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Etileno

etileno forma complejos de coordinacion con los metales de transicion (Ag*t y Cu*
entre otros); esta donacion de electrones “pi” desde el etileno a los orbitales “d” de
los metales de transicion tiene una energia de enlace que es la mitad de un doble
enlace C-C, y por lo tanto, suficientemente estable como para formar parte del
mecanismo de reconocimiento por la diana celular {23].

Esta informacion estructural “sencilla” no es la unica componente de la senal, que
se hace “complicada” por la propia planta, la cual decide en qué momento y dénde
sintefizar etileno segun ciertos determinantes del desarrollo o estrés medioambien-
tal. Asi pues, a la informacion estructural hay que anadir esta componente espacial
y temporal. Otras componentes de la senal, como la cantidad, duracién, o el que se
trate de una cantidad absoluta 0 un aumento sobre un nivel anterior, también han de
ser detectadas e interpretadas por la planta y contribuyen a configurar el tipo de res-
puesta. La implicacion del propio etileno, junto con otros factores, como modulador
positivo 0 negativo (segun el caso) de su propia sintesis, o de algunos elementos de
la ruta de percepcion / transduccion de la senal, indica la extremada sofisticacion
anadida por la planta a la sencillez estructural de la senal quimica.

El modelo actual de percepcion / transduccion de etileno esta basado fundamental-
mente en los mutantes de Arabidopsis de la triple respuesta {y en menor medida del
estudio de sus ortologos de tomate). Es posible que e! estudio de otras respuestas
reguladas por etileno o de otras especies vegetales obligue a ampliar dicho mode-
lo, incorporando las peculiaridades necesarias en cada en caso.

La ruta de biosintesis de etileno en plantas superiores fue descifrada por el grupo de
S.F. Yang en la Universidad de California en Davis a principio de los 80 [35]. Convie-
ne recordar, no obstante, gue la mayor parte de las plantas sin flor sintetizan etileno
mediante una via aun desconocida y diferente de la descrita por Yang [1]. Un estudio
filogenético, basado en el enzima ACO -ultimo enzima de la ruta de biosintesis de eti-
leno—, indica que la forma canonica de sintetizar etileno debid aparecer en un ante-
pasado comun a los grupos que hoy representan las Cicades, Gimnospermas, Gen-
tales y Angiospermas [24]. En estas plantas, pues, el etileno se forma a partir de los
carbonos C2-C3 de la metionina mediante un primer paso en el que se sintetiza una
especie activada SAM (S-AdenosilL-Metionina, que funciona en muchos otros proce-
sos como cador universal de metilo, pero que en este caso es reciclada a través de
diversos intermediarios del ciclo de Yang), y posteriormente se forma el primer inter-
mediario comprometido de la via: el 4cido 1- Amino Ciclopropano -1- Carboxilico
{ACC). Este es un intermediario, de naturaleza amino acidica, bastante inusual ya que
contiene un ciclo de tres atomos de carbona. £l ACC es generalmente el metabolito
limitante de la via, y s rapidamente convertido (oxidado) a etileno.

Cada uno de los dos pasos identificados por el grupo de Yang esta catalizado por
una actividad con varias formas isoenzimaticas, que se encarga de regular el flujo a
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Etileno

diferentes grupos en los EUA [2,8] utilizando la triple respuesta” y la planta Arabr-
dopsis thaliana. tstos estudios revelan dos tipos de mutantes: los que muestran la
triple respuesta incluso en la ausencia de etileno exégeno (muestran triple res-
puesta constitutiva o ctr; y sobre productores de etileno, eto, —estos ultimos esta-
rian afectados en la produccion y no la respuesta) y los que muestran respuesta
reducida en todos los tejidos, aun en presencia de concentraciones saturantes de
etileno (ein2, ein3, ein4, etrl, etr2, ersl, ers2, ein5, einb). Una categoria adicional
la constituyen los mutantes auxl, axrl, eirl y hisl que muestran insensibilidad en
algunos 6rganos/ tejidos, y no en otros, y que por 10 tanto pueden corresponder a
ramificaciones de la ruta.

Estudios de epistasis ** han permitido ordenar a los diferentes mutantes en una
secuencia lineal de actuacién gue va desde el etileno hasta los efectos finales y
seria: (etrl, ersl, etr2, eind, ers2), ctr, ein2, ein3 , ein5/ein6; después esiarian
auxl, axrl, eirl y hisl.

Segun el modelo establecido el etileno seria reconocido por el receptor, segura-
mente ubicado en la membrana del RE, a través de su coordinacién con un ion Cu',
probablemente localizado en un pequeno entorno hidrofobo rico en electrones inmer-
so entre los dominios transmembrana de la molécula del receptor ETR/ERS. La
umidn produciria un cambio estructural en el receptor, que se transmitiria a lo largo
de la molécula, o bien la senal se transmitiria por un mecanismo de fosforilacion.
Como el receptor parece estar en contacto fisico con CTR1, este cambio seria trans-
mitido a este elemento, el cual dejaria de actuar como represor de la proteina inte-
gral de membrana EIN2. EIN2 posee similitud con ciertos transportadores y, median-
te un mecanismo aun por desvelar, activaria a los factores de transcripcidn tipo
EIN3, iniciando con ello una reaccion en cadena de factores de franscripcion, y resul-
tando finalmente en la activacion o represion de 1os genes regulados por etileno [28].

El mecanismo de percepcién y transduccion de etileno resulta ser tan sofisticado
como el de cualguier hormona animal. Representa, por otra parte, un ejemplo mag-
nifico de aprovechamiento, ya que consigue integrar elementos de indole y origen
muy diverso, como son;

1. Un elemento de origen procariota: el elemento sensor y transductor inicial pare-
ce haber sido reclutado del mundo bacteriano. ETR/ERS tienen similitud con los
sistemas bacterianos de dos componentes; con un dominio sensor presente sélo
en plantas y en Synechocystis spp. y con la salvedad de que puede que, aunque
tenga un dominio kinasa mas o menos completo, no utilice un sistema de auto
fosforilacion / “tosfo relay” para fransmitir la senal, como hacen las bacterias,
sino un cambio conformacional.

2. Un elemenio tipicamente eucariota: una cadena de amplificacion de sefal con un
elemento CTR, que parece ser una MAPKKK tipo Raf; no obstante, la existencia
de una cascada de kinasas esta por demostrar, aunque parece haber un contac-
to directo entre el elemento anterior ETR y CTR.
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Etileno

(Por qué regular la sensibilidad a etileno?, ;por qué no simplemente regular la sinte-
sis, cosa que como hemos visto la planta hace muy bien?. La explicacion quizas haya
que buscarla en parte en la naturaleza volatil del etileno (y quizas en su relativa abun-
dancia en la atmdsfera primitiva). £l etileno es facilmente difusible (gas) de una parte
de la planta a otras, por tanto es posible que el etileno producido en una parte de la
planta para regular un cierto proceso sea nocivo en otro organo o tejido. Las plan-
tas parecen haber adoptado la solucion de regular la sensibilidad de los tejidos de
forma que la respuesta se adapte a las necesidades del tejido o del estado de desa-
rrollo, y no a la eventual exposicion al gas procedente de otras fuentes. Una de estas
necesidades seria pues regular la sensibilidad regulando los niveles de receptor
segun la concentracion de etileno en el entorno celular. Asi en Arabidopsis la expre-
sion de ERS1, ERS y ETR2 es inducible por etileno [19]. Una situacion similar se
observa en tomate con NR y LeETR4.

Mediante la regulacion de los niveles de receptor la planta puede modular la res-
puesta incluso en presencia de altas concentraciones de etileno. Segin el modelo
vigente, un aumento en los niveles de receptor libre (sin etileno unido) senalizaria la
ruta para mantener la respuesta reprimida. Un caso curioso €s el que ocurre duran-
te la maduracidn del tomate, en donde los niveles de receptor y la sensibilidad a eti-
leno aumentan en paralelo, 1o cual pareceria contradictorio con que los niveles de
los receptores se acumulan para reducir y retrasar la respuesta. Para reconciliar
esta aparente paradoja hay que tener en cuenta que la sintesis de etileno también
aumenta, de forma que llega a ser saturante (reducciones del 80% no ocasionan
cambios en la maduracion) por lo tanto los receptores estarian siendo ocupados
rapidamente por etileno. En cambio Ja reduccion de los niveles del receptor (LeETR4
en lineas transgénicas) si que acelera la maduracién; con 10 que es probable que
hasta un cierto momento todos los receptores que se van produciendo durante la
maduracion estén saturados con etileno y por tanto no repriman la respuesta. Una
disminucion de los niveles de etileno conlievaria a la frenada rapida en la respuesta
por el exceso de receptores (inhibidores) que quedarian liberados.

La sutileza de las interacciones y de las aproximaciones experimentales utilizadas se
pone de manifiesto con el experimento en el que plantas de tomate mutante never
ripe (portadoras por tanto de la mutacion que confiere insensibilidad dominante a eti-
leno, y que ocasiona maduracion y triple respuesta impedidas) son transformadas
con el gen NR en orieatacién antisentido [15]. Las plantas obtenidas muestran una
reduccion importante en los niveles de nry en consecuencia (segin el modelo de
inhibicién del receptor) recuperan la sensibilidad a etileno del cultivar silvestre asi
como una maduracion normal. Sin embargo en estado de plantulas muestran un
fenotipo alterado de respuesta a etileno idéntico al del mutante nr. Quizas parte de
la supuesta especificidad de respuesta es solo cuestion de pasar un cierto umbral
de sensibilidad en los distintos tejidos u 6rganos (algo cuantitativo) para que se mani-
fieste finalmente como una respuesta cualitativa diferencial.
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Etileno

por EIN3 no tiene equivalentes en otros organismos fuera del reino vegetal, pero
diversas evidencias apuntan a que estas proteinas nucleares —EIN3 y EIL1 al menos-
se unen especificamente al motivo PERE presente en el gen del factor de respuesta
a etileno ERFlactivando su transcripcion. Esta secuencia parece que estd también
presente en el gen E4 y ACO1 de tomate quienes podrian ser dianas de los ortélo-
gos de EIN3 en esta planta [9, 27].

El gue diferentes miembros de la familia EIN3/EIL se unan a la misma secuencia de
DNA 'y que la sobre-expresion de EIL] o EIL2 en plantas transgénicas sean capaces
de complementar al mutante ein3-1 [9] indica que estos factores son funcionalmen-
te equivalentes. En esta misma linea estan los resultados obtenidos en tomate,
donde la reduccion por técnica antisentido de uno solo de varios LeEILs no es sufi-
ciente para disminuir la respuesta a etileno, debido probablemenie a la presencia de
otros miembros que realizan la misma funcion. Ademas, solo cuando se consigue
disminuir s*,. 7 :ativamente los niveles de expresion de 3 LeElLs simultdnea e 3,
se obtiene un efecto cuantilativo, y no cualitativo, sobre la sensibilidad a et eno.
Todos tendrian como dianas primarias otros factores transcripcionales, e iniciarian
un proceso de regulacion transcripcional en cascada. Asi pues, la activacion de una
jerarquia de factores transcripcionales iniciada por EIN3/EILs permite proponer dos
funciones fundamentales: por una parte ser una forma de amplificar la senal y por
otra el per—  mediante la combinacion de los reguladores adecuados adaptar la
respuesta a 1s necesidades concretas.

Todos los elementos de la cadena de transduccion anteriores a EIN3, al menos en
Arabidopsis, narecen afectar fiundamentalmente a todas ias "espuesia e etileno, v
no son po~ i o especificos de ning  « de las respuestas in¢ *“duaies [8). Deben de
existir meca smos gue hagan que la respuesta a etileno sea especifica cei tejido o
situacion que se trate, ya que la experiencia de muchos anos indica que no todos
los tejidos u 6rganos responden al etileno de {a misma manera. La cuestion es st la
especificidad se debe a otros factores independientes de la propia cadena de trans-
duccion de senal que modifican la respuesta (por ejemplo otros factores del desa-
rrollo u hormonas) o si la cadena se ramifica en algin momento para dar lugar a las
diferentes respuestas y que estas ramificaciones estan solamente activas en ciertas
células/tejidos, casos o circunstancias. Quizas la respuesta esté en una combina-
cion de ambas o quién sabe si incluso pueden existir mecanismos adicionales.

Parte de la especificidad de la respuesta a etileno parece darse al nivel de la fami-
lia de factores transcripcionales que regularian la expresion dependiente de etileno
de forma diferente segun su presencia en los distintos érganos /desarrollo o estrés
ambiental. Uno de los factores, situado al principio de la cascada de factores trans-
cripcionales, parece ser ERF1 [27]. ERF1 pertenece a la familia génica de
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Etileno

hormonal. Los distintos procesos en los que el etileno participa (0jo participa no que
tenga la exclusiva): triple respuesta, senescencia, maduracion abscisién, etc., pue-
den poseer diferente susceptivbilidad o sensibilidad a esos factores de control y por
tanto esos otros factores contribuyen a la especificidad de la respuesta.

La obtencién de mutantes y el diseno de estrategias con objeto de alterar la sensi-
bilidad o la respuesta al etilenc despierta un enorme interés. Citaremos solo algunos
ejemplos. La introduccién de insensibilidad a etileno en plantas, mediante las muta-
ciones semidominantes 0 dominantes del receptor, permite obtener frutos con
maduracion alterada o flores con senescencia inhibida, dos caracteres muy impor-
tantes [31, 34)

Otro campo en el que la alteracidon de los niveles de sensibilidad a etileno parece
estar dando resultados de interés biotecnolégico es el de conseguir plantas que
resistan el ataque de determinados patdgenos. Plantas transgénicas de tomate que
sobre expresan el receptor NR (al igual que ocurre con el mutante Nr) muestran
menor necrosis durante la infeccion con Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
sugiere que es posible manipular los niveles de sensibilidad a etileno a través del
receptor y en consecuencia la extension de la necrosis. Por otra parte la reduccion
de los niveles de expresion de otra forma del receptor LeETR4 por técnica antisen-
tido conlleva una mayor respuesta hipersensible y mayor resistencia [11, 12).

La expresion constitutiva de un elemento posterior en la cadena de transduccion,
ERF1, en plantas transgénicas confiere resistencia a varios hongos necrotréficos [6).

Una mayor especificidad se puede lograr actuando sobre elementos del final de la
cadena de transduccion. Asi, ciertas EREBPS que ocupan una posicion mas tardia en
la cadena de transduccion de efileno parecen estar implicadas en la activacion de
genes que confieren a la planta la capacidad de tolerar mejor el estrés debido a deter-
minados factores ambientales. Asi, la sobreepxresion de una LeERBP de tomate en
plantas transgénicas produjo plantas aparentemente normales pero que toleraban
mejor las bajas temperaturas (Sanchez-Ballesta/ Bouzayen comunicacion personal).

Finalmente cabe preguntarse ;conocemos todos los elementos de la cadena de
transduccidn de senal’. Evidentemente, no. Después de todo ;ddnde acaba una
cadena de transduccion y empieza otra?. Aunque, la busqueda de mutantes ha sido
muy fructifera, hay que reconocer que descansa en haber utilizado concentraciones
altas de etileno y, casi exclusivamente la triple respuesta en Arabidopsis como estra-
tegia. Es de esperar que, utilizando otros métodos de seleccion (incluso otras plan-
tas), se puedan obtener elementos adicionales. Asi aunque el receptor y CTR1 pue-
dan interaccionar directamente, se sabe (doble hibrido, etc.) que otras proteinas
también pueden participar en esta interaccion; posteriormente en la via, es probable
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Etiteno
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Lopez Nicolas J I, Sanchez Bravo J., Acosta M,

Departamento de Biologia Vegetal (Fisiologia Vegetal), Facultad de Biologia,
Universidad de Murcia, Campus de Espinardo, 30100 Murcia.
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Las células que constituyen los distintos tejidos de un hipocétilo etiolade de Lupinus
albus, muestran una gran variabilidad en sus valores de ploidia, desde 2n hasta 32n.
El reparto en porcentaje de los distintos valores, asi como la aparicion de los mas altos
(16n, 32n) varian con la edad del drgano y la posicion (apical / basal) de las células en
él. La presencia de etileno altera la distribucion entre los distintos porcentajes e indu-
ce la aparicion de ciclos extra de endorreduplicacion. Este efecto puede estar relacio-
nado con el tamano final de fas células y su contribucion al crecimiento del hipocatilo.

La poliploidia celular es un fendmeno comun en las plantas y puede constituir un fac-
tor clave para su evolucion (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000; Wendel, J. F.,
2000) . La endorreduplicacion se considera como una estrategia para aumentar el
ADN sin que se verifique la division celular. Esta circunstancia esta siendo utilizada
para investigar en Arabidopsis thaliana ciertas pautas de desarrollo como la forma-
cién de tricomas, estomas y otros fendmenos asociados a divisiones celulares asi-
métricas y crecimientos posteriores andmalos en las celulas hijas (Traas et al.,
1998; Kondorosi et al., 2000)

La germinacién, en la oscuridad, de semillas de altramuz (Lupinus albus) permite
observar la aparicidon de un hipocdtilo etiolado, que constituye un excelente modelo
para investigar el crecimiento vegetal en ausencia de luz, con recursos limitados a
las reservas de los cotiledones y modulado por factores hormanales endogenos.
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Etileno

Al final del periodo de crecimiento, cuando las plantulas tienen 20 dias, se diferen-
cian las distintas zonas, apical y basal. En el caso del control, el 75 por ciento de
las células de la zona apical presentan niveles bajos de ploidia (2n y 4n) mientras
que los niveles mas altos son minoritarios. Sin embargo en la zona basal el fend-
meno se invierte, y predominan los niveles mas altos de ploidia (8n, 16n). Esta situa-
cion sugiere la existencia de un gradiente desde la zona apical a la basal, conforme
nos alejamos del meristemo, que podria reflejar la historia previa de las células y su
contacto con el etileno endogeno que se produce abundantemente en las zonas jove-
nes mas proximas al meristemo (Pérez Gilabert et al., 1991; Sanchez Bravo et al.,
1992). En este sentido se trata de interpretar lc observado tras la aplicacion de
CEPA. La presencia de etileno adicional, vuelve a alterar |a distribucion de los nive-
les de ploidia, favoreciendo los valores mas altos (en ambas zonas) y revelando,
incluso, el ciclo mas aito de endorreduplicacion (32n). El tratamiento con STS devuel-
ve la situacion a la del control, lo que nos lleva a concluir que el etileno contribuye
a regular los turnos de endorreduplicacién y, posiblemente, el tamano final celular
(relacidn nucleo/ citoplasma). Este mecanismo puede ayudar a un drgano (hipocoti-
lo) a ajustar su crecimiento dependiendo de la modulacion que, a través de la sinte-
sis 'y accion del etileno, puedan ejercer las condiciones ambientales.

Los autores agradecen la financiacion de la CICYT/FEDER (Proyecto AGL-2001-0465)
y la concesion de una beca predoctoral del MEC a J | Lopez Nicolas. También a V. More-
no y B. Pineda del Departamento de Biotecnologia de la Universidad Politécnica de
Valencia, por su ayuda y facilidades con la citometria de flujo.
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Etileno
|

en las tres poblaciones; pero si en las especies “conjugadas”, que fueron sustan-
cialmente menores en MO y MC con respecto a las N. La capacidad de producir etr-
ieno fue concomitante con la capacidad germinativa de las semillas. Hay que hacer
constar que la presencia de etileno exdgeno indujo mas porcentaje de germinacion
en las MC que en las MO, no afectando a las N. Esto parece indicar que, si bien la
sensibilidad al etileno puede estar afectada en MO y MC, la posibilidad de que el eti-
leno sea un promotor de la germinacion en estas semillas nos hace pensar que MO
y MC tengan, por razones desconocidas, inhibida la capacidad de sintesis de gas.
No obstante, los resultados obtenidos de los niveles de ACC, MACC y actividad ACO,
en presencia de AVG y Cl,Co, inhibidores de las actividades ACS y ACO, respectiva-
mente, apuntan a una intervencion muy compleja del etileno en el proceso germina-
tivo de esta especie de crucifera. Quizas el mecanismo regulador “pase” por un con-
trol a nivel de la ACO vy no de la ACS. Este supuesto viene determinado por los
hechos siguientes: (1) la expresion de la ACS es constitutiva durante la germinacion
de esta semilla; (2) la expresion de los genes BrACOI'y BrACO!, diferencialmente
expresados durante la embriogénesis de B. rapa cv. Rapa, es muy intensa durante
la germinacion de N, intermedia en MO y apenas detectable en MC.

Esta investigacion fue financiada por los proyectos BFi2000-0305 (DGl y PGIDTOO-
AGR20301 (Xunta de Galicia). Nuestro agradecimiento a L. Zacarias y M.T. Lafuente
(IATA, Valencia) por su gran ayuda en la determinacion de ABA.
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Se ha empleado el protocolo de AFLP para identificar genes expresados diferencial-
mente durante la germinacidn de semillas de Arabidopsis thaliana. Se han identifica-
do genes relacionados con la progresion en el ciclo celular, factores de transcripcion,
transposones y otros. Se encuentran distintas pautas de expresion de estos genes
en distintos mutantes para las sintesis de hormonas (etileno y acido giberélico, etol
y gal) y sus rutas de transduccion de senales (etrl). Estos datos sugieren nuevas
funciones para estas hormonas en el control de la expresion génica en semillas.

La germinacion es un proceso crucial en el desarrollo de plantas en el que se con-
centran en espacio y en el tiempo muchos procesos de diferenciacion celular inte-
grados en un programa de desarrolio. Durante este proceso, se han reconocido
diversas funciones para multiples hormonas en distintas especies vegetales.

Este trabajo se realizo para identificar genes que se expresan diferencialmente en el
tipo silvestre de Arabidopsis thalianay en el mutante gal. Encontramos que muchos
de los genes que no se inducen en el mutante gal durante la imbibicion, tampoco
son inducidos en etrl y corresponden a transcritos acumulados en la semilla seca.

Se ha realizado un experimento basado en el protocolo de AFLP para identificar y
clonar genes inducidos en la germinacion de semillas de Arabidopsis thaliana. Se
han identificado genes inducidos diferencialmente en el tipo silvestre asi como otros
que se inducen en el mutante gal.
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Durante anos, ha existido cierto debate sobre la iar - regulacera de las PAs en
L'3r'as, ya que para que estos compuestos afecten a - determinado proceso fisio-

‘co, deben aplicarse a concentraciones muc  mas elevadas que las fitohormo-
Jas. ~ Lo es debido, orobablemente, a la funcion duai (estructural y reguladora) que
« en 135 PAs, en cc ... aposicion con las hormonas clasicas que sélo presentan fun-
cion reguladora.

Los ultimos avances en el aistamiento de muiantes para genes implicados en la bio-
sintesis de poliaminas han demostrado su implicacion en el normal desarrollo de ia
planta (Hanzawa y col. 2000) y en la respuesta de las plantas a estrés abiotico
(Soyka y Heyer 1999).

La sintesis de PAs se inicia con la formacion de la diamina Put, 3 cuzl, en plantas
superiores, puede formarse a través de dos rutas biosintéticas. Jna de ellas npli-
ca la descarboxilacion de ornitina catalizada por ODC (Fig.1), mientras que ¢ fra
empieza con la descarboxilacién de Arg, por accién de !a enzima arginina descar-
boxilasa {ADC, EC 4.1.1.19), para formar agmatina, que se convierte en N-carba-
~oilputrescina por accir 1 de la agmatina iminohidrolasa y después en Put por la N-
carbamoilputrescina amidohidrolasa (Fig.1).

s _ 2squecodific DCyODC seha - nado en diferentes 2specizs vegeta-

‘ o, 0T T e sus patror de expres cac a’”)dC -~ ax-re

sa DO [ TN R ¢ “ntrasgu” 'a “oacec o

w oo y . roces ¢ ..__rés Fsasresulil ose ' de acuerd
foio3g e e LA . <3¢ sdos. iser L7



Poliaminas, Jasmonico, Salicilico

Para convertir la Put en Spd se debe adicionar un grupo aminopropilo. Este grupo deri-
va de la metionina, que se transforma primero en S-adenosilmetionina (SAM) y, poste-
riormente, se descarboxila para formar SAM descarboxilada (SAMdc), en reacciones
catalizadas por SAM sintasa {EC 2.5.1.6) y SAM descarboxilasa (SAMDC; EC 4.1.1.50),
respectivamente (Fig.1). La Spd sintasa (SPDS, EC 2.5.1.16) cataliza la transferencia de
un grupo aminopropilo procedente de la SAMdc a Put para formar Spd.

La Spm sintasa (SPMS, EC 2.5.1.22) cataliza la conversion de Spd en Spm por adi-
cién de otro grupo aminopropilo, procedente también de SAMdc., La 5 -metiltioade-
nosina (MTA) procedente de las reacciones de transferencia de grupos aminopropi-
lo (Fig.1), se recicla para regenerar SAM. En plantas la SAM, ademas de participar
en numerosas reacciones de transmetilacién, como hace en otros organismos,
actba como precursora de etileno via &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC)
(Fig.1).

Los genes que codifican la SAMDC, SPDS y SPMS han sido clonados en diferentes
especies vegetales (Tabla 1).

Omiting Arginina
ODC\ /
PUTRESCINA ———»AI -prrrolina+NHy
Mot l
|
S Vs / $PDS GABA
i v
SAM ——— Sl + dcSAM ESPERMIDINA _ PAO Succinato
; \- SPMS \| 3
Etileno
ESPElMINA < PAQ, amine ropi; nin
Reproseniacion esquer. . ¢ . metabolica de s poliamirac ar Hlantas. ADC, arg.nina
descarboxilasa; DAO, diamino oxidi :a; ocsAl, S-adenosilr 13 descarbo 3; MTA, metilticadeno-

sina; ODC, arnitina descarboxilasa; PAO, poliamino oxidasa; SAM, S-adenosiimetionina; SAMdC, SAM des-
carboxilasa; SPDS, espermidna sintasa; SPMS, espermirré sintasa.
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Poliaminas, Jasmonico, Salicilico

En fracciones obtenidas mediante centrifugacién diferencial de extractos de hoja de
tabaco, Walker y col. (1987) detectaron actividad ADC principalmente en citosol v,
en menor medida, en mitocondrias y cloroplastos. También se ha detectado activi-
dad ADC en cloroplastos aislados de cotiledones de pino y en mitocondrias de
Helianthus tuberosus (Torrigiani y col. 1986). Mas recientemente, en nuestro labo-
ratorio, mediante técnicas de inmunolocalizacion, se ha podido determinar la locali-
zacion subcelular de la ADC para diferentes especies vegetales. Asi, la ADC de
avena se ha localizado en el cloroplasto asociada a la membrana tilacoidal (Borrell y
col. 1995).

En tabaco se ha detectado actividad ODC principalmente en citosol, pero también
en nicleo (Walker y col 1987). La utilizacion de C-DFMO asociada a técnicas de
fraccionamiento (Panagiotidis y col. 1982) o autorradiografia al microscopio optico
(Slocum 1991) han permitido localizar la ODC principalmente en vacuola y nucleo de
tomate, mientras que en cebada se ha encontrado actividad ODC en citosol y aso-
ciada a cromatina.

La actividad SAMDC se ha detectado en la fraccion citosolica de pino (Torrigiani y
col 1986) y tabaco (Walker y col.1987), y la SPDS en citosol de col china (Shindu y
Cohen 1984). Hasta el momento no se ha podido determinar la localizacion de
SPMS.

Las amino oxidasas son proteinas dependientes de cobre que incluyen las diamino
oxidasas {DAO, EC 1.4.3.6), definidas en base a su alta especificidad por las diami-
nas, y las flavoproteinas poliamino oxidasas (PAO, EC 1.5.3.3), que oxidan los gru-
pos amino secundarios de Spd y Spm (Federico y Angelini 1991). Los productos de
reaccion de la DAO a partir de Put son pirrolina, peréxido de hidrégeno y amonio,
mientras que PAO produce pirrolina y 1,5-diazabiciclononano a partir de Spd y Spm,
respectivamente, conjuntamente con diaminopropano (DAP) y peroxido de hidrége-
no (Fig. 1). Ef DAP puede ser convertido en B-alanina, mientras que la pirrolina puede
ser catabolizada a acido y-aminobutirico (GABA) en una reaccion catalizada por la
pirrolina deshidrogenasa. El GABA es posteriormente transaminado y oxidado a
4cido succinico, que es incorporado al ciclo de Krebs. Asi,esta via asegura el reci-
claje de carbono y nitrogeno procedentes de Put y Spd (Tiburcio y col 1990} (Fig.1).

Recientemente, se han clonado los genes que codifican la DAO de lenteja, guisante
y Arabidopsis thafiana. También se ha clonado el gen que codifica para la PAO de
avena y maiz.
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y col 1986), en células (Pistocchi y col. 1987, Pistocchi y Bagni 1990) y protoplas-
tos de zanahoria (Pistocchi y col. 1988). Este transporte es bidireccional, y el impor-
te depende de ATP y de la concentracion de Ca2*. Existe también un control hor-
monal del imporie, que es estimulado por auxinas y citoquininas.

El transporte a larga distancia es probablemente un aspecto esencial para determi-
nar la funcién hormona! de una sustancia. Estudios realizados en planta entera,
muestran la existencia de un transporie apolar de PAs. Estos compuestos pueden
ser absorbidos por las raices, o bien sintetizados en diferentes érganos y transpor-
tados, via xilema y/o floema, a otras partes de la planta (Friedman y col. 1986). Por
ejemplo, en plantulas de maiz y tomate, la Put se absorbe rapidamente por las rai-
ces a favor de gradiente de concentracion y es translocada, como tal o en forma de
metabolito, a las partes superiores. Esta translocacion de PAs parece estar ligada a
la transpiracion de la planta.

En E. coli se han encontrado receptores para Put y Spd (Kashiwagi y col. 1986), sin
embargo en plantas por el momento no se ha encontrado ningun receptor de polia-
minas.

En animales y plantas se ha descrito la capacidad de la espermina, y con menor afi-
nidad el resto de poliaminas, para regular 10s canales de potasio dependientes de
voltaje (Williams 1997) y de este modo modular la apertura estomatica (Liu y col,
2000). La aplicacion exogena de espermina no produce este efecto, y sélo la esper-
mina intracelular es capaz de unirse y bloguear la proteina de membrana, sugirien-
do que los efectos de las poliaminas dependen en gran medida de su localizacion
subcelular.

En células animales, se ha propuesto que las PAs podrian controlar 10s niveles hasa-
les de mensajeros secundarios y modular senales extracelulares transducidas por
los receptores acoplados a proteina-G (Bueb y col. 1992). En plantas, la informacion
sobre el papel de las PAs en las rutas de senalizacion es escasa. Se conoce que las
PAs pueden influir sobre la actividad de proteinas quinasas especificas de plantas
(Roux 1993). Por ejemplo, fa Spm activa una quinasa y modula la fosforilacion de
una proteina nuclear en guisante (Datta y col. 1987). Se han descritc otros casos en
los que las PAs, especialmente Spm, modulan la fosforilacion de proteinas, desem-
penando asi un papel en la transduccion de senales celulares. También se ha suge-
rido que las PAs, al igual que las auxinas y citoquininas, pueden utilizar la via del fos-
fatidilinositol para la transduccion de serales entre células vegetales (Dureja-Munjal
y col. 1992). Las PAs podrian tener también un papel en la regulacién génica (Li y
col. 1992, Bueno y col. 1993, Van der Broek y col. 1994, Borrell y col. 1996). Por
ejemplo, se ha descrito gue en frutos de tomate las PAs modulan la expresion del
gen que codifica para la ACC-sintasa, enzima clave en la sintesis de etileno.
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condiciones del cultivo (Tran Thanh Van 1973). Cuando los explantos crecen en un
medio basal suplementado con auxina y citoquinina (1:1) producen yemas florales,
mientras que un aumento en los niveles de citoquinina produce la diferenciacion de
yemas vegetativas (Kaur-Sawhney y col. 1988). Durante la diferenciacién de yemas
vegetativas v florales, hay un incremento de la actividad ADC y un descenso de la
actividad ODC (Tiburcio y col. 1988). La aplicacién de DFMA inhibe la organogéne-
sis, pero no la de DFMO. Las PAs endogenas incrementan durante el desarrollo de
las yemas, y se ha observado que los niveles de Spd son superiores en yemas flo-
rales que en yemas vegetativas. Cuando se inhibe la formacion de Spd con ciclohe-
xilamina (CHA) se reduce la floracion. Esta menor floracion va acompanada de un
descenso paralelo en los niveles de Spd, v el efecto revierte por aplicacion de Spd
exogena ( Kaur-Sawhney y col. 1988).

En Arabidopsis thaliana se ha aislado un mutante para una de las dos isoformas de
espermina sintasa (ACAULIS5). El gen se expresa de forma especifica en tallo y raiz
(Hanzawa y col., 2000), y el mutante presenta un fenotipo enano, pero la floracién
no se ve alterada. En plantas transgénicas de tabaco transformadas con la ADC de
avena bajo el control de un promotor inducible por tetraciclina, en algunas de las
lineas se observa un adelanto de la floracion que se relaciona con un incremento de
Spd (Masgrau y col.1997). Este adelanto en la floracion se observa también en plan-
tas transgénicas de tabaco que sobreexpresan la ADC de avena bajo el control de
un promotor inducible por ABA (Martin-Tanguy 1997).

Plantas transgénicas de tabaco sobreexpresoras de ODC de ratén producen inflo-
rescencias con entrenudos mas cortos, flores con estambres méas cortos y un desa-
rrollo anormal del ovario (DeScenzo y Minocha 1993). Estos resultados estan en
consonancia con los observados en una linea mutante de tomate estéril sin estam-
bres, que mostro niveles anormalmente elevados de PAs en todos los organos flo-
rales (Rastogiy Sawhney 1990a). La aplicacion de PAs exdgenas causd desarrollos
florales anormales y, reciprocamente, algunos inhibidores de la biosintesis de PAs
indujeron el desarrollo normal del polen en el mutante (Rastogi y Sawhney 19S0b).
Recientemente, en nuestro laboratorio, hemos observado que un acimulo de Put en
Arabidopsis se relaciona con fendémenos de esterilidad debidos al menor tamano de
los estambres. Parece por tanio que los niveles anormales de PAs se relacionan con
alteraciones en el desarrollo de los drganos florales.

Esta bien establecido que la diferenciacion de la raiz en la planta entera proviene en
general de las células perivasculares. Sin embargo, los explantos superficiales, que
carecen de estas células, ya que estan compuestos solo de células epidérmicas,
subepidérmicas y corticales, pueden dar lugar a raices cuando se cultivan in vitro (Tran
Thanh Van 1973). Este sistema es util para estudiar la iniciacion radicular, ya que refle-
Ja la iniciacion organogénica en sentido estricto. La diferenciacion de la raiz en este
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grande de la Rubisco), que esta relacionada con una pérdida progresiva de clorofila.
El tratamiento de !as hojas con Spd o Spm previene la pérdida de clorofila, estabil-
za la composicién molecular de las membranas tilacoidales y retrasa la senescencia
(Besford y col. 1993). Con el objeto de estudiar el mecanismo implicado en la accion
antisenescente de las PAs, se estudio la influencia de estos compuestos sobre la
peroxidacion de lipidos en hojas senescentes de avena. Los resultados obtenidos
sugieren que la inhibicion de la peroxidacion lipidica podria ser uno de 1os mecanis-
mos responsables de los efectos antisenescentes de las PAs (Borrell y col. 1997).
Otro mecanismo propuesto estaria relacionado con la capacidad de la Spm para for-
mar un complejo terciario con el Fe2+, cambiando su susceptibilidad a la autooxi-
dacion, y asi su capacidad para generar radicales libres (Tadolini 1988).

Recientemente, se han producido plantas transgénicas de tomate sobreexpresoras
de la SAMDC de levadura bajo el control de un promotor inducible por etileno y madu-
racion (E8). En algunas de estas plantas la senescencia de las hojas y la maduracion
de los frutos estan significativamente retrasados (Mehta y col. 1997). Estas lineas
fransgénicas de tomate estan siendo utilizadas como sistema experimental para
estudiar las interacciones entre PAs vy etileno en la regulacion de la senescencia de
la planta.

Desde el descubrimiento en la década de los anos 50 que los niveles de Put aumen-
tan en plantas sometidas a condiciones de deficiencia de K*, se ha observado que
otros tipos de estrés, como e} osmético, el acido, fas altas concentraciones de
NH,*, la exposicién a contaminantes atmosféricos, tales como SO, o Cd,*, y las
bajas temperaturas producen el mismo efecto.

Se ha demostrado que en vegetales la regulacion del metabolismo de las PAs por
estrés tiene lugar principalmente a nivel de la enzima ADC. Asi, por ejemplo, en plan-
tulas de avena deficientes en K* se produce un rapido incremento de la actividad
ADC. El aumento de Put y actividad ADC se reducen considerablemente al aplicar
DFMA (Flores y Galston 1984). La acumulacion de Put en hojas de avena sometidas
a estrés osmotico es el resultado no sélo de una activacion de ADC, sino también
de un descenso en la actividad Spd sintasa.

Esta acumulaciéon de Put inducida por estrés no es un fenémeno generalizado para
todas las plantas, ya que en hojas de tabaco sometidas a estrés osmotico los nive-
les de Put y la actividad ADC disminuyen, mientras que la Spd y Spm aumentan. Esta
misma respuesta se ha observado en otros sistemas experimentales y se ha suge-
rido que una induccion de Spd y Spm podria conferir resistencia a estrés. Por el con-
trario, el acimulo excesivo de Put podria tener efectos nocivos para la planta.
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alcaloides derivados de Spd son las oncinotinas, inandeninas, palustrinas, lunarinas
y los alcaloides de Cannabis. La solamina y la solapalmitina son alcaloides derivados
de homoespermidina, mientras que la homalina, la verbascenina y pitecolobinas son
ejemplos de alcaloides derivados de Spm. Por otro lado, la diamina cadaverina es
una precursora de los alcaloides piperidinicos de Nicotiana y de los alcaloides qui-
nolizidinicos del género Lupinus.

El flujo de los niveles de diaminas puede ser dirigido mediante manipulacion genéti-
ca hacia rutas “primarias” o “secundarias”. Por ejemplo, cultivos de raices transgé-
nicas de Nicotiana glauca que contienen el gen que codifica para la lisina descarbo-
xilasa bacteriana (LDC, EC 4.1.1.18) mostraron un aumento de los niveles de acti-
vidad LDC, cadaverina y anabasina, un alcaloide derivado de e la cadaverina (Fecker
y col. 1992).

La variacion de! flujo de Put mediante manipulaciéon genética tiene incluso mayor inte-
rés, ya que esta diamina no sélo es precursora de nicotina, sino también de otros
compuestos importantes en medicina como, por ejemplo, los alcaloides tropanicos.
En raices transgénicas de Nicotiana rustica que contienen el gen que codifica la ODC
de levadura se observa un incremento de actividad ODC asociado a un mayor acu-
mulo de Put y nicotina {(Hamill y col. 1990).

El trabajo de investigacion realizado por nuestro grupo ha sido financiado a través
de los proyectos CICYT-BIO96-813 y CICYT-BIO-99-453. Rubén Alcazar disfruta de
una beca FPI del Comissionat per a Universitats i Recerca de la Generalitat de Cata-
lunya (DOGC num. 3073, 08/02/00).
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nes (Creelman y Mullet, 1997). La ruta consta de un numero elevado de pasos que
incluirian la liberacién del &cido hnolénico por accion de una fosfolipasa Al ! Ishiguro
et al., 2001), la oxidacion por la accién de 13-ipooxigenasas (Bell et al., 1995), !a des-
hidratacién hasta 6xido de aleno y posterior ciclacién hasta acido 12-oxofitodiendico
(OPDA) (Laudert y Weiler, 1998; Hamberg and Fahistadius, 1990), y finalmente, la
reduccion hasta acido 3-ox0-2(2 (Z)-pentenif}-ciclopentano-1-octanocico (OPC-8:0) y la
accion de tres rondas sucesivas de B-oxidacion (Schaller 2001) (Figura 2). Esta ruta
une a la complejidad propia del numero de reacciones implicadas, la participacion de
tres compartimentos subcelulares distintos. Los primeros pasos de la ruta, hasta la
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Se han desci .. . Jmerosos procesos relacionados con el crecimiento y el desarro-
llo de las plantas que parecen estar regulados por jasmonatos y salicilatos. Los jas-
monatos parecen estimular el desarolio de las flores asi como la maduracién de fru
tos, la tuberizacion y la senescencia. En cambio, inhiben la fotosintesis, la germina-
cién del polen y el crecimiento de las raices. Sin embargo, estas funciones sugeri-
das no han sido convenientemente estudiadas ni documentados los correspondien-
tes mecanismos moleculares.

Existen dos procesos del desarrollo que parecen estar regulados por salicilatos: la ter-
génesis en los apéndices de flores de plantas termogeénicas dei género Arum (Ras-
ietal, 1987) y la senescencia de las hojas (Morris et al., 2000). Ademas, se ha pro-

puesto que el SA podria ser una molécula con actividad inductora de la floracion (Cle-
land y Ajamni, 1974, Cleland y Tanaka, 1979, Watanabe et al., 1981). Sin embargo, esta
funcién nunca fue correlacionada con cambios en los niveles endogenos de SA ni pro-
puesto un mecanismo molecular que explicase la funcidn reguladora del SA sobre la fio-
racién. Nuestro trabajo mas reciente con mutantes de Arabidopsis deficientes en SA,
los cuales presentan fenotipo de floracion tardia, sugiere gue el SA podria regular la tran-
sicién de la fase vegetativa a reproductiva en Arabidopsis a través de rutas dependien-
tes e independientes de fotoperiodo (Martinez y Leodn, sometido a publicacion).

Recientemente, se ha propuesto que < <. tos también parecen actuar = 0
reguladores tario de la senescercia con > e desarrollo floral en Arabidop~~. L~
2nescencia :nducida en hojas de Arabidops - parece requerir la via de senaliza
rada por JA, ,. . noseproc ee = 3 tecoll,insensible a JA, y parece
2w r . 293 _eestamoléc na, yz e cesodesenesc .c. .sala
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expresion inducida de genes de su ruta biosintética y la acumulacién correspon-
diente de JA en hojas senescentes (He et al., 2002). Por otro lado, la sintesis y per-
cepcion de JA son esenciales para un normal desarroilo florat en Arabidopis, ya que
mutantes deficientes o insensibles a JA presentan alteraciones en la maduracion del
polen, la dehiscencia de las anteras o la apertura de las flores (Xi et al., 1998; San-
ders et al., 2000; Stintzi y Browse 2000; Ishiguro et al., 2001).

Tanto los salicilatos como los jasmonatos son importantes reguladores de procesos
de defensa frente a estrés en plantas (Reymond y Farmer, 1998). Esta funcién ha sido
ampliamente documentada en las respuestas de defensa frente a insectos y frente a
patégenos y el papel regulador de ambas moléculas sustentada por diversas eviden-
cias; {1) en plantas danadas por insectos o infectadas por patégenos se acumulan
altos niveles de jasmonatos y salicilatos (Creelman et al., 1992; Gundlach et al.,
1992; Malamy et al., 1990; Métraux et al., 1990; (2) tanto JA como SA activan la
expresion de genes cuyos productos tienen actividad antipatogénica o inhibidora de
la accion de insectos fitéfagos, como las proteinas relacionadas con patogénesis
(Linthorst 1991; Ward et al., 1991) o los inhibidores de proteasas (Farmer y Ryan,
1990; Farmer et al., 1992; Hildmann et al., 1992), potenciando asi la resistencia de
la planta sometida a los distintos factores de estrés; (3) mutantes afectados en la sin-
tesis, acumulacion, percepcion o senalizacion de SA o JA son deficientes en la acti-
vacidn de genes de defensa y mas susceptibles al ataque de patdgenos e insectos
fitofagos (Delaney et al., 1994; Howe et al., 1996; Vijayan et al., 1998; Dong 2001);
en cambio, mutantes con elevados niveles o senalizacién constitutivamente activada
de SA o JA son mas resistentes (para una revision reciente ver Heil y Baldwin, 2002).

Tanto salicilatos como jasmonatos son inductores de defensas no sélo a nivel local,
donde se sintetizan en respuesta al factor de estrés, sino también a nivel sistémico.
Se ha propuesto que los propios SA y JA podrian actuar como senales moviles
capaces de ser translocadas a partes distantes de la planta y alli activar mecanis-
mos de defensa de naturaleza sistémica. Sin embargo, esta funcion esta sometida
a controversia. Con los datos disponibles en la actualidad, podemos probablemente
asegurar gue ambas moléculas juegan un papel senalizador en la activacion de las
correspondientes defensas, si bien su funcion no siempre es indispensable, sinc que
podrian también actuar como potenciadores de la accién de otras senales.

La activacion de defensas frente a la herida producida por factores de estrés de ori-
gen tanto bidtico como abiético, asi como el papel que juega el JA se han estudiado
fundamentalmente en solanaceas y en Arabidopsis (Leon et al., 2001). En plantas sola-
naceas se ha propuesto una senalizacion activada por la herida que implica la partici-
pacidn sucesiva del péptido sistemina y la accion coordinada de las hormonas JA, eti-
leno y ABA (Pena-Cortés et al., 1995; Ryan 2000). Sin embargo, en Arabidopsis se
han propuesto rutas de senalizacidn de la herida dependientes e independientes de JA
(Titarenko et al., 1997) con una regulacién por etileno (Rojo et al., 1999) distinta de
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embargo, se han descrito también procesos en los que accién de salicilatos vy jas-
monatos es cooperativa (Norman et al., 1999; van Wees et al., 2000). Se ha des-
crito que las defensas frente a patdgenos y frente a herida podrian estar interco-
nectadas a nivel de fosforilacion catalizada por MAP guinasas (Romeis et al., 1999).
No obstante, la verdadera conexidn regulatoria entre las diferentes vias de senaliza-
cion requiere de un analisis mas amplio no restringido a unos pocos genes. En este
senrido, Ja aplicacion de herramientas genomicas como el anélisis transcriptomico
mediante microarrays de ADN esté permitiendo un abordaje global del andiisis de la
expresion génica en defensa activada por diferentes factores, y en concreto, por
herida o insectos y patogenos, haciendo hincapié en el papel regulador de salicila-
tos y jasmonatos (Maleck et al., 2000; Reymond et al., 2000; Schenk et al., 2000;
Sazaki et al., 2001; Stintzi et al., 2001). En uno de estos estudios, de un total de
2375 genes de Arabidopsis representados en el microarray utilizado para analizar
los perfiles de expresidn génica en plantas inoculadas con patogenos o tratadas con
SA, JA o etileno, el mayor nimero de genes co-inducidos o co-reprimidos se detec-
t6 precisamente en los tratamientos con SA y JA (Schenk et al., 2000}, desmintien-
do la funcion antagonista que se habia propuesto para estas dos fitohormonas pre-
viamente. Por otro lado. el uso de microarrays de ADN ha permitido identificar vias
de senalizacion distintas activadas por herida mecanica o por mordedura de insec-
tos, proponiendose una componente dependiente de deshidratacién necesaria en la
activacion génica por herida peroc no en la producida por insectos (Reymond et al.,
2000). Ademas, mediante el anélisis transcriptémico comparado entre plantas sil-
vestres y mutantes coil y opr3 insensibles y deficientes en JA, heridas o tratadas
con JA o su precursor acido 12-oxofitodienoico, se han identificado genes inducibles
a través de rutas dependientes e independientes de COI1 y activados tanto por JA
como por OPDA (Reymond et al., 2000; Stintzi et al., 2001).

La combinacion de los resultados derivados de multiples experimentos con microa-
rrays de DNA con el andlisis de la funcion de los genes seleccionados, mediante
estrategias basadas en genética reversa como la generacion de mutantes nulos de
dichos genes por insercion de T-DNA o de elementos transponibles, servira para dilu-
cidar la naturaleza y funcién de los componentes implicados en las diferentes rutas
de senalizacion asi como los potenciales puntos de interconexién regulatoria. Una
aproximacion gendémica como la gue se empieza a utilizar debe completarse nece-
sariamente con experimentos de proteémica y metabolémica que permitan identifi-
car las proteinas que cumplen las correspondientes funciones reguladoras ¢ senali-
zadoras, asi como los metabolitos implicados en el proceso de senalizacion. En este
sentido, la obtencidn de perfiles metabdlicos complejos nos servira para determinar
las huellas metabolicas que confieren a una determinada condicidn de la planta la
cualidad de activar programas tanto de desarroilo como de defensa.
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En este estudio se han utilizado tres lineas transgénicas independientes de trigo (Triti-
cum aestivum) conteniendo el gen de la arginina descarboxilasa (ADC) de Avena sativa,
que fueron obtenidas mediante el método biobalistico de trasformacion genética. El
crecimiento de esta tres lineas adctransgénicas (adc-27, adc-35 y adc-36), fue signifi-
cativamente superior al de las plantas control no transformadas. En el estadio de 3
hojas se determind el peso seco total de las plantulas, distinguiendo entre parte aérea
(hojas) y raices. Para determinar el crecimiento relativo de las hojas respecto del de las
raices, se calculd la proporcion hojas/raices referida a peso seco. Por otro lado, se
analizd el contenido en poliaminas de ia hoja mas joven completamente desarrollada y
de las raices Posteriormente, se establecieron correlaciones entre el contenido de las
distintas poliaminas {putrescina, espermidina y espermina), y los valores de peso seco
de la raiz y de las hojas, asi como con el cociente hojas/raices. Estas correlaciones se
establecieron tanto para los valores de poliarninas totales como para sus distintas frac-
ciones (libre, conjugada soluble y conjugada insoluble). Todas las lineas transgénicas
presentaron un mayor crecimiento de la parte aérea que las plantas control, asi como
un mayor contenido de espermina total en hoja y raices, proporcional a dicho creck
miento. Ni la putrescina, ni la espermidina mostraron altos indices de correlacién con
el aumento del crecimiento observado en las lineas transgénicas. Los resultados obte-
nidos muestran una correlacion directa entre el contenido en espermina total en hoja y
el aumento del cociente hojas/raices, mientras que esta correlacidon es inversamente
proporcional al contenido de espermina total en la raiz. La linea adc-27 mostré un
aumento significativo del cociente hojas/raices comparando con las lineas adc-35 y
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La expresion consitutiva del gen ADC2 de Arabidopsis provoca alteraciones en el
desarrcllo de la planta que se relacionan con los niveles de putrescina alcanzados.
Los datos obtenidos sugieren gue fa putrescina libre, y no sus productos de degra-
dacidn, es la responsable directa o indirecta de estas alteraciones.

En plantas, la putrescina puede formarse por descarboxilacidn de ornitina, catalizada
por el enzima ornitina descarboxilasa (ODC), o bien a través de la descarboxilacidn
de arginina mediada por el enzima arginina descarboxilasa (ADC). St bien se han clo-
nado las ODC de Datura stramonium y tabaco, y se ha detectado actividad enzimati-
ca ODC en diferentes especies vegetales, en Arabidopsis no se conservan Secuen-
cias totales ni parciales homologas a las ODC conocidas ni se ha detectado actividad
ornitina descarboxilasa (Hanfrey y col. 2000). Asi en Arabidopsis las ADC son fas ani-
cas enzimas implicadas en la biosintesis de Put, que posteriormente puede ser trans-
formada en espermidina (Spd) y espermina (Spm), a través de las enzimas espermi-
dina sintasa (SpdSin) y espermina sintasa (SpmSin), respectivamente. En Arabidopsis
existen dos isoformas para las ADC (ADC1 y ADC2), que presentan un diferente
patron de expresion. Asi, la ADC2 esta implicada en procesos de respuesta a estrés
osmotico, mientras que fa ADC1 se expresa de forma constitutiva (Soyka y Heyer
1999). Mediante el clonaje del cDNA que codifica la ADC2, bajo el promotor consti-
tutivo CaMV35s, hemos obtenido plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana con
una expresion constitutiva del gen ADC2 que se relaciona con un incremento signifi-
cativo de los niveles de Put y se asocia a un fenotipo de enanismo.
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La partenocarpia facultativa inducida por la mutacion recesiva pat-2 en tomate (Lyco-
persicon esculentum Mill.) depende de giberelinas (GAs) y esté asociada a cambios
en el contenido de GAs en los ovarios no polinizados. En este trabajo se investiga si
pat-2 altera en estos ovarios el contenido y metabolismo de poliaminas (PAs). La apli-
cacién de a-difluorometilornitina (DFMO) [inhibidor irreversible de la ornitina descar-
boxilasa (ODC)] a ovarios emasculados de la linea partenocarpica MA/pat-2 inhibié
el desarrollo partenocarpico del fruto. El efecto inhibidor no fue revertido con la apli-
cacion conjunta de espermidina pero si con la aplicacion de GAs. En los ovarios no
polinizados MA/pat-2 el contenido de putrescina fue menor y los contenidos de
espermidina y espermina fueron superiores que en los ovarios MA/wt. El nivel de
transcritos de un gen que codifica arginina descarboxilasa (ADC) fue similar en los
ovarios MA/wt y MA/pat-2 mientras que el nivel de transcritos de los genes que codi-
fican ODC y espermidina sintasa fueron superiores en los ovarios MA/pat-2. La acti-
vidad ODC también fue superior en los ovarios MA/pat-2. Los resultados muestran
que las PAs son necesarias para el desarrollo partenocérpico de fos frutos pat-2. La
biosintesis de poliaminas y los contenidos de espermidina y espermina son mayores
en los ovarios pat-2 antes de la antesis por activacion de la ruta ODC de biosintesis
de putrescina.
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entre MA/wt y MA/pat-2 fueron menores que para el gen de la ODC.

Se ha medido las actividades ADC y ODC en los ovarios wt y pat-2 para determinar
si las diferencias observadas en los niveles de poliamirias y transcritos estaban aso-
ciadas a diferencias en las actividades de los enzimas de biosintesis. Dichas activi-
dades no variaron significativamente durante el desarrollo de la flor er 1as dos line-
as. Los valores medios de la actividad ADC no fueron diferentes erire ambas lineas,
pero la actividad ODC fue significativamente mayor (50%; en los ovarios MA/pat-2
que en los ovarios MA/wt,

Los resultados obtenidos sugieren que las poliaminas son necesarias para el desa-
rrollo partenocarpico del fruto pat-2. Esta mutacién activaria especificamente (a ruta
ODC de biosintesis de putrescina aumentando el nivel de transcritos y la actividad
ODC en el ovario antes de la antesis lo que conduciria a2 un mayor nivel de PAs.
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Genotipos transgénicos y mutantes de Arabidopsis deficientes en los niveles endd-
genos de acido salicilico (SA) muestran fenotipos de floracion tardia tanto en condi-
ciones de foroperiodo de dias largos como cortos. Este fenotipo es mas acusado
en dia cortos y se correlaciona con niveles mas elevados del transcrito del gen FLC,
represor de la floracion en Arabidopsis. El fenotipo de floracion tardia de plantas defi-
cientes en SA se puede rescatar parcialmente por aplicacion de SA exdgeno en
mutantes edsb y sid2, afectados en la sintesis de SA pero no en su acumulacion,
pero no en plantas transgénicas nahG incapaces de acumular SA debido a que lo
metabolizan, con alta eficiencia, hasta catecol. La vernalizacién de piantas eds5,
sid2 y nahG reduce los niveles de FLC y el tiempo de floracion, a través de una via
independiente de SA. En dias largos, el fenotipo de floracion tardia se correlaciona
con niveles reducidos de expresion de los genes CO, FTy SOC1, y con una ligera
elevacion de los niveles de expresion de FLC.

La transicion del estado vegetativo a reproductivo en Arabidopsis esta regulada por
mecanismos multifactoriales (Simpson et al., 1999; Araki 2001) que implican la exis-
tencia de al menos cuatro vias de promocion a ia floracién: la dependiente de foto-
periodo activa en dias largos; la auténoma, independiente de fotoperiodo; la activa-
da por vernalizacion; y la activada por giberelinas, esencial en dias cortos. Los pro-
ductos de genes como CO, FTy SOC1I han sido caracterizados como inductores de
la floracién en dias fargos, mientras que el producto de FLC es un represor univer-
sal de la floracion (Michaels y Amasino, 1999). La transicion a la floracion puede
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Las rutas de senalizacion de etileno (E) y acido jasmonico (JA) son esenciales para
la defensa de las plantas frente al atague por patégenos necrotrofos. Actuaimen-
te, la cascada de transduccion de senales de E en Arabidopsis se conoce en pro-
fundidad, mientras que los mecanismos moleculares por los que actua el JA aun
no se han esclarecido. Con el fin de entender el papel del JA en las respuestas de
defensa de las plantas a patdgenos necrotrofos hemos ideado un nuevo método
de busqueda de mutantes de respuesta a JA, que nos ha permitido identificar tres
nuevos loci implicados en la senalizacion de esta hormona, denominados JAIL, 2
y 3 (Jasmonic Acid Insensitive) cuyo clonaje y caracterizacion molecular se esta
llevando a cabo.

Un elemento clave en la activacién de los mecanismos de defensa dependientes de
E y JA es ERF1 (Ethylene-Response-Factorl). La expresion de ERFI se induce tras
infeccion por Botrytis cinerea y por tratamientos con JA y con E. La induccién por
cualquiera de estas hormonas no ocurre en mutantes ein2 o coil, Io que sugiere un
papel de ERF1 como posible integrador de las senales de ambas rutas (E y JA) en
respuesta a patogenos. Para entender como ERF1 regula estas respuestas hemos
realizado un analisis del transciptoma de plantas que sobreexpresan ERF1, obser-
vando gue se expresan constitutivamente un gran nomero de genes relacionados
con la defensa.
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Williamson y Scandalios 1992;. Sin embargo, las proteinas VP1 y ABI3 no se pueden
considerar partes integrantes de la via de senalizacién por ABA porque tienen fun-
ciones independientes del ABA. Son elementos de distintas vias que se estimulan a
fravés de la induccién de genes diana comunes. Las proteinas VP1/ABI3 podrian con-
siderarse factores de transcripcion multifuncionales que integran las sefales de la via
del ABA y de otros reguladores durante la maduracién de la semilla, probablemente
:eraccionando con distintos factores trans que aon estan por identificar.
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el nivel de expresion de los genes. Es posible que la desecacion induzca una mayor
sensibilidad al ABA en hojas mientras que la salinidad lo haga en las raices. También,
existe otro gen de tomate, el le16, que es inducible en hojas y nunca en raices por
desecacion ¢ salinidad. En resumen, parece ser que los distintos genes que respon-
den al ABA tienen un patrén de expresion especifica de 6rganos que es totalmente
independiente de los niveles absolutos del ABA en el tejido, lo que indica que en su
expresion diferencial posiblemente intervengan otros factores.

Existen otros genes que siendo inducibles por tratamiente con ABA en tejidos vege-
tativos, también lo son por frio en mutantes deficientes en ABA o en presencia de
inhibidores de Ia biosintesis de la hormona, lo que sugiere que el ABA no es nece-
sario para su induccion (Gilmour y Tomashow 1991, Nordin 1991). Tal es el caso del
gen rabl8 cuya expresion es modulada por ABA durante la aclimatacién al frio de
Arabidopsis, indicando que la hormona esta implicada en el ia expresion génica en
el tratamiento a bajas temperaturas (Nordin 1991). Sin embargo, el frio induce una
serie de genes en los mutantes deficientes e insensibles al ABA, lo cual indica que
existe otra via independiente del ABA y que conduce a la expresion génica durante
el estrés por frio (Gilmour y Tomashow 1991, Nordin 1991). Es curioso que todos
estos genes responden al tratamiento con ABA exdgena, lo que los califica de indu-
cibles por ABA pero no dependientes de ABA. La induccidn de un mismo gen tanto
por frio como por desecacién demuestra que hay varias vias distintas que conducen
a la misma expresion génica durante el estrés. {Cohen 1991).

Algunos genes que no responden al ABA exdgeno, se inducen durante la primera
hora de desecacion en Arabidopsis mientras que el contenido de ABA de las plantas
estresadas no aumenta de un modo significativo hasta al cabo de dos horas des-
pués del inicio de la desecacién. Esto indica gue la expresion génica hasta las dos
primeras horas de iniciarse el estrés hidrico es independiente de la sintesis de novo
de ABA (Guerrero 1990, deVetten, 1992).

También existen genes como el rd29A del arroz que tienen una induccién en dos eta-
pas: una primera de menos de 20 minutos inducida exclusivamente por la deseca-
cion y otra segunda etapa, en cuestion de horas, que coincide con un aumento del
nivel de ABA enddgeno (Yamaguchi-Shinozaki 1993). En estos casos, hay pues una
expresién génica rapida en repuesta al estrés hidrico y otra via mas lenta que requie-
re la sintesis de ABA endégeno.

Otro factor a tener en cuenta es si todas estas inducciones requieren 0 no sintesis
proteica, es decir si los factores de transcripcién y otras moléculas implicadas ya
estan preformadas en la célula. Los experimentos con inhibidores de la sintesis pro-
teica, como la cicicheximida, han mostrado que existen vias de expresion génica
inducidas por ABA dependientes e independientes de sintesis de proteinas. Ademas,
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La abscisién es un proceso programado que implica la disolucion de las paredes celu-
lares en localizaciones concretas de la planta y, en ultimo término, la separacion celu-
lar (Sexton y Roberts, 1982; Osborne, 1989). £l proceso de abscision es universal,
pues ocurre en todas las plantas superiores, y afecta a diferentes estructuras aéreas
como hojas, brotes, flores, pétalos, estilo, estambres, frutos y semillas. En ios fruta-
les, la abscision adquiere una especial relevancia debido a sus repercusiones econé-
micas y comerciales. Durante el periodo de cuajado del fruto, los arboles suelen des-
prenderse de un nimero variable de estructuras reproductivas. Sila abscision es masi-
va la cosecha serd escasa, mientras que Si cuaja un numero excesivo de frutos su
tamanio final no alcanzara el calibre comercial adecuado. Por otro lado, la maduracion
debilita la fuerza con la que los frutos estan unidos al arbol. Si por razones comercia-
les es necesario retrasar la recoleccion, las posibilidades de desprendimiento de fruta
aumentan y el volumen de la cosecha puede verse asi comprometido. Por tanto, el
estudio y la comprension de como esté regulado y de cdmo se produce el proceso de
abscision es uno de los retos a los que se enfrenta la fruticultura actual.

La producciéon mundial de citricos en el pasado ejercicio 2001 fue de casi 100 millo-
nes de Tm (www.fao.org), siendo Brasil y USA los principales productores. Una quin-
ta parte fue producida por los paises de la cuenca mediterranea, ocupando Espana
la primera posicion con mas de 5 millones de Tm. La mayor parte de la produccion
espafiola estd destinada al consumo en fresco de la fruta. E! cultivo de los citricos
supone una fuente de riqueza importante para las principales zonas productoras (la
Comunidad Valenciana, Murcia y Andalucia).

La abscision afecta tanto a 6rganos jovenes como a aquellcs que ya han completa-
do su desarrollo.
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Los citricos responden a las condiciones medioambientales adversas desprendién-
dose de los drganos danados.

LLa presencia o la imposicién de condiciones medioambientales adversas provoca el
desencadenamiento de un ndmero variable de respuestas en las plantas (Tadeo,
20000). La carencia de agua (estrés hidrico) o el exceso de sales en el suelo (estrés
salino) son condiciones a las que las plantas deben enfrentarse a menudo y < elen
provocar el deterioro tanto de hojas como de flores y frutos produciéndose, e dlti-
mo término, su abscision.

La falta de agua provoca la abscision de estructuras vegetativas y reproductivas en los
* tricos, aunque el proceso ocurre de una forma singular. Cuando las plantas se some-
ten a estrés hidrico los drganos pierden turgencia y sufren daios aparentes a simple
vista, pero no abscinden. Solamente cuando desaparecen las condiciones de sequia,
por la lluvia o por la irrigacion, se desprenden del arbol (Tudela y Primo-Mil + . 992).

La salinidad reduce el tamano final y provoca la aparicion de amarilleamientos y clo-
*0sis en las hojas de los citricos, mientras que ralentiza el crecimiento inicial de los
* osendesarro - retfrasa su madurac 6n. Ademas, provoca la abscicion de éstos
6rg s, Enios citricos, el efecto de la salinidad sobre el crecimiento narece estar
relacionado mas con €' aumento de sales solubles que con la reduc.” 1 de. . >r ial
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similar a la acumulacion de cloruro, los iones toxicos parecen ser los causantes del
desencadenamiento del proceso de abscision (Banuls y Primo-Millo, 1995).

La abscision implica la activacion de un tejido especializado: la zona de separacion
0 de abscision.

La causa final de la caida de hojas, flores y frutos es la activacién de un tejido que
se denomina zona de abscisién (ZA). Este tejido puede estar presente de antemano
en los 6rganos que van a caer o formarse como consecuencia de senales intrace-
lulares de las que se desconoce, por el momento, su naturaleza concreta. El con-
cepto de ZA implica la diferenciacion de tipos celulares en localizaciones particula-
res de la planta, con una especializacion funcional concreta.

La abscision en los citricos ha sido objeto de diferentes estudios en los que se
observa que el proceso, en términos generales, es similar al que ocurre en otros sis-
temas vegetales (Goren, 1993). La hoja presenta dos zonas de separacion: a) la
zona de abscision limbo-peciolo (ZA-LP), situada entre el extremo basal del limbo y
la porcion apical del pecioio y b) la zona de abscisién peciolo-rama (ZA-PR), locali-
zada entre la base del peciolo y su unién a la rama. Las hojas maduras abscinden
por la ZA-PR, mientras que durante el proceso de desarrollo de la hoja ésta abscin-
de por la ZA-LP. La abscision de las estructuras reproductivas puede producirse por
la denominada zona de abscision A (ZA-A), situada entre el pedunculo y el tallo, o por
la zona C (ZA-C), localizada en la zona de union del caliz con el ovario/fruto. Las flo-
res y los ovarios se desprenden por la ZA-A, mientras que durante la “caida de Junio”
y el resto del periodo de fructificacion caen por la ZA-C. Por tanto, la localizacion de
la zona activa durante la abscisiéon cambia progresivamente desde el pedunculo
hasta el cdliz. Se ha especulado con la posibilidad de que durante los periodos de
caida puedan producirse cambios en la sensibilidad de las zonas de abscision a dife-
rentes factores, como los hormonales {(Greenberg y cols., 1975). Otra posibilidad es
que las senales desencadenantes del proceso provengan en cada caso de zonas
diferentes del arbol, de la raiz o de las hojas en el caso de la ZA-A y del fruto en
desarrollo en el caso de la ZA-C.

El proceso de abscision se produce por desintegracion de las paredes celulares.
a) Cambios anatomicos y ultraestructurales.

Las ZAs de las hojas y de los frutos presentan caracteristicas estructurales vy fisio-
lbgicas similares (Goren, 1993). En ambas, el proceso de separacion implica, por
una parte, el hinchamiento y el cambio de consistencia de las paredes celulares y, a
continuacion, la degradacion de sus componentes y su disolucion y eliminacion.
Estos cambios reducen la fuerza con que el 6rgano esta unido al arbol y posibilita
su facil desprendimiento. La abscisién de la hoja comienza de fuera hacia dentro, es
decir, las primeras paredes que se deterioran corresponden a las de las células que se
encuentran en el exterior de los estrangulamientos que delimitan la ZA. A continuacion,
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y I (Talan y cols., 1990). Sin embargo, el tratamiento con auxinas, tanto natura-
les como sintéticas, induce abscision durante el periodo de cuajado aunque se uti-
liza con éxito para reducir la caida pre-cosecna de frutos (Agusti y cols., 1995).
La utilizacion de inhibidores del transporte polar de auxinas, como el acido 2,3,5-
triiodobenzoico (TIBA), incrementa la respuesta de los frutos maduros de citricos
a los compuestos inductores de la abscision (Yuan y cols., 2001b). Las investi-
gaciones realizadas con explantos de ZAs senalan a las auxinas (al acido 2,4-
diclorofenixiacético, 2,4-D) como retardadores de la abscision y como agentes
blogueantes del incremento en la actividad de enzimas hidroliticas (Goren y Huber-
man, 1976).

, El acido abscisico (ABA) es una senal intermedia en el proceso de abscision.

El acido abscisico (ABA) es otra fitohormona que se relaciona frecuentemente con
la abscision. En los citricos, el tratamiento con ABA a la parte aérea del arbol no
es capaz de estimular la abscision, mientras que los experimentos realizados en
explantos de hojas sugieren que el ABA induce la actividad de las enzimas hidro-
liticas y también la abscisién (Sagee y cols., 1980, Goren, 1993). En los explan-
tos, se ha observado que el ABA estimula también la formacion de etileno, lo que
induce a pensar que el ABA no es el efector hormonal final del proceso. El estu-
dio de la abscision de ovarios y frutos en desarrollo en los citricos ha permitido
implicar al ABA como una senal hormonal intermedia en el proceso de abscision
inducido por condiciones de estrés hidrico, de salinidad y de carencia de car-
bohidratos (Talon y cols., 1997; Gémez-Cadenas y cols., 2000; 1996, 1998). La
ruta de senalizacién hormonal de la abscision comienza con la acumulacién de
ABA, la cual desencadena el incremento en los niveles del precursor inmediato del
etileno, el 4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) y la abscision. El pre-tra-
tamiento con un inhibidor indirecto de la sintesis de ABA, la norflurazona, reduce
la sintesis de ACC y blogquea parciaimente la abscision.

. El etifeno y los jasmonatos actuan como moduladores positivos de la abscision.

El etileno actua como un regulador positivo de la abscisidn. Su aplicacion exoge-
na acelera la caida tanto de hojas como de flores y de frutos maduros e inmadu-
ros de citricos (ver Goren, 1993). De hecho, la respuesta de la ZA del fruto al eti-
leno 0 a compuestos que inducen su sintesis ha sido tradicionalmente explotada
en citricultura para facilitar su recogida. Sin embargo, los compuestos utilizados
(acido 2-cloroetilfosfénico [etefén], CMN-pyrazole, etc.) presentan problemas de
inconsistencia en su accién abscisiora y, ademas, no suelen tener especificidad
en cuanto a los drganos diana ya que actuan también sobre hojas, flores y frutos
jovenes en desarrollo (Kender y cols., 2001; Yuan y cols., 2001a). Por otra parte,
el tratamiento con inhibidores de la sintesis o de la accién de} etileno provoca
tanto retraso en la abscision como una menor incidencia del proceso (Sisler y
cols., 1985; Talon y cols, 1997, Zhong y cols., 2001). Las condiciones de estrés
que provocan abscision estan precedidas en los citricos por incrementos en los
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Mediante RT-PCR usando oligonucleodtidos degenerados correspondientes a los
dominios cataliticos 2 y 8 presentes en todas las serina/treonina proteina fosfatasas
de tipo 2C descritas hasta el momento (Lorenzo et al., 2001), obtuvimos un frag-
mento de aproximadamente 550 pb, gue presentaba una alta similitud con otros
miembros de la familia de proteina fosfatasas de tipo 2C (ABI1, ABI2, AtPP2CA).

El clon completo, que codifica para una proteina que denominamos FsPP2C1, se
aislé a partir de una libreria de cDNA de semillas durmientes de haya (Fagus sylva-
tica) tratadas con ABA (Nicolas et al., 1997). Esta fosfatasa esta claramente induci-
da por ABA, mientras gue su expresion tiende a desaparecer en los tratamientos que
eliminan la dormicion, como la estratificacion a 4 °C o el acido giberélico (Nicolas et
al., 1996). Ademas, el gen correspondiente se expresa especificamente en semillas
y podria estar implicado en los mecanismos gue regulan la dormicién en semillas de
haya (Lorenzo et al., 2001).

Para estudiar la funcion de FsPP2C1 en la dormicion, el gen correspondiente ha sido
sobreexpresado constitutivamente en Arabidopsis thaliana, (Col/35S::FsPP2C1), uti-
lizando el vector PBI121 vy el sistema Agrobacterium para la infeccion de tejidos
vegetales y posterior obtencion de plantas transgénicas.
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frio. Por ultimo, abil, abi2 y algunas de las lineas de FsPP2C1 presentan porcenta-
jes de germinacion del 80-90% tanto en las muestras estratificadas como en las que
no habian sido sometidas a ningun tratamiento previo, lo que sugiere que estas semi-
llas no presentan dormicion.

También se analizaron los porcentajes de germinacion de las semillas en presencia
de diferentes concentraciones de ABA (0.5 pM y 3 uM) para estudiar la sensibilidad
al ABA. Con estos ensayos comprobamos que las semillas de tipo silvestre y las del
mutante aba2 (deficiente en ABA) eran capaces de germinar cuando las concentra-
ciones de ABA eran muy bajas (0.5 uM), pero no lo hacian a concentraciones supe-
riores (3 pM). Por su parte, las semillas de los mutantes abil y abi? (insensibles al
ABA) germinaban en su totalidad a bajas concentraciones de ABA, mientras que en
concentraciones superiores (3 pM), presentaban valores de germinacion entre el
50% vy el 60%. Las semillas transgénicas FsPP2C1 germinan en su totalidad en con-
centraciones de ABA 0.5 uM y alcanzan valores superiores el 80% de germinacion
en concentraciones 3 pM, lo que indica una insensibilidad a la hormona similar a los
mutantes ya descritos.

Todos estos datos indican la importancia de FsPP2C1 en los mecanismos que con-
trolan la dormicion de semillas, en la cual puede participar como un reguiador nega-
tivo en la ruta de transduccion de senales del ABA, aunque estos datos tendran que
ser corroborados mediante Ia correlacidn del fenotipo de fas diferentes lineas con la
expresion de FsPP2C1 por northern blot y la induccidn de genes marcadores de la
cascada de senalizacion del ABA, como ABI3 0 Rab18 en un paso posterior al de la
accién de las PP2Cs, en las plantas transgénicas.



se N ¥ s '

. driguez, . ~olas 2



Ana Belén Feria', Ludivine Cochereau’, Rosario Alvarez:, Jean Vidal
Sofia Garcia-Maurino?, Cristina Echevarria’.

“Dpto Biologia Vegetal y Ecologia 'Uridad de Fisiologia Vegetal).
Facultad de Biologia, Universidad de Sevilla. 41012 Sevilla. Tif. 954-557073.

E-mail: echeva@us.es

@institu: Ze '~ achnologie des Plantes, bat. 630, £.__ ~NRS 569.
Universite » ‘aris-Sud, Centre d'Orsay, 91405 ORSAY Cedex, France.

E-mail: Jo "7 7_1€. .. sud.fr
o s e xi3s5 2Co 8 T D LD, PERC o, uen? a a

¢ stvb -, T roC o - FERTIVE B N L
- »t L 2 e e el 7 o ooxi o

J Al
-~
\

oo i - ) . N «
R o "D -y e 2 v e
o~ oy D3R T T g8, T arrey, a bl C -
’ S | A N N T
O se e L e Ve (Y § .
> Y Cc T A $oarg g
i - DI RV - | BN O - T
' Tl « = e ~ ( C o
N N r vios oo Yy s 200 DA,
A 7z e - de” o



coence s - ; W V2. . .. B 15e
Dy Je ! ' : 'y e L3Cue
v Coge . B - - 1.2 . z ¢
S P ' - ot Cat o ey
L7
Jde oo i . L
. ac ) o ~ - a
. e - : o I T re ... . . . Cen
Shuee e e 3 ae ¢ . J BB
ase~ .., .bada” e 97 9S
_ :S SR - R N [ SV G - S e
N I - coiicae Tl oy ool o
«.. .. -.ap. b - - Jees el 1o LS8
e oo s a e )5, 7 S i wmwe ., . 0S
L 1~ L e "t VIS W T e -
Ser. ., LIS . . ge ' tem cor S e
AL - .o B olre yd.', tacacsr cicrer s L Cidau
(" U 5, res —er « S har_o, A TS W '
‘ Sht e IgE A W olooe . JPCPT O 358, vep apes e
365 T a_ X e aresp cstaprovoc .por _ierdssalinc - o f e

i 2o0e'aPEPCyenlos “velesdeac .. .. rcdelaF 2Cq -sa con-
Jo por tanto que esta respuesta es i deper ‘ante de AB”. " ' avarria et al.
2 ..

N e 1 ©’MOS ¢ ido lafo.. ~ "dn de ‘2z PEPC durante ic g ~ o (tla
Me ~7 199 0 L9C_ . es _ rabajo se  errs = a ”t>C de

cas ealeu 0 osei0¢w aen L 300 Jrait s T ras. Je Wi
bic’” completardase e or ceso a 3$ - dias. A d.......cia de 0" 0s co textos sio-
., sdendeseproc ~t ¢ cisdelaPEPCqg wsaconct ... e conelpro-
ceso ¢ ‘osforilacion, - -tros resultados pusie ~. cn evidencia « 1 PE>C guina-

ca se .. .Jdenira ya - semilla seca® o es :ctivada duranie ia germinacion por
1 iace transduccic.. 'z senales descritas Yas ~ la fecha que cuimina cor. sinte-
sis de a proteina {Os et al. 1999). Es Js res ados sugierieron gue 4 s tesis
e aPE2C g asa se tenia que reaiiza durante 1 fase de desarrohio 0 iar  acion

de  .2dando acL  ada en la ser seca. E' tre e ~ - vea zamos
¢ Jalrm  te stva que, <. efecto, 2¢ .. . _n'c considerable 1ac ad
o0 ~ o lafer Jcién de iz ser

Res oS prev.cs . ros autores 'ar 285 (2 e IES )M L 3 LR
capas (2 aw rc ... .2s€ 1 Lproscca ™ am deif 1 C 0w i

cor ~ rogen e’ . :L-malatoy ! 1 ver elex



ABA

celular (Heimovaara-Dijkstra et al., 1994). En plantas C, la basificacion del citosol es

un requisito indispensable para el inicio de la cadena de traduccion de senales que
promueve la fosforilacion de la PEPC.

La posibilidad de que el ABA induzca la sintesis/activacion de la PEPC quinasa duran-
te la formacion de la semilla se ha estudiado de una forma indirecta, utilizando semi-
llas secas y desembrionadas, incubadas con ABA (40 pM). Nuestros resultados indi-
can que la imbibicion con ABA y con 32P durante 48 h incrementa la fosforilacion in
vivo de la PEPC (medida como incorporacion in vivo de 32P) asi como la actividad in
vitro de la PEPC quinasa (determinada en ensayos de fosforiiacion in vitro con v32P-
ATP. Estos resultados sugieren que el aumento de ABA durante el desarrollo y madu-
racion de la semilla podria ser la senal que desencadene la sintesis de la PEPC qui-
nasa y la fosforilacion de la PEPC. Durante la maduracion, a partir de los 25 dpa los
niveles de PEPC quinasa son altos y estan establecidos pero la enzima in vivo es
inactiva. La posibilidad de que la enzima se encuentre inactiva coincidiendo con una
disminucion del ABA durante la fase de maduracién y desecacion de la semilla esta
siendo estudiada. La participacion de factores como la hipoxia o la deshidratacién
de la semilla, en la regulacion de la PEPC por fosforilacidn reversible en la aleurona
de trigo, son también contempladas en este trabajo.
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res usando como sonda dos de las secuencias aisladas y se obtuvieron 2 secuen-
cias parciales en el embridén, zm721 y zm82 y una completa en hoja estresada,
zm10. Las secuencias parciales se completaron en sus extremos 5' mediante la téc-
nica de gene-race. Zm92 y zm10 resultaron ser la misma secuencia que se diferen-
cia ~ ~mente en una region adicional en zm10 de 28 aminoacidos adyacente y en
3¢ ~lemento bZIP.

Se  estudiado la expresion de estos factores por RT-PCR durante el desarrollo
embrionario y en respuesta al estrés hidrico en hojas de bdag. zm721, zm921 y
zn: 10 se encuentran en el embridn a los 15dap y continian hasta el estadio de
embrion seco. También estan presentes en tejido vegetativo. Las 3 proteinas estan
presentes en el embrién.

« "iza Jo la técnica de 'a biolistica se tran~formaron células BMS de maiz co~ a

cons ccion consister e en el cDNA de z ) 1sionado a la proteir~ ' ~rcac -

GFP ba scqt ol de promotor 2x35S. Est - teina quiméricase - zae ¢

=" ¢ - el - topas 1, no aprecizraost  _ ¢ bio de iocalizacion coi ra-
anfocc” " 3A0° 3.



<

~y

[N



3us , % (. ‘e sen . B, and Pages, M ;LR
) o< . 2 abscis acid respt ve N
C, w800,

8- , P. .., and Pageés, 9 .
; ' T e e pu L0 e €

c

Bu, . .,Pijz,. lessop,A., ~breras,V.,a "Pages,| .. 3 1.C

ot © e abscisic T .
oA e S sfiherab28 3L

son e ax v~ CO S

25¢ S0 3 ©ozege - B8 la’t o we L, 7,25

Lo 3T DE e
w 2 > Lio by

<

¢

«
[
[



J.A. Jiménez, D. Rodriguez, G. Nicolas, C. Nicolas.

Dpto. de Fisiologia Vegetal, Fac. Biologia, Universidad de Salamanca.
Pl. de los Doctores de la Reina s/n. 37007 Salamanca.

E-mail; jeanjn@gugu.usal.es

Recientemente se han descrito diversas proteinas vegetales de union a calcio implica-
das en las respuestas de las plantas al 4cido abscisico (ABA) y a diferentes tipos de
estrés (1, 2). En nuestro laboratorio estamos interesados en los mecanismos de res-
puesta de semillas durmientes de haya al ABA y al calcio y por ello, mediante RT-PCR
usando oligonuciedtidos degenerados conservados en este tipo de proteinas, hemos
aislado un fragmento de 460 pb que presenta similitud con proteinas de unién a calcio.
El clon completo, denominado FsCaBP, se aisld a partir de una genoteca de ADNc cons-
truida partiendo de ARNm de semillas de haya tratadas con ABA (3).

El 4cido abscisico es una sustancia reguladora del crecimiento que ejerce distintas
funciones, tanto activadoras como inhibidoras, durante e! ciclo de vida de la planta.
Esta implicado en el control de una amplio rango de procesos fisiologicos esencia-
les para el crecimiento y desarrolio de la planta, como la formacién y germinacion
de semillas o la adaptacion de la planta a condiciones ambientales desfavorables {(4),
mediante la expresion de genes especificos para cada proceso.

Por otra parte, en los dltimos anos se han acumulado evidencias de que el calcio
puede actuar como segundo mensajero en algunos de los efectos fisioldgicos pro-
vocados por el ABA (5). Mas concretamente, se ha postulado la existencia de 2 vias
en la ruta de transduccion de senales del ABA, una dependiente y otra independien-
te de calcio (6).
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Se ha estudiado el efecto del estrés hidrico en condiciones de campo sobre la fruc-
tificacion y los niveles de giberelinas y de acido abscisico de fos frutos en desarro-
flo de las variedades Satsuma Okitsu y Clementina de Nules. En ambas variedades,
los periodos de carencia de agua durante el crecimiento inicial del fruto incrementan
la abscision de los mismos. La rehidrataciéon, sin embargo, desencadena una nueva
oleada de abscisién en la variedad Clemenules, pero no asi en la variedad Okitsu.
Los incrementos de ABA en los frutos se relacionan con periodos sin lluvias, mien-
tras que los descensos se relacionan o bien con las lluvias o bien con la rehidrata-
cion. La GA,q parece ser el miembro de la ruta de la 13-hidroxilacién gue responde
a las condiciones alternantes de humedad baja y alta, ya que cambios en sus nive-
les antagonizan aquellos que muestra el ABA. En condiciones severas de estrés
hidrico, toda la ruta de sintesis de GAs parece activarse tras la rehidratacién. Los
resultados obtenidos respecto al efecto del estrés hidrico sobre las hojas en desa-
rrollo utilizando pléntulas de citricos en condiciones de invernadero también indican
que el ABA y GA,o muestran variaciones antagonicas.

Cuando los citricos son sometidos a estrés hidrico las hojas pierden turgencia, si
bien permanecen unidas al arbol hasta que el estrés se libera mediante irrigacion o
lluvia, momento en que se produce una abscision subita (Tudela y Primo-Milio, 1992;
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los periodos de carencia de agua durante el crecimiento inicial del fruto incrementan
la abscision de los mismos (Figura 1). La rehidratacion, sin embargo, desencadena
una nueva oleada de abscision en la variedad Clemenules, pero no asi en la variedad
Okitsu. Los incrementos de ABA en los frutos se relacionan con periodos sin lluvias,
mientras que los descensos se relacionan o bien con las lluvias o bien con la rehi-
dratacion. La GA,y parece ser el miembro de la ruta de la 13-hidroxilacion que res-
ponde a las condiciones alternantes de humedad baja y alta, ya que los cambios en
sus niveles antagonizan aquellos mostrados por el ABA. En condiciones severas de
estrés hidrico, toda la ruta de sintesis de GAs parece activarse tras la rehidratacion.
Los resultados obtenidos sobre el efecto del estrés hidrico sobre las hojas en desa-
rrollo de plantulas de citricos en condiciones de invernadero también indican que el
ABA 'y GA,y muestran cambios antagénicos.
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Auxinas y citoquininas

Se sabe que la luz R induce la sintesis de isopenteniladenosina en semillas de
Pinus sylvestris (Qamarunddin and Tillberg, 1889), o el incremento de CKs en
semillas de Rumex (van Staden and Wareing, 1972) y apio (Thomas et al, 1978), aso-
ciandose estos cambios a la interrupcion de la dormicion. En estas dltimas especies
se considera que el aumento de CKs procederia de la interconversién de distintas
CKs almacenadas y no de nueva sintesis. Por otra parte, los mutantes de fitocromo
pew de Nicotiana plumbaginifolia tienen un contenido foliar de zeatina mitad de las
plantas salvajes (Kraepiel et al. 1995).

Durante la desetiolacién CKs y luz R causan respuestas similares, como desarrollo foliar,
cotiledonar y diferenciacion de cloroplastos, con la biosintesis de clorofilas y organiza-
cion tilacoidal asociada (Dei, 1982; Fletcher et al. 1973). Tanto CKs como R parecen
inducir la expresion de genes del plasto (Bracale et al, 1988; Cohen et al 1988).

Por otra parte, la aplicacion de CK es capaz de inhibir la acumulacion de los mRNA
de PHY A en cotiledones etiolados de pepino (Cotton et al. 1990) sustituyendo asi la
accion inhibidora del propio fitocromo. Considerados estos datos en conjunto podria
postularse que la accion del fitocromo se realizaria, al menos en parte, por un
incremento de la concentracién o efectividad de las CKs, y que, estas a su
vez determinarian la capacidad de percepcion de la luz. En este ultimo aspecto,
cabe destacar el trabajo reciente de Seyedi et al. (2001) con el mutante fip 1 de gui-
sante. Lip 1 contiene niveles significativamente bajos de phy Ay le falta el cuerpo
prolamelar en oscuridad. La aplicacion de 2-isopenteniladenina incrementa la canti-
dad de phy Ay revierte en parte la escotomorfogenesis.

No obstante, en otros casos CKs y R tienen efectos independientes y aditivos,
como en la inhibicién de la elongacion del hipocotilo de Arabidopsis. Los mutantes
hy insensibles a la luz tienen una respuesta a las CKs normal salvo en el caso de phy
B (hy3). Tanto CKs como luz saturan la respuesta. Actuarian por dos vias de senali-
zacion independientes y el efecto de las CKs dependeria del etileno (Su and Howell,
1995). Cabe senalar que el mutante phy B tiene una repuesta alterada a CKs, lo que
sugiere una relacién, quiza indirecta, de la transduccion de phy B y CK.

CKs y Pfr estimulan la acumulacion de clorofilas afectando a la sintesis del acido
aminolevulinico (ALA) y a la protoclorofilida oxidoreductasa (POR). La accién a nivel
de la produccién de ALA se ha estudiado en cotiledones etiolados de pepino donde
CKs y R parecen actuar de manera independiente (Fletcher t al. 1973; Ford et al.
1981 Kasemir and Mohr, 1982). En Angiospermas se conocen dos enzimas POR.
POR A se acumula en tejidos etiolados, es el componente proteico principal del cuer-
po prolamelar y, en muchas especies, se degrada de un modo importante al pasar
el tejido a la luz. POR B, presente durante todo el ciclo vital, tiene una expresion mas
o menos independiente de la luz (Reinbothe and Reinbothe, 1996). El phy A inactiva
el gen de POR en plantulas etioladas de Arabidopsis de manera que la luz FR blo-
quea la desetiolacién y el desarrollo del plasto con una represion severa del gen POR
(Barnes et al 1996). En cotiledones etiolados de Cucumis (Kuroda et al. 1996) y de
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transcripc” il via fitocromos con intervencion de un oscilador endogeno (Pattana-
yak and Chatterjee, 1998). Las CKs estimulan también su actividad controlando su
transcripcion. Por el contrario, la actividad de la asparagina sintetasa disminuye con
luz R y mediante la aplicacidn de benziladenina (Dembinski et al. 1996).

La sintesis de antocianos es otro de los procesos, bien conocido, est  ado por
Pfr y CKs. En Arabidopsis La luz regula a nivel transcripcional la fen ilanina ame
nioliasa (PAL1) y la c....  a sintasa {CHS). CKs provocan la acumulacion de a >
cianos, solo en presencia de luz, incrementando los transcritos correspondientes a
4 enzimas: PAL1, CHS, chalcona isomerasa (CHI) y dihidroflavonol reductas (DFR).
CHS y DFR se regulan a nivel tre scripcional, PAL1 y CHI a nivel posttranscripcional.
Dado que el control de la PAL1 - realizan a distinto nivel se supone la existencia de
diferentes vias de transduccion (Deikman and Hammer, 1995).

Mas recientemente se "an descrito otros genes cuya expresidn se estimula por CKs
y luz como el gen de ia monogalactosildiacilglicerol sintasa (MGDG) (Yamario et al.
2000), el de la hidroxipiruvato reductasa (Jin et al. 1998) de pepino y el AtZFP1
(Chrispeels et al. 2000). En general, la accion de la luz v las CKs origina respuestas
estimuladoras de signo positivo. Sin embargo, también se conocen acciones de CKs
y luz represoras de la expresiéon génica como las descritas sobre el gen CRR12 de
pepino {Toyama et al. 1999). En los cotiledones de Lupinus la accion es opuesta, el
gen que codifica la proteina ribosémica S14 (rpsl4) se estimula con CKs y se repri-
me con luz (Cherepneva et al. 1998).

Hay pues evidencia que indica que fitocromos y CKs actdan independientemente
regulando muchos procesos de crecimiento y diferenciacion. Sin embargo, otros
datos experimentales indican relaciones distintas y es posible que la luz modifique
el metabolismo de las CKs o regule etapas de su via de transduccidn. Asi, Sano and
Youssefan (1994) estudian la acumulacion de una quinasa de proteina: el wpk4
gue, en trigo y otras especies, responde 2 la luz y CKs (Ohba et al. 2000; Ikeda et
al. 1999). Detectan que un antagonista de las CKs elimina el efecto de la luz, apo-
yando que las CKs estén implicadas en la via de senalizacion de la luz {Chikano et
al. 2001).

Teniendo presente el conjunto de la informacidn disponible no puede afirmarse la
implicacién de las CKs en las cadenas de transduccién de los fitocromos. Sin embar-
go, dado el nimero y variedad de procesos regulados por CKs y fitocromos, es pro-
bable que el futuro esclarezca una amplia red de vias de transduccion de senales
[uminosas, unas con intervencion de CKs y otras no, interaccionando con otras sena-
les reguladoras en el control del desarrollo vegetal.
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Se ha estudiado el tre  po-*e de AlA en secciones de hipocotilos etiolados de altra-
muz {Lupinus albus. L) 1 izando “H-AIA. 0 L _asporte de la hormona es mayorita-
riamente basipeto y sensible a la inhibicid por NPA, y por tanto reune las caracte-
risticas tipicas del transporte polar de auxinas. La  =nsidad y polaridad del trans-
porte son mayores en las zcnas apicales, con crecimiento activo, que en las basa-
les sin crecinziento. Al au .. ir ‘a edad de la plarta dis~ 1ye la polaridad y mas
aun la intensidad del . ar *norte. Los resufdos =+ sren 3 xistencia de una corre-
lacién positiva entre e sporte polar y ¢ sre ¢ 1 iongitud.

£ transporte de AlAene 5 estd poiarizado en direcc n basipeta. De acuerdo con
la hipotesis guimiosm( ica propueste o~ “beryy She -ake 12974) y Raven (1975),
la polaridad se basa en a existencia @ *ransportadores de salida localizados en la
hase de las céluias transportadoras. En varios estudios se ha confirmado la presen-
cia de proteinas transportac -as er - 9ase de células de parénguima asociado a los
tejidos vasculares (Morrisy — omas 1978, Célweller et al. 1998). . hibidores especk
ficos del transporte polar tales con el ac 2> Ne™ " ald.. o {NPF se han utilizado
cor profision para estudiar = yanel ar 3 ‘ese. =i .e. no) :polar de auxinas

(TPA) en distintos procesos de ciesa o 3 “ree. ert (3 ), "™aciér de raices
adverticias, tropismos eic... 2 .5+ 2 .earent: e s a gensreizada que el
TPA es decisivo para ¢l en 7 ) de asquejes o~ ~ al. 1969, Gar-ido et

al. 2222, su funcHr en e = woar ) G té 0 narece mas discu' da. Le ayor
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PPt o 28 __des, el nspo e Jest ésd 8hes' yescaso. Se... e
o e say .. . suacicnes derechas 2 inver das a  c de mec ¢ e. transporte bau-

to 0 ac detorespectiva  te. a polari‘ac del transac i se “eter~ 16 apican-
d~ \PA a.a superficia de co te unos 1 .5 anies de 'z aplicacion de = AlA.

Los resultados indican que el transporte basipeto es de 3 a2 10 veces mayor que €l
transporte acropeto, y que el NPA produce ‘uerte inhibicion de  -a sporte basi-
peto pero o altera ¢ acropeto. Lo anterior idica claramente que es  6rgano exhi-
be las cav  erisicas, ales del transporte polar en los tallos.

.. . .parte se ha comprobado queia  ~ zac d ransporte bas X Oy U Gl
wol . JPA e Tridad!, varian depenc 0o de 3 'ae~ zacidor de 3 Lo o el
cgalyyde . Jdesd T opt o2 Asi durante « der o 3zrecit to devw @no

¢ Oy o3 de e ac - _.naapical adyacente ¢ 05 lledo =S, que es  zona
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odi Ydetar po 2. azona 23s: sin crecimiento presenta los valores mas bajos y
- 1rediads Or  ymuestra . oresinterriedios. Estos resultadosco ~ar <
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acumulacion se produjo tras 16 h (210 nmol de BA absorbidos.g! ps) y fue seguida
de un minimo a los 2 dias. Esta entrada y salida de BA probablemente estuvo aso-
ciada a movimientos de agua en los cotiledones. En esos 2 dias, BA apenas fue meta-
bolizada por CO (e! 40-80% de la radiactividad presente correspondio a BA libre) y su
concentracion endogena llegd a ser de 88,04 uM a las 16 h, 20 veces mayor que la
aplicada en el medio. Solo se detectaron trazas de los 7- y 9- glucdsidos de BA, for-
mas de conjugacion y detoxificacion, de adenina y adenosina, resultantes de la degra-
dacién de BA, y un porcentaje cada vez mayor del 5-nucledtido de BA, metabolito
considerado forma activa debido a la rapida interconversion entre éste, el ribdsido de
BA y BA (Mok y Mok 2001).

El 22 maximo (188 nmol de BA absorbidos.g! ps) se observo a los 8 dias de culti-
v0. Durante el periodo previo, los cotiledones aumentaron tanto en peso fresco
COmo en peso seco, luego hubo crecimiento. En esta ocasion la BA absorbida fue
mayoritariamente metabolizada en forma de 5-nucleétido (77% de la radiactividad
presente). Ello dio lugar a descensos en la concentracion endégena de BA (3,58 uM
a los 8 dias) e incrementos en la del nucledtido (27,49 y 30,69 uM a los 4 y 8 d).
También se detectaron trazas de otros derivados. Los datos sugieren que:

Los primeros 2 dias de cultivo suponen un periodo de adaptacion de los explantos
a las condiciones de cultivo y a la entrada masiva de BA. No obstante, la alta con-
centracion de BA alcanzada en CO en el primer dia es, probablemente, la inductora
de procesos de division celular visibles en preparaciones de cotiledones cultivados
durante tres dias.

Posteriormente, los cotiledones reaccionan metabolizando BA principalmente en
forma de nucledtidos, no teniendo apenas capacidad para conjugar BA con glucosa.

La segunda entrada de BA, que coincide con la mayor proporcion y concentracion
de nucledtidos de BA en los tejidos, podria ser la desencadenante de la respuesta
caulogénica dado que el periodo minimo de induccion en 4,4 uM es de 6 dias.

El “pool” de nucledtidos de BA desempena un papel importante en la regulacién y man-
tenimiento de las formas activas de BA responsables de la respuesta caulogénica.

El contenido de las Cks enddgenas analizadas (Z, DHZ, iP y sus ribosidos) fue de
0,3-0,4 nmol. g ps y mostrd poca variacion en el tiempo con excepcion de un incre-
mento detectado a las 2 h de cultivo (3,5 nmol.g! ps) debido principalmente a
aumentos en los niveles de Z y RDHZ.
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La adicion exdgena de acido naftalénacético (ANA) y/o del precursor de etileno acido
1-aminociclopropano-1-carboxdlico (ACC) produce la inhibicion de la elongacion vy el
aumento del didmetro de la raiz primaria de maiz, siendo mucho mayores estos efec-
tos en los tratamientos con la auxina. El tratamiento de raices primarias de maiz con
concentraciones micromolares de ACC, en presencia de bajas concentraciones de
ANA (0,01-0,05 uM), estimula el efecto inhibidor de ia elongacion producido por la
hormona. Ademas, la expansion radial, medida como incremento del didmetro trans-
versal de la raiz, causada por la auxina también se incrementa por la adicion de ACC.
Estos efectos estimuladores del ACC sobre la accion de la auxina no se observan
cuando se utilizan concentraciones de ANA mayores de 0,5 uM, que inhiben com-
pletamente la elongacién. La auxina controla los niveles de etileno en raices y ANA
en concentraciones mayores de 0,5 uM estimula significativamente la produccién de
etileno. Estos resultados sugieren que el etileno participa, en interaccion con la auxi-
na, en la regulacion del desarrollo de la raiz; el grado de participacién en este pro-
ceso depende de la produccion endogena de etileno, que estd controlado, entre
otros factores, por la propia auxina.

La auxina es la principal hormona en el control del desarrolic de la raiz. La adicidn
exdgena de ANA a raices primarias de maiz inhibe la elongacion y estimula el crec-
miento radial (Kerk y Feldman, 1995). Ademas, la auxina promueve la produccion de
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Las plantas transgénicas de tomate (Lycopersicum esculentum Mill. cv. Ailsa craig)
transformadas con el gen jaaM de Agrobacterium tumefaciens bajo el control del
promotor 35S CaMV, ademas de sobreproducir auxina también sobreproducen eti-
feno. Los resultados obtenidos son consistentes con el modelo de induccién secuen-
cial de los enzimas ACC sintasa y ACC oxidasa por la auxina.

El 4cido indol-3-acético (IAA) y el etileno son dos importantes fitorreguladores en
plantas que presentan importantes interacciones tanto a nivel de biosintesis como
de accion, hasta el punto de que con frecuencia resulta dificil distinguir los efectos
producidos por ambas fitohormonas (Abeles et al., 1992). Asi, por ejemplo, se ha
sugerido que la auxina podria desencadenar la produccién autocatalitica de etileno
que marca el inicio de los procesos asociados a la maduracion en los frutos cli-
matéricos, y éste, a su vez, podria acelerar la destruccion del IAA (considerado
como inhibidor de la maduracién) una vez iniciado el proceso {Mousdale y Knee,
1981; Brady, 1987). La ruta de biosintesis del etileno esta regulada fundamental-
mente por los enzimas ACC sintasa y ACC oxidasa. Por el contrario, la ruta biosin-
tética del IAA en plantas es todavia tema de debate. Distintas evidencias indican que
en tejidos vegetativos la estimulacion de la produccién de etileno por auxina res-
ponde a una induccion secuencial de los enzimas ACC sintasa y ACC oxidasa (Peck
y Kende, 1995; 1997). La mayor parte de las experiencias planteadas para abor-
dar estos problemas se han llevado a cabo mediante aplicaciones exégenas de
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Giberelinas

es responsble de la unién de coactivadores trasncripcionales a receptores nucle-
ares[20]. También esta presente una region rica en Val (VHIID en casi todos los
casos, incluyendo miembros de la famila GRAS no relacionados con la senalizacion
por GAs), cuya funcion se desconoce. Mas interesantes son la region de repeti-
ciones de Leu y un dominio del tipo SH2 que son tipicas de proteinas senali-
zadoras descritas en mamiferos y denominadas STATs por su doble funcién de
transductoras de sefales extracelulares y activadoras de la transcripcion[21]. En
el dominio SH2 se encuenira perfectamente conservado un sitio de fosforilacion
por Tyr kinasas, cuya relevancia fisioldgica aun no ha sido comprobada.

Es muy probable que la funcién molecular de las proteinas DELLA sea activar o repri-
mir la expresion de genes modufados por GAs. De hecho, algunas proteinas DELLA han
mostrado ser buenos activadores transcripcionales en sistemas heteroespecificos,
como levadura [19] (L.GC, D.A. y M.A.B., resultados no publicados). Aungue las STATs
presentan capacidad de unién al DNA, se desconoce si las proteinas DELLA son capa-
ces de unirse directamente a los promotores de genes regulados por GAs. No aobs-
tante, la posibilidad de establecer interacciones proteina-proteina a través del dominio
LXXLL o algin otro dominio no identificado, permite imaginar facilmente mecanismos
de acceso de las proteinas DELLA a los promotores diana.

Giberetinas
RGL3
/)// \ Imbibicion
RGL1 RGL2 RGL3 ?

Cw bio Tiempo Ension Desarrollo

- Germinacion
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Los genes de cebada que codifican los factores transcripcionales de la clase DOF,
BPBF y SAD (genes Pbf y Sad), se expresan en células de aleurona post-germina-
cién. El mRNA de Pbf es inducido por GA y reprimido por ABA, mientras que el gen
Sad no responde a tratamientos hormonales. Ensayos de tipo EMSA han mostrado
que ambos factores proteicos se unen especificamente a la caja de pirimidinas pre-
sente en los promotores de genes que codifican una cistein-proteasa tipo catepsina
B (gen AlI21) y una a-amilasa de bajo pl (gen Amy2/32b), ambos inducidos por GA
en aleuronas de cebada. En experimentos de expresion transitoria en capas de aleu-
rona, SAD activa la transcripcion del promotor del gen Al21 mientras que BPBF
revierte la activacion inducida por GA en este promotor.

En el ciclo de vida de las semillas de los cereales pueden distinguirse tres fases:
desarrollo o formacion del grano, dormancia y germinacién. La fase de desarrollo
se inicia en el momento de la fecundacién que genera un embrion diploide y un
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Giberelinas

El primer factor transcripcional descrito gue en trans activa los genes de hidrolasas
en células de aleurona de cebada, fue un TF de cebada de la clase MYB que se deno-
mind GAMYB, por ser inducido por GA (Gubler et al., 1995). GAMYB es capaz de
trans-activar una serie de promotores génicos de hidrolasas (Gubler et al., 1995;
1999), a través de su union al motivo GARE. Trabajos recientes de nuestro grupo
han definido varios TFs de la clase DOF expresados en aleurona post-imbibicion que
interaccionan con la caja de pirimidinas del GARC.

El hecho de que la caja de pirimidinas 5-CCTTTT-3", contenga en su hebra complemen-
taria la secuencia 5-T/AAAAG-3’, que es el motivo central de union de o5 TFs de la clase
DOF (DNA with One Finger; Yanagisawa, 1996), junto con la observacién casual de que
el mRNA que codifica la proteina DOF, BPBF, se expresa en aleurona de cebada a los dos
dias de la germinacion, nos hizo postular que tal vez algin TF de la clase DOF pudiera
estar participando en la regulacion de los genes de hidrolasas expresados en aleurona
postimbibicion. El gen Pbf (proteina BPBF) habia sidc implicado durante el desarrollo del
endospermo como un activador transcripcional del gen Hor2 (proteina B-hordeina) a tra-
vés de la unién a la caja de prolaminas, 5-TGTAAAG-3 (Mena et al., 1998).
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* Fstructura en dedo de zinc del do * *+ DOF de BPBF; se indican en gris los residuos variables

¢o SAD. . . Dendograma de la secuencia de aminoacidos de los dominios DOF de BPBF y SAD de cebada
comparados con otros DOF de cereales en lss vancos de datos (HV-cebada; ZM=maiz; OS=arroz).
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La idea de que BPBF fuera un competidor de otro activador transcripcional de la
clase DOF, p.e. SAD, es consistente con la observacion de que las dos cajas de piri-
midinas, D1 y D2, son elementos positivos del promotor del gen AI21 (Cejudo et al.
1992a). Las concentraciones relativas de SAD y BPBF en cada momento, asi como
sus afinidades relativas por los elementos D1 y D2, dirigiran el efecto global de las
cajas de pirimidinas en el promotor de Al21. Estas actividades (activador-represor)
a su vez operarian a través de la asociacion con otros TFs, p.e. GAMYB. En este sen-
tido es interesante constatar que ambos factores transcripcionales DOF (BPBF y
SAD) interaccionan fuera del dominio de unién a DNA, concretamente por sus extre-
mos C-terminales, con GAMYB en el sistema de 2-hibridos de levadura {Diaz et al.,
2002; Isabel-l.aMoneda et al., 2002).

Dado que los transcritos de BPBF aparecen mas tarde que los de GAMYB y son
simultaneos con los de Al21, un posible papel, para BP8BF pudiera ser el de
poner fin a la transcripcién del Al21, y posiblemente a la de otros genes de
hidrolasas, como parte del inicio de la muerte celular programada (PCD) en célu-
las de aleurona.

Se vislumbra, por tanto, un complejo entramado transcripcional compuesto por pro-
teinas de las clases MYB y DOF v, por el hasta ahora desconocido factor(es) trans-
cripcionalles) que reconozcan el tercer motivo del GARC, 5°-TATCCAC-3', en la regu-
lacion de los genes que codifican hidrolasas en la aleurona post-germinacion.

Se reconoce la financiacion del Ministerio de Ciencia y Tecnologia (proyecto
BMC2000-1483) y de la Comunidad de Madrid (proyecto 07M/0015/2001).
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en camara, muestran un nivel de expresion de las invertasas muy inferior al de la
sacarosa sintasa, existiendo ademas una gran especificidad de tejido. Asi la inver-
tasa neutra se expresa en niveles similares en todos los tejidos, aunque su expre-
sidn es ligeramente superior en tejidos verdes; la invertasa vacuolar se expresa pre-
dominantemente en peciolos con niveles muy bajos en raiz; y las invertasas exoce-
lulares muestran niveles indetectables de mensajeros en la raiz. El patron de expre-
sion de la invertasa neutra en las muestras de campo es analogo al observado para
la SS, con un méximo es el mes de Marzo y disminucién posterior, sin que se modi-
fique de manera sustancial por el paclobutrazol, aunque si se observa una caida en
su expresion en el mes de Agosto en los tratamientos tardios, que podria ser en
parte responsable de la disminucién en los riveles de azicares reductores descrita.
De igual manera, la invertasa vacuolar muestra un comportamiento semejante en
cuanto a la evolucion de su expresion con el desarrollo del cultivo, aungue en este
caso los tratamientos con paclobutrazol si muestran ura reduccion significativa de
su expresion en raiz, que puede ser otra causa del efecto positivo del tratamiento
sobre los niveles de azucares reductores.

En conjunto los resultados descritos muestran el diseno de un método efectivo para
reducir el espigado de la remolacha, que ademas incrementa significativamente la
produccion y calidad del cultivo, poniendo de manifiesto la importancia del estado
de desarrollo del cultivo en el momento de su aplicacion. Este tratamiento podria
tener una gran importancia en el control del cultivo de la remolacha azucarera, si
bien seria de gran interés realizar ensayos que permitieran optimizar el momento de
aplicacion del tratamiento.

Este trabajo ha sido financiado mediante el proyecto IFD97-0893-C03-02 del Minis-
terio de Ciencia y Tecnologia.
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Las giberelinas (GAs) estéan implicadas en distintos procesos del desarrollo de las
plantas. Se ha visto que hay una correlacién entre los niveles de GAs activas vy la
elongacién del tallo, pero también existe correlacidon con otros procesos de desa-
rrollo. Los niveles de GAs activas se regulan mediante el control de los enzimas de
la biosintesis y también por medio de enzimas de inactivacion. La superproduccion
de enzimas como la GA 20-oxidasa, GA 3-oxidasa y la GA 2-oxidasa, en plantas de
tabaco, ha permitido alterar los niveles de GAs y la altura de las plantas (Vidal el al
2001, Ubeda en preparacion) y ademas ha puesto de manifiesto el papel limitante
de algunos enzimas, pero no de otros, en los procesos controlados por GAs. La dis-
ponibilidad de plantas transgénicas de tabaco, superproductoras de diversos enzk-
mas de giberelinas, nos ha permitido obtener, por cruzamiento entre ellas, nuevas
lineas hibridas que poseen mas de un paso de la ruta de GAs alterado o lineas con
distintas dosis génica del transgén y estudiar los efectos fenotipicos de tales modi-
ficaciones. El gen Ps3ox1, que codifica una GA 3-oxidasa de guisante, y cuya sobre-
expresion en tabaco no afecta la altura de las plantas, es capaz de intensificar el
fenotipo alargado inducido por el gen CcGA200x1, de la GA 20oxidasa de naranjo,
en lineas hibridas para ambos transgenes. La sobreexpresion conjunta del gen
Cc200x1 (inductor de fenotipo alargado) y del gen NoGAZ2o0x1 (inductor de fenotipo
enano) permite deducir la importancia relativa de los respectivos enzimas en distin-
tas fases y procesos de desarrollo. El fenotipo causado por el gen Cm200x1 (induc-
cion de alargamiento o reduccion de altura) depende de la dosis génica y de la pre-
sencia de otros transgenes.
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Giberelinas

ruta biosintética de giberelinas (GAs) y cuyos productos finales (GA,q y GAg) son pre-
cursores de GAs activas. La sobreexpresion de genes de 20-oxidasa en plantas
transgénicas es capaz de aumentar los niveles de GAs y consiguientemente la altu-
ra de las plantas en Arabidopsis (Coles et al. 1999) y tabaco (Vidal et al. 2001). Las
GA 3-oxidasas son también dioxigenasas gue catalizan la conversion de los produc-
tos de la GA 20-oxidasa en las giberelinas activas GA, y GA,. La superproduccion de
este enzima en tabaco no conduce a ninguna alteracion en la altura de la planta
(resultados no publicados obtenidos en nuestro laboratorio).

El silenciamiento de los genes de GAs, como método de reducir las GAs, puede
tener consecuencias muy distintas dependiendo de que exista o no redundancia de
genes en el control de un enzima. Para reducir los niveles de giberelinas, hemos
transformado plantas de tabaco con genes que codifican enzimas que producen GAs
inactivas a partir de precursores como la GA;, o los productos activos GA, y GA,.
Por un lado hemos introducido el gen CmGAZ20ox1 (Lange et al. 1994), que codifi-
ca una GA 20-oxidasa atipica que cataliza mayoritariamente la sintesis de GAs sin
actividad biologica (GA,; y GA,s). Contra lo que cabria esperar, y al contrario que en
Arabidopsis (Xu et al. 1999), Solanum dulcamara (Curtis IS et al., 2000) y lechuga
(Niki T et al., 2001) las plantas de tabaco poseen una mayor altura. En este trabajo
estudiamos las razones que pueden explicar esta discrepancia. Mediante la super-
produccion de una GA 2-oxidasa (que convierte las GA; y GA; activas en GAg y GA3,
inactivas) en plantas de tabaco, si hemos conseguido reducir 10s niveles de la GA,
activa y la altura de las plantas (Ubeda et al).

La disponibilidad de plantas transgénicas de tabaco, superproductoras de diversos
enzimas de giberelinas, (35S::CcCPSI), (35S::Cc200x1), (35S::.Cm200ox1),
(35S::Ps30x1) y (35S::No20x1), nos ha permitido obtener, por cruzamiento entre
ellas, lineas que poseen mas de un paso de la ruta de GAs alterado o lineas con dis-
tintas dosis génica del transgén vy estudiar sus efectos sobre el fenotipo.

Obtencidn de nuevas lineas hibridas con la ruta de GAs modificada genéticamente

Las lineas hibridas conteniendo dos transgenes diferentes se obtuvieron por fertil-
zacion cruzada entre las transgénicas ya existentes portadoras de alguno de los
siguientes transgenes: (35S::CcCPS1), (35S::Cc200x1), (35S::Cm20ox1),
(35S::Ps30x1) y (35S::No2ox1). Todas las transgénicas proceden de la variedad
Nicotiana tabacum cv. Xanthi y poseian el transgén insertado en un solo loci.
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Giberelinas

adicion exogena o mediante la aportacion de un transgén para la CPS (el primer enzi-
ma de la ruta de GAs), tienen como consecuencia una intensificacion del fenotipo alar-
gado. También se ha estudiado la reduccion de los niveles de substrato mediante ia
aplicacion de inhibidores y se ha investigado los efectos conjuntos de este transgén
con el gen NoGAZox1 para el enzima de inactivacién GA 2-oxidasa.

Sobreexpresion del gen Ps3ox1, que codifica una GA 3-oxidasa de guisante, en taba-
co. Causas posibles de la falta de un fenotipo alargado.

Se han obtenido plantas transgénicas de tabaco que expresan el gen Ps3ox1, para
la GA 3-oxidasa de guisante (Martin et al., 1997), bajo el control del promotor 35S y
cuyo fenotipo no presentaba diferencias significativas con la plantas control. La falta
de fenotipo de estas plantas transgénicas puede entenderse si el factor limitante del
paso catalizado por la 3-oxidasa es el substrato y no el enzima. Con el objetivo de
aumentar el aporte de substrato, se han obtenido plantas hibridas que ademas de una
copia del gen Ps3ox1 eran portadoras de una copia del gen CcGAZ200xil (para el
enzima GA 20-oxidasa) que cataliza el paso anterior. Dichas plantas hibridas mostra-
ban un incremento de la longitud de la inflorescencia. La longitud del hipocotilo pare-
cia estar ya cercana a la saturacion en las plantas 35S::CcGA200xi1. También hemos
ohtenido plantas hibridas que poseian una copia del gen NoGAZox1, para el enzima
de inactivacion GA 2-oxidasa, que compite por 10s mismos substratos que el enzima
3-oxidasa. La presencia del enzima 3-oxidasa reduce el efecto enanizador de la 2-oxi-
dasa en mayor medida que la 20-oxidasa, aun cuando ésta tiene un enorme efecto
fenotipico por si misma, que no tiene la 3-oxidasa.

Sobreexpresion conjunta en plantas de tabaco del gen Cc200x1 (inductor de fenoti-
po alargado) y del gen NoGAZ20x1 (inductor de fenotipo enano).

Los genes CcGA200x1 y NoGAZ2ox1 que codifican respectivamente una GA 20-oxi-
dasa de naranjo y una GA 2-oxidasa de adelfa tienen efectos opuestos en plantas de
tabaco. Ademés su importancia en distintas fases de! desarrollo es cuantitativa-
mente muy diferente. El efecto de Cc20ox1 es mas patente en el crecimiento del
hipocotilo y el de NoGA2ox1 se incrementa en fases vegetativas mas tardias. Del
analisis del fenotipo de las plantulas se desprende que, a nivel del crecimiento del
hipocotilo, la GA 20-oxidasa es el enzima mas importante y solo con las lineas paren-
tales enanas mas extremas se puede apreciar un efecto debido a sobreexpresion
conjunta de ambos genes. Se presentaran los resultados de los efectos conjuntos
sobre el desarrolio vegetativo posterior, la floracion y el desarrolio de los frutos.
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Con el objetivo de conocer el papel que juegan los genes AtGA200x1, 2, 3y 4, de
la familia multigénica de GA 20-oxidasas de Arabidopsis thaliana, se han obtenido
plantas transgénicas que expresan ribozimas de cabeza de martillo disenados para
cortar de forma especifica cada uno de esos genes. Asimismo se han obtenido clo-
nes de cDNA para los genes AtGA20ox4 y 5, y se ha medido su actividad GA 20-oxi-
dasa in vitro.

Los enzimas GA 20-oxidasas catalizan uno de los Gltimos pasos de la biosintesis de
giberelinas (GAs) activas (1). En Arabidopsis se conocen 5 genes distintos que codi-
fican GA 20-oxidasas. Tres de ellos estan muy bien caracterizados (2): AtGA200x1
se expresa principalmente en tejidos vegetativos, AtGA20ox2 en tallos de inflores-
cencia y meristemos florales, y AtGA200x3 en siliqguas inmaduras y plantulas muy
jovenes. Los dos restantes, AtGA200x4 y AtGA200x5, se obtuvieron como clones
de DNA gendmico a partir de los datos de la secuenciacién del genoma de Arabi-
dopsis thaliana, desconociendose todavia su regulacidn a nivel transcripcional.
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Giberelinas

debia 2 un fenémeno de redundancia génica, en el que la expresion de otro gen de la
familia podria enmascarar la falta del silenciado, se realizaron cruces entre estas trans-
génicas. Tampoco se observaron fenotipos en estas plantas que expresan dos ribozi-
mas. La falta de fenotipos puede ser debida a la regulacion feed-back que sufren estos
genes (2), ya que una disminucion en el contenido de GAs activas provoca un aumen-
to en la transcripcion de los mismos. Posiblemente la capacidad de los ribozimas de
disminuir la expresion de una GA 20-oxidasa no sea suficiente para sobrepasar este
mecanismo de regulacion.

En el caso de plantas transgénicas que expresan ribozimas frente a AtGA200x4, uni-
camente una de las lineas transgénicas mostré fenotipo de carencia de GAs (altura
reducida y retraso de floracion en dia corto). No obstante, la secuenciacién del sitio
de insercién del T-DNA mostré que éste se hallaba en la zona codificante del locus
GA4, correspondiente a una GA 3-oxidasa, enzima que cataliza el Ultimo paso en la
biosintesis de GAs activas.

Por ultimo, a partir de RNA de flores y del mutante gal de Arabidopsis, se han obte-
nido clones de cDNA para los genes AtGAZ200x4 y 5. Sus zonas codificantes se han
clonado en el vector de expresion pET32, y se ha obtenido la proteina recombinan-
te en la cepa BL21 de E. coli. La actividad GA 20-oxidasa de estas proteinas se
midio por incubacién de lisados de estos cultivos con sustratos marcados radiactt-
vamente. La proteina AtGA200x4 es capaz de catalizar in vitro los pasos de GA,,
hasta GAq, pero no ha mostrado actividad cuando el sustrato es GAs .. Por su parte,
AtGA200x5 solamente es capaz de catalizar el paso de GA:, a GA:;
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Giberelinas

Con el fin de obtener plantas con la respuesta a GAs reprimida, se generaron plantas
transgénicas de tomate con dos construcciones portadoras del gen mutado gai de
Arabidopsis, una bajo el control del promotor 35S del TMV (35S::gai) y otra bajo el
control del propio promotor del gen (gai::gai). Por analisis northern se comprobo que
expresaban el transgen y que éste era transmisible a la siguiente generacién. Las
plantas muestran un aspecto compacto con una menor altura respecto al silvestre,
proliferacion de ramificaciones secundarias y dificultad en el cuajado de los frutos.

Para la obtencion de plantas que tuvieran la respuesta a GAs activada constitutiva-
mente se clond el gen LeGA! de tomate y se sobreexpresé en antisentido bajo el
control del promotor 35S del TMV (35S::GAlas). Se comprobo, por RT-PCR, gue las
plantas transgénicas obtenidas expresaban el transgen y que habia una disminucion
en los niveles de expresion del gen enddgeno. El fenotipo de estas plantas es estili-
zado, de una altura mayor que las silvestres, disminucion de las ramificaciones
secundarias y presenta frutos partenocarpicos.

Los datos sugieren que en tomate el gen GAl estaria controlando la elongacion del
tallo, la dominancia apical y el desarrollo de la hojas. A diferencia de Arabidopsis,
también parece estar implicado en el desarrollo del fruto. Ninguno de los transfor-
mantes presentd diferencias en la longitud del hipocotilo respecto al tipo silvestre,
tanto en presencia de luz como en oscuridad. No se detecto disminucién en los nive-
ies de expresion de un gen GAHike de tomate. Esto dltimo parece indicar que, en
tomate, la pérdida de funcion de LeGAl es suficiente para obtener un fenotipo de res-
puesta constitutiva a GAs.
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Las cisteinproteasas de plantas son enzimas proteoliticas cuya actividad puede
estar regulada por inhibidores enddgenos especificos, 1as cistatinas. En determina-
dos tejidos, enzimas e inhibidores estan a su vez regulados por hormonas. Se ha
caracterizade  clon cDNA (gen CatB) de cebada que codifica una cistein-proteasa
homologa a la catepsina B de trigo (Cejudo et al. 1992) y mediante analisis de tipo
Northern blot se ha demostrado que se expresa en todos los tejidos analizados,
especialmente en aleurona en post-germinacion, donde sus niveles de mRNA se indu-
cen por acido giberélico (GA) y se reprimen por acido abscisico (ABA). De forma ana-
loga, |2 expresion del gen fcy gue codifica una cistatina de cebada (Gaddour et al.
2001), inhibidor in vitro de la catepsina B bovina, aparece en los mismos tejidos que
el gen CatB, pero en aleurona los correspondientes transcritos disminuyen con el
tiempo durante la post-germinacion, se apagan por GA y no responden a tratamien-
tos con ABA. Ademas, ambos genes se expresan en otros tejidos, tanto de semilla
como vegetativos y en hojas se inducen por frio y adoptan patrones de expresion
siguiendo ritmos circadianos. Estos datos sugieren que la expresion de los genes
CatB e Icy de cebada esta regulada de manera coordinada.

Las cistein-proteasas de plantas comprenden un amplio grupo de enzimas que par-
ticipan en multiples procesos fisiologicos como son homeostasis, desarrollo, muer-
te celular programada, “turnover” proteico, etc (Beers et al. 2000). Estos enzimas
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El analisis funcional de promotores de genes que codifican hidrolasas inducidas por
acido giberélico (GA) en células de aleurona durante la germinacion, ha permitido la
identificacion de un complejo de respuesta a GA (GARC), como un elemento triparti-
to a través del cual se regula su expresion espacio-temporal mediada por factores
proteicos. Describimos el papel que desempenan dos factores transcripcionales de
cebada de la clase DOF, BPBF (gen Pbf) y SAD (gen Sad), en el control de la expre-
sion de genes de hidrolasas durante la germinacion de la semilla de cebada. Anali-
sis de tipo Northern blot, RT-PCR e hibridacion in situ han demostrado que los trans-
critos de ambos genes se expresan en las capas de aleurona durante la germina-
cion, donde el gen Pbf es inducido por GA y reprimido por acido abscisico (ABA),
mientras que el gen Sad no responde a tratamientos hormonales. Ensayos de tipo
EMSA han mostrado que ambos factores proteicos se unen especificamente a la
caja de pirimidinas presente en los promotores de genes que codifican una cistein-
proteasa tipo catepsina B (gen Al21) y una o-amilasa de bajo pl (gen Amy2/32b),
ambos inducidos por GA en aleuronas de cebada. En experimentos de expresion
fransitoria en capas de aleurona, SAD activa la transcripcién del promotor del gen
Al21 mientras que BPBF revierte la activacion inducida por GA en este promotor.

Durante la germinacion de la semilla de cereales se produce la movilizacion de las sus-
tancias de reserva almacenadas en el endospermo amildceo gracias a la sintesis y
secreciéon de enzimas hidroliticas producidas por las células de la aleurona (Rastogi y
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La capa de aleurona de la semilla de trigo es el Gnico tejido que, junto al eje embrio-
nario, permanece vivo tras el proceso de desecacién que tiene lugar en las fases
finales del desarrollo. Tras implicarse activamente en 10s procesos posgerminativos,
la capa de aleurona entra en un proceso de muerte celular programada. Tanto la acti-
vacion metabdlica como la muerte celular estan controladas hormonalmente por
giberelinas. En este trabajo se ha estudiado la muerte celular programada de ia capa
de aleurona, en especial, la fragmentacion internucleosomica del ADN gendémico
caracteristica de la misma, y se ha identificado una nucleasa posiblemente relacio-
nada con ese proceso. Dicha nucleasa es inducible por GAsy se localiza en nicleos

de células de aleurona que han empezado el programa de muerte.

El 4cido giberélico (GA3) coordina muchos de los fenémenos que tienen lugar lugar
tras la germinacion de la semilla de trigo: acidificacion del endospermo, sintesis y
secrecion de enzimas hidroliticas, degradacion de sustancias de reserva y muerte
celutar de la capa de aleurona (Dominguez y Cejudo, 1995, 1999; Cejudo et al,
2001). Esta coordinacion es necesaria para el suministro de nutrientes a la nueva
plantula durante la fase de crecimiento heterdirofa y hasta que la plantula empieza
a hacer fotosintesis.

El tltimo proceso activado por el GA; en la célula de aleurona es su propia muerte
celular. La muerte celular programada es un proceso de eliminacidn selectiva y orde-
nada de células innecesarias, potencialmente dafinas o de funcion transitoria, con-
trolado por un programa genético. Asi se eliminan en las plantas, por ejemplo, las
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Higher plants develop from a heterotrophic embryo and differentiate into a
physioclogical mosaic. This consists of photosynthetically active source-tissues, such
as mature leaves, and photosynthetically less active or inactive sink-tissues, such as
seeds, flowers and roots. However, the pattern is not static. Plant development is
accompanied by changes with respect to sink strength of individual organs, the
number of competing sinks and sink-source transitions. Thus complex regulatory
mechanisms have {0 be assumed which integrate the expression of the different
enzymes involved in carbohydrate partitioning and sink metabolism. Insight into the
mechanisms is not only important for understanding plant growth and development,
but is also a prerequisite for manipulating sink-source relations in transgenic plants
in order to increase crop yield.

The long distance transport of carbohydrates, in most plants in the form of sucrose,
occurs in the phloem and is driven by differences in solute concentrations and
osmotic potentials. Since the removal of sucrose steepens the sucrose gradient and
thus enhances the flow to sinks, sucrose cleaving enzymes are expected to be
important for phloem unloading and sink metabolism. Extracellular invertase is a cell
wall bound enzyme that catalyses the irreversible cleavage of sucrose released into
the apoplast via sucrose transporters. The resulting hexose monomers are then
imported into the sink cell by monosaccharide transporters. Supplying carbohydrates
via an apoplasmic phloem unloading pathway provides a mechanism for fiexible and
fast adjustment of the carbohydrate supply according to wide variations in demand.
Due to inclusion of protein mediated steps, the process of assimilate partitioning can
be efficiently regulated according to the current metabolic requirements. The
tremendously large surface area of the total apoplasmic space surrounding all sink
cells provides the possibility to allow very high uptake rates if required.
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Conferencia de clausura

induction and has been reported to increase invertase activity in various organs of
different species. Experimental evidence for the transcriptional regulation of
invertase genes was obtained for pea and a heterologously expressed flower
specific invertase of tomato.

A correlation between the stimulation of growth and of extracellular invertase activity
has been obtained for different species. Gravi-stimulated auxin redistribution seems
to be involved in asymmetric induction of invertase mRNAs in oat and maize.

The siress hormone abscisic acid as was shown to increase the activity of
extracellular invertase in seed tissues of avocado and to induce a tomato invertase
gene, in agreement with the identification of abscisic acid responsive cis elements in
the corresponding promoter.

Ethylene, in contrast with the previous hormones, was shown to represses the mRNA
level for extracellular invertase CIN1 in autotrophic C. rubrum in parallel with a
reduction in their specific activity. A general physiological significance can be a down
regulation of enzymes associated with active growth, such as extracellular invertase,
in favour of induction of enzymes required for fruit maturation and ripening by
ethylene. Ethylene is the only stimulus known to down regulate the expression of
extracellular invertase.

The finding that extracellular invertases are also regulated by sugars is also of
particular significance for the regulation by phytohormones. This mechanism allows
the cell to maintain or to amplify the stimulation by other signals -such as
phytohormome- via a feed-forward regulation: upregulation of extracellular invertase
by any stimulus enhances sink strength and thus results in an elevated sugar
concentration that will function as signal to further induce the extracellular invertase.

The induction of extracellular invertases by the various phytohormones can in most
cases be related to the increased carbohydrate demand of growth stimulated
tissues. These findings indicate an important link between primary metabolism and
phytohormone action. Thus elucidation of the relation between extracellular
invertases and phytohormones will be important to unravel the molecular
mechanisms of physiological phytohormone responses.
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