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RESUMEN

Las poliaminas (PAs) se han considerado como nuevos reguladores de
crecimiento en plantas, involucrados en diversos procesos fisiolégicos como la
proliferacion celular y diferenciacion, asi como en la respuesta al estrés. En el
genoma de Arabidopsis thaliana, ya han sido identificados y localizados todos los
genes involucrados en la biosintesis de PAs. Se ha descrito que durante el ciclo
celular existen aumentos en los niveles de PAs, en las transiciones G1/S y G2/M,
por lo que son considerados compuestos clave en la progresion del ciclo.
Utilizando la linea reportera del ciclo celular (CYCB1;1::uidA) analizamos el efecto
de la aplicacion exégena de PAs, inhibidores de su biosintesis y de estrés salino
en el crecimiento y division celular de Arabidopsis. Al afiadir las PAs superiores,
espermidina y espermina (Spd y Spm), se observa una expresion tejido y
concentracion especifica, obteniendo un aumento drastico en la expresion del gen
reportero en meristemos de raiz, tallo y hojas, encontrando una clara estimulacion
del ciclo celular por PAs. Asimismo, probamos la adicion de PAs y sus inhibidores
en la linea reportera DR5::uidA de Arabidopsis, la cual monitorea la respuesta
génica inducida por auxinas. Nuestros resultados muestran que las PAs aumentan
la expresion de GUS, y por el contrario, MGBG (Metil Glioxal Bis Guanidina), un
inhibidor de la enzima SAMDC, reprime la expresion del gen reportero. Esto
sugiere la participacion de las PAs en la respuesta génica inducida por auxinas.
En conclusion, este trabajo evidencia la importancia de las PAs en el crecimiento y
desarrollo de A. thaliana.

Palabras clave: Arabidopsis, auxinas, ciclo celular, estrés salino, poliaminas.



ABSTRACT
The polyamines (PAs) have been identified as new plant growth regulators,
involved in various physiological processes such as cell proliferation and
differentiation, as well as the stress response. In the genome of Arabidopsis
thaliana, have already been identified and located on all the genes involved in
biosynthesis of PAs. It has been reported that during the cell cycle, there are
increases in the levels of PAs in the transition G1/S and G2/M and they are
considered key compounds in the progression of the cycle. Using the reporter cell
cycle (CYCB1;1::uidA) we analyzed the effect of exogenous application of PAs,
their biosynthesis inhibitors and salt stress on growth and cell division in
Arabidopsis. By adding the higher PAs, spermidine and spermine, a tissue
expression and concentration, gives a dramatic increase in reporter gene
expression in the root meristem, stem and leaves, causing a clear stimulation of
cell cycle by PAs. Furthermore, we tested the addition of PAs and their inhibitors in
the line reporter DR5::uidA in Arabidopsis, which monitors the response gene
induced by auxin. Our results show that PAs increase of GUS expression, and
conversely, Methyl Glyoxal Bis guanidine, an inhibitor of S-Adenosil methionine
decarboxylase enzyme, represses the expression of the reporter gene. This
suggests the involvement of PAs in response gene induced by auxin. In
conclusion, this work demonstrates the importance of PAs in growth and

development of A. thaliana.

Keywords: Arabidopsis, auxin, cell cycle, salt stress, polyamines.
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I. INTRODUCCION

En los ultimos afios, las poliaminas (PAs) se han considerado como nuevos
reguladores de crecimiento en plantas involucrados en diversos procesos
fisiologicos como la proliferacion celular y diferenciacion, la senescencia asi como
en la respuesta al estrés (Bouchereau et al., 1999; Kakkar et al., 2002; Kumar et
al., 1997; Malmberg et al., 1998; Walden et al., 1997). La putrescina (Put), la
espermidina (Spd) y la espermina (Spm) son las poliaminas de mayor distribucion
en la naturaleza. En las plantas, la Put se forma mediante la descarboxilacion de
la arginina o de la ornitina, reaccion catalizada por la arginina descarboxilasa
(ADC) o por la ornitina descarboxilasa (ODC), respectivamente. La adicion
sucesiva de 2 grupos aminopropilos a la Put, en dos reacciones catalizadas por la
espermidina sintasa (SPDS) y la espermina sintasa (SPMS), llevan a la formacion
de Spd y Spm, respectivamente. Los grupos aminopropilos provienen de la
descarboxilaciéon de S-adenosilmetionina (SAM) por la S-adenosilmetionina
descarboxilasa (SAMDC) (Tiburcio et al., 1997). Sin embargo, alin se desconoce
el mecanismo por el cual estos compuestos actian en el desarrollo y la respuesta
al estrés, haciendo de gran utilidad el estudio genético y molecular de la ruta
biosintética de las PAs in planta.

En el genoma de Arabidopsis thaliana, la planta modelo en biologia molecular,
ya han sido identificados y localizados todos los genes involucrados en la
biosintesis de PAs (lllingworth et al., 2003; Janowitz et al., 2003; Piotrowski et al.,

2003;) excepto el gen que codifica para la ODC (Hanfrey et al., 2001; Jiménez-
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Bremont et al., 2004). Aungue algunos reportes sugerian la presencia de actividad
ODC en A. thaliana (Feirer et al., 1997), se ha confirmado que Arabidopsis no
cuenta con dicha actividad (Hanfrey et al., 2001) indicando que las PAs son
producidas Unicamente por la via de la ADC. Utilizando mutantes insercionales de
A. thaliana en los dos paralogos del gen ADC (AtADC1 y AtADC2), Urano et al., en
el 2005 demostraron que esta via es esencial para el desarrollo embrionario al no
obtener semillas viables de la cruza doble de las mutantes adcl” adc2”. En el
caso de las mutantes heterocigotas para uno de los genes de la ADC vy
homocigotas para el otro (adc1™ adc2” y adc1” adc2*) las semillas presentaron
anormalidades en las silicuas en condiciones normales, pero continuaron con su
desarrollo normal.

Urano et al. (2003), analizaron la mutante simple del gen AtADC2 en
Arabidopsis bajo estrés salino, encontrando que la mutante adc2” presenta una
disminucién del 25% del contenido de Put respecto al control, presentando una
alta sensibilidad a dicho estrés. Cuando la mutante adc2” se crecié en
condiciones normales no hubo alteraciones en el fenotipo, en los contenidos de
Spd y Spm, ni en la expresién del gen AtADC1. En comparacion, la adcl™ no
mostro fenotipo bajo estrés salino.

Por otro lado, para la sobreexpresion del gen AtADC2 en A. thaliana, las
plantas acumulaban niveles elevados de Put, sin cambios significativos en el
contenido de Spd y Spm, ademas de tener un fenotipo de plantas enanas con
retraso en la floracion y deficiencia en la produccion de giberelinas (Alcazar et al.,

2005).
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Estudios de los promotores de ambos genes de la ADC de A. thaliana (AtADC1
y AtADC?2) indican una expresion diferencial. Por un lado, la actividad del promotor
de la ADC2 se induce durante la germinacion y desarrollo de la semilla, en
cambio, el promotor de la ADC1 responde a estrés por frio (Hummel et al., 2004).
Como lo descrito para la doble mutante ADC de A. thaliana, en el caso de la doble
mutante de los genes SPDS1 y SPDS2 que codifican para espermidina sintasa,
también se encontré que son esenciales para la viabilidad de Arabidopsis al
determinar que las mutantes, SPDS1-1 y SPDS2-2, detienen su desarrollo en la
fase embrionaria (Imai et al., 2004a). Por el contrario, el fenotipo no fue letal para
la doble mutante SPMS”ACL5" deficiente en espermina, lo cual sugiere que la
poliamina vital es la espermidina y su precursor, la putrescina. En el caso del gen
AtSPMS, que codifica para una espermina sintasa, no observaron un fenotipo en
la mutante de dicho gen. Sin embargo, el gen ACL5 que codifica para una termo-
espermina sintasa, muestra un fenotipo de reduccion de la elongacién del tallo.
Este fenotipo también fue observado de igual forma para la doble mutante SPMS™
ACL5"(Imai et al. 2004). Plantas de Arabidopsis que sobre expresan la SPDS, con
niveles elevados de Spd, presentan una mayor tolerancia al estrés abidtico, al
igual que las plantas que sobre expresan SAMDCL1 incluyendo estrés por frio,
congelacion, salinidad, hiper-osmotico y toxicidad por paraquat (Buso et al., 2006;
Kasukabe et al., 2004).
Los reportes anteriores muestran que las PAs son vitales para las plantas, y
sugieren una importante participacion de las mismas en procesos de crecimiento,

desarrollo y de respuesta al estrés.
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Por la caracteristica sésil de las plantas, el ciclo celular es un punto de control
fundamental tanto en el crecimiento, desarrollo y respuesta a estrés, ya que las
plantas no pueden escapar de situaciones adversas y deben ajustar su
crecimiento y desarrollo a los cambios permanentes del medio ambiente, lo que
les ha permitido colonizar exitosamente habitats extremos. Analizando el genoma
de Arabidopsis, es evidente que la regulacion del ciclo celular en plantas es mucho
mas compleja que en animales, dado que las cinasas dependientes de ciclina
(CDKs), ciclinas e inhibidores de ciclinas (KRPs) exceden al nimero de genes
encontrados en animales (Vandepoele et al., 2002). Se ha descrito que durante el
ciclo celular existen aumentos en los niveles de PAs, en las transiciones G1/S y
G2/M, por lo que son considerados compuestos claves. Por ejemplo, un estudio
realizado en protoplastos de avena demostré que las PAs estimulan la sintesis de
ADN vy el inicio de la actividad mitotica (Galston et al., 1978; Kaur-Sawhney et al.,
1980). Asimismo, se ha destacado la capacidad de las PAs al interactuar con
acidos nucleicos protegiendo de dafio al ADN por neutralizacion de carga y/o
cambios en la conformacion de la estructura de la cadena de ADN (Basu y Marton,
1995).

La generacion de lineas reporteras de la division celular en Arabidopsis fue
reportada por Colon-Carmona et al., (1999), en la que al fusionar el promotor del
gen Ciclina B1 (CYCB1;1), el gen reportero GUS (uidA) y la caja de destruccion
ubicada en el n-terminal de la Ciclina B1, se permite monitorear sitios donde se
llevan a cabo eventos de division celular en la planta, siendo una herramienta util
para estudiar el efecto de factores ambientales, hormonas y metabolitos sobre la

division celular.
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Por otro lado, la linea DR5::uidA de Arabidopsis responde de manera
especifica a compuestos tipo auxina al contener en la region promotora un
elemento sintético de respuesta a auxinas altamente activo (DR5), el cual fue
creado por mutaciones sitio dirigido del elemento natural AuxRE (TGTCTC)
encontrado en el promotor GH3 de soya. El elemento DR5 consiste en bloques
repetidos de 11pb (CCTCGTGTCTC) (Ulmasov et al., 1997). La linea DR5::uidA
proporciona un sistema reportero efectivo para estudiar la respuesta génica a
auxinas en plantas.

En este estudio, se analizo el efecto de la aplicacion exégena de PAs,
inhibidores de la biosintesis de PAs y estrés salino en el crecimiento y desarrollo
de semillas de Arabidopsis basado en el patron de expresion (GUS) de las lineas
CYCB1;1::uidA (monitoreo del ciclo celular) y DR5::uidA (monitoreo de la
respuesta a auxinas), dando una clara evidencia de la importancia de las PAs en

el desarrollo de A. thaliana.
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Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se emplearon las lineas de A. thaliana CYCB1;1::uidA (Colon-Carmona et
al., 1999), DR5::uidA y el ecotipo silvestre Col-0 (Ulmasov et al., 1997). Las
semillas de cada linea fueron esterilizadas con etanol al 95% (v/v) por 5 min y con
una solucién de cloro al 20% (v/v) por 7 min. Después de 5 lavados con agua
destilada, las semillas fueron germinadas en placas de medio Murashige y Skoog
(MS) al 0.2X, pH 5.7, conteniendo sacarosa al 0.5% (w/v), y agar al 1% (w/v). Las
placas fueron incubadas en una camara de crecimiento con un fotoperiodo de 16
h/8 h (luz/oscuridad) a una temperatura de 22 °C + 2 °C por dos y siete dias

dependiendo del tratamiento efectuado.

2.2 Medicién de raiz y de peso fresco de plantulas de A. thaliana (linea

CYCB1;1::uidA) en el tratamiento de adicion de poliaminas y de

inhibidores de la biosintesis de poliaminas

Se prepararon stocks 1M de cada PA (Put, Spd y Spm) y se esterilizaron
por filtracién. Las concentraciones utilizadas para los tratamientos con PAs fueron
de 10 uM. Plantulas de 7 dias de edad fueron colocadas en cajas Petri con medio
MS adicionado con PAs e incubadas con un angulo de 65° para favorecer un
mejor crecimiento de la raiz en la superficie del medio. Como controles se
emplearon plantas crecidas en medio MS sin PAs. Al cabo de 2 y 7 dias de
tratamiento las plantulas fueron removidas para obtener las mediciones del

6
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tamano (cm) de la raiz principal y del peso fresco (mg). Posteriormente, se
realizaron ensayos histoquimicos para la determinacion de la actividad GUS, como
se describe mas adelante.

Por otro lado, para los tratamientos con los inhibidores de la biosintesis de
poliaminas, MGBG (Metilglioxal-Bis-Guanilhidrazona) y D-ARG (D-arginina), se
utilizaron concentraciones de 2, 4 y 8 mM. Plantulas de 7 dias de edad fueron
colocadas en cajas Petri con medio MS adicionado con inhibidores; incubadas con
un angulo de 65°. Como controles se emplearon plantas crecidas en medio MS sin
inhibidores. Transcurridos 2 dias de tratamiento se evaluaron los parametros de
tamano de raiz principal y peso fresco, asi como los ensayos histoquimicos de

GUS (Jefferson, 1987).

2.3 Tratamiento de la aplicacion exégena de NaCl y PAs en la linea

CYCB1;1::uidA.

Para someter las plantulas de 7 dias de edad a estrés salino durante dos
dias, se utilizaron concentraciones de 25, 50 y 75 mM de NaCl. Se utilizaron
también mezclas de cada PA (10 uM; Put, Spd y Spm) con las diferentes
concentraciones NaCl previamente descritas. Como controles se emplearon
plantas crecidas en medio MS con y sin PAs. Como lo descrito en los tratamientos
previos, se evaluaron los parametros de tamafo de raiz principal y peso fresco,

asi como los ensayos histoquimicos de GUS.
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2.4 Andlisis histoquimico de GUS

Para el analisis histoquimico de la actividad de GUS (Jefferson, 1987), las
plantulas de Arabidopsis después del tratamiento correspondiente (p.e. PAs,
inhibidores, etc.) fueron incubadas a 37 °C toda la noche con el buffer de reaccién
para GUS (5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-glucuronidasa 0.5 mg/mL en fosfato de
sodio 100 mM, pH 7). Posteriormente, fueron sometidas a un proceso de
aclaracion de tejido segun lo descrito por Malamy y Benfey (1997). Para cada
linea y cada tratamiento se utilizaron al menos 10 plantulas. Las imagenes fueron
generadas empleando los microscopios MOTIC modelo BA-300, LEICA modelo
CH-9435 y en un estereoscopio MOTIC modelo SM2-168, y procesadas mediante

el software MOTIC versién 4.0.

2.5 Cruzas de lineas marcadoras de ciclo celular y de respuesta tipo

auxina con lineas deficientes en adc1’/adc2”

Para generar plantas de Arabidopsis que tuvieran marcadores de ciclo
celular o con respuesta tipo auxina en un fondo mutante (adcl” o adc2™),
deficientes en la sintesis de Put (Urano et al., 2003), se seleccionaron plantas en
la etapa inicial de la floracion. Se realizaron una serie de cruzas por polinizacion
dirigida (Tabla 1), en la cual bajo estéreo microscopio se abri6 el primordio floral y
se eliminaron las seis anteras sin danar el pistilo de una de las lineas mientras que
de otra se tom6 de una nueva flor abierta el polen y se inocularon con éste los
primordios florales de la primera. Se marcaron las plantulas con los datos
parentales de las cruzas y se espero el crecimiento de las silicuas después de la

polinizacion.
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Para la identificacion de las lineas de la generacion F2, que tuvieran las
caracteristicas deseadas (marcadora de ciclo celular o de respuesta a auxinas en
un fondo mutante adcl’/adc2”), se realizaron escrutinios por PCR y anlisis
histoquimico de GUS. La extracciéon de ADN gendmico se realiz6 mediante el
método de Liu et al. (1995). Los oligonucledtidos especificos empleados fueron T-
DNA LB (T-DNA left border) 5-CAT TTT ATA ATA ACG CTG CGG ACA TCT AC-
3', ADC1 F 5'-CTT CCC TGA AAC TTT CCC GAG AAA AT-3', ADC1 Ra 5-TGT
TAA ACC ATG TCA ATG AGC TGT TAT A-3', ADC1 Rb 5-TAA TCA ATC GTA
CGG TGA AGA TC-3', ADC2 F 5'-AAA GAC ATT TCA CTC TAA CAA CTA GCA
A-3', ADC2 Ra 5'-AAG TGC TAA GTA GCA AAT AAA TAA AGA A-3', ADC2 Rb
5'-ATC GTA CAA TGA CGA TTT TAC GAT A-3'. Los sitios de insercion del T-
DNA, es decir los alelos mutantes, se tipificaron por medio de PCR con los pares
de oligonucleétidos ADC1 Ra/T-DNA LB y ADC2 Ra/T-DNA LB, para el caso de
ADC1 se amplific6 un fragmento de de 1127 pb y para ADC2 de 941 pb. La
obtencién del fragmento para la identificacién del alelo WT se amplifico al utilizar
los oligonucledétidos ADC1 F/ADC1 Rb y ADC2 F/ADC2 Rb esperando fragmentos

de 3040 y 3107 pb, respectivamente.
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Tabla 1. Cruzas de lineas marcadoras de ciclo celular y de respuesta tipo auxina con lineas
mutantes adc1”/adc2”. Las lineas marcadoras CYCB1;1::uidA y DR5::uidA fueron cruzadas por
polinizacion dirigida con cada una de las lineas mutantes en la enzima ADC, encargada de la

biosintesis de Put (Urano et al., 2003).

LINEAS adc1™” adc2™”

CYCB1;1::uidA | cYCB1:1::uidA x adc1” | CYCB1:1::uidA x adc2™

DR5::uidA DR5::uidA x adc1” DR5::uidA x adc2™”

2.6 Andlisis estadisticos de los datos

En todos los tratamientos realizados, el numero minimo de plantas por
tratamiento fue de 10 y un maximo de 30, se evaluaron parametros como el largo
de la raiz principal y el peso fresco de las plantulas, los cuales fueron sometidos a
un analisis de varianza (ANOVA) multifactorial, empleando el software estadistico
SAS (SAS Inst., Cary, NC, USA.). Las diferencias entre los tratamientos fueron

evaluadas mediante la prueba “t” de student (p < 0,05).
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3.1 Efecto de la aplicacion de poliaminas exdgenas y de inhibidores de

la biosintesis de poliaminas sobre el desarrollo de Arabidopsis

Plantulas de 7 dias de edad de la linea transgénica CYCB1;1::uidA de A.
thaliana, germinadas en placas de medio Murashige y Skoog (MS) fueron
trasplantadas en cajas Petri con medio MS conteniendo las poliaminas (PAS):
putrescina (Put) 10uM, espermidina (Spd) 10uM, espermina (Spm) 10uM y con los
inhibidores de la biosintesis de PAs: D-arginina (D-ARG) 2mM y Metilglioxal Bis-
Guanilhidrazona (MGBG) 2mM, especificos para la arginina descarboxilasa (ADC)
y la S-adenosilmetionina descarboxilasa (SAMDC), respectivamente.

En 1991 Mirza y Bagni reportaron la estimulacion del crecimiento de la raiz
principal de Arabidopsis a bajas concentraciones de Put asi como el efecto
contrario, es decir, la inhibicion del crecimiento al aplicar difluorometilornitina
(DFMO) 2.07 mM, un inhibidor especifico de la sintesis de Put.

Como se puede observar en la Figura 1, el crecimiento de las lineas
marcadoras CYCBZ1;1::uidA de A. thaliana se detiene al tratarlas con una
concentracion de 2mM de cada uno de los inhibidores MGBG y D-ARG (Figura 1B
y 1C) durante 2 dias; observando un dafio mas severo con el inhibidor MGBG
respecto a la pérdida de la turgencia y elongacion de la raiz. En la Figura 2, se
muestra el tamafo de la raiz principal (en cm) y el peso fresco (en mg) de las
lineas tratadas. De manera notoria, el tratamiento con MGBG indujo la mayor

reduccion en el tamafio de raiz principal asi como en el peso fresco.
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Figura 1. Efecto de inhibidores de la biosintesis de poliaminas y de la aplicacion exdgena de
poliaminas sobre el crecimiento de la linea marcadora CYCB1;1::uidA de A. thaliana. Para el
tratamiento con los inhibidores (D-ARG y MGBG) se utiliz6 una concentracién de 2mM por dos
dias; para el tratamiento con PAs (Put, Spd y Spm) se utilizé una concentracion de 10uM por siete
dias. Al, A2 Control; B1, B2 MGBG; C1, C2 D-ARG; D1, D2 Put; E1, E2 Spd; F1, F2 Spm. Las
imagenes fueron obtenidas bajo estereoscopio Matic.

El analisis de varianza realizado por ANOVA empleando la prueba “t” de
student indica que no existe una diferencia significativa entre utilizar MGBG vy L-
ARG como inhibidores sobre el crecimiento de la raiz de A. thaliana. Sin embargo,
este grupo si es estadisticamente diferente al resto de los tratamientos de
aplicacién exdgena de PAs.

El efecto observado en las plantulas tratadas con PAs durante 7 dias
(Figura 1 D, E y F) fue un aumento en el crecimiento de la raiz principal en
comparacion con las plantulas control, y también registraron el mayor peso fresco,

como se muestra en la Figura 2.
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De los tratamientos aplicados, los de Spd y Spm lograron el mayor efecto
de elongacion de la raiz principal (3.70 y 3.42 cm en promedio) en comparacion al
control (2.81 cm en promedio) (Figura 2). Asimismo, con Spd y Spm se alcanzaron
los pesos frescos mas altos (10.7391 y 9.4870 mg en promedio) en comparacion
al control (7.8261 mg en promedio) (Figura 2). Nuestros datos apoyan estudios
realizados por diversos grupos, donde se postula que la biosintesis de PAs
constituye una ruta esencial para el desarrollo de la planta (crecimiento de la raiz);
donde efectos antagonicos pueden ser caracterizados mediante el uso de

inhibidores especificos de su biosintesis.

RAIZ PRINCIPAL LINEA CYCB1;1

7]

=
.

|l

TRATAMIENTO MEDIA GRUPO “t” TRATAMIENTO MEDIA GRUPO “t”
CONTROL 2.8174 C CONTROL 0.78261 B
MGBG 0.4478 D MGBG 0.2174 C
D-ARG 0.5435 D D-ARG 1.0435 C
PUT 3.0826 C B PUT 8.8696 B

SPD 3.7087 A SPD 9.4870 A B
SPM 3.4261 A B SPM 10.7391 A

Figura 2. Medicion de raiz y determinacion del peso fresco en la linea marcadora
CYCB1;1::uidA de A. thaliana bajo tratamientos de Pas e inhibidores. Graficas de largo de raiz
principal (cm) y de peso fresco (mg) de plantas de Arabidopsis sometidas a los diferentes
tratamientos: con PAs durante 7 dias a una concentracion de 10 uM y con inhibidores de PAs, por
2 dias a una concentracion de 2mM. En las tablas se muestran los datos del andlisis estadistico de
cada tratamiento la media y el grupo al que corresponde cada tratamiento de acuerdo a la prueba
“t" de student (p>0.005). EI nimero de plantas (N), utilizadas fue de 30, para todos los
experimentos.
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3.2 Efecto de la aplicacion exdgena de poliaminas y de sus inhibidores

en el ciclo celular de Arabidopsis

Con los resultados anteriores se puede inferir que las PAs participan tanto
en el crecimiento como el desarrollo de la linea CYCB1;1::uidA de Arabidopsis,
especialmente en la raiz. Esta linea marcadora CYCBL1;1::uidA fue empleada para
determinar alteraciones en la division celular (Colén-Carmona et al., 1999),
presenta un patron de expresion basal caracteristico localizado en la cofia y partes
aéreas de planta donde se esta llevando a cabo la transicion G2/M del ciclo
celular; la sefial es observada en el momento especifico ya que la proteina GUS
tiene fusionado al amino terminal la caja de destruccion de la Ciclina B1.

Interesantemente el patron de expresion fue mas intenso con los
tratamientos con PAs y es casi nulo en los tratamientos con los inhibidores. En la
Figura 3, se observa como la expresion aumenta en hojas, raiz, cofia y
meristemos al someterlos a concentraciones de 10 uM de Put, Spd y Spm en
comparacion con las plantas control. Otro dato muy interesante, fue observar la
expresion del gen reportero en las células estomaticas especialmente con el

tratamiento con Spd 10 uM (Fig. 4).
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Figura 3. Efecto de la adicién de poliaminas sobre la division celular. Se utilizé la linea
reportera CYCB1::uidA de Arabidopsis bajo los tratamientos con PAs durante 7 dias a una
concentracion de 10 uM. Las imagenes fueron obtenidas en un aumento 4X bajo microscopio
Motic.

CONTROL

0 pi

SPD I

) Ui

SPD 1

Figura 4. Efecto de la adicion exégena de Spd en la linea CYCB1;1::uidA de Arabidopsis. La
linea se traté6 durante 7 dias a una concentracién de 10 uM de Spd. Las imagenes fueron
obtenidas bajo estereoscopio (A, C) y microscopio a un aumento 10X (B, D) y de 100X (E, F).
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Por otro lado, en la Figura 5, se utilizaron concentraciones crecientes de los
inhibidores de la biosintesis de PAs descritos anteriormente, MGBG y D-ARG,
observandose que al aumentar la concentracion del inhibidor disminuia de manera
proporcional la intensidad del gen reportero del ciclo celular. De igual manera se
observdé un efecto méas fuerte con el inhibidor de la SAMDC (MGBG) que el

inhibidor de la ADC (D-ARG).
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Figura 5. Efecto de los inhibidores de la biosintesis de poliaminas en la divisidn celular. Se
someti6 la linea marcadora CYCB1;1::uidA de Arabidopsis a tratamientos con los inhibidores de la
biosintesis de PAs durante 2 dias a una concentracién de 2 mM. Las imagenes fueron obtenidas
en aumento de 4X bajo microscopio Motic.
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3.3 Efecto del estrés salino en el ciclo celular de Arabidopsis

En la Figura 6, se muestra el efecto en la expresion del gen reportero GUS
bajo condiciones de estrés salino. Cuando aplicamos las concentraciones mas
altas de NaCl (50 y 75 mM) se visualizé una disminucién importante en la
expresion del gen reportero en raices, lo que indica un arresto de la divisién
celular bajo estrés (Fig. 6, E-H). En la parte del meristemo apical también se
observa una disminucion; sin embargo, no es tan evidente como lo descrito en
raiz. De manera interesante, a 25 mM de NaCl se observa un aumento en la
expresion de GUS en las zonas que se marcan normalmente con ésta linea:
meristemos de raiz, primordios de raices laterales y meristemo apical (Figura 6, C
y D). La estimulacion del crecimiento de plantas tratadas con 25 mM de NaCl ha
sido observada en nuestro grupo de trabajo al estudiar el efecto del estrés salino

en plantulas de frijol, maiz y chile (datos no publicados).

CONTROL NaCl 25mM NaCl 50mM NaCl 75mM

Figura 6. Efecto del estrés salino en la division celular. Se utilizé la linea reportera
CYCB1;1::uidA de Arabidopsis en tratamientos de 25, 50 y 75 mM de NaCl por 2 dias. Las
imagenes fueron obtenidas en aumento 4X bajo microscopio Leica.
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Nuestra siguiente aproximacion fue probar el efecto de la adicién de PAs
bajo condiciones de estrés salino en la linea CYCBL1::uidA, para observar si las
PAs cambian el patron de inhibicion del ciclo celular provocado por el estrés.

Para ello se mezcl6 por separado cada PA (Put, Spd y Spm) en una
concentracion de 10 uM con los tratamientos de salinidad (25, 50 y 75 mM). Como
se puede observar en la Figura 7, las PAs revierten el efecto negativo del estrés
salino en el patron de expresion de la linea CYCB1::uidA. Por ejemplo con los
tratamientos de Spd y Spm se logra casi restablecer el patron de expresion en
todas las concentraciones de NacCl utilizadas, tanto en la parte aérea como en la
raiz de las plantulas. En el caso de la aplicacion de Put el efecto protector se
observa soélo para las concentraciones de 25 y 50 mM en ambas partes de la
planta ya que en 75 mM no se logra recuperar el fenotipo de la expresion en raiz,

en comparacion con el control sin tratamiento.
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Control

NacCl 25miM

NacCl 50miM

NaCl 75mM

e

Putrescina

NaCl25mM + Put 10pM

NaCl&0mM + Put 10uM

NaCl 75mM + Put 10pM

RESULTADOS

NaCl 50mM + Spd 10uM

NaCl 75mM + Spd 10uM

. @

P e 3
% ol e ';

L

Espermina

NaCl25mM + Spm 10uM

NaCl50mM + Spm 10yM  NaCl 75mM + Spm 10uM

Figura 7. Efecto de las PAs durante el estrés salino en la divisién celular. Se utilizo la linea
reportera CYCB1;1::uidA de Arabidopsis en tratamientos con PAs de 10 uM, y de PAs mas NacCl

microscopio Leica, con aumento 4X.

en concentraciones de 25, 50 y 75 mM por 2 dias. Las imagenes fueron obtenidas bajo
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3.4 Efecto de la adicion de poliaminas exégenas en la expresiéon de

genes de respuesta a auxinas

Se sabe que al utilizar auxinas, como el acido indol acético a bajas
concentraciones se incrementa el desarrollo de la raiz principal, y con altas
concentraciones se promueve la formacion de pelos radiculares y raices laterales
(Blakely et al., 1982; Laskowski et al., 1995). Al igual que en la linea
CYCB1;1::uidA, las PAs presentaron un efecto promotor del crecimiento en la
linea DR5::uidA (datos no mostrados). Esta linea desarrollada por Ulmasov et al.,
(1997) en su construccion, consta de 8 bloques repetidos AuxRE, lo cual permite
monitorear partes de la planta que presenten una induccion o represion, en la
expresion de genes que responden a auxinas mediante el gen reportero GUS.

En la Figura 8 (A, B, C), se aprecia en hojas, tallo y raiz la expresion basal
de esta linea. Con el tratamiento de Put no se aprecia una diferencia en la
expresion respecto al control, en los diferentes tejidos (hojas, tallo y raiz). Este
patrén fue similar al observado en la linea marcadora de ciclo celular al adicionar
Put. En cambio, cuando se crecieron en presencia de Spd y Spm se puede
observar que la expresion aumenta de manera notoria en todas las partes de la
planta, incluyendo de manera interesante las zonas meristematicas y en los

primordios radiculares.

20



[N
T RESULTADOS

CONTROL

PUT 10 uM

=
=
o
=
[a]
o
L]

SPM 10 pM

Figura 8. Efecto de la adicion poliaminas en la linea reportera DR5::uidA de A. thaliana. Las
plantas se mantuvieron en placas con medio MS conteniendo cada PA a la concentracién de 10
MM durante 2 dias. Las imagenes fueron obtenidas en aumento 4X bajo Microscopio Motic.

3.5 Efecto de la inhibicion de la biosintesis de poliaminas en la

expresion de genes de respuesta a auxinas

Con el fin de analizar el patron de intensidad de GUS en condiciones de
inhibicién de PAs, se trataron plantulas de esta linea con los inhibidores MGBG y
D-ARG, descritos anteriormente y se analizé la respuesta a auxinas.

En las plantas tratadas con inhibidores (Figura 9 B, C, D, E, F, G) se puede
observar que el tamafio de éstas es menor en comparacion al control (Figura 9A),

asi como la intensidad del gen reportero. Para el caso de MGBG (Figura 9 B, C,
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D), el patron de expresion del gen reportero fue el mas afectado, no asi para el
inhibidor D-ARG en donde las plantas presentaron Unicamente una disminucion en
el crecimiento.

Con estos resultados podemos inferir que la expresion de genes inducida
por auxinas, debido a la disminucién del gen reportero con el inhibidor MGBG asi
como la inhibicion del crecimiento de las plantas, esta relacionada de manera mas

estrecha con la sintesis de PAs superiores Spd y Spm.

Figura 9. Efecto de los inhibidores de la biosintesis de poliaminas en la linea mutante
DR5::uidA de A. thaliana. Las plantas se mantuvieron en placas de medio MS con
concentraciones de 2, 4 y 8 mM de cada inhibidor por separado, MGBG y D-ARG durante 2 dias.
En la foto A se observan las plantas sin tratamiento, en las fotografias B, C y D los tratamientos
con MGBG a 2, 4 y 8 mM respectivamente; en las fotografias E, F y G se muestran las plantas
tratadas con D-ARG a 2, 4 y 8 mM, respectivamente. Las fotografias fueron tomadas en aumento
10X en un Estereoscopio Motic.
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3.6 Obtencion de lineas reporteras de ciclo celular y de respuesta de
expresion de genes inducidos por auxinas con mutantes en
adc1”/adc2”

Existen reportes que establecen que la producciéon de Put en Arabidopsis
depende directamente de la enzima ADC (Hanfrey et al., 2001). Los resultados
descritos en apartados previos demuestran que al inhibir la biosintesis de PAs en
la linea marcadora de ciclo celular, CYCB1;1::uidA, empleando los inhibidores
MGBG y D-ARG, se reprime la expresion de GUS indicando que las PAs
participan de manera directa en la division celular. El generar lineas marcadoras
del ciclo celular con la actividad ADC disminuida en un fondo mutante de cada uno
de los genes de la ADC, nos daria una mejor aproximacion a esta hipoétesis. Urano
et al., (2005) reportan que la producciéon de Put disminuye hasta en un 70%
respecto al control, en la mutante adc2”, en cambio en la mutante adcl” la
produccion de Put no sufrié cambios, sugiriendo la importancia de la enzima ADC2
en la produccion de Put.

Para ello se realizo la cruza de la linea CYCB1;1::uidA con cada una de las
mutantes homocigotas para los genes adc1” y adc2” de Arabidopsis (Urano et al.,
2004), asimismo con la linea DR5::uidA.

Hasta el momento se ha logrado la obtencion de lineas heterocigotas para
cada uno de los genes ADC (1 y 2) y las respectivas lineas marcadoras (que
expresan GUS) en la generacion F1 (datos no mostrados). La caracterizacion de

lineas (F2) homocigotas para adcl” y adc2” (GUS +) se encuentra en proceso.
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Participacion de las PAs en el desarrollo de Arabidopsis

Las poliaminas (PAs) estan ampliamente distribuidas en todos los
organismos; la putrescina (Put), espermidina (Spd) y espermina (Spm) son las
mas abundantes en plantas. Existen numerosas evidencias que las relacionan con
un gran numero de procesos biologicos esenciales, como la proliferacion celular,
crecimiento, morfogénesis, diferenciacion y programacion de la muerte celular
(Kumar et al., 1997; Malmberg et al., 1998; Serafini-Fracassini et al., 2002). En
1985 Galston et al., demostraron la correlacion del incremento en los niveles de
Put con el crecimiento de la raiz de chicharo. En Pinus virginia la aplicacion
exdgena de poliaminas en concentraciones de 0.001 mM incremento la formacién
asi como la elongacion y el crecimiento de raices (Tang y Newton, 2005). En
Arabidopsis al utilizar concentraciones menores a 1 mM de PAs el crecimiento de
la raiz es estimulado, de manera opuesta se encontro que el crecimiento de la raiz
se inhibe al tratarla con altas concentraciones de PAs (Mirza y Bagni, 1991).
Efectos similares han sido obtenidos por nuestro grupo de trabajo en plantas de
frijol, chile, maiz entre otras, sugiriendo que los efectos de las PAs son dosis
dependientes y que concentraciones elevadas muestran efectos toxicos segun la
especie (datos no publicados). Asimismo, en el presente trabajo de tesis, se
observo que en el tratamiento con PAs en concentraciones de 10 UM se promueve
el crecimiento de la raiz de las plantas de Arabidopsis respecto a las plantas

control (Figura 1). EI mayor efecto en la elongacion de la raiz principal y de peso
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fresco se obtuvo al utilizar Spd (3.70 cm, 10.7391 mg en promedio) una poliamina
sintetizada a partir de Put en parte por accion de la enzima SAMDC (Figura 2). Por
otro lado, la inhibicién de la ruta de biosintesis de PAs demostré la importancia de
estas aminas en el crecimiento de la raiz y en el aumento del peso fresco de
Arabidopsis. Al utilizar concentraciones de 2 mM de los inhibidores MGBG y D-
ARG, el crecimiento de la linea CYCB1;1::uidA se detiene, observando un dafio
mas severo con el inhibidor MGBG, el cual bloquea a la enzima SAMDC, y por

consecuencia disminuyen los niveles de Spd y Spm.

Relacion de las PAs con el ciclo celular en plantas

En protoplastos de avena las PAs estimularon la sintesis de ADN vy el inicio
de la actividad mitotica, se ha descrito que durante el ciclo celular existen
aumentos en los niveles de PAs y de enzimas clave en la biosintesis de las
mismas, en las transiciones G1/S y G2/M (Galston et al., 1978; Kaur-Sawhney et
al., 1980). En mamiferos se ha descrito que la Put aumenta en las fases Sy G2, la
Spm en las fases G1 y S, mientras que la Spd se incrementa durante todo el ciclo
celular (Wallace et al., 2003). Asimismo, en levaduras se ha reportado que la
acumulacion de PAs en la fase G1 del ciclo celular juega un papel importante en la
modulacion de los niveles de ciclinas mitéticas como las del tipo “B”, las cuales
deben ser degradadas en la fase G1. Estos resultados se han demostrado con el
uso de inhibidores como DFMO, y la aplicacion de PAs de manera exdgena

(Thomas y Thomas, 1994).
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El ciclo celular es un punto de control fundamental tanto en el crecimiento
como en el desarrollo que a su vez estd regulado por complejos de cinasas
dependientes de ciclinas (CDKSs), ciclinas, inhibidores de ciclinas, factores de
transcripcion E2F/DP y cinasas WEE. Este abarca cuatro fases secuenciales,
desde la replicacion del material genético hasta la segregacion de los cromosomas
en dos células hermanas (Dewitte y Murray, 2003). Muchas ciclinas estan
reguladas diferencialmente por citocininas, brasinoesteroides y poliaminas (De
Veylder et al., 1999; Riou-Khamlichi et al., 2000). Estas ciclinas se dividen en dos
grupos: mitéticas que participan en la transicion G2/M vy las ciclinas tipo G1 que
inician la transicion G1/S. Las ciclinas mitéticas cuentan con un motivo conocido
como caja de destruccion que implica su degradacion por la via proteolitica de la
ubiquitina/proteosoma 26S al iniciar el proceso de mitosis (Glotzer et al., 1991).
Esta caracteristica fue tomada para la construccion de la linea marcadora
CYCB1;1::uidA que monitorea eventos de division celular de forma espacio-tiempo
dependiente en Arabidopsis (Colon-Carmona et al., 1999). Los tratamientos con
PAs exogenas en concentraciones de 10uM aumentaron la division celular al
observar que el patrén de expresion del gen reportero es mas intenso en todas las
partes de la planta respecto al control, es decir se encontré un aumento en los
eventos de mitosis en hojas, tallo, raiz y en la cofia (Figura 3). El efecto antagonico
(Figura 4) se logré al aplicar concentraciones crecientes de los inhibidores, MGBG
y D-ARG, donde se observo un efecto mas fuerte con el inhibidor de la SAMDC
(MGBG) enzima involucrada con la produccion de Spd y Spm. Se ha descrito que
lineas mutantes de Arabidopsis que no sintetizan Spd (deficientes en espermidina

sintasa) mostraron un fenotipo letal (Imai et al.,, 2004b); de manera opuesta al
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sobreexpresar el gen de la espermidina sintasa las plantas de Arabidopsis fueron
tolerantes a multiples tipos de estrés como frid, congelamiento, salinidad, sequia y
toxicidad por paraquat (Kasukabe et al. 2004). Esto concuerda con lo encontrado
en nuestro trabajo donde la produccion de Spd es importante para el desarrollo

normal de Arabidopsis.

Estrés salino y ciclo celular

Bajo estrés salino se ha reportado que existe una disminucion en la tasa de
crecimiento (Munns, 2002) esto coincide con lo observado en la linea reportera
CYCB1;1::uidA de Arabidopsis al someterla a concentraciones de 50 y 75 mM de
NaCl (Figura 5). Bajo estas condiciones la expresion de GUS disminuye
presentando un dafio mas severo en la arquitectura de las plantas; existiendo una
evidente disminucion en la tasa de division celular. A nivel molecular, se ha
propuesto una importante conexion entre estrés (salino e hidrico) y ciclo celular en
Arabidopsis, donde la induccién de ICK1 por ABA juega un papel esencial (Wang
et al., 1998). ICK1, codifica un inhibidor de protein cinasas dependiente de ciclina,
el cual impide o bloquea la progresion del ciclo celular al reducir la actividad de
cinasas dependientes de ciclinas. Por lo tanto, la induccion de ICK1 mediada por
ABA durante un estrés salino podria regular directamente al ciclo celular.
Asimismo, se ha propuesto que el estrés ejerce un efecto sobre ciclo celular al
regular transcripcional o post-transcripcionalmente otros componentes de la

maquinaria del ciclo celular, adicionales a ICK1.
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Por otro lado, de manera interesante en la concentracion de 25 mM se observo un
aumento en la expresion del gen reportero GUS dando evidencia de que bajas
concentraciones de sales pudieran estimular el ciclo celular. Huang y Van
Steveninck (1990) demostraron que la presencia de NaCl aumenta el proceso de
vacuolizacion en la raiz, estrategia usada por la planta para reducir el efecto toxico
del estrés salino. Nuestro grupo de investigacion también ha observado que a
concentraciones bajas (25mM de NaCl) en plantas de maiz y frijol existe una

estimulacion del crecimiento de la raiz (datos no publicados).

Efecto de las PAs en el estrés salino y ciclo celular de Arabidopsis

Distintos grupos de investigacion han reportado un incremento en el
contenido de PAs durante un estrés salino (Erdei et al., 1996; Basu et al., 1998;
Kasinathan y Wingler, 2004; Jiménez Bremont et al. 2007; Hernandez-Lucero et
al., 2008). Sin embargo, la funcion directa de las PAs en la tolerancia al estrés ha
sido dificil de demostrar. La generacion de mutantes deficientes en genes de
biosintesis de PAs, como la ADC han demostrado que una disminucién en la
sintesis de Put y PAs en general afecta la tolerancia al estrés salino en
Arabidopsis (Kasinathan y Wingler, 2004). Zhao y Qin (2004) encontraron que en
plantas de cebada tratadas con NaCl se afecta la estabilidad de la membrana al
reducir la cantidad de fosfolipidos, al aplicar Put o Spd se restaura la integridad de
la membrana y asimismo la tolerancia al estrés salino. En nuestro trabajo

encontramos de manera interesante que las PAs restauran el proceso de division
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celular durante un estrés salino, encontrando una conexién interesante de su

funcién bajo estrés (Figura 6).

Efecto de las PAs en la expresion génica inducida por auxinas

Las auxinas son hormonas que participan en el crecimiento y desarrollo de
las plantas, especificamente en procesos como el desarrollo y formacion de raices
al regular la expresion de genes relacionados con estos procesos (Blakely et al.,
1982). Un gen de respuesta auxinas, GH3, aislado de soya contiene en su region
promotora elementos de respuesta a auxinas (AuxREs). Esta region ha sido
fusionada al gen GUS creando una linea reportera de compuestos tipo auxina
(Ulmasov et al., 1997). Dicha linea fue utilizada en este trabajo para elucidar la
posible conexion entre las PAs y los compuestos tipo auxina. Recientemente, se
ha reportado la participacion de las PAs en el desarrollo de raices al igual que las
auxinas, considerando a las PAs como un nuevo grupo de reguladores de
crecimiento. La relacion PAs-auxinas en el desarrollo aun no es clara. Existen
reportes que establecen que la aplicacion exdégena de IBA (analogo de IAA)
induce un incremento en los niveles de Put (Friedman et al., 1973; 1985). En
procesos como el desarrollo de la raiz se ha propuesto que las PAs y las auxinas
tienen un papel en conjunto sobre la regulacion de los eventos tempranos del
desarrollo de raices adventicias, durante la division celular y formacion del
primordio (Nag et al., 2001) Por otro lado, durante el desarrollo de frutos de
chicharo y jitomate, se ha reportado que los niveles de mRNA y las actividades

enzimaticas de ADC y ODC incrementan por tratamiento con giberelinas, auxinas
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y citocininas (Pérez-Amador y Carbonell, 1995; Pérez-Amador et al., 1995; Alabadi
et al., 1996, Alabadi y Carbonell, 1998).

En nuestro trabajo se demuestra que al aplicar PAs de manera exdgena en
concentraciones de 10 pM la respuesta génica inducida por auxinas se ve
incrementada a nivel de hojas, tallo y raices. Asimismo, al inhibir la biosintesis de
Spd y Spm con MGBG (Figura 5) el marcador de respuesta a auxinas y el
crecimiento de Arabidopsis se observaron afectados. El efecto de MGBG fue adn
mas dramatico que el empleo de D-ARG, que afecta la produccion de Put. Por lo
tanto, la linea celular empleada DR5 nos permitié encontrar una conexion directa

entre PAs y auxinas en el desarrollo de Arabidopsis.
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