ey

. g T
2 E} PALIT T

e Q2.664.(M43)
HORA . A 1Y

-~ Yoy 1A i o
OFICINA ALKILIAR MU 1S

VNIVERSITATG D VALENCIA

Departament de Bioquimica i Biologia molecular

Regulacion de la S-adenosilmetionina descarboxilasa durante

el desarrollo de Pisum sativum 'y Arabidopsis thaliana.

Memoria presentada por

Francisco Marco Picé

Para optar al grado de

Doctor en Ciencias Quimicas

Director

Dr. Pedro M. Carrasco Sorli

Valencia, 2000




UMI Number: U607695

All rights reserved

INFORMATION TO ALL USERS
The quality of this reproduction is dependent upon the quality of the copy submitted.

In the unlikely event that the author did not send a complete manuscript
and there are missing pages, these will be noted. Also, if material had to be removed,
a note will indicate the deletion.

Dissertation Publishing

UMI U607695
Published by ProQuest LLC 2014. Copyright in the Dissertation held by the Author.
Microform Edition © ProQuest LLC.
All rights reserved. This work is protected against
unauthorized copying under Title 17, United States Code.

ProQuest LLC
789 East Eisenhower Parkway
P.O. Box 1346
Ann Arbor, Ml 48106-1346



LM YT SITAT BE VALLNCIA
Froow T1eCATIL R 08
N [6 05.:2.,.“
DA .JI.Z_‘ 2 '.0/._
s TDE0? B‘\J‘jm

Ne. 4 Lt 273UY 29

-

26 ctu



M

%" Departament de Bioquimica i Biologia Molccular

' b o N y s ) N, [ S S N " | : : ) : ~
Facultat de.Ciéncies Biologiques, @_

"

)

I .
NIVERSTTATE B VALENCIA

D. Pedro M. Carrasco Sorli, Profesor Titular del Departament de Bioquimica i
Biologia Molecular de la Universitat de Valéncia

Certifica:

Que Francisco Marco Pico, licenciado en Ciencias Quimicas, ha
realizado bajo su direccion el trabajo titulado “Regulacion de la S-
adenosilmetionina descarboxilasa durante el desarrollo de Pisum sativum y
Arabidopsis thaliand’, que presenta para optar al grado de Doctor en Ciencias

Quimicas.

Para que asi conste a los efectos oportunos, firmo el presente
certificado a 5 de junio de 2000.

Firmado: Pedro M. Carrasco Sorli






Als meus pares






Agraiments

- Ha'estat ara, eén aquest moment, quan me’n he adonat de tot el temps i de tantes
coses que han passat des de que vaig comengar esta aventura de la tesi. Es fa molt
dificil resumir en estes linies tot el viscut i tot el que voldria agrair després de tot este
temps, encara que intentaré fer-ho el millor posible, si m'oblide d'algu espere que em
perdone.

En primer lloc voldria agrair a Pedro, el meu director, per tota eixa confianga
depositada en mi des del primer dia i com no, per eixa capacitat tan seua d'aconseguir
tot allé necessari per a la tesi que li he demanat, encara que més d'una vegada fora “al
limit'. Ah! | per preocuparse també per la meua “ formacié integral’, ell ja m'enten.

Es obligat ara agrair tantes i tantes cosses als companys del laboratori de
plantes, i ésta és la part més dificil, per la gran quantitat de gent que ha passat per aci
(un lloc que algl va anomenar “laboratorio trampolin”). Comengaré pel principi, amb els
components de l'antic “laboratori lejia": Salva (el president), (don) Toni, Joan i Juanjo
(abans mariscal i bayarri, ara la policia cientifica), amb els que vaig descobrir el costat
divertit del dia a dia al laboratori i també fora d’ell. Mencié especial a la “jefa’ Lourdes,
amb qui em vaig iniciar en aquest mén de la biologia molecular (i Radio 3!)...qui puguera
seguir el seu ritme de feinal. A Helena i Margal, per tants bons moments i per no deixar
mai de sorprendre’m (sobre tot dltimament). A les meues “alumnes’. Noemi (per deixar-
me ser el seu “Mentor"), Monica (per batejarme com “papa Paco’ i tantes altres coses) i
Clara (per definir-me com “ utif’). A Ignacio i Pepe per eixes converses irrepetibles i tantes
rialles entre miniprep i miniprep. A Maria i Raul, per ajudarme a aguantar els envits de
Pedro, i a les noves adquisicions: Vicent, Julia i M?* Jesus per soportar la meua
“dictadura’ musical. També a la resta de caps del laboratori: Marisa, per sempre intentar
traure’m un somriure, a Lola, per el seu entusiasme front a qualsevol experiment, a Ximo
per no renunciar mai a les reunions de laboratori... i a Carlos, per vore la llum i passar-se
al PC.

A la resta dels becaris del departament, en especial als companys del dinar (i
piscina), Nelo (a més, per compartir amb mi Internet i altres obsesions), Gemma (*no me



AGRAIMENTS

cuente usted su vida"), Susana, Geno, Pepa, Ethel.... i també als becaris " iateros”, sobre
tot a Sergi, sempre un amic. A JR per revelarme més de un dels seus secrets de
McGyver, i a la resta del personal del departament, sobretot per elevar
(inmerescudament) a categoria de maestria la meua “ xicoteta” aficié al ratoli i al teclat.

A M? Jose i la seua gent del CEAM, per posar a la nostra disposici¢ la Peira i I'0z6,
i també per contribuir a que esta tesi puguera ser finalitzada en aquest ultim any “extra’.
Espere poder respondre a eixa confian¢a depositada en mi a partir d'ara.

Com no tot va a ser trevall, he d'agrair als membres de la Societat del mejar xinés
“Lian Shan Po" tants sopars i la sort de ser un dels membres fundadors. També a Salva,
Laura, Joan, Eva, Toni, Juanjo, Xelo i David el mai perdre I'esperan¢ca de vore'm i
sempre cridar-me als sopars. | com no, als amics de sempre, la “escoria almardiense”:
Tinin, Santi, Poli i David per tants estius i caps de setmana de tamarindo, ponderosa,
Guau, “cueva’ i alicateo.

Finalment voldria agrair i dedicar esta tesi als meus pares, per estar sempre ahi i

“presumir” tant de mi i dels meus germans.



“Duda siempre de ti mismo, hasta que los datos no dejen lugar a dudas.”
Louis Pasteur.






Indice

ABREVIATURAS IV
1. INTRODUCCION 1
1.1. LA BIOSINTESIS DE POLIAMINAS. 1

1.2. RELACION DE LAS POLIAMINAS CON LOS PROCESOS DE CRECIMIENTO Y SENESCENCIA
VEGETAL. 3

1.2.1. EL OVARIO NO POLINIZADO DE GUISANTE COMO SISTEMA EXPERIMENTAL PARA
EL ESTUDIO DE LOS PROCESOS DE DESARROLLO Y SENESCENCIA VEGETAL. 5
1.2.2. LAS POLIAMINAS EN EL DESARROLLO DEL FRUTO Y LA SENESCENCIA DE LOS

OVARIOS NO POLINIZADOS DE GUISANTE. 7
1.3. LAS POLIAMINAS Y LOS PROCESOS DE RESPUESTA A ESTRES DE LA PLANTA. 8
1.3.1. RESPUESTA A DEFICIENCIAS EN NUTRIENTES. 9
1.3.2. RESPUESTA A ESTRES TERMICO. 9
1.3.3. RESPUESTA A ESTRES OSMOTICO. 11
1.3.4. RESPUESTA AL ESTRES OXIDATIVO: EL OZONO COMO CONTAMINANTE AMBIENTAL. 11
1.4. MANIPULACION DEL METABOLISMO DE POLIAMINAS. 13
1.4.1. UTILIZACION DE INHIBIDORES DEL METABOLISMO DE POLIAMINAS. 13
1.4.2. UTILIZACION DE MUTANTES DEL METABOLISMO DE POLIAMINAS. 14
1.4.3. UTILIZACION DE PLANTAS TRANSGENICAS. 15
1.5. S-ADENOSILMETIONINA DESCARBOXILASA. 18
1.5.1. FUNCION BIOLOGICA Y CARACTERISTICAS. 18
1.5.2. S-ADENOSILMETIONINA DESCARBOXILASA DE PLANTAS. CARACTERISTICAS
DEL CDNA 19
1.5.3. REGULACION DE LA EXPRESION DE LA SAMDC EN PLANTAS SUPERIORES. 20
1.5.3.1. Regulacién de la SAMdC durante el desarrollo de la planta. 20
1.5.3.2. Regulacion de SAMAC por la luz y ritmos circadianos. 21
1.5.3.3. Regulacion de SAMdC por factores ambientales. 22



INDICE

1.5.4. EFECTOS DE LA ALTERACION DE LA EXPRESION DE SAMDC EN

PLANTAS TRANSGENICAS. 22
1.6. OBJETIVOS 25
2. MATERIALES Y METODOS. 27
2.1. MATERIAL VEGETAL. 27
2.1.1. CULTIVO DEL MATERIAL VEGETAL. 27
2.1.1.1. Pisum sativum. 27
2.1.1.2, Obtencion de callos de Pisum sativum cv. Alaska. 27
2.1.1.3. Arabidopsis thaliana. 28
2.1.2. . TRATAMIENTOS Y RECOGIDA DEL MATERIAL VEGETAL. 28
2.2. AISLAMIENTO Y ANALISIS DE ACIDOS NUCLEICOS. 29
2.2.1. AISLAMIENTO DE DNA GENOMICO. 29
2.2.2. ANALISIS SOUTHERN. 30
2.2.3. AISLAMIENTO DE RNA. 31
2.2.4. ANALISIS NORTHERN. 32
2.3. AISLAMIENTO DEL CDNA DE LA S-ADENOSILMETIONINA DESCARBOXILASA DE
GUISANTE. 32
2.3.1. RT-PCR. 32
2.3.2. AMPLIFICACION DE LOS EXTREMOS §' Y 3' DEL CDNA DE SAMDC DE GUISANTE 34
2.3.3. AMPLIFICACION DEL CDNA COMPLETO DE SAMDC DE GUISANTE. 36
2.4, AISLAMIENTO DEL CDNA DE LA S-ADENOSILMETIONINA DESCARBOXILASA DE
ARABIDOPSIS. 36
2.5. EXPRESION EN LEVADURA DE LOS CDNAS DE LAS SAMDC DE GUISANTE Y
ARABIDOPSIS. 37
2.6. AISLAMIENTO DEL CLON GENOMICO DE SAMDC DE ARABIDOPSIS THALIANA. 38
2.7. OBTENCION DE PLANTAS TRANSGENICAS DE ARABIDOPSIS THALIANA. 39
2.7.1. METODOLOGIA DE TRANSFORMACION. ANALISIS DE PLANTAS TRANSGENICAS. 39
2.7.2. CONSTRUCCIONES UTILIZADAS. 39
2.7.2.1. Expresion de GUS bajo el control del promotor de la SAMdC 39
2.7.2.2. Expresion constitutiva de la SAMdC. 42
2.7.2.3. Expresioén inducible por cobre de la SAMdC. 42
2.8. ANALISIS DE ACTIVIDAD GUS EN PLANTAS TRANSGENICAS. 45



INDICE

3. RESULTADOS. 47
3.1. CARACTERIZACION DEL CDNA DE LA SAMDC DE GUISANTE 47
3.2. CARACTERIZACION DEL CDNA DE SAMDC DE ARABIDOPSIS 50
3.3. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS AMINOACIDICAS DE LOS CLONES DE SAMDC DE

GUISANTE Y ARABIDOPSIS. . 52
3.4. Los cDNAS DE GUISANTE Y ARABIDOPSIS CODIFICAN PARA UNA PROTEINA
FUNCIONAL. 53
ANALISIS DE LA ORGANIZACION GENOMICA DE LOS GENES DE SAMDC DE GUISANTE Y
ARABIDOPSIS. 56
3.6. CARACTERIZACION DEL CLON GENOMICO DEL GEN DE SAMDC DE ARABIDOPSIS. 59
3.7. ESTUDIOS DE EXPRESION DE SAMDC EN PLANTAS DE GUISANTE. 61
3.7.1. ANALISIS DE LA EXPRESION DE SAMDC EN TEJIDOS DE GUISANTE. 61
3.7.2. ANALISIS DE LA EXPRESION DE LA SAMDC DURANTE EL DESARROLLO
Y SENESCENCIA DEL FRUTO DE GUISANTE. 62
3.7.3. ANALISIS DE LA EXPRESION DE SAMDC Y OTRAS ENZIMAS DE LA RUTA
BIOSINTETICA DE POLIAMINAS EN RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON OZONO. 65
3.8. ANALISIS DE LA EXPRESION DE SAMDC EN TEJIDOS DE ARABIDOPSIS 7
3.8.1. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE SAMDC EN PLANTAS TRANSGENICAS
DE ARABIDOPSIS. 72
3.8.2. EFECTOS DE LA DELECCION UNIDIRECCIONAL DEL PROMOTOR 74
3.8.3. EFECTOS DE LA SOBREEXPRESION DE LA SAMDC EN PLANTAS TRANSGENICAS
DE ARABIDOPSIS. 76
3.8.3.1. Sobreexpresion constitutiva de la SAMdC 76
3.8.3.2. Sobreexpresion inducible de la SAMdC. 80

4. DISCUSION 84

5. CONCLUSIONES 92

6. REFERENCIAS: 94




Abreviaturas

ABA acido abscisico

ACC acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico
ADC L-arginina descarboxilasa

AVG aminoetoxivinilglicina

BAC cromosoma bacteriano artificial

BAP 6-bencilaminopurina

BSA seroalbumina bovina

dcSAM S-adenosil-5'-3'-metilpropilamina

DNA acido desoxiribonucleico

DFMA DL-difluorometilarginina

DFMO DL-difluorometilornitina

EDTA acido etiléndiaminotetraacético, sal disédica
EST Expressed Sequence Tag

GA3 acido giberélico
Gus o o .. B-Glucuronidasa .

K Kinetina

mRNA RNA mensajero

MGBG metilglioxal-bis-(guanilhidrazona)
MOPS acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico
MTA metiltioadenosina

MS Murashige y Skoog

MU 7-hidroxi-4-metilcumarina

Mu-Gluc 4-metilumbeliferil-B-D-glucurdnido
NAA acido 1-naftilacético

O.D.gno densidad 6ptica a 600 nm.

oDC L-ortinina descarboxilasa

ORF pauta abierta de lectura

oTC camaras de techo abierto



ABREVIATURAS

PAO
pb

PCR
PEG

poli(A)* RNA

RNA
RT-PCR

SAM
SAMdC
SAMs
SDS
spm
spmd
Tris
UTR
X-Gluc
2,4-D

poliamina oxidasa

pares de bases

reaccion en cadena de la polimerasa
polietilenglicol

RNA poliadenilado

acido ribonucleico

transcripcién reversa-reaccion en cadena de la
polimerasa

S-adenosil-L-metionina.
S-adenosil-L-metionina descarboxilasa
S-adenosil-L-metionina sintasa
n-dodecil sulfato sédico

espermina

espermidina
2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol
region no traducida
5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-glucurénido
acido 2,4-diclorofenoxiacético






1. Introduccion

1.1. La biosintesis de Poliaminas.

Las poliaminas constituyen un grupo de moléculas alifaticas de bajo peso
molecular y naturaleza policationica a pH fisiologico. Sus representantes mas
caracteristicos 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 fendlicos
secundarios (Malmberg y col, 1998). Aunque se ha demostrado su caracter esencial en
los procesos de crecimiento y desarrollo tanto en procariotas como en eucariotas, su
papel exacto en estos procesos esta todavia por dilucidar (Kumar y col, 1997).

/\/\/NH2
H,N
Putrescina

/\\//\/N H\/\/NH2
HoN

Espermidina

NN /\/\/NH\/\/NHz
HoN NH

Espermina

Figura 1.1 Estructura quimica de las poliaminas mas habituales en células eucaribtas:
putrescina, espermidina y espermina.

La biosintesis de poliaminas en plantas es un proceso bien caracterizado, que
puede dividirse en dos fases: sintesis de putrescina a partir de aminoacidos y formacion
de espermidina y espermina por la adicién de grupos aminopropilo a las moléculas de
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putrescina y espermidina respectivamente. (Figura 1.2) (Kumar y col, 1997; Tiburcio y

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

HC

Metionina

ATP
SAMs

7-MY Uad
nh2
MGBG

SAM

ACC sintasa

nh3
ACC

ACC oxicasa

HGGR

Etileno

SAMdC

"CH.

MTA

dcSAM

CH,

MTA

IFMI
HN ADC
NHj ag
Arginina
HJ*
NHj
Agmantina

Ornitina
IFMO

oDC

Putrescina

Espermidina
sintasa

,NH

Espermidina

Espermina
sintasa

"NH

Espermina

Figura 1.2 Ruta biosintetica de las poliaminas putrescina, espermidina y espermina en
plantas y su relacion con la biosintesis del etileno ACC, acido 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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mediante la actividad ornitina descarboxilasa (ODC, EC 4.1.1.17), o indirectamente
desde arginina en tres reacciones enzimaticas, 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 obtencion de espermidina, y ésta a su vez para la sintesis de espermina
mediante la accién sucesiva de las aminopropiltransferasas espermidina sintasa (EC
2.51.16) y espermina sintasa (EC 2.5.1.22), siendo el donador de los grupos
aminopropilo necesarios la S-adenosil-5'-3'-metilpropilamina generada a partir de la
accion 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 formacion previa del acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC)
(Van der Straeten y Montagu, 1990). Esta competicién por la SAM como punto comun en
ambas rutas metabdlicas ha motivado muchas de las investigaciones centradas en la
capacidad de etileno y poliaminas de regular y/o influir en su sintesis a través de la
variacién de los niveles de SAM (Kushad y Dumbroff, 1991).

1.2. Relacién de las poliaminas con los procesos de
crecimiento y senescencia vegetal.

La presencia de las poliaminas en todos los organismos vivos y su aparente
caracter esencial para crecimiento y desarrollo (Galston y Kaur-Sawhney, 1995) han
impulsado numerosos estudios acerca de su implicacién fisioldégica tanto en animales
como en plantas (Evans y Malmberg, 1989). Como consecuencia de dichos estudios, las
poliaminas han sido implicadas en la mayoria de los procesos de crecimiento y
desarrollo vegetal, incluyendo divisién celular, diferenciacién vascular, embriogénesis,
desarrollo radicular, iniciacién y desarrollo floral, desarrollo del polen y del fruto y control
de la senescencia (Galston y Kaur-Sawhney, 1995).

En plantas, la correlacién entre division celular y niveles de poliaminas se ha
basado en la observacién de una mayor actividad biosintética en tejidos con tasas altas
de division activa o metabdlicamente activos, en comparacién con tejidos sin division
celular. En este sentido, se les asigna un papel en los procesos de sintesis de mRNA,
sintesis proteica y metilacién del DNA (Egea-Cortines y Mizrahi, 1991). En el proceso de
germinacién de Phaseolus Vulgaris se han observado niveles elevados de espermidina,
espermina, RNA y proteinas en el embrién, mientras sus niveles disminuyen en el
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cotiledén (Bagni, 1970). Por otro lado se ha demostrado una correlaciéon positiva entre
potenciales bajos de germinacion y un contenido bajo en poliaminas en semillas de maiz,
aunque la situacién 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 Ia planta con tasas
altas de division 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
observac:dn de una correlacién entre la disminucién de los niveles de poliaminas y el
inicio de la senescencia, asi como en el hecho de que, en algunos casos, la adicién de
poliaminzs exégenas retrasa la aparicion de sintomas senescentes. Estas correlaciones
han sido observadas en protoplastos de mesofilo en sistemas experimentales basados
en el uso de hojas arrancadas, y en tubérculos de Helianthus tuberosus (Sawhney y
Galston, 1991). Su accién antisenescente se ha relacionado con su capacidad de
estabilizacion de membranas mediante su interaccion con los fosfolipidos o Ca®*, por una
posible inhibicion de la biosintesis del etileno, por la estimulaciéon de la sintesis de
macromo'éculas y su capacidad de eliminacién de radicales libres (Sawhney y Galston,
1991). . o A
Sin embargo, existen evidencias, relativas tanto a cambios en la concentracién
de poliaminas durante la senescencia, como al efecto de la adicién de poliaminas
exogenas sobre material vegetal senescente que apuntan a que esta correlacion con la
capacidad antisenescente no es una caracteristica aplicable a todos los casos. Asi, en
una linea de guisante cuya senescencia esta influida por el fotoperiodo, la senescencia
comienza antes de la disminucién de la concentracién 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 correlacién entre maximo 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 procescs 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 facil y
. rapido crecimiento, se dispone de gran cantidad de conocimientos en cuanto a su
fisiologia y genética (Murfet, 1985). E! fruto de guisante es un fruto dehiséente ‘qué deriva‘
de un unico ovario o carpelo (Esau, 1977). Previo al desarrollo del fruto de guisante tiene
lugar una fase de crecimiento del ovario, que abarca desde la formacién del primordio
floral hasta dos dias después de la antesis de la flor. El guisante es una planta que se
autopoliniza, produciéndose este proceso un dia 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 liberandose el polen. El desarrollo del tubo polinico abarca 32-48 horas por
lo que la fertilizacion de los évulos no tiene lugar hasta el dia de la antesis (dia 0) o un
dia después de ésta (dia 1 post-antesis) (Garcia-Martinez y col, 1991).

El crecimiento del fruto de guisante sigue un modelo de tipo sigmoideo doble, en
la que dos curvas estan separadas por una meseta, que se relaciona con la competiciéon
entre el fruto y el embridn por las sustancias producidas por el endospermo (Biale, 1964).
La caracteristica mas peculiar del desarrolio del fruto de guisante es el crecimiento
precoz de la vaina con respecto a la semilla que lo contiene. La vaina llega a alcanzar
mas de la mitad de su tamafio 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 nitrégeno, 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 estd compensada por el peso ganado debido a la deposicién de material de
reserva en el cotiledén. La madurez del fruto se alcanza a la 5 o 6 semana después de
la antesis (Pate y Flinn, 1977). El rapido incremento que tiene lugar en el tamafio y peso
de la vaina se produce durante las etapas iniciales y va acompafiado de un
engrosamiento 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 esta constituido por
una unica capa de células epidérmicas de paredes gruesas, mientras que el mesocarpo
esta formado por un conjunto de células parenquimaticas de paredes delgadas que
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durante el proceso de desarrollo del fruto se incrementan en tamafio y acumulan
granulos de almidén (Vercher y col, 1984). Por ultimo, el endocarpo esta constituido por
células epidérmicas y parenquimaticas, y en estadios mas avanzados por células de
esclerénquima (Vercher y col, 1984, Vercher y Carbonel!, 1991).

Si se evita la polinizacién mediante la emasculacion de la flor de guisante por
eliminacién de las anteras, los ovarios de las flores emasculadas contintian creciendo
hasta el equivalente al tercer dia post-antesis. Si durante este periodo el ovario no recibe
ningun estimulo que induzca su fructificacion, entra en un rapido proceso de senescencia
que lleva a la desorganizacion del ovario y finaliza con la abscisién de la flor dos o tres
dias mas tarde (dia 5 o 6 post-antesis). El inicio de la senescencia va acompariada de
pérdida de sensibilidad a tratamientos hormonales (Garcia-Martinez y Carbonell, 1980).
Posteriormente, empiezan a tener lugar una serie de cambios a nivel morfolégico y
bioquimico, como el cese del crecimiento por expansion de las células del endocarpo
(Verchery col, 1984) y la disminucidn del contenido de proteinas debido a la aparicion de
nuevas actividades proteoliticas (Carbonell y Garcia-Martinez, 1985; Carrasco y
Carbonell, 1988, 1990; Vercher y col, 1989; Cercos y col, 1992). También se producen
cambios a nivel de la morfologia de los nucleos y degradacion de DNA, estos procesos
se producen sobre todo a nivel de los nucleos de las células proximas al endocarpo del
fruto en senescencia (4-5 dias después de la antesis), asi como a nivel del saco
embrionario (Orzaez y Granell, 1997; Orzaez y col, 1999). ' o

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 partenocarpicos (Garcia-Martinez y Carbonell, 1980). El tratamiento
con acido giberélico (GA;), 6-benzilaminopurina (BAP) o acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) genera cambios histolégicos asociados al desarrollo del fruto idénticos a los
producidos tras la polinizacion y fertilizacion: aumento de las células del mesocarpo por
expansion y diferenciacion de las células del endocarpo en esclerénquima (Verchery 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 atencién en los ultimos arfios. En este sentido
. se han determinado tanto los niveles de poliaminas en los ovarios y frutos durante estos
.proc‘esos (C'arb'onvell'y Na‘var'ro,‘ 1989), como los niveleé de élgunés de las actividad'es‘
enzimaticas implicadas (Pérez-Amador y Carbonell, 1995; Alabadi y Carbonell, 1999) y
los genes que codifican para algunos de las enzimas biosintéticas (Gémez-Gbémez y
Carrasco, 1996; Pérez-Amador y col, 1995, Alabadi y Carbonell, 1999) .

Las medidas de los niveles de poliaminas sefalan en general un incremento
transitorio en los niveles de putrescina, espermidina y espermina durante el desarrollo
temprano del fruto putrescina asi como en ovarios partenocarpicos obtenidos mediante
induccién con GA; , y una posterior caida durante el resto del desarrollo del fruto, siendo
las poliaminas mayoritarias espermidina y espermina. Por otro lado se observa una
correlacion entre niveles altos de espermina y la senescencia del ovario, y entre un nivel
bajo de espermina y el desarrollo del fruto inducido por polinizacién o tratamiento con
auxinas (2,4-D) o giberelinas (GA3). (Carbonell y Navarro, 1989). Durante la senescencia
del ovario se observa la acumulacién de un derivado de la espermidina, la N*-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 partenocarpico inducido por GA;, citoquininas o auxinas, por el despunte de la
planta, o de forma espontanea 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
biosintesis de putrescina en ovarios y frutos jovenes de guisante, no detectandose
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
induccion del desarrollo partenocarpico con GA;, asf como una disminuciéon de su
expresién 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 partenocarpico
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inducido con GA;, y que correlaciona con los niveles de uno de los mMRNA que codifican
para esta enzima (psSPDSYN1), mientras que la expresion del segundo gen para
espermidina sintasa aislado (psSPDSYN2), se incrementa en estadios avanzados del
desarrollo del fruto (Alabadi y Carbonell, 1999). Por otro lado se han aislado dos cDNA
que codifican para la SAMs (Gémez-Gémez y Carrasco, 1996) que muestran una
regulacion diferencial, tanto a nivel de tejido, como en respuesta a etileno y durante el
desarrollo del ovario (Gémez-Gémez y Carrasco, 1998). Durante el desarrollo del fruto,
inducido por polinizacion 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 induccién de su
expresion durante la senescencia del ovario, estando el gen SAMs 1 regulado por el
etileno, mientras que la induccién observada para el gen SAMs 2 parece encontarse
asociada a otros factores de senescencia no relacionados directamente con el etileno.
(Gémez-Goémez y Carrasco, 1998).

En cuanto al resto de tejidos de guisante, existe en general una correlacién de
expresiones elevadas para tejidos jovenes y de metabolismo activo para todos los genes
de la ruta biosintética de poliaminas aislados hasta el momento (Pérez-Amador y col,
1995; Gémez-Gomez y Carrasco, 1998, Alabadi 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 sucesiéon de cambios
rapidos 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 adaptacion 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 mas
tiempo y, probablemente, aquellos donde se da un cambio mas drastico en el
metabolismo de poliaminas, son los producidos por el estrés abiético: el sometimiento a
falta de nutrientes, la exposicién a choque osmético o a contaminantes ambientales,
pueden producir en la planta grandes cambios en el metabolismo de nitrogeno y
poliaminas (Flores, 1991).
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Por otra parte, las plantas también deben responder a la agresién de factores
bidticos como los patégenos. En este sentido, las poliaminas han sido implicadas en
procesos de sefializacidon molecular en interacciones planta-patégeno (Martin-Tanguy,
1987), asi como también en la respuesta de la planta a microorganismos simbiontes
~ importantes para su nutricion (EI Ghachtouli y col, 1996).

1.3.1. Respuesta a deficiencias en nutrientes.

Una respuesta clasicamente observada en la planta como respuesta a la
deficiencia de K', es la acumulacién de putrescina. La primera observacion fue realizada
en hojas de cebada (Richards y Coleman, 1952). Estudios posteriores en otras plantas
han establecido el papel especifico de la putrescina en el mantenimiento del balance
anién-catién en la planta y que su acumulacién en respuesta a la deficiencia en K*, via
activacién de ADC, es un fendbmeno general tanto en mono- como dicotiledoneas y
puede ser una respuesta universal. (Bouchereau y col, 1999). En todos los casos la
maxima acumulacién de putrescina coincide con la aparicion de sintomas severos de
falta de nutrientes minerales (Flores, 1991). Sin embargo la funcion fisiolégica de este
aumento de putrescina permanece todavia poco clara. Los niveles altos de putrescina
pueden ser los causantes de los dafios 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 implicacion 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 habian sido observadas en bacterias terméfilas y
a las cuales se les asigna un papel esencial en el mantenimiento de la sintesis proteica a
altas temperaturas (Oshima, 1983).

La exposicion de polen o cultivos celulares de algodén a altas temperaturas
produce la acumulacién de estas tres poliaminas, que utilizan diaminopropano,
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proveniente de la degradacion de espermidina por la poliamina oxidasa (PAO; EC
1.5.3.3), como precursor, asi 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 acumulacién de estas poliaminas de cadena
larga, asi como cambios en el metabolismo de poliaminas. Los niveles de poliaminas
libres y conjugadas, asi como los de actividad ADC y PAO son mas elevados en callos
tolerantes al calor que en callos sensibles en condiciones normales. Cuando son
expuestos al calor, los callos tolerantes acumulan mas poliaminas tanto en forma libre
como conjugada, detectandose también caldina y termina. Los aumentos observados
correlacionan con aumentos en ADC y PAO (Roy y Gosh, 1996).

El dafio por frio parece ser un proceso que implica alteraciéon en la estructura de
la membrana. Se ha propuesto que como consecuencia del estrés por frio se produce
una transicion de fase en la ordenacién molecular de los lipidos de membrana (Raison y
Lyons, 1970). Esta transicion de fase puede tener varios efectos perjudiciales para los
tejidos, incluyendo alteraciones en la permeabilidad de la membrana y alteraciones en
actividades de proteinas de membrana.

Se ha descrito que la exposicion a bajas temperaturas puede inducir la
acumulacién de putrescina en varias especies de plantas (Martin-Tanguy, 1987). Un
ejemplo lo constituye la correlacién positiva entre induccién de putrescina y resistencia al
frio 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 calabacin durante 2 dias a 10°C reduce
significativamente el dafio por frio, produciéndose durante este periodo 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
infiltracion de espermidina y espermina mediante presion reduce significativamente los
dafios por frio, aumentando la firmeza del fruto. Los autores sugieren que la proteccién
observada para espermidina y espermina podria estar basada en un mecanismo que
implicara la proteccion de los lipidos de membrana mediante el retardo de su
peroxidacion.
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Lee y col (1997c) han observado que la exposicién al frio de una variedad
tolerante de arroz produce aumentos en los niveles de putrescina, actividad ADC en
tallos y raices, asi como en los niveles de espermidina, espermina y actividad SAMdC en
tallos. Experimentos posteriores con inhibidores han demostrado que el mecanismo de
~ respuesta al frio observado implica un aumento previo de los niveles de acido abscisico
(ABA), el cual promuéve la sintesis de putréscina mediada por ADC (Leey col, 19'970).'

1.3.3. Respuesta a estrés osmético.

La exposicién 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 disminucién drastica. Por otro lado, con la eliminacion de agua
o la utilizaciéon de otros osmolitos con diferentes rutas de asimilaciéon, los autores
consiguen resultados similares, coincidiendo con otros sintomas claros de estrés, como
marchitamiento y pérdida de proteina. 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 regulacién 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 lineas resistentes a sequia, a un déficit de agua mediante PEG, se observa una
tendencia de acumulacién de espermidina y espermina y pérdida de putrescina (Kuehn y
col, 1990), asi como la aparicion 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 osmético o en plantulas sometidas a sequfa (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, asi 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 irradiacion con UV-C (Campos y col, 1991). De forma similar, la aplicacion de
espermidina previene parcialmente los dafnos inducidos por UV-C. Mientras que el
tratamiento con UV estimula la acumulacién de putrescina en pepino (Kramer y col,
1991).

El ozono (O3) es un componente mayoritario de la polucién ambiental y se
considera que tiene serios efectos en la vegetacion en Europa y América del Norte.
Incluso aplicado a bajos niveles, el O; puede producir disminuciones significativas en la
fotosintesis, causar dafios en la hoja y acelerar la senescencia (Heagle, 1989). Las
reacciones que la planta desencadena frente al estrés por ozono incluyen incrementos
en acido ascorbico, peroxidasas, compuestos fendlicos, etileno y poliaminas (Heagle,
1989).

Existen diversas evidencias que apoyan el papel protector de las poliaminas
frente al dafio causado por ozono. La aplicacion exégena de poliaminas a plantas de
tabaco y tomate reduce significativamente el dafio 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 aplicacién de DFMA reduce estos incrementos y agrava los
sintomas visuales de dafio en la hoja en comparacién a controles no tratados con ozono.
También se ha observado acumulacién de poliaminas (espermidina y espermina) en
" Picea abies (Ddhmen y col, 1990) y trigo (Drolet y col, 1986) tratados con ozono. ‘

El papel protector que parecen desempefar las poliaminas se ha intentado
explicar en base a su capacidad para eliminar radicales libres (‘scavenger’), como
parece indicar el hecho de que la formacion de radicales superoxido enzimaticamente
(mediante xantina oxidasa) o quimicamente (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
inhibicién de la peroxidacién de lipidos producida in vivo por las poliaminas pueden ser
debidas a esta capacidad eliminadora de radicales libres (Flores, 1991).

Por otro lado, los dafios foliares producidos por la exposicién a ozono del cultivar
Bel W3 de tabaco pueden ser reducidos por aplicacién de putrescina, espermidina o
espermina a través de la raiz. Las medidas de poliaminas realizadas sefialan a los
conjugados de putrescina y espermina con la pared celular y fraccién membranosa como



INTRODUCCION

los complejos responsables de la eliminacién de los radicales y no las poliaminas libres
(Langebartels y col, 1991). Otros efectos que podrian contribuir al papel protector se
desencadenarian a través de la competencia con la ruta biosintética del etileno por la
SAM. El etileno ha sido postulado como mediador de la respuesta a ozono, actuando
~ como segundo o tercer mensajero (Mehlhorn y col, 1991; Sandermann y col, 1998).

1.4. Manipulacion del metabolismo de poliaminas.

1.4.1. Utilizacién de inhibidores del metabolismo de poliaminas.

Gran parte de los aproximaciones iniciales para determinar los mecanismos de
accion de las poliaminas durante los procesos de crecimiento y desarrollo vegetal se han
realizado mediante estudios indirectos, manipulando sus niveles mediante la aplicacién
exdgena de poliaminas, o utilizando inhibidores especificos de su ruta biosintética. Los
cuatro inhibidores mas comunmente utilizados han sido diflurorometilornitina (DFMQO), 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 implicacién 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 aplicacién conjunta con la putrescina evita el efecto
inhibitorio (Cohen y col, 1982). Asi mismo, el DMFA inhibe la diferenciacién de la raiz en
cultivos de tejidos de tabaco y su efecto es revertido por putrescina exdégena (Kumar y
col, 1997). El uso de estos inhibidores aunque Uutil, tiene sus limitaciones. Asi, el MGBG
no es un inhibidor especifico 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
aplicacion in vivo de DFMA a la planta, es que la enzima arginasa puede convertir DFMA
a DFMO produciéndose también inhibicion de la ODC (Slocum y Galston, 1987). Por
tanto, la utilizacién de este tipo de aproximaciones permite una manipulacién indirecta, y
a veces dificilmente controlable, de los niveles endbgenos de poliaminas, de las cuales
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pueden establecerse unicamente evidencias correlativas entre niveles de poliaminas y

diferentes parametros bioquimicos y/o fisiolégicos de la planta.

1.4.2. Utilizacién de mutantes del metabolismo de poliaminas.

Una segunda aproximacién a la manipulacién del metabolismo de poliaminas ha
consistido en la obtencién de mutantes resistentes a inhibidores de la sintesis de
poliaminas, provenientes de cultivos celulares de tabaco (revisado en Malmberg y col,
1998). Se ha aislado una coleccion de mutantes que incluye un gran nimero de cultivos
resistentes al MGBG (inhibidor de SAMdC) y un cultivo resistente al DFMO (inhibidor de
ODC). Los anadlisis bioquimicos realizados a las lineas resistentes al MGBG indicaron
incrementos de la expresion de SAMdC, asi como posibles cambios en la estructura de
la SAMdC que producirian resistencia al MGBG. Los autores fueron capaces de
regenerar algunos de los cultivos resistentes al MGBG en plantas completas,
observando importantes alteraciones morfolégicas, que incluyen enanismo y una
morfogénesis floral alterada, que impidi6 en muchos casos la realizacién de cruces
genéticos, de tal manera que unicamente se consiguié un pequefio numero de semillas
para una de las lineas (Malmberg y Rose, 1987). El fenotipo observado en las plantas
obtenidas de esas semillas demostré que la resistencia a MGBG era dominante. Por otro
lado, la linea resistente a DFMO contenia niveles de poliaminas elevados y fue
parcialmente resistente a estrés acido (Hiatt y Malmberg, 1988). Lamentablemente,
aunque se consiguid su regeneracion a planta, ésta presento un fenotipo enano extremo
y no floreci6. La falta de analisis genético de estas lineas resistentes a MGBG y DFMO
impidi6 determinar si la variedad de alteraciones morfoldgicas observadas estaba ligada
a cambios en los niveles de poliaminas. Aun asi, los resultados obtenidos sugieren que
las poliaminas podrian jugar un papel en la resistencia a estrés, longitud del internodo,
iniciacion floral y desarrollo de los érganos florales. La relacion potencial entre las
poliaminas y estos caracteres podria ser debida a la implicacion de las poliaminas en la
division celular (Malmberg y col, 1998).

La utilizacion de otras técnicas, como la de activacion insercional por T-DNA
(Walden y col, 1994), ha permitido mejorar la seleccién de mutantes a MGBG. Esta
técnica consiste en la utilizacién 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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transformacion de protoplastos de planta mediante co-cultivo. Los protoplastos pueden
ser posteriormente sometidos a selecciébn buscando aquellos caracteres que sean
producidos por la sobreexpresion de algun gen en el cultivo celular, para posteriormente
identificar el gen mediante 1a recuperacién de las secuencias flanqueantes al punto de
~insercion del T-DNA activador. De esta forma, se obtuvieron ocho lineas 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 lineas 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.

Mas 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 complementacion, denominados spe? y spe2.
El fenotipo de los mutantes obtenido permite correlacionar niveles bajos de actividad
ADC con un incremento en el numero de las ramificaciones laterales de la raiz y un
mayor crecimiento de ésta. Por otra parte, los dobles mutantes presentaron ademas
alteraciones en su parte aérea, 6rganos mas alargados y un retraso en la floracion.
Ninguno de los mutantes analizados present6 la carencia absoluta de ADC, e incluso los
alelos mas fuertes presentaron disminuciones del orden del 10-20% en los niveles de
poliaminas. El analisis de los dobles mutantes con los alelos mas fuertes revelé que
también poseian una actividad ADC baja, pero detectable. Los autores sefialan la
importancia de averiguar la relacion entre estos dos grupos de complementacion y las
dos copias del gen de ADC presentes en el genoma de Arabidopsis. (Watson y col,
1997).

1.4.3. Utilizacién 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 plasmido Ri de Agrobacterium rhizogenes (Ri TL-DNA). Las plantas
transgénicas que contienen este Ri-DNA presentan los fenotipos T y T', con diferente
grado de alteracion en el tiempo de floracién, alteraciones morfolégicas en las hojas y
alteracién de la dominancia apical. En estas plantas se ha observado una relacién
inversa entre los niveles de poliaminas conjugadas y el grado de alteraciones en el
desarrollo de la planta (Martin-Tanguy y col, 1991). La aplicacion a estas plantas
transgénicas de los cuatro inhibidores mas comunes de la biosintesis de poliaminas por
Burtin y col (1991) puso de manifiesto que el DFMO producia una fenocopia del fenotipo
T cuando se aplicaba a plantas transgénicas con fenotipo T, mientras que los demas
inhibidores (MGBG, DFMA, cicloheximida) producian algunas anomalias en el
crecimiento pero no mimetizaban el fenotipo. La expresién de alguna de las secuencias
codificadoras del Ri TL-DNA (los genes rolA, rolB, rolC) afecta al metabolismo de
poliaminas, asi como a los niveles de fitohormonas como citoquininas, auxinas,
giberelinas y etileno, sin embargo, la naturaleza y funcién de estos genes rol no ha sido
aclarada (revisado en Malmberg y col , 1998).

La disponibilidad de los genes de la ruta biosintética de poliaminas ha permitido
por otro lado la obtencién de plantas transgénicas con alteraciones del metabolismo de
poliaminas por sobreexpresién 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 introduccion de un gen heterélo'go,'
como es el caso del trabajo de Hamill y col (1990), que consiguieron la sobreexpresion
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 ratéon, donde se
encontraron niveles de poliaminas elevados, asi como fenotipos anormales en los
primeros estadios de crecimiento, flores con estambres reducidos, y plantas que no
dieron semillas. La sobreexpresién de la misma ODC en cultivos de zanahoria produjo
un incremento en el contenido celular en putrescina y una embriogénesis somatica
mejorada (Bastola y Minocha, 1996).

LLa sobreexpresion de la ADC de avena en tabaco ha dado resultados diferentes.
Asi, Masgrau y col (1997) mediante la utilizacion de un promotor inducible por
tetraciclina, obtienen después de la induccién 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 tambien se observan incrementos hasta del 46% en los niveles de putrescina.
Las plantas transformadas en condiciones de induccioén continua presentaron un fenotipo
cuya severidad correlaciond con el contenido en putrescina. Los autores observaron
~inhibicién del crecimiento, necrosis, clorosis, hojas jévenes curvadas y raices mas
pequefias, mientras que no se observé ningin cambio en la morfologia 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 induccién 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 mas elevados, los niveles de putrescina,
espermidina y espermina no cambiaron con respecto a los controles, siendo las plantas
morfolégicamente normales. Asi pues, los resultados obtenidos por ambos autores
difieren significativamente en cuanto al efecto que la sobreexpresién de ADC tiene sobre
el metabolismo de poliaminas en la planta y en su morfologfa. Existen diferencias en el
modo de conseguir la sobreexpresion y el cultivar de tabaco utilizado. La ausencia de
variaciéon en los niveles de poliaminas en las plantas de Burtin y Michael (1997) podrian
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 transformaciéon y regeneracién (Malmberg y
col, 1998).

Por otro lado, también se han conseguido plantas transgénicas donde se
sobreexpresa el gen biosintetico de poliaminas homélogo de la planta. Tal es el caso de
las plantas transgénicas para el gen de SAMdC de patata (Kumar y col, 1996). Mas
recientemente se han obtenido plantas transgénicas de tabaco sobreexpresoras de ADC
y ODC mediante promotor inducible por tetraciclina (Masgrau, 1999). La sobreexpresion
del gen homologo de ADC de tabaco da lugar a incrementos de ADC y putrescina, asi
como a alteraciones fenotipicas similares a las observadas por sobreexpresiéon del gen
de la ADC de avena. En algunas de las plantas antisentido obtenidas para la ADC de
tabaco se observa una disminucion de los niveles de mRNA, observandose en una linea
un fenotipo relacionado con el inicio de determinaciéon floral y la formacién de
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inflorescencias. Una linea sobreexpresora del gen homélogo de ODC de tabaco presenta
alteraciones en los 6rganos florales que afecta a Ia fertilidad (Masgrau, 1999).

1.5. S-adenosilmetionina descarboxilasa.

1.5.1. Funcién biolégica y caracteristicas.

La enzima SAMdC cataliza la eliminacién del grupo carboxilo de la SAM para
formar S-adenosil-5'-3'-metilpropilamina (dcSAM), que actia como donador de los
grupos n-propilamino necesarios para la sintesis de espermidina y espermina a partir de
la diamina putrescina (Figura 1.2). El hecho que la concentracién de dcSAM sea muy
baja en condiciones fisiolégicas ha sugerido la posibilidad de que el paso de la
descarboxilacién de la SAM pueda constituir uno de los pasos limitantes en la formacién
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, 1986), Saccharomices cerevisiae
(Kashiwagi y col, 1990) y en mamiferos (Pajunen y col, 1988) entre otros. Aunque de
localizacién ubicua en la célula eucariota, la SAMdC constituye una minima fraccién del
total de proteinas intracelulares. Esto se debe por un lado a una vida media corta, asi
como al hecho de que la expresion de SAMdC se encuentra regulada a muitiples niveles:
transcripéiorial, fraduccional y post-traduccionalmente, actuando como factores
reguladores las propias poliaminas, asi como hormonas, factores de crecimiento,
promotores de tumores y otros estimulos que afectan al crecimiento (Heby y Persson,
1990). La SAMdC se sintetiza como una proenzima que se escinde autocataliticamente
para formar dos subunidades o y P, generandose el grupo prostético piruvato en el
extremo 5 de la subunidad o por serinolisis (Stanley y col, 1989). La enzima de
mamiferos posee una estructura dimérica («P), cuya estructura cristalina ha sido
recientemente resuelta a una resolucion de 2.25 A (Ekstrom y col, 1999), revelando que
el monémero formado por las subunidades o« y B se pliega en un motivo no descrito
anteriormente y cuya simetria sugiere que puede ser el resultado de una antigua
duplicacién génica.
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1.5.2. S-adenosilmetionina descarboxilasa de plantas. Caracteristicas del cDNA

La primera deteccién de actividad SAMdC en plantas fue realizada por Coppoc y
col (1971) en extractos de brotes de judia , siendo posteriormente purificada en plantulas
de maiz (Suzuki y Hirasawa, 1980) y col china (Yamahona y Cohen, 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 sintesis de la SAMdC y no a nivel post-traduccional, de
manera similar a lo observado con la SAMdC de mamiferos, 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 oleacea
(Bolle y col, 1995), Catharantus roseus (Schréder y Schroder, 1995), Tritordeum
(Dresselhaus y col, 1996), Dianthus caryophyllus (Lee y col, 1997a), Brassica juncea
(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, centrandose en determinadas regiones conservadas.
Estas regiones incluyen los residuos necesarios para la actividad enzimatica (Stanley y
Pegg, 1991; Ekstrom y col, 1999), asi como el sitio de ruptura autocatalitica
postraduccional (Stanley y col, 1989; Kashiwagi y col, 1990, Lee y col, 1997a; Xiong y
col, 1997). Otra caracteristica conservada con mamiferos es la presencia de secuencias
PEST (Lee y col, 1997a, Pajunen y col, 1988) implicadas en mecanismos degradativos
de proteinas (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 aminoacidos conservados y a la cual se ha atribuido
un posible papel regulador (Schréder y Schréder, 1995), a semejanza de la situacion en
mamiferos, donde los mensajeros de SAMdC poseen también una regién & no traducible
larga que contiene una pauta de lectura para un hexapéptido [MAGDIS], cuya presencia
es necesaria para la inhibicion de la sintesis de SAMdC por espermina (Shantz y col,
1994; Ruan y col, 1996).
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En cuanto a su organizacidbn gendmica, la tendencia general parece ser la
presencia de mas de una copia del gen de la SAMdC, como lo demuestran la presencia
de dos o mas 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 unica
copia (Dresselhaus y col, 1996).

1.5.3. Regulacion de la expresiéon de la SAMdC en plantas superiores.

1.5.3.1. Regulacion 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
expresion puede estar regulada por diversos factores. Por un lado el estudio de la
expresion 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 expresion altos en tejidos jovenes y de division activa y niveles
bajos en tejidos maduros, tanto en tejidos vegetativos como reproductivos. Este parén
de expresion es consistente con anteriores observaciones tanto de maxima actividad
SAMdC como de niveles altos de poliaminas en tejidos con tasas altas de division celular
activa o en diferenciaciéon (Evans y Malmberg, 1989). De hecho, algunos de los clones
de SAMdC aislados provienen de rastreos diferenciales en procesos de division celular
activa: el clon de SAMdc de patata fue aislado como un clon cuya expresion se inducia
en estadios iniciales de tuberizacion (Taylor y col, 1992), mientras que el clon de
Catharanthus roseus se aislé en un rastreo diferencial de genes que se inducian en
cultivos celulares en suspension al ser transferidos a una concentracién alta de sacarosa
(Schroéder y Schréder, 1995).

El estudio de la expresién de SAMdC en patata, reveld niveles elevados de
expresion en brotes florales, que decrecian en la flor y polen maduros, observandose
también un descenso en los niveles de expresion con la edad del tejido en tejidos
vegetativos (tallos y raices) o en estadios finales de tuberizacién (Mad Arif y col, 1994,

El patron de expresion observado en tejidos de clavel (Lee y col, 1997a) muestra
en tejidos reproductivos los niveles mas altos de transcrito de SAMdC en pétalos, siendo
menores en ovarios y estilo. El proceso de desarrollo de la flor produce también camtios
significativos en la expresién de SAMdC, observandose un aumento de los niveles de los
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dos transcritos de SAMdC en pétalos desde el estadio de brotes florales jévenes hasta la
antesis, momento donde se produce una expansién 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 expresion se observa en tallos, siendo mas bajos en
~ raices y hojas. Ademas, aunque se detectan niveles de transcrito similares para tallos y
'pétalos, los tallosvpresentan niveles de actividad éspediﬁéa SAMAC cinco veces mas
elevados que en pétalos. Un resultado similar se observa en tallos y raices, que
presentan actividades SAMdC similares pese a observarse mayores niveles de
expresién en raices. Ambas observaciones apuntan a una posible regulaciéon post-
transcripcional de los niveles de proteina (Lee y col, 1997a).

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

Los estudios de expresion realizados en Hordeum vulgare (Dresselhaus y col,
1996) demuestran una oscilaciéon circadiana de los niveles de mensajero de SAMdC en
hojas primarias de plantas crecidas en un fotoperiodo de 16/8h luz/oscuridad. Se
observa una oscilacion de los niveles de transcrito con un nivel maximo durante las
primeras 8 horas en luz y un nivel minimo durante la mitad del periodo de oscuridad.
Esta oscilacién se mantiene en exposiciones posteriores de la planta a situacion de luz u
oscuridad continua, aunque con un periodo de oscilacion mas prolongado en la
oscuridad y con niveles de transcrito mas elevados en general. Esta oscilacion
circadiana también se observa en hojas de Pharbitis nil, donde plantas crecidas en ciclos
de luz/oscuridad presentan oscilaciones con un maximo de transcrito de SAMdC tras la
primera hora de exposicién a la luz, que decae posteriormente a un minimo durante el
final del periodo de oscuridad. La oscilacion se mantiene al pasar las plantas a
exposicion de luz continua, con una periodicidad circadiana de 24 h aproximadamente
(Yoshida y col, 1998). Los estudios de expresion en Pharbitis nil revelan por otro lado
una rapida induccion por luz de la expresion de SAMdC, en la cual estan implicadas
tanto el receptor de luz azul como el fitocromo PhyB. Posteriormente se observa una
caida 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 expresion de
SAMAC al final de la exposicion a un periodo de 10/10h luz/oscuridad (Rorat y col, 1998).
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1.5.3.3. Regulacién de SAMAC por factores ambientales.

Los niveles de expresién de SAMdC también presentan variaciones respecto a
factores ambientales, observandose en arroz una acumulacion diferencial en respuesta a
estrés salino, a estrés por sequia o mediante la aplicacién exdgena de acido abscisico
(Li y Chen, 2000a). La comparacion 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 mas elevados de transcrito de SAMdC que la variedad
sensible, tanto en condiciones normales como en estrés salino, produciéndose ademas
una induccién mas rapida 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 expresion de los dos mMRNA de SAMAC,
tanto en un cultivar de patata tolerante al frio capaz de aclimatarse (Solanum
sogarandium), como una variedad sensible (Solanum tuberosum cv Cisa),
presentandose ademas niveles de expresion mas elevados en el cultivar tolerante (Rorat
y col, 1998).

1.5.4. Efectos de la alteracion de la expresiéon de SAMdC en plantas transgénicas.

La disponibilidad de genes de SAMdC ha permitido por otro lado la manipulacién
del metabolismo de poliaminas mediante técnicasvmélebulare's. La'primera aprokirﬁacién
en este sentido fue realizada por Noh y Minocha (1994) mediante sobreexpresion en
plantas de tabaco, donde se introdujo el gen de SAMdC humana bajo el control de
promotor CAMV358S. Las plantas transgénicas regeneradas presentaron mayor actividad
SAMdC, variando desde niveles tres veces superiores en la mayoria de los
transformantes, hasta nueve veces superior en alguna linea transgénica. Estas plantas
llegaron a presentar niveles del putrescina 50% mas bajos que las plantas control, asi
como niveles de espermidina de 2 a 3 veces mas elevados. En algunas lineas se
observaron también niveles superiores de espermina. Durante el proceso de
regeneracion de las plantas se observaron anomalias fenotipicas, como tallos y hojas
delgadas, y un mal desarrollo en general. Muchas de estas anomalias desaparecieron
progresivamente durante el proceso de subcultivo. Los autores indican por otro lado la
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dificultad en obtener callos de estas lineas 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 orientacién sentido o antisentido, bajo el control del promotor
~ constitutivo CAMV35S. La obtencion de plantas transgénicas sobreexpresoras de
SAMAC no fue pbsible, puesto que’en el prot:eso de transformacion los microcallos
generados cesaban su crecimiento en medio de seleccion sin dar lugar a brotes aéreos.
Por otro lado, las lineas transgénicas antisentido obtenidas presentaron actividad
SAMAC reducida hasta un 10-28% respecto a la detectada en plantas control, asi como
reducciones en el contenido de poliaminas hasta un 16% de las cantidades detectadas
en los controles. Estas plantas antisentido presentaron alteraciones fenotipicas severas,
incluyendo crecimiento reducido, internodos cortos, ramificaciones abundantes, hojas
pequefias y una capacidad de enraizamiento en cultivo in vitro baja. El grado de
alteraciones observado correlaciona con el grado de reduccién 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
ademas una senescencia avanzada de las hojas maduras y necrosis, indicativas de
daflos oxidativos. Estas plantas fueron capaces de dar tubérculos, aunque mas
pequefios 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 determinaciéon de la tasa de produccion de etileno revel6 que
las lineas transgénicas con un fenotipo mas acusado y una menor actividad SAMdC
producian 45 veces mas etileno que los controles, apoyando la idea de competencia por
la SAM entre las rutas biosintéticas de poliaminas y etileno. Los autores también sefialan
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 combinacién 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 sobreexpresion de
SAMAC en sentido y antisentido era controlada por un promotor inducible por tetraciclina
(Gatz y col, 1992). En este caso la obtencién de plantas sobreexpresoras de SAMdC fue
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exitosa, debido probablemente a que la expresion del transgen estaba reprimida y no fue
letal en los primeros estadios de regeneracion. 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, asi 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 lineas antisentido bajo el control del mismo promotor inducible
se obtuvieron resultados similares a los obtenidos con el promotor constitutivo. Asl, el
tratamiento con tetraciclina en hojas produjo reducciones en los niveles de transcrito de
SAMdC asi 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 si que se observé un aumento de hasta 29 veces en la
produccién de etileno al tratar con tetraciclina. Los autores también describen la
imposibilidad de reproducir el fenotipo observado en las lineas antisentido mediante el
crecimiento en cultivo hidropénico 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 desarrolio, 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,
' p'rop‘on'en el uso de otros prdmbtdres, éspécificbs de tejidb o regulados en el desarrollo,
para una manipulaciébn mas especifica de la ruta biosintética de poliaminas, que
permitiria una mejor determinaciéon del papel que las poliaminas pueden jugar en el
desarrollo de la planta (Kumar y col, 1996). En esta linea de estudio, se han obtenido
plantas transgénicas de patata sentido y antisentido con el gen de SAMdC bajo en
control del promotor de patatina, especifico de tuberizacion (Pedros y col, 1999). Los
tubérculos en desarrolio de los transformantes en sentido obtenidos presentaron tanto
niveles altos de transcrito y actividad SAMAdC, como niveles de espermidina
significativamente mas altos que los controles. Se observa también una variacién en el
tamario y distribucién de los tubérculos sobreexpresores de SAMdC, obteniéndose un
mayor numero pero de menor tamafo. Los transformantes antisentido presentan
tubérculos en desarrollo con menores niveles de mRNA y actividad SAMdC, asi como
menores niveles de poliaminas totales. Pese a ello, no se observa ningun efecto
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fenotipico obvio en la fisiologia de tuberizacion de las lineas antisentido (Pedros y col,
1999).

Finalmente, otra modificacion especifica de la expresion 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, especifico de
maduracién del fruto (Deikman‘ y‘covl, 1996)'. Los frutos en maduracién de las lineas
transgénicas acumulan poliaminas, en contraste con las lineas control donde
practicamente no se detectan espermidina y espermina. Los frutos transgénicos
acumulan también licopeno y muestran una maduracién y senescencia retrasada
respecto a los frutos control de tipo salvaje. Los autores sefialan puntos todavia por
resolver como son por un lado la observacion de que diferentes lineas transgénicas
acumulan preferentemente un determinado tipo de poliamina, pese a tener todas la
misma construccioén en su genoma, asi como la observacidén sorprendente de que junto
con la acumulacién de poliaminas, los frutos transgénicos producen mas etileno que las

lineas control (Mehta y col, 1999).

1.6. Objetivos

El presente trabajo forma parte de un proyecto mas 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 relacion entre el
metabolismo de las poliaminas y los procesos de senescencia. La enzima SAMdC
cataliza la conversién de la SAM a dcSAM, precursor utilizado en la biosintesis de
poliaminas; en consecuencia compite por la SAM con la ACC sintasa, primer enzima de
la sintesis de etileno. El objetivo planteado para este trabajo fue el aislamiento y
caracterizacion de cDNAs que codificaran para la S-adenosilmetionina descarboxilasa,
debido a su doble importancia como posible paso limitante en la biosintesis 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
antagonicos 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 disponiamos de niveles de
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poliaminas y de otros genes implicados en la biosintesis de poliaminas; y porque el
ovario de guisante es un buen sistema experimental para realizar estudios de desarrollo
inducido por polinizacién o mediante reguladores del crecimiento vegetal, asi como de
senescencia natural. En Arabidopsis thaliana por su facilidad de manipulaciéon genética
para la realizacién de estudios de alteracion de la expresion génica y sus efectos en el
desarrollo y senescencia, asi como para la realizacibn de estudios de expresion
mediante el uso de fusiones con el promotor del gen de interés y un gen informador.

La utilizacion de ambos sistemas ha permitido desarrollar los siguientes
objetivos:

1. Aislamiento y caracterizacién de los genes que codifican para la SAMdC en
guisante y Arabidopsis thaliana.

2. Estudio de la expresion de los genes que codifican para la SAMdC en plantas
de guisante y Arabidopsis thaliana.

3. Estudio de la expresion de los genes que codifican para la SAMdC durante el
desarrollo o senescencia de ovarios de guisante; regulacion hormonal de la expresion
del gen durante la fructificacion.

4. Estudio de la expresion de los genes que codifican para la SAMdC en
procesos de senescencia inducida por estrés en guisante.

5. Estudio de la expresién de los genes que codifican para la SAMdC de
V Arabidopsis thaliana durante su desarrollo, y' los elementos reguladores respdnsables' de
su patrén de expresion mediante la utilizacion de fusiones del promotor del gen(es) con
un gen informador,

6. Estudio de los efectos de la alteracion de la expresion de la SAMAC, tanto de
manera constitutiva como inducible, sobre el metabolismo de poliaminas y el desarrollo
de Arabidopsis thaliana.



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 multiplicacién continuada de semillas originalmente adquiridas a
Asgrow (Complejo Agricola 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 calefaccion y refrigeracién, fijados a 22°C durante el dia y
17°C durante la noche, aunque se produjeron variaciones debidas a las diferentes
situaciones climaticas a lo largo del aflo, con un limite maximo de 30°C y minimo de
16°C. La luz natural se complementé con luz artificial mediante tubos fluorescentes para
mantener un fotoperiodo de 16h durante todo el afio. Las semillas esterilizadas de la
variedad Paladio se sembraron en perlita y su crecimiento se efectué en camaras de
techo abierto (OTC), en la finca experimental La Peira (Benifai6, Valencia), en
condiciones ambientales, sin ningun complemento de luz artificial ni regulacion de la
temperatura. En ambos casos, las plantas se regaron en todo momento con disolucién
Hoaglan n°1, enriquecida con oligoelementos (Hewitt, 1966), mediante un sistema de
riego automatico.

2.1.1.2. Obtencion 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 uM
acido 1-naftilacético (NAA, Sigma Chemicals Co, St Louis, USA) y 5 uM 6-
bencilaminopurina (BAP, Sigma), pH 5.8, solidificado con 0.8 % agar (Pronadisa,
Espafia). Los callos fueron crecidos en cabina de cultivo Sanyo MLR-350 (Sanyo Electric
Co., Japén) bajo un fotoperiodo de 14 h de luz a 24 °C y 10 h de oscuridad a 18 °C.
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Después de 15 dias, se cortaron secciones de los mismos y se subcultivaron bajo las
mismas condiciones de fotoperiodo. Con objeto de optimizar las condiciones de cuitivo in
vitro se ensayaron diferentes medios de cultivo: a) el mismo medio de cultivo sélido
empleado inicialmente; b) el medio mas 0,6 mM de acido L(+)-ascérbico (Sigma) y ¢) un
medio en el que se sustituy6 el NAA y la BAP por 5 uM de Kinetina (K, Sigma) y 5 uM de
acido 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 empled el ecotipo Columbia de Arabidopsis. Las semillas se esterilizaron con
HCIO al 15%, Triton 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
camara de cultivo Sanyo MLR-350 a 23°C con un fotoperiodo 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 transformacion, 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 afadié 50 ug/ml kanamicina
(Boehringer Manhheim, Mannheim, Alemania) para la seleccion de las plantas
transgénicas. Durante la selecciéon de lineas transgénicas homocigotas se procedio a
germinacion 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 andlisis de la expresion de la SAMdC de guisante se
llevaron a cabo en hojas, tallos y raices 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 dias después de la siembra y aproximadamente dos dias después las segundas.
Las flores no polinizadas se obtuvieron por eliminaciéon de los pétalos y de las anteras
dos dias antes de la antesis. En el momento de la emasculacion pétalos y sépalos tenian
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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 ninglin tratamiento; c) ovarios de flores emasculadas en
_los que se indujo el desarrollo partenocarpico mediante tratamiento, en el equivalente al
dia de éntesis, con una de las siguientes disolucibnes: GA3 .(20 ul de 100 ug/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 ul de 100 pg/ml 2,4-D (Fluka) en 0.1% Tween-80
(Sigma)); d) ovarios de flores emasculadas tratados en el dia 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 dia de antesis con

espermidina (20 pl de 100 ug/m! espermidina (Sigma) en 0.1% Tween-80 (Sigma)).

Los experimentos de analisis del efecto de los tratamientos con ozono sobre la
expresién 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 6
100 ppb de ozono durante 6 horas. Las muestras se recogieron semanalmente durante

tres meses.

Los experimentos de andlisis de la expresion de la SAMdC en plantas de
Arabidopsis se llevaron a cabo en hojas, tallos, raices y silicuas de plantas adultas. En el
caso de los experimentos de induccidbn con cobre, se afadi6 CuSO, (Panreac,

Barcelona, Espafia) al medio de cultivo MS a una concentracion final de 5 o de 50 uM.

El material vegetal recogido fue pesado y congelado inmediatamente en

nitrégeno liquido, almacenandose a -80°C hasta su uso.

2.2. Aislamiento y analisis de acidos nucleicos.

2.21. Aislamiento de DNA genémico.

Empleando como material vegetal hojas de guisante o de Arabidopsis se siguiod
un protocolo estandar para la extraccién de DNA gendmico. El tejido vegetal se disgregd

en mortero en presencia de nitrogeno liquido, se homogeneizé en 10 volumenes de
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tampon de lisis [10mM Tris-HCI pH 7.5, 400 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.5% (p/v) SDS y
100 mg/mL proteinasa K (Boehringer Mannheim)], incubandose durante 1h a 37 °C. El
DNA se extrajo mediante reparto en fenol.cloroformo:isoamil alcohol (25:24:1) y posterior
precipitaciéon con dos volumenes de etanol 96%. El RNA se eliminé mediante digestion
con 50 pug/ml RNAsa (Boehringer Mannheim) durante 30 minutos a 37 °C, repitiéendose
posteriormente los pasos de fenolizacién y precipitacion con etanol. El DNA genémico
obtenido fue cuantificado mediante determinacién de la absorbancia a 260 nm en un
espectrofotémetro Shimadzu UV-160A..

Se empleé un método simplificado de extraccion de DNA gendmico para el
analisis de plantas transgénicas de Arabidopsis. Se procedi6 a la disgregacion en
eppendorf de una hoja o plantula de Arabidopsis y homogeneizacion posterior en 500 pl
de tampén de lisis (100mM Tris-HCI pH 8, 500 mM NaCl, 50 mM EDTA, 1% (p/v) SDS y
10 mM B-mercaptoetanol). Incubandose 10 minutos a 65 °C y purificando posteriormente
el DNA mediante precipitacién de las proteinas por adicién de acetato de potasio a una
concentracion final de 1 M, centrifugacion y posterior precipitacién del DNA del
sobrenadante con dos volumenes de etanol. EI DNA obtenido fue utilizado
posteriormente como molde de reaccién de PCR.

2.2.2. Andlisis Southern.

" El analisis Southern del DNA génémico de gdisénte sé Ilev6 a cabo a Vpartir de 30
ug de DNA genémico. EI DNA fue digerido con las enzimas de restriccion Bam HI, Hind
IIl o Nco | (Boehringer Mannheim), y separado mediante electroforesis en gel de agarosa
al 0.8%. El DNA se transfirid, previa desnaturalizaciéon, a una membrana de Nylon
Hybond-N (Amersham International, UK) segun el procedimiento descrito por Southern
(1975). EI DNA fue entrecruzado a la membrana de Nylon mediante irradiacion
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 prehibridéd
la membrana durante 10 minutos en una disolucién conteniendo 0.3 M fosfato sédico pH
7.2, 7% SDS, 1mM EDTA. La hibridacién se realizé durante 12 horas en la misma
disolucién después de afadir la sonda; 25-50 ng de cDNA se marcaron con [a-? P]-
dCTP (Amersham, 3000Ci/mmol), mediante el método de cebadores al azar (Feinberg y
Volgelstein, 1983) empleandose el kit de marcaje radiactivo "Random Primed DNA
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Labelling Kit" (Boehringer Mannheim) siguiendo las correspondientes instrucciones. La
sonda se purific6 empleando columnas de Sephadex G10 (Pharmacia LKB, Uppsala,
Sweeden), mediante centrifugacién a 3000 g durante 4 minutos, y se calentd a 100°C
durante 10 minutos antes de afiadirla a la disolucién de hibridacion. Los filtros fueron
~lavados en 3 x SSPE (1xSSPE es 0.12 NaCl, 15 mM citrato sodico, 2 mM EDTA, 13 mM
Na,HPO,, 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 pelicula sensible a los rayos X (Kodak XAR-5) a -80°C durante 48 horas
usando un estuche Kodak X-Omatic con pantallas intensificadoras.

El analisis Southern del DNA gendmico de Arabidopsis se llevé a cabo en las
mismas condiciones descritas anteriormente, pero utilizando 10 ug de DNA gendmico
digerido con las enzimas de restriccion Bam HI, Eco RI, Hind Ill y Xba 1 (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, raices y ovarios se extrajo siguiendo el método de
Prescott y Martin (1987). El tejido vegetal se disgregd en un mortero en presencia de
nitrégeno liquido. El polvo resultante se homogeneiz6 afiadiendo 10 ml de tamp6n de
extraccion por gramo de peso fresco. El tampon de extraccién contenia:
triisopropilnaftaleno sulfonato 1% (p/v), 5% (v/v) fenol, 6% (p/v) p-aminosalicilato sédico,
50 mM Tris-HCI pH 8.0, B-mercaptoetanol 150 mM. El RNA total se extrajo mediante
reparto en fenol:.cloroformo:isoamil alcohol (25:24:1, v/v), precipitacion con dos
volumenes de etanol 96%, y posterior precipitacion diferencial con 3 volumenes de
acetato sédico (NaAc) 4 M pH 6.0. El RNA total obtenido fue concentrado mediante una
nueva precipitacion con etanol, redisuelto y cuantificado determinando la absorbancia a
260 nm.

En la extraccion de poli(A)+ RNA de callos de guisante se utiliz6 el Quick prep
micro mRNA purification kit (Pharmacia) en las condiciones recomendadas por el
fabricante.
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La extraccion de RNA de plantulas transgénicas de Arabidopsis fue realizada
mediante la utilizacion de RNAeasy plant mini Kit (Quiagen Inc, Valencia, USA) segun las
condiciones recomendadas por el fabricante.

2.2.4. Analisis Northern.

El analisis Northern de las diferentes muestras de RNA se llevé a cabo previa
separacion electroforética en geles desnaturalizantes de agarosa al 1% en tampén 1 x
MOPS (2mM MOPS, 0.5 mM NaAc, 0.1 mM EDTA pH 8.0), 2.2 M formaldehido. Las
muestras de RNA se prepararon afiadiendo 3 volimenes de tampé6n de muestra (0.6 mi
formamida, 0.2 ml formaldehido, 0.12 ml 10 x MOPS pH 8.0). Los rRNA se visualizaron
afadiendo 1 pl de bromuro de etidio (400 ug/ml) por cada 10 ul de muestra, asi se
comprob6 la integridad del RNA y se ajusté 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 NaCl, 15mM citrato sédico pH 7.0)
y unidos covalentemente a la membrana mediante irradiacién ultravioleta en un
Genelinker (Bio-Rad). La prehibridacién e hibridacion de los filtros se realiz6 a 65°C en
las mismas condiciones indicadas para el analisis Southern. La sefial obtenida en los
filtros fue monitorizada y cuantificada mediante el sistema de imagen radioanalitica
Instantimager 2024 (Packard, Canberra, Australia), siendo posteriormente expuestos
~ sobre una ‘pel'l'cula sensible a los rayoé X (Kodak Xar-5) a ‘-80°C durante 48‘hovra$
usando un estuche Kodak X-Omatic con pantallas intensificadoras. Los valores de cpm
obtenidos fueron posteriormente normalizados mediante hibridaciéon con una sonda de
rRNA 18S de guisante (Piller y col, 1990) o Arabidopsis (Unfried y col, 1989) y posterior
cuantificacion.

2.3. Aislamiento del cDNA de la S-adenosilmetionina

descarboxilasa de guisante.

2.3.1. RT-PCR.

Se utilizé 1 pg poli(A)+ RNA aislado a partir de callos de guisante crecidos en
medio MS enriquecido con NAA (Sigma), BAP (Sigma) y acido ascorbico (Sigma) como
molde para la sintesis de la primera cadena de cDNA. La reaccion se preparé utilizando
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un oligo(dT)47 -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 ul de una dilucién 1/100 de la reaccién de transcripcion reversa fueron
utilizados como molde para [a reaccion de amplificacion por PCR (Berchtold, 1989;
~Kawasaki y Wang,1990), utilizando como cebador directo el oligonucleétido degenerado
SAMdC-1 '(AARACNITGYGG'NACNACN'AA) y como cebador reverso el SAMdAC-2
(TCNGGNGTDATRTGDATNGT). La reaccion de PCR se llevd a cabo en un
termociclador modelo PHC-3 (Techne, Cambridge, UK). El volumen final de cada
reaccion fue de 50 pl, conteniendo 2 uM de cada oligonucleétido, 10 mM Tris-HCI pH 8.8
a 25°C, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 0.1% Triton X-100, 0.2 mM dNTPs y 1U de
Dynazyme II (DNA polimerasa termoestable de Thermus brockianus, Finnzymes Oy,
Finlandia). Debido al uso de oligonucleétidos degenerados, las condiciones del PCR
fueron modificadas segun el método de "Touchdown PCR" (Don y col, 1991), al objeto de
aumentar la especificidad de la amplificacién. Después de la etapa inicial de
desnaturalizacién a 94°C durante 4 min, la reaccion de amplificacion transcurrié
mediante 12 ciclos de 94 °C 1 min, Temperatura de hibridacién (T) 1 min, 72°C 1 min,
donde T varié 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 extensién a 72°C durante 10
minutos. Se obtuvo un producto de amplificacién de 505 pb, que fue separado en gel de
agarosa, aislado del mismo mediante su unidn 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 adicion de una cola de timidinas segun las
condiciones de Hadjeb y col (1996). (Figura 2.1 A)

La secuenciacién del producto clonado se hizo mediante el método de
terminacién de cadenas con dideoxinucleétidos, o método enzimatico (Sanger y col.
1977). Empleandose el sistema "fmo/™ DNA Sequencing System" (Promega). Como
precursor radiactivo se empleé [0-*°S]-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 secuenciacion se complet6 en las dos direcciones con varios clones. El
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analisis de las secuencias se llevd a cabo utilizando el paquete de programas “Genetic
Computer Group™ (GCG) de la Universidad de Wisconsin.

2.3.2. Amplificacion de los extremos 5' y 3' del cDNA de SAMdC de guisante

El clon completo del cDNA de la SAMdC de guisante se aislé de una genoteca
obtenida de poli(A)+ RNA extraido de callos de guisante crecidos en medioc MS
enriquecido con NAA, BAP y acido ascorbico. El cDNA se sintetizé utilizando el sistema
"UNI-Zap™ XR cDNA synthesis Kit" (Stratagene). La poblacién de cDNA resultante se
ligo en los sitios Eco Rl y Xho | del fagémido Lambda ZAP® Il (Stratagene), quedando la
cola poliA del RNA situada junto al sitio Xho I. Junto a ambos sitios de restriccion se
encuentran situados los oligonuclettidos forward, flanqueado por el sitio Eco RI, y
reverse, flanqueado por el sitio Xho |. 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, segun métodos estandar
(Sambrook y col. 1989).

La construccion de esta genoteca permitié la amplificacién de los extremos §' y 3'
del cDNA de guisante mediante PCR. Se utilizaron los cebadores forward y reverse,
situados en el vector, junto los oligonucleétidos SAMdCA (§5'-TTCATCGGATC
CACCCAGAATATAA-3) y SAMdACB (5-CTTCCGAATTCTGAAATTTGTGACT-3’),
disefiados a partir del fragmento amplificado por RT-PCR. Se extrajo DNA fagico de una
alicuota de esta genoteca conteniendo 6.8x 10° pfu y se utilizd6 como molde de la
reaccion de amplificacién. Las parejas de cebadores utilizadas fueron: los
oligonucleétidos forward y SAMdC A para la amplificacién del extremo 5'; y reverse y
SAMAC B para la amplificacién del extremo 3'. Las condiciones de amplificacién fueron:

Figura 2.1 Esquema del aislamiento del cDNA de SAMdC de guisante. A) Aislamiento de un
fragmento central de cDNA mediante amplificacion con los oligonucleétidos degenerados SAMdC
1y SAMdC 2 ; B) Amplificacién de los extremos 5’ y 3' del cDNA de SAMdC a partir de cebadores
especificos SAMdC A y SAMdC B disefiados a partir de la porcién central amplificada en A) ; C)
Amplificacion del cDNA completo de SAMdC mediante los cebadores especificos SAMdC5P y
SAMdC3P disefiados 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 continuacion 35 ciclos de 94 °C, 1 min; 55 °C, 1 min; 72° C, 1 min; y un
ciclo de extension final de 72 °C, 10 min. Los productos de amplificacion obtenidos
fueron clonados segun las condiciones indicadas en el apartado anterior y secuenciados.
(Figura2.1 B)

2.3.3. Amplificacion 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 diseflo de los oligonucleétidos SAMIC-5P (5'-
CAGAGATCGTCCTTTTCTAGGGTT-3') y SAMdC-3P (5-TGAAGGTTATAACCTTCT
AGACACA-3'), que fueron utilizados como cebadores de PCR para la obtencion del
cDNA completo de la SAMdC, utilizando de nuevo como molde el DNA fagico 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 extension final de 72 °C, 10 min.
El producto de ampilificacién obtenido fue clonado y secuenciado. La secuencia del
mismo se encuentra depositada en la base de datos Genbank con el numero de acceso
U60592.

2.4. Aislamiento del cDNA de la S-adenosilmetionina
~ descarboxilasa de Arabidopsis.

La estrategia de clonacién de la SAMdC de Arabidopsis se inici6 mediante
mediante una busqueda de homologia 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 localiz6
el clon ID:9101077, perteneciente a una genoteca de cDNAs construida a partir de
cuatro fuentes de RNAs asilados de los siguientes tejidos: a) plantulas etioladas de 7
dias, b) cultivos celulares de raices, c) rosetas de dos conjuntos de plantas: unas
crecidas en iluminacion continuada las 24h del dia 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 estan clonados direccionalmente en los brazos Sal | -
Not | del vector lambda Zip-Lox (Gibco-BRL, USA) , quedando la cola poliA del RNA
situada junto al sitio Not |. La posterior escisién deja a los clones en el vector plasmidico
pZL1.
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Tras recibir el correspondiente clon del banco de clones de la Ohio State
University se secuencié el clon de cDNA completo utilizando como cebadores los
oligonucletdtidos 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, asi como cebadores internos disefiados a partir de la secuencia del
cDNA que se iba obteniendo con la secuenciacion. La secuencia completa se encuentra
depositada en la base de datos Genbank con el nimero de acceso U63633.

2.5. Expresion en levadura de los cDNAs de las SAMdC de
guisante y Arabidopsis.

En los experimentos de expresion en levadura se utilizo la cepa Y342 (MAT6a
ura3-52 leu2 Aspe2::LEU2), cedida por el Dr. H. Tabor del National Institute of Diabetes
and Kidney Diseases, Bethesda, USA. Las levaduras fueron manipuladas siguiendo
protocolos estandar (Rose y col, 1990), siendo crecidas a 30°C en medio minimo 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 liquidos y sélidos utilizados estuvieran libres de
poliaminas.

Los cDNA de SAMdC de guisante y Arabidopsis fueron clonados en los sitios
Sma I/Hind lil y Sma I/Xba | del vector de expresién 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 plasmidos pSDCPEA, pSDCARA o
pEMBLyex4 fueron cultivados en 5 ml de medio de seleccion con o sin espermidina
durante 24 horas, siendo diluidos posteriormente 1/500 en el mismo medio fresco. Este
proceso de dilucién fue repetido 3 veces mas cada 24h, siguiéndose el crecimiento de

las levaduras mediante la medida de la O.D.gq0.
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2.6. Aislamiento del clon genémico de SAMdC de

Arabidopsis thaliana.

Utilizando el clon de cDNA de Arabidopsis como sonda se realizd un escrutinio
de una genoteca construida a partir de DNA genémico de Arabidopsis, cedida por el Dr.
Robert Fischer (University of California, Berkeley). La genoteca fue preparada a partir de
DNA genémico digerido con Sau 3Al, fraccionado en un gradiente salino y clonado en
brazos Bam HI del vector Lambda GEM11, con un tamafio medio de inserto de 20.6 Kb.
El rastreo se realizé segun los métodos estandar (Sambrook y col. 1989). EI DNA
correspondiente a 400000 placas de lisis fue fijado sobre filtros de nylon Hybond-N
{(Amersham) mediante irradiacién UV en un Genelinker (Bio-Rad) e hibridado con la
sonda de cDNA de SAMdC de Arabidopsis marcada con [a-?’zP]-dCTP en las mismas
condiciones anteriormente descritas en el apartado 2.2.2. Los filtros fueron expuestos
frente a una pelicula sensible a los rayos X (Kodak Xar-5) a —80°C con pantallas
intensificadoras durante 15 dias.

Las placas de lisis que dieron una sefial de hibridacién positiva se recuperaron
de las placas de agar empleando una pipeta Pasteur estéril, y se dejaron difundir en
tampén SM (100 mM NaCl, 8 mM MgSO,, 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 amplificaéiéh directé pbr ‘PCR 'de una alicuota de los fagos presentes en el
tampén SM (Kawasaki y Wang, 1989) utilizando la pareja de oligonucleétidos
SAMDCARA4 (5-CTGAGATCTGCGACTTTGAATTCGA-3') y SAMDCARA3P (5'-
CTTCACAAGTCATTATTCATAGGAA-3') disefiados 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 analisis, con el fin de comprobar la pureza
de la placa de lisis aislada. A continuacion se procedid a la extraccion del DNA de los
fagos positivos que superaron este doble control, segun los métodos estandar
(Sambrook y col. 1989; Ausubel y col, 1993). Este DNA fue sometido a digestién con la
enzima de restriccion Bam HI (Boehringer Mannheim). Los productos de las reacciones
de digestion 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 &’
del clon de SAMdC de Arabidopsis obtenido mediante digestién Sal I/ Bam HI. Todos los



MATERIALES Y METODOS

clones mostraron una banda de hibridacién de 3 Kb, que fue clonada en vector
pBluescript abierto con Bam HI (Boehringer Mannheim) y secuenciada con
oligonucleétidos directo y reverso del vector, asi como con cebadores diseflados a partir

de la secuencia.
'2.7. Obtencién de plantas transgénicas de Arabidopsis

thaliana.

2.7.1. Metodologia de transformacién. Analisis de plantas transgénicas.

La obtencion de plantas transgénicas se realizd mediante el método de
transformacion por infiltracion al vacio (Bechtold y col, 1993; Ye y col, 1999). Se
utilizaron células de Agrobacterium tumefaciens cepa C58, transformadas con la
construccion de interés mediante el método descrito por Bevan (1984), y Arabidopsis
thaliana variedad Columbia. En la seleccion de transformantes se empled tanto la
utilizacion de kanamicina como marcador de seleccion en el medio MS de crecimiento de
las plantas, como la comprobacién mediante PCR de la presencia de las construcciénes
de DNA en el genoma de la planta utilizando parejas especificas de cebadores para
cada una de ellas. Por otro lado, para cada linea transgénica, se obtuvo Ila
correspondiente linea de individuos homocigotos, mediante la autofertilizacién de la
primera (T1) y segunda (T2) generaciones de transformantes y posterior observacién de
la segregacién de la resistencia a kanamicina en la tercera generacion (T3).

2.7.2. Construcciones Utilizadas.

2.7.2.1. Expresién de GUS bajo el control del promotor de la SAMdC

El vector binario pBI101 (Jefferson y col, 1987) se utiliz6 para la obtencién de
construcciones donde la expresién del gen que codifica para la B-Glucuronidasa de E.
coli (GUS, EC 3.2.1.31) fuera controlada por el DNA genomico flanqueante al extremo &'
del cDNA de SAMdC de Arabidopsis. El vector pBI101 dispone de un sitio multiple de
clonacion en el extremo &' flanqueante al gen GUS. Se emplearon dos tipos de
construcciones: las que incluian tanto el promotor como parte de la secuencia 5' del
cDNA de SAMdC, conteniendo la 5’-ORF de 52 aminoacidos (construcciones pBI-2X), y
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aquellas construcciones en que dicha secuencia habia sido eliminada (construcciones
pBl-3x). En ambos tipos de construcciones se deleccioné el promotor mediante digestion
con una enzima de restriccion determinada, procediéndose a un clonaje previo del
fragmento de promotor deseado en p-Bluescript y posterior insercion en el vector binado.

En el caso de las construcciones pBI-2X, se parti6 de un clon de fragmente de
DNA gendmico aislado y clonado en pBluescript, denominado pBS111. Dicho clon
poseia 1.1 kb del extremo 5 del cDNA de SAMdC asi como 2 kb de DNA genémico %'
flanqueante, que fue deleccionado mediante digestiones con Pst | (construccion PBS-2C,
con 1.2 kb de promotor), Xho | (pBS-2D, 455 pb de promotor), Sna Bl (pBS-2E, 80 pb de
promotor), Sea | (pBS-2F 50 pb de promotor). Los insertos de estas construcciones
fueron liberados con una digestién Hin dlll/Xba |, y clonados posteriormente en pB1101,

obteniéndose las construcciones pBI-2C, pBI-2E, y pBI-2F. La construccion pBI-2D fue

Construcciones pBI-2X: Promotor + 5-UTR + GUS Construcciones pBI-3X: Promotor + GUS

pBI-2C ] pBI-3C
1200 pb 1200 pb
pBI-2D pBI-3D
455 pb 1010 pb
80 pb pBI-2E o pBI-3G
455 pb
0-0-C -
pBI-2F 80
oBI-3F
50 pb

Figura 2.2 Esquema de las construcciones utilizadas en el estudio de la regién promotora del
clon genémico de SAMdC. Se representan el fragmento de region promotora fusionado al extremo &'

del gen informador GUS en el plasmido binario pB1101 para cada construccion.

40



MATERIALES Y METODOS

generada mediante digestion de pBS111 con Bam HI e insercién en el sitio Bam HI de
pB1101.

Las construcciones pBI-3X se obtuvieron previa eliminacion del DNA del extremo
5' dei cDNA de SAMdC mediante amplificacion por PCR utilizando un cebador especifico
SAMdCARAI3 (5°-TTGAGAGAAACGATTAAGTTGATGA-3’), disefiado 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 eliminacién del extremo
5' en este tipo de construcciones permitié la utilizacion de la enzima de restriccion Eco
RV para realizar una deleccién intermedia del promotor a partir de la construccién pBS-
3C, obteniéndose la construccién pBS-3G (1 kb de promotor). Posteriormente, mediante
liberacion del inserto de estas construcciones con una digestion Hind lll/Xba | e insercién
en pB1101, se obtuvieron las construcciones pBI-3C, pBI-3D, pBI-3E, pBI-3Fy pBI-3G.
(Figura 2.2).

= _ X -
Bam HI "2 5c ';%— Qm E %
Pst | IOV Sall  Eco RI
BR » PrO NPT Il nos pA GUS nos pA BL pBI101
Bam HI ?2cZ i
=0 w § é
Pst | g o = Sall Eco RI
BR » jPnos| NPT Il NOS PA ==mmmmmnn p35S GUS nos pA - BL pBl121
Bam HI
~ gy $h wldb
Pst | s e QO>CEI  Eco RI
BR » -jpnosl NPTII nos pA p358 - SAMdC PA[-*BL pBISDCs

Figura 2.3 Esquema de las construcciones utilizadas para la sobreexpresion constitutiva de
SAMdC. p35S, promotor CAMV35S; GUS, p-glucuronidasa; Pnos, promotor del gen de la nopalina
sintasa; nos pA terminador de la transcripcion del gen de la nopalina sintasa..
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2.7.2.2. Expresion constitutiva de la SAMdC.

Se sustituyé el gen GUS del plasmido binario pBl121 (Jefferson y col, 1987) por
el cDNA de SAMdC de Arabidopsis, situando asi el cDNA de SAMdC bajo el control del
promotor constitutivo CAMV35S (Bentley y Chua, 1990). Para ello se liber6 el gen GUS
del vector unido al terminador de la transcripcion del gen de la nopalina sintasa (nos;
Bevan y col, 1983) mediante digestion con Bam HI/Eco Rl (Boehringer Mannheim),
mientras el cDNA de la SAMdC de Arabidopsis fue escindido del vector pZL-1 mediante
digestion con Bam HI/Xba | (Boehringer Mannheim). Por otro lado, se liber6 el terminador
nos previamente clonado en pBluescript (Stratagene) mediante digestién Xba I/Eco Rl
(Boehringer Mannheim). Los fragmentos BamHI/EcoRI del vector binario, Bam HI/Xba |
del cDNA de la SAMdC, y Xba I/Eco Rl del terminador nos fueron aislados y utilizados en
una reaccién de ligacién tripartita obteniéndose la construccién pBI-SDCSENSE. (Figura
2.3)

2.7.2.3. Expresion inducible por cobre de la SAMdC.

Se utiliz6 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 induccién por Cu** se representa en la figura 2.4. Se basa en la expresion
constitutiva del factor de transcripcion ACE1, que precisa la unién a cobre para poder
unirse al elemento de regulacioh MRE (Da'méro’n y c'ol.' 1991'). ‘Si'se' poné él gen de
interes bajo el control de un promotor que contenga estas secuencias reguladoras en cis
MRE, solo se producira su expresién 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 clonacién multiple que permite la insercién del gen de
interes. La fusion promotor-gen-terminador puede ser posteriormente escindida por una
digestién con la enzima Not | e insertada en el vector binario pPMB765, basado en el
sistema pART (Gleave, 1992), que contiene los genes de resistencia a kanamicina y
ace1 fusionados a promotores constitutivos. (Figura 2.5 A)
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Complejo Iniciacién
) Transcripcién
Activador

Promotor CAMV35S

ACE1

Gen X Promotor Inducible

No expresion

®+Cu2l-#

Complejo Iniciacién
Transcripcior® A tf|

Gen X Promotor Inducible jfr

Complejo ACE1/Cu

Producto X

Figura 2.4 Sistema de expresion inducible por Cu2+. 1) El factor de transcripcion 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 unién de Cu + a
produce el cambio conformacional que permite la union de ACE1 a secuencias cis
especificas situadas en el promotor inducible diana; 4) El resultado de la union del ACE1 al
promotor es la induccién de la expresion del gen deseado (adaptado de Gatz y Lenk, 1998).
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La insercion del cDNA de SAMAC en el sitio multiple de clonacién del vector se
realiz6 mediante una amplificacion por PCR del cDNA completo mediante el cebador
especifico del vector T7, situado al lado del extremo 5 del cDNA de SAMdC en el clon
9101077, y el cebador SAMDCARA3PSAL (5-CACAAGTCGACATTCATAGGAA-3’),
disefiado a partir del extremo 3’, sustituyendo el triplete central ATT original por CTG
para la generacion de un sitio de restriccion Sal |. El objeto de esta amplificacion fue
conseguir que el cDNA de SamdC estuviera flanqueado por dos sitios de restricciéon Sal |
(uno en el extremo 5, propio del vector y, otro en el extremo 3’ generado en la

amplificacion). Se utilizé como molde el clon 91010T7. Las condiciones de PCR fueron

A)

_X__
Not |
-f MR¢| p35S-90pb — Jno» pAU
BamH
Pstl Not |
BRAPnos| NPT I H paHp3ss  acel 195paTo7Ri = Abl pPMB765
) BamH
Pstl Hindl Not | BamH Sacl Notl
BRA-[Pnos| NP ril li~nospAl- [P35S| acel HtP PA g7 pA as sPy" . A BL P765GUS
BamH
Pstl Hind | Not | Sali Sall Notl
BRAPm »! NPT Il H-0»PA[-|P3Ss| acel HaSpfllg? P |— |MReljp3SS-90pb(- | SAMUC HoH 4 8. p765SDCs

Figura 2.5 Esquema de las construcciones utilizadas para la sobreexpresién inducible de
SAMdC. A) Vectores utilizados para la sobreexpresion inducible por Cu2+ . El gen deseado se
fusiona previamente al promotor inducible mediante insercién en el sitio multiple de clonacién del
vector pPMB7066, basado en pUC119. La construcciéon es posteriormente insertada en el sitio
Not | del vector binario pPMB765. B) Vectores resultantes de la insercion de los genes GUS
(p765GUS) y SAMdC (p765SAMDCSs) 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 extension
final de 72 °C, 10 min. El producto de PCR de 1.8 Kb obtenido fue digerido con Sal | y
clonado en el sitio Sal | de pPBM7066. Se seleccionaron, mediante digestion Eco
RV/Bam HI, aquellas colonias que contenian el inserto en la orientacion adecuada,
_obteniéndose la construccion p7066SAMDCs. Posteriormente se liberé la fusion del
promotor-S'AMdC-n'os mediante digestién con Not | y se inéerté‘en pPMB765, para
obtener la construccién p765SAMDCs (Figura 2.5 B).

El gen GUS también fue fusionado al promotor inducible por Cu®* previa
liberacién del vector pBi101 mediante digestion Bam HI/Sac |, insercién en el vector
pPMB7066 para formar la construccion p7066GUS; y posterior clonacion en el sitio Not |
del vector pPMB765, obteniéndose la contruccion p765GUS, que fue utilizada como
control de las condiciones de induccién del sistema. (Figura 2.5 B).

2.8. Analisis de actividad GUS en Plantas transgénicas.

Se realizaron medidas de actividad GUS en las plantas transgénicas de
Arabidopsis mediante la utilizacién de dos tipos de ensayos: por un lado medidas
fluorimétricas, y por otro ensayos histoquimicos, que se realizaron como se describe en
Jefferson y col (1987) y Rodrigues-Pousada y col (1993) respectivamente.

El ensayo fluorimétrico requirié la disgregacion del material vegetal con nitrégeno
liquido y posterior homogeneizado con 10 ml de tampon de extraccion GUS (50 mM
NaH,PO,4 pH 7.0, 10mM EDTA, 0.1 % Triton X-100, 10mM B-mercaptoetanol por gramo
de peso fresco). El extracto obtenido se centrifugd y el sobrenadante fue utilizado en el
ensayo de medida de actividad GUS. El ensayo se llevé a cabo afiadiendo el sustrato de
la reaccién, 4-metilumbeliferil-B-D-glucurénido (Mu-Gluc, Molecular Probes, Eugene,
USA), a una concentracién final de 1mM y siguiendo la aparicién del producto de
reaccion de su hidrélisis, 7-hidroxi-4-metilcumarina (MU), mediante la medida de emisién
fluorescente de alicuotas de reaccién diluidas 1/1000 con Na,CO;. Las medidas fueron
realizadas en un espectrofluorimetro Shimazdu RF-1501 (Shimadzu corp. Europe,
Duinsburg, Alemania), utilizando una longitud de onda de excitacion de 365 nm y
observando la emision 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), asi como frente a una cuantificacion de proteinas totales de los
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extractos obtenidos para las medidas fluorimétricas, realizada segun el método de Lowry
(1951), utilizando como patrén una curva de BSA.

Las medidas histoquimicas fueron realizadas mediante infiltracién al vacio con
una disolucién del sustrato X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-glucurénido, Sigma)
1mM, 50mM NaH,PO, ph 7.2, 0.5 mM K;Fe(CN)s, 0.5 mM K Fe(CN)s, 0.1 % Triton X-
100, y posterior incubacién a 37°C durante 6-10h hasta la apariciéon del precipitado azul
como consecuencia de la hidrdlisis del sustrato. Los pigmentos del tejido fueron
posteriormente eliminados mediante sucesivos lavados con etanol.



3. Resultados.

- 3.1. Caracterizacion del cDNA de la SAMdC de guisante.

El aislamiento del cDNA de la SAMdC de guisante se llevo a cabo mediante una
estrategia de amplificacion 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), Unica 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 combinacién que menor nimero de posiciones indeterminadas originaba en el
disefio de los oligonucledtidos degenerados SAMdC-1y SAMAC-2.

Los oligonucleétidos SAMdC-1 y SAMdC-2 fueron utilizados en una reaccién de
RT-PCR como cebadores frente a un molde constituido por una poblacion de cDNAs de
cadena simple generados por retrotranscipcion de poli(A)* obtenido a partir de un cultivo
de callos. Tras ensayar varias condiciones de amplificacién, se utilizé la técnica de ciclos
de temperatura * Touchdown®, consistente en iniciar el primer ciclo de amplificacién con la
temperatura de hibridacién mas elevada posible para posteriormente ir decreciendo un
grado en cada nuevo ciclo de amplificacién hasta llegar a una temperatura minima con la
cual se realiza una amplificacién de 25 ciclos. Con la progresiva bajada de temperatura
de hibridacién en los ciclos iniciales se pretende el enriquecimiento de la reaccion de
amplificacion en productos especificos frente a los artefactos, puesto que si el
apareamiento correcto es mas eficiente a una temperatura mas alta frente al incorrecto,
cada ciclo a una temperatura alta supondra una ventaja de amplificacién del producto
correcto de dos veces por ciclo (Donn y col, 1991). La aplicacién de este técnica dio
como resultado la amplificacién de una banda de un tamario aproximado de 500 pb, cuya
posterior clonacién y secuenciacion revelé que poseia un alto grado de homologia a la
secuencia de SAMdJC de patata (Figura 2.1 A).

El cDNA completo de la SAMdC de guisante se aislé 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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TTTCTGTGTGTCTGTTTAAAATAAGTGTTGCCTTGATGGCTTAAACACATCGTTTCGTTT
ATTTGCTGTTTATGTGTCTAGAAGGTTATAACCTTCATTGTTGTTTTCTTTTATTTGCTG
TTTCTGTCTAGAAGGTATGCCTTCATTGTTATTTTCGTTTAAACTATGAAATTGAAATAA

AGTGCATGTTATGGGAAAAAAAAAAAAAA
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reacciones de amplificacion de los extremos 5 y 3' del cDNA flanqueantes a la
secuencia de 500 pb anteriormente amplificada. Para ello, se disefiaron cebadores
especificos de los extremos de este fragmento (SAMdC-A y SAMdC B), orientados hacia
los extremos, y se utilizaron junto a cebadores especificos de los brazos del fago
(forward y reverse) (Figura 2.1 B). La utilizacién de la pareja reverse/SAMdC-A permitié
la amplificacién de un extremo 5 fllanqueahte de 1100 pb, ‘mientras q‘ue con ia pafejé
SAMdC-B/forward se consiguié un fragmento 3' flanqueante de 700 pb. El solapamiento
de estas dos secuencias permitié deducir la secuencia completa del cDNA de la SAMdC,
que fue posteriormente amplificada en su totalidad mediante uso de la pareja de
cebadores SAMdC5P/SAMAC3P, disefiados 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 nimero 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 aminoacidos,
caracteristica conservada en todos los cDNAs de SAMdC de plantas, y a la cual se ha
atribuido un posible papel regulador post-transcripcional (Schréder y Schréder, 1995). Le
sigue una pauta de lectura de 1061 pb, que codifica para una proteina de 356
aminodacidos con una masa molecular estimada de 38.70 kDa, y cuya secuencia
alrededor del codén de inicio presenta similitud con la secuencia consenso que rodea al
ATG en dicotiledéneas, en las posiciones -2, +1 y +2 [GGCCATGGC] (Joshi y col,
1997). La regién 3’ no codificante tiene una longitud de 205 pb y contiene dos posibles
motivos de poliadenilacion AATAAA y AATTGAA (Hunt, 1994), en posiciones —20 y —26
respecto al sitio de poliadenilacién respectivamente (Figura 3.1).

Figura 3.1Secuencias nucleotidica y aminoacidica del cDNA de la SAMdC de guisante. Se
indica tambien la putativa secuencia aminoacidica conservada de la region 5-UTR . Las
supuestas sefales de poliadenilacion se indican subrayadas.
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3.2. Caracterizacion del cDNA de SAMAC de Arabidopsis

El aislamiento de la SAMdC de Arabidopsis se realiz6 a partir de una busqueda
de clones con homologia 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 terminacién prematura de la transcriptasa reversa en el
momento de la sintesis de la primera hebra de cDNA. Un solapamiento de las
secuencias de dichos clones permiti6 localizar el clon ID: 91010T7 como el de secuencia
mas préxima la del extremo §' del cDNA de Catharantus roseus, y por tanto el que podia
corresponder al cDNA completo de Arabidopsis, por lo que se procedi® a su
secuenciacion completa en las dos hebras. La secuencia completa se envié a la base de
datos del Genbank, donde figura con nimero 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 amino&cidos, seguida de una ORF
de 1100 pb, que codifica para una proteina de 366 aminoacidos, con una masa
molecular estimada de 40.34 kDa, cuya secuencia alrededor del codén de inicio coincide
en las posiciones -2, +1y +2 [CGAGATGGC] con respecto a la secuencia consenso de
inicio (Joshi y col, 1997). La regién 3' no codificante es de 188 pb, no encontrandose
ningin motivo consenso de poliadenilacién, aspecto también observado en muchos
genes de plantas (Hunt, 1994). (Figura 3.2).

Figura 3.2 Secuencias nucleotidica y aminoacidica del cDNA de la SAMdC de Arabidopsis.
Se indica tambien la putativa secuencia aminoacidica conservada de la regién 5'-UTR .
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GCTCATTGCTTCATCATTACCAAATCATCAACTTAATCGTTTCTCTCAAATTTAGGGTTT 60
TCTCTTTTCTCGAAAGTCTTGCGGTTTTCTGAATCATCTCTATCTGGTTTGAGGGTTTCG 120
TTTGATATCTGGAGAAAGGGGTTTCTGGAAACAAGGAGTTCATAATTCGCGATCTTGATC 180
TATCGATCTTCATTTATATATAAAAGCGTGAATGAGATTATGATGGAGTCGAAAGGTGGT 240

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 VvV R P N G G I K K F Q I F C L L K L 47
CTCCAAGAGGCCATCCTGAGTACCAGCGTGCACCGATCTTCATAATATAGTTATAGCTTT 420
L Q E A I L s T S V H R S § * 61

CTTTACTTTCCAGTTTATCCTTTTCTTCTTTCAAAGCTCCTTTTCTGCTGGTTCCCGGAT 480
CCAATCGTTCTCTCCTCCTACTACAAGTCCTGTTCGCTCACACAACAAGGCGAGATGGCC 540

M A 2
TTATCTGCAATCGGTTTCGAAGGTTACGAGAAACGGCTCGAGGTGACTTTCTTTGAGCCA 600
L s A I G F E G Y E K R L E VvV 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 720
E I L T P A A C T I VvV S S L S N D Q L D 62
TCTTACGTACTCTCTGAGTCCAGCTTCTTTGTCTACCCCTACAAAGTCATCATCAAGACT 780
s Yy v L § E S § F F V Y P Y K V I I K T 82
TGCGGTACCACTAAGCTCCTCCTCTCTATCCCACCACTTCTAAAGCTGGCTGGTGAGCTC 840
c 6 T T K L L L s I P P L L K L A G E L 102
TCTCTGAGTGTCAAGTCTGTGAAGTACACTCGCGGCTCCTTCCTCTGCCCCGGAGGCCAG 900
s L s vV K s v K Y T R G s F L C P G G Q 122
CCTTTTCCTCACCGCAGCTTCTCTGAAGAAGTCTCTGTTCTTGATGGGCACTTTACTCAG 960
P F P H R § F s E E VvV 8§ VvV L D G H F T Q 142
CTGGGCTTGAACAGCGTAGCTACTTTGATGGGCAATGATGATGAGACTAAGAAATGGCAT 1020
L 6 L N s v A T L M G N D D E T K K W H 162
GTCTATGCTGCCTCTGCCCAGGACTCCAGCAACTGCAACAACAATGTCTACACTCTCGAG 1080
vV Y A A S A Q D S S N C N N N V Y T L E 182
ATGTGCATGACTGGTCTGGACAGAGAGAAAGCTGCTGTCTTCTACAAGGATGAAGCTGAC 1140
M C M T G L D R E K A A V F Y K D E A D 202
AAGACTGGGTCAATGACTGATAACTCTGGAATCAGAAAGAACCTTCCCAAGTCTGAGATC 1200
K T 6 s M T D N S G I R K N L P K S E I 222
TGCGACTTTGAATTCGAGCCCTGCGGCTACTCTATGAACTCAATTGAAGGGGATGCAATC 1260
c p F E F E P C G ¥ S M N S I E G D A I 242
TCCACGAACCATGTGACCCCTGAAGATGGGTTTAGCTACGCTAGCTTCGAAGCTGTGGGT 1320
s T N H VvV T P E D G F S Y A S F E A V G 262
TACGACTTCAACACCCTTGACCTTAGCCAGCTGGTGACAAGGGTTCTCTCTTGCTTCGAG 1380
Yy b F N T L D L S Q L VvV T R V L s C F E 282
CCCAAGCAATTCTCTGTAGCTGTGCACTCGAGCGTTGGAGCGAACTCATACAAGCCAGAG 14140
P K Q F s vV A VvV H s s VvV 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 6 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 1740
TCGTCTCCTTCACAAGCAAGTTGTATTGGTGTTTTCTACTTTATGAATATGGGTTTTATT 1800
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1823
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3.3. Analisis de las secuencias aminoacidicas de Ilos
clones de SAMdAC de guisante y Arabidopsis.

Los cDNAs de las SAMdC de guisante y Arabidopsis aislados presentan altos
porcentajes de identidad de secuencia aminoacidica 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 comparacién 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 mamiferos (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 1 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. oledcea 68,3 62,5 631 70,4 100,0
6. C. roseus 69,7 64,9 66,2 74,2 66,9 100,0
7 B junceal 59,4 724 81,8 60,7 594 601 1000
8. B.juncea2 64,6 806 91,2 656 63,7 655 864 100,0
9. H. anuus 66,2 62,5 65 67,8 67,3 67,2 599 651 100,0
10. H. chilense 55,0 50,6 51,7 551 53,3 564 46,9 511 52,6 100,0
11. N. tabacum 731 631 655 925 721 759 SO8 657 681 558 100,0
12. 0. satyva 55,0 504 521 56,2 556 558 47,6 50,7 531 848 56,9 100,0
13. T. aestivum 544 49,6 50,7 54,2 531 555 46,2 49,9 51,7 949 549 83,8 100,0
14. 2 mays 53,7 49,9 51 53,5 549 545 468 504 521 826 54,5 83,6 81 100,0
15. V. faba 94,6 642 664 73,7 70,3 711 60,8 657 67 55,3 75,6 556 54,7 551 100,0

Tabla 3.1 Porcentajes de identidad de secuencias aminoacidicas 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 juncea (Bjunceal, GB X95729; Bjuncea2 GB U80916), Helianthus anuus
(Hanuus, GB AF066078), Hordeum chitense (Hchilense, GB X83881), tabaco (Ntabacum, GB
AF033100), arroz (Osativa, GB AF067194), Triticum aestivum (Taestivum, GB AF117660), maiz
iZmavs. GB Y077671 v haba iVfaba. GB AJ250026V
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mamiferos (Pajunen y col, 1988), asi como los residuos E8, E12, S69, K83, S230, H245,
a los cuales tanto estudios de mutagénesis como estudios estructurales de la proteina
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 proteina funcional.

La funcionalidad de los cDNAs clonados se comprobé por su capacidad de
complementar el gen SPE2 en el mutante de levadura Y342. Esta cepa es un mutante
nulo para el gen SPE2, que codifica para la SAMdC de levadura (Balasundaram y col,
1991). El mutante se obtiene mediante deleccion parcial del gen SPE2 e insercién de
una copia del gen LEU2. Su fenotipo caracteristico se revela como incapacidad de
crecimiento en un medio minimo 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 tamafio celular, presencia de cuerpos
vesiculares, disminucién en el indice de gemacién y parada del crecimiento. La adicién
de poliaminas al medio contrarresta estos efectos.

Se subclonaron los cDNAs de SAMdC de guisante y Arabidopsis en el vector de
expresion 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 transformacién de levaduras mutantes,
ensayandose su capacidad de crecimiento en un medio minimo 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 disminucion progresiva del crecimiento del cultivo
tras sucesivas etapas de dilucién en medio fresco sin poliaminas y posterior subcultivo.
La adicién de espermidina o la presencia del cDNA de SAMdC en el plasmido
restablecen el crecimiento, indicando que estos cDNA codifican para una proteina
SAMdC funcional en levadura, pese a las diferencias de secuencia existentes con
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Psativum

Athaliana

Athaliana?
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Psativum LKAINENE] - dnas|sfe-qgclllvkg JKSHQL

Athaliana FNTLD | S --SVGANSYK-PEITV|L EE RTFESI

Athaliana2 |FTTMDSS --TVAQ|SYD-SGLSyIt,DE STMES |

Stuberosum MPKTMEIG — DVATJgLLE-RICS"igjVKG WSPEE

Soleacea LKKTDgN — EIAANSME-HNCYVNVNC GGIE]

Croseus LKAQN | GM& IET DVTCs SLE-QICS! KINE]

Bjunceal FTTMDISQgKs | iS- SVEQ SYDHSGLS\ TTVG SE
Bjuncea?2 FTTMOf £1SHpSK S— SVAoj SYD-SGLSV

Hanuus FKSMGWTVSIE! GN-ENWS DLNLENNE

HChilense SALAYGD1S TIF-GGRGHAAT-WGKH i DENNWE '

Ntabacum KTMKgGP] — DVAT|LLE-RVCSI®VKGi [SLA|WSPE

Osatyva STLAYGD F-GGHGHAGT-WAKELNADAJ “;NNMVEQL

Taestivum 1ASALAYGDI jTIF-GGRGHAAT-WGKKtgAE INWE

Zmays VMMLATALSYGCE {TI F~- GGRGHAGT-WGKALGAE\ INMVEQT

Vfaba TA -DNAS | S FE-QGC L1gVKG iCEE)SKSHOi

Human TNLSQTSYDDg1RKi PGKFVTTLFVNQSS-KCRTVLAS-PQKIEGFKRLDgQSAMENDYNFVFTSFAKFE

Scerevisia 315 SNIPVFDISOGKODNLDBS8LHILNV50SR5UEATFFTKNYONOSFQKLLSINESLPDISIKLDKIVYD ZDDYHLFYMKI

Psativum LKTsy-I jK— DE--DB

Athaliana EKLGKYJ i EmSSNNSCSShD”SDEGI —

Athaliana2 EKLGRY ! mSssNsscns T

Stuberosum | TR7PY-gEg 1 JKE-EE— K|

Soleacea CKASTGFfATNK|jKP; | KE-DKF-E | -1 | IDY-

Croseus iKE-DE— S|-|

Bjunceal 334 REAGNVLWF---SEITI !E|SSNSSCTs | D"HEGI -

Bjuncea? H LGRYI JEIssssscTSID” B EGI —

Hanuus .GGSSJ HR|-|SE-TE--N|-1"

HChilense EELAVgAGS fFHCF— ENVESG-HPLVJjj jGKLANLLAWRAEEESLEEGTGALLCE
Ntabacum i TRTPF- 37 6S- |KEDEE --K |-}

Osatyva :DATEDV PVAVG Sp | HCFEAENMVNPAP--\ IGKLGNLLPWG--EDALEEND-GVFDE
Taestivum i TVNEEVAVEAGST i THCF— EAESVHSHPLt ;GKLANLLAWRAEEDSLEEG— AVLCE
Zmays iCAAEDAVAT S --g /FHCFDGENVESAPPPMH “YKLANLLCWEEEADAMEEKA-GVLDE
Vfaba SD-S -g-IK-DE-D1-1-i-

Human 331 QQaQs-

Scerevisia 395 KI-—

Figura 3.3 Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las SAMdC de plantas derivadas
de los clones indicados en la tabla 3.1 , asi como las SAMdC humana (human, GB M88003) y de
levadura (Scerevisiae, GB M38434). Se sefalan aquellos aminoacidos 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 vy el sombreado de las secuencias mediante el programa BOXSHADE.

respecto a la SAMdC de levadura. Este método de comprobacion de funcionalidad por
complementacién en mutantes nulos de levadura ha sido utilizado en otros cDNA de
enzimas de biosintesis de poliaminas, tales como SAMdC de patata (Mad Arif y col,
1994), ODC de tomate (Alabadi y Carbonell,1998) y espermidina sintasas de guisante y
tomate (Alabadi y Carbonell, 1999; Alabadi, 1999).
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m pSDCPEA -smpd
it pSDCARA -smpd
o pEMBLyex4+smpd
o pEMBLyex4-smpd

Figura 3.4 Funcionalidad de los cDNA de guisante y Arabidopsis. 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 minimos apropiados, y en presencia o no
de espermidina (spmd). Cada 24 h se hizo una dilucién en el mismo medio con o sin
espermidina. O.D.s00, densidad 6ptica del cultivo a 600 nm.

3.5. Analisis de la organizacién gendmica de los genes de

SAMdAC de guisante y Arabidopsis.

El niumero de copias del gen de SAMdC en los genomas de guisante y
Arabidopsis, se determind mediante analisis Southern de DNA gendmico digerido con
diferentes enzimas de restriccion.

En el caso de guisante, el DNA gendmico fue digerido con las enzimas de

digestién Bam HI y Neo |, enzimas que presentan un punto de corte en el cDNA de la

Figura 3.5 Analisis Southern de DNA genémico de guisante Se digirieron 30 ug de DNA con las
enzimas de restriccion Bam HI, Eco Rl y Neo |, siendo sometidos a electroforesis, transferencia e
hibridacién 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, asi como los
marcadores de tamafos de DNA a la izquierda.
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SAMdC vy Eco RIl, con dos puntos de corte (Figura 3.5). Tras separarlo
electroforéticamente, el DNA digerido se hibridd frente al cDNA completo de la SAMdC.
El filtro se lavo en condiciones de alta estrictez. Se obtuvo un patron de bandas rrultiple
(Figura 3.5, izquierda) que podria indicar la presencia de intrones o bien la existercia de
mas de una copia del gen de SAMdC. El mismo filtro se hibridé sucesivamente frente al
extremo 5 del cDNA de la SAMdC, obtenido mediante digestién con Neo | (Figura 3.5,
centro) y con un fragmento central del cDNA obtenido mediante digestion Neo 1 Bam HI
(Figura 3.5, derecha), ambos sin sitios de corte Bam HI, Eco Rl o Neo | en su irterior.
Aunque la utilizacién de la sonda 5’ di6 como resultado bandas uUnicas en las digestiones
con Bam HI y Neo | (Figura 3.5, centro), la sonda central hibridé con mas de una aanda
en todas las digestiones (Figura 3.5, derecha), indicando la presencia de al menos 2
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Figura 3.6 Analisis Southern de DNA genémico de Arabidopsis. Se digirieron 10 ng de
DNA con las enzimas de restriccion Bam HI, Eco RI, Hind Il y Neo |, siendo sometidos ¢
electroforesis, transferencia e hibridacion en las condiciones indicadas en materiales y
métodos. La sonda utilizada fue el cDNA completo de Arabidopsis. Los marcadores de
tamanos 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
hibrida con el cDNA completo sugiere la existencia de intrones con sitios Bam Hi, Eco RI
y Nco |, en los genes de SAMdC de guisante.

En el caso de Arabidopsis, el analisis Southern se realizé digiriendo DNA
gendmico con Bam HI, Eco RI, Hind Ill o Xba I, hibridado con el cDNA completo de
SAMdC de Arabidopsis y lavado en condiciones de alta estrictez. La digestion con
BamHI, EcoRI o Hindlll, enzimas con un punto de corte en el cDNA, dio como resultado
dos bandas de hibridacion (Figura 3.6), mientras que con la digestion con Xba |, enzima
sin punto de corte en el cDNA, se obtuvo una sola banda. Estos resultados sugirieron la
presencia de una copia unica 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 nimero de acceso AJ252212.

3.6. Caracterizacion del clon genémico del gen de SAMdC

de Arabidopsis.

Utilizando como sonda el cDNA de SAMAC, se analizé un total de 4x10° clones
de una genoteca genémica de Arabidopsis. Mediante subclonado en pBluescript y
secuenciacion de los clones positivos se obtuvo una secuencia genémica del gen de
SAMdC de Arabidopsis, asi como alrededor de 1.3 Kb de secuencia 5' adyacente al
cDNA. El alineamiento de las secuencias genomica 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 ningun intrén en la regién que codifica para la SAMdC (Figura 3.7).
Las secuencias de los extremos de los intrones (estan 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
posicion —49 respecto al inicio de la secuencia de cDNA, asl como un elemento AGGA
(Joshi1987) en posicidn —224. El alineamiento con las secuencias promotoras de patata
(Mad Arif 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
gendnico ha sido localizada en el cromosoma Ili de Arabidopsis (BAC F16B3, nimero
de acceso Genbank AC021640).
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3.7. Estudios de expresion de SAMdC en plantas de

guisante.

3.7.1. Analisis de la expresion de SAMdC en tejidos de guisante.

Se examino el patron de niveles de MRNA de SAMAC en diferentes tejidos de fa
planta mediante analisis Northern. La hibridacion con el cDNA de SAMdC de guisante
dio como resultado una unica sefial de aproximadamente 1.8 Kb, resultado esperado por
el tamario del cDNA. Se encontraron niveles detectables de transcrito de SAMdC en
todos los tejidos analizados, observandose su nivel mas alto en ovarios en dia de
antesis, tanto polinizados como emasculados, siendo su expresién aproximadamente un
50% mas elevada que la observada en raices y talios. La expresion mas baja se detectd
en hojas adultas, donde se observa una disminucién del 60% con respecto a la
expresion en tallos (Figura 3.8 A).

La expresion de SAMAC se examiné también en tejido indiferenciado,
observandose que los niveles del mMRNA de la SAMdC en calios respondieron a las
hormonas utilizadas en el medio de cultivo. El crecimiento de los callos en presencia de
2,4-D y K resulté en un incremento de 2.3 veces de la expresion de SAMdC con respecto
al crecimiento en BAP y NAA. La adicion de ascorbato al medio también tuvo un efecto

inductor de la expresién de SAMdC, duplicando el nivel de expresion. (Figura 3.8 B)

Figura 3.7 Esquema del clon genémico de la SAMdC de Arabidopsis. Se muestran las
secuencias de la region promotora (panel izquierdo) con la putativa caja TATA sefialada con un
cuadrado gris , asi como la secuencia genémica del gen de SAMdC (panel izquierdo) donde se
indican con letra mintscula las secuencias intronicas, representadas en la figura superior como
cajas grises. Se indican tambien la secuencia aminoacidica de SAMdC, asi como la putativa
secuencia polipeptidica conservada de la region 5'.
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18kb SAMdC
rRNA 18S
Tejido
B)
NAA NAA KIN
BAP BAP 2,4-D
ASC
18kb SAMdC
NAA NAA KM
rRNA 18S BAP B:J.S: 24-D

Figura 3.8 Patron de expresion 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 hibridd 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 cuantificaciones de la
expresion normalizadas frente a hibridacion con sonda rDNA 18S y expresada en % expresion
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, raiz;
PO ovarios polinizados en dia de antésis; EO ovarios emasculados en dia de antesis.

3.7.2. Analisis de la expresion de la SAMdC durante el desarrollo y senescencia del
fruto de guisante.
Se examind la variacion de la expresiéon de la SAMdC durante el desarrollo de
ovarios de guisante polinizados de manera natural, observandose un aumento transitorio
de los niveles de SAMdC durante las primeras 24h después de la antesis, decayendo

posteriormente a los dos primeros dias postantesis (figura 3.9). La emasculacién de las

62



RESULTADOS

flores dio lugar a un aumento de los niveles de transcrito de la SAMdC a partir del
equivalente al primer dia postantesis, observandose niveles maximos en el cuarto dia
postantesis, cuando los ovarios han entrado en senescencia, donde el transcrito de la
SAMdC llega ser 2.6 veces mayor que el observado en dia de antesis.

La aplicacion de AVG, un inhibidor de la biosintesis del etileno (Satoh y Yang,
1989) en ovarios emasculados en el dia de antesis retrasa su entrada en senescencia y
produce una disminucién en los niveles de transcrito de la SAMdC con respecto a los
niveles observados en ovarios emasculados no tratados, llegando a observarse una
reduccion del 32% al cuarto dia postantesis (Figura 3.10). Por otro lado, el tratamiento
con espermidina también retrasa la entrada en senescencia del ovario emasculado
(Gomez-Goémez, 1996) y tiene un efecto de disminucién en los niveles de transcrito de la
SAMdC, que se hace mas evidente en el dia cuarto postantesis, con una disminucién del
30% respecto a ovarios emasculados no tratados (Figura 3.10).

La expresion de la SAMdC fue también analizada durante el desarrollo de frutos

partenocarpicos obtenidos a partir del tratamiento de ovarios emasculados con

Dia postantesis

Polinizados m Ftalinizados

No polinizados

Figura 3.9 Patron de expresion de SAMdC durante el desarrollo de ovarios polinizados y no
polinizados de guisante. A) Analisis Northern. Se cargaron 15 pg de RNA por pocilio y se
hibridé con el cDNA de SAMdC de guisante. B) Cuantificacion de la expresiéon normalizada frente
a hibridacién con sonda rDNA 18S y expresada en % expresiéon 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.
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Figura 3.10 Efecto del tratamiento con AVG y espermidina en la expresién de la SAMdC en
ovarios no polinizados de guisante. A) Analisis Northern de los niveles del transcrito de SAMdC
en ovarios no polinizados sin tratar o tratados con AVG o espermidina (Spmd) . El tratamiento se
realizé el dia de antesis. Se cargaron 15 pg de RNA por pocilio y se hibridé con el cDNA de
SAMdC de guisante. B) Cuantificaciéon de la expresion normalizada frente a hibridaciéon con sonda
rDNA 18S y expresada en % expresién 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 GAS3, 2,4-D y BAP
son capaces de inducir el desarrollo partenocarpico del fruto, sus efectos sobre Ila
expresion 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, asi como el mantenimiento de niveles de expresion
elevados a lo largo del desarrollo de los ovarios partenocarpicos, al menos en el caso de
los tratamientos con 2,4-D y BAP. El tratamiento con GA3 reprodujo parcialmente el
patron de expresion observado para ovarios polinizados aunque con la diferencia de un
maximo de expresién al tercer dia postantesis. Por otro lado, el tratamiento con 2,4-D
produce un patron de expresion de la SAMdC con niveles similares de expresion a los
observados en polinizados hasta el tercer dia postantesis, a partir del cual se observa un
aumento que tiene su maximo en el quinto dia postantesis. En el caso de ovarios
tratados con BAP se observa el mantenimiento de niveles de expresion elevados con
minimos de expresion al tercer y quinto dia postantesis. En cualquier caso, la expresion

de los mRNA de la SAMdC durante el desarrollo del fruto nunca llegé a alcanzar los
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Figura 3.11 Patrén de expresién de la SAMdC durante el desarrollo de ovarios polinizados y
partenocarpicos de guisante. A) Analisis 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 hibridd con el cDNA de SAMdC de guisante. B) Cuantificacion de Ia

expresion normalizada frente a hibridacién con sonda rDNA 18S y expresada en % expresion 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 mas

elevados al dia cuarto postantesis.

3.7.3. Analisis de la expresion 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
exposicion diaria a diferentes concentraciones de ozono durante un periodo de dos
meses. El tratamiento con ozono causé un retraso en general en el desarrollo de las
plantas, un tamafio mas reducido, asi como sintomas necréticos en tallo y hojas (Figura
3.12).Se examinaron los niveles de expresion de SAMdC en hojas y tallos mediante
analisis Northern (Figura 3.13).

La exposicion a ozono produjo un aumento de la expresion de SAMdC en tallos
de plantas expuestas a dosis de 100 ppb durante todo el periodo de tratamiento,

resultado no observado a una dosis de 30 ppb, que muestra un patron de expresion
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66

aire filtrado

aire filtrado

Figura 3.12 Efectos de la exposicion a ozono en plantas de guisante. A) Plantas de guisante de
66 dias, crecidas en aire filtrado o fumigadas diariamente durante 6 h con 30 6 100 ppb de Os. B)
Detalle de planta crecida a 100 ppb de O3, mostrando sintomas necréticos 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 sintomas necréticos.
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Figura 3.13 Efecto de la exposicién a ozono en el patrén de expresion de SAMdC. A)
Analisis 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 hibrido con el cDNA de SAMdC de guisante. B) Cuantificacion de
la expresion normalizada frente a hibridacién con sonda rDNA 18S y expresada en % expresion
con respecto a la observada en tallo o hoja crecida en aire filtrado 17 dias. Las barras de error
representan el error de medida dado por el Instantimager.
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Figura 3.14 Efecto de la exposicion a ozono en el patron de expresion de SAMs.
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A) Andlisis

Northern de los niveles de transcrito de SAMs en tallos y hojas de plantas crecidas en aire filtrado

0 expuestas diariamente durante 6 h a dosis de 30 o 100 ppb de ozono. Se cargaron

15 pg de

RNA por pocilio y se hibridé con el cDNA de SAMs de guisante. B) Cuantificacion de la expresion
normalizada frente a hibridacién con sonda rDNA 18S y expresada en % expresion con respecto a
la observada tallo o hoja crecida en aire filtrado 17 dias. Las barras de error representan el error

de medida dado por el Instantimager.
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similar al obtenido para plantas crecidas en atmésfera de aire filtrado. Las diferencias
van aumentando a lo largo del tratamiento, llegando a ser méximas al mes de
tratamiento, observandose niveles de expresion de SAMdC 3.2 veces mas elevados en
la exposicién a 100 ppb de ozono. Los niveles decaen posteriormente en las tres
semanas siguientes, reduciéndose las diferencias a 2.5 veces. El analisis Northern de
' hojaé muestra también un aumento de expresion en atmoésfera de 100 ppb de ozono
aunque a tiempos de crecimiento en dicha atmésfera mucho mas prolongados,
observandose diferencias a partir de la sexta semana y llegando a un valor maximo en la
octava semana de tratamiento, con niveles de expresion 3.3 veces mas elevados en la
maxima dosis de ozono (Figura 3.13 B).

Posteriormente se observé la variacion de la expresién de otros cDNAs que
codificaban para enzimas implicados en la biosintesis de poliaminas disponibles en
guisante. El patron de expresion de la SAMs (Gémez-Gémez 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.
Asi, la exposicion a la dosis de 30 ppb produce en general que los niveles de expresion
se mantengan bajos en tallos, en comparacion a los observados en tallos de plantas
crecidas en aire sin ozono, mientras que la dosis de 100 ppb mantiene unos niveles mas
elevados. Los niveles de expresion observados en hojas presentan menores diferencias
entre tratamientos, presentando un maximo de expresion 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 segun el tejido y el estado de desarrollo
(Figura 3.15). Independientemente del tratamiento se observé una disminucion en los
niveles de mRNA del tallo durante el crecimiento de la planta. Sin embargo, las plantas
de 38 y 47 dias y tratadas con 100 ppb mostraron unos niveles de mRNA
considerablemente altos. Por otra parte, las hojas jévenes fueron mas sensibles a una
concentracion de ozono de 100 ppb. Las diferencias mas evidentes entre tratamientos se
observan a los 17 dias, con una expresibn mas elevada en 100 ppb, que va
disminuyendo en las semanas posteriores, recuperandose ligeramente en las dos
ultimas. 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 exposicién a ozono en el patron de expresion de ADC. A) Analisis
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 hibridé6 con el cDNA de ADC de guisante. B) Cuantificacion de la expresiéon
normalizada frente a hibridaciéon con sonda rDNA 18S y expresada en % expresion con respecto a
la observada tallo o hoja crecida en aire filtrado 17 dias. Las barras de error representan el error

de medida dado por el Instantimager.
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constantes las tres primeras semanas, aumentan en la cuarta , disminuyendo durante el

resto del tratamiento, con una ligera subida en las dos ultimas semanas.

3.8. Analisis de la expresion de SAMdC en tejidos de
Arabidopsis

Se realizé un analisis Northern similar al efectuado en plantas de guisante,
examinandose el patron de niveles de mMRNA de SAMdC en diferentes tejidos de la
planta mediante la hibridacién con el cDNA de SAMdC de Arabidopsis. Se obtuvo como
resultado una uUnica sefial de aproximadamente 1.8 Kb, resultado esperado por el
tamafio del cDNA, encontrandose niveles detectables de transcrito de SAMdC en todos
los tejidos analizados. La expresion mas elevada se observa en silicuas y tallos, con
niveles de transcrito similares para ambos. La expresion mas baja se detectd en brotes
florales y hojas adultas, siendo un 64 y 87% mas bajas que la observada en tallos,
respectivamente, mientras que la expresidon en raiz presentd un 22% menos de

expresion que en tallos.(Figura 3.16).

A) B)

18kb SAMdC 8

rRNA 18S 20

Figura 3.16 Analisis Northern del patrén de expresién de SAMdC en varios tejidos de planta
adulta de Arabidopsis Se cargaron 5 gg de RNA por pocilio y se hibridé 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 expresion normalizadas frente a hibridacién con sonda rDNA
18S y expresada en % expresion con respecto a la observada en tallos. T, tallo; H, hoja; R, raiz;
S, Silicuas; F, flor.
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3.8.1. Estudio de la expresion de SAMdC en plantas transgénicas de Arabidopsis.

Con el fin de estudiar el patron de expresiéon del gen de SAMAC se realizaron
fusiones de la regién promotora aislada en el clon genémico al gen informador GUS
(Figura 2.3). Dichas construcciones fueron utilizadas posteriormente para la obtencion de
plantas transgénicas de Arabidopsis. La realizacién de estas fusiones perseguia dos
objetivos, por un lado el intentar discernir qué elementos de la regién promotora son
importantes para la expresion del gen, y por otro el posible efecto de la presencia de la
regién &' no traducible, a la cual se atribuye una funcién reguladora. Con este objetivo se
realizaron delecciones unidireccionales a partir del extremo 5 de dicha regién, y que
incluyeran o no las 1100 pb correspondientes al extremo 5 del cDNA y los intrones
presentes (Figura 2.2). De cada construccion se seleccionaron al menos tres lineas
transgénicas independientes con una unica insercién de la construccion en el genoma de
la planta y homocigotas para la misma.

Con las plantas transgénicas obtenidas se realizaron ensayos de tincion
histoquimica al objeto de determinar el patron de expresion espacial del gen,
observandose como resultado una expresion generalizada del mismo en todos los tejidos
de la planta (Figura 3.17). Este patrén se observa en plantulas jovenes, que muestran
una tincion generalizada, tanto en hojas como raices (Figuras 3.17 A, B), y se mantiene
a lo largo del desarrollo de la planta, observandose en hojas adultas aunque en menor
grado que en hojas de plantulas y preferentemente en tejido vascular (Figura 3.17 C). Se
observa expresion en toda la extension de la ralz (Figura 3.17 D), asi 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 deleccién de la regién promotora produce una
desaparicion generalizada de la expresiéon de GUS vy tincion histoquimica en las plantas
transformadas con las construcciones de tipo E y F (datos no mostrados), indicando la
existencia de elementos responsables de esta expresién generalizada entre las

Figura 3.17 Localizacién espacial de la expresién del gen GUS bajo el control del promotor
de SAMdC. A) Tincién histoquimica GUS en plantulas pBI-2C de dos semanas; B) Detalle de la
expresion en la hoja de la plantula de dos semanas; C) Detalle de la expresion en hoja de la
roseta de planta adulta ; D) Expresion en raices de planta adulta; E) Expresion en botones floraes
de planta adulta; F) Detalle de la expresion en flor. Se muestran los resultados obtenidos para
plantulas pBI-2C y pBI-3C en el panel (A), asi como para plantulas pBI-2C en el resto de paneles.
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posiciones -455 y —80 de la region promotora. La presencia de la regién 5’ no traducible
del cDNA junto con los intrones no afecta cualitativamente al patrdn de expresién
espacial, observandose resultados similares de presencia generalizada de tincion GUS
para los transformantes pBI-2C y pBI-3C (Figura 3.17 A), asi como para las lineas pBI-
2D y pBI-3D (datos no mostrados).

3.8.2. Efectos de la deleccién unidireccional del promotor

Por otro lado se comprob6 la existencia del efecto cuantitativo de las delecciones
del promotor en los niveles de actividad GUS, mediante un ensayo fluorimétrico, asi
como analisis Northern para el mensajero del gen, en al menos tres lineas transgénicas
independientes para cada tipo de construccion. Los resultados se muestran en la figura
3.18.

En el analisis Northern y su cuantificacion (Figura 3.18 A) se comprueba que la
eliminacion de la zona [-455 -80] del promotor produce una disminucidén drastica de la
expresion del gen (construcciones pBI-2E y pBI-3E), tal y como se habia observado en el
ensayo histoquimico. Se observa también que la eliminaciéon de la zona [-1200 -456]
(transgénicas pBI-2D y pBI-3D) produce un efecto significativo en los niveles de
expresion, reduciéndose en un 55% con respecto a la expresién de GUS observada en
las lineas pBI-2C y pBI-3C, resultado que indica la posible existencia de elementos
feguladores en la misma. El resultado obtenido con las lineas pBI-SG pére'ce'ac‘otar esta
zona a las posiciones [-1000 —456] dado que no se detectan diferencias significativas de
los niveles de mensajero entre las lineas 3C y 3G. La presencia de la

Figura 3.18 Efectos de las delecciones unidireccionales de la regién promotora y de la
presencia de la region 5-UTR en los niveles de GUS de plantas transgénicas. A) Analisis
Northern de la expresion del mensajero de GUS de plantas transgénicas obtenidas mediante
transformacion con las construcciones indicadas en la figura 2.2. Para cada construccién se
muestran tres lineas transgénicas independientes. Se cargaron 5 pg de RNA por pocillo y se
hibridé con el cDNA de GUS . En el grafico se muestra la cuantificacion de la sefial obtenida en el
Instantimager, normalizada acorde al nivel de 18S rRNA y referidas en % de expresion respecto a
la observada en las plantas pBI-2C. B) Medida de actividad GUS de las plantas transgénicas. Para
ambas gréficas, cada valor representa la media de la medida realizada al menos en tres lineas
transgénicas independientes y las barras de error representan la desviacion tipica observada.
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region &’ no traducible del gen no parece afectar a la expresion del gen , puesto que las
transgénicas de tipo pBI-2C y pBI-3C presentan niveles de expresién similares,
observandose la misma situacion en los niveles de expresion GUS de las lineas pBI-2D y
pBI-3D. ’

Los efectos de las delecciones se comprueban también en las correspondientes
medidas de actividad GUS (Figura 3.18 B) , observandose una disminucién 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 detectables 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 expresiéon GUS similares, las
lineas 2C y 2D presentaron niveles de actividad GUS 4 y 8 veces mas elevadas que las
lineas 3C y 3D, respectivamente, indicando que la presencia de la regién 5' no traducible
del gen de SAMdC podria tener un efecto a nivel postranscripcional y cuyo resultado, al
menos en el caso de su fusion con GUS se traduce en niveles mas elevados de
actividad, que podria ser consecuencia de un efecto positivo ejercido por el extremo 5’

sobre la traduccion.

3.8.3. Efectos de la sobreexpresién de la SAMdC en plantas transgénicas de
Arabidopsis.

3.8.3.1. Sobreexpresion constitutiva de la SAMdC

Con el objeto de determinar qué efectos fenotipicos podria tener la alteracion de
la expresiéon de SAMAC se realizé una fusion del cDNA de la SAMdC con el promotor
constitutivo CAMV35S en la construccion pBI-SAMdCSENSE (Figura 2.3), que fue
utilizada en la obtencidén de plantas transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresaran
SAMdC.

Se obtuvieron un total de 22 transformantes cuya expresién de SAMdC fue
analizada mediante anélisis Northern (Figura 3.19), observandose en todas ellas la
banda de 1.8 Kb correspondiente a los niveles enddgenos del gen, asi como para la
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Figura 3.19 Expresion de SAMdC en plantas transgénicas pBI-SAMDCSENSE. A) Analisis
Northern Se cargaron 5 pg de RNA por pocilio y se hibridd con el cDNA de la SAMdC de
Arabidopsis. La banda superior corresponde al mensajero endégeno de SAMdC, mientras que la
banda inferior corresponde al mensajero controlado por el promotor CAMV35S B) Cuantificacién
de la expresiéon normalizada acorde al nivel de 18S rRNA y referidas en % de expresion respecto a
la observada en la linea pBI-101 2. Cada pocilio corresponde a una linea transgénica
independiente, siendo las sefaladas con S las obtenidas mediante transformacion con la
construcciéon pBI-SAMDCSENSE, mientras que las indicadas con 101 corresponden a plantas
transformadas con vector pB1101.
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mayoria de ellos una banda adicional de un tamafo menor (1.1 Kb) correspondiente al
cDNA insertado bajo el control del promotor constitutivo CAMV35S. Se observd una
variacion entre los niveles de expresion para cada linea transgénica examinada,
existiendo lineas con un nivel de sobreexpresion del transgen de SAMdC elevado, con
respecto al nivel endégeno de las plantas control (transformadas con el vector pBI101).
Asi, las lineas S13' y S15 presentaron incrementos de hasta 36 y 3.1 veces,
respectivamente. En otras lineas, como S7' o S15, el incremento en la expresion
rondaba alrededor de 1.7 veces. Por otro lado, otras lineas presentaron variaciones mas
pequefas e incluso poco significativas con respecto al nivel de expresion de SAMdC
observado en los controles, como es el caso de las lineas S1 y S6' (Figura 3.19).

En la mayoria de los transformantes con niveles elevados de expresion de
SAMdC seleccionados pudo observarse que la sobreexpresién del gen de SAMAC
produce efectos fenotipicos drasticos en las plantas cuando estas son crecidas in vitro,
produciéndose un retraso en el desarrollo que se traduce en plantas de un tamaro
menor y con raices mas cortas, al ser comparadas con plantas transgénicas obtenidas a
partir del vector pBI101 (Figura 3.20 A). Este fenotipo se presento de manera mas
acusada en los transformantes S6, S15, S3', S9 y S12', plantas con una parte aérea
pequefa y poco desarrollo radicular (dos transformantes independientes se representan
en la Figura 3.20A). Por otro lado, las lin_ea_s S$S10, SZ’,S6’, S8, S13 y 815 presentaron
un fenotipo intermedio, con tamafos de planta mas éercaho 'aI ‘de‘ Iaé plahta's contrdl,
aunque con raices mas cortas. Las lineas S7 y S7’, asi como aquellas en las cuales no
se observé un nivel alto de expresion del transgen (lineas S1, S3, S11, S13, S14, S16,
S1', 84’ y S10'), presentaron un tamafo y desarrollo similar al de las plantas control
transformadas con el vector pBI101. Por otro lado, pese a estas alteraciones fenotipicas,
las plantas sobrevivieron el posterior transplante a tierra y fueron capaces de desarrollar

Figura 3.20 Efectos fenotipicos de la sobreexpresion de SAMdC. A) Aspecto de dos lineas
transgénicas sobreexpresoras de SAMdC comparadas con plantas control, transformadas con
vector pBI101. B) Efecto de la adicion de espermidina (spd) y espermina (spm) 1 mM al medio de
cultivo en plantas control. C) Comparacion 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 fenotipicas evidentes, que dieron lugar a flores y silicuas
normales, asi como finalmente semillas fértiles. El fenotipo se reprodujo tanto en la
generacion 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 tamafio y con
un sistema radicular poco desarrollado, similares en aspecto al de las lineas
transgénicas sobreexpresoras de SAMdC (Figura 3.20 C), resultado que podria sugerir la
implicacion 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. Sobreexpresion inducible de la SAMdC.

Se utilizé el sistema de induccién por cobre descrito por Mett y colaboradores
(1993), para intentar la sobreexpresién inducible del cDNA de la SAMdC. Dicho sistema
esta basado en la sobreexpresion constitutiva del activador de transcripcion de levadura
ACE1, que necesita la presencia de cobre para poder unirse a sus secuencias diana, y
que estan presentes en el promotor al cual se fusiona el gen de interés (Figura 2.4). Este
sistema ya habia sido utilizado con éxito en tabaco (Mckenzie y col, 1998) y Lotus
cornicolatus (Mett y col, 1996), pero no existia bibliografia disponible acerca de su
utilizacién en Arabidopsis. A efectos de comprobar la reproducibilidad del sistema en
Arabidopsis se obtuvo la construccion p7656-6GUS, que contiene el gen informador
GUS fusionado al promotor inducible (Figura 2.5 B), que fue utilizada posteriormente en
la obtencién de las correspondientes plantas transgénicas (lineas 765-6gus) , asi como
de plantas control transformadas con el vector pPMB765 sin inserto (lineas 765).

Se obtuvieron 15 lineas 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 obtencién de sus correspondientes individuos
homocigotos con los que se realizaron estudios de induccién de GUS mediante
crecimiento in vitro en presencia de concentraciones de Cu®* de 5 y 50 uM durante dos
semanas. El analisis Northern de la expresion de GUS para plantulas de dos lineas
transgénicas 765-GUS, recogidas al finalizar este periodo se muestra en la figura 3.21 A.
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En ausencia de cobre se observa un nivel basal de expresién del transgen, que aumenta
en presencia de cobre de acuerdo a la concentracion del metal afiadido al medio de
crecimiento. La posterior cuantificacion de los niveles de transcrito para todas las lineas
transgénicas da como resultado un promedio de induccién de 8.3 veces en presencia de
0.5 pM de Cu2 , mientras que la elevacién de la concentracién a 50 pM aumenta los
niveles de expresion 32 veces, resultados que indican la funcionalidad del sistema de
induccion en Arabidopsis. El crecimiento a concentraciones mas elevadas de cobre
produjo sintomas cloréticos en las plantas, consecuencia del estrés oxidativo, llegandose
a la no germinacion de las semillas a 500 pM de Cu2+ Por ello, se comprobdé la influencia
de la presencia de cobre sobre la expresion de SAMdC, examinando mediante analisis
Northern sus niveles de transcrito en plantas control 765 crecidas en presencia o
ausencua de 50 pM de Cu2+ EI resultado obtenido para tres lineas transgénicas

independientes se observa en la figura 3.22 A).
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Figura 3.21 Comprobacion de la induccién de GUS en plantas transgénicas p765GUS
mediante Cu2t A) Analisis Northern de los niveles del transcrito de GUS en dos lineas
transgénicas independientes obtenidas por trasnformacion con la contruccién p765GUS, crecidas
in vitro en medio sin Cuz , 5pM y 50 pM de Cus+ Se cargaron 5 pg de RNA por pocilio y se
hibrido con el cDNA de GUS. B) Cuantificacién de la expresion normalizada frente a hibridacion
con sonda rDNA 18S y expresada en % expresién con respecto a la observada en plantas
crecidas en medio sin Cu2+ Se representa la media de las cuantificaciones realizadas para 6
lineas transgénicas. Las barras de error representan la desviacion tipica.

81



RESULTADOS

La adicion de Cu2+ al medio tiene efectos diferentes dependiendo de cada linea,
observandose tanto una disminucién, que el caso de la linea 765 1 llega a ser de un
22%, como un ligero aumento del 5% en la linea 765 3. Estas variaciones sin embargo
no llegan a ser mas 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.
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Figura 3.22 Efecto del crecimiento en presencia de Cu2+ 50 pM en la expresion de SAMdC en
lineas transgenicas 765 y 765SAMdCs. A) Analisis Northern de la expresion de SAMdC de
plantas transformadas con el vector pPMB765. B) Analisis Northern de la expresion 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 hibridé con el cDNA de SAMdC de Arabidopsis. Cada pocilio corresponde a una linea
transgénica Independiente. A la derecha se indican las cuantificaciones de las expresion realizadas
normalizada frente a hibridacion con sonda rDNA 18S y expresada en % expresion 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 adicion del cobre a las
concentraciones empleadas no afectaba significativamente a los niveles enddgenos de
expresion de la SAMdC, se procedidé a la obtencién de las correspondientes plantas
sobreexpresoras de SAMdC, para lo cual se realiz6 la fusion del cDNA de SAMdC bajo
el control del promotor inducible en la construccion p765-SAMDCs (Figura 2.5 B).

La transformacion de plantas con esta construccién dio como resultado un total
de 9 lineas transgénicas (lineas 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 lineas
homocigotas.

Las lineas transgénicas obtenidas fueron sometidas al mismo experimento de
induccién realizado con las plantas control anteriormente mencionadas, siendo crecidas
durante dos semanas in vitro en presencia de 50 uM de Cu®*, con el que se pretendian
reproducir los efectos de una sobreexpresion constitutiva de SAMdC observada en las
plantas pBISAMdCs. Sin embargo, el crecimiento en 50 uM de las plantas p765SAMdCs
no supuso ninguna diferencia observable en cuanto a aspecto, comparadas con las
plantas control p765. El resultado del analisis Northern de la expresidn de SAMAC en las
lineas p765SAMdCs se muestra en la figura 3.22 B, donde puede observarse que la
presencia de Cu** en el medio de crecimiento no produce los aumentos de expresién
observados en las lineas p765-GUS. La presencia de cu® produce el aumento mas
elevado en la linea 6S5, que llega a ser Unicamente de un 60%, mientras que en las
lineas 6S4 y 6S6 el efecto producido es una disminucién de la expresién en un 40%
aproximadamente. Ambas variaciones no pueden considerarse significativas dado que
entran dentro del rango de variaciones de expresion de SAMdC observadas entre
diferentes lineas transgénicas, que pueden llegar a ser del 60% para las lineas 6S como
del 40% para las 765. Estas observaciones indican que mediante el sistema inducible
por Cu®* no hemos podido conseguir una sobreexpresion para el cDNA de SAMdC en
Arabidopsis en condiciones de crecimiento in vitro en presencia de cu®.



4. Discusion

Se han aislado dos clones de cDNA, uno de callos de guisante y otro de
Arabidopsis thaliana que codifican para SAMdCs funcionales. Las secuencias
aminoacidicas de ambos clones de SAMdC presentan altos porcentajes de identidad con
el resto de SAMdCs aisladas en plantas (Tabla 3.1). Al extender la comparacién 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 autocatalitica de la proenzima (Stanley y col, 1988; Kashiwagi y
col, 1990; Lee y col, 1997a; Xiong y col, 1997), asi como secuencias PEST, que sugieren
un alto numero 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
SAMAC 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 analisis
Western de extractos de protuberancias de estolones sélo consiguen detectar la banda
correspondiente al proenzima de 38 kDa, no detectando ninguna banda de tamafio
menor correspondiente al extremo N-terminal después del procesamiento, observacion
que segun los autores se debe al rapido intercambio de la enzima en la planta una vez
pasa a ser activa, tras el procesamiento autocatalitico 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 esta conservada en todas las
SAMdC de plantas y se le atribuye un papel regulador de la traduccion de la proteina
(Schroder y Schréder, 1995). Los mensajeros de SAMdC de mamiferos poseen también
una regioén 5’ no traducible larga, que contiene una pauta de lectura para un hexapéptido
(MAGDIS), cuya presencia es necesaria para la inhibicién de la sintesis de SAMdC por
espermina (Shantz y col, 1994; Ruan y col, 1996). El mecanismo propuesto para la
inhibicién implica una interaccién entre el péptido que codifica esta ORF y algun
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componente de la maquinaria traduccional cuyo resultado final es la parada del ribosoma
en el coddn de terminacion del ORF, que permanece unido al mRNA, blogueando ia
traduccion de la posterior pauta de lectura que codifica para la SAMdC. La naturaleza de
estas interacciones, asi como el mecanismo mediante el cual se supera esta parada y
puede continuarse la traduccién de la posterior pauta de lectura permanece todavia por
determinar. Se propone que las poliaminas jugarian un papel estabilizante entre la ORF
reguladora y su diana, de tal manera que en estados con niveles de poliaminas bajos se
veria favorecida la traduccién de la pauta de lectura que codifica para la SAMdC (Ruan y
col, 1996). En todo caso, no existe ninguna similitud de secuencia entre la ORF
reguladora de mamiferos y la ORF conservada en los extremos 5’ de los mensajeros de
la SAMdC en plantas, lo que podria indicar que el efecto que pueda ejercer esta ORF
sobre la traduccién del mensajero de la SAMdC sea diferente en plantas (Schréder y
Schroder, 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
traduccion, puesto que las plantas transgénicas que poseen el extremo 5'-UTR fusionado
a GUS presentan niveles de actividad mas elevados que las lineas que no lo poseen, a
pesar de tener niveles de expresion similares (Figura 3.18). Se necesitan experimentos
adicionales de deleccion 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 expresion en la cepa de levadura Y342, mutante nula para el gen de la
SAMdC (Balasundaram y col, 1991). La expresién 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 traduccién 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 biosintesis de poliaminas mediante la complementacién de sus correspondientes

mutantes nulos de levadura, como es el caso de la ODC de tomate (Alabadi y
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Carbonell, 1998) y espermidina sintasas de guisante y tomate (Alabadi y Carbonell, 1999;
Alabadi, 1999).

En cuanto a su organizacion gendémica, los analisis Southern realizados sugieren
que el gen de la SAMdC esta representado por mas 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 analisis en Arabidopsis parecia indicar la presencia de
una unica copia del gen, resultado que se veia reforzado por evidencias adicionales,
tales como el hecho de que todos los clones EST analizados con homologia a la SAMdC
eran practicamente idénticos (identidades mayores del 99%) y que en el rastreo del clon
gendémico realizado todos los clones obtenidos resultaron poseer la misma secuencia,
que posteriormente fue localizada en el cromosoma Ill de Arabidopsis (BAC F16B3 del
cromosoma lll, nimero de acceso Genbank AC021640). Sin embargo, la aparicién
posterior en la base de datos del Genbank tanto de un clon de cDNA (numero de acceso
AJ251915) como del correspondiente clon gendmico (nimero de acceso AJ252212)
hacen pensar en la existencia de al menos dos copias del gen de la SAMdC en el
genoma de Arabidopsis. La explicacién a esta discordancia entre los datos obtenidos en
el Southern y la situacion real puede ser debida a la realizacion de lavados demasiado
estrictos tanto en el Southern como en el rastreo de la genoteca gendmica, que
desestabilicen la hibridaciéon entre la secuencia de la segunda SAMdC y la del clon

' utilizadb domo vsonda, dado que la identidad'de' secuencia nucleotidica entre ambas es
de un 70%, hecho que produciria que sélo se detectara la sefial 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
regulacion diferencial de los dos genes, por lo que seria interesante la realizacion de
estudios en este sentido para determinar de qué manera se encuentra coordinada la
expresion de estas dos copias de SAMdC.

El clon genémico 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 funcion reguladora. La existencia de estos intrones
en el extremo &' parece ser una caracteristica conservada en los genes de SAMdC, dado
que también se encuentran en los clones gendémicos de SAMdC aislados hasta el
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momento: dos intrones en el clon genémico de clavel (Kim y col, 1998), tres intrones en
el clon de Iponomea nil (Park y col, 1998) y un intrén en el clon de patata (Mad Arif y col,
1994). Por otro lado, la secuencia del segundo clon genémico 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
gendmicos uno de los intrones interrumpe la secuencia de la putativa pauta de lectura
situada en el extremo 5’ y todos ellos en la misma posicién aproximada. Experimentos de
deleccion de la regién del promotor y fusién al gen informador GUS parecen acotar la
regién promotora a un tamano de 1 Kb, con elementos situados en la region [-1000 —456]
cuya eliminacién produce una bajada a la mitad de los niveles de expresion, asi como en
la regién [-455 -80] cuya eliminacion produce la desaparicién de la expresion de GUS
(Figura 3.18). Seria necesaria la realizacion de construcciones adicionales con
delecciones mas finas de la region promotora para la localizacioén y caracterizacion de
estos elementos reguladores.

La expresion de la SAMdC en guisante presenta niveles elevados en tejidos con
tasas altas de division celular activa, tales como tejidos indiferenciados y ovarios en dia
de antesis (Figura 3.8), aunque también present6 niveles relativamente altos en tejidos
con un crecimiento limitado, tales como tallo y raiz adultos. La expresion elevada en
tejidos en desarrollo correlaciona con los niveles de expresion observados para ADC y
espermidina sintasa 1 de guisante (Pérez-Amador y col, 1996; Alabadi y Carbonell,
1999). Los niveles altos de expresion 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 expresiéon en tallo totalmente elongado (Alabadi y Carbonell,
1999). Por otro lado, la ADC presenta niveles relativamente altos en tallos, hecho que
podria estar asociado a un crecimiento secundario del sistema floema/xilema (Pérez-
Amador y col, 1996). Se ha visto que la espermidina es la poliamina mas abundante en
internodos, maduros o jovenes, de varias lineas de guisante que presentan distinto
fenotipo en cuanto a la longitud internodal (Smith y col, 1985). Este alto nivel de
expresién de SAMdC en tallo se observa también en Arabidopsis (Figura 3.16), asi como
en clavel, que presenta un nivel elevado de transcrito para sus dos genes de SAMdC en
tallo, siendo ademas 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
expresion de SAMdC en callos crecidos en presencia de 2,4-D y Kinetina, puesto que el
crecimiento en este medio indujo la formacion de tallos.

El transcrito de SAMdC presenta también un nivel alto en ralces tanto en
guisante (Figura 3.8 A), como en Arabidopsis (Figura 3.16). También se observan niveles
moderados de expresion para la espermidina sintasa 1 de guisante en raices (Alabadi y
Carbonell, 1999), aunque no se detecta transcrito para la ADC (Pérez-Amador, 1995),
unico tejido de guisante donde se detecta actividad ODC (Pérez-Amador y Carbonell,
1995). La obtencién del cDNA de la ODC de guisante seria importante para averiguar si
en este tejido existe una expresion 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 expresion en raiz, aunque una de las caracteristicas
observadas en el fenotipo de mutantes de Arabidopsis con baja actividad ADC es una
alteracion en el desarrollo radicular (Watson y col, 1998), por lo que quizas podria existir
una coordinacion entre la expresion de ADC y SAMdC en raiz. La adicién de DFMO,
ciclohexilamina o MGBG produce inhibicién de la formacién de raices en Prunus avium,
siendo este efecto parcialmente revertido con la adicién de la correspondiente poliamina
~(Biondi y col, 1990). Por otro lado, las plantas transgénicas antisentido para SAMdC
presentan un menor crecimiento dé Ié raiz (Kﬁméry col, v1996). -

La baja expresiébn 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 ademas con
una division celular muy limitada.

Los resultados obtenidos con las tinciones histoquimicas de las plantas
transformadas con la regiéon promotora de la SAMdC fusionada al gen informador GUS
apuntan a una localizacién generalizada de su expresion en la mayoria de los tipos
celulares de los tejidos de Arabidopsis, expresion que se mantiene con el desarrollo de la
planta. Seria interesante comprobar la localizacién de la expresién 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 expresion de la SAMdC de guisante se encuentra regulada durante el
desairollo 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 dias
postantesis, coincidiendo con la etapa de divisién celular activa. Este patrén de
~ expresion correlaciona con los niveles de expresion observados para ADC_ (Perez-
‘Amador y'col, 1995) y espermidiné sintasa 1 de guis‘an'te ‘(Alabadi y‘CarbroneII,‘ 1999),
apoyando la implicacion de las poliaminas en el proceso del desarrollo temprano del fruto
de guisante. Ademas, la induccién de la expresion de SAMdC también se produce si la
fructificacion es desencadenada mediante el tratamiento con GA3, 2,4-D o BAP, aunque
con diferencias en el patron de expresiéon segun el regulador del crecimiento utilizado,
aspecto también observado para la expresién de los genes de espermidina sintasa de
guisante (Alabadi y Carbonell, 1999) y SAMs (Gémez-Gomez y Carrasco, 1996), lo que
apoya la idea de la existencia de distintas rutas de transduccién de sefial en guisante
que pueden dirigir a los ovarios no polinizados a un crecimiento partenocarpico (Gémez-
Gomez y Carrasco, 1996). De acuerdo con estas observaciones, los niveles elevados de
expresion de SAMdC en silicuas inmaduras de Arabidopsis (Figura 3.16), sugieren la
participacién de las poliaminas en el desarrollo de su fruto.

Si no se desencadena el proceso de fructificacion y se deja al ovario de guisante
seguir su proceso senescente, se observa un incremento de la expresion de la SAMdC,
que llega a valores maximos al cuarto dia postantesis (Figura 3.9). Si la senescencia es
retrasada mediante la aplicacién de AVG o espermidina se produce también una
disminucion en los niveles de transcrito de SAMdC (Figura 3.10), resultado que refuerza
la asociacién entre una elevada expresién de SAMdC y un estado senescente del ovario.
Este patrbn de expresion correlaciona con resultados previos donde se observa un
aumento en los niveles de espermina (Carbonell y Navarro, 1989), asi como de actividad
espermina sintasa (Alabadi, 1999) durante la senescencia del ovario no polinizado de
guisante. Se ha sugerido que el aumento en el nivel de espermina podria tener un papel
en el desencadenamiento de la senescencia del ovario de guisante, y que por tanto ese
nivel estaria regulado de forma diferente al de putrescina y espermidina (Carbonell y
Navarro, 1986). La obtencién de un cDNA para la espermina sintasa de guisante
permitiria averiguar si el aumento en la expresién de SAMdC observado esta 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 exposicién prolongada de plantas de guisante a ozono se
observa un aumento en los niveles de expresién para la SAMdC en tallo y hoja (Figura
3.13), incremento que al parecer no esta coordinado con la expresién de SAMs (Figura
3.14) y ADC (Figura 3.15). Este aumento en la expresién podria contribuir a la existencia
de niveles mas elevados de espermidina y espermina, de acuerdo con el papel protector
asignado a las poliaminas en el estrés oxidativo que implica la exposicién por ozono
(Bouchereau y col, 1999). Se ha observado acumulacién de espermidina y espermina
después de un periodo prolongado a ozono y lluvia acida en Picea abies (Dohmen y col,
1990). Por otro lado, el contenido en espermidina en hojas de cebada, tanto jévenes
como adultas, se incrementa después de tratamiento con ozono (Rowland-Bamford y col,
1989). La determinacién de los niveles de poliaminas, asi como los niveles de
espermidina y espermina sintasas en tallo y hoja de las plantas de guisante expuestas a
diferentes concentraciones de ozono permitiria aclarar cual podria ser el papel de la
induccion de la expresion de SAMAC en la respuesta de la planta de guisante frente a la
exposicion a ozono.

La sobreexpresion del cDNA enddgeno de SAMAdC en Arabidopsis provoca
alteraciones fenotipicas en las plantas transgénicas obtenidas (Figura 3.20 A) que
p‘ue'de'n ser réprodUcidas 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 enddégenos de las mismas para el establecimiento de un correcto
desarrollo. En el caso de las plantas transgénicas sobreexpresoras de SAMdC en
sentido obtenidas seria conveniente la medida de los niveles de poliaminas endégenos
para comprobar si el aumento en el transcrito de SAMdC supone una modificacién en los
niveles endégenos de espermidina y espermidina. Otro aspecto a resaltar, es que a
pesar de las anomalias en el fenotipo observadas, las plantas son capaces
posteriormente de recuperarse completando su ciclo vital sin anomalias 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
anomalias fenotipicas observadas (hojas y tallo delgados, enanismo) desaparecen
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gradualmente en el proceso de subcultivo. Estas observaciones implicarian un control
muy estricto por parte de la planta respecto a sus niveles de poliaminas y justificarian la
dificultad experimental de obtener plantas transgénicas con alteraciones importantes en
los niveles de una determinada poliamina. En la mayoria de los casos so6lo es posible
~ conseguir incrementos de hasta 2 veces, mientras cambios importantes en una
determinada actividad enzimatica sup‘onen'ﬂnicamenté variéciones en' un 10-2‘0% 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 justificaria el resultado obtenido cuando se intenta la sobreexpresion
mediante el sistema inducible por Cu** del cDNA de SAMdC (Figura 3.22), no
detectandose incrementos significativos del transcrito cuando las plantas son crecidas en
presencia de Cu®. El silenciamiento en antisentido inducible por tetraciclina de SAMdC
en patata no produce una reduccion en los niveles de espermidina y espermina tan
elevadas como las obtenidas con el promotor constitutivo (Kumar y col, 1996).

Por dltimo, no es descartable que en el caso de la sobreexpresion constitutiva
de SAMdC no hayamos podido obtener transformantes con un fenotipo mas severo por
la metodologia del propio método de transformacion, existiendo la posibilidad de perdida
de aquellos fenotipos mas extremos en el rastreo de la primera generacion transformante
al quedar confundidos con las plantas no transgénicas muertas por la seleccién frente a
kanamicina.



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
thaliana, que codifican para la S-adenosilmetionina descarboxilasa. Ambos cDNAs
muestran una elevada homologia 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 andlisis gendmico 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 thaliana.

3. Se ha aislado y caracterizado un clon gendémico del gen de la SAMdC
descarboxilasa de Arabidopsis, correspondiente a la copia situada en el cromosoma
lll. Los andlisis realizados permiten acotar una region promotora de 1 Kb con dos
regiones donde se localizan elementos reguladores de la expresién de la SAMdC.

-4, La expresion de la SAMdC se encuentra regulada a nivel de tejido tanto en guisante
como en Arabidopsis. La localizacién espacial de la expresién en Arabidopsis
muestra una expresion generalizada en la mayoria de los tipos celulares de |a planta.

5. Durante el desarrollo temprano del fruto de guisante, ya sea inducido mediante
polinizaciéon natural o mediante tratamiento hormonal, se produce un incremento
transitorio de la expresion de SAMdC.

6. La expresion de la SAMdC se incrementa durante la senescencia del ovario del
guisante. El retraso de la entrada en senescencia mediante la aplicacién de AVG o
espermidina produce una disminucion en los niveles de expresion de SAMdC.

7. La exposicion prolongada de plantas de guisante a una atmésfera de 100 ppb de
ozono produce un aumento de los niveles de expresién de la SAMdC tanto en tallo
como en hoja.
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8. La sobreexpresion constitutiva del cDNA de la SAMdC en Arabidopsis da lugar a
alteraciones fenotipicas caracterizadas por una disminucién del crecimiento, tanto de
parte aérea como radicular, que pueden reproducirse por crecimiento en presencia

de espermidina y espermina.
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