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1. Introducción

1.1. La biosíntesis de Poliaminas.

Las poliaminas constituyen un grupo de moléculas alifáticas de bajo peso 

molecular y naturaleza policatiónica a pH fisiológico. Sus representantes más 

característicos son la diamina putrescina, la triamina espermidina y la tetraamina 

espermina (Figura 1.1). De naturaleza ubicua en todos los organismos vivos, se 

presentan en forma libre o conjugadas a macromoléculas o metabolitos fenólicos 

secundarios (Malmberg y col, 1998). Aunque se ha demostrado su carácter esencial en 

los procesos de crecimiento y desarrollo tanto en procariotas como en eucariotas, su 

papel exacto en estos procesos está todavía por dilucidar (Kumar y col, 1997).

Putrescina

Espermidina

Espermina

Figura 1.1 Estructura química de las poliaminas más habituales en células eucariotas: 
putrescina, espermidina y espermina.

La biosíntesis de poliaminas en plantas es un proceso bien caracterizado, que 

puede dividirse en dos fases: síntesis de putrescina a partir de aminoácidos y formación 

de espermidina y espermina por la adición de grupos aminopropilo a las moléculas de

□



INTRODUCCION

putrescina y esperm idina respectivam ente. (F igura 1.2) (Kum ar y col, 1997; Tiburcio y 

col, 1997; W alden y col, 1997). La putrescina puede ser sintetizada a partir de ornitina

HJ*
NHj

Ornitina

iFMi

ADCHN COjNHj

Arginina

Agm antina

iFMO

ODC

Putrescina

''CH.h3C '
M etion ina

ATP MTA
Esperm idina
sintasa

SAMs

;'- ^ Y U'oh
n h 2

,NH

SAMdCMGBG Esperm idina

SAM
dcSAM

ACC sintasa

Esperm ina
sintasa

CH,

nh3
ACC MTA

M i
''N HACC oxicasa

Esperm ina

H2C=CH2
Etileno

Figura 1.2 Ruta biosíntetica de las poliam inas putrescina, esperm idina y espermina en 
plantas y su relación con la b iosíntesis del etileno ACC, ácido 1-aminociclopropano-1- 
carboxlico; ADC arginina descaboxilasa; MTA, metiltioadenosina; SAM, S-adenosilmetionina; 
SAMdC, S-adenosilmetionina descarboxilasa; SAMs, S-adenosilmetionina sintasa; ODC, 
ornitina descarboxilasa. Se indican los inhibidores de las enzimas implicadas en los globos 
sombreados de gris: AVG, aminoetoxivinilglicina; DFMA, DL-difluorometilarginina; DFMO DL- 
difluorcmetilornitina; MGBG, metilglioxal-b/s-guanil hidrazona.
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INTRODUCCION

mediante la actividad ornitina descarboxilasa (ODC, EC 4.1.1.17), o indirectamente 

desde arginina en tres reacciones enzimáticas, de los cuales la arginina descarboxilasa 

(ADC, EC 4.1.1.19) parece ser la actividad limitante. La putrescina sirve a su vez como 

sustrato para la obtención de espermidina, y ésta a su vez para la síntesis de espermina 

mediante la acción sucesiva de las aminopropiltransferasas espermidina sintasa (EC 

2.5.1.16) y espermina sintasa (EC 2.5.1.22), siendo el donador de los grupos 

aminopropilo necesarios la S-adenosil-S’-S’-metilpropilamina generada a partir de la 

acción de la S-adenosilmetionina descarboxilasa (SAMdC, EC 4.1.1.50) sobre la S- 

adenosilmetionina (SAM), metabolito también que también es precursor de la hormona 

etileno mediante la formación previa del ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC) 

(Van der Straeten y Montagu, 1990). Esta competición por la SAM como punto común en 

ambas rutas metabólicas ha motivado muchas de las investigaciones centradas en la 

capacidad de etileno y poliaminas de regular y/o influir en su síntesis a través de la 

variación de los niveles de SAM (Kushad y Dumbroff, 1991).

1.2. Relación de las poliaminas con los procesos de 

crecimiento y senescencia vegetal.

La presencia de las poliaminas en todos los organismos vivos y su aparente 

carácter esencial para crecimiento y desarrollo (Galston y Kaur-Sawhney, 1995) han 

impulsado numerosos estudios acerca de su implicación fisiológica tanto en animales 

como en plantas (Evans y Malmberg, 1989). Como consecuencia de dichos estudios, las 

poliaminas han sido implicadas en la mayoría de los procesos de crecimiento y 

desarrollo vegetal, incluyendo división celular, diferenciación vascular, embriogénesis, 

desarrollo radicular, iniciación y desarrollo floral, desarrollo del polen y del fruto y control 

de la senescencia (Galston y Kaur-Sawhney, 1995).

En plantas, la correlación entre división celular y niveles de poliaminas se ha 

basado en la observación de una mayor actividad biosintética en tejidos con tasas altas 

de división activa o metabólicamente activos, en comparación con tejidos sin división 

celular. En este sentido, se les asigna un papel en los procesos de síntesis de mRNA, 

síntesis proteica y metilación del DNA (Egea-Cortines y Mizrahi, 1991). En el proceso de 

germinación de Phaseolus Vulgarís se han observado niveles elevados de espermidina, 

espermina, RNA y proteínas en el embrión, mientras sus niveles disminuyen en el
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INTRODUCCION

cotiledón (Bagni, 1970). Por otro lado se ha demostrado una correlación positiva entre 

potenciales bajos de germinación y un contenido bajo en poliaminas en semillas de maíz, 

aunque la situación parece ser la opuesta en arroz (Egea-Cortines y Mizrahi, 1991). En 

cuanto al desarrollo del fruto, los niveles de poliaminas son altos durante el desarrollo de 

la flor y las primeras frases del desarrollo del fruto, si se compara con otros estadios de 

su desarrollo o incluso cuando se compara con otras estructuras de la planta con tasas 

altas de división activa (Egea-Cortines y Mizrahi, 1991). Los niveles decaen en los 

estadios de desarrollo del fruto posteriores.

Las poliaminas también han sido relacionadas con la senescencia (Galston y 

Sawhney, 1995), atribuyéndoles en general un papel antisenescente, basado en la 

observación de una correlación entre la disminución de los niveles de poliaminas y el 

inicio de la senescencia, así como en el hecho de que, en algunos casos, la adición de 

poliaminas exógenas retrasa la aparición de síntomas senescentes. Estas correlaciones 

han sido observadas en protoplastos de mesófilo en sistemas experimentales basados 

en el uso de hojas arrancadas, y en tubérculos de Helianthus tuberosus (Sawhney y 

Galston, 1991). Su acción antisenescente se ha relacionado con su capacidad de 

estabilización de membranas mediante su interacción con los fosfolípidos o Ca2+, por una 

posible inhibición de la biosíntesis del etileno, por la estimulación de la síntesis de 

macromoléculas y su capacidad de eliminación de radicales libres (Sawhney y Galston, 

1991).

Sin embargo, existen evidencias, relativas tanto a cambios en la concentración 

de poliaminas durante la senescencia, como al efecto de la adición de poliaminas 

exógenas sobre material vegetal senescente que apuntan a que esta correlación con la 

capacidad antisenescente no es una característica aplicable a todos los casos. Así, en 

una línea de guisante cuya senescencia está influida por el fotoperíodo, la senescencia 

comienza antes de la disminución de la concentración de poliaminas (Smith y Davies, 

1985), por otro lado, en ovarios no polinizados de guisante, aunque los niveles de 

putrescina y espermidina decrecen durante la senescencia, los niveles de espermina 

aumentan, existiendo una correlación entre máximo nivel de espermina y el inicio de la 

senescencia (Carbonell y Navarro, 1989).
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1.2.1. El ovario no polinizado de guisante como sistema experimental para el

estudio de los procesos de desarrollo y senescencia vegetal.

El guisante (Pisum Sativum L.) es una planta que presenta grandes ventajas 

como sistema experimental para el estudio de procesos de desarrollo vegetal. De fácil y 

rápido crecimiento, se dispone de gran cantidad de conocimientos en cuanto a su 

fisiología y genética (Murfet, 1985). El fruto de guisante es un fruto dehiscente que deriva 

de un único ovario o carpelo (Esau, 1977). Previo al desarrollo del fruto de guisante tiene 

lugar una fase de crecimiento del ovario, que abarca desde la formación del primordio 

floral hasta dos días después de la antesis de la flor. El guisante es una planta que se 

autopoliniza, produciéndose este proceso un día antes de la antesis de la flor, cuando los 

estambres crecen hasta alcanzar la altura del estigma del ovario y las anteras finalizan 

su desarrollo liberándose el polen. El desarrollo del tubo polínico abarca 32-48 horas por 

lo que la fertilización de los óvulos no tiene lugar hasta el día de la antesis (día 0) o un 

día después de ésta (día 1 post-antesis) (García-Martinez y col, 1991).

El crecimiento del fruto de guisante sigue un modelo de tipo sigmoideo doble, en 

la que dos curvas están separadas por una meseta, que se relaciona con la competición 

entre el fruto y el embrión por las sustancias producidas por el endospermo (Biale, 1964). 

La característica más peculiar del desarrollo del fruto de guisante es el crecimiento 

precoz de la vaina con respecto a la semilla que lo contiene. La vaina llega a alcanzar 

más de la mitad de su tamaño final, antes de que la semilla inicie su fase de crecimiento 

exponencial. El secado de la vaina va asociado a una pérdida en su peso fresco, pero el 

contenido total en nitrógeno, materia seca y minerales también disminuye. Las semillas 

no pierden peso al alcanzar la madurez, aunque se produce pérdida de agua, ya que 

esta pérdida está compensada por el peso ganado debido a la deposición de material de 

reserva en el cotiledón. La madurez del fruto se alcanza a la 5a o 6a semana después de 

la antesis (Pate y Flinn, 1977). El rápido incremento que tiene lugar en el tamaño y peso 

de la vaina se produce durante las etapas iniciales y va acompañado de un 

engrasamiento de la pared de la vaina. La vaina se hincha para formar una envuelta, por 

crecimiento diferencial de sus capas externa, exocarpo, y media, mesocarpo, con 

respecto a la interna, endocarpo (Vercher y col, 1984). El exocarpo está constituido por 

una única capa de células epidérmicas de paredes gruesas, mientras que el mesocarpo 

está formado por un conjunto de células parenquimáticas de paredes delgadas que
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durante el proceso de desarrollo del fruto se incrementan en tamaño y acumulan 

granulos de almidón (Vercher y col, 1984). Por último, el endocarpo está constituido por 

células epidérmicas y parenquimáticas, y en estadios más avanzados por células de 

esclerénquima (Vercher y col, 1984, Vercher y Carbonell, 1991).

Si se evita la polinización mediante la emasculación de la flor de guisante por 

eliminación de las anteras, los ovarios de las flores emasculadas continúan creciendo 

hasta el equivalente al tercer día post-antesis. Si durante este período el ovario no recibe 

ningún estímulo que induzca su fructificación, entra en un rápido proceso de senescencia 

que lleva a la desorganización del ovario y finaliza con la abscisión de la flor dos o tres 

días más tarde (día 5 o 6 post-antesis). El inicio de la senescencia va acompañada de 

pérdida de sensibilidad a tratamientos hormonales (García-Martinez y Carbonell, 1980). 

Posteriormente, empiezan a tener lugar una serie de cambios a nivel morfológico y 

bioquímico, como el cese del crecimiento por expansión de las células del endocarpo 

(Vercher y col, 1984) y la disminución del contenido de proteínas debido a la aparición de 

nuevas actividades proteolíticas (Carbonell y García-Martinez, 1985; Carrasco y 

Carbonell, 1988, 1990; Vercher y col, 1989; Cercós y col, 1992). También se producen 

cambios a nivel de la morfología de los núcleos y degradación de DNA, estos procesos 

se producen sobre todo a nivel de los núcleos de las células próximas al endocarpo del 

fruto en senescencia (4-5 días después de la antesis), así como a nivel del saco 

embrionario (Orzáez y Granell, 1997; Orzaez y col, 1999).

El proceso de senescencia del ovario de guisante emasculado puede evitarse 

mediante el tratamiento de estos ovarios con diversas hormonas, produciéndose el 

desarrollo de frutos partenocárpicos (García-Martinez y Carbonell, 1980). El tratamiento 

con ácido giberélico (GA3), 6-benzilaminopurina (BAP) o ácido 2,4-diclorofenoxiacético 

(2,4-D) genera cambios histológicos asociados al desarrollo del fruto idénticos a los 

producidos tras la polinización y fertilización: aumento de las células del mesocarpo por 

expansión y diferenciación de las células del endocarpo en esclerénquima (Vercher y col, 

1987; Vercher y Carbonell, 1991).
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1.2.2. Las poliaminas en el desarrollo del fruto y la senescencia de los ovarios no

polinizados de guisante.

La ruta biosintética de poliaminas en los procesos de senescencia y desarrollo 

del ovario de guisante ha recibido especial atención en los últimos años. En este sentido 

se han determinado tanto los niveles de poliaminas en los ovarios y frutos durante estos 

procesos (Carbonell y Navarro, 1989), como los niveles de algunas de las actividades 

enzimáticas implicadas (Pérez-Amador y Carbonell, 1995; Alabadí y Carbonell, 1999) y 

los genes que codifican para algunos de las enzimas biosintéticas (Gómez-Gómez y 

Carrasco, 1996; Pérez-Amador y col, 1995, Alabadí y Carbonell, 1999).

Las medidas de los niveles de poliaminas señalan en general un incremento 

transitorio en los niveles de putrescina, espermidina y espermina durante el desarrollo 

temprano del fruto putrescina así como en ovarios partenocárpicos obtenidos mediante 

inducción con GA3, y una posterior caída durante el resto del desarrollo del fruto, siendo 

las poliaminas mayoritarias espermidina y espermina. Por otro lado se observa una 

correlación entre niveles altos de espermina y la senescencia del ovario, y entre un nivel 

bajo de espermina y el desarrollo del fruto inducido por polinización o tratamiento con 

auxinas (2,4-D) o giberelinas (GA3). (Carbonell y Navarro, 1989). Durante la senescencia 

del ovario se observa la acumulación de un derivado de la espermidina, la N4-hexanoil- 

espermidina, cuyos niveles aumentan significativamente cuando el ovario entra en 

senescencia. Los niveles de este derivado se mantienen constantes durante el desarrollo 

del fruto partenocárpico inducido por GA3, citoquininas o auxinas, por el despunte de la 

planta, o de forma espontánea en el mutante slender (Pérez-Amador y col, 1996).

El estudio de la ruta biosintética de poliaminas se ha profundizando 

posteriormente a nivel de las actividades de las enzimas implicadas y el aislamiento de 

los cDNAs que codifican para las mismas. La actividad ADC es la responsable de la 

biosíntesis de putrescina en ovarios y frutos jóvenes de guisante, no detectándose 

actividad ODC en estos tejidos (Pérez-Amador y Carbonell, 1995). Se observa un 

incremento transitorio tanto en la actividad ADC como en el nivel de su mRNA tras la 

inducción del desarrollo partenocárpico con GA3, así como una disminución de su 

expresión en la senescencia del ovario no polinizado (Pérez-Amador y Carbonell, 1995; 

Pérez-Amador y col, 1995). La actividad espermidina sintasa presenta también un 

incremento en los estadios tempranos del desarrollo del fruto polinizado o partenocárpico
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inducido con GA3, y que correlaciona con los niveles de uno de los mRNA que codifican 

para esta enzima (psSPDSYNI), mientras que la expresión del segundo gen para 

espermidina sintasa aislado (psSPDSYN2), se incrementa en estadios avanzados del 

desarrollo del fruto (Alabadí y Carbonell, 1999). Por otro lado se han aislado dos cDNA 

que codifican para la SAMs (Gómez-Gómez y Carrasco, 1996) que muestran una 

regulación diferencial, tanto a nivel de tejido, como en respuesta a etileno y durante el 

desarrollo del ovario (Gómez-Gómez y Carrasco, 1998). Durante el desarrollo del fruto, 

inducido por polinización o mediante tratamiento con 2,4-D, tiene lugar un aumento del 

transcrito del gen SAMs 1, mientras que el mensajero del gen SAMs 2 no presenta 

cambios en sus niveles. Por otro lado, ambos genes presentan una inducción de su 

expresión durante la senescencia del ovario, estando el gen SAMs 1 regulado por el 

etileno, mientras que la inducción observada para el gen SAMs 2 parece encontarse 

asociada a otros factores de senescencia no relacionados directamente con el etileno. 

(Gómez-Gómez y Carrasco, 1998).

En cuanto al resto de tejidos de guisante, existe en general una correlación de 

expresiones elevadas para tejidos jóvenes y de metabolismo activo para todos los genes 

de la ruta biosintética de poliaminas aislados hasta el momento (Pérez-Amador y col, 

1995; Gómez-Gómez y Carrasco, 1998, Alabadí y Carbonell, 1999).

1.3. Las poliaminas y los procesos de respuesta a estrés 

de la planta.

Las plantas se encuentran expuestas continuamente a una sucesión de cambios 

rápidos en los factores ambientales. La disponibilidad para la planta de luz, temperatura, 

agua o nutrientes puede variar estacionalmente, diariamente, o incluso en horas, 

debiendo la planta disponer de una serie de mecanismos de adaptación a estas 

variaciones. En plantas superiores, el metabolismo de poliaminas se ve modificado con 

los cambios en las condiciones externas. De hecho, los efectos conocidos durante más 

tiempo y, probablemente, aquellos donde se da un cambio más drástico en el 

metabolismo de poliaminas, son los producidos por el estrés abiótico: el sometimiento a 

falta de nutrientes, la exposición a choque osmótico o a contaminantes ambientales, 

pueden producir en la planta grandes cambios en el metabolismo de nitrógeno y 

poliaminas (Flores, 1991).
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Por otra parte, las plantas también deben responder a la agresión de factores 

bióticos como los patógenos. En este sentido, las poliaminas han sido implicadas en 

procesos de señalización molecular en interacciones planta-patógeno (Martin-Tanguy, 

1987), así como también en la respuesta de la planta a microorganismos simbiontes 

importantes para su nutrición (El Ghachtouli y col, 1996).

1.3.1. Respuesta a deficiencias en nutrientes.

Una respuesta clásicamente observada en la planta como respuesta a la 

deficiencia de K+, es la acumulación de putrescina. La primera observación fue realizada 

en hojas de cebada (Richards y Coleman, 1952). Estudios posteriores en otras plantas 

han establecido el papel específico de la putrescina en el mantenimiento del balance 

anión-catión en la planta y que su acumulación en respuesta a la deficiencia en K+, vía 

activación de ADC, es un fenómeno general tanto en mono- como dicotiledóneas y 

puede ser una respuesta universal. (Bouchereau y col, 1999). En todos los casos la 

máxima acumulación de putrescina coincide con la aparición de síntomas severos de 

falta de nutrientes minerales (Flores, 1991). Sin embargo la función fisiológica de este 

aumento de putrescina permanece todavía poco clara. Los niveles altos de putrescina 

pueden ser los causantes de los daños observados, aunque por otro lado la putrescina 

puede ser beneficiosa para la planta. Alternativamente, estos niveles elevados de 

putrescina pueden ser uno de los muchos cambios que produce la deficiencia de 

minerales, sin ninguna otra trascendencia (Bouchereau y col, 1999). Otros estudios 

realizados en vid (Geny y col, 1997) sugieren la implicación de las poliaminas 

conjugadas en la respuesta a este tipo de estrés.

1.3.2. Respuesta a estrés térmico.

Se ha observado que cuando las células de la planta son sometidas al calor, son 

capaces de acumular poliaminas de alto peso molecular (caldina, termina, 

caldopentamina), que previamente solo habían sido observadas en bacterias termófilas y 

a las cuales se les asigna un papel esencial en el mantenimiento de la síntesis proteica a 

altas temperaturas (Oshima, 1983).

La exposición de polen o cultivos celulares de algodón a altas temperaturas 

produce la acumulación de estas tres poliaminas, que utilizan diaminopropano,
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proveniente de la degradación de espermidina por la poliamina oxidasa (PAO; EC 

1.5.3.3), como precursor, así como grupos aminopropilo provenientes de dcSAM (Phillips 

y Kuehn, 1991). Las observaciones realizadas en callos de arroz (Roy y Gosh, 1996) 

indican que el estrés por calor produce la acumulación de estas poliaminas de cadena 

larga, así como cambios en el metabolismo de poliaminas. Los niveles de poliaminas 

libres y conjugadas, así como los de actividad ADC y PAO son más elevados en callos 

tolerantes al calor que en callos sensibles en condiciones normales. Cuando son 

expuestos al calor, los callos tolerantes acumulan más poliaminas tanto en forma libre 

como conjugada, detectándose también caldina y termina. Los aumentos observados 

correlacionan con aumentos en ADC y PAO (Roy y Gosh, 1996).

El daño por frío parece ser un proceso que implica alteración en la estructura de 

la membrana. Se ha propuesto que como consecuencia del estrés por frío se produce 

una transición de fase en la ordenación molecular de los lípidos de membrana (Raison y 

Lyons, 1970). Esta transición de fase puede tener varios efectos perjudiciales para los 

tejidos, incluyendo alteraciones en la permeabilidad de la membrana y alteraciones en 

actividades de proteínas de membrana.

Se ha descrito que la exposición a bajas temperaturas puede inducir la 

acumulación de putrescina en varias especies de plantas (Martin-Tanguy, 1987). Un 

ejemplo lo constituye la correlación positiva entre inducción de putrescina y resistencia al 

frío observada en trigo (Racz y col, 1996). Por otro lado se ha observado que 

determinadas plantas responden al aclimatamiento a bajas temperaturas con una subida 

uniforme y sustancial de los niveles de espermidina (Flores, 1991). El 

preacondicionamiento del fruto de calabacín durante 2 días a 10°C reduce 

significativamente el daño por frío, produciéndose durante este período un aumento 

significativo en los niveles de espermidina y espermina pero no en los de putrescina 

(Kramer y Wang, 1989). El aumento en espermidina y espermina observado correlaciona 

con niveles elevados de actividad SAMdC (Kramer y Wang, 1990). Por otro lado, la 

infiltración de espermidina y espermina mediante presión reduce significativamente los 

daños por frío, aumentando la firmeza del fruto. Los autores sugieren que la protección 

observada para espermidina y espermina podría estar basada en un mecanismo que 

implicara la protección de los lípidos de membrana mediante el retardo de su 

peroxidación.
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Lee y col (1997c) han observado que la exposición al frío de una variedad 

tolerante de arroz produce aumentos en los niveles de putrescina, actividad ADC en 

tallos y raíces, así como en los niveles de espermidina, espermina y actividad SAMdC en 

tallos. Experimentos posteriores con inhibidores han demostrado que el mecanismo de 

respuesta al frío observado implica un aumento previo de los niveles de ácido abscísico 

(ABA), el cual promueve la síntesis de putrescina mediada por ADC (Lee y col, 1997c).

1.3.3. Respuesta a estrés osmótico.

La exposición a sorbitol induce niveles elevados de putrescina y ADC en hojas 

de cebada separadas de la planta (Flores y Galston, 1984), mientras que espermidina y 

espermina muestran una disminución drástica. Por otro lado, con la eliminación de agua 

o la utilización de otros osmolitos con diferentes rutas de asimilación, los autores 

consiguen resultados similares, coincidiendo con otros síntomas claros de estrés, como 

marchitamiento y pérdida de proteína. Este proceso puede ser retardado mediante 

tratamiento con DFMA o espermidina. Experimentos posteriores demuestran que la 

actividad ADC es la responsable de este incremento en putrescina y que la espermidina 

debe jugar un papel en la regulación post-transcripcional de la ADC, inhibiendo el 

procesamiento de su proenzima (Borrel y col, 1996).

Por otro lado, cuando se somete a cultivos celulares de alfalfa, generados a 

partir de líneas resistentes a sequía, a un déficit de agua mediante PEG, se observa una 

tendencia de acumulación de espermidina y espermina y pérdida de putrescina (Kuehn y 

col, 1990), así como la aparición de las poliaminas de cadena larga caldina y termina. 

También se ha observado un aumento de cadaverina y putrescina en discos de hojas de 

colza sometidos a estrés osmótico o en plántulas sometidas a sequía (Aziz y col, 1997).

1.3.4. Respuesta al estrés oxidativo: el ozono como contaminante ambiental.

Las poliaminas también parecen estar implicadas en las respuestas a estrés 

oxidativo. La resistencia al estrés por el oxidante paraquat se ha podido correlacionar 

con niveles constitutivos elevados de poliaminas, así como de actividades ADC y ODC 

en variedades resistentes de Coryza canadiensis (Ye y col, 1997).

Por otro lado, el pretratamiento de Arabidopsis con DFMA evita el aumento de 

espermidina inducido por luz ultravioleta C (UV-C) y aumenta la sensibilidad de la planta
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a la irradiación con UV-C (Campos y col, 1991). De forma similar, la aplicación de 

espermidina previene parcialmente los daños inducidos por UV-C. Mientras que el 

tratamiento con UV estimula la acumulación de putrescina en pepino (Kramer y col, 

1991).

El ozono (0 3) es un componente mayoritario de la polución ambiental y se 

considera que tiene serios efectos en la vegetación en Europa y América del Norte. 

Incluso aplicado a bajos niveles, el 0 3 puede producir disminuciones significativas en la 

fotosíntesis, causar daños en la hoja y acelerar la senescencia (Heagle, 1989). Las 

reacciones que la planta desencadena frente al estrés por ozono incluyen incrementos 

en ácido ascórbico, peroxidasas, compuestos fenólicos, etileno y poliaminas (Heagle,

1989).

Existen diversas evidencias que apoyan el papel protector de las poliaminas 

frente al daño causado por ozono. La aplicación exógena de poliaminas a plantas de 

tabaco y tomate reduce significativamente el daño a la hoja (Ormrod y Beckerson, 1992). 

Por otro lado, en hojas de cebada tratadas con ozono se produce un aumento 

significativo tanto de la actividad ADC como en los niveles de espermidina (Rowland- 

Bamford y col, 1989). La aplicación de DFMA reduce estos incrementos y agrava los 

síntomas visuales de daño en la hoja en comparación a controles no tratados con ozono. 

También se ha observado acumulación de poliaminas (espermidina y espermina) en 

Picea abies (Dohmen y col, 1990) y trigo (Drolet y col, 1986) tratados con ozono.

El papel protector que parecen desempeñar las poliaminas se ha intentado 

explicar en base a su capacidad para eliminar radicales libres (" scavenger” ), como 

parece indicar el hecho de que la formación de radicales superóxido enzimáticamente 

(mediante xantina oxidasa) o químicamente (mediante oxidasa rivoflavina o pirogalol), es 

inhibida in vitro por putrescina, espermidina o espermina a 10-50 mM (Drolet y col, 

1986). Por otro lado estos resultados apuntan a que el retardo de la senescencia e 

inhibición de la peroxidación de lípidos producida in vivo por las poliaminas pueden ser 

debidas a esta capacidad eliminadora de radicales libres (Flores, 1991).

Por otro lado, los daños foliares producidos por la exposición a ozono del cultivar 

Bel W3 de tabaco pueden ser reducidos por aplicación de putrescina, espermidina o 

espermina a través de la raíz. Las medidas de poliaminas realizadas señalan a los 

conjugados de putrescina y espermina con la pared celular y fracción membranosa como
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los complejos responsables de la eliminación de los radicales y no las poliaminas libres 

(Langebartels y col, 1991). Otros efectos que podrían contribuir al papel protector se 

desencadenarían a través de la competencia con la ruta biosintética del etileno por la 

SAM. El etileño ha sido postulado como mediador de la respuesta a ozono, actuando 

como segundo o tercer mensajero (Mehlhom y col, 1991; Sandermann y col, 1998).

1.4. Manipulación del metabolismo de poliaminas.

1.4.1. Utilización de inhibidores del metabolismo de poliaminas.

Gran parte de los aproximaciones iniciales para determinar los mecanismos de 

acción de las poliaminas durante los procesos de crecimiento y desarrollo vegetal se han 

realizado mediante estudios indirectos, manipulando sus niveles mediante la aplicación 

exógena de poliaminas, o utilizando inhibidores específicos de su ruta biosintética. Los 

cuatro inhibidores más comúnmente utilizados han sido diflurorometilornitina (DFMO), un 

inhibidor irreversible de la ODC (Bey y col, 1987); difluorometilarginina (DFMA), un 

inhibidor irreversible de la ADC (Bitonti y col, 1987); metilglioxal-bis(guanilhidrazona) 

(MGBG), un inhibidor competitivo de la SAMdC (Williams-Ashman y Schenone, 1972); y 

ciclohexilamina, un inhibidor competitivo de la espermina sintasa (Hibasami y col, 1980). 

Este tipo de estudios ha permitido poner de manifiesto la implicación de las poliaminas 

en diferentes aspectos del desarrollo de la planta (Evans y Malmberg, 1989; Galston y 

Sawhney, 1995). De esta forma, se ha observado que el DFMO inhibe el desarrollo del 

fruto de tomate, mientras que su aplicación conjunta con la putrescina evita el efecto 

inhibitorio (Cohén y col, 1982). Así mismo, el DMFA inhibe la diferenciación de la raíz en 

cultivos de tejidos de tabaco y su efecto es revertido por putrescina exógena (Kumar y 

col, 1997). El uso de estos inhibidores aunque útil, tiene sus limitaciones. Así, el MGBG 

no es un inhibidor específico de SAMdC y puede inhibir también ADC (Hiatt y col, 1986) 

y poliamina oxidasa (Pegg y Williams-Ashman, 1987). Por otro lado, un problema en la 

aplicación in vivo de DFMA a la planta, es que la enzima arginasa puede convertir DFMA 

a DFMO produciéndose también inhibición de la ODC (Slocum y Galston, 1987). Por 

tanto, la utilización de este tipo de aproximaciónes permite una manipulación indirecta, y 

a veces difícilmente controlable, de los niveles endógenos de poliaminas, de las cuales
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pueden establecerse únicamente evidencias correlativas entre niveles de poliaminas y 

diferentes parámetros bioquímicos y/o fisiológicos de la planta.

1.4.2. Utilización de mutantes del metabolismo de poliaminas.

Una segunda aproximación a la manipulación del metabolismo de poliaminas ha 

consistido en la obtención de mutantes resistentes a inhibidores de la síntesis de 

poliaminas, provenientes de cultivos celulares de tabaco (revisado en Malmberg y col, 

1998). Se ha aislado una colección de mutantes que incluye un gran número de cultivos 

resistentes al MGBG (inhibidor de SAMdC) y un cultivo resistente al DFMO (inhibidor de 

ODC). Los análisis bioquímicos realizados a las líneas resistentes al MGBG indicaron 

incrementos de la expresión de SAMdC, así como posibles cambios en la estructura de 

la SAMdC que producirían resistencia al MGBG. Los autores fueron capaces de 

regenerar algunos de los cultivos resistentes al MGBG en plantas completas, 

observando importantes alteraciones morfológicas, que incluyen enanismo y una 

morfogénesis floral alterada, que impidió en muchos casos la realización de cruces 

genéticos, de tal manera que únicamente se consiguió un pequeño numero de semillas 

para una de las líneas (Malmberg y Rose, 1987). El fenotipo observado en las plantas 

obtenidas de esas semillas demostró que la resistencia a MGBG era dominante. Por otro 

lado, la línea resistente a DFMO contenía niveles de poliaminas elevados y fue 

parcialmente resistente a estrés ácido (Hiatt y Malmberg, 1988). Lamentablemente, 

aunque se consiguió su regeneración a planta, ésta presento un fenotipo enano extremo 

y no floreció. La falta de análisis genético de estas líneas resistentes a MGBG y DFMO 

impidió determinar si la variedad de alteraciones morfológicas observadas estaba ligada 

a cambios en los niveles de poliaminas. Aun así, los resultados obtenidos sugieren que 

las poliaminas podrían jugar un papel en la resistencia a estrés, longitud del internodo, 

iniciación floral y desarrollo de los órganos florales. La relación potencial entre las 

poliaminas y estos caracteres podría ser debida a la implicación de las poliaminas en la 

división celular (Malmberg y col, 1998).

La utilización de otras técnicas, como la de activación insercional por T-DNA 

(Walden y col, 1994), ha permitido mejorar la selección de mutantes a MGBG. Esta 

técnica consiste en la utilización de un T-DNA modificado que contiene activadores 

transcripcionales y un promotor CAMV35S fuerte. Este T-DNA es utilizado en la
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transformación de protoplastos de planta mediante co-cultivo. Los protoplastos pueden 

ser posteriormente sometidos a selección buscando aquellos caracteres que sean 

producidos por la sobreexpresión de algún gen en el cultivo celular, para posteriormente 

identificar el gen mediante la recuperación de las secuencias flanqueantes al punto de 

inserción del T-DNA activador. De esta forma, se obtuvieron ocho líneas resistentes a 

MGBG, que fueron regeneradas en plantas. Los fenotipos observados en estos mutantes 

recordaban en algunos casos a los fenotipos observados por Malmberg y colaboradores, 

tales como enanismo, curvado de la hoja, esterilidad masculina, partenocarpia y 

malformaciones en la flor. Por otro lado algunas de las líneas obtenidas presentaban 

actividades SAMdC y niveles de poliaminas elevados (Fritze y col, 1995). Estos 

resultados indican que el desarrollo floral es muy sensible a las variaciones en 

poliaminas y actividad SAMdC.

Más recientemente, se han caracterizado nuevos mutantes con un fenotipo de 

actividad ADC reducida, seleccionados mediante un ensayo de actividad in vivo de 

semillas germinadas de Arabidopsis thaliana mutagenizadas con EMS (Watson y col,

1998). Los autores identificaron 9 alelos independientes asociados a baja actividad ADC, 

que pueden agruparse en dos grupos de complementación, denominados spel y spe2. 

El fenotipo de los mutantes obtenido permite correlacionar niveles bajos de actividad 

ADC con un incremento en el número de las ramificaciones laterales de la raíz y un 

mayor crecimiento de ésta. Por otra parte, los dobles mutantes presentaron además 

alteraciones en su parte aérea, órganos más alargados y un retraso en la floración. 

Ninguno de los mutantes analizados presentó la carencia absoluta de ADC, e incluso los 

alelos más fuertes presentaron disminuciones del orden del 10-20% en los niveles de 

poliaminas. El análisis de los dobles mutantes con los alelos más fuertes reveló que 

también poseían una actividad ADC baja, pero detectable. Los autores señalan la 

importancia de averiguar la relación entre estos dos grupos de complementación y las 

dos copias del gen de ADC presentes en el genoma de Arabidopsis. (Watson y col, 

1997).

1.4.3. Utilización de plantas transgénicas.

Entre los primeros estudios sobre metabolismo de poliaminas en plantas 

transgénicas se encuentran los realizados con plantas de tabaco transformadas con la
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mitad izquierda del plásmido Ri de Agrobacteríum rhizogenes (Ri TL-DNA). Las plantas 

transgénicas que contienen este Ri-DNA presentan los fenotipos T y T ,  con diferente 

grado de alteración en el tiempo de floración, alteraciones morfológicas en las hojas y 

alteración de la dominancia apical. En estas plantas se ha observado una relación 

inversa entre los niveles de poliaminas conjugadas y el grado de alteraciones en el 

desarrollo de la planta (Martin-Tanguy y col, 1991). La aplicación a estas plantas 

transgénicas de los cuatro inhibidores más comunes de la biosíntesis de poliaminas por 

Burtin y col (1991) puso de manifiesto que el DFMO producía una fenocopia del fenotipo 

T  cuando se aplicaba a plantas transgénicas con fenotipo T, mientras que los demás 

inhibidores (MGBG, DFMA, cicloheximida) producían algunas anomalías en el 

crecimiento pero no mimetizaban el fenotipo. La expresión de alguna de las secuencias 

codificadoras del Ri TL-DNA (los genes rolA, ro/B, rolC) afecta al metabolismo de 

poliaminas, así como a los niveles de fitohormonas como citoquininas, auxinas, 

giberelinas y etileno, sin embargo, la naturaleza y función de estos genes rol no ha sido 

aclarada (revisado en Malmberg y c o l, 1998).

La disponibilidad de los genes de la ruta biosintética de poliaminas ha permitido 

por otro lado la obtención de plantas transgénicas con alteraciones del metabolismo de 

poliaminas por sobreexpresión o silenciamiento mediante antisentido de alguno de los 

genes de la ruta biosintética (revisado en Malmberg y col, 1998). Algunas de estas 

plantas transgénicas se han obtenido mediante la introducción de un gen heterólogo, 

como es el caso del trabajo de Hamill y col (1990), que consiguieron la sobreexpresión 

de la ODC de levadura en plantas de tabaco, obteniendo niveles elevados de putrescina 

e incrementos en los niveles de alcaloides. Por otro lado Descenzo y Minocha (1993) 

obtuvieron plantas de tabaco sobreexpresoras de la ODC de ratón, donde se 

encontraron niveles de poliaminas elevados, así como fenotipos anormales en los 

primeros estadios de crecimiento, flores con estambres reducidos, y plantas que no 

dieron semillas. La sobreexpresión de la misma ODC en cultivos de zanahoria produjo 

un incremento en el contenido celular en putrescina y una embriogénesis somática 

mejorada (Bastóla y Minocha, 1996).

La sobreexpresión de la ADC de avena en tabaco ha dado resultados diferentes. 

Así, Masgrau y col (1997) mediante la utilización de un promotor inducible por 

tetraciclina, obtienen después de la inducción plantas con elevada actividad ADC, que
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llega a ser hasta 55 superior a la actividad ADC medida en las plantas control. En estas 

plantas también se observan incrementos hasta del 46% en los niveles de putrescina. 

Las plantas transformadas en condiciones de inducción continua presentaron un fenotipo 

cuya severidad correlacionó con el contenido en putrescina. Los autores observaron 

inhibición del crecimiento, necrosis, clorosis, hojas jóvenes curvadas y raíces más 

pequeñas, mientras que no se observó ningún cambio en la morfología o crecimiento de 

la flor. La necrosis observada es asociada por los autores a niveles letales de putrescina. 

Estos fenotipos no se observaron si la inducción era realizada después de que el 

crecimiento floral se hubiera iniciado. Por otro lado Burtin y Michael (1997) utilizaron el 

promotor CAMV35S fusionado al gen de ADC de avena para obtener plantas de tabaco 

con actividades de ADC aumentadas hasta 20 veces respecto a las plantas control. 

Aunque detectaron niveles de agmantina más elevados, los niveles de putrescina, 

espermidina y espermina no cambiaron con respecto a los controles, siendo las plantas 

morfológicamente normales. Así pues, los resultados obtenidos por ambos autores 

difieren significativamente en cuanto al efecto que la sobreexpresión de ADC tiene sobre 

el metabolismo de poliaminas en la planta y en su morfología. Existen diferencias en el 

modo de conseguir la sobreexpresión y el cultivar de tabaco utilizado. La ausencia de 

variación en los niveles de poliaminas en las plantas de Burtin y Michael (1997) podrían 

ser explicados por una mayor capacidad tamponante de las plantas respecto a las 

variaciones en los niveles de poliaminas o que las plantas con niveles altos de 

poliaminas no sobrevivieran el proceso de transformación y regeneración (Malmberg y 

col, 1998).

Por otro lado, también se han conseguido plantas transgénicas donde se 

sobreexpresa el gen biosíntetico de poliaminas homólogo de la planta. Tal es el caso de 

las plantas transgénicas para el gen de SAMdC de patata (Kumar y col, 1996). Más 

recientemente se han obtenido plantas transgénicas de tabaco sobreexpresoras de ADC 

y ODC mediante promotor inducible por tetraciclina (Masgrau, 1999). La sobreexpresión 

del gen homólogo de ADC de tabaco da lugar a incrementos de ADC y putrescina, así 

como a alteraciones fenotípicas similares a las observadas por sobreexpresión del gen 

de la ADC de avena. En algunas de las plantas antisentido obtenidas para la ADC de 

tabaco se observa una disminución de los niveles de mRNA, observándose en una línea 

un fenotipo relacionado con el inicio de determinación floral y la formación de
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inflorescencias. Una línea sobreexpresora del gen homólogo de ODC de tabaco presenta 

alteraciones en los órganos florales que afecta a la fertilidad (Masgrau, 1999).

1.5. S-adenosilmetionina descarboxilasa.

1.5.1. Función biológica y características.

La enzima SAMdC cataliza la eliminación del grupo carboxilo de la SAM para 

formar S-adenosil-5’-3’-metilpropilamina (dcSAM), que actúa como donador de los 

grupos n-propilamino necesarios para la síntesis de espermidina y espermina a partir de 

la diamina putrescina (Figura 1.2). El hecho que la concentración de dcSAM sea muy 

baja en condiciones fisiológicas ha sugerido la posibilidad de que el paso de la 

descarboxilación de la SAM pueda constituir uno de los pasos limitantes en la formación 

de espermidina y espermina (Marie y col, 1992; Tabor y Tabor, 1984).

Al igual que otros genes de la ruta biosintética de poliaminas, la SAMdC ha sido 

objeto de estudio en Escherichia coli (Tabor y col, 1986J, Saccharomices cerevisiae 

(Kashiwagi y col, 1990) y en mamíferos (Pajunen y col, 1988) entre otros. Aunque de 

localización ubicua en la célula eucariota, la SAMdC constituye una mínima fracción del 

total de proteínas intracelulares. Esto se debe por un lado a una vida media corta, así 

como al hecho de que la expresión de SAMdC se encuentra regulada a múltiples niveles: 

transcripcional, traduccional y post-traduccionalmente, actuando como factores 

reguladores las propias poliaminas, así como hormonas, factores de crecimiento, 

promotores de tumores y otros estímulos que afectan al crecimiento (Heby y Persson,

1990). La SAMdC se sintetiza como una proenzima que se escinde autocataliticamente 

para formar dos subunidades <x y p, generándose el grupo prostético piruvato en el 

extremo 5’ de la subunidad tx por serinolisis (Stanley y col, 1989). La enzima de 

mamíferos posee una estructura dimérica (<xp)2 cuya estructura cristalina ha sido 

recientemente resuelta a una resolución de 2.25 A (Ekstrom y col, 1999), revelando que 

el monómero formado por las subunidades <x y 3 se pliega en un motivo no descrito 

anteriormente y cuya simetría sugiere que puede ser el resultado de una antigua 

duplicación génica.
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1.5.2. S-adenosilmetionina descarboxilasa de plantas. Características del cDNA

La primera detección de actividad SAMdC en plantas fue realizada por Coppoc y 

col (1971) en extractos de brotes de judía , siendo posteriormente purificada en plántulas 

de maíz (Suzuki y Hirasawa, 1980) y col china (Yamahona y Cohén, 1985). La vida 

media de esta enzima en células de cultivo de tabaco es de 30-60 minutos (Hiatt y col, 

1986) y su actividad es inhibida por espermidina, proponiendo los autores que este 

efecto se produce a nivel de la síntesis de la SAMdC y no a nivel post-traduccional, de 

manera similar a lo observado con la SAMdC de mamíferos, donde espermidina y 

espermina inhiben la actividad de la enzima (Heby y Persson, 1990).

El primer cDNA de SAMdC de plantas fue aislado en Solanum tuberosum (Taylor 

y col, 1992; Mad Arif y col, 1994), siendo posteriormente aislados en Spinacea oleácea 

(Bolle y col, 1995,), Catharantus roseus (Schróder y Schróder, 1995), Tritordeum 

(Dresselhaus y col, 1996), Dianthus caryophyllus (Lee y col, 1997a), Brassica júncea 

(Lee y col, 1997b), Pharbitis nil (Yoshida y col, 1998), Triticum aestivum (Li y Chen, 

2000a), Vicia faba (Fruehling y col, 2000) entre otros.

El grado de identidad entre las secuencias de estos clones de plantas es 

elevado. Sin embargo, al compararlas junto con el resto de organismos los valores de 

identidad se reducen bastante, centrándose en determinadas regiones conservadas. 

Estas regiones incluyen los residuos necesarios para la actividad enzimática (Stanley y 

Pegg, 1991; Ekstrom y col, 1999), así como el sitio de ruptura autocatalítica 

postraduccional (Stanley y col, 1989; Kashiwagi y col, 1990, Lee y col, 1997a; Xiong y 

col, 1997). Otra característica conservada con mamíferos es la presencia de secuencias 

PEST (Lee y col, 1997a, Pajunen y col, 1988) implicadas en mecanismos degradativos 

de proteínas (Rogers y col, 1986). Los cDNAs de SAMdC de plantas se caracterizan 

también por poseer regiones 5’ no traducidas largas (5’-UTR) y que contienen una 

putativa pauta de lectura de 50-54 aminoácidos conservados y a la cual se ha atribuido 

un posible papel regulador (Schróder y Schróder, 1995), a semejanza de la situación en 

mamíferos, donde los mensajeros de SAMdC poseen también una región 5’ no traducible 

larga que contiene una pauta de lectura para un hexapéptido [MAGDIS], cuya presencia 

es necesaria para la inhibición de la síntesis de SAMdC por espermina (Shantz y col, 

1994; Rúan y col, 1996).
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En cuanto a su organización genómica, la tendencia general parece ser la 

presencia de más de una copia del gen de la SAMdC, como lo demuestran la presencia 

de dos o más copias en el genoma de clavel (Lee y col, 1997a), patata (Stanley y col, 

1992; Rorat y col, 1998), aunque sin embargo en Trithordeum se ha detectado una única 

copia (Dresselhaus y col, 1996).

1.5.3. Regulación de la expresión de la SAMdC en plantas superiores.

1.5.3.1. Regulación de la SAMdC durante el desarrollo de la planta.

A partir del aislamiento de cDNAs que codifican para la SAMdC se ha visto que su 

expresión puede estar regulada por diversos factores. Por un lado el estudio de la 

expresión de los genes de la SAMdC a nivel de los diferentes tejidos de la planta 

muestra niveles detectables de transcrito de SAMdC en todos los tejidos estudiados, 

existiendo niveles de expresión altos en tejidos jóvenes y de división activa y niveles 

bajos en tejidos maduros, tanto en tejidos vegetativos como reproductivos. Este paírón 

de expresión es consistente con anteriores observaciones tanto de máxima actividad 

SAMdC como de niveles altos de poliaminas en tejidos con tasas altas de división celular 

activa o en diferenciación (Evans y Malmberg, 1989). De hecho, algunos de los clones 

de SAMdC aislados provienen de rastreos diferenciales en procesos de división celular 

activa: el clon de SAMdc de patata fue aislado como un clon cuya expresión se inducía 

en estadios iniciales de tuberización (Taylor y col, 1992), mientras que el clon de 

Catharanthus roseus se aisló en un rastreo diferencial de genes que se inducían en 

cultivos celulares en suspensión al ser transferidos a una concentración alta de sacarosa 

(Schróder y Schróder, 1995).

El estudio de la expresión de SAMdC en patata, reveló niveles elevados de 

expresión en brotes florales, que decrecían en la flor y polen maduros, observándose 

también un descenso en los niveles de expresión con la edad del tejido en tejidos 

vegetativos (tallos y raíces) o en estadios finales de tuberización (Mad Arif y col, 1994).

El patrón de expresión observado en tejidos de clavel (Lee y col, 1997a) muestra 

en tejidos reproductivos los niveles más altos de transcrito de SAMdC en pétalos, siendo 

menores en ovarios y estilo. El proceso de desarrollo de la flor produce también cambios 

significativos en la expresión de SAMdC, observándose un aumento de los niveles délos

20



INTRODUCCION

dos transcritos de SAMdC en pétalos desde el estadio de brotes florales jóvenes hasta la 

antesis, momento donde se produce una expansión activa de los pétalos, para después 

decaer progresivamente durante la senescencia de la flor (Lee y col, 1997a). En tejidos 

vegetativos, el nivel mayor de expresión se observa en tallos, siendo más bajos en 

raíces y hojas. Además, aunque se detectan niveles de transcrito similares para tallos y 

pétalos, los tallos presentan niveles de actividad específica SAMdC cinco veces más 

elevados que en pétalos. Un resultado similar se observa en tallos y raíces, que 

presentan actividades SAMdC similares pese a observarse mayores niveles de 

expresión en raíces. Ambas observaciones apuntan a una posible regulación post- 

transcripcional de los niveles de proteína (Lee y col, 1997a).

1.5.3.2. Regulación de SAMdC por la luz y ritmos circadianos.

Los estudios de expresión realizados en Hordeum vulgare (Dresselhaus y col, 

1996) demuestran una oscilación circadiana de los niveles de mensajero de SAMdC en 

hojas primarias de plantas crecidas en un fotoperíodo de 16/8h luz/oscuridad. Se 

observa una oscilación de los niveles de transcrito con un nivel máximo durante las 

primeras 8 horas en luz y un nivel mínimo durante la mitad del período de oscuridad. 

Esta oscilación se mantiene en exposiciones posteriores de la planta a situación de luz u 

oscuridad continua, aunque con un periodo de oscilación más prolongado en la 

oscuridad y con niveles de transcrito más elevados en general. Esta oscilación 

circadiana también se observa en hojas de Pharbitis nil, donde plantas crecidas en ciclos 

de luz/oscuridad presentan oscilaciones con un máximo de transcrito de SAMdC tras la 

primera hora de exposición a la luz, que decae posteriormente a un mínimo durante el 

final del período de oscuridad. La oscilación se mantiene al pasar las plantas a 

exposición de luz continua, con una periodicidad circadiana de 24 h aproximadamente 

(Yoshida y col, 1998). Los estudios de expresión en Pharbitis nil revelan por otro lado 

una rápida inducción por luz de la expresión de SAMdC, en la cual están implicadas 

tanto el receptor de luz azul como el fitocromo PhyB. Posteriormente se observa una 

caída de los niveles del mensajero, con una vida media de aproximadamente 30 minutos 

(Yoshida y col, 1999). Por otro lado en patata, se observa un aumento de la expresión de 

SAMdC al final de la exposición a un período de 10/1 Oh luz/oscuridad (Rorat y col, 1998).

21



INTRODUCCION

1.5.3.3. Regulación de SAMdC por factores ambientales.

Los niveles de expresión de SAMdC también presentan variaciones respecto a 

factores ambientales, observándose en arroz una acumulación diferencial en respuesta a 

estrés salino, a estrés por sequía o mediante la aplicación exógena de ácido abscísico 

(Li y Chen, 2000a). La comparación de los niveles de mensajero de SAMdC entre 

variedades de sal resistente (Lansheng) o sensible (77-170) al estrés salino revela que la 

variedad resistente posee niveles más elevados de transcrito de SAMdC que la variedad 

sensible, tanto en condiciones normales como en estrés salino, produciéndose además 

una inducción más rápida en la variedad resistente en respuesta al estrés salino (Li y 

Chen, 2000b).

También puede observarse una respuesta a estrés en patata, donde el 

crecimiento a 3-4°C produce un aumento de la expresión de los dos mRNA de SAMdC, 

tanto en un cultivar de patata tolerante al frío capaz de aclimatarse (Solanum 

sogarandium), como una variedad sensible (Solanum tuberosum cv Cisa), 

presentándose además niveles de expresión más elevados en el cultivar tolerante (Rorat 

y col, 1998).

1.5.4. Efectos de la alteración de la expresión de SAMdC en plantas transgénicas.

La disponibilidad de genes de SAMdC ha permitido por otro lado la manipulación 

del metabolismo de poliaminas mediante técnicas moleculares. La primera aproximación 

en este sentido fue realizada por Noh y Minocha (1994) mediante sobreexpresión en 

plantas de tabaco, donde se introdujo el gen de SAMdC humana bajo el control de 

promotor CAMV35S. Las plantas transgénicas regeneradas presentaron mayor actividad 

SAMdC, variando desde niveles tres veces superiores en la mayoría de los 

transformantes, hasta nueve veces superior en alguna línea transgénica. Estas plantas 

llegaron a presentar niveles del putrescina 50% más bajos que las plantas control, así 

como niveles de espermidina de 2 a 3 veces más elevados. En algunas líneas se 

observaron también niveles superiores de espermina. Durante el proceso de 

regeneración de las plantas se observaron anomalías fenotípicas, como tallos y hojas 

delgadas, y un mal desarrollo en general. Muchas de estas anomalías desaparecieron 

progresivamente durante el proceso de subcultivo. Los autores indican por otro lado la
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dificultad en obtener callos de estas líneas transgénicas, dado que eran capaces de 

producir tallos en medios inductores de callos.

Kumar y col (1996) intentaron obtener plantas transgénicas de patata con el 

cDNA de SAMdC en orientación sentido o antisentido, bajo el control del promotor 

constitutivo CAMV35S. La obtención de plantas transgénicas sobreexpresoras de 

SAMdC no fue posible, puesto que en el proceso de transformación los microcallos 

generados cesaban su crecimiento en medio de selección sin dar lugar a brotes aéreos. 

Por otro lado, las líneas transgénicas antisentido obtenidas presentaron actividad 

SAMdC reducida hasta un 10-28% respecto a la detectada en plantas control, así como 

reducciones en el contenido de poliaminas hasta un 16% de las cantidades detectadas 

en los controles. Estas plantas antisentido presentaron alteraciones fenotípicas severas, 

incluyendo crecimiento reducido, internodos cortos, ramificaciones abundantes, hojas 

pequeñas y una capacidad de enraizamiento en cultivo in vitro baja. El grado de 

alteraciones observado correlaciona con el grado de reducción de los niveles de mRNA 

de SAMdC (Kumar y col, 1996).

Las alteraciones observadas en las plantas antisentido se mantuvieron cuando 

las plantas fueron crecidas en condiciones de cultivo de invernadero, presentando 

además una senescencia avanzada de las hojas maduras y necrosis, indicativas de 

daños oxidativos. Estas plantas fueron capaces de dar tubérculos, aunque más 

pequeños y elongados que los controles. La senescencia también se pudo observar al 

crecer las plantas in vitro en recipientes sellados para retener el etileno, al contrario que 

en las plantas control. La determinación de la tasa de producción de etileno reveló que 

las líneas transgénicas con un fenotipo más acusado y una menor actividad SAMdC 

producían 45 veces más etileno que los controles, apoyando la idea de competencia por 

la SAM entre las rutas biosintéticas de poliaminas y etileno. Los autores también señalan 

la imposibilidad de recuperar el fenotipo observado mediante crecimiento en medio 

suplementado con espermidina y/o espermina, sugiriendo que los fenotipos observados 

en estas plantas antisentido deben de ser debidos a la combinación de alteraciones en 

las rutas biosintéticas tanto de poliaminas como de etileno (Kumar y col, 1996).

Por otro lado los mismos autores obtuvieron plantas donde la sobreexpresión de 

SAMdC en sentido y antisentido era controlada por un promotor inducible por tetraciclina 

(Gatz y col, 1992). En este caso la obtención de plantas sobreexpresoras de SAMdC fue
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exitosa, debido probablemente a que la expresión del transgen estaba reprimida y no fue 

letal en los primeros estadios de regeneración. El tratamiento de hojas de estas plantas 

con tetraciclina produjo aumentos en los niveles de mRNA de SAMdC de 2 a 6 veces 

superiores a los de las hojas control sin tratar, así como aumentos en actividad SAMdC 

entre 2 y 4 veces, de 7 veces en los niveles de espermidina y 4 en los de espermina 

(Kumar y col, 1996).

En el caso de las líneas antisentido bajo el control del mismo promotor inducible 

se obtuvieron resultados similares a los obtenidos con el promotor constitutivo. Así, el 

tratamiento con tetraciclina en hojas produjo reducciones en los niveles de transcrito de 

SAMdC así como reducciones en la actividad SAMdC hasta el 55% respecto de los 

controles sin tratar. Por otro lado estas reducciones en actividad no significaron 

reducciones en espermidina y espermina tan elevadas como las obtenidas con el 

promotor constitutivo, aunque sí que se observó un aumento de hasta 29 veces en la 

producción de etileno al tratar con tetraciclina. Los autores también describen la 

imposibilidad de reproducir el fenotipo observado en las líneas antisentido mediante el 

crecimiento en cultivo hidropónico con tetraciclina, resultado cuya causa puede ser 

debida a un problema de mantenimiento de niveles de tetraciclina internos en un 

determinado tejido o estadio de desarrollo, ya sea debido a la inestabilidad propia de la 

tetraciclina en el medio de cultivo, o por accesibilidad de la misma al tejido. Por ello, 

proponen el uso de otros promotores, específicos de tejido o regulados en el desarrollo, 

para una manipulación más específica de la ruta biosintética de poliaminas, que 

permitiría una mejor determinación del papel que las poliaminas pueden jugar en el 

desarrollo de la planta (Kumar y col, 1996). En esta línea de estudio, se han obtenido 

plantas transgénicas de patata sentido y antisentido con el gen de SAMdC bajo en 

control del promotor de patatina, específico de tuberización (Pedros y col, 1999). Los 

tubérculos en desarrollo de los transformantes en sentido obtenidos presentaron tanto 

niveles altos de transcrito y actividad SAMdC, como niveles de espermidina 

significativamente mas altos que los controles. Se observa también una variación en el 

tamaño y distribución de los tubérculos sobreexpresores de SAMdC, obteniéndose un 

mayor número pero de menor tamaño. Los transformantes antisentido presentan 

tubérculos en desarrollo con menores niveles de mRNA y actividad SAMdC, así como 

menores niveles de poliaminas totales. Pese a ello, no se observa ningún efecto
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fenotípico obvio en la fisiología de tuberización de las líneas antisentido (Pedros y col,

1999).

Finalmente, otra modificación específica de la expresión de SAMdC ha sido 

desarrollada en tomate (Mehta y col, 1999) donde se ha introducido el gen de levadura 

(Kashiwagi y col, 1990) en sentido y bajo el control del promotor E8, específico de 

maduración del fruto (Deikman y col, 1996). Los frutos en maduración de las líneas 

transgénicas acumulan poliaminas, en contraste con las líneas control donde 

prácticamente no se detectan espermidina y espermina. Los frutos transgénicos 

acumulan también licopeno y muestran una maduración y senescencia retrasada 

respecto a los frutos control de tipo salvaje. Los autores señalan puntos todavía por 

resolver como son por un lado la observación de que diferentes líneas transgénicas 

acumulan preferentemente un determinado tipo de poliamina, pese a tener todas la 

misma construcción en su genoma, así como la observación sorprendente de que junto 

con la acumulación de poliaminas, los frutos transgénicos producen más etileno que las 

líneas control (Mehta y col, 1999).

1.6. Objetivos

El presente trabajo forma parte de un proyecto más amplio consistente en 

analizar los diferentes mecanismos relacionados con la senescencia vegetal, tanto 

natural como inducida por diferentes tipos de estreses ambientales. Dentro de este 

proyecto, uno de los aspectos abordados es el estudio de la relación entre el 

metabolismo de las poliaminas y los procesos de senescencia. La enzima SAMdC 

cataliza la conversión de la SAM a dcSAM, precursor utilizado en la biosíntesis de 

poliaminas; en consecuencia compite por la SAM con la ACC sintasa, primer enzima de 

la síntesis de etileno. El objetivo planteado para este trabajo fue el aislamiento y 

caracterización de cDNAs que codificaran para la S-adenosilmetionina descarboxilasa, 

debido a su doble importancia como posible paso limitante en la biosíntesis de 

espermidina y espermina, y por utilizar como sustrato la SAM, el punto de posible 

competencia en las rutas biosintéticas de poliaminas y etileno, compuestos de efectos 

antagónicos relacionados con el desarrollo y senescencia.

El trabajo se ha llevado a cabo en plantas de guisante y de Arabidopsis thaliana. 

En plantas de guisante por los datos previos de que disponíamos de niveles de
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poliaminas y de otros genes implicados en la biosíntesis de poliaminas; y porque el 

ovario de guisante es un buen sistema experimental para realizar estudios de desarrollo 

inducido por polinización o mediante reguladores del crecimiento vegetal, así como de 

senescencia natural. En Arabidopsis thaliana por su facilidad de manipulación genética 

para la realización de estudios de alteración de la expresión génica y sus efectos en el 

desarrollo y senescencia, así como para la realización de estudios de expresión 

mediante el uso de fusiones con el promotor del gen de interés y un gen informador.

La utilización de ambos sistemas ha permitido desarrollar los siguientes 

objetivos:

1. Aislamiento y caracterización de los genes que codifican para la SAMdC en 

guisante y Arabidopsis thaliana.

2. Estudio de la expresión de los genes que codifican para la SAMdC en plantas 

de guisante y Arabidopsis thaliana.

3. Estudio de la expresión de los genes que codifican para la SAMdC durante el 

desarrollo o senescencia de ovarios de guisante; regulación hormonal de la expresión 

del gen durante la fructificación.

4. Estudio de la expresión de los genes que codifican para la SAMdC en

procesos de senescencia inducida por estrés en guisante.

5. Estudio de la expresión de los genes que codifican para la SAMdC de

Arabidopsis thaliana durante su desarrollo, y los elementos reguladores responsables de

su patrón de expresión mediante la utilización de fusiones del promotor del gen(es) con 

un gen informador.

6. Estudio de los efectos de la alteración de la expresión de la SAMdC, tanto de 

manera constitutiva como inducible, sobre el metabolismo de poliaminas y el desarrollo 

de Arabidopsis thaliana.
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2. Materiales y Métodos.

2.1. Material vegetal.

2.1.1. Cultivo del material vegetal.

2.1.1.1. Pisum sativum.

Se emplearon dos tipos de variedades de plantas de Pisum sativum: Alaska y 

Paladio, obtenidas por multiplicación continuada de semillas originalmente adquiridas a 

Asgrow (Complejo Agrícola de semillas, Madrid). Las semillas se esterilizaron con NaCIO 

al 2% durante 20 minutos, se lavaron con agua desionizada. Las plantas de la variedad 

Alaska se sembraron en vermiculita y se cultivaron en una cabina de invernadero 

equipada con sistemas de calefacción y refrigeración, fijados a 22°C durante el día y 

17°C durante la noche, aunque se produjeron variaciones debidas a las diferentes 

situaciones climáticas a lo largo del año, con un límite máximo de 30°C y mínimo de 

16°C. La luz natural se complementó con luz artificial mediante tubos fluorescentes para 

mantener un fotoperíodo de 16h durante todo el año. Las semillas esterilizadas de la 

variedad Paladio se sembraron en perlita y su crecimiento se efectuó en cámaras de 

techo abierto (OTC), en la finca experimental La Peira (Benifaió, Valencia), en 

condiciones ambientales, sin ningún complemento de luz artificial ni regulación de la 

temperatura. En ambos casos, las plantas se regaron en todo momento con disolución 

Hoaglan n°1, enriquecida con oligoelementos (Hewitt, 1966), mediante un sistema de 

riego automático.

2.1.1.2. Obtención de callos de Pisum sativum cv. Alaska.

Se obtuvieron callos de guisante a partir de segmentos de hipocotilo de 5 mm, 

crecidos en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) enriquecido con sacarosa, 10 pM 

ácido 1-naftilacético (NAA, Sigma Chemicals Co, St Louis, USA) y 5 pM 6- 

bencilaminopurina (BAP, Sigma), pH 5.8, solidificado con 0.8 % agar (Pronadisa, 

España). Los callos fueron crecidos en cabina de cultivo Sanyo MLR-350 (Sanyo Electric 

Co., Japón) bajo un fotoperíodo de 14 h de luz a 24 °C y 10 h de oscuridad a 18 °C.
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Después de 15 días, se cortaron secciones de los mismos y se subcultivaron bajo las 

mismas condiciones de fotoperíodo. Con objeto de optimizar las condiciones de cultivo in 

vitro se ensayaron diferentes medios de cultivo: a) el mismo medio de cultivo sólido 

empleado inicialmente; b) el medio más 0,6 mM de ácido L(+)-ascórbico (Sigma) y c) un 

medio en el que se sustituyó el NAA y la BAP por 5 pM de Kinetina (K, Sigma) y 5 pM de 

ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D, Fluka, Buchs, Suiza). Finalmente, todos los medios 

utilizados fueron capaces de inducir el desarrollo de callos.

2.1.1.3. Arabidopsis thaliana.

Se empleó el ecotipo Columbia de Arabidopsis. Las semillas se esterilizaron con 

HCIO al 15%, Tritón X-100 0.01% (Sigma), durante 5 minutos y se lavaron con agua 

desionizada 3 veces, para posteriormente ser sembradas en una mezcla de 

turba:arena:vermiculita 1:1:1 y regadas con agua destilada. Las plantas se crecieron en 

cámara de cultivo Sanyo MLR-350 a 23°C con un fotoperíodo de 16h luz, 8 h oscuridad, 

siendo trasladadas a cabina de invernadero en los estadios finales de secado de las 

silicuas.

Las plantas de Arabidopsis obtenidas por transformación, se crecieron en medio 

de cultivo 1/2x MS (Murashige y Skoog, 1962), sacarosa 5%, suplido con la mezcla de 

vitaminas de Murashige y Skoog (MS) 1x (Sigma), al que se añadió 50 pg/ml kanamicina 

(Boehringer Manhheim, Mannheim, Alemania) para la selección de las plantas 

transgénicas. Durante la selección de líneas transgénicas homocigotas se procedió a 

germinación en medio MS con kanamicina y posterior transplante a 

turba:arena:vermiculita, donde se crecieron en las condiciones descritas anteriormente.

2.1.2.. Tratamientos y recogida del material vegetal.

Los experimentos de análisis de la expresión de la SAMdC de guisante se 

llevaron a cabo en hojas, tallos y raíces de plantas maduras y en ovarios de flores 

polinizadas y no polinizadas de la variedad Alaska. En todos los experimentos se 

emplearon la primera y segunda flor de cada planta. Las primeras flores aparecen entre 

28 y 32 días después de la siembra y aproximadamente dos días después las segundas. 

Las flores no polinizadas se obtuvieron por eliminación de los pétalos y de las anteras 

dos días antes de la antesis. En el momento de la emasculación pétalos y sépalos tenían
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aproximadamente la misma longitud. Los ovarios de las flores no polinizadas se 

sometieron a distintos tipos de tratamientos. A partir de ovarios de guisante se utilizaron 

los siguientes tipos de muestras: a) ovarios de flores polinizadas; b) ovarios de flores 

emasculadas, no sometidos a ningún tratamiento; c) ovarios de flores emasculadas en 

los que se indujo el desarrollo partenocárpico mediante tratamiento, en el equivalente al 

día de antesis, con una de las siguientes disoluciones: GA3 (20 pl de 100 pg/ml GA3 

(Fluka) en 0.1% Tween-80(Sigma)), BAP (20 pl de 100 pg/ml BAP (Fluka) en 0.1% 

Tween-80 (Sigma)), o 2,4-D (20 pl de 100 pg/ml 2,4-D (Fluka) en 0.1% Tween-80 

(Sigma)); d) ovarios de flores emasculadas tratados en el día de antesis con 

aminoetoxivinilglicina (AVG) (20 pl de 100 pg/ml AVG (Sigma) en 0.1% Tween- 

80(Sigma)); e) ovarios de flores emasculadas tratados en el día de antesis con 

espermidina (20 pl de 100 pg/ml espermidina (Sigma) en 0.1% Tween-80 (Sigma)).

Los experimentos de análisis del efecto de los tratamientos con ozono sobre la 

expresión de la SAMdC de guisante se llevaron a cabo en hojas y tallos de plantas 

maduras de la variedad Paladio. Las plantas se crecieron en OTCs bajo tres ambientes 

diferentes; aire filtrado a través de carbono activo, o aire fumigado, diariamente con 30 ó 

100 ppb de ozono durante 6 horas. Las muestras se recogieron semanalmente durante 

tres meses.

Los experimentos de análisis de la expresión de la SAMdC en plantas de 

Arabidopsis se llevaron a cabo en hojas, tallos, raíces y silicuas de plantas adultas. En el 

caso de los experimentos de inducción con cobre, se añadió CuS04 (Panreac, 

Barcelona, España) al medio de cultivo MS a una concentración final de 5 o de 50 pM.

El material vegetal recogido fue pesado y congelado inmediatamente en 

nitrógeno líquido, almacenándose a -80°C hasta su uso.

2.2. Aislamiento y análisis de ácidos nucleicos.

2.2.1. Aislamiento de DNA genómico.

Empleando como material vegetal hojas de guisante o de Arabidopsis se siguió 

un protocolo estándar para la extracción de DNA genómico. El tejido vegetal se disgregó 

en mortero en presencia de nitrógeno líquido, se homogeneizó en 10 volúmenes de
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tampón de lisis [10mM Tris-HCI pH 7.5, 400 mM NaCI, 5 mM EDTA, 0.5% (p/v) SDS y 

100 mg/mL proteinasa K (Boehringer Mannheim)], incubándose durante 1h a 37 °C. El 

DNA se extrajo mediante reparto en fenol:cloroformo:isoamil alcohol (25:24:1) y posterior 

precipitación con dos volúmenes de etanol 96%. El RNA se eliminó mediante digestión 

con 50 pg/ml RNAsa (Boehringer Mannheim) durante 30 minutos a 37 °C, repitiéndose 

posteriormente los pasos de fenolización y precipitación con etanol. El DNA genómico 

obtenido fue cuantificado mediante determinación de la absorbancia a 260 nm en un 

espectrofotómetro Shimadzu UV-160A..

Se empleó un método simplificado de extracción de DNA genómico para el 

análisis de plantas transgénicas de Arabidopsis. Se procedió a la disgregación en 

eppendorf de una hoja o plántula de Arabidopsis y homogeneización posterior en 500 \i\ 

de tampón de lisis (100mM Tris-HCI pH 8, 500 mM NaCI, 50 mM EDTA, 1% (p/v) SDS y 

10 mM p-mercaptoetanol). Incubándose 10 minutos a 65 °C y purificando posteriormente 

el DNA mediante precipitación de las proteínas por adición de acetato de potasio a una 

concentración final de 1 M, centrifugación y posterior precipitación del DNA del 

sobrenadante con dos volúmenes de etanol. El DNA obtenido fue utilizado 

posteriormente como molde de reacción de PCR.

2.2.2. Análisis Southern.

El análisis Southern del DNA genómico de guisante se llevó a cabo a partir de 30 

pg de DNA genómico. El DNA fue digerido con las enzimas de restricción Bam Hl, Hind 

III o Neo I (Boehringer Mannheim), y separado mediante electroforesis en gel de agarosa 

al 0.8%. El DNA se transfirió, previa desnaturalización, a una membrana de Nylon 

Hybond-N (Amersham International, UK) según el procedimiento descrito por Southern 

(1975). El DNA fue entrecruzado a la membrana de Nylon mediante irradiación 

ultravioleta en un Genelinker (Bio-Rad, Hercules, CA). El filtro fue prehibridado e 

hibridado a 65 °C en las condiciones descritas por Church y Gilbert (1984). Se prehibridó 

la membrana durante 10 minutos en una disolución conteniendo 0.3 M fosfato sódico pH

7.2, 7% SDS, 1mM EDTA. La hibridación se realizó durante 12 horas en la misma 

disolución después de añadir la sonda; 25-50 ng de cDNA se marcaron con [a-32 P]- 

dCTP (Amersham, 3000Ci/mmol), mediante el método de cebadores al azar (Feinberg y 

Volgelstein, 1983) empleándose el kit de mareaje radiactivo "Random Primed DNA
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Labelling Kit" (Boehringer Mannheim) siguiendo las correspondientes instrucciones. La 

sonda se purificó empleando columnas de Sephadex G10 (Pharmacia LKB, Uppsala, 

Sweeden), mediante centrifugación a 3000 g durante 4 minutos, y se calentó a 100°C 

durante 10 minutos antes de añadirla a la disolución de hibridación. Los filtros fueron 

lavados en 3 x SSPE (IxSSPE es 0.12 NaCI, 15 mM citrato sódico, 2 mM EDTA, 13 mM 

Na2HP04, pH 6.5), 0.1% (p/v) SDS, dos veces a temperatura ambiente durante 10 

minutos; dos veces en 2 x SSPE, 0.1% (p/v) SDS a 65°C durante 10 minutos y dos 

veces en 1 x SSPE, 0.1% (p/v) SDS a 65°C durante 10 minutos. El filtro fue expuesto 

sobre una película sensible a los rayos X (Kodak XAR-5) a -80°C durante 48 horas 

usando un estuche Kodak X-Omatic con pantallas intensificadoras.

El análisis Southern del DNA genómico de Arabidopsis se llevó a cabo en las 

mismas condiciones descritas anteriormente, pero utilizando 10 pg de DNA genómico 

digerido con las enzimas de restricción Bam Hl, Eco RI, Hind III y Xba I (Boehringer 

Mannheim). La sonda utilizada en este caso fue el cDNA de SAMdC de Arabidopsis.

2.2.3. Aislamiento de RNA.

El RNA total de hojas, tallos, raíces y ovarios se extrajo siguiendo el método de 

Prescott y Martin (1987). El tejido vegetal se disgregó en un mortero en presencia de 

nitrógeno líquido. El polvo resultante se homogeneizó añadiendo 10 mi de tampón de 

extracción por gramo de peso fresco. El tampón de extracción contenía: 

triisopropilnaftaleno sulfonato 1% (p/v), 5% (v/v) fenol, 6% (p/v) p-aminosalicilato sódico, 

50 mM Tris-HCI pH 8.0, p-mercaptoetanol 150 mM. El RNA total se extrajo mediante 

reparto en fenol:cloroformo:isoamil alcohol (25:24:1, v/v), precipitación con dos 

volúmenes de etanol 96%, y posterior precipitación diferencial con 3 volúmenes de 

acetato sódico (NaAc) 4 M pH 6.0. El RNA total obtenido fue concentrado mediante una 

nueva precipitación con etanol, redisuelto y cuantificado determinando la absorbancia a 

260 nm.

En la extracción de poli(A)+ RNA de callos de guisante se utilizó el Quick prep 

micro mRNA purification kit (Pharmacia) en las condiciones recomendadas por el 

fabricante.
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La extracción de RNA de plántulas transgénicas de Arabidopsis fue realizada 

mediante la utilización de RNAeasy plant mini Kit (Quiagen Inc, Valencia, USA) según las 

condiciones recomendadas por el fabricante.

2.2.4. Análisis Northern.

El análisis Northern de las diferentes muestras de RNA se llevó a cabo previa 

separación electroforética en geles desnaturalizantes de agarosa al 1% en tampón 1 x 

MOPS (2mM MOPS, 0.5 mM NaAc, 0.1 mM EDTA pH 8.0), 2.2 M formaldehído. Las 

muestras de RNA se prepararon añadiendo 3 volúmenes de tampón de muestra (0.6 mi 

formamida, 0.2 mi formaldehído, 0.12 mi 10 x MOPS pH 8.0). Los rRNA se visualizaron 

añadiendo 1 pl de bromuro de etidio (400 pg/ml) por cada 10 pl de muestra, así se 

comprobó la integridad del RNA y se ajustó la cantidad de RNA en las muestras. Tras la 

electroforesis, los RNAs fueron transferidos a membranas de nylon, Hybond-N 

(Amersham) empleando 5 x SSC (1 x SSC es 0.15 M NaCI, 15mM citrato sódico pH 7.0) 

y unidos covalentemente a la membrana mediante irradiación ultravioleta en un 

Genelinker (Bio-Rad). La prehibridación e hibridación de los filtros se realizó a 65°C en 

las mismas condiciones indicadas para el análisis Southern. La señal obtenida en los 

filtros fue monitorizada y cuantificada mediante el sistema de imagen radioanalítica 

Instantimager 2024 (Packard, Canberra, Australia), siendo posteriormente expuestos 

sobre una película sensible a los rayos X (Kodak Xar-5) a -80°C durante 48 horas 

usando un estuche Kodak X-Omatic con pantallas intensificadoras. Los valores de cpm 

obtenidos fueron posteriormente normalizados mediante hibridación con una sonda de 

rRNA 18S de guisante (Piller y col, 1990) o Arabidopsis (Unfried y col, 1989) y posterior 

cuantificación.

2.3. Aislamiento del cDNA de la S-adenosilmetionina 

descarboxilasa de guisante.

2.3.1. RT-PCR.

Se utilizó 1 pg poli(A)+ RNA aislado a partir de callos de guisante crecidos en 

medio MS enriquecido con NAA (Sigma), BAP (Sigma) y ácido ascórbico (Sigma) como 

molde para la síntesis de la primera cadena de cDNA. La reacción se preparó utilizando
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un oligo(dT)i7 -adaptador como cebador para la AMV-RT (transcriptasa reversa del virus 

de la microblastosis de las aves, Boehringer Mannheim) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. 2 pl de una dilución 1/100 de la reacción de transcripción reversa fueron 

utilizados como molde para la reacción de amplificación por PCR (Berchtold, 1989; 

Kawasaki y Wang, 1990), utilizando como cebador directo el oligonucleótido degenerado 

SAMdC-1 (AARACNTGYGGNACNACNAA) y como cebador reverso el SAMdC-2 

(TCNGGNGTDATRTGDATNGT). La reacción de PCR se llevó a cabo en un 

termociclador modelo PHC-3 (Techne, Cambridge, UK). El volumen final de cada 

reacción fue de 50 pl, conteniendo 2 pM de cada oligonucleótido, 10 mM Tris-HCI pH 8.8 

a 25°C, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCI2, 0.1% Tritón X-100, 0.2 mM dNTPs y 1U de 

Dynazyme II (DNA polimerasa termoestable de Thermus brockianus, Finnzymes Oy, 

Finlandia). Debido al uso de oligonucleótidos degenerados, las condiciones del PCR 

fueron modificadas según el método de "Touchdown PCR" (Don y col, 1991), al objeto de 

aumentar la especificidad de la amplificación. Después de la etapa inicial de 

desnaturalización a 94°C durante 4 min, la reacción de amplificación transcurrió 

mediante 12 ciclos de 94 °C 1 min, Temperatura de hibridación (T) 1 min, 72°C 1 min, 

donde T varió de 59 a 48°C, bajando 1 grado en cada ciclo; seguidos de 25 ciclos de 

94°C 1 min, 47°C 1 min, 72°C 1 min. y un ciclo final de extensión a 72°C durante 10 

minutos. Se obtuvo un producto de amplificación de 505 pb, que fue separado en gel de 

agarosa, aislado del mismo mediante su unión a silica gel (Ausubel y col, 1993), y 

clonado en el vector p-Bluescript (S/K)+ (Stratagene, La Jolla, USA) digerido con Eco RV 

(Boehringer Manhheim) y modificado por adición de una cola de timidinas según las 

condiciones de Hadjeb y col (1996). (Figura 2.1 A)

La secuenciación del producto clonado se hizo mediante el método de 

terminación de cadenas con dideoxinucleótidos, o método enzimático (Sanger y col. 

1977). Empleándose el sistema "fmoí™ DNA Sequencing System" (Promega). Como 

precursor radiactivo se empleó [a-35S]-dATP (1000 Ci/mmol, Amersham). Como 

cebadores se emplearon las secuencias del promotor de la RNA polimerasa del fago T7 

(forward, 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’) y la del promotor de la transcriptasa 

reversa (reverse, 5’-GGAAACAGCTATGACCATG-3’) presentes en el vector p-BlueScript 

(Stratagene). La secuenciación se completó en las dos direcciones con varios clones. El
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análisis de las secuencias se llevó a cabo utilizando el paquete de programas "Genetic 

Computer Group " (GCG) de la Universidad de Wisconsin.

2.3.2. Amplificación de los extremos 5' y 3' del cDNA de SAMdC de guisante

El clon completo del cDNA de la SAMdC de guisante se aisló de una genoteca 

obtenida de poli(A)+ RNA extraído de callos de guisante crecidos en medio MS 

enriquecido con NAA, BAP y ácido ascórbico. El cDNA se sintetizó utilizando el sistema 

"UNI-Zap™ XR cDNA synthesis Kit" (Stratagene). La población de cDNA resultante se 

ligó en los sitios Eco Rl y Xho I del fagémido Lambda ZAP® II (Stratagene), quedando la 

cola poliA del RNA situada junto al sitio Xho I. Junto a ambos sitios de restricción se 

encuentran situados los oligonucleótidos forward, flanqueado por el sitio Eco Rl, y 

reverse, flanqueado por el sitio Xho I. El DNA recombinante fue empaquetado in vitro 

utilizando el extracto "Gigapack Gold II" (Stratagene). La genoteca resultante fue 

amplificada en placa utilizando la cepa XL1-Blue de E. coli, según métodos estándar 

(Sambrook y col. 1989).

La construcción de esta genoteca permitió la amplificación de los extremos 5' y 3' 

del cDNA de guisante mediante PCR. Se utilizaron los cebadores forward y reverse, 

situados en el vector, junto los oligonucleótidos SAMdCA (5’-TTCATCGGATC 

CACCCAGAATATAA-3’) y SAMdCB (5’ -CTT CCG AATT CT G AAATTT GT G ACT-3’), 

diseñados a partir del fragmento amplificado por RT-PCR. Se extrajo DNA fágico de una 

alícuota de esta genoteca conteniendo 6.8x 108 pfu y se utilizó como molde de la 

reacción de amplificación. Las parejas de cebadores utilizadas fueron: los

oligonucleótidos forward y SAMdC A para la amplificación del extremo 5'¡ y reverse y 

SAMdC B para la amplificación del extremo 3'. Las condiciones de amplificación fueron:

Figura 2.1 Esquema del aislamiento del cDNA de SAMdC de guisante. A) Aislamiento de un 
fragmento central de cDNA mediante amplificación con los oligonucleótidos degenerados SAMdC 
1 y SAMdC 2 ; B) Amplificación de los extremos 5’ y 3’ del cDNA de SAMdC a partir de cebadores 
específicos SAMdC A y SAMdC B diseñados a partir de la porción central amplificada en A) ; C) 
Amplificación del cDNA completo de SAMdC mediante los cebadores específicos SAMdC5P y 
SAMdC3P diseñados a partir de los extremos 5’ y 3’ de los productos amplificados en B) y 
cebadores del vector.
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94°C, 4 min, y a continuación 35 ciclos de 94 °C, 1 min; 55 °C, 1 min; 72° C, 1 min; y un 

ciclo de extensión final de 72 °C, 10 min. Los productos de amplificación obtenidos 

fueron clonados según las condiciones indicadas en el apartado anterior y secuenciados. 

(Figura 2.1 B)

2.3.3. Amplificación del cDNA completo de SAMdC de guisante.

A partir de las secuencias de los productos de PCR obtenidos en el apartado 

anterior se seleccionaron secuencias situadas en los extremos 5' y 3' del cDNA de 

SAMdC guisante, para el diseño de los oligonucleótidos SAMdC-5P (5’- 

CAGAGATCGTCCTTTTCTAGGGTT-3’) y SAMdC-3P (5’-TGAAGGTTATAACCTTCT 

AGACACA-3’), que fueron utilizados como cebadores de PCR para la obtención del 

cDNA completo de la SAMdC, utilizando de nuevo como molde el DNA fágico de la 

genoteca de callos. (Figura 2.1 C) Las condiciones de PCR fueron 94°C, 4 min; 35 ciclos 

de 94 °C, 1 min; 60°C, 1 min; 72°C, 1 min; y un ciclo de extensión final de 72 °C, 10 min. 

El producto de amplificación obtenido fue clonado y secuenciado. La secuencia del 

mismo se encuentra depositada en la base de datos Genbank con el número de acceso 

U60592.

2.4. Aislamiento del cDNA de la S-adenosilmetionina 

descarboxilasa de Arabidopsis.

La estrategia de clonación de la SAMdC de Arabidopsis se inició mediante 

mediante una búsqueda de homología a SAMdCs en la base de datos de clones EST de 

Arabidopsis (Newman y col, 1994; Rounsley y col, 1996 ). Fruto de la misma se localizó 

el clon ID:910 1 0T7, perteneciente a una genoteca de cDNAs construida a partir de 

cuatro fuentes de RNAs asilados de los siguientes tejidos: a) plántulas etioladas de 7 

días, b) cultivos celulares de raíces, c) rosetas de dos conjuntos de plantas: unas 

crecidas en iluminación continuada las 24h del día y otras crecidas bajo ciclos de 16h de 

luz, 8 h de oscuridad, y d) tallos, flores y silicuas de las mismas plantas de las que se 

emplearon las rosetas. Los cDNAs están clonados direccionalmente en los brazos Sal I -  

Not I del vector lambda Zip-Lox (Gibco-BRL, USA) , quedando la cola poliA del RNA 

situada junto al sitio Not I. La posterior escisión deja a los clones en el vector plasmídico 

pZL1.
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Tras recibir el correspondiente clon del banco de clones de la Ohio State 

University se secuenció el clon de cDNA completo utilizando como cebadores los 

oligonucleótidos del promotor de la RNA polimerasa del fago SP6 (5’- 

ATTTAGGTGACACTATAG-3’) y T7 situados en el vector pZL1 y que flanquean ambos 

lados del cDNA, así como cebadores internos diseñados a partir de la secuencia del 

cDNA que se iba obteniendo con la secuenciación. La secuencia completa se encuentra 

depositada en la base de datos Genbank con el número de acceso U63633.

2.5. Expresión en levadura de los cDNAs de las SAMdC de 

guisante y Arabidopsis .

En los experimentos de expresión en levadura se utilizo la cepa Y342 (MAT6a 

ura3-52 Ieu2 Aspe2::LEU2), cedida por el Dr. H. Tabor del National Institute of Diabetes 

and Kidney Diseases, Bethesda, USA. Las levaduras fueron manipuladas siguiendo 

protocolos estándar (Rose y col, 1990), siendo crecidas a 30°C en medio mínimo con 2% 

Galactosa, 1x Yeast Nitrogen Base (YNB) y los suplementos apropiados (medio SG). Se 

tuvieron en cuenta las precauciones necesarias descritas por Cohn y col (1980), para 

asegurar que todos los medios líquidos y sólidos utilizados estuvieran libres de 

poliaminas.

Los cDNA de SAMdC de guisante y Arabidopsis fueron clonados en los sitios 

Sma l/Hind III y Sma l/Xba I del vector de expresión de levadura pEMBLyex4, 

respectivamente, quedando bajo el control del promotor GAL10, inducible por galactosa, 

(Cesareni y Murray, 1987). Las contrucciones obtenidas fueron denominadas pSDCPEA 

y pSDCARA. Se transformaron células de la cepa Y342 mediante el método de acetato 

de litio (Gietz, 1992) con los vectores pSDCPEA, pSDCARA o el vector original 

pEMBLyex4, siendo seleccionados los transformantes en un medio SG sin uracilo. 

Transformantes independientes llevando los plásmidos pSDCPEA, pSDCARA o 

pEMBLyex4 fueron cultivados en 5 mi de medio de selección con o sin espermidina 

durante 24 horas, siendo diluidos posteriormente 1/500 en el mismo medio fresco. Este 

proceso de dilución fue repetido 3 veces más cada 24h, siguiéndose el crecimiento de 

las levaduras mediante la medida de la O.D.6oo-
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2.6. Aislamiento del clon genómico de SAMdC de 

Arabidopsis thaliana.

Utilizando el clon de cDNA de Arabidopsis como sonda se realizó un escrutinio 

de una genoteca construida a partir de DNA genómico de Arabidopsis, cedida por el Dr. 

Robert Fischer (University of California, Berkeley). La genoteca fue preparada a partir de 

DNA genómico digerido con Sau 3AI, fraccionado en un gradiente salino y clonado en 

brazos Bam Hl del vector Lambda GEM11, con un tamaño medio de inserto de 20.6 Kb. 

El rastreo se realizó según los métodos estándar (Sambrook y col. 1989). El DNA 

correspondiente a 400000 placas de lisis fue fijado sobre filtros de nylon Hybond-N 

(Amersham) mediante irradiación UV en un Genelinker (Bio-Rad) e hibridado con la 

sonda de cDNA de SAMdC de Arabidopsis marcada con [a-32P]-dCTP en las mismas 

condiciones anteriormente descritas en el apartado 2.2.2. Los filtros fueron expuestos 

frente a una película sensible a los rayos X (Kodak Xar-5) a -80°C con pantallas 

intensificadoras durante 15 días.

Las placas de lisis que dieron una señal de hibridación positiva se recuperaron 

de las placas de agar empleando una pipeta Pasteur estéril, y se dejaron difundir en 

tampón SM (100 mM NaCI, 8 mM MgS04, 50 mM Tris-HCI pH 7.5 y 0.01% (p/v) 

gelatina). Estos positivos se sometieron a un doble control: por un lado fueron analizados 

mediante amplificación directa por PCR de una alícuota de los fagos presentes en el 

tampón SM (Kawasaki y Wang, 1989) utilizando la pareja de oligonucleótidos 

SAMDCARA4 (5’ -CT G AG AT CT GCG ACTTT G AATT CG A-3’) y SAMDCARA3P (5’- 

CTTCACAAGTCATTATTCATAGGAA-3’) diseñados a partir de la secuencia de SAMdC 

de Arabidopsis, para comprobar la presencia del gen de SAMdC en el inserto. Por otro 

lado, se sometieron a una segunda ronda de análisis, con el fin de comprobar la pureza 

de la placa de lisis aislada. A continuación se procedió a la extracción del DNA de los 

fagos positivos que superaron este doble control, según los métodos estándar 

(Sambrook y col. 1989; Ausubel y col, 1993). Este DNA fue sometido a digestión con la 

enzima de restricción Bam Hl (Boehringer Mannheim). Los productos de las reacciones 

de digestión se separaron en un gel de agarosa del 0.8%, y se analizaron mediante la 

técnica Southern Blot (Southern, 1975), utilizando como sonda radiactiva el extremo 5’ 

del clon de SAMdC de Arabidopsis obtenido mediante digestión Sal I/ Bam Hl. Todos los
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clones mostraron una banda de hibridación de 3 Kb, que fue clonada en vector 

pBluescript abierto con Bam Hl (Boehringer Mannheim) y secuenciada con 

oligonucleótidos directo y reverso del vector, así como con cebadores diseñados a partir 

de la secuencia.

2.7. Obtención de plantas transgénicas de Arabidopsis 

thaliana.

2.7.1. Metodología de transformación. Análisis de plantas transgénicas.

La obtención de plantas transgénicas se realizó mediante el método de 

transformación por infiltración al vacío (Bechtold y col, 1993; Ye y col, 1999). Se 

utilizaron células de Agrobacterium tumefaciens cepa C58, transformadas con la 

construcción de interés mediante el método descrito por Bevan (1984), y Arabidopsis 

thaliana variedad Columbia. En la selección de transformantes se empleó tanto la 

utilización de kanamicina como marcador de selección en el medio MS de crecimiento de 

las plantas, como la comprobación mediante PCR de la presencia de las construcciónes 

de DNA en el genoma de la planta utilizando parejas específicas de cebadores para 

cada una de ellas. Por otro lado, para cada línea transgénica, se obtuvo la 

correspondiente línea de individuos homocigotos, mediante la autofertilización de la 

primera (T1) y segunda (T2) generaciones de transformantes y posterior observación de 

la segregación de la resistencia a kanamicina en la tercera generación (T3).

2.7.2. Construcciones Utilizadas.

2.7.2.1. Expresión de GUS bajo el control del promotor de la SAMdC

El vector binario pBI101 (Jefferson y col, 1987) se utilizó para la obtención de 

construcciones donde la expresión del gen que codifica para la p-Glucuronidasa de E. 

coli (GUS, EC 3.2.1.31) fuera controlada por el DNA genómico flanqueante al extremo 5' 

del cDNA de SAMdC de Arabidopsis. El vector pBI101 dispone de un sitio múltiple de 

clonación en el extremo 5' flanqueante al gen GUS. Se emplearon dos tipos de 

construcciones: las que incluían tanto el promotor como parte de la secuencia 5' del 

cDNA de SAMdC, conteniendo la 5'-ORF de 52 aminoácidos (construcciones pBI-2X), y
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aquellas construcciones en que dicha secuencia había sido eliminada (construcciones 

pBI-3x). En ambos tipos de construcciones se deleccionó el promotor mediante digestión 

con una enzima de restricción determinada, procediéndose a un clonaje previo del 

fragmento de promotor deseado en p-Bluescript y posterior inserción en el vector binado.

En el caso de las construcciones pBI-2X, se partió de un clon de fragmente de 

DNA genómico aislado y clonado en pBluescript, denominado pBS111. Dicho clon 

poseía 1.1 kb del extremo 5' del cDNA de SAMdC así como 2 kb de DNA genómico 5' 

flanqueante, que fue deleccionado mediante digestiones con Pst I (construcción PBS-2C, 

con 1.2 kb de promotor), Xho I (pBS-2D, 455 pb de promotor), Sna Bl (pBS-2E, 80 pb de 

promotor), Sea I (pBS-2F 50 pb de promotor). Los insertos de estas construcciones 

fueron liberados con una digestión Hin dlll/Xba I, y clonados posteriormente en pB1101, 

obteniéndose las construcciones pBI-2C, pBI-2E, y pBI-2F. La construcción pBI-2D fue

Construcciones pBI-2X: Promotor + 5’-UTR + GUS Construcciones pBI-3X: Promotor + GUS

pBI-2C ] pBI-3C
1200 pb1200 pb

pBI-2D pBI-3D
455 pb 1010 pb

pBI-2E □ pBI-3G80 pb
455 pb

o-o-c pBI-2F
80 pb

pBI-3F
50 pb

Figura 2.2 Esquema de las construcciones utilizadas en el estudio de la región promotora del 
clon genómico de SAMdC. Se representan el fragmento de región promotora fusionado al extremo 5' 
del gen informador GUS en el plásmido binario pB1101 para cada construcción.
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generada mediante digestión de pBS111 con Bam Hl e inserción en el sitio Bam Hl de 

pB1101.

Las construcciones pBI-3X se obtuvieron previa eliminación del DNA del extremo 

5' dei cDNA de SAMdC mediante amplificación por PCR utilizando un cebador especifico 

SAMdCARAI3 (5’-TTGAGAGAAACGATTAAGTTGATGA-3’), diseñado a partir de la 

secuencia de los primeras 50 pb del cDNA, y el cebador T7. Los moldes utilizados fueron 

las construcciones pBS-2C, pBS-2D, pBS-2E y pBS-2F, obteniéndose las construcciones 

pBS-3C, pBS-3D, pBS-3E y pBS-3F clonadas en pBluescript. La eliminación del extremo 

5' en este tipo de construcciones permitió la utilización de la enzima de restricción Eco 

RV para realizar una delección intermedia del promotor a partir de la construcción pBS- 

3C, obteniéndose la construcción pBS-3G (1 kb de promotor). Posteriormente, mediante 

liberación del inserto de estas construcciones con una digestión Hind lll/Xba I e inserción 

en pB1101, se obtuvieron las construcciones pBI-3C, pBI-3D, pBI-3E, pBI-3Fy pBI-3G. 

(Figura 2.2).

Bam Hl 
Pst I

=  _  x  -  
"2 jc ~Z — ro E 2
.— a .  e/5 cu .Q  ro E  
ICOQ.WXOÜW Sal I Eco Rl

BR ►

OcCL N P T  II nos pA GUS nos pA BL p B I 1 0 1

Bam Hl 
Pst I

? .c  Z 
.=  o. w 
X CO Ci

ro E
•O CU X CO Sal I Eco Rl

BR ► jP n o s | N P T  II nos pA ---------  p35S GUS nos pA - BL p B I 1 2 1

Bam Hl 
Pst I

• — Q - CO
I  <S) Q_

03 E -O 03
X GD

_  03 E 
03 -Q 03 
COXCÜ Eco Rl

BR ► -jpnosl N P T I I nos pA p35S - SAMdC pÁ [ - ^ b l  p B I S D C s

Figura 2.3 Esquema de las construcciones utilizadas para la sobreexpresión constitu tiva  de 
SAMdC. p35S, promotor CAMV35S; GUS, p-glucuronidasa; Pnos, promotor del gen de la nopalina 
sintasa; nos pA terminador de la transcripción del gen de la nopalina sintasa..
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2.7.2.2. Expresión constitutiva de la SAMdC.

Se sustituyó el gen GUS del plásmido binario pB1121 (Jefferson y col, 1987) por 

el cDNA de SAMdC de Arabidopsis, situando así el cDNA de SAMdC bajo el control del 

promotor constitutivo CAMV35S (Bentley y Chua, 1990). Para ello se liberó el gen GUS 

del vector unido al terminador de la transcripción del gen de la nopalina sintasa (nos; 

Bevan y col, 1983) mediante digestión con Bam Hl/Eco Rl (Boehringer Mannheim), 

mientras el cDNA de la SAMdC de Arabidopsis fue escindido del vector pZL-1 mediante 

digestión con Bam Hl/Xba I (Boehringer Mannheim). Por otro lado, se liberó el terminador 

nos previamente clonado en pBluescript (Stratagene) mediante digestión Xba I/Eco Rl 

(Boehringer Mannheim). Los fragmentos BamHI/EcoRI del vector binario, Bam Hl/Xba I 

del cDNA de la SAMdC, y Xba l/Eco Rl del terminador nos fueron aislados y utilizados en 

una reacción de ligación tripartita obteniéndose la construcción pBI-SDCSENSE. (Figura 

2.3)

2.7.2.3. Expresión inducible por cobre de la SAMdC.

Se utilizó el sistema de vectores pPMB7066 y pPMB765, cedidos por el Dr. Paul 

Reynolds, del Horticuture and Food Research Institute de Nueva Zelanda. El fundamento 

del sistema de inducción por Cu2+ se representa en la figura 2.4. Se basa en la expresión 

constitutiva del factor de transcripción ACE1, que precisa la unión a cobre para poder 

unirse al elemento de regulación MRE (Dameron y col, 1991). Si se pone el gen de 

Ínteres bajo el control de un promotor que contenga estas secuencias reguladoras en cis 

MRE, solo se producirá su expresión en presencia de cobre (Mett y col, 1993).

El promotor que reconoce el factor ACE1 esta contenido en el vector pPMB7066, 

es un vector basado el pUC119 que contiene una copia del elemento metaloregulatorio 

MRE fusionado a las primeras 90pb del promotor CAMV35S, y separado de la secuencia 

terminadora nos por un sitio de clonación múltiple que permite la inserción del gen de 

Ínteres. La fusión promotor-gen-terminador puede ser posteriormente escindida por una 

digestión con la enzima Not I e insertada en el vector binario pPMB765, basado en el 

sistema pART (Gleave, 1992), que contiene los genes de resistencia a kanamicina y 

acel fusionados a promotores constitutivos. (Figura 2.5 A)
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Activador

Complejo Iniciación 
Transcripción

Promotor C A M V 35S

ACE1

Gen X Prom otor Inducible

No expresión

® + Cu2+ #

Complejo Iniciación 
T ran scrip c io r^ ^ tf|

Gen X Prom otor Inducib le ¡fr

Complejo ACE1/Cu

Producto X

Figura 2.4 Sistema de expresión inducible por Cu2+ . 1) El factor de transcripción de levadura 
ACE1 se expresa bajo el control de un promotor fuerte (p. ej. el promotor CAMV35S); 2) En 
ausencia de cobre, ACE1 no puede unirse al promotor inducible diana; 3) La unión de Cu + a 
ACE1 produce el cambio conformacional que permite la unión de ACE1 a secuencias cis 
específicas situadas en el promotor inducible diana; 4) El resultado de la unión del ACE1 al 
promotor es la inducción de la expresión del gen deseado (adaptado de Gatz y Lenk, 1998).
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La inserción del cDNA de SAMdC en el sitio múltiple de clonación del vector se 

realizó mediante una amplificación por PCR del cDNA completo mediante el cebador 

específico del vector T7, situado al lado del extremo 5’ del cDNA de SAMdC en el clon 

91010T7, y el cebador SAMDCARA3PSAL (5’-CACAAGTCGACATTCATAGGAA-3’), 

diseñado a partir del extremo 3’, sustituyendo el triplete central ATT original por CTG 

para la generación de un sitio de restricción Sal I. El objeto de esta amplificación fue 

conseguir que el cDNA de SamdC estuviera flanqueado por dos sitios de restricción Sal I 

(uno en el extremo 5’ , propio del vector y, otro en el extremo 3’ generado en la 

amplificación). Se utilizó como molde el clon 91010T7. Las condiciones de PCR fueron

A)
_ X __

Not I

- f  MR¿| p35S-90pb — J no» pAU

Bam Hl 
Pstl Not I

BR^Pnos| N P T  ll H pa}-|p35s| a c e l  195paT97PaÍ ■ ^ b l  p P M B 765

B)
Bam Hl 

Pstl Hindl Not I Bam Hl Sac I Not I

B R ^ - [Pnós| N P r i l  |j~nospA|- |P35S| a c e l HtP PA |g7 pA GUS nos pa|". . ^  BL P765GUS

Bam Hl 
Pstl Hind I Not I Salí Sal I Not I

B R ^ P m » !  N P T  II H-o»pa |- |p 3Ss | a c e l  HgSpfl|g?P* | — |MRe|jp3SS-90pb(- | SAMUC HnosH 4 b l  p765SDCs

Figura 2.5 Esquema de las construcciones utilizadas para la sobreexpresión inducib le  de 
SAMdC. A) Vectores utilizados para la sobreexpresión inducible por Cu2+ . El gen deseado se 
fusiona previamente al promotor inducible mediante inserción en el sitio múltiple de clonación del 
vector pPMB7066, basado en pUC119. La construcción es posteriormente insertada en el sitio 
Not I del vector binario pPMB765. B) Vectores resultantes de la inserción de los genes GUS 
(p765GUS) y SAMdC (p765SAMDCs) y bajo el control del promotor inducible por Cu2+ .
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94°C, 4 min; 35 ciclos de 94 °C, 1 min; 55°C, 1 min; 72°C, 1 min; y un ciclo de extensión 

final de 72 °C, 10 min. El producto de PCR de 1.8 Kb obtenido fue digerido con Sal I y 

clonado en el sitio Sal I de pPBM7066. Se seleccionaron, mediante digestión Eco 

RV/Bam Hl, aquellas colonias que contenían el inserto en la orientación adecuada, 

obteniéndose la construcción p7066SAMDCs. Posteriormente se liberó la fusión del 

promotor-SAMdC-nos mediante digestión con Not I y se insertó en pPMB765, para 

obtener la construcción p765SAMDCs (Figura 2.5 B).

El gen GUS también fue fusionado al promotor inducible por Cu2+ previa 

liberación del vector pBI101 mediante digestión Bam Hl/Sac I, inserción en el vector 

pPMB7066 para formar la construcción p7066GUS; y posterior clonación en el sitio Not I 

del vector pPMB765, obteniéndose la contrucción p765GUS, que fue utilizada como 

control de las condiciones de inducción del sistema. (Figura 2.5 B).

2.8. Análisis de actividad GUS en Plantas transgénicas.

Se realizaron medidas de actividad GUS en las plantas transgénicas de 

Arabidopsis mediante la utilización de dos tipos de ensayos: por un lado medidas 

fluorimétricas, y por otro ensayos histoquímicos, que se realizaron como se describe en 

Jefferson y col (1987) y Rodrigues-Pousada y col (1993) respectivamente.

El ensayo fluorimétrico requirió la disgregación del material vegetal con nitrógeno 

líquido y posterior homogeneizado con 10 mi de tampon de extracción GUS (50 mM 

NaH2P 04 pH 7.0, 10mM EDTA, 0.1 % Tritón X-100, 10mM p-mercaptoetanol por gramo 

de peso fresco). El extracto obtenido se centrifugó y el sobrenadante fue utilizado en el 

ensayo de medida de actividad GUS. El ensayo se llevó a cabo añadiendo el sustrato de 

la reacción, 4-metilumbeliferil-p-D-glucurónido (Mu-Gluc, Molecular Probes, Eugene, 

USA), a una concentración final de 1mM y siguiendo la aparición del producto de 

reacción de su hidrólisis, 7-hidroxi-4-metilcumarina (MU), mediante la medida de emisión 

fluorescente de alícuotas de reacción diluidas 1/1000 con Na2C 03. Las medidas fueron 

realizadas en un espectrofluorímetro Shimazdu RF-1501 (Shimadzu corp. Europe, 

Duinsburg, Alemania), utilizando una longitud de onda de excitación de 365 nm y 

observando la emisión de fluorescencia a una longitud de onda de 455 nm. Las medidas 

de fluorescencia fueron posteriormente normalizadas frente a una curva de calibrado con 

MU (Molecular Probes), así como frente a una cuantificación de proteínas totales de los
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extractos obtenidos para las medidas fluorimétricas, realizada según el método de Lowry 

(1951), utilizando como patrón una curva de BSA.

Las medidas histoquímicas fueron realizadas mediante infiltración al vacío con 

una disolución del sustrato X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indol-p-D-glucurónido, Sigma) 

1mM, 50mM NaH2P04 ph 7.2, 0.5 mM K3Fe(CN)6, 0.5 mM K4Fe(CN)6, 0.1 % Tritón X- 

100, y posterior incubación a 37°C durante 6-1 Oh hasta la aparición del precipitado azul 

como consecuencia de la hidrólisis del sustrato. Los pigmentos del tejido fueron 

posteriormente eliminados mediante sucesivos lavados con etanol.
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3. Resultados.

3.1. Caracterización del cDNA de la SAMdC de guisante

El aislamiento del cDNA de la SAMdC de guisante se llevó a cabo mediante una 

estrategia de amplificación por RT-PCR. Se identificaron las regiones proteicas 

conservadas en diferentes SAMdCs a partir del alineamiento de la secuencia proteica de 

la SAMdC de patata (Mad Arif y col, 1994), única aislada en plantas en ese momento, 

frente a la humana (Marie y col, 1992) y la de S. cerevisiae (Kashiwagi y col, 1990), y se 

seleccionaron dos secuencias proteicas -en concreto, KTCGTTKLL y TIHITPE- por dar 

lugar a la combinación que menor número de posiciones indeterminadas originaba en el 

diseño de los oligonucleótidos degenerados SAMdC-1 y SAMdC-2.

Los oligonucleótidos SAMdC-1 y SAMdC-2 fueron utilizados en una reacción de 

RT-PCR como cebadores frente a un molde constituido por una población de cDNAs de 

cadena simple generados por retrotranscipción de poli(A)+ obtenido a partir de un cultivo 

de callos. Tras ensayar varias condiciones de amplificación, se utilizó la técnica de ciclos 

de temperatura “Touchdown” , consistente en iniciar el primer ciclo de amplificación con la 

temperatura de hibridación más elevada posible para posteriormente ir decreciendo un 

grado en cada nuevo ciclo de amplificación hasta llegar a una temperatura mínima con la 

cual se realiza una amplificación de 25 ciclos. Con la progresiva bajada de temperatura 

de hibridación en los ciclos iniciales se pretende el enriquecimiento de la reacción de 

amplificación en productos específicos frente a los artefactos, puesto que si el 

apareamiento correcto es más eficiente a una temperatura más alta frente al incorrecto, 

cada ciclo a una temperatura alta supondrá una ventaja de amplificación del producto 

correcto de dos veces por ciclo (Donn y col, 1991). La aplicación de este técnica dio 

como resultado la amplificación de una banda de un tamaño aproximado de 500 pb, cuya 

posterior clonación y secuenciación reveló que poseía un alto grado de homología a la 

secuencia de SAMdC de patata (Figura 2.1 A).

El cDNA completo de la SAMdC de guisante se aisló a partir de una genoteca de 

cDNA preparada a partir de poli(A)+ de callos. La genoteca fue utilizada como molde en
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TCGATCCTTTTCCTCTTTCTTTTCTATCTCTTTTCTCAGAGATCGTCCTTTTCTAGGGTT 60 
TCCGTCTCGTTTTCTCCCGCGTTTCCCTTCCCAGTTCCCACTCGTATCTATTTTCTTCGA 120 
ATTGATTTTGGTGGTGGGTTCAAGGTATTGAAAGCTGCGGCGTTTTGACCAGACCTTATC 180 
AAAACAGGACTGAATGAGCTAATGGAGTCTAAAGGAGGTAAAAAGAAGTCTAGTAGTAGT 2 4 0

M E S K G G K K K S S S S  13 
AGTAGTAATTCCTCATTGTTCTACGAAGCCCCCCTCGGATACAGCATTGAAGACATTCGT 300 
S S N S S L F Y E A P L G Y S I E D I R  33 
CCAAACGGTGGAATCAAGAAGTTCAGATCAGCTGCTTACTCCAACTGCGCTCGCAAGCCA 3 60 
P N G G I K K F R S A A Y S N C A R K P  53 
TCCTGATATACCGTCCTGATTCTCGTTCCCGTGCATGCAAGCACTTTTCTATTAGCTTTT 4 20 
S * 54
TTTGTTTTCCTTTAGCTTTTTTCACTGCTCTCCTTCCAAACAACATCTTTCCAAATCCTC 4 60 
TCCTTGCCACTATAATTTTTGTTTCTCTCCTTGTTTCTTTTGTATTTCTTTCTGTTTGAA 54 0 
CTGTGGCCATGGCAGTTTCTGCAATTGGTTTTGAAGGTTTCGAAAAGAGGTTGGAAATAT 600 

M A V S A I G F E G F E K R L E  I 17
CCTTTTCTGACCCAGGACTTTTCTCTGACCCTCAAGGAAGGGGATTACGATCTCTCACAA 660 
S F S D P G L F S D P Q G R G L R S L T  37
AATCCCAATTGGACGAGATTCTTGCACCAGCTGAGTGCACCATTGTTTCTTCCCTTGCAA 7 20 
K S Q L D E I  L A P A E C T I V S S L A  57
ATGAGGATGTTGATTCCTATGTTCTATCTGAGTCCAGCCTTTTTGTTTATGCCTACAAGC 7 80 
N E D V D S Y V L S E S S L F V Y A Y K  77
TCATAATCAAAACCTGCGGCACTACCAAGTTACTGCTTTCAATCCCACCAATATTGAAAT 8 4 0 
L I I K T C G T T K L L L S I P P I L K  97
TGGCCGACTCCATTTCTCTTAATGTTAGATCTGTGAGGTACACCCGAGGCAGCTTCATTT 900 
L A D S I S L N V R S V R Y T R G S F I  117 
TCCCTGGTGCTCAGTCTTTTCCTCATCGCCACTTTTCCGAAGAAGTAGCTGTCCTTGATG 960 
F P G A Q S F P H R H F S E E V A V L D  137 
GCTTCTTTGGCAAACTTGGATCAGGTAGCATGGCTTATATTCTGGGTGGATCCGATGAAG 1020 
G F F G K L G S G S M A Y I L G G S D E  157 
CCCAGAATTGGCATATCTACTGTGCCTCTTCTGATTCCGTGAGCCCAGAAGGTTCTGTCT 1080 
A Q N W H I Y C A S S D S V S P E G S V  177 
ACACACTTGAGATGTGTATGACCGGCTTAGACCGAGAGAAAGCCTCCGTTTTCTTTAAAG 114 0 
Y T L E M C M T G L D R E K A S V F F K  197 
AACAAACAGGTTCGGCTGCCGAGATGACCGTCAACTCTGGCATTAGGAAAATTCTTCGGA 1200 
E Q T G S A A E M T V N S G I R K I L R  217 
ATTCTGAAATTTGTGACTTTGATTTTGAACCTTGTGGTTATTCAATGAATTCTGTTGAGG 12 60 
N S E I C D F D F E P C G Y S M N S V E  237 
GGTCTGCTGTATCTACCATTCATATTACTCCAGAAGACGGTTTCAGTTATGCAAGTTTTG 1320 
G S A V S T I H I T P E D G F S Y A S F  257 
AGACAGCAGGATACGATTTGAAGGCAATAAATCTGAACGAAATGGTGATGAGGGTGCTGG 1380 
E T A G Y D L K A I N L N E M V M R V L  277 
CTTGTTTCCAACCAACTGAGTTTTCTGTAGCTGTTCACGTGGACAATGCAAGCAAGTCAT 14 4 0 
A C F Q P T E  F S V A V H V D N A S K S  297 
TTGAGCAGGGGTGTTTGCTGGATGTTAAGGGATACTGCTGTGAAGAGAAGAGCCACCAAG 1500 
F E Q G C L L D V K G Y C C E E K S H Q  317 
GGCTTGGAATGAGTGGATCTGTTGTTTACCAAAAATTTCTCAAGACTTCCTACTGTGGCT 1560 
G L G M S G S V V Y Q K F L K T S Y C G  337 
CGCCTAGATCCACACTCAAGTGCTGGAAAGATGAAGATGAAGAAGAGTAGCATTTGTGTC 1620 
S P R S T L K C W K D E D E E E *  353
TTTCTGTGTGTCTGTTTAAAATAAGTGTTGCCTTGATGGCTTAAACACATCGTTTCGTTT 1680 
ATTTGCTGTTTATGTGTCTAGAAGGTTATAACCTTCATTGTTGTTTTCTTTTATTTGCTG 17 4 0 
TTTCTGTCTAGAAGGTATGCCTTCATTGTTATTTTCGTTTAAACTATGAAATTGAAATAA 1800 
AGTGCATGTTATGGGAAAAAAAAAAAAAA 182 9
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reacciones de amplificación de los extremos 5’ y 3’ del cDNA flanqueantes a la 

secuencia de 500 pb anteriormente amplificada. Para ello, se diseñaron cebadores 

específicos de los extremos de este fragmento (SAMdC-A y SAMdC B), orientados hacia 

los extremos, y se utilizaron junto a cebadores específicos de los brazos del fago 

(forward y reverse) (Figura 2.1 B). La utilización de la pareja reverse/SAMdC-A permitió 

la amplificación de un extremo 5’ flanqueante de 1100 pb, mientras que con la pareja 

SAMdC-B/forward se consiguió un fragmento 3’ flanqueante de 700 pb. El solapamiento 

de estas dos secuencias permitió deducir la secuencia completa del cDNA de la SAMdC, 

que fue posteriormente amplificada en su totalidad mediante uso de la pareja de 

cebadores SAMdC5P/SAMdC3P, diseñados a partir de las secuencias de los extremos 

5’ y 3’ del cDNA. Se obtuvo una banda de alrededor de 1.8 Kb, que fue clonada y 

secuenciada (Figura 2.1 C). Su secuencia se encuentra depositada en la base de datos 

Genbank con el número de acceso U60592.

El cDNA aislado para la SAMdC de guisante tiene una longitud de 1815 pb, con 

una 5’-UTR de 548 pb, que contiene una putativa pauta de lectura de 54 aminoácidos, 

característica conservada en todos los cDNAs de SAMdC de plantas, y a la cual se ha 

atribuido un posible papel regulador post-transcripcional (Schróder y Schróder, 1995). Le 

sigue una pauta de lectura de 1061 pb, que codifica para una proteína de 356 

aminoácidos con una masa molecular estimada de 38.70 kDa, y cuya secuencia 

alrededor del codón de inicio presenta similitud con la secuencia consenso que rodea al 

ATG en dicotiledóneas, en las posiciones -2 , +1 y +2 [GGCCATGGC] (Joshi y col, 

1997). La región 3’ no codificante tiene una longitud de 205 pb y contiene dos posibles 

motivos de poliadenilación AATAAA y AATTGAA (Hunt, 1994), en posiciones -20  y -26 

respecto al sitio de poliadenilación respectivamente (Figura 3.1).

Figura 3.1 Secuencias nucleotídica y aminoacídica del cDNA de la SAMdC de guisante. Se
indica también la putativa secuencia aminoacídica conservada de la región 5’-UTR . Las 
supuestas señales de poliadenilación se indican subrayadas.
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3.2. Caracterización del cDNA de SAMdC de Arabidopsis

El aislamiento de la SAMdC de Arabidopsis se realizó a partir de una búsqueda 

de clones con homología a SAMdCs en el proyecto EST (Expressed Sequence Tag) de 

Arabidopsis thaliana (Newman y col 1994, Rounsley y col 1996). Se obtuvo un conjunto 

de clones secuenciados parcialmente que solapaban con distintos puntos del cDNA de la 

SAMdC, consecuencia de la terminación prematura de la transcriptasa reversa en el 

momento de la síntesis de la primera hebra de cDNA. Un solapamiento de las 

secuencias de dichos clones permitió localizar el clon ID: 91O10T7 como el de secuencia 

más próxima la del extremo 5’ del cDNA de Catharantus roseus, y por tanto el que podía 

corresponder al cDNA completo de Arabidopsis, por lo que se procedió a su 

secuenciación completa en las dos hebras. La secuencia completa se envió a la base de 

datos del Genbank, donde figura con número de acceso U63633.

La secuencia de la SAMdC de Arabidopsis tiene 1822 pb de longitud, con una 5’- 

UTR de 523 pb, que contiene una putativa ORF de 52 aminoácidos, seguida de una ORF 

de 1100 pb, que codifica para una proteína de 366 aminoácidos, con una masa 

molecular estimada de 40.34 kDa, cuya secuencia alrededor del codón de inicio coincide 

en las posiciones -2, +1 y +2 [CGAGATGGC] con respecto a la secuencia consenso de 

inicio (Joshi y col, 1997). La región 3’ no codificante es de 188 pb, no encontrándose 

ningún motivo consenso de poliadenilación, aspecto también observado en muchos 

genes de plantas (Hunt, 1994). (Figura 3.2).

Figura 3.2 Secuencias nucleotídica y aminoacídica del cDNA de la SAMdC de Arabidopsis. 
Se indica también la putativa secuencia aminoacídica conservada de la región 5’-UTR .
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GCTCATTGCTTCATCATTACCAAATCATCAACTTAATCGTTTCTCTCAAATTTAGGGTTT 60 
TCTCTTTTCTCGAAAGTCTTGCGGTTTTCTGAATCATCTCTATCTGGTTTGAGGGTTTCG 120 
TTTGATATCTGGAGAAAGGGGTTTCTGGAAACAAGGAGTTCATAATTCGCGATCTTGATC 180 
TATCGATCTTCATTTATATATAAAAGCGTGAATGAGATTATGATGGAGTCGAAAGGTGGT 24 0

M M E S K G G  7
AAAAAGAAGTCCAGCAGTAGTAGTTCCTTATTTTACGAAGCTCCCCTCGGTTACAGCATT 300 
K K K S S S S S S L F Y E A P L G Y S I  27 

GAAGACGTTCGTCCAAACGGTGGAATCAAGAAATTCCAAATCTTCTGTCTACTCAAACTG 360 
E D V R P N G G I K K F Q I  F C L L K L  47

CTCCAAGAGGCCATCCTGAGTACCAGCGTGCACCGATCTTCATAATATAGTTATAGCTTT 4 20 
L Q E A I L S T S V H R S S *  61

CTTTACTTTCCAGTTTATCCTTTTCTTCTTTCAAAGCTCCTTTTCTGCTGGTTCCCGGAT 4 80 
CCAATCGTTCTCTCCTCCTACTACAAGTCCTGTTCGCTCACACAACAAGGCGAGATGGCC 54 0

M A 2
TTATCTGCAATCGGTTTCGAAGGTTACGAGAAACGGCTCGAGGTGACTTTCTTTGAGCCA 600 
L S A I G F E G Y E K R L E V T F F E P  22 

AGCATCTTTCAAGACTCCAAGGGACTGGGACTCCGTGCTCTGACCAAGTCCCAGCTTGAT 660 
S I F Q D S K G L G L R A L T K S Q L D  42 

GAAATTCTTACACCTGCTGCATGCACGATCGTTTCATCTCTCTCCAACGATCAATTGGAC 7 20 
E I L T P A A C T I V S S L S N D Q L D  62 

TCTTACGTACTCTCTGAGTCCAGCTTCTTTGTCTACCCCTACAAAGTCATCATCAAGACT 7 80 
S Y V L S E S S F F V Y P Y K V I I K T  82 

TGCGGTACCACTAAGCTCCTCCTCTCTATCCCACCACTTCTAAAGCTGGCTGGTGAGCTC 8 4 0 
C G T T K L L L S I  P P L L K L A G E L  102

TCTCTGAGTGTCAAGTCTGTGAAGTACACTCGCGGCTCCTTCCTCTGCCCCGGAGGCCAG 900 
S L S V K S V K Y T R G S F L C P G G Q  122 

CCTTTTCCTCACCGCAGCTTCTCTGAAGAAGTCTCTGTTCTTGATGGGCACTTTACTCAG 960 
P F P H R S F S E E V S V L D G H F T Q  142 

CTGGGCTTGAACAGCGTAGCTACTTTGATGGGCAATGATGATGAGACTAAGAAATGGCAT 1020 
L G L N S V A T L M G N D D E T K K W H  162 

GTCTATGCTGCCTCTGCCCAGGACTCCAGCAACTGCAACAACAATGTCTACACTCTCGAG 1080 
V Y A A S A Q D S S N C N N N V Y T L E  182 

ATGTGCATGACTGGTCTGGACAGAGAGAAAGCTGCTGTCTTCTACAAGGATGAAGCTGAC 114 0 
M C M T G L D R E K A A V F Y K D E A D  202 

AAGACTGGGTCAATGACTGATAACTCTGGAATCAGAAAGAACCTTCCCAAGTCTGAGATC 12 00 
K T G S M T D N S G I R K N L P K S E I  222 

TGCGACTTTGAATTCGAGCCCTGCGGCTACTCTATGAACTCAATTGAAGGGGATGCAATC 12 60 
C D F E F E P C G Y S M N S I E G D A I  242 

TCCACGAACCATGTGACCCCTGAAGATGGGTTTAGCTACGCTAGCTTCGAAGCTGTGGGT 1320 
S T N H V T P E D G F S Y A S F E A V G  262 

TACGACTTCAACACCCTTGACCTTAGCCAGCTGGTGACAAGGGTTCTCTCTTGCTTCGAG 1380 
Y D F N T L D L S Q L V T R V L S C F E  282 

CCCAAGCAATTCTCTGTAGCTGTGCACTCGAGCGTTGGAGCGAACTCATACAAGCCAGAG 14 4 0 
P K Q F S V A V H S S V G A N S Y K P E  302 

ATTACTGTAGACTTGGAAGACTATGGGTGCAGAGAGAGGACATTTGAGTCTCTAGGAGAA 1500 
I T V D L E D Y G C R E R T F E S L G E  322 

GAGAGTGGAACAGTGATGTATCAGACGTTTGAGAAGCTTGGTAAGTACTGTGGATCGCCT 1560 
E S G T V M Y Q T F E K L G K Y C G S P  342 

AGATCTACCTTGAAGTGTGAATGGAGCAGCAACAATAGCTGCAGCAGCGAGGACGAGAAG 1620 
R S T L K C E W S S N N S C S S E D E K  362 

GACGAGGGAATCTAGCAGAATTTTTCTTCCTAATAACTAATTTTCGAGCTTTCTGGTTTT 1680 
D E G I * 366

GGTCTTTCTTTTTAAAAAACCTATTAAGTTCCTATGAATAATGACTTGTGAAGTTTTAGT 17 4 0 
TCGTCTCCTTCACAAGCAAGTTGTATTGGTGTTTTCTACTTTATGAATATGGGTTTTATT 1800 
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1823
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3.3. A nális is  de las secuencias am inoacíd icas de los 

clones de SA M dC de guisante y A ra b id o p s is .

Los cDNAs de las SAMdC de guisante y Arabidopsis aislados presentan altos 

porcentajes de identidad de secuencia aminoacídica con el resto de cDNAs de SAMdCs 

de plantas aislados, que pueden compararse en la Tabla 3.1. La figura 3.3 muestra un 

alineamiento de las secuencias de SAMdC de Arabidopsis y guisante con otras SAMdC 

de plantas, humana y de levadura. La comparación con las secuencias humana y de 

levadura revela la presencia de los motivos conservados en todas las SAMdCs. Por un 

lado la secuencia LSESS [residuos 66-70 en ambas secuencias], identificada como el 

sitio de procesado para el proenzima en mamíferos (Stanley y Pegg, 1991), levadura 

(Kashiwagi y col, 1990), clavel (Lee y col, 1997a) y patata (Xiong y col, 1997). También 

se localizan secuencias PEST en los residuos 243-255 de guisante [HITPEDGFSYASF] 

y Arabidopsis [FIVTPEDGFSYASF], presente tanto en plantas (Lee y col, 1997a), como

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1. P. sativum 100,0

2 A. thaliana 63,6 100,0

3. A thaliana2 65,0 80,4 100,0

4. S. tuberosum 71,4 63 65,4 100,0

5. S. oleácea 68,3 62,5 63,1 70,4 100,0

6. C. roseus 69,7 64,9 66,2 74,2 66,9 100,0

7 B junceal 59,4 72,4 81,8 60,7 59,4 60,1 100,0

8. B. juncea2 64,6 80,6 91,2 65,6 63,7 65,5 86,4 100,0

9. H. anuus 66,2 62,5 65 67,8 67,3 67,2 59,9 65,1 100,0

10. H. chilense 55,0 50,6 51,7 55,1 53,3 56,4 46,9 51,1 52,6 100,0

11. N. tabacum 73,1 63,1 65,5 92,5 72,1 75,9 SO,8 65,7 68,1 55,8 100,0

12. 0. satyva 55,0 50,4 52,1 56,2 55,6 55,8 47,6 50,7 53,1 84,8 56,9 100,0

13. T. aestivum 54,4 49,6 50,7 54,2 53,1 55,5 46,2 49,9 51,7 94,9 54,9 83,8 100,0

14. 2  mays 53,7 49,9 51 53,5 54,9 54,5 46,8 50,4 52,1 82,6 54,5 83,6 81 100,0

15. V. faba 94,6 64,2 66,4 73,7 70,3 71,1 60,8 65,7 67 55,3 75,6 55,6 54,7 55,1 100,0

Tabla 3.1 Porcentajes de identidad de secuencias aminoacídicas de las SAMdC de plantas.
Las secuencias comparadas son las derivadas de los clones de guisante (Psativum, 
Genbank(GB) U60592), Arabidopsis (Athaliana, GB U63633; Athaliana2, GB AJ251915), patata 
(Stuberosum, GB Z11680), espinaca (Soleacea, GB X81414), Catharanthus roseus (Croseus, GB 
U12573), Brassica júncea  (Bjunceal, GB X95729; Bjuncea2 GB U80916), Helianthus anuus 
(Hanuus, GB AF066078), Hordeum chítense (Hchilense, GB X83881), tabaco (Ntabacum, GB 
AF033100), arroz (Osativa, GB AF067194), Triticum aestivum  (Taestivum, GB AF117660), maíz 
ÍZmavs. GB Y077671 v haba íVfaba. GB AJ250026V
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mamíferos (Pajunen y col, 1988), así como los residuos E8, E12, S69, K83, S230, H245, 

a los cuales tanto estudios de mutagénesis como estudios estructurales de la proteína 

humana resuelta por rayos X, asignan un papel importante en el centro activo de la 

enzima (Stanley y Pegg, 1991, Ekstrom y col 1999).

3.4. Los cDNAs de guisante y Arabidopsis  codifican para 

una proteína funcional.

La funcionalidad de los cDNAs clonados se comprobó por su capacidad de 

complementar el gen SPE2 en el mutante de levadura Y342. Esta cepa es un muíante 

nulo para el gen SPE2, que codifica para la SAMdC de levadura (Balasundaram y col, 

1991). El mutante se obtiene mediante delección parcial del gen SPE2 e inserción de 

una copia del gen LEU2. Su fenotipo característico se revela como incapacidad de 

crecimiento en un medio mínimo sin poliaminas. A medida que se produce el 

agotamiento de las poliaminas internas de partida en la célula como consecuencia de las 

divisiones celulares, se produce un aumento del tamaño celular, presencia de cuerpos 

vesiculares, disminución en el índice de gemación y parada del crecimiento. La adición 

de poliaminas al medio contrarresta estos efectos.

Se subclonaron los cDNAs de SAMdC de guisante y Arabidopsis en el vector de 

expresión pEMBLyex4, bajo el control del promotor GAL10, inducible por galactosa, 

obteniéndose las construcciones pSDCPEA y pSDCARA. Estas construcciones, junto 

con el vector sin inserto fueron utilizadas en la transformación de levaduras mutantes, 

ensayándose su capacidad de crecimiento en un medio mínimo con galactosa como 

fuente de carbono (SG) y libre de poliaminas.

La figura 3.4 muestra el fenotipo mutante de la cepa Y342 transformada con el 

vector pEMBLyex4, consistente en una disminución progresiva del crecimiento del cultivo 

tras sucesivas etapas de dilución en medio fresco sin poliaminas y posterior subcultivo. 

La adición de espermidina o la presencia del cDNA de SAMdC en el plásmido 

restablecen el crecimiento, indicando que estos cDNA codifican para una proteína 

SAMdC funcional en levadura, pese a las diferencias de secuencia existentes con
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Psativum
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Athaliana2
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Soleacea
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Bjunceal
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HChilense
Ntabacum
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Taestivum
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Psativum
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Athaliana2
Stuberosum
Soleacea
Croseus
Bjunceal
Bjuncea2
Hanuus
HChilense
Ntabacum
Osatyva
Taestivum
Zmays
Vfaba
Human
Scerevisia
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Figura 3.3 Alineam iento de las secuencias am inoacíd icas de las SAM dC de plantas derivadas 
de los clones indicados en la tabla 3.1 , así como las SAMdC humana (human, GB M88003) y de 
levadura (Scerevisiae, GB M38434). Se señalan aquellos aminoácidos conservados en todas las 
secuencias (cuadrados negros), en mas del 50 % (cuadrados gris oscuro) y los cambios 
conservativos (cuadrados gris claro). El alineamiento fue realizado mediante el programa 
DNAMAN y el sombreado de las secuencias mediante el programa BOXSHADE.

respecto a la SAMdC de levadura. Este método de comprobación de funcionalidad por 

complementación en mutantes nulos de levadura ha sido utilizado en otros cDNA de 

enzimas de biosíntesis de poliaminas, tales como SAMdC de patata (Mad Arif y col, 

1994), ODC de tomate (Alabadí y Carbonell,1998) y espermidina sintasas de guisante y 

tomate (Alabadí y Carbonell, 1999; Alabadí, 1999).
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■  p S D C P E A  -sm pd  
ü  p S D C A R A  -sm pd
□  pE M B Lyex4+sm pd
□  pE M B Lyex4-sm pd

Figura 3.4 Funcionalidad de los cDNA de guisante y A rab idops is . Crecimiento de las 
levaduras de la cepa mutante Y342 transformadas con el vector pEMBLyex4 o con las 
construcciones pSDCPEA y pSDCARA. Las células se cultivaron en medio minimo con 
galactosa como fuente de carbono, los requerimientos mínimos apropiados, y en presencia o no 
de espermidina (spmd). Cada 24 h se hizo una dilución en el mismo medio con o sin 
espermidina. O.D.600, densidad óptica del cultivo a 600 nm.

3.5. A nális is  de la organización genóm ica de los genes de 

SA M dC  de guisante y A ra b id o p s is .

El número de copias del gen de SAMdC en los genomas de guisante y 

Arabidopsis, se determinó mediante análisis Southern de DNA genómico digerido con 

diferentes enzimas de restricción.

En el caso de guisante, el DNA genómico fue digerido con las enzimas de 

digestión Bam Hl y Neo I, enzimas que presentan un punto de corte en el cDNA de la

Figura 3.5 Análisis Southern de DNA genóm ico de guisante Se digirieron 30 ug de DNA con las
enzimas de restricción Bam Hl, Eco Rl y Neo I, siendo sometidos a electroforesis, transferencia e 
hibridación en las condiciones indicadas en Materiales y Métodos. En cada panel se muestra en la 
parte superior el fragmento de cDNA de SAMdC de guisante utilizado como sonda, así como los 
marcadores de tamaños de DNA a la izquierda.

56



R
E

S
U

LT
A

D
O

S

cDNA SAMdCcDNA SAMdC cDNA SAMdC ■ «

sonda sondasonda



RESULTADOS

SAMdC y Eco Rl, con dos puntos de corte (Figura 3.5). Tras separarlo 

electroforéticamente, el DNA digerido se hibridó frente al cDNA completo de la SAMdC. 

El filtro se lavó en condiciones de alta estrictez. Se obtuvo un patrón de bandas rrúltiple 

(Figura 3.5, izquierda) que podría indicar la presencia de intrones o bien la existercia de 

más de una copia del gen de SAMdC. El mismo filtro se hibridó sucesivamente frente al 

extremo 5’ del cDNA de la SAMdC, obtenido mediante digestión con Neo I (Figura 3.5, 

centro) y con un fragmento central del cDNA obtenido mediante digestión Neo 1/ Bam Hl 

(Figura 3.5, derecha), ambos sin sitios de corte Bam Hl, Eco Rl o Neo I en su irterior. 

Aunque la utilización de la sonda 5’ dió como resultado bandas únicas en las digestiones 

con Bam Hl y Neo I (Figura 3.5, centro), la sonda central hibridó con más de una aanda 

en todas las digestiones (Figura 3.5, derecha), indicando la presencia de al menos 2

Kb
23.4

9.4 -►
6.5 - *  
4.4-►

2.3-► 
2.0 “ ►

1.3-+  
1.1 -►

0.87 “►
0.6 -►

Figura 3.6 Análisis Southern de DNA genóm ico de A rab idops is . Se digirieron 10 ng de 
DNA con las enzimas de restricción Bam Hl, Eco Rl, Hind III y Neo I, siendo sometidos c 
electroforesis, transferencia e hibridación en las condiciones indicadas en materiales y 
métodos. La sonda utilizada fue el cDNA completo de Arabidopsis. Los marcadores de 
tamaños de DNA aparecen a la izquierda.
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copias del gen de SAMdC. Por otro lado la existencia de bandas adicionales cuando se 

híbrida con el cDNA completo sugiere la existencia de intrones con sitios Bam Hi, Eco Rl 

y Neo I, en los genes de SAMdC de guisante.

En el caso de Arabidopsis, el análisis Southern se realizó digiriendo DNA 

genómico con Bam HI, Eco Rl, Hind III o Xba I, hibridado con el cDNA completo de 

SAMdC de Arabidopsis y lavado en condiciones de alta estrictez. La digestión con 

BamHI, EcoRI o Hindlll, enzimas con un punto de corte en el cDNA, dio como resultado 

dos bandas de hibridación (Figura 3.6), mientras que con la digestión con Xba I, enzima 

sin punto de corte en el cDNA, se obtuvo una sola banda. Estos resultados sugirieron la 

presencia de una copia única del gen de la SAMdC en el genoma de Arabidopsis, 

aunque con posterioridad se ha comprobado la existencia de una segunda copia del gen 

en la base de datos del Genbank, con número de acceso AJ252212.

3.6. Caracterización del clon genómico del gen de SAMdC 

de A rabidopsis .

Utilizando como sonda el cDNA de SAMdC, se analizó un total de 4x105 clones 

de una genoteca genómica de Arabidopsis. Mediante subclonado en pBluescript y 

secuenciación de los clones positivos se obtuvo una secuencia genómica del gen de 

SAMdC de Arabidopsis, así como alrededor de 1.3 Kb de secuencia 5’ adyacente al 

cDNA. El alineamiento de las secuencias genómica y de cDNA de SAMdC revela la 

existencia de tres intrones de 103, 397 y 94 pb en las posiciones 107, 202 y 357 del 

cDNA, no existiendo ningún intrón en la región que codifica para la SAMdC (Figura 3.7). 

Las secuencias de los extremos de los intrones (están de acuerdo con las secuencias 

consenso definidas para plantas [GT...AG] (Brown, 1986; Brown y col, 1996). La 

secuencia promotora presenta una putativa caja TATA [TTATATAAA] (Joshi, 1987) en 

posición -49  respecto al inicio de la secuencia de cDNA, así como un elemento AGGA 

(Joshi,1987) en posición -224. El alineamiento con las secuencias promotoras de patata 

(Mad íVrif y col, 1994), clavel (Kim y col, 1997) e Ipomonea nil (Park y col, 1998) no 

revela la presencia de zonas conservadas. Posteriormente la secuencia de este clon 

genómico ha sido localizada en el cromosoma III de Arabidopsis (BAC F16B3, número 

de acceso Genbank AC021640).
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5'-ORF SAMdC

1276 pb
103 pb 397 pb 94 pb 

< -------------------cDNA SAMdC
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- 2 0 0
-150
-100
-50

gacagaatca 
atctcacttg 
gtatacttca 
ttttttgttt 
ctggagtatc 
gttggcaata 
tcatcttatc 
gttgggtggg 
cgtggaaaag 
accagtgttc 
tcaaaggtat 
tctcagaatc 
aaataattac 
tatttgattt 
gaggcccaat 
gaatttgatt 
gagttatccg 
tgattggtta 
tccgcaaaag 
aattaaaata 
gttggggcta 
ttccaacgta 
cggcaaattg 
gctaaggtat 
ctjtatataaa|

gattctcgat 
tagtgattaa 
aaaacactct 
gttcagggca 
agaagactaa 
acctgaacct 
ttttcttgtt 
aatctcttat 
aagaaggcat 
ctagagagat 
tcttattctt 
tctaaatacg 
acactggtca 
tttttgacaa 
tttgtcatgt 
cttttaggcc 
cttcaacggc 
atatagcgtg 
ataatgtcac 
atttctactt 
tttatctgcg 
agtaaatggt 
gaaataatea 
aaggtcaaat 
ggcactcttt

ttcca 
atcgacatga 
ttgagggcat 
cagctctctt 
gggtatcaaa 
tgccaaaccg 
gaaccagaag 
ggaatatatt 
cagaagctct 
gctccagctg 
ctcactaatg 
taaggttcat 
acttatggtt 
atagtgattg 
atggtggaca 
agtggagcag 
ccacgctacg 
acacgtatct 
ttggcccatc 
caaataataa 
gcgcgaaagg 
gtcaggaatg 
tgaagggtea 
acggctcaga 
acgtaattgt 
ctacctttct

tgatcactcg 
ttaacttgat 
tgatgttgtc 
gaataatcaa 
acgtttggaa 
gttcaaccgt 
ttggattcga 
ctttttcatc 
ctgattgttt 
atgtatagat 
tgacaagtaa 
ggtaccaaac 
gaacaaaaaa 
gttataatte 
tgagtcgagt 
ttgagagcct 
ctaccgtgac 
tctaaacacg 
tctgttttat 
ataaataaat 
aaaagaaatt 
gagatgeteg 
tt tgggtaaa 
tagetteaeg 
cagggagcat 
tttcctcctc

ggagagatat
agatcattta
aaatctgttg
caactgtgtt
agaactgaca
aggaaatccg
attcgttttc
atattgtcaa
ttagcaattt
agagagagag
atcatattgt
tagtccaaaa
gatttcgaat
tgatacattt
gagtcacggg
ttgagaaata
agctcgcctc
tgtcaatctt
attttgttgt
aaatctctaa
tgttaaaata
cacctaccga
aacctcggaa
cgatataaac
aaccctagta
acgaacgcat

1
61
121
181
241
301
361
401
481
541
601
661

721

781

841

901

961

1021
1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281
2341

CTCATTGCTTCATCATTACCAAATCATCAACTTAATCGTTTCTCTCAAATTTAGGGTTTT 
CTCTTTTCTCGAAAGTCTTGCGGTTTTCTGAATCATCTCTATCTGg tgagtctctttttt 
gaattgtagatctgcgttttctctctgtagatctgttccgtcgttgaggataatgttttt 
taa tcggtgaattctgggtttttttcaggTTTGAGGGTTTCGTTTGATATCTGGAGAAAG 
GGGTTTCTGGAAACAAGGAGTTCATAATTCGCGATCTTGATCTATCGATCTTCATTTATA 
TATgtaagtatctctcacgattgacgtcgttcttcgattgattcattagcctagctaggt 
tagatagacatcgttcttatcgtcctaggttttggtataagagattgatattegeatgea 
tggttaggttgacttatacctgaaaccaacgacttggtttcgatttttgttttgttacat 
gtatgattgcctattgtcttaggctttgtttttagttatggatctgctataataattggt 
ttctactcatcattcgagatatacaattgaaaattgaatggttcttatggtttatagatt 
cgtattgtcctgataaacattgttgtgtgatcttttgaatacctggtatttttatttttc 
atctgatctttttcctttggatttgttttgtctaatacagAAAAGCGTGAATGAGATTAT

M
GATGGAGTCGAAAGGTGGTAAAAAGAAGTCCAGCAGTAGTAGTTCCTTATTTTACGAAGC

K S L F Y
TCCCCTCGGTTACAGCATTGAAGACGTTCGTCCAAACGGTGGAATCAAGAAATTCAAATC

D V R P N G G I S
TTCTGTCTACTCAAACgtgagtttcctctataatgetatatctgatttcttcaateteta 

S V Y S N
tggtatccattatgtagtctcttcttaactatgttttgctttttgttgcagTGCTCCAAG

C S K
AGGCCATCCTGAGTACCAGCGTGCACCGATCTTCATAATATAGTTATAGCTTTCTTTACT 

R P S «
TTCCAGTTTATAATTTTCTTCTTTCAAAGCTCCTTTTCTGCTGGTTCCCGGATCCAATCG
TTCTCTCCTCCTACTACAAGTCCTGTCGCTCACACAACAAGGCGAGATGGCCTTATCTGC

M A L S A
AATCGGTTTCGAAGGTTACGAGAAACGGCTCGAGGTGACTTTCTTTGAGCCAAGCATCTT

E V F F
TCAAGACTCCAAGGGACTGGGACTCCGTGCTCTGACCAAGTCCCAGCTTGATGAAATTCT

Q D L G L R A L T  K S Q
TACACCTGCTGCATGCACGATCGTTTCATCTCTCTCCAACGATCAATTGGACTCTTACGT

C T I V S L S N D Q
ACTCTCTGAGTCCAGCTTCTTTGTCTACCCCTACAAAGTCATCATCAAGACTTGCGGTAC 

L S E S S F F V Y P Y K V I I  K T C G T  
CACTAAGCTCCTCCTCTCTATCCCACCACTTCTAAAGCTGGCTGGTGAGCTCTCTCTGAG 

T K L L L S  I P P L L K  L A G E L S L S  
TGTCAAGTCTGTGAAGTACACTCGCGGCTCCTTCCTCTGCCCCGGAGGCCAGCCTTTTCC 
V K S V K Y T R G S  F L C  P G G Q  P F P  

TCACCGCAGCTTCTCTGAAGAAGTCTCTGTTCTTGATGGGCACTTTACTCAGCTGGGCTT 
H R S F S E E V S V L D G H F T Q L G L  

GAACAGCGTAGCCTACTTGATGGGCAATGATGATGAGACTAAGAAATGGCATGTCTATGC 
N 5 V A Y L M G N D D E  T K K W H V Y  A 

TGCCTCTGCCCAGGACTCCAGCAACTGCAACAACAATGTCTACACTCTCGAGATGTGCAT
S A Q D S N C N N N

GACTGGTCTGGACAGAGAGAAAGCTGCTGTCTTCTACAAGGATGAAGCTGACAAGACTGG
L D R E K D E A D K T

GTCAATGACTGATAACTCTGGAATCAGAAAGATCCTTCCCAAGTCTGAGATCTGCGACTT 
S M T D N S G I R K I L P K S E I C D F  

TGAATTCGAGCCCTGCGGCTACTCTATGAACTCAATTGAAGGGGATGCAATCTCCACGAT 
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AGACTTGGAAGACTATGGGTGCAGAGAGAGGACATTTGAGTCTCTAGGAGAAGAGAGTGG 
D L E D Y G C R E R T  F E S  L G E E S G  

AACAGTGATGTATCAGACGTTTGAGAAGCTTGGTAAGTACTGTGGATCGCCTAGATCTAC
M Y Q T F E K L G Y C G S

CTTGAAGTGTGAATGGAGCAGCAACAATAGCTGCAGCAGCGAGGACGAGAAGGACGAGGG
N N S S

AATCTAGCAGAATTTTTCTTCCTAATAACTATTTTCGAGCTTTCTGTTTTTGTTCTTTCT 
I *

TTTTAAAAAACTTATTAAGTTCTTATGAATAATGACTTGTGAAGTTTGAGTTCGTCTCCT
TCACAAGCAAGTTGTATTGGTGTTTTCTACTTTATGAATATGGGTTTTATATA
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3.7. Estudios de expresión de SAMdC en plantas de 

guisante.

3.7.1. Análisis de la expresión de SAMdC en tejidos de guisante.

Se examinó el patrón de niveles de mRNA de SAMdC en diferentes tejidos de la 

planta mediante análisis Northern. La hibridación con el cDNA de SAMdC de guisante 

dio como resultado una única señal de aproximadamente 1.8 Kb, resultado esperado por 

el tamaño del cDNA. Se encontraron niveles detectables de transcrito de SAMdC en 

todos los tejidos analizados, observándose su nivel más alto en ovarios en día de 

antesis, tanto polinizados como emasculados, siendo su expresión aproximadamente un 

50% más elevada que la observada en raíces y tallos. La expresión mas baja se detectó 

en hojas adultas, donde se observa una disminución del 60% con respecto a la 

expresión en tallos (Figura 3.8 A).

La expresión de SAMdC se examinó también en tejido indiferenciado, 

observándose que los niveles del mRNA de la SAMdC en callos respondieron a las 

hormonas utilizadas en el medio de cultivo. El crecimiento de los callos en presencia de 

2,4-D y K resultó en un incremento de 2.3 veces de la expresión de SAMdC con respecto 

al crecimiento en BAP y NAA. La adición de ascorbato al medio también tuvo un efecto 

inductor de la expresión de SAMdC, duplicando el nivel de expresión. (Figura 3.8 B)

Figura 3.7 Esquema del clon genómico de la SAMdC de Arabidopsis. Se muestran las 
secuencias de la región promotora (panel izquierdo) con la putativa caja TATA señalada con un 
cuadrado gris , así como la secuencia genómica del gen de SAMdC (panel izquierdo) donde se 
indican con letra minúscula las secuencias intrónicas, representadas en la figura superior como 
cajas grises. Se indican también la secuencia aminoacídica de SAMdC, así como la putativa 
secuencia polipeptídica conservada de la región 5’.
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1.8 kb SAMdC

rRNA 18S

Tejido

B)
NAA NAA KIN 
BAP BAP 2,4-D 

ASC

1.8 kb SAMdC

rRNA 18S
NAA NAA KM
BAP BAP ASC 2,4-D

Tejido

Figura 3.8 Patrón de expresión de SAMdC en tejidos de guisante A) Tejidos de planta adulta 
B) Callos crecidos con diferentes hormonas en el medio de cultivo. Se cargaron 15 pg de RNA por 
pocilio y se hibridó con el cDNA de SAMdC de guisante. Para cada caso se muestran también los 
niveles de rRNA 18S en el panel inferior. A la derecha se indican las cuantificaciónes de la 
expresión normalizadas frente a hibridación con sonda rDNA 18S y expresada en % expresión 
con respecto a la observada en tallos en (A) y en callos crecidos con NAA y BAP en (B). Las 
barras de error repesentan el error de medida dado por el Instantimager. T, tallo; H, hoja; R, raíz; 
PO ovarios polinizados en dia de antésis; EO ovarios emasculados en día de antesis.

3.7.2. Análisis de la expresión de la SAMdC durante el desarrollo y senescencia del 

fruto de guisante.

Se examinó la variación de la expresión de la SAMdC durante el desarrollo de 

ovarios de guisante polinizados de manera natural, observándose un aumento transitorio 

de los niveles de SAMdC durante las primeras 24h después de la antesis, decayendo 

posteriormente a los dos primeros días postantesis (figura 3.9). La emasculación de las
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flores dio lugar a un aumento de los niveles de transcrito de la SAMdC a partir del 

equivalente al primer día postantesis, observándose niveles máximos en el cuarto día 

postantesis, cuando los ovarios han entrado en senescencia, donde el transcrito de la 

SAMdC llega ser 2.6 veces mayor que el observado en día de antesis.

La aplicación de AVG, un inhibidor de la biosíntesis del etileno (Satoh y Yang, 

1989) en ovarios emasculados en el día de antesis retrasa su entrada en senescencia y 

produce una disminución en los niveles de transcrito de la SAMdC con respecto a los 

niveles observados en ovarios emasculados no tratados, llegando a observarse una 

reducción del 32% al cuarto día postantesis (Figura 3.10). Por otro lado, el tratamiento 

con espermidina también retrasa la entrada en senescencia del ovario emasculado 

(Gómez-Gómez, 1996) y tiene un efecto de disminución en los niveles de transcrito de la 

SAMdC, que se hace más evidente en el día cuarto postantesis, con una disminución del 

30% respecto a ovarios emasculados no tratados (Figura 3.10).

La expresión de la SAMdC fue también analizada durante el desarrollo de frutos 

partenocárpicos obtenidos a partir del tratamiento de ovarios emasculados con

Día postantesis

Polinizados

No polinizados

■ Ftalinizados

Figura 3.9 Patrón de expresión de SAMdC durante el desarrollo de ovarios polinizados y no 
polinizados de guisante. A) Análisis Northern. Se cargaron 15 pg de RNA por pocilio y se 
hibridó con el cDNA de SAMdC de guisante. B) Cuantificación de la expresión normalizada frente 
a hibridación con sonda rDNA 18S y expresada en % expresión con respecto a la observada en 
ovarios polinizados en día de antesis. Las barras de error representan el error de medida dado por 
el Instantimager.
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Figura 3.10 Efecto del tratamiento con AVG y esperm idina en la expresión de la SAMdC en 
ovarios no polinizados de guisante. A) Análisis Northern de los niveles del transcrito de SAMdC 
en ovarios no polinizados sin tratar o tratados con AVG o espermidina (Spmd) . El tratamiento se 
realizó el día de antesis. Se cargaron 15 pg de RNA por pocilio y se hibridó con el cDNA de 
SAMdC de guisante. B) Cuantificación de la expresión normalizada frente a hibridación con sonda 
rDNA 18S y expresada en % expresión con respecto a la observada en ovarios no polinizados sin 
tratar en dia de antesis. Las barras de error representan el error de medida dado por el 
Instantimager.

diferentes reguladores del crecimiento. Si bien los tratamientos con GA3, 2,4-D y BAP 

son capaces de inducir el desarrollo partenocárpico del fruto, sus efectos sobre la 

expresión del nivel de los mensajeros de la SAMdC son diferentes.(Figura 3.11). Un 

efecto general observado es un aumento transitorio en los niveles de mensajeros de la 

SAMdC tras el tratamiento hormonal, así como el mantenimiento de niveles de expresión 

elevados a lo largo del desarrollo de los ovarios partenocárpicos, al menos en el caso de 

los tratamientos con 2,4-D y BAP. El tratamiento con GA3 reprodujo parcialmente el 

patrón de expresión observado para ovarios polinizados aunque con la diferencia de un 

máximo de expresión al tercer día postantesis. Por otro lado, el tratamiento con 2,4-D 

produce un patrón de expresión de la SAMdC con niveles similares de expresión a los 

observados en polinizados hasta el tercer día postantesis, a partir del cual se observa un 

aumento que tiene su máximo en el quinto día postantesis. En el caso de ovarios 

tratados con BAP se observa el mantenimiento de niveles de expresión elevados con 

mínimos de expresión al tercer y quinto día postantesis. En cualquier caso, la expresión 

de los mRNA de la SAMdC durante el desarrollo del fruto nunca llegó a alcanzar los
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Figura 3.11 Patrón de expresión de la SAMdC durante el desarrollo de ovarios polinizados y 
partenocárp icos de guisante. A) Análisis Northern de los niveles del transcrito de la SAMdC en 
ovarios polinizados y ovarios no polinizados tratados con 2,4-D, GA3 o BAP. Se cargaron 15 pg 
de RNA por pocilio y se hibridó con el cDNA de SAMdC de guisante. B) Cuantificación de la 
expresión normalizada frente a hibridación con sonda rDNA 18S y expresada en % expresión con 
respecto a la observada en ovarios polinizados en dia de antesis. Las barras de error representan
el error de medida dado por el Instantimager.

niveles observados en ovarios senescentes, que llegan a ser hasta 1.7 veces más 

elevados al día cuarto postantesis.

3.7.3. Análisis de la expresión de SAMdC y otras enzimas de la ruta biosintética de

poliaminas en respuesta al tratamiento con ozono.

Se crecieron plantas de guisante en una finca experimental, sometiéndolas a una 

exposición diaria a diferentes concentraciones de ozono durante un período de dos 

meses. El tratamiento con ozono causó un retraso en general en el desarrollo de las 

plantas, un tamaño más reducido, así como síntomas necróticos en tallo y hojas (Figura 

3.12).Se examinaron los niveles de expresión de SAMdC en hojas y tallos mediante 

análisis Northern (Figura 3.13).

La exposición a ozono produjo un aumento de la expresión de SAMdC en tallos 

de plantas expuestas a dosis de 100 ppb durante todo el período de tratamiento,

resultado no observado a una dosis de 30 ppb, que muestra un patrón de expresión
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aire filtrado

aire filtrado

Figura 3.12 Efectos de la exposición a ozono en plantas de guisante. A) Plantas de guisante de 
66 días, crecidas en aire filtrado o fumigadas diariamente durante 6 h con 30 ó 100 ppb de O3. B) 
Detalle de planta crecida a 100 ppb de O3, mostrando síntomas necróticos en hojas C) Detalle de 
hoja de Dlanta crecida en aire filtrado D) Detalle de hoja de planta crecida en ambiente con 100 ppb 
0 3., con síntomas necróticos.
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Figura 3.13 Efecto de la exposición a ozono en el patrón de expresión de SAMdC. A)
Análisis Northern de los niveles de transcrito de SAMdC en tallos y hojas de plantas crecidas en 
aire filtrado o expuestas diariamente durante 6 h a dosis de 30 o 100 ppb de ozono. Se cargaron 
15 jag de RNA por pocilio y se híbrido con el cDNA de SAMdC de guisante. B) Cuantificación de 
la expresión normalizada frente a hibridación con sonda rDNA 18S y expresada en % expresión 
con respecto a la observada en tallo o hoja crecida en aire filtrado 17 días. Las barras de error 
representan el error de medida dado por el Instantimager.
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Figura 3.14 Efecto de la exposición a ozono en el patrón de expresión de SAMs. A) Análisis 
Northern de los niveles de transcrito de SAMs en tallos y hojas de plantas crecidas en aire filtrado 
o expuestas diariamente durante 6 h a dosis de 30 o 100 ppb de ozono. Se cargaron 15 pg de 
RNA por pocilio y se hibridó con el cDNA de SAMs de guisante. B) Cuantificación de la expresión 
normalizada frente a hibridación con sonda rDNA 18S y expresada en % expresión con respecto a 
la observada tallo o hoja crecida en aire filtrado 17 días. Las barras de error representan el error 
de medida dado por el Instantimager.
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similar al obtenido para plantas crecidas en atmósfera de aire filtrado. Las diferencias 

van aumentando a lo largo del tratamiento, llegando a ser máximas al mes de 

tratamiento, observándose niveles de expresión de SAMdC 3.2 veces más elevados en 

la exposición a 100 ppb de ozono. Los niveles decaen posteriormente en las tres 

semanas siguientes, reduciéndose las diferencias a 2.5 veces. El análisis Northern de 

hojas muestra también un aumento de expresión en atmósfera de 100 ppb de ozono 

aunque a tiempos de crecimiento en dicha atmósfera mucho más prolongados, 

observándose diferencias a partir de la sexta semana y llegando a un valor máximo en la 

octava semana de tratamiento, con niveles de expresión 3.3 veces más elevados en la 

máxima dosis de ozono (Figura 3.13 B).

Posteriormente se observó la variación de la expresión de otros cDNAs que 

codificaban para enzimas implicados en la biosíntesis de poliaminas disponibles en 

guisante. El patrón de expresión de la SAMs (Gómez-Gómez y Carrasco, 1996) muestra 

un comportamiento diferente al observado para la SAMdC (Figura 3.14). Las diferencias 

en dosis también producen en el caso de SAMs diferencias en los niveles de transcrito. 

Así, la exposición a la dosis de 30 ppb produce en general que los niveles de expresión 

se mantengan bajos en tallos, en comparación a los observados en tallos de plantas 

crecidas en aire sin ozono, mientras que la dosis de 100 ppb mantiene unos niveles más 

elevados. Los niveles de expresión observados en hojas presentan menores diferencias 

entre tratamientos, presentando un máximo de expresión a la cuarta y octava semana de 

tratamiento a 100 ppb.

Los niveles de mRNA de la ADC (Pérez-Amador y col, 1995) se vieron afectados 

por el tratamiento con ozono en forma diferente según el tejido y el estado de desarrollo 

(Figura 3.15). Independientemente del tratamiento se observó una disminución en los 

niveles de mRNA del tallo durante el crecimiento de la planta. Sin embargo, las plantas 

de 38 y 47 días y tratadas con 100 ppb mostraron unos niveles de mRNA 

considerablemente altos. Por otra parte, las hojas jóvenes fueron más sensibles a una 

concentración de ozono de 100 ppb. Las diferencias más evidentes entre tratamientos se 

observan a los 17 días, con una expresión más elevada en 100 ppb, que va 

disminuyendo en las semanas posteriores, recuperándose ligeramente en las dos 

últimas. El tratamiento con 30 ppb produjo una bajada mucho menos pronunciada en los 

niveles de mensajero de ADC, mientras que en aire filtrado los niveles se mantienen
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Figura 3.15 Efecto de la exposición a ozono en el patrón de expresión de ADC. A) Análisis 
Northern de los niveles de transcrito de ADC en tallos y hojas de plantas crecidas en aire filtrado o 
expuestas diariamente durante 6 h a dosis de 30 o 100 ppb de ozono. Se cargaron 15 pg de RNA 
por pocilio y se hibridó con el cDNA de ADC de guisante. B) Cuantificación de la expresión 
normalizada frente a hibridación con sonda rDNA 18S y expresada en % expresión con respecto a 
la observada tallo o hoja crecida en aire filtrado 17 días. Las barras de error representan el error 
de medida dado por el Instantimager.

70



RESULTADOS

constantes las tres primeras semanas, aumentan en la cuarta , disminuyendo durante el 

resto del tratamiento, con una ligera subida en las dos últimas semanas.

3.8. A nális is  de la expresión de SAM dC en tejidos de 

A ra b id o p s is

Se realizó un análisis Northern similar al efectuado en plantas de guisante, 

examinándose el patrón de niveles de mRNA de SAMdC en diferentes tejidos de la 

planta mediante la hibridación con el cDNA de SAMdC de Arabidopsis. Se obtuvo como 

resultado una única señal de aproximadamente 1.8 Kb, resultado esperado por el 

tamaño del cDNA, encontrándose niveles detectables de transcrito de SAMdC en todos 

los tejidos analizados. La expresión más elevada se observa en silicuas y tallos, con 

niveles de transcrito similares para ambos. La expresión más baja se detectó en brotes 

florales y hojas adultas, siendo un 64 y 87% más bajas que la observada en tallos, 

respectivamente, mientras que la expresión en raíz presentó un 22% menos de 

expresión que en tallos.(Figura 3.16).

A ) B)
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•  <•» t #
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Figura 3.16 Anális is Northern del patrón de expresión de SAMdC en varios te jidos de planta 
adulta de Arabidopsis  Se cargaron 5 gg de RNA por pocilio y se hibridó con el cDNA de SAMdC 
de Arabidopsis. Se muestran también los niveles de rRNA 18S en el panel inferior. A la derecha se 
indican las cuantificaciones de la expresión normalizadas frente a hibridación con sonda rDNA 
18S y expresada en % expresión con respecto a la observada en tallos. T, tallo; H, hoja; R, raíz; 
S, Silicuas; F, flor.
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3.8.1. Estudio de la expresión de SAMdC en plantas transgénicas de Arabidopsis.

Con el fin de estudiar el patrón de expresión del gen de SAMdC se realizaron 

fusiones de la región promotora aislada en el clon genómico al gen informador GUS 

(Figura 2.3). Dichas construcciones fueron utilizadas posteriormente para la obtención de 

plantas transgénicas de Arabidopsis. La realización de estas fusiones perseguía dos 

objetivos, por un lado el intentar discernir qué elementos de la región promotora son 

importantes para la expresión del gen, y por otro el posible efecto de la presencia de la 

región 5’ no traducible, a la cual se atribuye una función reguladora. Con este objetivo se 

realizaron delecciones unidireccionales a partir del extremo 5’ de dicha región, y que 

incluyeran o no las 1100 pb correspondientes al extremo 5’ del cDNA y los intrones 

presentes (Figura 2.2). De cada construcción se seleccionaron al menos tres líneas 

transgénicas independientes con una única inserción de la construcción en el genoma de 

la planta y homocigotas para la misma.

Con las plantas transgénicas obtenidas se realizaron ensayos de tinción 

histoquímica al objeto de determinar el patrón de expresión espacial del gen, 

observándose como resultado una expresión generalizada del mismo en todos los tejidos 

de la planta (Figura 3.17). Este patrón se observa en plántulas jóvenes, que muestran 

una tinción generalizada, tanto en hojas como raíces (Figuras 3.17 A, B), y se mantiene 

a lo largo del desarrollo de la planta, observándose en hojas adultas aunque en menor 

grado que en hojas de plántulas y preferentemente en tejido vascular (Figura 3.17 C). Se 

observa expresión en toda la extensión de la raíz (Figura 3.17 D), así como en tallos y 

silicuas (datos no mostrados). Se detecta también en las diferentes partes de la flor, 

excepto en pétalos (Figuras 3.17 E, F). La delección de la región promotora produce una 

desaparición generalizada de la expresión de GUS y tinción histoquímica en las plantas 

transformadas con las construcciones de tipo E y F (datos no mostrados), indicando la 

existencia de elementos responsables de esta expresión generalizada entre las

Figura 3.17 Localización espacial de la expresión del gen GUS bajo el control del promotor 
de SAMdC. A) Tinción histoquímica GUS en plántulas pBI-2C de dos semanas; B) Detalle de la 
expresión en la hoja de la plántula de dos semanas; C) Detalle de la expresión en hoja de la 
roseta de planta adulta ; D) Expresión en raíces de planta adulta; E) Expresión en botones floraés 
de planta adulta; F) Detalle de la expresión en flor. Se muestran los resultados obtenidos para 
plántulas pBI-2C y pBI-3C en el panel (A), así como para plántulas pBI-2C en el resto de paneles.
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posiciones -455 y -80 de la región promotora. La presencia de la región 5’ no traducible 

del cDNA junto con los intrones no afecta cualitativamente al patrón de expresión 

espacial, observándose resultados similares de presencia generalizada de tinción GUS 

para los transformantes pBI-2C y pBI-3C (Figura 3.17 A), asi como para las líneas pBI- 

2D y pBI-3D (datos no mostrados).

3.8.2. Efectos de la delección unidireccional del promotor

Por otro lado se comprobó la existencia del efecto cuantitativo de las delecciones 

del promotor en los niveles de actividad GUS, mediante un ensayo fluorimétrico, así 

como análisis Northern para el mensajero del gen, en al menos tres líneas transgénicas 

independientes para cada tipo de construcción. Los resultados se muestran en la figura 

3.18.

En el análisis Northern y su cuantificación (Figura 3.18 A) se comprueba que la 

eliminación de la zona [-455 -80] del promotor produce una disminución drástica de la 

expresión del gen (construcciones pBI-2E y pBI-3E), tal y como se había observado en el 

ensayo histoquímico. Se observa también que la eliminación de la zona [-1200 -456] 

(transgénicas pBI-2D y pBI-3D) produce un efecto significativo en los niveles de 

expresión, reduciéndose en un 55% con respecto a la expresión de GUS observada en 

las líneas pBI-2C y pBI-3C, resultado que indica la posible existencia de elementos 

reguladores en la misma. El resultado obtenido con las líneas pBI-3G parece acotar esta 

zona a las posiciones [-1000 -456] dado que no se detectan diferencias significativas de 

los niveles de mensajero entre las líneas 3C y 3G. La presencia de la

Figura 3.18 Efectos de las delecciones unidireccionales de la región promotora y de la 
presencia de la región 5-UTR en los niveles de GUS de plantas transgénicas. A) Análisis 
Northern de la expresión del mensajero de GUS de plantas transgénicas obtenidas mediante 
transformación con las construcciones indicadas en la figura 2.2. Para cada construcción se 
muestran tres líneas transgénicas independientes. Se cargaron 5 ng de RNA por pocilio y se 
hibridó con el cDNA de GUS . En el gráfico se muestra la cuantificación de la señal obtenida en el 
Instantimager, normalizada acorde al nivel de 18S rRNA y referidas en % de expresión respecto a 
la observada en las plantas pBI-2C. B) Medida de actividad GUS de las plantas transgénicas. Para 
ambas gráficas, cada valor representa la media de la medida realizada al menos en tres líneas 
transgénicas independientes y las barras de error representan la desviación típica observada.
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región 5’ no traducible del gen no parece afectar a la expresión del gen , puesto que las 

transgénicas de tipo pBI-2C y pBI-3C presentan niveles de expresión similares, 

observándose la misma situación en los niveles de expresión GUS de las líneas pBI-2D y 

pBI-3D.

Los efectos de las delecciones se comprueban también en las correspondientes 

medidas de actividad GUS (Figura 3.18 B ) , observándose una disminución de alrededor 

del 50% de actividad GUS en las transgénicas de tipo D con respecto a las de tipo C, y 

niveles de actividad no detectadles para las transgénicas de tipo E y F, resultados que 

correlacionan con las variaciones observadas en los niveles del mensajero de GUS 

(Figura 3.18 A). Por otro lado, pese a tener niveles de expresión GUS similares, las 

líneas 2C y 2D presentaron niveles de actividad GUS 4 y 8 veces más elevadas que las 

líneas 3C y 3D, respectivamente, indicando que la presencia de la región 5’ no traducible 

del gen de SAMdC podría tener un efecto a nivel postranscripcional y cuyo resultado, al 

menos en el caso de su fusión con GUS se traduce en niveles más elevados de 

actividad, que podría ser consecuencia de un efecto positivo ejercido por el extremo 5’ 

sobre la traducción.

3.8.3. Efectos de la sobreexpresión de la SAMdC en plantas transgénicas de

Arabidopsis.

3.8.3.1. Sobreexpresión constitutiva de la SAMdC

Con el objeto de determinar qué efectos fenotípicos podría tener la alteración de 

la expresión de SAMdC se realizó una fusión del cDNA de la SAMdC con el promotor 

constitutivo CAMV35S en la construcción pBI-SAMdCSENSE (Figura 2.3), que fue 

utilizada en la obtención de plantas transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresaran 

SAMdC.

Se obtuvieron un total de 22 transformantes cuya expresión de SAMdC fue 

analizada mediante análisis Northern (Figura 3.19), observándose en todas ellas la 

banda de 1.8 Kb correspondiente a los niveles endógenos del gen, así como para la
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Figura 3.19 Expresión de SAMdC en plantas transgénicas pBI-SAMDCSENSE. A) Análisis 
Northern Se cargaron 5 pg de RNA por pocilio y se hibridó con el cDNA de la SAMdC de 
Arabidopsis. La banda superior corresponde al mensajero endógeno de SAMdC, mientras que la 
banda inferior corresponde al mensajero controlado por el promotor CAMV35S B) Cuantificación 
de la expresión normalizada acorde al nivel de 18S rRNA y referidas en % de expresión respecto a 
la observada en la línea pBI-101 2. Cada pocilio corresponde a una línea transgénica 
independiente, siendo las señaladas con S las obtenidas mediante transformación con la 
construcción pBI-SAMDCSENSE, mientras que las indicadas con 101 corresponden a plantas 
transformadas con vector pB1101.
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mayoría de ellos una banda adicional de un tamaño menor (1.1 Kb) correspondiente al 

cDNA insertado bajo el control del promotor constitutivo CAMV35S. Se observó una 

variación entre los niveles de expresión para cada línea transgénica examinada, 

existiendo líneas con un nivel de sobreexpresión del transgen de SAMdC elevado, con 

respecto al nivel endógeno de las plantas control (transformadas con el vector pB1101). 

Así, las líneas S13’ y S15’ presentaron incrementos de hasta 3.6 y 3.1 veces, 

respectivamente. En otras líneas, como S7’ o S15, el incremento en la expresión 

rondaba alrededor de 1.7 veces. Por otro lado, otras líneas presentaron variaciones más 

pequeñas e incluso poco significativas con respecto al nivel de expresión de SAMdC 

observado en los controles, como es el caso de las líneas S1 y S6’ (Figura 3.19).

En la mayoría de los transformantes con niveles elevados de expresión de 

SAMdC seleccionados pudo observarse que la sobreexpresión del gen de SAMdC 

produce efectos fenotípicos drásticos en las plantas cuando estas son crecidas in vitro, 

produciéndose un retraso en el desarrollo que se traduce en plantas de un tamaño 

menor y con raíces mas cortas, al ser comparadas con plantas transgénicas obtenidas a 

partir del vector pB1101 (Figura 3.20 A). Este fenotipo se presento de manera más 

acusada en los transformantes S6, S15, S3\ S9’ y S12’, plantas con una parte aérea 

pequeña y poco desarrollo radicular (dos transformantes independientes se representan 

en la Figura 3.20A). Por otro lado, las líneas S10, S2’ ,S6’, S8’, S13’ y S15’ presentaron 

un fenotipo intermedio, con tamaños de planta más cercano al de las plantas control, 

aunque con raíces más cortas. Las líneas S7 y S7’, así como aquellas en las cuales no 

se observó un nivel alto de expresión del transgen (líneas S1, S3, S11, S13, S14, S16, 

ST, S4’ y S10’), presentaron un tamaño y desarrollo similar al de las plantas control 

transformadas con el vector pBI101. Por otro lado, pese a estas alteraciones fenotípicas, 

las plantas sobrevivieron el posterior transplante a tierra y fueron capaces de desarrollar

Figura 3.20 Efectos fenotípicos de la sobreexpresión de SAMdC. A) Aspecto de dos líneas 
transgénicas sobreexpresoras de SAMdC comparadas con plantas control, transformadas con 
vector pBI101. B) Efecto de la adición de espermidina (spd) y espermina (spm) 1 mM al medio de 
cultivo en plantas control. C) Comparación del aspecto de plantas control crecidas en presencia de 
espermidina y espermina 1 mM y plantas sobreexpresoras de SAMdC.
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plantas sin alteraciones fenotípicas evidentes, que dieron lugar a flores y silicuas 

normales, así como finalmente semillas fértiles. El fenotipo se reprodujo tanto en la 

generación T1, como en las posteriores T2 Y T3 donde se seleccionaron los individuos 

homocigotos.

El fenotipo observado en las transgénicas sobreexpresoras puede ser 

reproducido mediante el crecimiento in vitro de plantas control en presencia de 1 mM de 

espermidina y espermina (Figura 3.20 B), obteniéndose plantas de menor tamaño y con 

un sistema radicular poco desarrollado, similares en aspecto al de las líneas 

transgénicas sobreexpresoras de SAMdC (Figura 3.20 C), resultado que podría sugerir la 

implicación de estas poliaminas en el fenotipo observado y la existencia de niveles 

elevados de estas poliaminas en las plantas sobreexpresoras de SAMdC obtenidas.

3.8.3.2. Sobreexpresión inducible de la SAMdC.

Se utilizó el sistema de inducción por cobre descrito por Mett y colaboradores 

(1993), para intentar la sobreexpresión inducible del cDNA de la SAMdC. Dicho sistema 

está basado en la sobreexpresión constitutiva del activador de transcripción de levadura 

ACE1, que necesita la presencia de cobre para poder unirse a sus secuencias diana, y 

que están presentes en el promotor al cual se fusiona el gen de interés (Figura 2.4). Este 

sistema ya había sido utilizado con éxito en tabaco (Mckenzie y col, 1998) y Lotus 

cornicolatus (Mett y col, 1996), pero no existía bibliografía disponible acerca de su 

utilización en Arabidopsis. A efectos de comprobar la reproducibilidad del sistema en 

Arabidopsis se obtuvo la construcción p7656-6GUS, que contiene el gen informador 

GUS fusionado al promotor inducible (Figura 2.5 B), que fue utilizada posteriormente en 

la obtención de las correspondientes plantas transgénicas (líneas 765-6gus) , así como 

de plantas control transformadas con el vector pPMB765 sin inserto (líneas 765).

Se obtuvieron 15 líneas transgénicas p765-6GUS, cuyas plantas presentaron un 

aspecto y desarrollo similar a las plantas control, transformadas con el vector pPMB765. 

Se seleccionaron 6 de ellas para la obtención de sus correspondientes individuos 

homocigotos con los que se realizaron estudios de inducción de GUS mediante 

crecimiento in vitro en presencia de concentraciones de Cu2+ de 5 y 50 fiM durante dos 

semanas. El análisis Northern de la expresión de GUS para plántulas de dos líneas 

transgénicas 765-GUS, recogidas al finalizar este período se muestra en la figura 3.21 A.
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En ausencia de cobre se observa un nivel basal de expresión del transgen, que aumenta 

en presencia de cobre de acuerdo a la concentración del metal añadido al medio de 

crecimiento. La posterior cuantificación de los niveles de transcrito para todas las líneas 

transgénicas da como resultado un promedio de inducción de 8.3 veces en presencia de 

0.5 pM de Cu2+ , mientras que la elevación de la concentración a 50 pM aumenta los 

niveles de expresión 32 veces, resultados que indican la funcionalidad del sistema de 

inducción en Arabidopsis. El crecimiento a concentraciones más elevadas de cobre 

produjo síntomas cloróticos en las plantas, consecuencia del estrés oxidativo, llegándose 

a la no germinación de las semillas a 500 pM de Cu2+. Por ello, se comprobó la influencia 

de la presencia de cobre sobre la expresión de SAMdC, examinando mediante análisis 

Northern sus niveles de transcrito en plantas control 765 crecidas en presencia o 

ausencua de 50 pM de Cu2+. El resultado obtenido para tres líneas transgénicas 

independientes se observa en la figura 3.22 A).

A )
pM Cu 
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# ■

B)

765-6gus2
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4500 r
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Figura 3.21 Comprobación de la inducción de GUS en plantas transgénicas p765GUS 
mediante Cu2+. A) Análisis Northern de los niveles del transcrito de GUS en dos líneas 
transgénicas independientes obtenidas por trasnformación con la contrucción p765GUS, crecidas 
in vitro en medio sin Cu2+ , 5pM y 50 pM de Cu¿+. Se cargaron 5 pg de RNA por pocilio y se 
híbrido con el cDNA de GUS. B) Cuantificación de la expresión normalizada frente a hibridación 
con sonda rDNA 18S y expresada en % expresión con respecto a la observada en plantas 
crecidas en medio sin Cu2+. Se representa la media de las cuantificaciónes realizadas para 6 
líneas transgénicas. Las barras de error representan la desviación típica.
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La adición de Cu2+ al medio tiene efectos diferentes dependiendo de cada línea, 

observándose tanto una disminución, que el caso de la línea 765 1 llega a ser de un 

22%, como un ligero aumento del 5% en la línea 765 3. Estas variaciones sin embargo 

no llegan a ser más importantes que las que se producen si comparamos entre las 

plantas crecidas en ausencia de cobre, por lo que se concluyo que no eran significativas.

A)

Líneas 765

765-1 765-3 765-4  
-  + -  + -  +

B) Líneas 765-SDCs

6S1 6S2 6S4
- + + - +

¿|g£.

6S5 6S6 6S7
- + - + - +

6S8 6S9 6S10
- + - + -  +

m  m  m  rn  m m
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140

c 120 
»  100 Q0

20  ■ -

765 3765 1 765 2

50 ÚM Cu

Lineas

Figura 3.22 Efecto del crecim iento en presencia de Cu2+ 50 pM en la expresión de SAMdC en 
lineas tránsgenicas 765 y 765SAMdCs. A) Análisis Northern de la expresión de SAMdC de 
plantas transformadas con el vector pPMB765. B) Análisis Northern de la expresión de SAMdC de 
plantas transformadas con el vector p765SAMDCs. Las plantas fueron crecidas in vitro durante dos 
semanas en presencia (+) o ausencia (-) de 50 pM de Cu2+ . Se cargaron 5 pg de RNA por pocilio 
y se hibridó con el cDNA de SAMdC de Arabidopsis. Cada pocilio corresponde a una línea 
transgénica Independiente. A la derecha se indican las cuantificaciones de las expresión realizadas 
normalizada frente a hibridación con sonda rDNA 18S y expresada en % expresión con respecto a 
la observada en plantas 765-1 en (A) y 6S1 en (B).
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Comprobada la funcionalidad del sistema, y que la adición del cobre a las 

concentraciones empleadas no afectaba significativamente a los niveles endógenos de 

expresión de la SAMdC, se procedió a la obtención de las correspondientes plantas 

sobreexpresoras de SAMdC, para lo cual se realizó la fusión del cDNA de SAMdC bajo 

el control del promotor inducible en la construcción p765-SAMDCs (Figura 2.5 B).

La transformación de plantas con esta construcción dio como resultado un total 

de 9 líneas transgénicas (líneas 765-SAMdCs), que no presentaron presentar diferencias 

en cuanto a aspecto y desarrollo con respecto a las plantas control 765 durante las 

posteriores generaciones crecidas para obtener las correspondientes líneas 

homocigotas.

Las líneas transgénicas obtenidas fueron sometidas al mismo experimento de 

inducción realizado con las plantas control anteriormente mencionadas, siendo crecidas 

durante dos semanas in vitro en presencia de 50 pM de Cu2+ , con el que se pretendían 

reproducir los efectos de una sobreexpresión constitutiva de SAMdC observada en las 

plantas pBISAMdCs. Sin embargo, el crecimiento en 50 jiM de las plantas p765SAMdCs 

no supuso ninguna diferencia observable en cuanto a aspecto, comparadas con las 

plantas control p765. El resultado del análisis Northern de la expresión de SAMdC en las 

líneas p765SAMdCs se muestra en la figura 3.22 B, donde puede observarse que la 

presencia de Cu2+ en el medio de crecimiento no produce los aumentos de expresión 

observados en las líneas p765-GUS. La presencia de Cu2+ produce el aumento mas 

elevado en la línea 6S5, que llega a ser únicamente de un 60%, mientras que en las 

líneas 6S4 y 6S6 el efecto producido es una disminución de la expresión en un 40% 

aproximadamente. Ambas variaciones no pueden considerarse significativas dado que 

entran dentro del rango de variaciones de expresión de SAMdC observadas entre 

diferentes líneas transgénicas, que pueden llegar a ser del 60% para las líneas 6S como 

del 40% para las 765. Estas observaciones indican que mediante el sistema inducible 

por Cu2+ no hemos podido conseguir una sobreexpresión para el cDNA de SAMdC en 

Arabidopsis en condiciones de crecimiento in vitro en presencia de Cu2+.
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Se han aislado dos clones de cDNA, uno de callos de guisante y otro de 

Arabidopsis thaliana que codifican para SAMdCs funcionales. Las secuencias 

aminoacídicas de ambos clones de SAMdC presentan altos porcentajes de identidad con 

el resto de SAMdCs aisladas en plantas (Tabla 3.1). Al extender la comparación de 

SAMdCs con el resto de organismos eucariotas, se observa que ambos clones poseen 

las regiones conservadas en todas las SAMdCs, entre ellas la identificada como el sitio 

de procesado y ruptura autocatalítica de la proenzima (Stanley y col, 1988; Kashiwagi y 

col, 1990; Lee y col, 1997a; Xiong y col, 1997), así como secuencias PEST, que sugieren 

un alto número de recambio y vida media corta para la SAMdC en plantas. En este 

sentido, Hiatt y col (1986) han establecido una vida media de 30-60 minutos para la 

SAMdC en células de cultivo de tabaco, mientras que Mad Arif y col (1994), utilizando un 

anticuerpo policlonal frente al extremo N-terminal de la SAMdC de patata en un análisis 

Western de extractos de protuberancias de estolones sólo consiguen detectar la banda 

correspondiente al proenzima de 38 kDa, no detectando ninguna banda de tamaño 

menor correspondiente al extremo N-terminal después del procesamiento, observación 

que según los autores se debe al rápido intercambio de la enzima en la planta una vez 

pasa a ser activa, tras el procesamiento autocatalítico de la proenzima inactiva (Mad Arif 

y col, 1994).

Al igual que el resto de clones de SAMdC de plantas, los cDNA de guisante y 

Arabidopsis se caracterizan por poseer regiones 5’ no traducidas largas, de 548 y 523 pb 

respectivamente, y que contienen en su interior una putativa pauta de lectura, de 54 pb 

para guisante y 52 pb para Arabidopsis. Esta secuencia está conservada en todas las 

SAMdC de plantas y se le atribuye un papel regulador de la traducción de la proteína 

(Schróder y Schróder, 1995). Los mensajeros de SAMdC de mamíferos poseen también 

una región 5’ no traducible larga, que contiene una pauta de lectura para un hexapéptido 

(MAGDIS), cuya presencia es necesaria para la inhibición de la síntesis de SAMdC por 

espermina (Shantz y col, 1994; Rúan y col, 1996). El mecanismo propuesto para la 

inhibición implica una interacción entre el péptido que codifica esta ORF y algún
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componente de la maquinaria traduccional cuyo resultado final es la parada del ribosoma 

en el codón de terminación del ORF, que permanece unido al mRNA, bloqueando ¡a 

traducción de la posterior pauta de lectura que codifica para la SAMdC. La naturaleza de 

estas interacciones, así como el mecanismo mediante el cual se supera esta parada y 

puede continuarse la traducción de la posterior pauta de lectura permanece todavía por 

determinar. Se propone que las poliaminas jugarían un papel estabilizante entre la ORF 

reguladora y su diana, de tal manera que en estados con niveles de poliaminas bajos se 

vería favorecida la traducción de la pauta de lectura que codifica para la SAMdC (Rúan y 

col, 1996). En todo caso, no existe ninguna similitud de secuencia entre la ORF 

reguladora de mamíferos y la ORF conservada en los extremos 5’ de los mensajeros de 

la SAMdC en plantas, lo que podría indicar que el efecto que pueda ejercer esta ORF 

sobre la traducción del mensajero de la SAMdC sea diferente en plantas (Schróder y 

Schróder, 1995). En este sentido, los experimentos realizados en Arabidopsis con 

plantas transgénicas obtenidas con el mensajero de GUS fusionado al extremo 5’ del 

cDNA de SAMdC de Arabidopsis parecen indicar un efecto favorecedor a nivel de la 

traducción, puesto que las plantas transgénicas que poseen el extremo 5’-UTR fusionado 

a GUS presentan niveles de actividad más elevados que las líneas que no lo poseen, a 

pesar de tener niveles de expresión similares (Figura 3.18). Se necesitan experimentos 

adicionales de delección para comprobar si este efecto es debido a la presencia de la 

putativa pauta de lectura en el extremo 5’.

Por otro lado, la funcionalidad de los dos clones aislados se pone de manifiesto 

mediante su expresión en la cepa de levadura Y342, mutante nula para el gen de la 

SAMdC (Balasundaram y col, 1991). La expresión de ambos clones confiere a la 

levadura mutante transformada la capacidad de crecer en un medio libre de poliaminas 

(Figura 3.4), indicando que ambos clones codifican para SAMdCs funcionales y que, a 

pesar de las diferencias de secuencia existentes entre las SAMdC de estas dos plantas y

S. cerevisiae, se produce una correcta traducción y procesamiento postraduccional de la 

enzima, manteniéndose su funcionalidad. Este sistema fue utilizado para comprobar la 

funcionalidad del clon de cDNA de la SAMdC de SAMdC de patata, el primero aislado en 

plantas, y también ha sido empleado para el mismo objetivo con otros cDNA de enzimas 

de biosíntesis de poliaminas mediante la complementación de sus correspondientes 

mutantes nulos de levadura, como es el caso de la ODC de tomate (Alabadí y
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Carbonell.1998) y espermidina sintasas de guisante y tomate (Alabadí y Carbonell, 1999; 

Alabad!, 1999).

En cuanto a su organización genómica, los análisis Southern realizados sugieren 

que el gen de la SAMdC está representado por más de una copia en el genoma de 

guisante, y que deben existir intrones en las mismas (Figura 3.5). Por otro lado, el 

resultado obtenido en el mismo análisis en Arabidopsis parecía indicar la presencia de 

una única copia del gen, resultado que se veía reforzado por evidencias adicionales, 

tales como el hecho de que todos los clones EST analizados con homología a la SAMdC 

eran prácticamente idénticos (identidades mayores del 99%) y que en el rastreo del clon 

genómico realizado todos los clones obtenidos resultaron poseer la misma secuencia, 

que posteriormente fue localizada en el cromosoma III de Arabidopsis (BAC F16B3 del 

cromosoma III, número de acceso Genbank AC021640). Sin embargo, la aparición 

posterior en la base de datos del Genbank tanto de un clon de cDNA (número de acceso 

AJ251915) como del correspondiente clon genómico (número de acceso AJ252212) 

hacen pensar en la existencia de al menos dos copias del gen de la SAMdC en el 

genoma de Arabidopsis. La explicación a esta discordancia entre los datos obtenidos en 

el Southern y la situación real puede ser debida a la realización de lavados demasiado 

estrictos tanto en el Southern como en el rastreo de la genoteca genómica, que 

desestabilicen la hibridación entre la secuencia de la segunda SAMdC y la del clon 

utilizado como sonda, dado que la identidad de secuencia nucleotídica entre ambas es 

de un 70%, hecho que produciría que sólo se detectara la señal correspondiente a 

nuestro clon de SAMdC. Por otro lado, hasta la fecha solo existe un clon EST con 

secuencia idéntica a esta segunda SAMdC (120C24T7) frente a un total de 47 clones 

con secuencia idéntica para el clon caracterizado en este trabajo, hecho que implica una 

regulación diferencial de los dos genes, por lo que sería interesante la realización de 

estudios en este sentido para determinar de qué manera se encuentra coordinada la 

expresión de estas dos copias de SAMdC.

El clon genómico de SAMdC aislado en Arabidopsis muestra la existencia de 

intrones que se concentran en el extremo 5’ de la secuencia, interrumpiendo uno de ellos 

la pauta de lectura con una hipotética función reguladora. La existencia de estos intrones 

en el extremo 5’ parece ser una característica conservada en los genes de SAMdC, dado 

que también se encuentran en los clones genómicos de SAMdC aislados hasta el
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momento: dos intrones en el clon genómico de clavel (Kim y col, 1998), tres intrones en 

el clon de Iponomea nil (Park y col, 1998) y un intrón en el clon de patata (Mad Arif y col,

1994). Por otro lado, la secuencia del segundo clon genómico de SAMdC de Arabidopsis 

posee también dos intrones en su extremo 5’. También se da la circunstancia que, 

excepto en el clon de la segunda SAMdC de Arabidopsis, en el resto de clones 

genómicos uno de los intrones interrumpe la secuencia de la putativa pauta de lectura 

situada en el extremo 5’ y todos ellos en la misma posición aproximada. Experimentos de 

delección de la región del promotor y fusión al gen informador GUS parecen acotar la 

región promotora a un tamaño de 1 Kb, con elementos situados en la región [-1000 -456] 

cuya eliminación produce una bajada a la mitad de los niveles de expresión, así como en 

la región [-455 -80] cuya eliminación produce la desaparición de la expresión de GUS 

(Figura 3.18). Sería necesaria la realización de construcciones adicionales con 

delecciones más finas de la región promotora para la localización y caracterización de 

estos elementos reguladores.

La expresión de la SAMdC en guisante presenta niveles elevados en tejidos con 

tasas altas de división celular activa, tales como tejidos indiferenciados y ovarios en día 

de antesis (Figura 3.8), aunque también presentó niveles relativamente altos en tejidos 

con un crecimiento limitado, tales como tallo y raíz adultos. La expresión elevada en 

tejidos en desarrollo correlaciona con los niveles de expresión observados para ADC y 

espermidina sintasa 1 de guisante (Pérez-Amador y col, 1996; Alabadí y Carbonell, 

1999). Los niveles altos de expresión de SAMdC en tallos de guisante (Figura 3.8 A) 

correlacionan con los observados para el gen de la espermidina sintasa 2 de guisante, el 

cual presenta su mayor expresión en tallo totalmente elongado (Alabadí y Carbonell, 

1999). Por otro lado, la ADC presenta niveles relativamente altos en tallos, hecho que 

podría estar asociado a un crecimiento secundario del sistema floema/xilema (Pérez- 

Amador y col, 1996). Se ha visto que la espermidina es la poliamina más abundante en 

internodos, maduros o jóvenes, de varias líneas de guisante que presentan distinto 

fenotipo en cuanto a la longitud internodal (Smith y col, 1985). Este alto nivel de 

expresión de SAMdC en tallo se observa también en Arabidopsis (Figura 3.16), así como 

en clavel, que presenta un nivel elevado de transcrito para sus dos genes de SAMdC en 

tallo, siendo además este tejido en el que se detecta mayor actividad SAMdC en clavel 

(Lee y col, 1997a). Plantas transgénicas de patata que expresan el gen de SAMdC en
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antisentido de manera constitutiva presentan internodos muy cortos (Kumar y col, 1996). 

Por otro lado, la presencia de niveles elevados en tallo explica el aumento de la 

expresión de SAMdC en callos crecidos en presencia de 2,4-D y Kinetina, puesto que el 

crecimiento en este medio indujo la formación de tallos.

El transcrito de SAMdC presenta también un nivel alto en raíces tanto en 

guisante (Figura 3.8 A), como en Arabidopsis (Figura 3.16). También se observan niveles 

moderados de expresión para la espermidina sintasa 1 de guisante en raíces (Alabadí y 

Carbonell, 1999), aunque no se detecta transcrito para la ADC (Pérez-Amador, 1995), 

único tejido de guisante donde se detecta actividad ODC (Pérez-Amador y Carbonell,

1995). La obtención del cDNA de la ODC de guisante sería importante para averiguar si 

en este tejido existe una expresión coordinada entre la ODC, SAMdC y espermidina 

sintasa. En Arabidopsis, a pesar de que se han clonado dos cDNAs para la ADC no se 

conocen datos acerca de su expresión en raíz, aunque una de las características 

observadas en el fenotipo de mutantes de Arabidopsis con baja actividad ADC es una 

alteración en el desarrollo radicular (Watson y col, 1998), por lo que quizás podría existir 

una coordinación entre la expresión de ADC y SAMdC en raíz. La adición de DFMO, 

ciclohexilamina o MGBG produce inhibición de la formación de raíces en Prunus avium, 

siendo este efecto parcialmente revertido con la adición de la correspondiente poliamina 

(Biondi y col, 1990). Por otro lado, las plantas transgénicas antisentido para SAMdC 

presentan un menor crecimiento de la raíz (Kumar y col, 1996).

La baja expresión en hojas encontrada para los transcritos de SAMdC de 

guisante y Arabidopsis, que también se observa para el caso de la SAMdC de clavel 

(Lee y col, 1997a) puede correlacionarse con una baja tasa de crecimiento y además con 

una división celular muy limitada.

Los resultados obtenidos con las tinciones histoquímicas de las plantas 

transformadas con la región promotora de la SAMdC fusionada al gen informador GUS 

apuntan a una localización generalizada de su expresión en la mayoría de los tipos 

celulares de los tejidos de Arabidopsis, expresión que se mantiene con el desarrollo de la 

planta. Sería interesante comprobar la localización de la expresión del resto de las 

enzimas biosintéticas de la ruta de poliaminas en Arabidopsis para comprobar en que 

manera se encuentran coordinadas espacialmente durante el desarrollo de la planta.
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La expresión de la SAMdC de guisante se encuentra regulada durante el 

desarrollo temprano del fruto (Figuras 3.9 y 3.11), de tal manera que se produce un 

incremento transitorio en el nivel de su transcrito durante los dos primeros días 

postantesis, coincidiendo con la etapa de división celular activa. Este patrón de 

expresión correlaciona con los niveles de expresión observados para ADC (Pérez- 

Amador y col, 1995) y espermidina sintasa 1 de guisante (Alabadí y Carbonell, 1999), 

apoyando la implicación de las poliaminas en el proceso del desarrollo temprano del fruto 

de guisante. Además, la inducción de la expresión de SAMdC también se produce si la 

fructificación es desencadenada mediante el tratamiento con GA3, 2,4-D o BAP, aunque 

con diferencias en el patrón de expresión según el regulador del crecimiento utilizado, 

aspecto también observado para la expresión de los genes de espermidina sintasa de 

guisante (Alabadí y Carbonell, 1999) y SAMs (Gómez-Gomez y Carrasco, 1996), lo que 

apoya la idea de la existencia de distintas rutas de transducción de señal en guisante 

que pueden dirigir a los ovarios no polinizados a un crecimiento partenocárpico (Gómez- 

Gomez y Carrasco, 1996). De acuerdo con estas observaciones, los niveles elevados de 

expresión de SAMdC en silicuas inmaduras de Arabidopsis (Figura 3.16), sugieren la 

participación de las poliaminas en el desarrollo de su fruto.

Si no se desencadena el proceso de fructificación y se deja al ovario de guisante 

seguir su proceso senescente, se observa un incremento de la expresión de la SAMdC, 

que llega a valores máximos al cuarto día postantesis (Figura 3.9). Si la senescencia es 

retrasada mediante la aplicación de AVG o espermidina se produce también una 

disminución en los niveles de transcrito de SAMdC (Figura 3.10), resultado que refuerza 

la asociación entre una elevada expresión de SAMdC y un estado senescente del ovario. 

Este patrón de expresión correlaciona con resultados previos donde se observa un 

aumento en los niveles de espermina (Carbonell y Navarro, 1989), así como de actividad 

espermina sintasa (Alabadí, 1999) durante la senescencia del ovario no polinizado de 

guisante. Se ha sugerido que el aumento en el nivel de espermina podría tener un papel 

en el desencadenamiento de la senescencia del ovario de guisante, y que por tanto ese 

nivel estaría regulado de forma diferente al de putrescina y espermidina (Carbonell y 

Navarro, 1986). La obtención de un cDNA para la espermina sintasa de guisante 

permitiría averiguar si el aumento en la expresión de SAMdC observado está coordinado
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con un aumento en los niveles de mensajero de espermina sintasa, al igual que ocurre 

con su actividad.

Entre los efectos de la exposición prolongada de plantas de guisante a ozono se 

observa un aumento en los niveles de expresión para la SAMdC en tallo y hoja (Figura

3.13), incremento que al parecer no está coordinado con la expresión de SAMs (Figura

3.14) y ADC (Figura 3.15). Este aumento en la expresión podría contribuir a la existencia 

de niveles más elevados de espermidina y espermina, de acuerdo con el papel protector 

asignado a las poliaminas en el estrés oxidativo que implica la exposición por ozono 

(Bouchereau y col, 1999). Se ha observado acumulación de espermidina y espermina 

después de un período prolongado a ozono y lluvia ácida en Picea abies (Dohmen y col, 

1990). Por otro lado, el contenido en espermidina en hojas de cebada, tanto jóvenes 

como adultas, se incrementa después de tratamiento con ozono (Rowland-Bamford y col, 

1989). La determinación de los niveles de poliaminas, así como los niveles de 

espermidina y espermina sintasas en tallo y hoja de las plantas de guisante expuestas a 

diferentes concentraciones de ozono permitiría aclarar cual podría ser el papel de la 

inducción de la expresión de SAMdC en la respuesta de la planta de guisante frente a la 

exposición a ozono.

La sobreexpresión del cDNA endógeno de SAMdC en Arabidopsis provoca 

alteraciones fenotípicas en las plantas transgénicas obtenidas (Figura 3.20 A) que 

pueden ser reproducidas en parte con el crecimiento en presencia de espermidina y 

espermina (Figura 3.20 C), resultado que implica la importancia de las poliaminas en los 

procesos de desarrollo de Arabidopsis y en la necesidad de la planta de mantener unos 

determinados niveles endógenos de las mismas para el establecimiento de un correcto 

desarrollo. En el caso de las plantas transgénicas sobreexpresoras de SAMdC en 

sentido obtenidas sería conveniente la medida de los niveles de poliaminas endógenos 

para comprobar si el aumento en el transcrito de SAMdC supone una modificación en los 

niveles endógenos de espermidina y espermidina. Otro aspecto a resaltar, es que a 

pesar de las anomalías en el fenotipo observadas, las plantas son capaces 

posteriormente de recuperarse completando su ciclo vital sin anomalías aparentemente 

observables. Un resultado similar se observa en las plantas de tabaco sobreexpresoras 

del cDNA de SAMdC humana obtenidas por Noh y Minocha (1994), donde muchas 

anomalías fenotípicas observadas (hojas y tallo delgados, enanismo) desaparecen
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gradualmente en el proceso de subcultivo. Estas observaciones implicarían un control 

muy estricto por parte de la planta respecto a sus niveles de poliaminas y justificarían la 

dificultad experimental de obtener plantas transgénicas con alteraciones importantes en 

los niveles de una determinada poliamina. En la mayoría de los casos sólo es posible 

conseguir incrementos de hasta 2 veces, mientras cambios importantes en una 

determinada actividad enzimática suponen únicamente variaciones en un 10-20% en los 

niveles de poliaminas (Malmberg y col, 1998). Un resultado similar se ha observado en 

ratones transgénicos sobreexpresores de ODC y SAMdC, donde no se detectan cambios 

significativos en los niveles de espermidina y espermina (Heljasvaara y col, 1997). Este 

control estricto justificaría el resultado obtenido cuando se intenta la sobreexpresión 

mediante el sistema inducible por Cu2+ del cDNA de SAMdC (Figura 3.22), no 

detectándose incrementos significativos del transcrito cuando las plantas son crecidas en 

presencia de Cu2+. El silenciamiento en antisentido inducible por tetraciclina de SAMdC 

en patata no produce una reducción en los niveles de espermidina y espermina tan 

elevadas como las obtenidas con el promotor constitutivo (Kumar y col, 1996).

Por último, no es descartadle que en el caso de la sobreexpresión constitutiva 

de SAMdC no hayamos podido obtener transformantes con un fenotipo más severo por 

la metodología del propio método de transformación, existiendo la posibilidad de perdida 

de aquellos fenotipos más extremos en el rastreo de la primera generación transformante 

al quedar confundidos con las plantas no transgénicas muertas por la selección frente a 

kanamicina.
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5. Conclusiones

1. Se han aislado y caracterizado dos cDNAs, uno a partir de una genoteca de cDNA 

de callos de guisante, y otro del banco de clones del proyecto EST de Arabidopsis 

thaiiana, que codifican para la S-adenosilmetionina descarboxilasa. Ambos cDNAs 

muestran una elevada homología con otras secuencias de SAMdC de plantas y 

codifican para SAMdCs funcionales, capaces de complementar un mutante nulo de 

levadura para el gen de la SAMdC.

2. El análisis genómico indica la existencia de al menos dos copias del gen que 

codifican para la SAMdC en guisante. Los datos existentes en la base de datos del 

Genbank apuntan a la existencia de dos copias para el gen de la SAMdC en el 

genoma de Arabidopsis thaiiana.

3. Se ha aislado y caracterizado un clon genómico del gen de la SAMdC 

descarboxilasa de Arabidopsis, correspondiente a la copia situada en el cromosoma 

III. Los análisis realizados permiten acotar una región promotora de 1 Kb con dos 

regiones donde se localizan elementos reguladores de la expresión de la SAMdC.

4. La expresión de la SAMdC se encuentra regulada a nivel de tejido tanto en guisante 

como en Arabidopsis. La localización espacial de la expresión en Arabidopsis 

muestra una expresión generalizada en la mayoría de los tipos celulares de la planta.

5. Durante el desarrollo temprano del fruto de guisante, ya sea inducido mediante 

polinización natural o mediante tratamiento hormonal, se produce un incremento 

transitorio de la expresión de SAMdC.

6. La expresión de la SAMdC se incrementa durante la senescencia del ovario del 

guisante. El retraso de la entrada en senescencia mediante la aplicación de AVG o 

espermidina produce una disminución en los niveles de expresión de SAMdC.

7. La exposición prolongada de plantas de guisante a una atmósfera de 100 ppb de 

ozono produce un aumento de los niveles de expresión de la SAMdC tanto en tallo 

como en hoja.
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8. La sobreexpresión constitutiva del cDNA de la SAMdC en Arabidopsis da lugar a 

alteraciones fenotípicas caracterizadas por una disminución del crecimiento, tanto de 

parte aérea como radicular, que pueden reproducirse por crecimiento en presencia 

de espermidina y espermina.
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