorcién, gue también es lineal con respecto al
incremento del peso de los talos, presentando un valor medio de
115,3 4 11,65 pmoles de putrescina.g™.h™ (Fig. 31B).

IYT.4.2.- Transporte vy adsorcion
dneubacion

Las muestras de talo fueron incubadas con putrescina
% mM (contenlendo 0,15 pci.ml™*) en medios tamponados con

Trig~HCl 0,1 M, pH 9,15, de 0 a 4 h en oscuridad a 26°C.
En la Figura 32 se representa el tranporte de la

diamina en funcidén del tiempo de incubacion, observéandose un
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FIGURA 31.- Velocidad de transporte (A) y adsorcioén
(B) de putrescina en funcidén del peso
seco del talo de E. prunastri. Estos
fueron incubados, durante 1 h, en tampoén
Tris-HCL 0,1 M, pH 9,15 con putrescina
5 mM ( conteniendo 0,15 uCi.ml™ de
1,4(*C]-putrescina ).
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FIGURA 32.~ Variacidn en el tiempo del transporte
(@) y la adsorcién ( o) de putrescina
por talos de E. prunastri incubados en
tampén Tris-HCl 0,1 M, pH 9,15 con
putrescina 5 mM (conteniendo 0,15 pCi.ml™
de 1,4[''C])-putrescina).
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aumento progresivo hasta rendir un maximo a las 2 h, decrecien-
do posteriormente hasta el final del tratamineto. Los valores
de putrescina adsorbida (Fig. 32) presentan méaximos a los 5 y
25 min de incubacién.

El efecto del pH sobre el transporte y la adsorcidn

de putrescina fue estudiado en un rango de pH entre 4 y 10,6 ,
obtenide mediante el uso de diferentes tampones, como se
describe en el apartado II.11.3. La concentracién de putrescina
utilizada fue 5 nmM (conteniendo 0,15 pCi.ml™) y los talos
fueron incubados durante 1 h en oscuridad a 26°C.

En la Figura 33 se representa el transporte de
putrescina en funcién del pH., La entrada de la diamina es
dependiente del pH extracelular, encontrandose una relacion
exponenclal entre valores de pH 7 y 11 y no presentando
dependencia de la naturaleza del tampén utilizado.

Por el contrario, la adsorcién de la diamina
(Fig. 33) es dependiente de la naturaleza del tampon, ya que no
ge observa una clara evoluclén con respecto a los distintos
valores de pH. El tampdén Tris-HCl parece favorecer la adsorcién
de putrescina sobre las paredes del talo ligquénico a valores de
pH entre 7,5 y 9. Sin embargo cuando el tampdn utilizado es
glicina-NaoH, la adsorcidn disminuye drdsticamente a altos
valores de pH (entre 9 y 11), hecho que bien pudiera deberse a
la presencia de glicina en el medio.

para demostrar sl este efecto tiene lugar, los talos
fueron incubados en putrescina 5 mM (conteniendo 0,15 uCi.ml™),
en presencia o ausencia de glicina 20 mM, en medlios tamponados
a pH 9,15 con Tris-HCl 0,1 M, durante 1h en oscuridad a 26°C.

En 1a Tabla VI se muestran los resultados, observan-
dose que la presencia de glicina no modifica los valores de
transporte ni de la adsorcidn hallados en los experimentos
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33,- Varlacién en la velocidad del
transporte (simbolos llenos) Y la
adsorcloén (simbolos vacios) de

putrescina, en funcién del pH, por talos
de E. prunastri incubados durante 1 h en
diferentes medios tamponados con
putrescina 5 mM (conteniendo 0,15 pCi.mi™
de 1,4[*C]-putrescina.

Los tampones empleados fueron:

(A, &), dcido citrico-fosfato disddico
0,15 M, pH 4,0-7,0

(@, 0), fosfato sdédico 0,2 M, pH 6,0-8,0

(m, ), Tris-HCl 0,1 M, pH 7,5-8,9

(%, 0), giicina-NaOH 0,2 M, pH 8,5-10,6



175

150
120
80
40

o
_ I I —\
—
-t —i
4o
—4
- O
-1 @
’R
oo 44 -1 r~
\ A
o S e
!.( r;
. 4\
“od - — 0
| /
i
t
i
1
3
I ]
< < —t
. /
»
-
hY
~
hY
J-I
T 4 |4
I | I i 1 i | i
2\,
o o o o o o &+ o o
=4 m od —t

(o) ( Nla.mc«owuuuna Tour ) ROIJOJV3¥ 30 OYGIJ0I3A

pH



176

TABLA VI.- Transporte y adsorcidn de putrescina
{conteniendo 0,15 uCi.ml™ de 1,4['C]~
putrescina) en presencia de glicina.

SRR

MEDIO DE INCUBACION TRANSPORTE ADSQRCION
(ymol.h™.g™)

gontrol: putrescina 5 mM 11,33 + 0,9 86,40 * 5,8

glicina 5 mM 4 putrescina 5 mM 10,16 + 1,3 87,45 & 3,8

it
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control. Por ello, la presencia de glicina en los medios de
incubacién no es la responsable del incrementc en el transporte
de putrescina ni de la caida en su adsorcién, encontrados a
valores de pH entre 8,5 y 10,6.

$e quiso demostrar, por lo tanto, si la baja entrada
de diamina en el talo a pHs dcido y neutro (Fig. 33) era debida
exclusivamente al pH o estaba limitada por la accidén de una DAO
(Fig. 18A yB).

Por ello, incubamos talos con putrescina 5 mM
(conteniendo 0,15 puci.ml™) en medios tamponados a pHs 5, 6 y 7,
con dcido citrico-fosfato disddico 0,1 M y a pHs 8 y 9 con
Tris~HC) 0,1 M, durante 1lh en oscuridad a 26°C.

En primer lugar se mididé la radiactividad total
dentro del talo, la adsorbida sobre las paredes y la contenida
en el medio tras la incubacién, segun se describe en el
apartado II.11.2. Posteriormente, una vez extraidas las
poliaminas libres del medio de incubacion éstas fueron dansila-
das (apartado II.10.1. y II.10.2.) y a continuacién separadas
por TLC (apartade II.11.5.). En la Figura 34 se muestra un
diagrama con los Rfs hallados para putrescina, espermidina y
espermina en el desarrollo de la placa de TLC.

La Figura 35 recoge los resultados correspondientes
a este experimento, expresados como fdpm.h™,mg* de peso seco'".
La putrescina que permanece en el medio (Fig. 35B), al cabo de
1 h de tratamiento, sigue una evolucién paralela a la hallada
en las moléculas radiactivas totales del medio, disminuyendo
sus niveles conforme el pH se hace mds basico y en paralelo al
incremento de la entrada de putrescina a los talos (Fig. 35A4).
Debido a elle, el transporte no estd limitado por hajos niveles
de la diamina en el medio de incubacidén a pH dcido o neutro,
pero si por el valor del pH extracelular,

cabe destacar los bajos niveles de putrescina
hallados con respecto al marcage total en los medios, lo dque
indieca un alto metabolismo de la diamina, que parece estar
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FIGURA 24.- Diagrama de cromatografia en capa fina
de putrescina, espermidina y espermina
comerclales, segun el procedimiento
descrito en el apartade II.11.5. de
Material y Métodos.
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FIGURA 35.~ Variacién de la radiactividad total
en funcién del pH de incubacién de
talos de E. prunastri incubados
durante 1 h con  putrescina 5 mM
(conteniendo 0,15 ucCi. ml™ de 1,4["C]-
putrescina) en medios tamponados a pH 5-7
con &cido citrico-fosfato disdédico 0,1 M
y a pi 8-9 con Tris-HCl 0,1 M.

En A) se representa la radiactividad
total en talo (© ) y la adsorbida (e ).
En B) se representa la radiactividad
total en medioc ( 0 ) y la recuperada,
mediante cromatografia en capa fina, en
putrescina (®).
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inclinado hacia su catabolismo o conjugacién mas gue hacia la
sintesis de espermidina o espermina, ya que para cada uno de
los pHs ensayados solamente se encuentra radiactividad en las
manchas correspondientes a la diamina.

II1.4.4.- Transporte y adsorcién en funcién de la temperatura

Para este estudio, los talos fueron previamente
mantenidos durante 30 min en medios tamponados con Tris-HCl 0,1
M, pH 9,15, en oscuridad a 0, 4, 18, 26, 30, 37 y 45°C. Pasado
este tiempo se les adiciond putrescina 5 mM (conteniendo
0,1% uCi.ml™*), permaneciendo durante 1 h en las mismas condi-
clones y temperaturas antes sanaladas.

La cantidad de putrescina adsorbida y transportada,
a cada temperatura, fue valorada seguin se describe en el
apartado IT.11.2.

El transporte de la diamina no se ve afectado por
bajas temperaturas, rindiendo un mdximo a los 37°C y decrecien-
do posteriormente conforme la temperatura incrementa (Fig. 36).
La adsorcldén muestra un comportamiento diferente, hallandose un
mdximo a 26'C y un minimo a 30°C, se observa también un
incremento posterior en la adsorcién de la diamina a medida que
incrementa la temperatura de incubacién (Fig. 36).

I11.4.5.- Efecto de inhibidores metabolicos

Ya gque el transporte de putrescina no es anulado por
bajas temperaturas (0°C), se ensayaron distintos inhibidores
metabdlicos con el fin de confirmar si dicho transporte es
llevado a cabo por un sistema independiente de la energla
metabdlica.

Los inhibidores fueron: clanuro sédico 1 mM,
2,4=dinitrofencl (2,4-DNP) 1 mM Yy nistatina en una dosis de

10.000 unidades.ml™.
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FIGURA  36.~ Variacién en la velocidad del
transporte ( @ ) y la adsorcién ( o ) de
putrescina en funcidén de la temperatura,
por talos de E. prunastri incubados
durante 30 min en tampdén Tris-HCl 0,1 M,
pH 9,15 con putrescina 5 mM (conteniendo
0,15 pCi.ml™ de 1,4[*C]-putrescina).
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TABLA VII.- Efecto de inhibidores metabdlicos sobre el
transporte y la adsorcidén de putrescina
5 mM (conteniendo 0,15 uci.ml™® de 1,4[*C]-
putrescina).,

TR e

INHIRBIDOR CONCENTRACION VELOCIDAD
(gmol.h™t.g™)

I‘I L]

R control —— 8,3 £ 0,05
A
N nistatina 10.000 u.ml™? 8,4 + 1.20
L
P NaCN 1 mM 9,0 + 0,82
0
R 2,4-DNP 1 mM 8,0 % 0,50
T
E

g control o 110,4 * 9,80
6 nistatina 10.000 u.ml™ 100,8 t 2,50
g NaCN 1 mM 94,4 * 4,10
é 2,4-DNP 1 mM 112,2 15,8
N

i
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los talos fueron preincubados durante 230 min en
medios tamponados a pH 9,15 con Tris-HCL 0,1 M, conteniendo o
no los inhibidores metabdlicos, en oscuridad a 26°C. Poste-
riormente se  suministré putrescina 5 mM (conteniendo
0,15 puCi.ml™) manteniendolos durante 1 h en las mismas condi-
ciones,

Una vez procesadas las nmuestras, se determiné la
cantidad de putrescina contenida en los talos, asi como la
adsorbida (apartado II.11.2.).

Como se muestra en la Tabla VII, los valores obteni-
dos para el transporte y la adsorcién no se modifican bajo la
presencia de los distintos inhibidores metabélicos ensayados.

IIX.4.6.- ¢indtica del transporte
I11.4.6.1.~ K. Y Ve

La estimaclén de la velocidad del transporte frente
a la concentracion de putrescina se realizdé seguin se describe

en el apartado II.1ll.4.1.
En la Figura 37 se muestran estos resultados,

confirmando gue el transporte se corresponde con una ecuacidn
del tipo:

indicando claramente que en él estan implicados dos componen-

tes:
A- Un componente no saturable en el rango de

concentraciones ensayadas, difusién pasiva, cuya

acuacion seria;

v = K, (8]
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FIGURA  37.- Variacidén en la velocidad del
transporte y la difusién de putrescina en
funcidén de las concentraciones de diamina
suministradas a talos de E. prunastri.
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Mediante el método de los minimos cuadrados se ajusts
una recta de regresién a los cuatro primeros valores
del transporte total (transporte mds difusidén),
obteniendose la ecuacién:

y = 0,15x r = 0,87

pudiendose estimar, por lo tanto, que posee una K, de
0,15 pmoles de putrescina.h™.g'.mM™* (Tabla VIII).

B~ Un segundo componente, saturable a partir de
concentraciones superiores a 20 mM de putrescina, que
muastra una cinética del tipo descrito por Michaelis
Menten. Mediante la representacién de dobles inversos
de Lineweaver-Burk (Fig. 38A) se determina una
Veer 4@ 12,5 pumoles de putrescina.h™.g™, y una
K, de 5,3 mM (Tabla VIII). La representacidén de
BEadie-Hofstee (Fig. 38B) muestra valores semejantes
para cada una de las constantes cinéticas, V., con un
valor de 13,4 umoles de putrescina.h™.g™ y un valor
de K, de 6,025 mM (Tabla VIII).

IX1.4.6.2.~ I,, para espermidina y espermina

Como inhibidores del transporte de putrescina se
ensayaron las pollaminas espermidina y espermina. Se incubaron
talos en medios tamponados con Tris-HCl 0,1 M, pH 9,15, con
putrescina 5 mM (conteniendo 0,15 pCi.ml™) y espermidina o

espermina 5 mM, durante 1 h en oscuridad a 26°C,
En la Tabla IX se muestran los resultados obtenidos,

demostrando gue ambag poliaminas actdan como inhibidores del
tranporte y de la adsorcién de la diamina. La espermina es la
que mayor efecto ejerce, inhiblendo el transporte un 54,2% y la

espermidina un 51,2%.
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TABLA VIII.- Constantes cinéticas del transporte de
putrescina.,

***************************************************************

Ki = 0,15 pmoles.h™.g™ . mM™?

LR ARRLELERLEERELEE RS S Y R R R T R R R g R A A I VY I AV R A A )

REPRESENTACION DE LINEWEAVER-BURK

TRANGPORTE y = 0,425 x + 0,08 i r = 0,99
Viae = 12,5 pmoles.h™,.g™!

Ke = 5,3 mM

TRANSPORTE + DIFUSION y = 0,417 ¥ + 0,06 ; r = 0,99
Vg = 17,03 pmoles.h*g™
K, = 6,66 mM

AARRAFTARAARARA AR AR A R AR AR kh bk d Rk hkdkdk ok hkhkdkrhhhhhkhdk

REPRESENTACION DE EADIE-HOFSTEE

TRANSPORTE Yy = -6,025 x + 13,41 ; 1 = -0,97
Vae = 13,41 pmoles.h™.g™

K, = 6,02 mM

TRANSPORTE + DIFUSION y = -9,77 x + 20,98 ; r = ~-0,97
Vox ® 20,98 pmoles.h™.g™

K, = 9,77 mM

***************************************************************
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FIGURA 38.- Representacién doble reciproca de la
variaclén en la velocidad del transporte
(®) y del transporte mds difusidén ( O)
de putrescina en funcidn de las
concentraciones de diamina suministradas
a talos de FE. prunastri (A). En (B},
representacidn de Eadie-Hofstee del
transporte ( ® ) y del transporte mas
difusidén (0).



192

I

i
n =
< <

0, 3k
0,2}
1

(eu1osazind Hlﬂoam.gw a8 /1N

-

0,25 0,50 0,75 1,00

0

-0,25

1/ CPUTRESCINA] { mu™t )

i i

fo ] 158 Y
i

-YHIJS3Hind mo&L

2,0

1,0

pmol PUTRESCINA- h™/ [PUTRESCINAJ(mM)



193

Atendiendo a la adsorcién, la respuesta es semejante,
inhibiendo la espermina el 65,9% y la espermidina un 58, 8%.

Para la obtencién de la curva "dosis-respuesta" se
procedid como se describe en el apartado II,11.4.2.

En la Figura 39 se representa la velocidad del
transporte frente a la concentracién de espermidina. Mediante
la representacion doble logaritmica se determina un valor de I,.
para esta poliamina de 2,17 mM., En la Figura 40 se representan
los datos de la velocldad del transporte frente a la concen-
tracion de espermina, estimando un valor de Tso de 1 mM,

I11.4.6.3.~ K, de espermidina y espermina. Transporte de
espermina

Las cinéticas de inhibicién para espermidina vy
esparmina se determinaron sgin lo descrito en el apartado
IT.11.4.2,

Medlante la representacién de dobles inversas de
Lineweaver-Burk, se demuestra que ambas poliaminas se comportan
como inhibidores competitivos en el transporte de putrescina
(Figs. 41 y 42).

El valor de K, se determind en cada caso, representan-
do los valores de las pendientes frente a la concentracién de
inhibldor. En la Tabla X se recogen estos valores, asi como los
de K., Y Vi

Dado que espermidina y espermina son inhibidores
competitivos, se quiso determinar si, ademds, éstas eran
trangportadas. Para ello, se realizd un ensayo de transporte de
espermina, mediante el uso de mezclas isotdpicas de espermina
fria y 1,7['*Cl-espermina (110 mCi.mmol™). Los talos fueron
incubados en medios tamponados con Tris-HC1l 0,1 M, pH 9,15 con
espermina 5 mM (conteniendo 0,15 uCi.ml™), durante 1 h en
oscuridad a 26°C. Las muestras fueron tratadas y la radiactivi-
dad medida como se describe en los apartados II.11.1 y IX.11.2.
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TABLA IX.~ Inhibicidn del transporte y la adsorcion de
putrescina 5 mM (conteniendo 0,15 uCi.ml™*
de 1,4["C]-putrescina) por espermidina y

MEDTO DY
INCUBACTON

CONTROI.

BEAPERMTIDINA (5 mM)

BEPERMINA (5 mM)

aspermina.,

VELOCIDAD DE
TRANSPORTE
(umol . h . g™)

VELOCIDAD DE
ADSORCION
(pmol.h™*.g™*})

125,60 t 8,4

51,80 + 4,1
(58,76)

42,80 *+ 2,8
(65,92)

EFntre paréantesis se representa los porcentajes de inhibicidn de
la valocidad del transporte y de la adsorcion.



195

FIGURA 39.- Curva dosis-respuesta de espermidina
como inhibidor del transporte de
putrescina en talos de E. prunastri
incubados en tampdn Tris~HClL 0,1 M,
pll 9,15 con putrescina 5 mM (conteniendo
0,25 uCi.ml™ de 1,4[(*C]l-putrescina). En
el recuadro interno se muestra la
representacidén semilogaritmica usada para
la determinacidén grdfica del valor I.
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FIGURA 40,~ Curva dosis-regspuesta de espermina como
inhibidor del transporte de putrescina en
talos de E. prunastri incubados en tampén
Tris-HCl 0,1 M, pH 92,15 con putrescina
5 mwM (conteniendo 0,25 uCi.ml™ de

1,4[*C]~putrescina. En el recuadro
interno se muestra la representacidén
semilogaritmica usada para la

determinacién grdfica del valor I,,.
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FIGURA 4.~ [Efecto de 1la concantracién de
espermidina 1 mM (A ) vy 3 mM ( 0 ) sobre
la velogidad del transporte de putrescina
en funcidén de las concentraciones de esta
diamina suministradas a talos de E.
prunastri. En el recuadro interno se
muestra la representacidn de las
pendientes, utilizada para el cdlculo de

K,.
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FIGURA 42.- Efecto de la concentracién de espermina
0,75 mM ( A ) v 2 nmM ( O ) sobre la
velocidad del transporte de putrescina en
funcién de las concentraciones de esta
diamina suministradas a talos de E.
prunastri. En el recuadro internc se
muestra la representacién de las
pendientes, utilizada para el cdlculo de

K,.
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TABLA X.- Constantes cinéticas de la inhibicién del
transporte de putrescina (representacién de
Lineweaver-Burk) por espermidina y espermina.

ESPERMIDINA
= 0,28 X + 0,044 ; r = 0,98

Y
K, = 6,32 nM
\Y w 22,73 pumoles. h™t, g™t

control:

HAX

Yy = 0,41 x + 0,039 ; r = 0,99
KM\;\ = 10,56 mM
Vi = 25,64 pmoles.h™t.g™*

espermidina 1 mM:

X
5
'

=

oesparmidina 3 mM: 0,040 ; r = 0,99

i o

.7
1

Bmap

<R

8 +
9,5 mM
25,0 gmeles.h™.g™*

=
nAX

K, = 1,55 mM y=10,17 x+0,26 ; r =20,99

et i

T Y

[ ESPERMINA

y = 0,37 x + 0,039 ; r = 0,98
K. = 9,56 mM
Ve = 25,64 pmoles.h™.g™

y = 0,69 X + 0,032 ; r = 0,99
Kpp = 21,65 mM
v/, = 31,25 pumoles.h™t.g™

WAK

contral:

espermina 0,75 mM:

= 1,00 x + 0,034 ; r = 0,99

Y
Kep = 29,32 mM
v/ = 29,40 umoles.h™*.g™

RAX

espermina 2 mM:
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En la Tabla XI se indican los resultados obtenidos
para la adsorcidn y el transporte de la tetraamina. Los valores
SONn superiores a los encontrados para putrescina, adsorbiendose
134,2 pmoles de espermina.h™,g? y siendo su velocidad de
transporte de 18,14 umoles de espermina.h™.g™.

IT1.4.7.- Estj L0 a6
endogenas

Con é&nimo de determinar si el transporte de putresci-
na se realiza a favor o en contra del gradiente de concen-
tracion, se estimd la concentracién de poliaminas endégenas,
libres y conjugadas, en los talos liquénicos.

Las muestras fueron previamente activadas, como se
especifica en el apartado II.11.1. y las poliaminas extraidas,
dansiladas y cuantificadas por HPLC como se describe en el
apartado II.10.

A fin de expresar los valores obtenidos en unidades
de concentracion, se determind el contenido en agua del talo,
segin se describe en el apartado II.3., hallandose un valor de
1,83 & 0,13 ml de agua.g™ de peso seco.

En la Tabla XII se recogen los valores de concen-
tracion de poliaminas libres y conjugadas presentes en 1,0 g de
peso seco de talo, previamente a los experimentos de transporte
de putrescina. Entre ellas, la concentracidén de la diamina

libre se estimé en 51,6 uM.
En los talos estdn presentes las tres poliaminas,

apareciendo tanto en forma libre como formando conjugados
solubles e ingolubles (excepto conjugados solubles de espermi-

dina).
La concentracién total es de 0,332 mM de polianinas

anddgenas por gramo de talo.
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TABLA XI.- Transporte y adsorcién de espermina 5 mM
(conteniendo 0,15 uCi.ml™ de 1,7[%C]-
espermina).

VELOCIDAD
(pmol.h™g.™)

TRANSPORTE 18,14 * 0,67

g

ADSORCION 134,20 + 16,15
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TABLA XITI.- Concentracién de poliaminas enddgenas en
talo de E., prunastri en ausencia de
cualgquier tratamiento.

FRACCION PUTRESCINA ESPERMIDINA ESPERMINA
(uM.g™) (UM.g™) (uM.g™)
poliamina libre 51,6 134,0 14,7
(8) (78,9 * 11,3) (205,4 * 34,7) (22,4 * 0,8)
poliamina conjugada 16,1 - 9,2
soluble en dcido (24,6 £ 1,1) (14,2 * 0,9)
(8H)
peliamina conjugada 51,3 37,1 18,3
insoluble en dcido (78,5 % 3,4) (56,7 + 8,4) (28,1 % 3,7)

(PH)

CONCENTRACION DE
POLIAMINA 119,0 17,0 42,0

b %

- La concentracién total de poliaminas en talo es de 332,0 uM.g”
da pasa seco.

- Entre paréntesis se representan los nmoles de poliamina.g™ de
peso seco.
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I11.4.8.- Efegtores del transporte

T11.4.8.1.- Andlogos estructurales y aminodcidos

El estudio de competicién se realizé a una concen-
tracion 5 mM de cada uno de los posibles competidores frente a
b mM de putrescina (conteniendo 0,15 uci.ml™), en medios
tamponados con Tris~HC1 0,1 M, pH 9,15 durante 1 h en oscuridad
n 26°C,

En la Figura 43A se muestra el efecto de la poliamina
agmatina, asi come de la urea y el paraquat {metil-violdgeno,
herbicida) en el transporte de putrescina. Todos ellos se
manifiestan como competidores en el transporte de la diamina,
aiendo la agmatina la ¢ue mayor efecto ejerce, alcanzando
valores de inhibicién del 53,4%. E)l paraguat inhibe un 41,2% y
la urea un 16,5%.

En lo gque a la adsorcidn se refiere (Fig. 43B), la
competencia es nuy semejante, aungue en este caso se observan
nayores valores de inhibicién (de hasta un 57% en el caso de la
agmatina),

Se estudidé el efecto que sobre dicho transporte
ojercen diferentes aminodcidos: dcido glutdmico, L-arginina,
L-ornitina y L-lisina, todos ellos relacionados con el metabo-
lismo de putrescina (Fig. 44A). En general, se observa una
menor competicién. El dcido glutdmico y la L-ornitina son los
gque ejercen un mayor efecto competitivo, aungue se alcanzan,
como maximo, valores del 15% de inhibicién. L-arginina o
I,-lisina no modifican el transporte de putrescina.

Sin embargo se observa competencia por los sitios de
unién extracelular de la diamina, ya que la adsorcién de esta
poliamina se ve disminuida en presencia de dichos aminodcidos
(Fig. 44B). La L-lisina es el aminodcido que mayor efecto
competitivo ejerce sobre la adsorcién, con valores del 27,5% de

inhibicidn.
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FIGURA 43.~ Velocidad de transporte (A) y adsorcion
(B) de 1,4{'*C]l-putrescina desde medios de
incubacidén tamponados con Tris-HCl 0,1 M,
pH 9,15 con putrescina 5 mM (conteniendo
0,15 uci.ml'), por talos de E. prunastri
mantenidos en medios ¢ue sdlc contienen
ia diamina (rayade) o a los due se
adicionan los andlogos indicados a una

concentracién 5 mM.
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FIGURA 44,- Velocidad de transporte (A) y adsorcidn
(B) de 1,4[**C]-putrescina desde medios de
incubacién tamponados con Tris-HCL 0,1 M,
pH 9,156 con putrescina 5 mM (conteniendo
0,15 uCi.mi**), por talos de E. prunastri
mantenidos en medios que sdélo contienen
la diamina (rayado) o a los que se
adicionan los aminodcidos indicados a una

concentracidén 5 mM.
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111.4.8.2.~ Cationes

bado que las poliaminas parecen comportarse como
cationes orgénicos, se ensayé el efecto que sobre el transporte
y la adsorcion de la diamina ejercen diferentes cationes
inorganicos.

La concentracion utilizada de cada catidén fue de
20 mM. Los ensayos fueron realizados preincubando las muestras
durante 30 min en medios tamponados con Tris-HC1 0,1 M,
pH 9,1%, conteniendo o no las distintas sales, en oscuridad a
26 "C. Pasado este tiempo, se les agregd putrescina 20 mM
(conteniendo 0,25 uCi.ml™), permaneciendo los talos durante
1 h en las condicliones anteriormente descritas. Las sales
empleadas fueron: NaCl, KCl, cCacCl,, MgCL,, MnCl,, NiSQ, vy
La(NO),.

El transporte de putrescina aumenta en presencia de
cationes monovalentes (Na*y K') asi como en los divalentes Ca*
y Mg® vy es inhibido por Mn*, Ni* y La’ (Fig. 45A), siendo éste
ultimo el gue muestra un mayor efecto en la inhibicion del
transporte de la poliamina, con valores del 62,5%,

$in embargo, el efecto de estos cationes inorgédnicos
sobre la adsorclén es diferente. Ya que ésta se ve favorecilda
en prasencia de los cationes monovalentes y es inhibida por los
di~ y polivalentes, siendo el mds efectivo el La*>* gue inhibe

hasta un 77,5% (Fig. 45B).
IIf.4.8.3.- Fenoles llguénicos

se estudié el efecto que los fenoles liguénicos

mayoritarios en E. prunastri (dcido udsnico y dcido evérnico)

tienen an el transporte.
Los talos liquénicos fueron incubados en medios con

una concentracién 100 y 200 pM de uno o ambos fenoles vy
putrescina 5 mM (conteniendo 0,15 uCi. ml ), tamponados con
Tris~HCL 0,1 M, pH 9,15, durante 1 h en oscuridad a 26°C.
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FIGURA 45,- Velocidad de transporte (A) y adsorcion
(B) de 1,4[*C]-putrescina desde medios de
incubacidén tamponados con Tris-HCl 0,1 M,
pH 9,15 con putrescina 20 mM (conteniendo
0,25 pci.ml™), por talos de E. prunastri
mantenidos en medios que sélo contienen
la diamina (rayado}) o a los dJue se
adlcionan los cationes indicados a una

concentracién 20 mM,



WW 07 YNIJSIULINd

o

% VELOCIDAD ( pmol putrescina. h . g !

peso seco )

— —

N T ~3 o T ~d L]
o e o w2 o ] W =
i H 1 3 E

AAAIRS

e

H

COHNTROL
HaCl MHaCl
KC1 KC1
CaClz I CaC12
MgCl, MgCl,
S
HnCl2 g HnCl2 ;
= >
. o . ';f
leoq. S le% g
2 3
o = b=
La(NOg) La(NO3), m




215

FIGURA 46.~ Velocidad de transporte (A) y adsorcidn
(B) de 1,4[**C)~putrescina desde medios de
incubacidén tamponados con Tris-HCl 0,1 M,
pH 9,15 con putrescina 5 mM (conteniendo
0,15 pCi.ml*t), por talos de E. prunastri
mantenidos en medios que sd6lo contienen
la diamina (rayado) o a los que se
adiclonan los fenoles indicados a una

concentracioén 100 y 200 uM.
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Los datos obtenidos se representan en el histograma
de la Figura 46A, donde puede observarse gue los fenoles
liquénicos no tienen efecto alguno en el transporte de la
diamina,

Observande los valores de la adsorcién (Fig. 46B), la
presencia de fenoles liquénicos en el medio de incubacidn
disminuye la adsorcién de putrescina, pero su efecto es suave,
ya que el valor de mAxima inhibicién se obtiene para una
concentracion 100 uM de Adcido usnico,

III¢4~9a“ ﬂﬁ&uﬁigw

Se estudié la posible transformacién de la diamina
tranasportada a otras poliaminas, tales como espermidina y
espermina.

Log talos fueron incubados en putrescina 10 mM
(conteniendo 0,73 uCi.ml™*), en medios tamponados con Tris-HC1
0,1 M, pH 9,15, a lo largo de 8 h, en oscuridad a 30°C,
midiendose la radlactividad total dentro de los talos, la
adsorbida y la presente en los medios una vez terminada la
incubacién. Posteriormente, se extrajeron y dansilaron las
poliaminas contenldas en los talos y medios de incubacién. Cada
muestra problema fue cebada con patrones dansilados (no
radiactivos) de putresclna, espermidina y espermina. ILas
dansil-poliaminas fueron separadas mediante TLC y cuantificada
la radiactividad de cada una de las manchas como se describe en

el apartado II.11.5.
En la Figura 47A se representa la radliactividad total

de los talos (expresada en dpm.mg™) y la correspondiente a la

mancha de putrescina (expresada en dpm.mg™ y pumoles de putres-

cina.g”* peso sece) frente al tiempo de incubacién. Las dos

medidas son paralelas, aunque los niveles de putrescina son
menores y su maximo estd desplazado 2 h con respecto al plco de

maxima radiactividad total en el talo.
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FIGURA 47.~ Variacién de 1la radiactividad total

(0) y de la correspondiente a putrescina
( ®) recuperada por cromatografia en capa
fina, en funcién del tiempo en talos (a)
de E., prunastri incubados en tampdn
Tris-HCl 0,1 M, pH 9,15 con putrescina
10 mM (conteniendo 0,73 ucCi.ml™ de
1,4[*C]~putrescina).

En (B) se representa la variacién en el
tiempo de la radiactividad total
remanente en el medio (O ), de 1la
recuperada por cromatografia en capa fina
en putrescina (M) y de la adsorbida por
el talo (A).

Las clfras entre paréntesis indican el
valor, en umoles, de putrescina.g™! peso
seco recuperados mediante cromatografia
en capa fina.
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Ya que no se detects radiactividad en las manchas
corraspondientes a espermidina y espermina, se puede afirmar
que no existe transformacién de la diamina transportada en
otras poliaminas.

En la Figura 47B, los resultados son similares a los
anteriormente descritos, pero en este caso ¢orresponden al
medio de incubacién, hallando radiactividad tan sdélo en la
mancha correspondiente a putrescina. Ambas medidas descienden
drasticamente en las primeras 2 h de tratamiento, en paralelo
al incremento en el talo. Posteriormente sus niveles oscilan,
y mientras que la radiactividad total del medio disminuye a las
8 h de Incubacidén, la de putrescina aumenta.

En la Figura 47B también se representa la variacién
de radiactividad total adsorbida a lo largoc del tilempo de
incubacidn.

S5e puede observar que, tanto en el talo como en el
medio, los niveles de putrescina son mucho menores que los
valores correspondientes de radiactividad total.

IIT.4.10.~ Localizacién celular de putrescina

Para ello se recogleron talos cuyo peso oscildé entre
121 y 125 mg y se incubaron en medios tamponados con Tris-HCl
0,1 M, pH 9,15, a una concentracién 10 mM de putrescina
(contenlende 0,75 puci.ml**) durante 1 h y 30 min en oscuridad a
26 "C, Los talos fueron procesados y las distintas fracciones
calulares recogldas segun se especificd en el apartado II.11.6.

En la Tabla XIITI se muestran los resultados del
fraccionamiento celular., De la cantidad total de putrescina
transportada, se recuperé el 65,3% (5,2 unoles de putrescina.g™
de peso seco). De éstos, el 74,2% fue hallado en la fraccidn
soluble (sobrenadante de la centrifugacién a 105.000 x g) y el

21,6% se recuperd en el precipitado de 600 x g.
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TABLA XIII.- Localizacidén subcelular de putrescina
transportada en talo de E. prunastri.

FRACCION (x g) pmoles de putrescina.g % CONTROL
control 7,95 * 0,03 100,00
procipitado de 600 1,12 + 0,09 14,08
precipitado de 1.000 0,10 & 0,01 1,28
praecipltado de 10,000 0,09 + 0,02 1,23
precipitado de 105,000 0,02 £ 0,5.,10° 0,24
sobrenadante de 105,000 3,85 & 0,03 48,43
RECURERACION : 65,3%
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TII.4.11.- Captacion de
micobionte

Finalmente, se determind la proporcién de putrescina,
que transportada por el talo liquénico, se encuentra localizada
en el fotobionte y en el micobionte.

Para ello se partié de talos, cuyo peso seco oscilé
entre 79 y 85 mg, que se incubaron con putrescina 10 mM
(conteniendo 0,75 pci.ml-'), en medios tamponados con Tris-HC1
0,1 M, pH 9,15, durante 1 h y 30 min, en oscuridad a 26°C. Tras
macerar las muestras en tampén fosfato salino 0,1 M, pH 7,2,
los simbiontes fueron aislados segun el procedimiento descrito
on el apartado IT.5. En este caso, los valores fueron referi-
dos al paso seco de cada fraccién (apartado II.3.).

En la Tabla XIV se reflejan los resultados correspon-
dientes a cada simbionte. El micobionte'capta 0,81 umoles de
putrescina.g™ y el fotobionte 0,45 umoles de putrescina.g™. Es,
por lo tanto, el micobionte el gue mayor cantidad de diamina
acumula, representando casi el doble de la captada por la
fracclion algal.,
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TABLA XIV.- Transporte de putrescina entre los
simbiontes de E. prunastri.

SIMBIONTE | Hmoles de putrescina.g™
. |
FOTORBIONTE 0,45 + 0,07
MICOBIONTE 0,81 * 0,16




IV.—- DISCUSION
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Il desencadenante de una experimentacién como la gue
se ha planteado en el presente trabajo surge a raiz de 1la
observacién de una serie de hechos cuyo fin udltimo hacia
sospechar una alteracién del equilibrio entre ambos simbiontes.

El progresivo blanqueamiento de los talos cuando
éstos se incuban en putrescina, la pérdida de consistencia y de
peso seco del tejido (Vicente y Legaz, 1983) y la secrecidn de
ribitol al medio, unido a un descenso de manitol en el talo
(Legaz et al., 1985) hizo pensar en un efecto deletéreo de la
putrescina sobre el talo, preferentemente sobre las algas. En
A. nidulans, por ejemplo, la putrescina causa letalidad a pHs
extracelulares que estimulan una répida difusién de la diamina
que, en el interior, queda retenida como especie cargada
(Guarino y Cohen, 1979b; Ramakrishna et al., 1978). Downs y
Lovell (1986) observan gque el tratamiento con espermidina o
putrescina acelera el comienzo de la senescencia en flores de
D. caryophyllus. También hay extensas referencias a un efecto
opuesto y, en general, se afirma que las poliaminas previenen
la senescencia y el envejecimiento vegetal y favorecen el
crecimiento, desarrollo y diferenciacién de los tejidos.

En E. prunastri no se puede conclulr que exista un
claroc efecto deletereo de la putrescina sobre el talo. Tanto la
pérdida de peso (Fig. 12A) como el ligero descenso de proteinas
an talo (Fig. 12B) o la secrecidén de éstas al medio (Fig. 12C)
son mds la consecuencia de la alcalinizacién del pH y de un
periodo de incubacidén de 8 h, que la accidén especifica de la
putrescina.

Tampoco parece existir una clara relacién entre los
niveles de putrescina y el contenido en ARN. Sélo se podria
resaltar gue la cantidad de ARN es algo mayor en presencia de
putrescina. La diamina estimula la terminacién de la trans-
cripcion de ARNs que se estdn formando (Sakal y Cohen, 1976;
Loftfield et al., 1981), lo que Ijustificaria el ligero in-
cremento, aungue dicha poliamina no anula la actividad ARNasa
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desarrollada a valores de pH dcido o neutro (Fig. 13A y B).
Esta falta de relacién entre los niveles de putrescina y
espermidina y los de ADN, ARN o proteinas ha sido descrita
también en cultivos de células de Rosa sp. en suspensién (Smith
et al., 1978),

Si el efecto fisioldgico de la putrescina exdégena
sOlo se manifiesta a determinados valores de pH extracelulares,
es inmediato pensar que, dada la naturaleza catidnica de 1la
poliamina, ésta pudiera quedar retenida en el exterior,
dependiendo del pH, no ejerciendo, asi, accién alguna en el
interior.

En efecto, se comprobé que la putrescina disminuye en
los medios de incubacidén a lo largo del tratamiento, espe-
cialmente a pHs 5,0 y 9,15, Este hecho hizo pensar que la
entrada de putrescina se ve favorecida a valores extremos de pH
(Fig. 17A). En pétalos de S. ionantha, la captacién de putres-
cina también depende marcadamente del pH externo y se observan
dos maximos, uno a pH 5,0-5,5 para bajas concentraciones de
putrescina exdégena (0,5 uM) y otro a 8,0 para altas concen-
traciones de diamina exégena (50 mM) (Bagni y Pistocchi, 1985).
Guarino y Cohen (1979a) describen una relacidén exponencial de
captacidn de poliaminas a valores de pH entre 8,5 y 10,5 en A.
nidulans.

La desaparicidén de putrescina exdégena a pH 9,15 va
asoclada a su incremento en el interior (Fig. 17B). 8in
embargo, aungue la desaparicidén de putrescina de los medios es
similar a pHs 9,15 y 5,0, no se encuentra el paralelo incremen-
to de la diamina en el interlor cuando el talo es incubado a pH
dcido (Fig. 17B).

Esta falta de correspondencia puede ser debida a
distintas causas y, entre ellas, se puede especular en el
sentido de una sintesis o activacién de DAO, enzima que
catalizaria el exceso de putrescina. Otra explicacidén podria
ser la unién de la poliamina a cilertos componentes de la
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membrana o la pared celular, como describen Vallée et al.
(1983) para N. tabacum y L. esculentum. Finalmente, la putres-
cina, que se comporta como un catién a valores de pH celulares
dcidos, podria unirse a constituyentes anidnicos de las
células, tales como ribosomas, ADN, ARN y membranas, segun
plantean Slocum et al. (1984) e incluso a componentes aromiti-
cos, tales como fenoles (Martin-Tanguy et al., 1973).

Nosotros hemos detectado actividad DAO en talo, la
cual se segrega al medlo rdpidamente cuando el pH extracelular
es 5,0 (Flg. 18A). El mdximo se obtiene si ademds estd presente
la putrescina. La actividad DAO desarrollada a pH 6,9 o 9,15
(Fig., 18B y C) en talo y en medic, se corresponde con los
niveles de putrescina exdégena encontrados. Una alta actividad
PAO a pH 5,0 en hojas de H. vulgare ha sido descrita por Smith
(1976). En general, en los vegetales superiores, la enzima DAQ
se encuentra preferentemente en la pared celular y su locali-
zacidén puede estar relacionada con la produccién de perdxido de
hidrégeno implicado en los procesos de rigidez y lignificacidn
de la pared celular (Federico y Angelini, 1986). Probablemente,
la DAO, al reciclar el nitrégeno y el carbono de las poliami-
nas, regule el nivel celular de putrescina y, por tanto, de
poliaminas en el cltoplasma y en la pared celular, como también
sugieren Torrigiani et al. (1989).

La segunda explicacidén gue se propone para explicar
la falta de correlacidén entre la putrescina gue desaparece del
medio y el nivel que se detecta en talo estaria en funcidén de
sus valores de pK. Ya que el pK, y pK, de la putrescina a 30°C
es 9,0 y 10,5, respectivamente (Guarino y Cohen, 197%a), la
molécula se encuentra mayoritariamente en forma diprotonada a
pHs 5,0 y 6,9, mientras que a pH 9,15 existe un 50% de formas
mono- y diprotonadas (Tabla XV).

Por ello, a pH neutro, la putrescina en su forma
diprotonada quedaria unida a sitios anidnicos de la pared
celular, ya que la membrana celular es impermeable a este tipo
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TABLA XV.- Concentracién relativa de putrescina como
base libre |B|, molécula monoprotonada |BH'|
Y molécula diprotonada |BH,*|, calculada a
partir de los valores de pK de la diamina y
del pH del medio de incubacidn.

pH $ |B| % |BH*| % |BH*|
5,0 3,2.10™° 9,99,107 99,99
6,9 1,8.107 0,79 99,21
9,15 2,55 57,06 40,39
13,0 99,68 0,32 3,15.107®
[BH,* | —mremmmmmm e c e > |BH'| —mmmmeme—ceee e > |B|
pX, = 9,0 pK, = 10,5
| BH*
pH = pX, + log ~—
| BH,** |
| B

H
i)
=
"
+
=
O
Q2

pH =
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de moléculas. Como tampoco existe actividad DAO en el medio a
pPH 6,9, la putrescina no seria hidrolizada previamente (Fig.
188).

Cuando el pH externo es 9,15, la diamina se encuentra
en los medios al 50% entre formas mono- y diprotonadas. En
estas condiciones, ciertas moléculas en su forma monoprotonadas
pueden difundir a través de la membrana celular y acumularse en
el talo, no siendo tampoco hidrolizadas ya que no existe
actividad DAO en el talo a pH 9,15 (Fig. 18C).

A pH dcido (5,0), la falta de correlacién que existe
entre la desaparicién de putrescina del wmedio y su baja
concentracion en el talo, se explica por la alta actividad DAO
segregada al medic de incubaclén que hidrolizaria la diamina
antes de que ésta sea captada (Fig. 18aA). Un esquema sobre
estos resultados se muestra en la Figura 48.

Bagnl y Pistocchl (1985) explican el efecto bifédsico
del pH en la captacién de putrescina en pétalo de S. ionantha,
sobre la base de una pequefia cantidad de putrescina monoproto-
nada a pH 8,0, que pasa a través de la membrana plasmdtica,
mientras que a pH dcido, la putrescina podria ser acetilada
previamente a su entrada. Los resultados obtenidos por Guarino
y Cohen (197%9a), acerca de la captacién de putrescina por A.
nidulans, también sugieren gque la putrescina no cargada
difundiria libremente a través de la membrana celular, siendo
por ello la concentracién de moléculas neutras un factor
limitante, ya que la base libre sdélo se encontraria a valores
de pH superiores a 10,5.

La cuantificacién de putrescina en particular, y de
poliaminas en general, no resulta problemdtica cuando se trata
de analizar concentraciones altas, como las utilizadas en los
experimentos de captacién. Sin embargo, la concentracidén de
poliaminas endégenas puede ser mucho menor y ademds existe 1la
posibilidad de que éstas se encuentren formando conjugados,

como sugieren JHger y Welgel (1978).
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FIGURA 48.- Esguema representativo de la captacidn
de putrescina, acumulacidén en el interior
de las células y del proceso  de
atrapamiento (adsorcidn) en funcidn del
pH extracelular. (DAO indica diamino

oxldasa).



pH= 5.0

[BH3 1-x%c

PUT neutra

EXTERIOR
2+
[BH51 PUT cargada
- JIDAO
""""" pH=6.9
88)9142
INTERIOR
. PUT atrapada
O®
®>BH2
lbao ©
[ BH'- X-1 ~—y——BH"* pH=91
- 0.0
X SBH
A O 2
i

+

BH

|

TEe



232

En estas condiciones, la deteccién espectrofotométri-
ca de poliaminas, como la gue se ha llevado a cabo para valorar
altas concentraciones, puede dar resultados no satisfactorios
o equivocos, cuando lo que se analiza son niveles muy bajos.

Se han propuesto numerosos métodos cromatogrdficos
para la valoracién de poliaminas. Entre ellos, uno de 1los mds
utilizados es la derivatizacién con cloruro de benzoilo y su
separacién posterior en fase reversa-HPLC (Redmond y Tseng,
1979), pero este método presenta muchas interferencias vy
disminuye la fiabilidad cuando se aplica sobre extractos crudos
vegetales (Flores y Galston, 1982a). Sugiura et al. (1975)
medlante tosilacién de las poliaminas y deteccidén a 254 nm,
obtienen una respuesta 10 veces inferior a la descrita por
nosotros. Smith y Davies (1985a) describieron un método de
deteccidén de poliaminas dansiladas por fluorescencia, previa
separacién en fase reversa., Sin embargo, el alto nivel de
impurezas y el programa errdéneo agua:metanol utilizado como
fase mévil hacen el andlisis dififcil.

El método desarrollado en el presente trabajo se basa
en la separacién, mediante fase reversa, de poliaminas dansila-
das y su posterior deteccidén por fluorescencia. No sdélo es la
deteccidn por fluorescencia, unas 1000 veces mds sensible que
la espectofotométrica (Yost et al., 1980), lo que gueremos
resaltar sino el tratamiento de las muestras previo al andli-
sis. La hidrdélisis alcalina, posterior a la derivatizacién de
las muestras, permite eliminar otros derivados dansilados
fdcilmente hidrolizables gue pudieran interferir en el andlisis
de las poliaminas dansiladas.

Es posible analizar entonces, segin el método
propuesto, tanto las poliaminas libres (fraccidén S), como las
conjugadas solubles (fraccién SH) o insolubles en 4&cido
(fraccidn PH). La alta sensibilidad del método queda patente en
la Figura 19, donde se detectan cantidades de putrescina,
espermidina y espermina alrededor de 1,0 nmol. El limite de
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deteccidn mds bajo es aproximadamente 0,3 pmol de masa inyecta-
da en columna, para poliaminas comerciales. Walter y Geuns
(1987) también obtienen una sensibilidad de deteccién 50 veces
superior cuando utilizan un detector de fluorescencia en lugar
de uno espectrofotométrico.

El procedimientoc utilizado en el presente trabajo,
para separar poliaminas dansiladas, es mds sensible que el
descrito por Seiler et al. (1978) para tejidos de mamiferos, ya
gque dichos autores detectan putrescina en un rango entre 10 vy
20 pmol.g™ peso fresco.

Otra ventaja adlcional del método que se propone es
la rapidez de la separacién. En 20 min eluyen: putrescina,
espermidina y espermina, junto con el patrén interno
(n-butilamina).

Con este método rdpido, altamente sensible, especifi-
co de poliaminas y reproducible se ha podido determinar que tan
s6lo el 0,62% de la putrescina exégena permanece en el foto-
bionte como putrescina libre (Fig. 21). Este hecho pudiera
indicar que las células del alga controlan la entrada de
poliaminas, siendo éste un mecanismo de defensa frente al
efecto téxico de la dlamina sobre su propio metabolismo.

La mayor parte de la putrescina captada permanece en
forma libre o formando coniugados solubles en dcido, es decir,
unida a moléculas de bajo peso molecular (Tabla IV). Pudiera
ser que la putrescina se una a fenoles y dcidos fendlicos, los
cuales representan un alto porcentaje de las moléculas solubles
en la mayoria de los liguenes.

Los &aplces de tallos de N. tabacum (Cabanne et al.,
1977) y callos de este tejido (Tiburcio et al., 1985; Misuzaki
et al., 1971) contienen amldas del Acido hidroxicindmico. La
cafeilputrescina y otras amidas se hallan en alta concentracién
en oérganos reproductores de N. tabacum. Se han sugerido
numerosas funciones para estos compuestos y se ha propuesto gque
su formacién esté asoclada funcionalmente con la reproduccidn
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(Cabanne et al., 1981). La putrescina conjugada en la fraccién
soluble podria actuar como un "pool" para la formacidén de
alcaloides de pirrolidina en callos de N. tabacum, donde la
biosintesis de alcaloides es funcional (Tiburcio et al., 1985).

En los liquenes, y concretamente en E. prunastri, la
putrescina puede hallarse conjugada a fenoles y entonces
regular la sintesis de compuestos nitrogenados, especialmente
urea, L-ornitina o agmatina. En E. prunastri, las actividades:
ureasa, ADC y AAH, entre otras, estdn reguladas por la concen-
tracién de fenoles liquénicos en el talo (Legaz et al., 1986}
Vicente y lLegaz, 1983; Legaz, 1985),.

El establecimiento de la concentracién adecuada de
putrescina para su captacién por las células se ve favorecida
por la existencia de estructuras superficiales semejantes a
cifelas (Legaz et al., 1985) en la superficie del talo de E,
prunastri. Una vez gque esta concentracién de putrescina se ha
conseguido en los espacios intercelulares, la entrada de la
dlamina en las células, se lleva a cabo por dos mecanismos
diferentes:

-~ una difusidén pasiva, no saturable, al menos en el
rango de concentraciones ensayado, que transcurre a través de
los poros hidrofflicos de la membrana y

- un segundo sistema, saturable a partir de una
concentracién 20 mM de putrescina, cuyos valores cinéticos
indican su mediacién por un transportador. La velocidad del
transporte no se ve afectada por bajas temperaturas (0°C y 4°C)
ni por el pretratamiento con inhibidores metabdélicos (NaCN y
2,4-DNP) o fungicidas tales como el ionéforo nistatina, incluso
a altas concentraciones (Fig, 36, Tabla VII). Todo ello nos
sugiere que el transporte de putrescina es conducido por un
sistema de internalizacién no activo, mediado por una molécula
transportadora, en un proceso independiente de energia (ATP) o
difusidén facilitada, de baja afinidad y siguiendo un gradiente

de concentracién.
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Un transporte de putrescina de caracteristicas
similares, que no se vea afectado por inhibidores metabdélicos
Y con valores para las constantes cinéticas del orden de las
descritas para E. prunastri, ha sido encontrado en pétalos de
S. ionantha (Bagni y Pistocchi, 1985), sin embargo, las células
de C. carota, en cultivo, presentan constantes cinéticas
notablemente mds bajas en el transporte de putrescina
(Pistocchi et al., 1987).

Capbe destacar las semejanzas halladas entre el
transporte de putrescina en E. prunastri y la captacién
intracelular del ién cadmio en Peltigera horizontalls (Huds.)
Baumg. (liquen gue contiene una cianoficea como fotobionte). Se
trata de un transporte saturable y pasivo en condiciones de
oscuridad, aunque presenta valores menores de velocidad y K,
(Beckett y Brown, 1984a y b). Las caracteristicas de los
distintos sistemas de transporte mencionados se resumen en la
Tabla XVI.

Un sistema dual, con difusién pasiva y un segundo
mecanismo mediado por un transportador, ha sido descrito para
el transporte de espermidina en vacuolas aisladas de células de
C. carota (Pistocchl et al.,, 1988) y para el transporte de
putrescina y espermidina en N. crassa (Davis y Ristow, 1988).

A diferencia de otras especles, en E. prunastri el
transporte de putrescina se efectida siguiendo un gradiente de
concentracién de la diamina. La concentracién de putrescina
libre en talo, en ausencia de cualgulier tratamiento es de
51,6 uM (Tabla XII), valor bastante mds bajo que el determinado
en los slstemas que presentan un transporte en contra de
gradiente. Asi, los pétalos de §. Ilonantha tienen una
concentracién de putrescina libre de 114 uM (Bagni y Pistocchi,
1985), slendo de 417,1 uM en las células de C., carota

{Plstocchl et al., 1987).
La diamina, que se comportaria como un catidn



TABLA XVI.— Caracteristicas del

transporte de putrescina y cadmio en diferentes organismos.

CARACTERISTICAS
DEL TRANSPORTE

TRANSPORTE DE
PUTRESCINA EN
S. ionantha(1)

TRANSPORTE DE
PUTRESCINA EN
D. carocta(2)

TRANSPORTE DE
PUTRESCINA EN

E. prunastri

TRANSPORTE DE
PUTRESCINA EN

P. horizontalis(3)

maximo transporte

pH Sptimo
cinética
K

v

R

velocidad de
transporte

dependencia
de energia

compartido con
otras poliaminas

3 -4nh
5,5y 8,0
saturable
2,4 mM

0,33 pmol.h?*.g™

6,7 nmol.h™*.g™*

parcial

no

1 min
5,0 y 8,0
saturable

41,9 uM

parcial

si

2 h

> 8,0
saturable

5,3 mM

12,5 pmol.h™,.g™*

6,7 pmcl.ht.g™?

pasivo

si

lineal

saturable
65 uM

3,2 pmol.h*t.g™?

1,7 pmol.ht.g™?

pasivo

(1)- Cinética del transporte a pH 8,0 (Bagni y Pistocchi, 1985)
(2)- Cinética del transporte a pH 5,0 (Pistocchi et al., 1987)
(3)- Transporte en condicicnes de oscuridad (Beckett y Brown, 1984a v b)
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orgédnico, podria unirse extracelularmente, quizds, a la
superficie externa de la pared celular de las hifas fingicas.
Esta conducta no resultaria sorprendente ya que los liquenes
poseen una alta capacidad de intercambio de cationes solubles
inorgdnicos, si se les compara con plantas superiores (Brown y
Beckett, 1985).

El hecho de que en la captacién extracelular de
cationes, en liquenes, esté implicado un mecanismo rdpido,
pasivo y reversible, ha sido interpretado como un fenémeno de
intercambio iénico, posiblemente modificado por la formacidén de
complejos metdlicos. Este proceso, puramente fisicoquimico,
inmplica, principalmente, uniones reversibles a sitios cargados
negativamente en la pared celular. BEste proceso es un fenémeno
de equilibrio de intercambio iénico, permaneciendo los sitios
de unién saturados a altas concentraciones externas de catio-
nes. Determinados cationes desplazan a elementos previamente
unidos, con una precisa estegquiometria, de tal forma que
cationes divalentes podrian desplazar a un solo &tomo divalente
0 & dos dtomos monovalentes (Puckett et al., 1973).

La naturaleza de los sitios de unidn es aun descono-
cida, pero ya que la unién de cationes es dependiente del pH,
Nieboer et al. (1976) sugieren dos sitios con distintos valores
de pK,, pudiendo ser grupos dcido carboxilicos o hidroxicarboxi-
licos de los polisacdridos de la pared celular. Recientemente
se ha profundizado en la hipétesis segin la cual estarian
implicados los 4cldos pécticos con dcidos carboxilicos ligados
(dcido poliurénico), fenoles liquénicos e incluso proteinas
unidas a la pared celular y a la membrana (Brown y Beckett,
19885).

La adsorcién de poliaminas sobre la superficie
celular es un hecho importante a tener en cuenta, ya que en E.
prunastri, la cantidad de putrescina que se adsorbe es,
aproximadamente, unas 17 veces superior a la cantidad neta gue
difunde al interior celular. La adsorcién en E. prunastri, a
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semejanza con lo descrito para cationes inorgdnicos en ligue-
nes, es un proceso rédpido, alcanzando valores mdximos de
adsorcién de putrescina a 5 Yy 25 min de tratamiento (Fig. 32)
Y pasivo (Fig. 36, Tabla VII). Esta adsorcién es dependiente
del pH, viéndose favorecida a valores entre 8,0 y 9,0
(Fig. 33), a los cuales la molécula se encontraria princi-
palmente en su forma monoprotonada, y decrece bruscamente a
valores de pH en los que aumenta la concentracién de moléculas
neutras (pH mayor de 9,0). Todo ello indica que la diamina se
uniria principalmente a grupos aniénicos con una séla carga
negativa, o quizds carezca de suficlente afinidad como para
desplazar a otros cationes divalentes, previamente unidos.

Mariani et al. (1989), describieron que las poliami-~-
nas: putrescina, espermidina y espermina, pueden interaccionar
con los polimeros de la pared celular (posiblemente sustancias
pécticas) de C. carota mediante uniones electrostdticas o
ionicas, siendo su unién dependiente del pH, y alcanzandose la
médxima adsorcicén a valores de pH superiores a 4,0 e inferiores
a 10,0,

El transporte de putrescina es mdximo a valores de pH
alcalinos, corroborando los datos anteriormente discutidos. Ya
que los valores de pK para la diamina, a 30°C, son 9,0 y 10,5;
la dlamina se transportaria en su estado monoprotonade e
incluso en su forma no cargada, puesto que a pH 10,6 rinde su
midxima velocidad de transporte (Fig. 33). A pHs alcalinos,
posiblemente se favorezca la difusién pasiva, al permanecer la
molécula en su estado neutro, ya que, para su transporte por
difusidén facillitada, parece intervenir la unién de la diamina
a sitios anidnicos de la molécula transportadora, como se
comentard al analizar su competicidn con cationes inorgdnicos.
Gran parte de la putrescina transportada se acumula en el talo,
alcanzdndose niveles del orden de 85 veces superior al conteni-

do enddgenc (Fig. 474).
El transporte de putrescina en funcién del pH
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extracelular difiere de 1lo expuesto en plantas superiores
(Tabla XVI), donde existen dos méximos: uno a valores de pH
alrededor de 5,0 y otro a pH 8,0 (Bagni y Pistocchi, 1985;
Pistocchi et al., 1987).

L.a putrescina no adsorbida o transportada debe
metabolizarse ya que los niveles de la diamina recuperados,
tras su separacién por TLC, son menores que el total de
moléculas marcadas gue permanecen en el medio, sobre todo a pHs
dcldos (Fig. 38B). Sin embargo, queda suficiente cantidad de
putrescina como para que su transporte no se vea limitado por
bajas concentraciones (del orden de 24,1 * 0,9; 30,6 + 4,7 ¥y
45,8 t 2,6 umoles de putrescina.g™ peso seco se encuentran en
el medio después de los tratamientos a pHs 5,0; 6,0 y 7,0,
respectivamente).

El descenso con el tiempo de la concentracidén de
putrescina en el medio, hace pensar en su catabolismo, hecho
que estd en consonancia con la alta actividad DAO hallada en el
medio a pH dcido (Fig. 18A), o quizds en su conjugacién (Fig.
24B y C).,

La putrescina gque es transportada dentro de los
cotiledones de P. radiata, es catabolizada a GABA, via
y-aminobutiraldehidec y pirrolina, entrando los productos
posteriormente en el ciclo del &cido tricarboxilico, y reci-
glando, de esta manera, el carbono y el nitrégeno procedentes
de la diamina (Kumar y Thorpe, 1989). En explantos de hojas de
N. tabacum, Martin-Tanguy et al., (1988) sugleren gue la mayor
ruta del metabolismo de putrescina es via conjugacidn.

Estos hechos podrian ser también vdlidos en el
liquen, puesto que la diamina transportada no es metabolizada
a espermidina ni espermina, a lo largo de las 8 h de tratamien-
to (Fig. 473), aungque si desciende su concentracién en el talo,
con respecto al total transportado,

La putrescina, no catabolizada, acumulada en el talo
se encuentra principalmente en la fraccién soluble del cito-
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plasma, halldndose en menor proporcién en el precipitado de
600 x g, posiblemente unida a la pared celular (Tabla XIII).
Idéntica localizacién ha sido descrita para la diamina trans-
portada en C. carota (Pistocchi et al., 1987; Mengoli et al.,
1989), N. tabacum (Walker et al., 1987) y S. ionantha (Bagni y
Pistocchi, 1985), proponiéndose para ésta ultima su comparti-
mentacidén en la vacuola. D’Orazi y Bagni (1987) describen una
interacclidn in vitro entre poliaminas y componentes de la pared
celular (sustanclas pécticas) en células de C. carota, siendo
confirmadas tales interacciones in vivo por Mariani et al.
(1989).

En cuanto al papel que desempefia cada simbionte en el
trangsporte de putrescina al talo liquénico, parece ser el
micoblonte el principal responsable (Tabla XIV), hecho due
gulizds eastéd relacionado con las condiciones de oscuridad en las
que se ha estudiade dicho transporte., En futuras investigacio-
nes se podrd comprobar sl tal relacién se modifica bajo
condjcionas de iluminacién, discerniendo, asi, la influencia
del fotobionte en el transporte de putrescina. La captacidn
intracelular del catién cadmio en P. horizontalis incrementa en
condiciones de luz, no modificédndose su union extracelular, lo
cual representa, probablemente, un transporte adicional de
cadmio al interior de las células algales (Beckett y Brown,
1984a).

El transporte de putrescina es de baja afinidad al
competir por la molécula transportadora otras poliaminas vy
compuestos relaclonados con el metabolismo de la diamina (Figs.
43 y 44).

Fepermidina y espermina se muestran como inhibidores
competitivos del trangporte de putrescina (Figs. 41 y 42).
ademds, dado que los talos de FE. prunastri transportan la
tetraamina espermina (Tabla XI), parece existir un sistema
comin que medla la internalizacién de las poliaminas.

Un hecho a resaltar es que el herbicida paraguat
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inhibe con méds efectividad el transporte de putrescina (41,7%)
que su adsorcidén (28,3%) (Fig. 43). Estos resultados corroboran
1o que otros autores postulan sobre el mecanismo de toxicidad
del paraquat, el cual se lleva a cabo por competicidén, en la
entrada, con la molécula transportadora de poliaminas (Smith,
1985) .,

En presencia de determinados aminodcidos no se
modifica la velocidad del transporte, lo que confirma gque se
trata de un sistema diferente, no compartido con el de aminoé-
cidos (Fig. 44a).

El pretratamiento de las muestras con los cationes:
Na*, K', Ca* y Mg*', no inhibe el transporte de putrescina (Fig.
45A). E1 hecho de que en presencia de K' se estimule 1la
velocidad del transporte de la diamina hasta un 40%, nos hace
pensar que estamos ante un mecanismo de cotransporte de ambos
iones. En pétalos de S. lonantha la captacién intracelular de
putrescina y espermidina tampoco se ve inhibida por tales
cationes, incluso el ién K' favorece la entrada de espermidina
en las células (Pistocchi et al., 1986).

En células en cultivo de ¢. c¢arota, el idén cCca*
Inhibe el transporte de putrescina, a una concentracién 0,5 mM,
posiblemente por una competicién con la poliamina (Pistocchi et
al., 1987), hallando por otra parte, que el incremento en la
concentracién de putrescina enddgena produce un descenso de la
captacién de Ca* (Mengoll et al., 1989}, pudiendo deberse a su
competicién por la molécula transportadora. En nuestro sistema,
el 1én Ca* podria utilizar diferentes canales para su transpor-
te,

Otros cationes divalentes, e incluso polivalentes,
inhiben el transporte de putrescina (Fig. 45A). ELl La® inhibe
hasta un 63,3%, y como este policatidén no permea en la célula,
su efecto inhibildor se deberfa a una cierta interferencia o
competicién con los sitios de unién de putrescina necesarlos
para su transporte dentro de la célula.
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El efecto de los cationes divalentes y el La** sobre
la adsorcion extracelular de la diamina es bien distinto ya gue
existe una mayor afinidad de éstos por los sitios de unién, y
por tanto, un desplazamiento de 1a putrescina (Fig. 45B).

La adsorcidén extracelular de poliaminas podria
funcionar como un mecanismo para evitar el efecto tdéxico de
altas concentraciones o como reservorio para su posterior
antrada,

La funcidén del transporte de poliaminas es un punto
controvertido, ya que las células poseen la habilidad de
sintetizar de novo sus propias poliaminas. Pegg (1988) sugiere
que el transporte de poliaminas es una necesidad para aguellas
células en las que la sintesis de estos compuestos ha sido
inhibida. En plantas, la putrescina es sintetizada por una
doble via, ODC y ADC., Sin embargo, la vaporizacién durante la
fertilizacidén de frutos de M. domestica con disoluciones de
poliaminas, favorece el crecimiento y la formacién del fruto,
a pesar de su sintesis enddgena (Bagni et al., 1984).

El transporte de putrescina puede ser definitivo en
la regulacién de los niveles de poliaminas en plantas, aungue
también estaria condicionado por la produccién endégena de las
mismas. La sintesis de putrescina en E. prunastril tiene lugar
a través de dos rutas funcionales. Por un lado, la L-arginina
puede ser descarboxilada a agmatina mediante la accién de una
ADC (Vicente y Legaz, 1981), La agmatina es mds tarde utilizada
para la formacidén de putrescina y urea, por via AAH (Vicente y
Legaz, 1982). Esta via de sintesis es funcional a pH neutro; al
menos in vitro, el pH optimo de la ADC y la AAH es aproxima-
damente igual a 7,0.

La segunda via de sintesis de putrescina es mediante
la hidrdélisis de L-arginina, por accién de una arginasa, para
rendir L-ornitina y urea (Legaz y Vicente, 1982). La L-ornitina
es después descarboxilada a putrescina por accidén de una ODC
(Escribano y Legaz, 1984). La via hidrolitica es funcional a pH
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alcalino, ya que, al wmenos in vitro, el pH optime de la
arginasa (9,15) y la ODC (8,0) es basico.

Un hecho importante a destacar es que ambas vias de
sintesis de putrescina son excluyentes mutuamente en el tiempo:
cuando la via arginasa es activa, la iniciada por ADC no lo es,
y viceversa (Legaz et al., 1986). Por elle, la L-arginina se
puede catalizar casi de forma continua a pHs neutros o alcali-
nos, para producir putrescina, siendo la uYnica limitacién un pH
acido.

Este hecho parece confirmarse, ya que a pH 5,0 no se
observa una marcada sintesis de putrescina (Figs. 22-24). Los
resultados son contrarios a los expuestos por Young y Galston
(1983a) para hojas de A. sativa, aungue en este caso, la ADC es
activa a pH 4dcidos, mientras que en E. prupastri no lo es.

A pH neutro, sin embargo, cuando la ADC y la AAH son
funcionales, la L-arginina se cataboliza para formar putresci-
na, permaneciendo, ésta, principalmente como forma libre o
formando conjugados solubles a tiempos mayores. Tiburcio et al.
(1988) también encuentran el mayor porcentaje de putrescina y
espermidina formando conjugados solubles en tejidos de callos
de N. tabacum. El exceso de putrescina libre en talo sale al
medlo, en principio, por un mero efecto de gradiente de
concentracién (Flgs. 26-27).

cuando el pH es alcalino (9,15) y por tanto 1la
arginasa-0ODC activas, més que una sintesis de putrescina existe
degradacién de las tres poliaminas principales: putrescina,
espermidina y espermina, puesto que desaparecen los conjugados
solubles de éstas, no Iincrementando las formas libres o
conjugadas insolubles (Figs. 20-30). Es posible que la degra-
dacién de poliaminas en estas condiciones sea producto de la
accioén de complejos amino-oxidasas, conteniendo Cu?*, segln
sugieren Seiler et al. (1985) ya gque se trata de reacciones

terminales, al menos en aminales.
La interconversién entre formas libres y conjugadas
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de poliaminas, como la descrita en E. prunastri, es un hecho
observado por numerosos autores. Sin embargo, el mecanismo que
regula tal conversién, y lo que es mads importante, la funcién
especifica de cada una de las formas es, hoy por hoy, algo no
totalmente conocido., Slocum y Galston (1985c), sugieren s6lo un
intercambio limitado entre poliaminas 1ibres Yy conjugadas,
mientras que Flores y Filner (1985) postulan gue la conjugacidén
con dcidos cindmicos, puede ser una via de regulacién del
"pool" de poliaminas libres en la célula. Martin-Tanguy et al.
(1988) y Burtin et al. (1989) proponen gque los conjugados no
actian como formas de almacenamiento debido a que la organogé-
nesis e incluso el crecimiento de explantos foliares de N.
tabacum, estdn acompanados de cambios en la concentracién de
putrescina conjugada.

Sobre el significado fisioldgico de las poliaminas
conjugadas, Cabanne et al. (1977) y Malmberg y McIndoo (1983)
sugieren un cilerto papel en la regulacién de la floracién.
Smith et al. (1983) demuestran gque las amidas de Acidos
cindmicos de di- y poliaminas confleren resistencia viral a las
semillas,

La fisiologia de las plantas superiores es siempre
méds compleja que la de los liguenes. Sin embarge, en éstos, un
punto decisivo que condicionard las acciones fisioldgicas de
las poliaminas es la translocacidén de éstas desde los centros
de produccién a los centros de acciédn.

Los resultados experimentales expuestos en esta
memoria, acerca de la captacién de putrescina exdgena por talos
de E. prunastri, revelan los mecanismos de transporte mediante
los cuales la putrescina endégena, producida a partir de
L-arginina, debe moverse entre ambos simbiontes.

En E. prunastrl, al menos en las condiciones de
estudio, se transporta putrescina, lo que induce a pensar en su
posterior utilizacién como fuente nutritiva o como un mecanismo
de osmoregulacidén, puesto gque Bsu entrada no conduce a la
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sintesis de espermidina ni espermina en tales células.

Como conclusién se podrifa decir que la regulacidén de
la concentracién interna de putrescina incluye la formacién de
conjugados solubles e insolubles en dcido, la adsorcioén
extracelular, su catabolismo y su transporte facilitado; todo
@llo dependiente del estado protonado de la molécula gue a su
vez es funcidén del pH extracelular (Fig. 49).
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49, ~ Esquema de regulaciodn de
concentracion interna de putrescina
E. prunastri.

A- alga

AGM~ agmatina

ARG~ arginina

CI- cortex inferior
CIT- citoplasma

¢S5~ cortex superior
DAO~ diamino oxidasa
EI- espacio intercalular
ESD~ espermidina

ESM~ espermina

M- médula

MP- membrana plasmédtica
ORN~ ornitina

PC~ pared celular

PUT~ putrescina

T- transportador

UR~ urea
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12, Se ha puesto a punto un método de HPLC que permite
separar poliaminas, en menos de 25 minutos, mediante
derivatizacioén pre- columna, utilizando cloruro de dansilo
Yy deteccidn por fluorescencia (longitud de onda de
excitacién 340-380 nm y de emisidén 460 nm). La respuesta
del detector es lineal, en funcién de la masa inyectada en
la columna y permite cuantificar hasta 0,3 pmoles de
putrescina, espermidina y espermina.

La hidrélisis #&cida de las poliaminas totales
estraidas permite separarlas en tres fracciones: formas
libres (8), formas conjugadas solubles en Adcido (SH) vy
formas conjugadas insolubles en dcido (PH). La hidrélisis
alcalina, posterior a la dansilacién, permite eliminar los
analitos que interfieren en el andlisis cromatogréfico
posterior.

20, Evernia prunastri (L.,) Ach, sintetiza las tres
poliaminas bhédsicas: putrescina, espermidina y espermina,
encontrdndose tanto en forma libre como conjugada. Su
concentracién en talo y su secrecidén al medio varian en
funcién del tiempo y el pH de incubacidén. La espermina es
la poliamina que alcanza mayores concentraciones en talo.

Je, La putrescina es internalizada de forma pasiva
(K, = 0,15 umoles de putrescina.h™.g>.mM™) y mediante un
mecanismo de difusién facilitada, cuyo transportador
exhibe una cinética del tipo descrito por Michaelis Menten
(K, = 5,3 mM; Ve = 12,5 pmoles de putrescina.h™.g™)
frente a la concentracién de sustrato. Los valores de K,
Yy V. Obtenidos a partir de la representacién de Eadie-~
Hofstes fueron de 6,03 =mwM y 20,9 pmoles.h™.g™,

respectivamente.
La putrescina es también adsorbida sobre la pared

celular.
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La espermidina y la espermina se comportan como
inhibidores competitivos del transporte de putrescina con
valores de K, de 1,55 y 1,34 mM, respectivamente. Los
valores I., obtenidos a partir de la representacion
semilogaritmica de la curva dosis~respuesta, fueron de
2,17 vy 1,0 mM para espermidina vy espermina,
respectivamente.

El transporte de putrescina es inhibido por andlogos
estructurales de la diamina, tales como urea, agmatina.
Los &cldos evérnico y Usnico no compiten con la putrescina
en su transporte.

El transporte de putrescina es saturable con el
tiempo y funcién, tanto del peso seco del talo como del pH
extracelular; mayor a medida que éste se basifica debido
a la protonacidén de la molécula.

La putrescina transportada se encuentra localilzada,
principalmente, en la fraccién soluble del citoplasma y en
una menor proporcidén en la pared celular. El fotobionte es
capaz de controlar el transporte de putrescina exdgena,
siendo el micobionte el gue la acumula. Dicha acumulacidn
induce a pensar en su utilizacién como fuente nutritiva o
como un mecanismo de osmoregulacidn, puesto que no conduce
A la sintesis de espermidina ni espermina.

La putrescina endégena Yy exdgena pueden ser
catabolizadas por accién de una diamino oxidasa cuya

actividad es funcidén del pH extracelular.
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