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FIGURA .J.. - Ruta de bioaintasis de pollaminaa: 

(1)- argrinaswa 
(2)~ ornltinn daacarbaxilaea 
(3)- ezrginina deacerbaxilaan 
(Ir)- qmatina amidinoh.i.d~olasa 
(%)- sgmatina iminahidralaea 
(ti)- N-cnrbamilputrascina amidohidrolaae 
(9)- otsparmidina sintara 
(ll)- eapwmmina sintasa 
(9)- t+adenaailmatianina desearbaxllaea 

(le)- litina dnacsrboxilasa 
(II)- mo~tfonina sintaea 







H 







11 

( i ) 

(3) 



12 



13 



14 

l4<;l~lc 

CW, 

NI~I,-@I,I,-CtI,-Ctl,~C-Caatl 

‘Nn, 

H,N wi, 

C-N(tt)-N~~~C(Gtl,)-C(t.I)~~~N-N(H)-C: 

I,IN ‘NN 







17 











En csmparacidn can la biaeintesis y dsgradaclbn de 

palinminaa, paca sa Conacs acwcs de Irfu posteriar mntabolismn, 

#4 1, b k a n , bstw pPrrecen fWIelonwr coma precursores en la 

Ftxrma610n dia clartue metabolitas oecundsrlos en plantss. 

En F,njidoe dtl callas de N. tabacum lõrs poliarminss 

~~~~rac~ln, csri en su totelldad, coma amidas conjugadun (med,ian- 

ta uniûn covalantn) el dcielas hldroxicinãmicoe (Mizuaiakl et al., 

1971) y @n cultlvoe de cBLultze en suspeneldn, (1s ciertos 

mutantee da N, &~Dscu~ii, estas conjugadas representan la mayori@ 

$U lae constituyentes PenblLcos en la cBLuln (Berlin, 198l). 





,) -CtI-~Ctl-C-NH- ( CHI) -NH, 
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,> -CtlMX-C-NH- (CH,) ,-NH- (CH,),-NH, 
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Se conooe muy poca acorte\ de la localizwcidn subcelu- 

Xnr de 1~ poliamlnna o de eue enzimas biosint6ticas, A lo 

Iprrqa de las invwtlgacionee reallzadw se desprende la idea de 

su paeibla compartimantncldn. 5% obcaerva que 83. datino 

metWxS,llco pusde raer completamente diferente esglln ee trate de 

K,-erginina npllcnda exdganamente 0 del “pool’l de L-nrglnina 

mnddqenér (Schubsr y Lwnbert, 1974). Un problomw similar surge 





el ser rnazi ribund~lnta nn sl nllcloo, ~s~cidndose con el ADN y ARN 
nuclc!nr. 1.n asparmid,ina sn hnlln a menudo en los riboãomas y, 
~jurrto con putr«t;ckrra , r~socinda con ARN, y posiblementa ARN. en 

131 citosc~l (Galston y Kaur-Sawhney, 1981) , 

I~lemom comsntada algunos de las macani~mos que regulan 

bn cxwrwilnCrac16ri dtr paliamine an la c&.Lulsr, sin embargo otro 

A tmnor @n cuanta aa-~a es3. trnnaporte de dichae suetanclaa, yw 

que , par ajrmplu, ss ha observado que La inlciacibn de 142 

prollfaracibn en ~lbrobla~~toe humanos eet& acompafiada de un 

Lncrsmanto en al transporte cla putrencina y no de una sinteela 

knt:raoc.lul,ar de IA miema (Pohjwnpelto, 1976). Por lo tanto, en 

lon ti:ltlmos st?ns una gran parta dsnl eetudio en el campo de lae 

paliaminar se ha centrada en la caracterizaci6n del transporte 

calnlerr (haela el Interior o au aecrecidn) como mecaniffimo 

txqukador de loa nivelns Eanddgenae dL3 pollamines. 
rFabar y Tabor en 1966 fueron los prlmoroe en abordar 

dicho wdtudlo. De~cribiwen que an E. cali son doci 10s mecanie- 

mea impXkcadoa opn ltt acumulaeibn de poliaminae: una absorción 

no ~I~l~Qnd~Qn~Q dc wnergia, que so cleaerrolla tanto a 37°C coma 
a 0”~ y un sJ,etemw transportador dependiente de loe procaeoe 

matakx!t .kaa, qus no ocurrf3 01 O”C, y que decrece mercadame’nte 

por la nuaancia de cylucoea o por la adicibn tzle p-dinitrofTenol.. 

En Anacyskts nidulana Nkigv la velocidad clta cPptaci&I 



Reciantemante ha 8idc1 abordado al eetudio dcasl 

tïunnp*rtn celular wn plantaa. La cin&.zica de la captacibn de 

wllntnlnna ha aldo @etudLad%r en p$taloe da Saintpaulla ianantha 

Wmnd 1 . En smtm nlotema, Irr captncldn dc putrsacina, sapermldina 

y wqwarmina 18~ depondienta dal pH extsrno, obeervdndose dea 

mdximc)~: PI bajae cencentracianaa axtrecalularas de pollaminae, 

eZ 6ptlmu WBJ w valurae ds pH entre 4,s y 5,s , ocurriendo 1~ 

aaptacibn en contra da un gradiente do concsntracidn: a altass 

cancnnkraeianaa der pollamlnaa, eI. pH 6ptimo os 8,0, trigulendo 

In c:p\ptoc:lbn un grediwWs+ do ccancantraci6n con valoree da K. de 

8,6 , 1,2 y 2,1 mM para putrescine, sriper~midina y aflparmlna, 

r~~r~~~~t~v~~~nt~~ Lota resultadas de axporimsntos de compaticldn 

~rervealtrn qutil putrsscina y aspermldina no comparten érl miamo 

a.latarnrr trwnapertador, La mayar parte dn J.a putrescina tranw 

pmtada @PB localiza en la vacuola, gue ocupa una gran parte da 

la* tx%lulna derl parbnquima ds S. iananttha. El mQcwn.i.emo 

Impulsat: de1 traneporte no est& claramente drafinido. Dbfarentes 

deasaco@.adoraa no Ben C~XKXJ~ de afectar la captorci6n, 

&n embarga, saX. trans~porto da separmidina BS Inhibido un 35% a 

o”c: y un 68% por el tratamiento con tiocianato sbdico 20 mM, 

C;Q~ raaptacto al control, wtewdo implicado, poalblemonts, un 
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ht@ndiff~ndo (1 In rclgulación de la concsntracl&t 

Stldt’rqQtltt ti« p01 Laminas «n la planta, otro factor a considerar 

QZ4 SU pO::ih10 trannporte intercalular o si &stas son tranapor- 

tznds\s 4 I t1 KY]” dint.atwin, entra drganos sintetizadores y 
sumidnrcw , por medio de los elemantos conductores. 

K.as IW~3StiCpdO~WI sobre la translocwclckt do 

pc~ILIc\m1trnrr RurqOn s\ rkiz ds con*lidarar que tales sustancias son 

UblCllWS y n?arc~n una Importante función en los procesos dn 

cr@c:lmiento y diPnranciaci8n. Con all.0, su accit$n seria similar 

a Iw da hormmnw vmptx~lea, pudiendo ser las pol.lwmlnas un 
nwvc “1 r II po cl 8 raquladorwa endbgcanos del crecimiento da 

naCura Laxs hormona1. (nn contraposlci6n a otros hechos que 

apuntan hticla su papal como “segundos meneajeros~T de la accibn 

horm0t1o 1 ) * Psra tal consfderncldn habrla que demostrar su 

maVllId~cl a la largo dn la plantu como criterio para ejercer au 

Eunclbn requlndora. 

Nar~ta 831. momento, sxlstan pocoe datos, siendo batos 

controvartidaw. Chcan y Kao (1983) exponan que el ePacto 

~ri~~~~tr~~~~~~n~~ cle paliaminas ax6g@nas, aobre In pdrdidn de 

alcmaPitars PII hojeo eortadwm da clifertìntets eapoclas astrl 

Xtmltnda a loa tnjldna añrndador da1 corte o cerca da la vena 

pr.L nc 1 ps 1 . No parecnn panetrar Bn eiraas fOlisrQs no vasculari- 

zaclr\s. Cuando son Inyectadas poliaminns marcadas a cotiledones 

cia I’ I 84ac$vuat atialados, Qstas son transportadas pobremente a 

,jldoa del apicbtllo, Sin nmbargo, importantes nivalas de 

redlactlvidad puedan sEIr recuparados on los tejidos dsl 

sp,kcx5t,lla, nn Parma da putrascina 0 cadaverina, cuando 

L.-arg1.nIna o I,-Lisinw marcadas sü suministran a los cotlledo- 

mw. Par tanto, Ias paliaminas sintetizadas an al tejido Puen~te 

(cut,ikedonee) san translocadaa a poca distancia (en 4 h), 

mientras que la@ paliaminas halladas en la regidn do crscimian- 

to surgen del. transporte y convorsidn de sus aminodcldos 
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X.4.- FUHCLQN HOI.iXlJI.Al~ DE LAS WIJAMINhS 

fklchas de las funcionee biol6gicas que ejercen las 
petliaminne pnrac:on 88r ntribuidns EL su natural.aze\ policntibni- 
ca . l~iCtl0 c:arnctC~tr permjta 9u interacoidn eJ.ectroet8tice con 

~~~TLI&DCES C~t;l̂ ~rt~ nogrttivos de loe dcidoe nUclnj.cas, fosPollpi.dos 

da mUmt>rana asi como gruyoa funcionales, cergedoe negativaman- 

te, tIe proteinan anzimdtlcee o estructuraJ.es de la cBluJ.a. 

Laa poli8minao ragulwn ler estructure da Lqcidos 

nuclnlcom N, determinados nivelea de orgenlzacidn (Tabor y 

Tabor, 1984 ) , La tetrwnmlna cbanpermlna, con sus cuertra grupoa 

amlnu, *iEr une *lactraatkIticamsnt63 a doe aniones PoeEato de cada 

c~sdt~na da AUN, bmponlsndo rigidez & 1~1 eetructurPr y eetablli- 

Xdndola czontra 1p1 dfaanwturalizacibn t&mlca (LLquori et: al., 

Lo167 ) * Las vnrfsclenes on al contenido de espermidina y 

@tlr~mrmlna del ADN, t'acilitan las cambioe conformacionalas 

(trsnaiclbn da Iw forma PuncLonaI fl LI Iw no Euncionwl Z en 

psllnuclwItidas alntt%tices mstiladoe) a concentraciones salinas 

61aI~lbqåcna (Saha y Falaenf~ld, 1381). 

Invwitigacianw Ilevadae a cabo por Cohsn y Graenberg 

(1981) suqiaran qua law paliaminas pudieran eatar Implicadas en 

la determinacibn de ka smtructura eecundarla de Ácidos nuclei- 

cma , arl observar que espnrmidinn es un componente intrinaeco 

Bel cora do A.RN de un virus vegatrrl. Li98 paliaminas termbldn 

contribuyan arl moim Pluto nival de organización del ADN erl 88r 

halladas r?in nucleoidea bncterianas y en ctllulas de mwmiEerO8 en 

donde Iwaperm,lnn y putrisxin~ inducen la condeneacidn 

~CS laa cromoeom&e y la dlsoluclbn da lm envueltiP nuclear 

(Slocum ee pìl., k984). t&$;s recientemente sie ha determinada gus 

1s croms~tLna alelado de 8, mays contiene un 0,1% y un 3,73 da 

twpermldina y 6wwermina, respectivamente, con raspecko 811 

c<)ntanldo total san el tejida completa, no kllando putreecina, 

t,ã empmrmidina unida 86 totalmente solubilizada par tratermfen- 

dom can ht)N~~eu, no ocurriendo (lsS con la a-iparmina (Hiranewn 
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*rakeli y Cohen (1976) sugieren en sus investlgacionas 

cpJ(l lan pnlinminna Lnvorecnn lu conEormeci6n del ARN, en 

b.?~‘t~orinm y levaduras y Laftfield et: al. (1981) han demostrado 

qu@ 1p1 wloeidad y precisidn de la nminoacilaci6n de molbculas 

dm AHN, RB vaa favore~c,idn pnr concontracionas mil da eBpermlna, 

bkun [X->r aetivac,tdn de Irr enzima aminoncil-ARN, sin,tatasa o por 

wu c~:~pm1dnd PATA trluatitxlr al Mg” @n la refxción de aminoaci- 

Ietc:lbn duranta 1.3 83lntesuia proteìica. Compla joe entre poliaminaei 

y MN,, MN, y una fraceicbn conteniendo poll(ARN y protsinas 

Il’utlr‘on herllndo~l en te;jldaa de tubdrculos de N. ~Cuberosus, ta 

wtntltlat:l dt~ pollamlnas unidas a A.RN 6tn c~Ilulwa del par6nquima 

an tul~$reuloroi an eetado dea letargo BS menor 63 incrementa 

(~~~~~~~~~~n~~nt~ clce putreaclns) con 1~ activación da1 crecimienbz 

ISeraEint-Fraca~*lnl al: a3,, 1984). Ribosomas aiaiiladas da 
tira Jidbs~ en lestarqa son Incapacw3 de llevar tt cebo LA slntesis 

prnbaicn aln un aporte8 exbgeno de espermidina y putroecina, Por 

CzonErnQte, riboeiumas wxtraldurs de IXjidOS ACtiVcîd~s COnthnQn 

Inas nacrwwLa8 puliamlnwa @ndbgsnAs unidae para Ilavar a cabo 

clLchn a~,ntanl,s (cocucci y aagni, 1968). 

En wnml.lletc3 de 0, Se?tlvd, la p6rdida da viabilidad 561 

nciwcia con un pragresivo dacaimlonto sn 8u capacidad de 

nlnt@wtQ protcalcxt. En dichoa cîstudioa la adminiatracibn de; 

~~~~~~rm~~~ (u,~r mM) f!wvarsco la sintasis protsica ~1 Lncramsntar 

14 aCtivIdad aminaacll-ARN, .+bteCafPa (Mukhopndhyay y Ghosh, 

1086). 

A concwntrwclonee EiBiOlbgiCAS las poliaminas 

Pnvcsrectiwt, dta forma directa 0 indirecta, IA roplicacibn y 

tcnnscripc,i.dn dal ADN, aei cama le\ tr&ucción del AHN. in vltro 



(Srlkai y COh~lfl, E<)ïo: SZocum et al., 1954). Talas sustancias 
p1lCIllrtn se4r SllStituic:luls en su unibn a dcidos nucleicos por 

catitww~ inurgnnicou divalentes talas como Mg- y Ca'" (Tabor y 

Tnlwr, 1984 ; Llac:hrech, 1973), sin embargo, el necanismo da 
fic'<.:ion (,lo 1at1 pal iaminirs resida en 8u especificidad quimica y 

na :: ivnrprc:\ punclen sor susti~tuidos por wqu8llos. Tal es el caso 
ean 511 capacidad 40 organizar la sstructura da1 ARN, hacia ãu 
~::ollIo~mnc.llbn trctivn (Quigley ec clL., 1975) , 

sun ar*r:toa in VIVO, tanto en plantas enteras como en 

cu 1 t, IVCIS v*q@txl lels , ariltdn satrachamonte relacionados con la 
pral llnraclún c:w~ulws. Cdlulaa en rflpido crecimiento contienen 

f~iwlw da poIlamJ.nerm m&3 altos que las no proli¡TaranteB. De 

hncho, 1.8 wtlmu.lacibn del crec2miento wtd acompafiada, en 

qonwxnl, par un incrmmnnto paralela on el contenido celular ds 

pallnminaa y &ldoa nucl~icoa (Smith al: al., 1978: Bagni et: 

al., 1981: NAIw~ SC al,, 198êj Cahan et: al., 1954; Saptilveda y 

Itdnctiet ch JlmAnnz, 1988) . Xncluao, como ya hemos comentaào Gn 

al rppnrtwdo nobrca inhibidorea dolL metabolismo de poliaminas, sl 

doc+c:wwa pn Auw nivales puada bloquear la progreeibn de la 

r:6tlula a trav& drX. cicla celular, hecho qua pueda ser reverti- 

ila par In rrdlcl&n da poliamlnari axóganaa. 

S1.n c4mbargo, aunque estoa hachos astdn ampliamente 

~~tsb~ecldoa, no 80 puuds gwerallzar. En contraposicUn, a(i he\ 

~le~tarlto que ~33. actimulo de putreacina ee lata1 para Xa cianofi- 

c*a A. n.i&Ilnn&3, a un valor de pH extracelular, OL cual. 

wl:.LmuIn la rdpida difusidn de la molQcula no cargada, produ- 

c~,le~mkwm ml nctimulo da, la diamfna cargada a ptl fntracelular 

~Cuarlnr> y  GOhwl, 1079a). DiChA letalidad 88 causada por Utl 

etascanso an LA capacidad ds sintaeie pro-teica, al disgregarse 

I.SA rikxw~mau, y por una disminucibn de los nivalea da ADN y 

ARN ccìllularlrs (Guarino uy Cah,sn, 1979b). Por otro Lado, el 

*~t~ldi~ CI@ los nivcllea ds poliaminaa en diferente8 sapacieS 

v~qatalerr Ilcsv&~dm A cabo por Felix y NArr (1987) indican que 
,~aa zonas en crsclmlanto de una planta no tienen que contaner 
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Co:Gfforilacion de cierta proteina nucleol,ar que estimula la 

sintosis de AHN.. HaI1 identificado esta tiltima proteina como ODC 
y muu5j3tr'an que las poliaminas actuan regulando la actividad de 
unir proteina kinasa, We el RU VQZ raguln e,l estado de fosforl- 
lacion de WC, Y por tanto la actividad (Atmar y Kuehn, 1981). 

En pLanCan ha sido descrito que las poliaminas 
inhi&In la e\Ct,iVidtLd de una proteina kinasa independiente de 

Cn;' (Yun y ma, 1982), ~3. como las proteinas kinasas I y II 
t;lopondionte83 de Ca" en germen de Trjticum ~ost*vunt L. (Polya y 
Hic:ucrìi, ,lc,f35), Par *l contrario, Lu espermina estimula la 

foaforilacion de eiertam protsfnas nucleares en P. satlvun~, 

fMXllUflte la regulacidn de La actividnd drt una caseina kinaaa 

int~l~~tr~~11<11~nGe de AMP,, la cual fue parcialmente purificada de 

In Ernccich cromatina (batta ec al., 1986; Datta st al., 1987). 

1~s polieminae pues, por medio de la regulaclon da la PosfTori- 

lacion de proteinas nucleares pueden ejercer un papel regulador 

w la uxprenlon ganetica. 

I!zetas austanclas parecon estar implicadas, más 

clirectamente, en la ragulacidn de otras enzimas mediante 

diferenten tipos de intsracciones idnicas, En 23. oleracea las 

poliaminan favorecen la velocidad de oxidacldn de NADPH 

c~:aFarlimda por un complejo Plavoprotelna-proteina-hierro- 

aaurre, posiblemente al afectar la interaccibn entre las 

w~bunl.dadea dn la enzima, Espermidina y espermlna previenen, 

r~v~~~~b~~rn~n~~, Iu aotivacibn de la enzima del cloroplasto 

Pruc~naa-l,ä-diPaaPataea, sin afectar i3 la actividad catalitica 

da la enzima activada (Slocum et al., 19841, 

1,~ accibn dbl ciartas proteinas puede, asi mismo, 

ental: regulada a traves ds una unidn cavalente de poliaminas, 

sigcnc\c> talar conjugados liberados pOr'hldrbIisif3 aCida, RUSse 

(~901) SUCJ~Q~Q qua la actividad ORC puede ser regulada par 

~ntj~bic~~n via union de putrescina a la proteina enzimdtica. En 

animalee, las transglutaminasas median la union de aminas 

primaria83 a protalnas, e Incluso serla un mecanismo de regu- 
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Pnst~~ler s la aplicación da poliaminas axbganas, 

d84tme pundan hallarae locwllzadas en la membrana plasmAtica 0 

en 1,s mf3mbraner cle orgdnulos celularas. En e)st0 sentido, la 

t:rrctraamina mapw.mlna Interacclana directamenta con l.a membrana 

tntrrrna clal cloroplasto de discos de hojas de Hf. vuXgara, 

r:anf! trl.ando aatabllidad y protegiendo las funciones de la 

mtrmbrann tllacoidal frontal a su degradacirLn durante la sonss- 

c::mncln (r~upovic 63C al., 1979). P.tstocchl se al. (Isaa) encon- 

trpIron puliamlnws unidas al plasmalama y al tonoplasto da 

prot,opl:aatnr y vncua2ns aislados de c8lulas da D. carota, treta 

1.a ard~~:lbn da poliaminaa sxdgenae aX medio. 

~~racf2 puas qua las pol.iaminas no ablo se encuentran, 

an datsrminadoe CaaOa, asociadas a las mambranaa bioldglcas, 

wlna que parecan protegar lae func1onos caracterlsticas dtr 

r,alea miambranars, posiblamonta por medio de BU unión con lae 

c::abaaas ssrgadas naqatlvamenta de los fosfolfpldos de la bioapa 

~l~~dkca o 10s rssiduos anibnicos de las portelnas unidas a la 

mambrana. ~~,t;e efecto protector Bue ya puesto en evidencia 

tiurante al aielnmiento de protopl.astos da hojas de A+ satlva, 

favoraciendo 18s paliaminas la integridad da la membrana y 



~)rat:nq i,dnrloloe contra In lisis3 que sigua a su aislamiento, 

Vf?~t'MAEllldO de Of3tCl fOrl?la $3~1 son@scencia (Altman et al., 1977). 

[.w wlinmiwis ejercen, asi mismo, un control sobra 

1.7 P"r'muP,t)j1id~~l do la membrana 8 determinados solutos. En 

~IirrWEi cC>rtadoii del te;jido de reserva do B. VuJqaris, espermi- 

~!in:l Y Os[.>erm,ine inhiben eI eflujo del pigmento rojo botaciani- 

11.7, 131 d,iQminuir 10 parmaablli.dad de la mombran@\ ,i.nduCida por 

La Iwricin (Altmnn, 1982b). 

Robert.8 @t: «X. (1986) hallan putrascinn, aspermidina 

Y o?~f”ermina unidea a loe lipi.das de la membrana microsomal de 

ha IrIN yrlmarLaa de F, v11”kJerls. Estera intaracciones confieren 

1~ iq Idai! , kanta EL law mambranae nativae como a lae dasnaturali- 

anclna por eal calar y a Ios liposnomels preparados del extracto 

1. Ip1tlLco total * Los autores proponen que de esta forme las 

poL inmlnerr, wtnblllzarian lee membranas, ofreciendo esf una 

s!xjnlLcec:16n ilnlca para loe aft3ctoe protectoros descritos por le\ 

ndl~:lC>n da pallamlnw axdganae a determinadoa tejidos vegatalee 

nomlstldoa ~4 condicionas de tsnai$n 0 senescentee, 

Sin smbarga, coe han deecrito eeecto8 Eisiolbgicoa 

oMp"c i e icxm aobrs Ia membrwna. En aagmantos de raices da 

õ. ~alplys 14 edlcibn ele polhmlnarr cauiQa una Inhibicibn de la 

captaeldn dm K” y aallda dta tl' a travtas de la membrana PlasmFIti- 

ce. E:studlos cLn8bicoa Indicen qua existe una competición entre 

polierminpra y K’ y por tantQ oCurrf9 una interaCCián t3QXXifiC¿3 

W~CCQ dicha8 molQculaa con la ,membrana (De Agwzio et aA., 

1. $1 R 8 ) ‘ 
r4aa poliaminaa a BU vez parecen modular la actividad 

da* s,~~rta~ anzlmae localizadaa en la membrana. ACtiVan la 

hTP&sa Éd inhiben la peraxidaea arsociadae a la membrana ds 

8, maya, na ec,tuendo eobre dicha8 enzimas presentes en la 

~rwc~:,~~n ~~kl&le, ni aobre lae enzimas de membrana solubilíza- 

cdara (~rivaatav~ y Rajbabu, 1983e,b). En cultivos ~n suspensi6n 

cle cdlulae de e. max, oapermina activa la 1,3-R-glucano 

slntawi, k~~e~irade en la mambrwna plasm&tica, regulando par 
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tilllt:c>, I:r L'ormacibn do calosa y su dapasici6n durante 01 

cr1:9:imtunCo celulnr 0 trió In injuria ocasionada on la parad 

t:t!iul~~r por los patt5genos (Fink ot al., 1387). 

I . 5 . 1 . - i5n 

Sus (~L>ec:toE3 an cultivos y plantaa complatas, In vivo, 

antdn astrechamento r63lscionadoe con la proliferacidn celular 

(trnqn~ al: al. , 1982) * Cb.Lulatr en eatado de rtipiclo crecimianto 

r::ontLt~nen mayares nivalsa da poliaminfle que las no proliEeran- 

tnt;; , y In actividurd da sus anzlmas bioaint8ticos aumenta 

dr&stlcnmanta k-n rsepuanta a numoroaoe estlmulos de cracimian- 

to. fin hacho1 eata eetimulación del crecimiento lleva asaciada, 

en <lanarcal , un aumento sn loe niveles celularas de poliamlnaa, 

ALIN y MN. 
[)lchaa wustencias satián implicadas en al d45wrrolla 

vnqa~tal, ya qug cambioa an loe niveles de poliaminas 88 asocian 

ctrn Iw qermlnncl6n de n63millae (Bami, 1970), 1~ diferenciacián 

(WantXlgrla $C nl., 1978), sll ratra940 an la sanascencia (Kaur- 

Sawhney y r;alzx,con, 1379) y 9on sustancias clinva 0n la ragu- 

lai:Lån da la morfog8nesle an c6lula~ y cultivo de tejidas 

(t>elttul y Mwht;n, 198s). 
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En pldntulas da c". radiata, se hallan actividados 
r\Spo~:iff icaY 411taa de WC y ADC en yemas y hojas, mientras qUs 

mm fmnClr*9 nn la raiz y el hipocdtllo. Por otro lado, Ia raZ6n 

Y!ntt'cl las2 nCtiVidadew ADC y ODC varia dependiendo del tipo de 

CB)iclO (AlEman aG al., 1982). Esto hecho ha sido tambiQn 

cl@rat::rities tan ai1 sstudie de 10s ciifnrentes astados del desarrollo 

@ll ['1~e(lltulBa de P. vulqaris, encontrandoss actividades espacl- 
r Ir:na e~ltcrs da WC y hDC en todos los tejidos en rdpido 

~:r«cL.mlenCo ($p!cne radicularos, internodos jdvanos, yemas 

r Lora los, h0;jas jdvnnes < , * ), slando sue actividades menores an 

t:,o \ ldorw marduros n no prallfarantes. Dichas correlaciones 

~~aCurt=znn la conexibn antrn las paliaminas, la divisibn celular 

y nttlvidad met*bblica durante ~1 desarrolla vegetativo y 

ïq~roduct~vo de la planta (Falavan y Galston, 1982). 

A SU VBZ, las difarentes poliaminas tiendan a 

pct883mwt.nr BUS propios gradiantns a lo largo de la planta. En 

col *apt: i 10s ds a, mays y en la zona basal de raicas da 

p. v~~.igaria, donde no nxlsta divislbn celular sino alongacidn, 

un diamina ss mds abundante en la base y sus nivelos decrecen 

asrnpltalamnnta, mkontras que la ospermidina muestra una 

dlntribucldn uniforme (PaLavan y Galston, 1982; Dumortier 

mti d,, 1W3)* En pldntulas da leguminosas, la distribucibn de 

aapermidina y aspermlna se halla sstrochamento relacionada con 

'zcJ~~~s$ meristsmdticas an tajidoa apicales, mientras gua las 

rilaminas, putrwclna y cadaverina, incramentan sus nivales 

ty~nadmr loa dpical?i a 1~ basa aea la raiz y tallo, siendo abundan- 

tes nn Zonas da slongacibn y difersnciacic5n (Federico y 

Anq*lini, :1988). 
Un b,laquso sn la conversidn de pUtresCina a aspermi- 

diira pu~da sml un pasa importante en sl cambia de divisidn a 
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Lmi Invsatlqacianw llevadas a cabo han sido aten- 

dic~rrtlo prlnclpnlmanta a dstsrmlnados astados del desarrollo 
vtnqntn 1 , 

El porìible papal de laa polinminss en la Pormacidn da 

rntce~ y su crrctmi63nto, ha ht.tdo investigado en V. radiata y 

I%nriclc)lutl rnp. En V, radista, Friedman tí% al, (I982) no hallaron 

ttn~> nntlmulaclbn da 1~ farmwibn de raico~ an 20s hipocbtilos 

por dichas suatnncias, nín embargo, midieron el incremento en 
lul;~ nivsalae da poliamlnan dsapu& de la inducción en la 

I’ormacrIbn rln raicee por sl alcido J-indolbutirico, Los pracurso- 
r n ti msrcwdna, @on incorporadon rdpldamante en putrosc~na, 

awpnrmldina y asparmina, rjiendo le\ incorporacibn da L-arginina 

ern putre#cina mayor que la de L-ornitlne. En sl. hipocdtilo, la 

~~~r.~~in~~~t~ de putreaclnn y aspermidina deads loa precursores, 
a~trr~ ~~~~~~~h~mn~,~~ relacionada con el modelo de Pormecibn de 

RI1 iC@El : un primer pico, sn,tra o y 24 h, que se corresponde con 

SI. psrloda de Po,rmacidn del primordio y un segundo pico, entre 
~(8 y 72 h, que SB corraspondca con el crecimiento y elongación 
cl* 1~ ra,l~a. ~1 alocto inductor de La formacidn de raicea Por 

R l,I x 1 n 11 B ruqulerPa eintafsle de polinminas (Friedman et al., 

r<jnr, * 
En Phasao.lU# BLlD3LW 1;. I al tratamiento con dcido 

3-in$nlbu~tlrico aumenta los niveles dt3 poliaminas en los 

h6p0cdti,~os, previamante al dssarrolla del primordio. Apll- 
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ittvae por molácula, Asi, eapermina OR mds 
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para las poliaminas ha sido 

,Loa. ICl aumento de la actividad 



Lnw palinmina~ juegan un papal clave en al control de 

la5 trarr~~~rIrc~~rrcia da plantan en general y particularmonte en 

plantn~ siu:latlan $1 cundisiansa de tensidn, como v~~~mas. 

‘Pa an 1952 Richwrde Y Coloman encontraron que la 

putrsw.:iwt ara al principal computssto nitroganado que se 

nc~x~mnInt~ CHI pldntulua do N. vulgare crrsciando con doficiancia 

@all K’. ~~~~~~.~r~~r~~~nt~ ~163 determinó que tal rsapuosta es 

uni.v~rrEsrrl (Smith, ,1978). En hojas intactas de plantas de 

~~;~~~~a~~lJm .i~rirl.icnum 1”. craclanào an completa deficiencia da K’, se 

dntnrm,irra tguo~, parwlalamente nl dascanso de K’, incrementan las 

n i, v 0) :I (78 da I,-cxnitina, citrulina, L-arginina, putrsscina, 

N-r~nrL:~,~mikr3utîèt3r:1.nU y agmatina Y 8Q reduce la velocidad de 
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t:l trat~aminnto con auxinas, (2-4 D y ticido naftalena- 
n)) tla ex~~lantos dc~ tub~%rc~~los de II. tuberosus en estado do 

1 ct: :, I’\lC>, Plr'tiva le bioslntnsis de poliaminas, la sintesis de 
ni\\~,‘cln<>l rir:u In!; y 01 creciminnto. Aplicaciones ex6genas de 

)w)lttimin:\!: ~WCYI~?I~I sustituir In respuesta de la hormona en este 

!: i!~:P.r*mn (Ilnqrli , 1 ‘2 ci (1 : Schubor y Lambert, 1974) y este hecho 
n&“l<r’Fl In itlsn da CplQ las paliaminas median la respuesta 
rltrrmolln 1 . I:n ar:t,o siwtama, los et‘ectos morfogen6ticos asociados 

wkn In nr;timulacIAn del cracimienta inducido por auxinas 0 
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SiIlt~Clsis protcicil (\-J&lker @t al,, 1ga8). 

bh!iS oxtcnsamante ha sido investigada la relacibn 
%ntr(! ‘21 t~tilQll<~ y 81 motabolifimo de poliaminas. El intor& 
~ulq~? a rai d0 gUe las paliaminas ejercen unas propiedades 
ant i t~nc4scernt~ y son antagonistas de las respuestas mediadas 
pOI. P 1 eti 1c!no. Adomds, ambos comparten el intermediario S- 
adonor: i Imetionina , por lo que su sintesis puede ser competiti- 
Vm bwjo ciertas circunstancias ~ Por otro lado, tanto la 
Pi~:t:iviUad Acido l-aminociclopropano-1-carboxilico sintafia (ACC 
aintasa) cX~mt3 la actividad aminopropiltransferasa, sintat*zan 
un producto comlln, 5’- metiltioadenoñina, que, a trav& de vtrrios 
intormodiarior3, vuolv* a eintntlzar t-motionina (Pig. cl), 
nm1naric::i.do procursor an la biosintosis de las polìaminas 
«apnrmitIIna y  ospnrmina y  del atilono (Slocum et al,, 1984). 

Uurantn la esneecencia de plantas y la maduraciån de 
trutot:, 60 ha obsarvadc~ una relacidn inversa antro los nivelas 

ds pnl,inmirm y  etilwlo. 

EatucUando Ios niveles de etilono y poliaminas an 
frutuw de L+asculenCum E;ilvastro y  en un mutante (conteniendo 

un alnlo rer:c~r;ivu n,Ic qus prwanta un pariodo meia largo de 
mo~luraci<In) , 6s observa que 6sta Illtimo contiene niveles m&s 
h :\a!; da otrilnnn y  un mayor contenido an putrescina (Dibblo 0~(: 

a,l., 19 II a ) . 

?'l~bdrculur, cle s. tllLleroSUnl, a,lmacenados durante un 

Iwrq* p*xAudta, c\nvc3JcI*“.en, disminuyendo sus nivolas de aspermi- 

dinel y aapczrmina t~1 incremrntando loa do putrescina y etileno 

(Hikitzal y Knowlnfl, 1989). 
r,,b adicibn dt-3 polinminrts axdgenas reduce la sintesis 

~1% ~at,l,lc~no gn Q. radiata (äuttl%, 19811, M. domastica, Ve faha 

y clxplants~r rlg hojas de N. eabacum (hpelbaum et- al., 1981). En 

rnnrl~t~mn apical. de P. g~~ivum, en raapusstw aL tratamiento con 

et,i 1.EìflO S% blaqusa la s$nteE;is da paliaminas mediarrte la 

inhibie:j,dn de las actlvldadas AQC y SAMQC (Awlbaum Qt fil* t 

1985: fcekson st. ~1.2.) 1985), Increme,ntandoss la actividad 
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( L)- S-adnnaoilmntl~nina fiintaser 
(2)” S-adnnasilmationinn doscarboxilnsa 
(II)- åcidn I-smlnQciclopropano-1- 

carboxìlico ainta6a 
(ro- Sr-mrtiltioadanosina nucleosidnsn 
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Otro :-:istc?m;ii C!n el qua so halla una relacion entre 
1 u: y pu1 i*jminas, ~1s durante la germinacion de semillas do 
1 *. sptt civil sorrsibles a la luz, Aplicaciones de putrescina y 
@zl~~!~~~IflitiiIl~l i fllbt estimulan 1~1 gQrminaci6n de las semillas en 
oscuridad, siendo mas i3lwtiVo al tratamianto con la triamina. 
1) i cha yarmlnacion cl:.; , a QU vez, estimulada por dosis no 
r;~t~UaP1nt~(ls cka R (20 s) 0 por 01 dcido giberdlico. Cuando sa 
apl icaron ambos ,tratami.entos, R y dcido gibor8lico, junto con 
put~ros~,?inn o ospnrmidina, aumento la velocidad de gorminacion 
Qfl t~odcm 1015 WIROS (Sirrska, 1988). 

EI L'itocromo par~co, tambidn, mediar el control del 
catabo1!smo dn poliaminae. Los epicotilos da pldntulas atiola- 

dar: rW L. culinarls posnen, ganuralmenta, altos nivelas de DAO, 
indicando, posiblsmant63, qua loa productos rasultantes del 
c n t pI hc) ;k i ct mo da poliaminas eastandrian el cracimiento no 
EutudntQtlco clu Cales pI.Antul.ws en oscuridad (Flores y Filner, 
1 9 8 !i ) , Cuando talcm plantas son ~xpuostas a R o luz azul 

cwneinua, dlomi nuyon drdsticnmanta loa niveles de DAO, siendo 
le\ FR rncinos *l'actlva. ~1 fitocromo posiblemente est8 implicado 

@n tal rwspunnta madiada por la l.uz, ya qua cx.i.ata revorsibili- 

dad. ba fotoraqulacion da los niveles de DA0 esta relacionada 
con In fotomorloqdneais y os independiente d@ la capacidad 

Eotoainthtica der la plalntula (hngalini et al., 1988). 

Par otro lado, al control Eotoperiodico do la 

awwmmciw dw panea ds P. sstivum G,, no paxece ejsrcorse a 

tirsvc?s de cambios an la concentracicín de poliaminas. SUS 

nj.vpalar;; pormsnacan altos B invariables durante ~1 desarrollo en 
diaa cartea (retraaandose la senescencia) y la transfarencia a 

un fu,taperl:,i&o largo no haco disminuir la cOnCentraCi6n de 
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pal 1crnlìna?;, praviamente a la aparici6n de los sintomas de 
seriolic:oncia (Smith y Desvias, ,l,g85b) , 

I'OCW S* CC>llC2CfJ acerca del metabolismo de poliaminas 

cn 1 ique!rias, Jaqar y Weignl (1978) fueron los primeros en 
dt~tCCtt%r ~m~~ie~tni~las Brl eLe8 espacias liqu&-,icas: Pseudevornia 

Xlrrfuracsa (I.. ) %npf < , Plastisgmatia glauca (L.) culb. Culb. a 

@‘F~:?;I)‘!J.id Phy%~Ies (L. ) Nyl . En eataa especies la concentración 
ci0 tli - y Pcliaminae ( putrescinw, cadaverina, aqmatina y 

cir;pc!rmic:linn) 05; *imilerr, e inclusa un poco superior, a la de 
I-: u II elmin*dcicios prncureoreB. Siempre se detectan formando 
CC)11 JlK,JpIClW~~ , no halldndosa poliamines libros en estas tres 
ur4pscirs 1 IquAriican, Las autores especularon sobre ,la unibn de 

perLiamin&a a dcldos nuclsico8, ribosomas y membranas, lo que 
s~t.al)i,Ii,r.arla talas aatructuras frente a condiciones ambienta- 

I,@e axtrama$3, explicando , posiblemonte, la resistencia de 

a~:tma orgnninmos w condicionas de gran sequia. 
Pastoriurmante, Mamana y Matsuzaki (1985) estudiando 

tli fe,rnn~c~ snpecl.e~a da 3.0s gr?naros Umbiìicaria y Parmelln, 

encontraron poliaminne en 8u forma libre : putrescina, 

I-l-$lamlnopropeno y sapermidina, y ablamente en algunas de 

cal 1 (IB @spcwmina, cadavorina y agmatinw , Determinaron, a su vez, 

qua contanlan una sarie da aneilogos sstructurales 0 poliaminas 

no comunn8 camo son: noraspermidina y norespermina, las cualen 

hetn sido dnwxitse en abgas eucariotas (Xneffel y Negswald, 

1,980; Mprmana y Mtltwzaki, laez), en Brio,fitas y ciertos hongos 

(Hamana y Hatwuzaki, 1485) y actualmente en M. SeltiVl?l 

(Rudri,gusz-Garay et a.¿. , LI)89) y La trlamina homoespermidina, 

idwntificada an ciertas algas superiores (Hamana Y Matsuzaki, 

1982)) cianoficeas (Namana eC al., 1983) y en determinadas 



LWS aapQc;ies Ilgu0nicas que cantisnon algas vnrdes 
cwmo POtc~biorlCcl acumkl.nn los 8cidos L-glutámico y L-aspdrtico 

corno prodLIc:tc~f: primarios dc la asimilacián de amonio 

(Ramakritthn~rn y Subramanian, 196G), mientras guo Evwxia 

prtrrla?r t r,i ( 1, * ) ACh , (cuyo I’otobionto es una Ch.Zoïophyta dal 

qdnaro T'~~~~K>us~A) cnntlone altas cnncentrwciones do L-arginina 
dprntro Clal t'pc~oX~' de aminedcidas l.ibrcB (Lega2 at' al., 1982). 

Los nivelrae; de L-arginina nstdn sujetos a variaciones estacio- 

nalaEi, sionda e12toe en marzo y de mayo er julio y monores de 

agosto 1x octubre (LmplZ BC al., 1986). 

Como se ha daacrito para plantas superiores, en 

E. pt’unP1sC:l.i , le diamina putrrscina se sintetiza n partir de 

L-nrc~inina a travås di dos rutas, una hidrolikics y otre~ 

dcecarboxilantn v;en agmwtina, 
La prkmera da eLXa5 produce L-ornitina y urea 

medianto la hldrdlisis ds L-arginina por accibn de una arginu- 

.sa < ~stgl 80 muestra inducible par su sustrato, cuando el tal.0 
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..--“.--“-s-adenosil- 

metionina 
doscarboxilada 

t 
noresperm,idinn 

I 
---~~--S-wdQnosil- 

motioninn 
dascerboxilada 

t 
norasparminn 

F:tGl.lRA 7 I - ïzãquoma propuesto para la biosintañis da 
norasparmidina, noraspermina y sym- 
humoaqyxwmidina (Villanueva, 1981; Adiga 
y Pråsnd, 1985). 
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Qs incubado 011 oscuridad (Lega2 y Vicente, 1980). La adicidn de 
urc?a al madio previene, 0 disminuye, la induccián do la 
1PI”CJill~ISo causndn por su sustrato. La proteina ha sido purifica- 
da, prosQnt~lnd0 un ValOs d@ K. de O,20 mM pareì. L-arginina. Tiene 

dOS V~llOl:~S ClC pll bptinla para su actividad: el principal a I),O 
y un sequndo mdximo R 6,s. Urea y agmatina son inhibidores 
compet,,itivo y no competitivo, respectivamente , aunque 
L-orniti.nB y putrctecina se muestran como activadores de La 
enzima, La inhìbicinn do arginesa por urea provee de un 
mocnnismn de rogulaci6n “fsadback”, que asegura la completa y 
aEoctiva rngulaclån, 

En esta liquen SB ha caracterizado, también en 
cc~ndicionw do oscuridad, una segunda Parma de arginasa, Bsta 
constitutivn, Dicher proteina, preexistente pero inactiva, 86 
activada, posiblomonta, por la liberacibn de L-arginina do IR 

vacuola al citasol (Lega2 y Viconta, 1962). La enzima fuc 

purificada a partir do talos liquónicos incubados an ciclohoxi- 

mida (Martin-Falguina y Legaz, 1984), haLlando un valor da X. 
para L-argininer da 2,5 mM. L-Ornitina, agmatina y putrascina 

son activadores da la enzima. Ambas formas da arginasa, la 

constitutiva asf. como IR inducible, son depondientas de Mn” 

para el dnüarrollo de su ac,tividad. 
La torccra forma da arginasa 66 una glicoproteina que 

s« Iibsra a los medi.os de incubaciõn. Contiene 280 residuos de 

glucoca, 27 dn fructosa y 85 de manosa por mol6cula do protef- 

na. Posoe un valor do K,, para L-arginina, de 1,s mM y es 
activada por ácido tisnico (Planolles y Legaz, 1987). 

EI aminodcido L-ornitina, producido como resultado da 

la hidrdlisin de L-arginina, sti posteriormente descarboxilado 

parw rendir putroscina y urea madiante la acci6n de una ODC. La 

nnzimw prssenta su melxima actividad cuando los talos son 

incubados en oscuridad en presencia de L-ornitina (E6cribano y 

mgaz, 19fJ4). 
ca sagunda ruta da slntasis de putrescina 85 por 



dcscarboh:jIeCi,dn de L-srginine pera rendir egmetine. En los 
tAlOs liqu6nicos Se desarrolla una actividad ADC inducible 
dc%3p1M3:: de 4 h dl? incubacitin en L-erginine, en oscuridad. ea 

orrzimn he sido purificada, presentando un valor de K., para 
I.-elrqinina, dc 12,s ti! y Ull ptl bptimo de reacción de 7,1. La 

ArXZ 0% inkibi.de pur putreccina y urea, sugiriendose una pcSil>le 
r‘oc~ultt~ic>n ~tfeedbnck~~, hgmatina produce solamente una moderada 
inhiI~~icicSn (Vicente y I.,egnz, 1981). 

Ei producto de la reaccibn catalizada por ADC, 
aqmatina, es posteriormente hidrolizada Para rendir putrescina 
y urocl, nradiante la e\ccidn de una AAH. Dicha enzima, purifica- 

da , tiCIne un valor de K., para ngmatina, de C,4 mM y Presenta 
un pH bpti,rno do reacci<)n de 6,3. La enzima metaboliza especifi- 

camonttz wgmatinn, na hidrolizando L-arginina, L-ornitina c 
putrsscina, Dichos an&logoS Son activadores de AAH a bajas 

cancnr~tracianes de Sustrata (menores de 14 mM) a inhibidores a 

altas concantrsciones (mayores de 14 mM). La Urea inhibo 

comPJ.etwmente la actividad de la enzima (Vicente y Legaz, 

1982). 

A 6u vez, la agmatina puede ser alternativamente 

matabalizada a N-CarbamiLputreScina, por accibn do la enzima 

Axil, Tal actividad ee desarrolla a las 2 h de incubar los talos 

en medios tampanados con Tris-HCl, sin embargo, la adicibn de 

L-arginina 40 mM al medio, favorece el incremento de la 

actividad e las 4 h de tratamiento. La presencia de la activi- 

dad hidrolnsa as dependiente de Za sfntesis proteica y Pus 
considerada como una induccibn de la enzima por el aminotioido, 

ea unzims purificada presenta un valor de K., Para agmatina, de 

0,8 mM. 1~a urea ee activador de la enzima y la L-arginina 

inhibo la actividad hidrolasa a altas concentraciones del 

suF3trat0, ac,tivdndcla a bajas cancentraciones (Lega2 si: al., 

lI)R3). 
Al menos hasta el momento, se puede concluir que en 

el liquen E. prunastri est.dn presentes 1~7s dos rutas metab6li.- 



Cd::, hDC y ODC, que sintetizan In diamina putrescina, precurso- 
ra cle las pal iaminas espermidina y espermina, como ha sido 
dr?:;c1-1to purw plnflta~3 superioroJ, e incluso una ruta alternnti- 
va que rinde putrcscina directamente a trav& de agmatina. 

SC! ha cstudiadu la actividad, en tdrm.inos de activi- 
dad ospacifica, dE? Las enzimas implicadas en la biosintesis de 
plIt:PC~ãCiIla al? cada uno de los simbiontes aislados, 

En general, ambos poseen tadas las actividades 
enz imdticas do.scritas : sin embargo, AIH y ODC se encuentran 
ntayo~:it~~ì”iam~?tl~;(: localizadas en el micobionte de 6. prunaslri, 

mìontrers que arginasa, ADC y AAH astdn principalmente rostrin- 

g i d el 5 a la6 c0lulas del Eicobionte (Tabla 1). 
El talo de E. prunastri est$ formado principalmente 

por hiLas ELlngicRs, can Una pequeria capa de c<Slulas algales. 
Debida a ello, en Wrminos de actividad total, el micobionte es 
el que dssarrolla mayoritariamnete las actividades enzimdticas 
antariormentn descritas (Tabla 1) (Legaz, 1985). 

E:stos datos implican que la principal fuante de 
sintasis do putrcscina, en el liquen, es por parte d@l mico- 

hiunto, ailnqua un pequeiio “poo Ii de la diamina puede exhtir on 
cl fotobiontc, y& que es en este simbionte donde la AMI 

cìost~rrolla una alta actividad especifica. 
Lw accesibilidad del sustrato por su enzima puede ser 

regulada R través de las distintas afinidades de dos enzimas 

para el mismo metnbollto. La diamina sgmatina es utilizada 

pralarentemento por el. micobionta liquG!nico, al poseer una 
mayor Bctividad especifica de ,la enzima AIH. Ademh, su valor 

de X. es 8 vsces Inferior al. de La enzima AAH, localizada 

principalmente en el Eatobionte (Vicente y Legaz, 1902: Legaz 

et al,, 19D3). 



ENZIIa 

ARGINASA” 

AOC* 

oDc*** 

AAH* 

AIH** 

T.kd3LA I.- Localizacih de las enzimas del catabolismo de L-argini~a en talo do 
E. orunastri (Legaz, 1985). 

HQLOBIONTE 

AE % AT % 

0,16 100 0,66 100 

0‘72 100 2,88 100 

1,Ol 100 5,46 100 

0,16 100 0,64 100 

0,23 100 1,38 100 

E-E % AT % 

0,05 32,92 0,21 88,88 

0,17 23,61 0,64 82,90 

0,82 81,lO 4,50 81,90 

0,Ol 6,25 0.04 51,08 

0,19 83,15 1,24 89,74 

AE 5 kT % 

0,ll 67,08 0,03 11,ll 

0,55 76,39 0,13 10,lO 

0,19 73,80 0,99 la,00 

0,15 93,75 0,04 48,92 

0,04 16,85 0,14 lo,26 

* La proporción de proteína total del micobionte / ficobionte 15,66 ? 1,94 
** La proporción de proteína total del micobionte / ficobionte 1,77 i 0,05 
f** La proporción de proteína total del micobionte / ficobionte 2,05 r 0.02 
AE - actividad especifica (unidades) 
AT - actividad total (unidades) 



77 

La arginasa inducible de E. prunastri posee un valor 
de K.,para L-arginina, de 0,2 mM, mientras que el valor de K. 
Para AUC es de 12,s mM (Legaz y Vicsnte, 1980; Vicente y Legaz, 
I Q 8 1 ) . Esto implica que la afinidad de la arginasa por el 
aminoacido es 63 r L.,J veces mas alta que la afinidad de ADC por el 
mismo. Par ello, al menos en eate liquen, la sfntesis de 
putrescina es mas efectiva por la via hidrolltica que por la 
dascarboxilante, y dentro de esta ultima, se sintetiza la 
diamina principalmente por acci,bn de AIH, con agmatina como 

intermediario. 

Sin ombargo, los datos presentados son parciales, ya 
que no se han caractori~ado las constantes cin&icas de la 

enzima WC, y por otro lado, no existen aun resultados acsrca 
del transporte da compuestaa nitrogenados entre las simbiontes, 

Otro dato a tener en cuenta es que la hidrólisis de 

agmatina en el fotobionta podrfa estar limitada drasticamente, 
puesta qua la urea producida en las celulas algales actua como 

un potonte inhibidor de la enzima AAH (Vicente y Legas, 1982). 

Por ello, la putrescina, hasta el momento, seria sintetizada 

principalmenta por el micobionte. 
No obstante, la localización exacta de cada ,metaboli.- 

to no se conoca por el momento, y se puede especular exclusi- 

vamente en funcibn de las actividades enzim8ticas relativas de 

ambos simbiontes. 

I-9.- HCVILI¿'ACION DE NUTRINNl'BS ENTRE SIMBIONTES LIQUENICOS 

Mediante una larga co-evoluoion, algas y hongos han 
desembocado en una parfacta simbiosis. Lo que parace, en 

principio, beneficiar a ambos, permiti6ndoles habitar y 

colonizar ambientes extremos. 
En un principio se definieron los liquenes como una 

simbiosis mutualista, caracterizada por el movimiento de 

nutrientes entre c6lulas vivas de ambos simbiontes (Smith, 
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1980). Sogun Hill (lgao), el hongo en el entorno liqudnico, es 
incapaz de obtener hidratos de carbono de otra fuente que no 
mm 01 alga, do manera que la simbiosis liqu8nica se basaria en 
la trancferoncia de hidratos da carbono, productos de la 

fotosintesis en el alga, desde el fotobionts al mfcobionte. 
Lo6 trabajos realizados por distintos investigadores, 

han permitido astwblecer las caractoristicas bdsicas del 
movimiento de hidratos de carbono del alga al hongo, Smith 

(19UO) las resumo on los siguientes puntos: 

l.- En los liquenos, una alta proporcidn del carbono 
fijado por el alga pasa al. hongo, donde es transformado 

principwlmento an un poliol fllngico, el manitol, 
2 .- tos hidratos de carbono de origen EotosintBtico 

liberados por el alga, se transfieren al hongo en forma de un 
solo tipo da molácula sencilla, de bajo peso molecular: ~1 
hidrato de carbono transferible o móvil. 

3 ,- La naturaleza del hidrato de carbono móvil, 

depende del alga liqu6nica. En los liquenss cuyo fotobionte es 
una Cyenophyta, dete ser8 siempre la glucosa, mientras que en 

los liguenes contaniendo Chlorophyta como fotobionte, ser6 uno 
de los tras polialcoholes: eritritol, ribitol o sorbitol, 

dapendiendo del g6noro. 

CH,-OH CH,-OH 

H-C-OH H-C-OH 

H-C-QH H-C-OH 

CH,-OH H-C-OH 

CHa- 

CH,-OH 
/ 

OH-C-H 
I 

H-C-OH 
í 

H-C-OH 

H-C-OH 

CH,-OH 

CH0 

/ 
OH-C-H 

/ 
H-C-OH 

H-C-OH 
/ 

H-C-OH 

'CH,-OH 

sritritol rlbitol sorbito1 glucosa 
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4.- El hecho de que cada alga libere un ~610 tipo de 
hidrato de carbono, sugiare que existe un mecanismo de libe- 
racibn concreto para cada polialcohol y que no se trata de un 

IN?CflniSnlO qennrnl de permeabilidad indiscriminada. Debido a la 

similitud do los tres ultimos carbonos de los polialcoholes 

antnriormento mencionados, se piensa que los mecanismos de 
liberaci6n o do captacidn implicados son similares. 

5.- La liberacidn masiva de hidratos de carbono del 
alga al hongo cosa rdpidamante tras el aislamiento de los 

simbiuntns y ac; dificilmsnte detactable dos o tres horas 

dospu&3, aunque 01 tiompo dependa del organismo estudiado. El 

hidrato dn carbono mdvil deja de ser el producto metabblico 

prodominant(3 del alga, tanto intracelularmonte como extracelu- 

l.armenta. 

Un pracaso fundamental, y todavia no dilucidado, es 

al mecanismo qua induce y controla la transferencia de hidratos 

de carbono dosdo al fotobionta al micobionte. Se sabe que la 

libaracibn da hidratos CIG carbono, por parte del alga, sdlo se 

lleva a cabo mientras Qsta se encuentra en simbiosis. Dicha 

actividad cwa rdpidamonto cuando es aislada, disminuyendo la 

libaracl6n da '*C al medio y la proporcibn de hidratos da 

carbono simples marcados, teniendo lugar un incremento paralelo 

en la incorporacián de "C Qn material insoluble en etanol 

(Groon y Smith, 1974). Por lo t&ntO, laS algas modifican SU 

metabolismo de hidratos do carbono y tiendan a comportarse como 

la hacen las algas cultivadas (Gresn, 1970). 

Ge puado concluir que existe algun aspecto da la 

simbiosis responsable de las diferencias de comportamiento 

matab6lico obñorvadas. Entra los mecanismos Eisicos postulados 

existen los siguientes: 

A- Control de la tensión de oxigeno y anhidrido 

carbdnico an el talo. 

B- Smith (1974) sugiere que la liberacibn de hidratos 
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de carbono podria resultar de una disminucion 0 incluso 

inversi6n del potencial de membrana del fotobionte debida a su 
asociacibn con el hongo. 

C- Control del crecimiento y de la divisibn celular 
de las algas. Puesto que el alga recien aislada cesa de liberar 

hidratos de carbono, y utiliza internamente todo el carbono 
fijado para la sinteñis de eus polisacaridos, dcidos nucleicos 
y protelnae, el. hongo podriw detener el ciclo celular del 
fotobionte en una etapa coincidente con una alta sintesis de 

hidratos de cnrbono. Al no ser estos utilizados para el 
crecimiento y proliferacibn del fotobionte, serian desviados 

hacin al micobionte (Kanazewa et al., 1970; Smith y Drew, 
1965). 

Entre los mecanismos quimicoe contemplados, destaca 

la posibilidad da quo el nicobionta sintetice alguna enzima o 
algun factor aspecffico responsable de los cambios metabólicos 
descritos. 

Atendiendo a la influencia de ciertos factores 
ambientales, al nivel de hidratación del talo liquenico tiene 
un efecto muy marcado sobre la transferencia de hidratos de 

carbono. A altos nivelas de hidratacion, el hongo acumularia la 
mayor parte de los hidratos de carbono procedentes del alga, 

mientras que por debajo de un cierto nivel, quedarian retenidos 
en el alga, para asegurar su crecimiento y reproduccibn. 

Durante un ciclo de humedad y secado, cada simbionte tendria In 
oportunidad de obtener f;us requerimientos de fotoasimilados, 
sin inconvenientes para el. otro sinbionte (Mac Farlane y 

Kershaw, 1902). 
La cantidad de hidratos de carbono que recibe el 

hongo, ~6 de 10 a 20 veces mayor que la requerida para su 

crecimiento. Sin embargo, na se corresponde con un rtipido 

crecimiento del talo, que viene a eer de varios mm a varios cm 

por año (Smith, 1980). Farrar (2976) afirma que una gran 



proporción de la fotoslntesis en liquenes se invierte en el 
mantenimiento de altos niveles en el f’poo1~~ de polialcoholes, 

dejando ~610 una pequeha parte para los procesos de crecimien- 
to . 

Los poliolos son los hidratos de carbono predominan- 
tes en llquenes y se les adjudican importantes funciones (Lewis 
y Slllith, 1967): 

- son compuestos más id6nsos que los azucares como 
nlmnctsn de enegia. 

- almacenamiento de poder r-aductor y regulacidn de 
connzimas. 

- como suotancias de osmoregulacibn, contra el. 
deficit h.tdrico, disminuyendo sJ. efecto de la tensibn sobre el 
material insoluble (proteinas y polisacarfdos). 

- reparwcion rapida de las membranas tras cada ciclo 

de humedad y secad,o. 

X.10.- REXACXON ENTRl3 Rb LIQUEN Y SU SUSTRATO 

E. prunastxl. es un liquen epifito, es decir, crece 

aobre la corteza y ramas de los arboles, recibiendo la luz y 
humedad neceaeriaa para su desarrollo. 

Los 1 iquanes epff itos no tienen acceso al agua 

almacenada en al fiuelo, dependeniendo del agua de la lluvia, de 
2~ nieb1.a y de la cantidad de agua que sus ricinas sean capaces 

de obtener del, humus, derivado de la descomposicibn de la 
corteza del arbol que lo soporta. 

El fitoforo provee de un 81microhabitat*1 8. Los 
liquenes epifitos: las ramas altas eatan bien iluminadas, pero 

expuesta5 a la desecacidn, mientras que en el. tronco y ramas 

bajas del rlrbol el microclima es oscuro pero htimedo, El m¿tximo 
crecimiento de estos Ilquenes tiene lugar en los bosques de 

alta montnfia, donde la humedad rara vez, o nunca, baja del 90% 

por el casi constante cinturön de nubes. 
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La relación entre el liquen y su sustrato es, a 
menudo, compleja. En un principio se pens6 que los liquanss 
ePifitc= n0 teniAn Otra relación con el &rbol m& que la 
necesaria para su soporte, estando unidos a su sustreto por 

nprehensorios que no sobrepasaban los limites de las c6luJ.a~ 
epidhrmicas muertas (Lindau, 1895). 

Sin embnrgo , Portar en 1917 describió una extensa 

ponetraci6n do las hifas de Ramalina sp en la madera de su 
sustrato, fl trav& de heridas y lenticelas, hasta alcanzar el 

CAnlbiUnl permaneciendo las hifas en los espacios intercelulares, 

Investigaciones posteriores han establecido la 

penetracidn activa de llquenas epifitoe dentro de los tejidos 

del fit6foro. LaEi hifas de E. prunastri llegan y progresan 

dentro de los vasos xilomdticos de Fagus sylvatica L. (Estevez 

et al., 1980), Quercus pyrsnaica Willd. (Ascaso et al., 1980) 

y Quercus rotundifolia Lam. (Orus y Ascaso, 1982), lo que 

representa\ una basa estructural para la interaccibn quimica 

entre metabolitos del liquen y procesos metab6licos del 

huespad, pudiendo representar una importante fuente de nutrien- 

tes para 01 epifito. ta penetracibn se lleva a cabo a trav6s de 
la accibn quimica degradativa de los tejidos de la pared 

calul Ilr , encontr8ndose que E. prunestri posee actividades 

celulasañ y poligalacturonases, propias de los hongos fitopatb- 

genos (YaqUe et al., 1984). 

Ha sido ampliamente observada que ramas que Soportan 

una gran poblaci6n de liquenes epifitos aparecen con cl.aros 

sintomas de desfoliaci6n, no ocurriendo Qsto en las ramas sin 

liquenes. 

Estudiando la fisiologia de la interacción, se 

encontró una clara participacih de los fenoles liquhicos en 
e]. metabolismo de plantas superiores. Se han descrito inhi- 

biciones en el transporto ciclico de electrones por quelaci6n 

del Mn" de 3.0s cloroplastos (Orus et al., 1981), activacidn de 

la senescencia debida a la disminucibn del contenido hidrico, 
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numnnto da la actividad fosfatasa ácida y una mayor tendencia 

PI la abscisi6n, on hojas de Q. rotundlfolia incubadas en 
prosoncla da fenoles extraidos do E. prunastri (Estevez et al., 
1982). EsCo indica que las sustancias liquénicas penetrarian 
dentro da los vasos del xiloma y llegarian hasta las hojas, 
inhibiendo alll su metabolismo. 

Avalos et nl., (1986) han demostrado que pequefias 
cantidados de dcido nvárnico son translocadas por los vasos del 
xilema, llagando al nervio principal de las hojas. El fenol no 

n61o actila a nival foliar, sino que inhibe la diferenciación de 
las yemas y retrasan la formaci6n de hojas debido a que provoca 

un daraconao an la respiracibn (boga?. et al., 1988). 

L,R amplitud y complejidad de la simbiosis hongo-alga 
(0 cianoficna) ~3s asombrosa, especialmente cuando el. término 

lkeimbiasisli BU utilizado de acuerdo con el criterio de De Bary 
(1878), que aluda a organiamos distintos que viven juntos, ya 
wa en asociaciones mutualistas, comensalistas 0 antagonistas. 

En los tiltimos diez 81708, numerosos casos han llamado 

nuestra ntanclán y han contribuido, de forma colectiva, a 

nuaetra antandiminnto de la naturaleza de las asociaciones 
liqu0nicars haciendonos pansar en BU significado evolutivo. 

Los taxonas qua hoy son aceptados como liquenes son 

simbiosis mutualistas an las que el micabionto es el exohabi- 
tanta, dendn sl punto de vista morfolbgico, emitiendo prolon- 

gmcianos haustorialaa. 
Morfolbgicamanta sa puedan diferenciar tres tipos da 

relacionea ultraastructurnlss (Honeggsr, 1984): 

1.- En liquenas con un cianobionte, la zona de 

cantucto âa praducc antra la hifa en crecimiento y la vaina 

gnlatinosa (glicocalix) de la colonia de cianoficeas. Nunca hay 
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~WrlC3trACibIl ni Contacto con 1~ pared celular del endobionte. 

2.- En 1 iquenes con ficobionte, hay a veces con- 
tastos, nn haustoriales, con la pared celular del alga, pero 
nun<* penotrnc i6n I 

3 I - En liquenes hnustoriales, como los que contienen 
r~l.~~,~as dril q~noro (I’rebousin , se aprecian invaginaciones produci- 
dAS por In proqresi6n do las hifas ftingicas en la zona de 

COntelct,<~. En E. prunasW.i , el haustorio es intraparietal y, a 
vec;ot: , la pared celular del alga crece formando una vaina. 

El micobionta, en .l.w simbiosis lic@nica, se reprodu- 
co s*xunlmnnto, mi,ontras que el Potobionte (alga o cianoficea) 

rc?p’ri,me fiuot macaniemee da reproduccibn sexual, guizds controla- 

do FOE’ eI. hongo dn forma pardsita, manteniendo asi su ntimero de 
cdlulas cnnetnntes, 

Cn la confiqurneiån del talo, el micobionte paraca 

'iuqnr ll11 papel clava, mientras que el fotobionte ocupa, o se 

onau*ntra l.imitado a una capa dentro del talo liqu6nico bien 

dnfinitln, llamada capa gonidial I La gran variedad existente de 

tAla& morColbgicamentn complejos puede ser atribuida al 

mieubiunte, que 863 esfuerza en exponer 8. la luz el drea m&xima 

dn cAlul~s da1 fotobionts, mejorando as1 su habilidad da 

propagnrsn en un ambienta, por otro lado hostil (Hawksworth y 

lull, 1984). 

1.1~ eido cuestionado que las asociaciones liqu8nicas 

aQAn vgrdndnrwmento mutualistas (Smith, 1975). De hecho, 

algunos wutnran afirman que el fotobionte es parasitado por el 

hongo (hhmerdjian y JEICO~S, 1903), asegurando que la asociación 

etlgo-honqn Qn un liquen paco so diferencia de la relacibn 

honpndanto-gnrdaito, en la que el parasitismo, por parte del. 

hongo, 08 ddbil y parm,ite sobrevivir a la mayor parte de lae 

cQlul.as del hocpodanto algal t 

Por otro lAdO, hay investigadores que opinan que 

axj.stg2 una verdadera f3imbiosie alga-hongo en el talo liqu6nico, 
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[EL*0 t?l hCIng0 mantiene al alga en un estado de esclavitud Q 

holotismmo , siendo el hongo el qua obtiene el mayor beneficio en 
la elscxiacibn (citada por Galun, 1989). 

Es evidente que, en un sentido evolutivo, los 
I~rluones se originaron por hslotismo o esclavitud del componen- 
te nlqal por parte del hongo, paro al menos en algunos lique- 
nazi, In asociaci,dn ue ha desarrollado para formar una verdadera 

unibn mutualista simbiótica. Gonsralmante, el micobionta es 
sblo cnpoz dw sobrevivir con el fotobionte y Qste se desarrolla 

on nmhiantes donde no podria sobrevivir aislado, por ello, la 
nimbiosis ha de ser observada como mutualista, Al evaluar los 

ltb~nnaEicic~‘t obtenidos por el fotobionta, es esencial consida- 

rar Ias vantnjna evolutivas de las poblaciones, en lugar de la 

de c:dli~Xac~ Individuales (Hawksworth y Hill, 1984). 
A\ln hay din, los investigadores del campo de la 

Ilquonolugia no us han puesta de acuerdo para dar una tinica y 
ampl, inmcbntn scaptada definicidn del tt$rmino “liquenOO. Durante 

la asamblea general de la Asociación Internacional de Liqueno- 
l0qla (TAL) , celabrada dentro del 13” Congreso Internacional de 

DatAnlca da Sydney, en 1981, se propusieron cinco definiciones 

nobra erl concepto ds U’Iiquen”, de las cualss ninguna fua 

mmyoritariamenta aceptada, poro tampoco rechazada. Son las 

&~i,yuiatltas: 

- Un Liquen es una asociaci6n de un hongo y un 

aimbionca Eotosintåtico cuyo resultado es un talo estable y una 
ostruct11ra espc3cifica. Propuesta por el Comit6 Tsrminol6gico de 

la IAL, 
- Un Ilqunn as una asociacidn estable y capaz de 

mnntennrsn a si misma, de un micobionte y un fotobionte, en la 
cual el micobionta es el exohabitante, Propuesta por D.L. 

tlawksworth. 
- Wn liquen es una asociación h,ongo-alga estable que 

da como resultada un talo que, por lo general, difiere signifi- 



Ctk~iV~lIllO~l~Q de cui~lquieri~ do los simbiontes en estado de vida 

libru (no liquenizndo) , Casos excepcionales de asociaciones 
honrJ(I-mlga qll0 formen talos rudimentarios o mal definidos, son 

~~nrr~:j.tltlrndoa como liquenos si el simbionte ftingico (micobionte) 

pn 1:’ oc: Cr ompnv3ntndo con otro taxon que forme autdntico liquen. 

rw)pu0!:;t:,0 por I , r4. Brodo, 

- Un l.iqué!n es una naociaci6n de un hongo, y unas 

VRCc”?S, un alq(>\ y, otras una cianoficea (ocasionalmente ambos), 

qur! produca una oatructura estable. Propuesta por A.L. Muber y 

Il. K. Ki tlbny . 

- Un liquen os um asociwibn simbibtica y estable de 

un hnnqo *apocinXizado y dominante con un alga, en la que los 

cioa r;i.mbiant.36 forman un talo contrato con una estructura 

pc7 CT LI 1, i a r . mupun~cn por wnt Jiang-Chun. 
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II.- HATBRIAL Y UBTODOS 
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1 I . 1. . - NATIXTAL IlXOl.OGXCo 

Kl organismo utilizeldo en el presente trabajo ha sido 
tal lic~u~!n E\~~rIl*pl prunasl:ri (L.) Ach., creciendo sobre la 
t: 0 L' c, 0 i! a dn Qtic~t~cu.5 yyranwica Willd. y recogido en Valsain 
( !;CXlWV ì t, ) , 

Las muostras , limpias y secas, se almacenaron en 
ok~uridad, a 7'c, nn bolsas de plolstico hasta au posterior 
uC,ilizpLc:i6n. 

11.X.- VALORACXON DEL PESO SECO 

[II pnaa seco ae determinb gravimtkricamente mante- 
ninndo luw talos, deüpu& de su incubacibn, durante 1 h a EO'C. 

1: 1 . 3 t - EWI'JNACTON DEL CONTENJDO EN AGUA DEL TAM 

ta cantidad da agua del talo ae determinó estimando 

t~u contenido, por difJerencia de pesada entre el talo hidratado 

(4 mln en tsmpbn Tris-HC1 0,1 M, pH 9,l.5) y el peso seco del. 
mismo. 

El contenido da agua fue expresado en "rnL.g-' peso 

SQCC) dQl ixlo" I 

1x.4.- CONDICXONltS DE TNCUBACION 

Lau Incubaciones ae realizaron sumergiendo fragmen- 

'toñ da talo ~XiqutJlnico, de 1 g de peso, en 25 ml de disoluciones 
tamponadas dn acotata sbdico 0,1 M, pH 5,O; fosfato s6dico 

75 mM, pH á,I) o Tris-HCl 0,1 M, pH 9,15; de 0 a 8 h en osouri- 

dad a 26°C. Cuando PIQ indique, se aiiadib o no putrescina, asl 

como diforentets metabolitas relacionados con la diamina. 
Ana modificaciones, de cualquiera de las condiciones 

de cultivo descritati, ae indicardn en cada caso. 
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II.!>.- SEl>AKAC10N OEL FOTODIONTE Y EL MICOBIONTE 

Cuando el estudio roquiri6 medir distintos paråmetros 
C!rl Ctldil ll110 de 10s simbiontes, se procedi6 a su separacidn 
!;ClclllIl modificaciones dril mtitodo descrito Por &caso (1980). 

Kl talO fue mé\cnradc, tras la incubación, en tampón 
fOsIat0 sal.jno 10 mt4, Pl-1 7,2 0 en agua destilada, agitando 
E~UtlVC~lllOll~C~ dLIL*afltc! 20 min y filtrado 8 trav&, de 3 capas de 

qarrn * 

El material retenido fue resuspendido, agitado y 
Pi ltrada nuavamont% * Ambos filtrados, conteniendo los simbion- 
t*'>, , se juntaran y fueron centrifugados a 1000 x g durante 
10 min p1 4°C. El Precipitado ee resuependib en sacarasa 0,25 M 

y alf~u0ta8 de 4 ml fueron depositadaa suavemente en tubos que 

contonian 5 ml da KI al 00% y centrifugados a 30 x g durante 

;! mln. En ol. gradiente asi formado ae depositó la fraccifin 

alqul en la %ona intsrmadia, mientras que el micobionte cay& al 

fondo dcjl. mismo. 

Cada simbionte fue rscogido y lavado, tras varias 

c@ntrifuqncionas a 1000 x g durante 20 min, en tampbn EOBfatO 

anllno 10 mM, pH 7,2 o agua destilada, Una vez obtenida cada 

fraccibn da la forma descrita, quedaron preparadas para fiar 

analizadas Pasteriormante segtin el partimetrc a estimar. 
toei valorea abtanidos fueron referidos en unos casos 

n.l pesa soca da cltdei fracci6n (apartado X1.3.) y en otroe, al 

cantanido proteico (aplsrtado X1.8.). 
En uno de 30s expsrimentos en el que se considerb 

6~510 la frwcidn alqal, se ha116 el rendimiento del m6todo 

mediante la aetimacidn del contenido en clorofilas da dicha 

f‘rwccidn cun r~~pw&~ al talo completo, de la siguiente naner8: 

- tanto al holabionte como las algas aisladas de la forma 

defick-ita anteriormente fueron maceradas en acetona pura. Ambos 

~xtrac:t~~ al sonicaron durante 1 min a 20 KHz-s-', en un 

tilaruptor USE, y ee almacenaron en oscuridad a 1O'C durante 
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12 h. El homogeneizado fue centrifugada a 3000 x g durante 
10 min a 4°C. Los sobrenadnntes fueron recogidos, añadi6ndoles 
ngua hasta abtener una concentración de acetona del 80%. 

El contenido de clorofilas fue estimado por el 
m&t.od» do hrnon (1949) oagtin 1~ axpresi6n: 

20, ;! DO,,, + R,cl2 DO,,, = mg do clorofilas totales l-’ 

k:1 rwndiminnto obtenido por gramo do talo fue del 4,2% 5 1,07. 

II.b.- VALORACION DEL CONTENXW DE ARN 

Iicïl cansay sagtin el m&ado descrito por Ramakrishna 
01; al. (1978). En nuestro casi, los niveles de ARN se cuantifi- 
caron por la medida eepectrofotom&trica de 30s nucle6sidos-3(-P 
dQ1 ìlc~ido, libwrndos por digosti6n alcalina (con KOM 0,3 M), a 

2GO, 200 y 290 nm de longitud de onda, segtin las relaciones: 

al DO,,, - m!m (cuantificación nucle6sidos-3’-P) 

b) ~O,,,b / m,” (medida de la pureza del ARN extraida) 

wwndw como patr6n ARN de lavadura. 
tig* munstrere de tala, despu& del tratamiento, fueron 

Invnders con ngua destilada y secadas suavemente con papel de 

Piltra. h continuacibn se maceraron sn un mortero a 4’C, con 
10 ml de acletona 100%; se eliminó la acetona por filtración a 

trnvAta ch una doble capa de gasa y el axtr,acto se dejó secar al 

niret, 
sn afiadieron 10 ml de dcido perclárico (HC10,) al S%, 

contnnionda R-mnrcnptoetanol. 5 mM y se mantuvieron a 7°C 

durante una noche. SQ centrifugaron en una Beckman JA-21, 

durontn 30 min, el 46.000 x g a 2°C. 

1~0s pracipitadofi asi obtenidos, se lavaron dos veces 
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1:011 10 n\l de Cada uno da los siguientes disolventes: etanol al 

!>!;%, ~?~~1110~.-6~~t: (3: 1 V/V) y Qter al loo%, eliminando, en cada 

paso, el sobranadante por centrifugacibn a 4.000 x g, durante 

10 min a 2’C. Los precipitados se dejaron secar en un baño a 
:1'1'C y se resuspendieran en 8 ml de agua destilada, filtran- 

tlo1o!: a tl:aV~%s de filtros Nillipore GS, de 0,22 Pm de diametro 
d 0 por 0 * 

Pnra la digestihn del ARN extrafdo, se ahadió a los 
filtrados 2 ml de KOR l,!i M, permaneciendo durante 16 h a 37°C. 

Pnsa~io este tiempo se adicionaron 120 fil de HClO, y se centrifu- 

qnron et 2.800 x g, durante 10 min, a fin de eliminar l.ae 

protninn:~ y el AUN pracipitados con el tlcido. 

Fost6wiormente se midic5 la absorbancia de lOS 

Nol,r<‘ti»dantae, a 1a.e longitudes de onda sehaladas anteriormen- 

te, en un napsctrofatbmetro Zaias W-2. En todos los ensayos se 

realizaron contralos en los que no se inclufa el extracto 

11,quQnico. 

El valor de abeorbancia, segun la relaci6n a), se 

transformb en sg de ARN, utilizando una recta patrón ConstruLda 

con cantidades crecientes y conocidas de ARN de levadura Y 

proc;::nsadae de Ia forma descrita anteriormente (Fig.8 1. 

1X.7.- VALORACION DE ACTZVìDhDES EiNZINATICAS 

ta natividad ARNasa (EC 3.1.27.-) se valor6 sagtin 01 

mdtods descrito por Cherry (l.973), estimando espectrofotométri- 

camente la cantidad de ARN hidrolizado. 
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I’IGllllh 0. - Roctn do calibrado do ARN utilizando 
di femntos concentracionne del. dcido 
nucl.ai,co pmtrdn. 
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121 f3Xt,r~ct« libre de células se obtuvo, en este caso, 

mt~c~‘UrarldO 1 $1 de talo 011 un mortero de porcelana porosa, a 4”C, 

Cx~ll 10 ml, de t~Nm@n acetato sódico 0,1 M, pt[ 5,o y centrifugan- 

do dur<into 20 nlin, R 9. 500 x 9, 2’C; filtrando a continuación 
el uol:I~~rlnda\Ilta. 

IAli mezcl.as de reaccibn oontenian: 0,2 ml del 
r~xt.rnst.0 libre de cålulas; 0,8 ml de tampbn acetato sddico O,.l 
Id , pll 5 , 0 ; 2 mg de ARN dn levadura disuelto en tampón acetato 
r,btlico 0,l M, ~1.1 5,O y 1 ml de una disoluci6n que contenia 
<:imxro~~a 0 5 M . , I KC1 10 mM y MgSO, 1 mM en tampón acetato sódico 
0, 1 M, pII 5,O I Loö controles RO llevaron a cabo con las mismas 

moxcl~s do ronccibn paro en ausencia de ARN de levadura. 

La@ mnzclas de reacción se incubaron durante 30 min 

n 3O’C y la rnnccidn so finalizó onfridndolas sobre hielo. A 

continuncibn 80 arIadieron 0,5 ml de una disoluci6n que contenia 

1tcI0, 1 M y ncntato da uranilo 25 mM; so centrifugaron durante 
10 min M 450 x q y se guardaron los sobrenadantes (A). A los 

preclpitwdoa ea les arìadid, dos veces, 3 ml de una disolución 

do HClO, 2 M y acetato de uranilo 10 mM, centrifugando, en cada 
paso, LO min ei 450 x g y guardandose loa sobrenadantes asi 

obtu>nlclos (B y C) . ~11 cada CNSO se mezclaron los tres sobrena- 

dantes (h, n y C) y ~0 completaron sus voltimenss hasta 10 ml 
COVI la disolucidn que contenfa Hc10, 0,2 M y acetato de uranilo 

X0 mM . 
~1, ARN patrdn hidrolizado se cuantificó midiendo Las 

absorbancias a 260 y 290 nm, segcin la ewresi6n: 

DfJ,,,t - DO,,,, = 1 = 57 ~.rg ARN hidrolizado 

LN unidnd da actividad especifica se dafinid como 

II IJCJ ds ARN hidrolizado por mg de proteina y por minutotU. 



La actividad DAO 86 valoro espectrofotométricãmente, 
por 631 mdtodn de Solorzano (1969), estimando la cantidad de 
amonio producido R travbâ de la formacion de indofenol, segun 

las etapati do reacción: 

UI) putrnsc:ina ,+ OJ 4 H1O ------> y-aminobutiraldehido + HJN +H,O, 
1,)) tl,N ,t NaCIO ------1---------a H,ClN + NaOH 

c:) H,CXN ,I, fenol + NaOtI -------> p-aminofenol f NaCl + HIO 
d) p-aminofnnol -1, fenol + 0, ---> indofenol + H,O 

El indafenol 80 cuantificó midiendo el. color desarro- 
11.ado PI ti40 nm. 

Los rsactivos omploados, almacenados a 4'C, fueron: 

L- Diewluci,Bn de fenol-alcohol: 

10 $1 f’onol / 3.00 ml alcohol etilico al 95% 
2- Nitroprueiato Abdico ( Na,[Fo(CN).NO],H,O) al 0,5%: 

1 g nitroprusiato sbdico / 200 ml agua (preservado de la 
luz) 

3” Di.soIuclbn er.l.calina: 

100 CJ citrato triaodico + 5 g NaOH / 500 ml agua 
4- I~llpuclorito ddico (al manos 1,5 N) 

ti- Maolucibn oxidante: 

IOC rnl ~\olucion 2 / 25 ml solucibn 4 (preparada en el día) 

El extracto libre de c6lulas se obtuvo, en este caso, 
mlscerwnda nl talo, tras ler incubación, con 10 ml de tampbn 

fosfato ~odir:o 75 mM, pH 6,9. En este ensayo, también se valor6 
la actividad DAO secretada a 108 medios, recogiendo estos tras 

la incubaci6n. Ambos extractos se centrifugaron a lî ,500 x g 

dur*nta 20 min 8 Z”C, se filtraron los sobrenadantea y se 

dializaron 108 filtrados, dwante 18 h, frente al tampon de 
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LA:1 INezClAS de reacción contenian: 260 pmoles de 
fOSfeltt<3 sbdico, pII 6,s; 5 Mmales de putrescina y 1 ml del 
oxt:r’~~~tc~ librn de chlulss. Los controles se llevaron a cabo con 
1 A 57 miu3mns mezcle10 de reacción, pero con extracto libre de 
c:c)1.u1a::: herVido durante 20 min. Las mezclas de raaccibn se 
mnntuviurnn durente 20 min a ZO’C, posteriormente se les añadi6 

1 ml la disolucibn de fanal, 1 ml de nitroprusiato sódico y 
3 ml, cl0 la disolucibn oxidante, Una vez agitadas las mezclas, 
LIC) o!!:pe1:6 durante 1 h sntea de medir el color desarrollado a 
b40 nm. 

Los valoras de absorbancia se transformaron en pmoles 

de amonia interpolanda en una recta patrón construida con 

cnntidnderî conocidas de sulfato ambnico, procesadas de la misma 

I’ormn que Ias mezcla8 do reaccih. 

1.n unidnd de actividad especifica se defini6 como 
tifimolafr ch nmonio producidos por mg de proteina y por minuto”. 

X1.8.- VALORACION DE PROTEICNAS 

Las protelnas RB valoraron, en los extractos pre- 

vicrmtlnto dializadas, seglln el m8todo de Lowry et al. (19Sl), 

utiliaenda seraalbdmina bovina como patr6n. 

TI.rl.- VALOHACTON DE PUTR~ESCINA LIBRE MEDIANTE CROMATOGRAFIA 

LIQUXDA DEI ALTA RESOLUCION (HPLC) Y DETECCXON 
Ef3Wa!TROBOTOH’ïiYTnICA (UV) 

Una vez realizada la incubacibn de 2 g de talo 

Liqu&,lcn, @n lae condiciones que se indique, ae maceraron con 

Oter etllico al. objeto de eliminar los fenoles, se filtraron a 

trnv& de una doble capa de gasa y fueron secados en vacio. 
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Los medios de incubación se recogieron y trataron de 
la mismn forma descritn para los talos. 

Ambos extractos secos fueron macerados en 15 ml de 

HClO, i‘rio al 5x, conteniendo etilamina ,como patrón interno, y 
mcrnt:onido!~ durantn 1 h en hielo. Los homogeneizados se centri- 
1'uq:1t"»n pontcriurmente R 48.000 x g durante 20 min a 2°C. Los 

~:ol,riilr:iclElntnr; fueron recogidos y neutralizados con NaOH 0,1 N 

hnc;tn un pll final da 7,O y filtrados a través de filtros 

Mi 1 lipnre CS, de 0,22 Pm de didmetro de poro, eliminhndose de 

O*~CPI lormr\ Xezs sales formudas. ., 

En 0ltimo lugar, los filtrados se liofilizaron y se 

~u~LIeir)(?rrdiex:on en 2 ml de agua destilada. 

lina vez extralda la diamina, se derivatizó con 

clorura dn p-toluenaulfonilo (Cl.Ts), segtin el m6todo descrito 

por !:wc~iur& CatI al. (1975), modificado por nosotros. 

NCACCIINI DE TOSILACION DE AHINAS PRINAIIIAS 

v  
;)N-R r.&a H3C SO*-N(; tHCI 

C,,OAulIo nr: p. IOLUL,N SULFOHILO hH111.4 TOSILAHINA 

Al extracto acuoso EM le nfiadf6 1 ml de bicarbonato 

sdclica 0,s M y JO mg de CITs diweltos en 3 ml de acetona pura, 

p@rmnngclendo durante 1 h a 70°C. Posteriormente se dejó 

enE'riar ~iobra hielo y ee anadieron 5 ml de NaOH 2 N, lavtindo,lo 

2 VMXW wn 5 ml de n-hexano acompafiado de una fuerte agi- 
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Una vez eliminada la fase orgdnica, se añadieron a la 
fll~:C ¿ICuosN rosultantn 7,5 ml de HCl 2 N y 5 ml de cloroformo, 
~::u(:~ue;ivamenta, La faso cloraförmica fue recogida, filtrada a 
travrlî: do l:ulfatn s6dico anhidro y evaporada a sequedad. El 

rusidu0 stwx> fue resuspendido en 2 ml. de metano1 (grado HPLC) 
par17 su postorlor cuantificac;ibn. 

Como patrones AB utilizaron poliaminas comerciales 

prap~~raclas da lo farma desc:rita. 

El andl1.ais y cuantificacibn de putrescina libre 

ta~zil&dn su 11~6 a cabo por cromatografia liquida de alta 
rew>1uc‘1611, en un cromatdgrafo liquido Varian 5000, equipado 
can un Intxqrador Vieta CDS 401, bajo las siguientes condicio- 
noa do andlisiw: 

- columna: fase revors~~ C18, Micro-Pak MCH-10, 4mm x 30cm, 

rallena con particulas de 10fim 
- fTers<a mdvil: matanol:agua (65:35 v/v) 

- flujo: 1. ml.min*” 

- t,@mparaturs: 25°C 

- praelbn: 230 ntm 

- atenunclbn: 8 

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

- patrón interno: stilemina (0,66 Pg) 

- volumen cle inyc+ccih: 10 Kl. 

LS cuantificacibn de putrescina se 110~6 a cabo 

utilizando una recta do calibración indirecta de putrescina en 

funcl6n del patrdn interno (atilamina), procesados de la forma 

deacritw t+n el apartado II.9.2. 
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II.IO.- VALORACION DE POLIAMINAS LIBRES y CONJUGADAS POR HPLC 

Y DET'KXION PQR J?I,UORBSCENCIA 

La @xtracción de poliaminas twtales se llevb a cabo 
mncor~\ncIo 1~x3 talos, tras la incubación que se especifique, en 
C'IcidO triclwrwac6tiCW ('I'CA) frio al 5%, conteniendo n-butilami- 
na como patrch Intarnw. 

LWa modios do incubacih se recogieron, se filtrflron 
y AQ mQZClClrWtl Con un VW~Ulnen suficiente de TCA friW al 25% 

hasta una concsntrnci6n final de dcidw del 5%. 
LaS mueatra8 fueron almacenadas en tubos de pldstico 

durnrrte 12 h a 5'C, siendo posteriormente centrifugadas a 
48.000 x 4 durante 20 min a 2'C. Se recogieron los sobrenadan- 

top y lou precipitados ea rasuspendieron en un volumen de NaOM 

1 N, contoniendw el patrbn interno n-butilamina, igual al 

vwlumnn inicial da TCA. 
Con abjoto de valorar las paliaminas conjugadas, se 

recrliz& una hidrblisis elcida, segtin el m&ado descrito por 
'PXE)tJRCZO et: a.l. (1905). Para ello, se mezclaron el precipitado 

raal~l*penc~sclw, aad. como parte del eobrenadante, con HCl 12 N en 
Iw propwrc:ibn I:I (v/v) en ampollas de vidrio selladas en 

Ilflm0, pnrmanaciandw las muestras durante 18 h a 1lO'C. LOS 

hidrolizncloe fuuron centrifugados a 30.000 x g durante 15 min 
a 2'~ parrr eliminar al material. carbonizado. 

El swbrenadante no hidrolizado conteniendo las 

pwlSam,inas librau (S), el. sabrenadante hidrolizado conteniendo 

pnlinminas libres y las conjugadas solubles en ticido (SH), asi 
CO~Q 01 precipitado conteniendo los conjugados de poliaminas 
inanlubl,es an Acido (PH), fueron secados e\ 7O'C bajo corriente 
dn aira y r@wuapandidas posteriormente en 2 ml de agua bidesti- 

lada * 
ELl TCA FUQ axtreJdo por lavados suceeivos con 5 ml 
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de Btctr dilico, siendo necesario este paso ya que la posterior 
renr:d~rn de derivatizacibn requiere valores de pH alcalinos. 

Ia fase etérsa se separ6, àespues de una centrifu- 
gacion tl 5.000 X g durante 5 min, y fue desechada. El extracto 
acuoso se almaceno a -20-C hasta su posterior derivatización. 
El procedimiento esquematizado se muestra en la Figura 9. 

Los patrones comercialas: n-butilamina, putrescina, 
espornridina y esparmina, se disolvieron directamente en agua 
dc3RtileYdn. 

Une> voz extraidas Ins poliaminas libres, asi como las 

do 10s con :Jugados , sa derivatizaron con cloruro de dansilo 
(CIl,ns) seglln el måtodo dascrito por Smith y Best (1977). 

tlCACC1ON OE tlAHSILACION OE AMINAS PRIMARIAS 

CLOttUIIO OC UANSILO AHINA OANSILAHINA 

PC\t̂ tl OJLO, SSI ailadic) a 0,2 ml del extracto acuoso, 

conteniendo las poliaminae, 100 mg de bicarbonato sodico y 

0,4 ml do ClDns (30 mg. ml*' de acetona), Tras fuerte agitación, 

lost recipientes cerrados fueron almacenados en oscuridad 

durante 16 h a temperatura ambiente. Despu6s se les afiadieron 
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I 

almacenamiento a s'c 

toda la noche 

centrifugar 20 min a 48.000 x g, 

I I 

2’C 

pracipitado L. NaOH 4 
n-butilamina 

almacanår a -1o'c HCl 1ZN 
l:l(v/v) 

ag tar 

t 
HCl 12N 
1:1 (V/V) 

I l 

FRACCION $+SH FRACCXON PH 

I l 

poliaminae conjugadas 

18h a llO'C 

csntrifugar 15 min a 30.000 x g, 2'C 

deeecar a 7O'C bajo corriente de aire 

raauspsnder an 2 ml de agua destilada 

I 
3x5 ml Bter etilíco 

centrifugar 15 min a 3.000 x g, 2+C 

poliaminaa an fraccidn acuosa 

. completar a 2 ml con agua destilada 
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46 mg de L-prolina en C,2 ml de agua bidestilada, mantenién- 
dolas dUrantQ 30 min a fin de destruir el exceso de ClDns. 

@csteriormente las muestras fueron mantenidas a 65'C 
bajo corriente de airo hasta su total desecación. El residuo 
soco fue resuspendido en 0,2 ml de agua bidestilada y las 
pc~ialllinas dansiladas fueron extraidas con 3 ml de tolueno 
(grada HPLC) , secando, por ultimo, el disolvente. 

Las polinminas dansiladas almacenadas a -2O'C en 
osC:llricie\d se mostraron quimicamente estables durante varios 
meses. 

Una vez terminada la derivetizacion, se realizó una 

Limpieza de las muestras por hidrdlisis alcalina, segun el 
metodc descrito por Seiler y Knödgen (1979). 

El extracto toluenico seco se mezclo con 600 11 da 
KOH 5 M en metwncl y BG mantuvo durante 45 min a 5O'C a fin de 

nllmlnnr los derivados dansilados fdcilmente hidrolizables. 
Posteriormente, se anadieron 1,5 ml de una mezcla 

gun contenia 200 mg de KHIPQ, y 200 mg de Na,HPO, en agua 
destilada. Las poliaminas dansiladas fueron extraidas con 3 ml 

ds talueno, õl extracto toludnico fue recogido, evaporado a 
sequndad y sl residuo fue resuspendido en 1 ml de metano1 
(grado hete) para su posterior analisis y cuantificación. El 

trntamlento de derivatizacion y limpieza se muestra en la 

F’iquru 10 * 

K1 an6lisis y cuantificaci6n de polfaminas dansiladas 

Libres y conjugadas, se llevo a cabo por HPLC, en un cromatd- 

grafo ligu.Ldo Varian 5060 equipado con un integrador Vista CDS 

401 y un detector de fluorescencia Fluorichrom TM de Varian, 

con una celula de 12,5 ~1 de volumen, utilizandose una combi- 
naci&n de filtros cuya resultado proporcionó una longitud 
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0~2 Id da POLIAMINAS EN AGUA DESTILADA 

100 mg NaHCO, 
+ 0,4 ml ClDns 

(3omg.m1-'acetona) 

ag..tar 

16h rclposo WI oecuridad 

0,Z ml agua deetilada 
+ 40 mg de prolina 

reposar 30 min 

Bacar a 6S'C bajo corriente de aire 

mauaponder @WI 2 ml de agua destilada 

I 

2x3 ml tolueno 

recoger fracc dn orqdnica 
(contemiendo Dns-poliaminae) 

evaporar a esquadad 

600 ~1 KOH en m68tano.l 

repasar 45 min a SO*C 

1,s ml de dinolucidn: 
XH$o, (200 mg) + 
NaJiPO, (200 mg) 

extraer con 3 ml de tolusno da grado HPLc 

evaporar a sequedad 

resuapandar WI me t anal de grado HPLc 

FfWRh 10.” Esqunma da derivatizaci6n de poliaminas y 
limpieza post-derivatizacidn, 
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tlt- Otldr\ dC? excitación de 340 a 380 nm (ref. np 7-54 y 7-GO, 
vilriatl) y una Longitud de Onda de emisión de 460 nm (ref. np 
3-71 y 4-76, Vflrian). Las condiciones de análisis fueron: 

- columna: fas8 reversa, c,,, Micro-Pak MCH-SN cap, de 15cm 
x 4mm, rellena con partfculas de 5 Pm. 

- fase nIoVil: motanol:agua en gradiente lineal del 60% al 

85% de metano1 en 15 min, manteniendose esta 
ultima composición hasta los 20 min. 

- flu)o: valor inicial de 0,7 ml x min-' incremen,tando a 
l,7 ml. x min*' en 15 min, manteniendose este valor 

de flujo hasta los 20 min. 
- temperatura: 40°C I 0,l"C. 

- atenuaclon: 128 
- patrdn interno: n-butilamina (0,29 pg) 

- volumen de inyeccibn: 10 ~1 

La cuantificacibn de poliaminas se llevó a cabo 
realizando una recta de calibracidn indirecta, construida con 

cada una de Las polinminas patrbn comerciales en función del 
patrdn Interno (n-butllamina) y procesados de la forma descrita 

an ~11 apartado X1.10.2. 

TI:.lr,.- TRANSPORTE Y ADSORCION DE PUTNESCINA 

Para el estudio del transporte y la adsorci6n de 

putresc:ina se usaron tecnicas isotopicas, mediante el empleo de 

mezclas <Ie putreecina Erla y .I,rl["C]-putrescina (111 mCi.mmol-') 
( hmarsham, Suckinghamehire, Inglaterra ). 

Los talos liguenicos fueron previamente humedecidos 

con agua destilada, colocdndoloa en una placa Petri sobre papel 
de filtro humedeoido e iluminados durante 15 h a una temperatu- 
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Vn entre 1% y lEVe.

La iluminuclón a la que fueron sometidos presentaba
unn dun~idad de fluencia fotónica de 10 gE.nv’ ,s’ a nivel de

talo 1 UJUe¶nieo.
1’nsttcriormonte se cortaron trozos de talo, cuyo peso

hurn¿’do cnwilú entro 8 y 30 mg, siendo hidratados durante 4 miii
en el tnrnpán correspondiente, segi~n el medio de incubación
em¡~ 1 ende en su estudie, posterior.

Las incubacionesfueron realizadasen tampón Tris—HOl
(1,1 14, pu 9,1~ en oscuridad a 260, siempre que no se indique

lo contrario.

fl.íl.2~

Una vez incubados, se recogieron los medios y los

tn1o~’ fueron sumergidos durante 2 miii en TOA frlo al 5%, con
objeto de extraer y medir la diamuna que permanece adsorbida

Húbre los talos.

Sc detormunó su peso seco y se extrajo de ellos la

putreseina transportada, macerandolos con TCA frío al 5% y

mantenlendolos durante una noche a l0C. Se centrifugaron a

1. .000 x ej durante 20 miii y se cuantificó la radiactividad

contenida en el sobrenadantetomando alícuotas de 400 pl y

deposit~1ndo1asen viales de centelleo que contenían 5 ml de
ne~ttln NK-266 (Nuclear Enterprise, para muestras acuosas)

La medida de radiactividad se llevó a cabo en un

contador de centelleo liquido Intertechnique SL 30.

Para la estimación do la radiactividad remanente en

lcnt medios de incubación, así como la adsorbida a los talos y

oxtratdns por el lavado con TCA, se tomaron alícuotas de 50 y

200 pl, rcwpectivamento, las cuales se incluyeron directamente

en ion viales, siendo procesadas de la manera descrita ante—

riormente.

La eficacia del conteo (%e) fue evaluada en cada
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oxper&mento con los patrones o el medio empleado previa

ineubnción

Los valores del transporte y la adsorción fueron
nxpre¡;ndor. cono “timoles de putrescina.lv’ .g’ peso seco”.

11.11.3.- flvdi~u ~oI tri ZI&~yJL.~~grción de uutrescina en

flanvI~n ~daLpil

Kl efecto del pH en el transporte y adsorción de la

dinmina fue estudiado usando distintos medios tamponados:

A - Tampón ácido cítrico — fosfato disódico 0,15 M,

de pH 4,0 a 7,0.

¡3 - Tampón fosfato sádico 0,2 M, de pH 6,0 a 8,0.
O — Tampón Tris—HC1 0,1 M, de pH 7.5 a 8,9.

O — Tampón glicina — NaOH 0,2 M, de pH 8,5 a 10,6.

Las muestras fueron tratadas como se describe en los

(3pnrtadot. 11.11.1, y 11.11,2., incluyendo en los medios de

Incubación 1 ini de putrescina 5 mM, conteniendo 0,15 gol de
1,4(”O]—putrescina por ml de medio y manteniéndolos durante 1

h en oscuridad a 26 ‘0.

11.11.4.- Do~gr,InLtQi~n fllfttSOflSt&flteS cinéticas del

11.11.4.1.— Estimación de la K~ y V

Para la determinación de la 1<, y ~ se procedió de la

forma descrita en los apartados 11.11.1. y 11.11.2., variando
itt concentraciónde putrescina de 1 a 50 mM y añadiendo

O,1~ pal de 1,4(ttC]—putrescina por ml de medio, en tampón

Tris—Ud 0,1 14, pH 9,15 durante 1 h en oscuridad a 26’0.

El valor de 1<. y V,,, se determinó segUn la represen—
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tación de Lineweaver—Durk (1939) y Eadie-Hofstee (1959). Previa
eliminación del componente difusor mediante el ajuste de una

recta de regresión a los cuatro primeros valores del transporte

total

11.11.4.2.— Estimación de la concentración I,,<, y K1

Como inhibidores del transporte de putrescina se

ensayaron las pollamunas espermidina y espermina.

En primer lugar se construyó la curva “dosis-respues-

ta” manteniéndose constante la concentración de la diamina en

5 mM <conteniendo 0,25 pCi de l,4[IACJ~putrescina por mi) y

variando la de espermiduna entre 0,25 y 30 mMy la de espermina

entro 0,25 y 50 mM. El ensayo se realizó en medios tainponados

a pH 9,15 con Tris—HOl 0,1 M, durante 1 Ii en oscuridad y a

26 ~C.
El valor I~,<, se determiná representando logarltmi—

camente el porcentaje del transporte frente a la concentración

del inhibidor.

La cinética de inhibición fue determinada variando

la concentración de putrescina entre 2 y 20 mM (conteniendo

0,25 pci de l,4f’
4C]—putreschna por mi), sin inhibidor y con das

concentraciones de espermidina <1 y 3 raM) o espermina (0,75 y

2 mM).

Los valoras de ~ y KMÁp, en cada caso, se estimaron

mediante la representación de Lineweaver—Burk. Los valores de

K, se obtuvieron, en cada caso, representando los valores de las

pendientes, obtenidas en el cálculo de regresión de dobles

inversas, frente a la concentración del inhibidor y determinan-

do el punto de intersección de la función con el eje de

abcisas.
La metodología utilizada en el estudio de los

posibles efectores del transporte y la adsorción (análogos

estructurales de putrescina, aminoácidos, cationes y fenoles
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licluénicos) se detallará en el apartado correspondiente de

Resultados.

II. 1 1 . 5.- flusrnLorau~I~n de outrescina

flarei el estudio de la transformación de putrescina en

ospormidina, espermina o en ambas, las poliaminas fueron
aisladas e Identificadas por cromatografía en capa fina (TLC).

Una vez realizada la incubación de los talos, las

pollaininas fueron extraídas según el apartado 11.11.2.; en este

caso, los medios fueron mezclados con TCA frío al 25% hasta

obtener una concentración de TCA del 5%. Talos y medios de

incubación fueron procesados de la misma manera.

Una vez extraídas las poliamunas, se midió, mediante

la toma de alícuotas, la radiactividad total presente en talos

y medios. El resto del extracto fue secado totalmente a 65~0,

baje corriente de aire,resuspendido en 200 pl de agua destilada

y dansilado según lo descrito en el apartado 11.10.2.

Las poliarninas dansiladas y secas se resuspendieron

en 100 pl de tolueno y fueron aplicadas en una capa de gel de

sílice 60F254 (Merck) (20 x 20 orn) de 2 mm de grosor, pre-

viamente activada a ll0C durante 1 h. como sistema de desarro-

llo ascendente se utilizó ciclohexano acetato de etilo 1:1

Cv/vb La cromatografía se desarrolló 3 veces consecutivas,
previa desecación, a fin de obtener una mejor resolución.

Las poliaminas fueron visualizadas por fluorescencia

Inducida con una luz Uy de 366 nrn, en una lámpara DESAGA, e

identificadas comparando su movilidad cromatográfica frente a

la de poliamunas patrones dansiladas. Cada una de las manchas

fue recogida e introducida en un vial, conteniendo 5 ml de

líquido de centelleo y cuantificada su radiactividad.

Mediante el empleo de 1,4 f”CJ-putrescuna dansilada se

estableció que la recuperación de la radiactividad, en el

empleo de la técnica de TLC, era superior al 85% (Fig.ll).
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FIGURA 11.- Recta patrón construida con diferentes
concentraciones de 1,4 (‘4C 1 -ptitrescina
comercial extraída tras su cromatografía en
capa fina.
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LI . 11 .6. kr~QV1Qfl0rniVjftQ~e~¿ja~

Para el desarrollo de este estudio, se partió de

talos liquénicos cuyo peso osciló entre 121 y 125 mg de peso

fresco. Las muestras fueron incubadas en 2 ml de putrescuna

10 mil, conteniendo 0,75 pci de l,4[’40]—putrescina por nl de

medio, tamponados a pH 9,15 con Tris—Ud 0,1 M, durante 1 h y

30 mm, en oscuridad a 2t00.

Los talos se lavaron con TCA frío al 5%, durante

2 mm, siendo, después, macerados con 4 ml de tampón fosfato

salino 10 mil, pH 7,2. Posteriormente fueron sonicados, durante

45 s, a 10 KHz.&’, en un disruptor MSE.

A continuación y tras sucesivas centrifugaciones (ver

esquema, tornado de Dagní y Pistocchi, 1985, con ligeras

modificaciones) se recogieron las correspondientes fracciones

celulares

extracto sonicado

10 mm a 600 x g ( ~iuit~QJÁ células intactas,
pared celular)

sobrenadan te

20 mm a 1.000 x g (prñg4nItado2: núcleos)

sobrenadante

20 mm a 10,000 x g (prngjp.tt¡.dQ.,..~.2: mitocóndrias,
lisosomas,
peroxisomas)

sobrenadante

2 h a 105.000 x g <¡r.QQI~i&nt.A: microsomas)

aQkrflnAcltlnnullnkl: (fracción soluble,
retículo endoplásmico)
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Cada uno de los precipitados fue resuspendido y

macerido en 1 ml de TCA frío al 5%, sonicado nuevamente y

cuantificada su radiactividad, según lo descrito en el apartado

11.11.2.

11.12.- ANALISIS ESTADíSTICO Y PROCESODE DATOS

Para el conjunto de valores obtenidos de los diferen-

tes ensayos para cada punto, se calculó la media aritmética y

la desviación estándar.

El ajuste de rectas fue realizado por el método de

mínimos cuadrados.



XXX. - RESULTADOS
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111.1.- EFECTO FISIoLoGIco DE LA PRESENCIA DE PUTRESCINA

Se pretende estudiar la modificación de ciertos

parámetrosdebida al pH, a la presenciade putrescina o a ambos

factores.
Para ello, los talos llguénicos se mantienen en

oscuridad a 26 0, entre 4 mm <rehidratación) y 8 h en diferen-

tes tampones: acetato sádico 0,1 M, pH 5,0; fosfato sádico
75 mil, pH 6,9 y Tris—fOl 0,1 M, pH 9,15, con o sin putrescina
40 mil. Estas condiciones serán mantenidas en los sucesivos

apartados, mientras no se undlque lo contrario.

xira.í.- Sokru~ts~nQ~&Q

I~a estimación del peso seco se llevó a cabo según se
describe en el apartado 11.2.

En la Figura 12A se representa las pérdidas de peso

debidas al tratamiento. El ajuste de los valores por mínimos
cuadrados dió los siguientes resultados (Tabla II):

TADI.A II.—
Ecuación de la recta

tampón pH 5,0 y — —O,005x + 0,90 r = 0,97

putrescina pH 5,0 y —0,004x + 0,91 r = 0,88

tampón pI! 6,9 y = —O,OOlx + 0,90 r 0,97

putrescina pH 6,9 y = —O,OO7x + 0,90 r = 0,98

tampón pH 9,15 y —0,014x + 0,90 r = 0,90

putrescina pH 9,15 y — -O,017x + 0,90 r 0,92

como puede observarse, existe una pérdida de peso a

medida que el medio se alcaluniza, hecho que no se modifica
cuando los tratamientos se realizan en presencia de putrescina.
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FIGURA 12.— Variación del peso seco <A), del
contenido proteico del talo (13) y de las
proteínas secretadas al medio <O> con el
tiempo de incubación de talos de E.
prunastr.i. Las incubaciones fueron
realizadas en diferentes medios tamponados
con acetato sádico 0,1 M, pH 5,0 (e , o);
fosfato sódico 75 mM, pH 6,9 ( a ¿ t ) y
Tris-HOl 0,1 M, pH 9,15 ( u , o ); en
presencia (símbolos llenos) o ausencia
(símbolos vacíos) de putrescina 40 mM.
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111.1.2.— ~Ql~Q ViL QQflt~flIdo y la secreción de uroteín¿w

En las condiciones descritas, se determinó la

cantidad de proteínas en los talos, así como su secreción al

medio, a lo largo de las 8 h de tratamiento. Las proteínas se
valoraron según se describe en el apartado 11.8.

Como se muestra en la Figura 1213, en general, existe

un incremento en el contenido proteico de los talos, tras 4 mm
de rohidratación, cesando posteriormente y manteniéndose

niveles constantes hasta las 8 h. Así mismo, se observa que

dichos niveles de proteínas son menores cuando la diamuna está

presente en los medios de incubación, Cabe destacar el marcado

incremento cuando el pH de incubación es de 9,15, manteniéndose

los nivelen altos a lo largo de todo el tratamiento.

La putrescina no parece modificar el efecto que

claramente ejerce el pH de incubación sobre la secreción

proteica, a medida que éste incrementa se secreta una mayor

cantidad de proteínas <ng. 120).

111.1.3.— Sokr, §Ln.antenido de AUN y la actividad ARliasa

El contenido de AUN y la actividad KRNasa se determi-
naron según lo descrito en los apartados 11.6. y 11.7.1.

respectivamente.
El contenido en AUN de los talos incremente una vez

rehidratados, en presencia de la diamina a pI-ls 6,9 y 9,15, pero

disminuye en los demás tratamientos. A lo largo de las E h los

valores oscilan alrededor de 75 pg.g’ de peso seco, rindiendo

al final del tratamiento valores relativamente más altos cuando

la diamuna está presente en los medios (Fig. 13A).

La actividad AUNasa incrementa a los 4 niin, en

paralelo a la evolución en el contenido de ARN~ incremento que

se mantiene e pH 5,0 y 6,9 en presencia o ausencia de putresci—

na. Sin embargo, dicha actividad decrece progresivamente basta
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VIGURA 13.— variación del contenido en ARN (A) y
evojución de la actividad ARNasa (13) con el
tiempo de incubación de talos de E.
prunastrl. Las incubaciones fueron
realizadas en medios tamponados con acetato
sódico 0,1 M, pH 5,0 ( e o >1 fosfato
sódico 75 mM, pH 6,9 (á ,~) y Tris—HCl 0,1
il, pH 9,15 (u, ~); en presencia (símbolos
llenos) o ausencia (símbolos vacíos) de
putrescina 40 mM.
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FIGURA 14.- Variación del pU del medio en función del
tiempo de incubación de talos de E.
prunastri mantenidos en diferentes medios
tamponadoscon:

(o )— acetato sádico 0.1 14, pH 5,0
y 0,011 x + 0,10 ; r = 0,53

• )— acetato sádico 0,1 M, pH 5,0
conteniendoputrescina 40 mM
y 0,014 x + 0,10 ¡ r = 0.59

t~ )- fosfato sádico 75 mM, pH 6,9
y 0,026 x + 0,18 ¡ r 0,63

A )- fosfato sádico 75 mM, pH 6,9
conteniendo putrescina 40 mM
y 0,042 x + 0,13 1 r = 0,82

o )— Tris—fOl 0,1 M, pH 9,15
y 0,086 x + 0,20 ; r = 0,89

• )-- Tris—fOl 0,1 >1, pH 9,15 conteniendo
putrescina 40 mM
y 0,064 x + 0,20 : r = 0,82

Donde r es el coeficiente de correlación.
Las cifras indican el valor de la pendiente
en cada caso.
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FIGURA 15.- variación mensual del contenido en ARN
(A) y de la actividad ARNasa (13) de talos
de E. prunnstrl. Los símbolos vacíos hacen
referencia a extractos preparadosa partir
de 4 mir& de rehidratación del talo y los
llenos a aquellos preparados a partir de
talos recién recogidos.
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anularse, cuando los talos son incubadosa pH 9,15 con o sin la

diamuna ( Fiq. 13L1)
La variación del pH del medio, en las condiciones de

incubación descritas, se muestra en la Figura 14.
Un estudio anual de ambos parámetrosmuestra que en

lc,r. talos liquánicos el contenido de ARN es relativamente
constante a lo largo del año, exceptuando un incremento durante

el mes de enero <Fig. 15A). En cuanto a la actividad ARNasa,
muestra dos períodos de mayor actividad, uno de abril a junio

y otro en los meses de octubre y noviembre (Fig. 1513).

111.2.- CAPTACION DE PUTRESCINA LIBRE POR EL TALO LIQUENICO

111.2.1.— IdQatIIi~nvI~n».y~guantificaoión de nutrescina

A fin de determinar la entrada de putrescina en los

talos liquénicos, se desarrolló un método para su aislamiento,

identificación y cuantificación, mediante cromatografía líquida

de alta resolución <HPLO) y detección espectrofotouiiétrica (0V).

Según se específica en el apartado 11.9., una vez que

las pollamunas fueron extraldas y tosiladas según el método

descrito por Sugiura st al, (1975), se establecieron las

condiciones cromatográficas óptimas para su determinación en

una columna de fase reversa, en análisis isocrático.

En la Figura 16A se muestra un cromatogramacon los
tiempos de retención de los patrones tosilados: etilamina

(patrón interno), putrescina, espermidina y espermina. Los

picos se resuelven en un tiempo inferior a 25 mm.

La Figura 1613 muestra las rectas de calibración

directa de putrescina y etilamina y la Figura 160 la cali-
bración indirecta de putrescina. Esta última se contruyc5 con la

razón entre las cuentas de área de putrescuna frente a las

cuentas de área de etilamina a una concentración constante

(0,66 pg en los 10 pl de inyección), siendo esta última
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FIGURA 16.- Identificación cromatográficay rectas de
calibración de putrescina tosilada.

A), cromatograma representativo de la
separación por HPLC de putrescuna (p),
donde (s) es el disolvente y (e) la
etilamina utilizada como patrón interno.

13), calibración directa de ( • ) etilamuna
como patrón interno y ( A ) putrescina, en
función de la masainyectada en la columna:

• ) y 0,53.lO~ x + 0,04.lO~ ; r = 0,99
a) y = O,36.l0~ x + 0,05.lO~ ; r = 0,99

O), calibración indirecta de putrescina en
función del patrón interno:

O ) y = 0,54 x + 0,45 ; r = 0,98

Donde r es el coeficiente de correlación.
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calÁbrdcion la utilizada para la cuantificación posterior de
putretcina, Los altos valores de los coeficientes de corre—

melón indican la linealidad de la respuesta en el rango de

concentracionesensayadas.

111.2.2.— C4Pt i~nAQ...pntr~gjna denendientedel vfl

QXtL~VQ1UInn

Una vez realizada la incubación, a distintos tiempos

y a diferentes pUs, con putrescina 40 raM, se estiznó la cantidad

de diamina exógena que penetra en el talo y la remanente en los

medios, según se describe en el apartado 11.9. Paralelamente se

llevó a cabo un control con talos Incubados en medios tampona—

des, a los tres pUs indicados y en ausencia de la diamina, a

fin de determinar la cantidad de poliaminas endógenas.

Según se observa en la Figura 17A, la captación de

putrencina, por el talo liquánico, depende marcadamente del pH

externo. Así, a pU 5,0, aproximadamente el 60% de la cantidad

inicial de putrescina presente en el medio desaparece después

de 30 mm de incubación, mientras que el 40% restante permanece

invariable a lo largo de las 8 h.

Un valor final similar, alrededor del 35%, se halla
cuando la incubación se realiza a pH 9,15, sin embargo, en este

caso, son necesarias2 h de incubación para alcanzar un máximo
en la captación.

Cuando el medio está tamponado a pH 6,9, no se

observancambios significativos en la concentraciónde putres-

cina de los medios a lo largo del tiempo.
Estos resultados están de acuerdo con la acumulación

de putrescuna hallada en los talos liquánicos (Fig. 1713). Sin

embargo, no hay correspondencia a pH 5,0 entre la diamina

captada y la acumulada, ya que el análisis de la putrescina en

los talos, a dicho pH, revela que tal poliamina no se acumula

a concentraciones mayores de 15 pmoles.g’ peso seco.
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FiGURA 1? -Variación de la cantidad de putrescina
remanente en el medio (A) y la hallada en
talo (E), en función del tiempo de
incubación de talos de E. prunastri
mantenidosen medios tamponadoscon acetato
sádico 0,1 M, pH 5,0 <0); fosfato sádico
75 mM, pH 6,9 ( A ) y Tris—fOl 0,1 it pH
9,15 < u ) conteniendoputrescina 40 mM.
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lAULA III.- Velocidad de acumulación y desaparición
do putrescina en función del pH del medio
de incubación.

VELOCIDAD DE
CAPTACION **

26,16

9,06

31,83

VELOCIDAD DE
ACUMULACION ***

(pmol.gth’)

1,15

1,12

5,15

Iitso]ucionos de putresclna 40
sádico 0,1 M, pU 5,0; fosfatoTris—IlCí 0,1 il, pH 9,15,

mM tamponadas con: acetato
sádico 75 mM, pH 6,9 y

** Calculado corno la pendiente de la ecuación de putrescina
remanente en cl modio ajustado por regresión lineal.

*** Calculado corno la pendiente de la ecuación do putrescina
acumulada en los talos de E. prunastri despuésde la
Incubación, ajustado por regresión lineal.

*

5 , O

<, 9
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En la Tabla III se indican las velocidades de

at!umuldclfln y desapariciónde la dianiina de los talos y medios,

expresadascorno “prnoles de putrescina.g’ .h~”. Dicha estimación

~ie obtuvo hallando las pendientes de las rectas que rinden los
vn]ores de cada tratamiento, ajustadas por regresión lineal.

1 11 . 2 - Ce3t~lYQIiwngAVisutrescjn~

Con el objeto de explicar la falta de correlación

entre la desaparición de putrescina del medio y su concen—
tracián en el talo, se estudió la actividad DAO, enzima que

oxida directamente putrescina a ¡I~O~, mi3 y pirrolidina.

La actividad DAO se valoró en extractos crudos
procedentes de los talos y medios de incubación, tras el
tratamIento, según se describe en el apartado 11.7.2.

En la Figura lEA se representa la evolución de esta
actividad cuando el talo es incubado en putrescina 40 mM y/o

tampón pU 5,0. A este pH, la actividad DAO experimenta Un

rápido Incremento, siendo secretada al medio de incubación

durante la rehidratación del talo y decreciendo progresivamente

hasta anularse. A este pu, la diamina favorece la síntesis y

secreción de DAO al medio de incubación. En el talo se detecta

una menor actividad, siendo nula cuando la diamina está

presente.
Un cornportamiento inverso aparece cuando el pH

extracelular es neutro. En este caso, la mayor actividad DAO se
estima en el talo, tanto en presencia como en ausencia de

putrescina y sólo es secretadaal medio tras 2 h de incubación
a pU 6,9 , estando la diamuna presente <Fig. 1813).

Cuando el pH del medio es 9,15, con o sin diamina,
sólo se detecta una pequeña actividad que es secretada total-

monto al medio, permaneciendo constantes sus niveles a lo largo

de lis 8 h de tratamiento (Fig. 180).
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FIGURA 18.- Evolución de la actividad diamino oxidasa
con el tiempo en talos de E. prunastri
<línea continua) y en medios <llnea
dlscontinua) en presencia (símbolos llenos)
o ausencia (símbolos vados) de putrescina
40 mM, en medios tamponados con acetato
sádico 0,1 M, pu 5,0 <A); fosfato sádico 75
mil, pH 6,9 <¡3) y Tris—HCX 0,1 M, pH 9,15
(O).
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111.3.- DETERMINACION DE POLIAMINAs LIBRES Y CONJUGADAS

111.3.1.— ldonUtkavRny cuantificación de noliaminas libres

Y ~Qa$1gndnfi

La técnica de análisis empleada hasta el momento
(UPIO), con detección a 254 nm, no permitió estimar el conteni-

do real do poliaminas endógenas.Este hecho podría ser debido
a don causas: bien a que la sensibilidad del detector a 254 mii

no era tan alta corno para valorar el bajo nivel de poliamunas,

bien a que éstas pudieran encontrarse en forma conjugada.

Recordemos ahora que la respuesta del detector a las formas
conJucjadasno es la misma que a las formas libres.

Por todo ello, después de la extracción de las
políaminas, se realizó una hidrólisis ácida de las muestras,

con cl objeto de determinar la existencia de formas conjugadas
(apartado VL1O.1.). La posterior dansilación, con cloruro de

dansilo, basada en la técnica descrita por Smith y Best (1977),

permito, además, su detección por fluorescencia, uno de los

métodos acoplados a la cromatografía líquida de alta resolución

más sensibles (apartado 11,10.2.). La hidrólisis alcalina,

posterior a la dansilación, permite eliminar, además, todas

aquellas sustancias que pudieran interferir en el análisi§

posterior de las poliamunas dansiladas (apartado 11.10.2.).

La puesta a punto de este método de HPLC, con

detección por fluorescencia, mediante el uso combinado de un

gradiente de fase móvil y un programa de flujo adecuado,

permitió que los dansil-amonio y otros dansil-derivados, que

pudieran dificultar el análisis posterior de las dansil—

poliaminas, eluyeran en los primeros minutos, obteniéndose una

óptima separación de n-butilaffiifla (patrón interno>, putrescina,

espermidina y espermina, en menos de 25 mm <las condiciones

cromatográficas se describen en el apartado 11.10.3.).
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En la Figura 19 se representa la variación en la

composición de la fase móvil y el programa de flujo empleados.

La comparación entre el cromatograma de poliaminas patrón

dansiladas y detectadas a 254 mu y la misma mezcla patrón

detectada por fluorescencia, a una longitud de onda de exci—
tación entre 340—380 nm y una de emisión de 460 nm, permite

estimar la diferencia de sensibilidad que existe entre ambos

métodos de detección (ng. 19).
En la Figura 2DA se muestra la calibración directa de

n—butilamina, putrescina, espermidina y espermina, y en la

Figura 2013 la calibración indirecta de cada poliamina frente a

una concentración constante de patrón interno (0,29 pg de

n—butilarnina en los 10 pl de volumen de inyección), siendo esta

última la calibración utilizada para la cuantificación de

pollaminas. Los altos valores de los coeficientes de corre-

lación hallados indican que ej. método es lineal para esta

separación en el rango de concentraciones ensayados.

El método descrito permite la rápida separación y
cuantificación de pequeñas cantidades de poliaminas, llegándose

a detectar cantidades del orden de 0,3 pinoles en los 10 ¡u de

volumen de inyección.

111.3.2.— Qtx~tnsiAn
AJsaUnQ

Una vez establecida que la máxima captación de

putrescina ocurre a pH 9,15, entre 2 y 4 h de incubación de los
talos en putrescina 40 mM <Fig. 1713), se determinó, en estas
condiciones, que porción de la diamina captada por el talo

liquánico está contenida en el fotobionte,

Para ello se incubaron talos en medios tamponados con

Tris—Ud 0.1 M, pH 9,15, en presencia o ausencia de putrescina

40 mM, durante 3 h a 26~C en oscuridad.
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FIGURA 19.— Cromatografía de poliaminas dansiladas
mediante UPLO en una columna de MicroPak
MCH-5N cap (15 cm x 4 mm).

A), perfil de los gradientes de flujo y
composición de disolventes de la tase
móvil (metanol:agua y/y).

13), detección a 254 nin.

O), detección por intensidad de fluores-
cencia (excitación 340—380 mi; emisión
460 nm).
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FIGURA 20.— Curvas de calibración de poliaminas
dansiladas analizadas por HPLC.

A), calibración directa:
o )— butilamina

y = 13,72,106 x — 0,15.106 ; r = 0,99
• )— putrescina

y = 8,94.106 x + 0,55.10’ ; r = 0,98
u Y espermidina

y = 9,28.10’ x + 0,10,10’ ¡ r = 0,99
A )- espermina

y 8,96.10’ x — 0,33.10’ ; r = 0,99

13) , calibración referida al patrón interno
(0,29 ¡ig butilamina):

• )- putrescina
y = 2,68 x + 0,001 ; r = 0,99

u )— espermidina
y = 2,26 x + 0,120 ¡ r = 0,97

A )— espermina
y = 1,41 x — 0,020 ; r = 0,99

Donde r es el coeficiente de correlación;
Bu, butilamina; P, putrescina; Sd,
esperunidinay 3m, espermina.
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Tras la extracción y dansilación (apartados 11.10.1.
y 11.10.2.), se valoró el contenido de putrescina libre y

conjugada en tres muestras paralelas: el simbionte completo U

holobionte, el fotobionte aislado (según se describe en el
apartado 11.5.) y la remanente en el medio.

En orden a establecer el rendimiento del método de

aislamiento de la fracción algal, se determinó el contenido de

clorofilas de las algas aisladas, en relación con el contenido
del talo completo (apartado 11.5.). La medida de tres valo-

raciones dió un rendimiento medio del 4,2% ± 1,07 de algas

aisladas por gramo de talo liquánico.
La diamina se cuantificó mediante HPLC y detección

por fluorescencia (método descrito en el apartado 11.10.3.)

Como se muestra en el diagrama de la Figura 21, el

12,6% de la cantidad inicial de putrescina se encuentra en el

talo como putrescina libre y el 30,7% permanece en el medio de
incubación tras las 3 h de tratamiento. Solamenteel 5,4% de la

putrescina captadapor el holobionte, que suponeel 0,62% de la
cantidad inicial, fue hallada en el fotobionte.

De la cantidad inicial de putrescina (96,66 mg 100

%), sólo se recupera el 43,3%, en forma de diamina libre.

La ausencia de actividad DAO en los talos y sus bajos

niveles en los medios en estas condiciones (FIg. 18C), hizo

sospechar que pudiera encontrarse formando conjugados, antes o

después de ser captada.

Por lo tanto, se procedió a estudiar el contenido de

putrescina conjugada en talos y medios, separándolos en dos

fracciones: una conteniendo moléculas conjugadas solubles en

ácido <unidas a azúcares, fenoles, alcaloides...) y otra de
conjugados insolubles en ácido (unida a proteínas, ácidos
nucléicos, pared celular, fracciones de membrana...).

Los resultados se muestranen la Tabla IV. Se detecta

la presencia de conjugados en el talo (16,7%) y en el medio

tras la incubación (4,8%), formando mayoritariamente conjugados
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FIGURA 21.— Distribución de putrescina exógena libre
y conjugada en talo de E. prunastri y medio
de incubación.
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1. Lime en alga: O,

2. Libre en talo: 12

3, Metabolizada: 33,

4. Conjugada en mccii

5. Libre en medio: 2

6. Comjugada en talo

6 mg

>2 iii

4 mg

o: 4

9,

±0, 08

g ± 3,2

± 2,9

,6 mg :t 0,1

7 mg ±3,11

16,1 mg ± 2,5
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TAI3LA IV.— Putrescina exógena conjugada en talo y en
medio.

FRACCION CONJUGADA TALO
(mg.gx peso seco)

MEDIO

putrescina conjugada 13,73 ±2,5 4,24 ±0,9
soluble en ácido (SN) (13,7%) (4,4%)

putrescina conjugada 2,40 ±0,4 0,40 ±0,06
insoluble en ácido (PH) (3,5%) (0,4%)

Entre paréntesis se representa los porcentajes de putrescina
frente al total hallado en talo y en medio <p/p).
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solubles en ácido. En ausencia de putrescina exógena no se

detecte la diamina. En terminas de cantidad de putrescina
total, el 29,7% es captada por el holobionte y un 35,5%
permaneceen el medio despuésde las 3 h de tratamiento. El 35%

restante no detectado posiblemente fue metabolizado y/o parte
pudo haberseperdido en los procesosde lavado del talo.

111.3.3.— PxQ4u~j~n~jj~diferentes Lonas de coliaminas
~c~p~»j.djQntes del oil extracelular

LLegados a este punto y una vez desarrollado el

método de HPLC que permite la separación y cuantificación de
muy bajas concentraciones de poliaminas, tanto libres como

conjugadas, se planteó el estudiar si la variación del pH
extracelular favorece la síntesis y/o la conjugación de estas

sustancias.
Para ello, los talos fueron incubados en medios que

contenían tampón acetato sádico 0,1 *4, pH 5,0; tampón fosfato

sádico 75 raM, pH 6,9 y tampón Tris—Mal 0,1 *4, pH 9,15; a lo

largo de 4 mm (rehidratación), 2,4,6 y 8 h en oscuridad a

2&C.
El contenido de poliaminas libres y conjugadas

(fracción soluble e insoluble en ácido) se valoró, tras la

extracción y posterior dansilación de las muestras, mediante

HPLC y detección por fluorescencia (apartado 11.10.). Se

analizaron tanto las poliaminas presentesen los talos como las
secretadas al medio de incubación.

El análisis de poliaminas revela la presencia en los
talos liquánicos, antes de ser sometidos a los distintos

tratamientos, de las tres poliaminas básicas: putrescina,

espermidina y espermina. Estas se encuentran tanto en forma

libre como formando conjugadossolubles e insolubles en ácido,

siendo los niveles de espermidina los mayoritarios y mínimos

los de espermina (Tabla y).
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TAI3LA V.- Contenido de poliaminas endógenasen talo
de E. prunastri en ausencia de cualquier
tratamiento.

I’RACC ION PUTRESCINA ESPERMIDINA
(nmol.g’ peso seco)

ESPERMINA

poliamina libre
(S)

poliamina conjugada
soluble en ácido

<SI!)

72,30 ±5,8

10,23 0,6

262,70 ±13,9

38,77 ± 1,3

12,01 0,4

2,37 0,2

poliamina conjugada 16,02 ±1,8
insoluble en ácido

50,80 ±4,3 4,05 ±0,4

(Pl!)
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Cuando la incubación se realiza a pH 5,0, la cantidad

total de espermidina y espermina presente en el talo, no

experimenta cambios significativos a lo largo del periodo de

incubación (Fig. 22A). La poliamina mayoritaria es la esperTfll—

dina, siendo la espermina la que se detecta en menor pro-

porción. La cantidad total de putrescina, en el talo, por el

contrario, disminuye durante las 2 primeras 1.> de incubación

<Fig. 22A), hecho que sucede en paralelo a su secreción al

medio (ng. 2213).

Un análisis más detallado, especificando la pro-

porción de formas libres y los diferentes conjugados1 se

muestra en las Figuras 23 y 24. La espermidina en el talo se

encuentra principalmente en forma libre (Fig. 23A) y formando

conjugados insolubles (Fig. 23C) durante las 4 primeras h de

incubación. El descenso encontrado en la espermina total al

comienzo de la incubación <ng. 22A) corresponde a una pérdida

de formas conjugadas, tanto solubles como insolubles (Fig. 2313

y C), ya que la cantidad de espermina libre no varia significa-

tivamente durante este mismo periodo (Fig. 23A).
La putrescina es La poliamina que experimenta una

mayor movilidad. Existe una alta correspondencia entre el

descenso de la diamina libre (Fig. 23A) o sus diferentes

conjugados (Fig. 2313 y C) en el talo y su secreción al medio
<Fig. 24A,B y O) durante las 4 primeras h de incubación. A

partir de este momento, las formas conjugadas insolubles

permanecen invariables (ng. 240), siendo destacable la

interconversión de formas libres (Fig. 24A) en conjugadas

solubles (Fig. 2413).

Cuando los talos se mantienen a pH neutro (6,9), la

cantidad total de poliaminas endógenas aumenta durante las

primeras 2 h de incubación (Fig. 25A). Existe una secreción

constante de espermidina y espermina al medio, mientras que la

cantidad de putrescina varia durante el tratamiento, observán-

dose una mayor secreción a partir de las 4 h (Fig. 2513). En
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FIGURA 22.- Variación en talo (A) y en medio <13) de
la cantidad total (fracción libre y
fracciones conjugadas) de putrescina (o ),
espermidina ( ~ > y espermina < o ) cuando
los talos de E. prunastrl son incubados en
tampón acetato sódico 0.1 *4, pH 5,0.
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J

FIGURA 23.- variación de la cantidad de putrescina
O , e ), espermidina ( ~ , A ) y espermina
o , u ) con el tiempo de incubación, en

talos de E. prunastri incubados en medios
tamponados con acetato sódico 0,1 *4, pH
5,0.

En A se representa la tracción de
poliaminas libres (8); en 13 la de
poliarninas conjugadas solubles en ácido
<SU) y en O la de poliaminas conjugadas
insolubles en ácido (PH).
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FIGURA 24.- variación de la cantidad de putrescina
o ,e ), espermidina < ~ , A ) y esperinina
m , u ) con el tiempo, secretadas al medio

de incubación de talos de E. prunastrl
incubados en medios tamponados con acetato
sódico 0.1 *4, pH 5,0.

En A se
pci janinas
poliaminas
(SU) y en
insolubles

representa la tracción de
libres (S), en 13 la de

conjugadas solubles en ácido
O la de poliaminas conjugadas
en ácido <PH).
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general, a este pU, cabe destacar una síntesis de putrescina,

parte de la cual es secretada al medio de incubación.
En la Figura 26A se representa la evolución de las

poliarninas libres en el talo a pH 6,9. Es de resaltar el
aumento en los niveles de putrescina, alcanzando una meseta a

partir de 4 h de incubación. Permanecen constantes los de

espermidina mientras que descienden los de espermina tras 2 h

de incubación. A este pH se ve favorecida la formación de

con4ugados solubles de putrescina y espermina a partir de las

4 h de tratamiento, mientras que los de la triamina descienden

(Fi9. 2613).

Atendiendo a la fracción conjugada insoluble, los

nivcdos de putrescina descienden en un principio, pero estos

incrementan a largos tiempos de incubación <Fig. 260). Por otro

lado, se observa un aumento en los niveles de conjugados

insolubles de espermidina y espermina durante las primeras 2 h,

descendiendo posteriormente <Fig. 26C).

Al medio se secretan las tres poliaminas, permane-

ciendo constantes los niveles de espermidina y espermina
durante el tratamiento, tanto en su forma libre como conjugada

<Fig. 27A,B ya), destacandose una interconversión entre formas

libres y conjugadas insolubles de espermina. La diamina es

secretada en su forma libre durante la rehidratación del talo

y a partir de las 4 h sus niveles vuelven a ser altos, llegán-

dose a secretar, a las 8 h, del orden de 250 nmoles de putres—

cina libre.g’ de peso seco (Fig. VA). A su vez, existe una
secreción parcial de la diamina, en forma de conjugado soluble,

a partir de los 4 mm y hasta las 6 h de incubación (Fig. 2713),

no detectándose la secreción de conjugados insolubles de la

diarnina a pH neutro (Fig. 270).

Por último, se estudió la evolución de los niveles de
poliaminas endógenas a pH 9,15. Atendiendo al contenido total

de cada poliamina en el talo (ng. 28A), se puede observar un

mantenimiento en los niveles de dichas sustancias, siendo
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FIGURA 25.- variación en talo (A) y en medio (13) de
la cantidad total <fracción libre y
fracciones conjugadas) de putrescina ( o ),
espermidina ( .~ ) y espermina < o ) cuando
los talos de E. prunastrl son incubados en
tampón fosfato sódico 75 mM, pH 6,9.
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FIGURA 26 Variación de la cantidad de putrescina
o , • ), espermidina < ~ , a ) y espermina
o , u ) con el tiempo de incubación, en

talos de E. prunastri incubados en medios
tamponados con fosfato sódico 75 mM, pH
6,9.

En A se
poliaminas
poliaminas
<SU) y en
insolubles

representa la
libres <5); en

conjugadas solubles
C la de poliaminas
en ácido <PH).

fracción de
13 la de

en ácido
conjugadas

1
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FIGURA 27.- Variación de la cantidad de putrescina
o , e ), espermidina <~ , a ) y espermina
o , u ) con el tiempo, secretadas al medio

de incubación de talos de E. prunastri
incubados en medios tamponados con fosfato
sódico 75 mM, pH 6,9.

En A se
poliarninas
poliaminas
<SU) y en
insolubles

representa la fracción de
libres (5), en 13 la de

conjugadas solubles en ácido
C la de polianinas conjugadas
en ácido (PH)
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secretadas al medio de incubación putrescina y espermidina,

donde s.í se incrementan los valores <Fig. 2813). La cantidad de

esperminaen el talo desciende, no detectándose la presencia de

dicha poliamina en los medios a pH básico (Fig. 28A yB).
La evolución a lo largo del periodo de tratamiento de

cada una de las formas: libres, conjugadas solubles y conjuga-

das insolubles, puede observarse en las Figuras 29 y 30.
En cuanto a las formas libres en el talo, los niveles

de espermidina y espermina descienden ligeramente, mientras

permanecen constantes los de putrescina (Fig. 29A) . Atendiendo

a la formación de conjugados solubles, los niveles de la

diamina y la tetraamina decaen, llegando a anularse los de

putrescina a las 6 h <Fig. 2913). En lo que se refiere a la

espermidina, sus niveles descienden en las primeras 4 h,

recuperandose posteriormente a lo largo del tratamiento a pH

alcalino (Fig. 2913)

En el análisis de la evolución de formas conjugadas

insolubles en talo, no se aprecian variaciones con respecto a

los niveles hallados a tiempo inicial (fig. 290).

Al medio de incubación se secreta espermidina, en
forma libre, a lo largo de todo el periodo de incubación y

putrescina a partir de las 4 h (Fig. 30A). En los medios a pH

alcalino, no se detectan formas conjugadas solubles, sólo son

secretados conjugados insolubles de espermidina, permaneciendo
sus niveles constantes basta el final del tratamiento

(ng. 3013).

111.4.- TRANSPORTEY AnSORCION DE PIITRESCINA

Un estudio más detallado del mecanismo de captación

de putrescina permitió determinar cómo se lleva a cabo su

transporte: si es una simple difusión o si necesita una

molécula transportadora.

En el estudio se emplearon técnicas isotópicas con

ir
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FIGURA 28.- Variación en talo (A) y en medio (13) de
la cantidad total (fracción libre y
fracciones conjugadas) de putrescina ( o ),
espormidina < ~ ) y espermina < o ) cuando
los talos de E. prunastri son incubados en
tampón Tris—UCí 0,1 *4, pH 9,15.
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FIGURA 29.— Variación de la cantidad de putrescina
o , e ) , espermidina ( ~ ¿ A ) y espermina
o • ) con el tiempo de incubación, en

talos de E. prunastri incubados en medios
tamponadoscon Tris—Ecl 0,1 *4, pH 9,15.

En A se
pol iaminas
poliaminas
<SI!) y en
insolubles

representa la fracción de
libres (5), en 13 la de

conjugadas solubles en ácido
O la de poliaminas conjugadas
en ácido (PH).
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FIGURA 30.— Variación de la cantidad de putrescina
<o, • ), espermidina ( ~ ,Á ) y espermina

o , u ) con el tiempo, secretadas al medio
de incubación de talos de E. prunastri
incubados en medios tamponados con Tris-fiel
0,1 *4, pH 9,15.

En A so representa la fracción libre (8)
en 13 la de poliaminas conjugadas solubles
en ácido <SU) y en O la de poliaminas
conjugadas insolubles en ácido (PH).
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putrescina fría y l,4[’40]—putrescina. En todos los ensayos los

talos liquénicos fueron incubados durante 4 mm en el tampón
indicado en cada caso, previamenteal tratamineto, evitando así

el paso de putrescina por simple rehidratación del talo.
Después de la incubación, los talos se mantuvieron durante

2 mm en TCA al 5% frío, eliminándose de esta forma la posible

presencia de putrescina en los espacios intercelulares así como

la adsorbida, dado que se comporta como un catión, cuantificán—

dose posteriormente esta última.

111.4.1.— 2runupQrt yutlsorción en función del oeso del talo

Una vez tratadas las muestras como se describe en el

apartado 11.11.1., los talos, cuyo peso seco osciló entre

3 y 11 mg, fueron incubados en medios tamponados con Tris-dial

0,1 *4, pU 9,15, a los que se les agregó putrescina 5 raM

(conteniendo 0,15 >sCi.ml”~ de l,4[’~CJ—putrescina), durante 1 h

en oscuridad y a 2&C. El transporte y la adsorción fueron

medidos (apartado 11.11.2.) en función del peso seco del talo.

En la Figura MA se observa que el transporte es

lineal con respecto al peso del talo, mostrando un valor medio

dc 6,69 ± 0,75 pmoles de putrescina.gttV1. Existe un gran

componente de adsorción, que también es lineal con respecto a].

incremento del peso de los talos, presentando un valor medio de

115,3 ±11,65 pmoles de putrescina4’.IVt (Fig. MB).

111.4.2.— fl ~.y adsorción en función del tieuoo de

ma

Las muestras de talo fueron incubadas con putrescina

5 mM (conteniendo 0,15 ¡sai.m1’) en medios tamponados con

Tris-HO]. 0,1 M, pH 9,15, de O a 4 h en oscuridad a 2&C.

En la Figura 32 se representa el tranporte de la

diamina en función del tiempo de incubación, observándose un
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FIGURA 31.— Velocidad de transporte (A) y adsorción
(13) de putrescina en función del peso
seco del talo de E. prunastri. Estos
fueron incubados, durante 1 h, en tampón
Tris—Ud 0,1 *4, pI! 9,15 con putrescina
5 mM ( conteniendo 0,15 gCi.ml~ de
l,4(’~CJ—putrescina ).
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FiGURA 32.- variación en el tiempo del transporte
• ) y la adsorción ( o ) de putrescina

por talos de E. prunastri incubados en
tampón Tris-fIel 0,1 *4, pH 9,15 con
putrescina 5 mM (conteniendo 0,15 gei.m1’
de l,4[’~C)-putrescina)
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aumento progresivo hasta rendir un máximo a las 2 h, decrecien-

do posteriormente hasta el final del tratamineto. Los valores

de putrescína adsorbida (Fig. 32) presentan máximos a los 5 y

25 mm de incubación.

111.4.3.- flnns~grt~y adsorción en función del oH extracelular

El efecto del pH sobre el transporte y la adsorción

de putrescína fue estudiado en un rango de pH entre 4 y 10,6

obtenido mediante el uso de diferentes tampones, como se

describe en el apartado 11.11.2. La concentración de putrescina

utilizada fue 5 mM (conteniendo 0,15 pci.mVt y los talos

fueron incubados durante 1 h en oscuridad a 26 C.

En la Figura 33 se representa el transporte de
putrescina en función del pH. La entrada de la diamina es

dependiente del pH extracelular, encontrandose una relación

exponencial entre valores de pH 7 y 11 y no presentando

dependencia de la naturaleza del tampón utilizado.

Por el contrario, la adsorción de la diamina

(Fig. 33) es dependiente de la naturaleza del tampón, ya que no
se observa una clara evolución con respecto a 105 distintos

valores de pH. El tampón Tris-HO]. parece favorecer la adsorción

de putrescina sobre las paredesdel talo liquénico a valores de

pH entre 7,5 y 9. Sin embargo cuando el tampón utilizado es

glicina—NaeN, la adsorción disminuye drásticamente a altos

valores de pH (entre 9 y 11), hecho que bien pudiera deberse a

la presencia de glicina en el medio.

Para demostrar si este efecto tiene lugar, los talos

fueron incubados en putrescina 5 mM (conteniendo 0,15 pCi .m1’),

en presencia o ausencia de glicina 20 mM, en medios taxnponados

a pH 9,15 con Tris”-HCl 0,1 *4, durante lh en oscuridad a 26~O.

En la Tabla VI se muestran los resultados, observán-
dose que la presencia de glicina no modifica los valores de

transporte ni de la adsorción hallados en los experimentos
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FIGURA 33.— variación en la velocidad del
transporte (símbolos llenos) y la
adsorción (símbolos vacíos) de
putrescina, en función del pH, por talos
de E. prunastri incubados durante 1 h en
diferentes medios tamponados con
putrescina 5 mM (conteniendo 0,15 gCi,mhCX
de 1,4L’~CJ-putrescina.

Los tampones empleados fueron~
A , tj, ácido cítrico—fosfato disódico

0,15 *4, pH 4,0—7,0
e, O), fosfato sódico 0,2 *4, pH 6,0-8,0
U, o), Tris—UCí 0,1 *4, pH 7,5—8,9

(•~ Ofl glicina—NaOH 0,2 *4, pH 8,5—10,6
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TABLA VI.- Transporte y adsorción de putrescina
<conteniendo 0,15 pci.m1’ de 1,4[14C]—
putrescina) en presencia de glicina.

MEDIO DE INCUBACION TRANSPORTE
(gmol .h1

0g’)
ADSORCION

control: putrescina 5 mM 11,33 ±0,9 86,40 ±5,8

glicina 5 mx + putrescina 5 raM 10,16 ±1,3 87,45 ±3,8
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control. Por ello, la presencia de glicina en los medios de

incubación no es la responsable del incremento en el transporte

de putrescina ni de la caída en su adsorción, encontrados a

valores de pH entre 8,5 y 10>6.

Se quiso demostrar, por lo tanto, si la baja entrada

de diamina en el talo a pus ácido y neutro (Fig. 33) era debida

exclusivamente al pH o estaba limitada por la acción de una DAO

(Fig. lEA yE).

Por ello, incubamos talos con putrescina 5 mM

<conteniendo 0,15 pCi.m1’) en medios tamponados a pus 5, 6 y 7,

con ácido cítrico—fosfato disódico 0,1 M y a pUs 8 y 9 con

Tris-UCí 0,1 *4, durante lh en oscuridad a 26C.

En primer lugar se midió la radiactividad total
dentro del talo, la adsorbida sobre las paredes y la contenida

en el medio tras la incubación, según se describe en el

apartado 11.11.2. posteriormente, una vez extraidas las

poliaminas libres del medio de incubación éstas fueron dansila—

das (apartado 11.10.1. y 11,10.2.) y a continuación separadas

por TIC (apartado 11,11.5.). En la Figura 34 se muestra un

diagrama con los Rfs hallados para putrescina, espermidina y

espermina en el desarrollo de la placa de TLO.

La Figura 35 recoge los resultados correspondientes
a este experimento, expresados como “dpm.htmg’ de peso seco”.

La putrescina que permanece en el medio <Fig. 3513), al cabo de

1 Ii de tratamiento, sigue una evolución paralela a la hallada

en las moléculas radiactivas totales del medio, disminuyendo

sus niveles conforme el pi-! se hace más básico y en paralelo al

incremento de la entrada de putrescina a los talos (Fig. 35A).
Debido a ello, el transporte no está limitado por bajos niveles

de la diamina en el medio de incubación a pH ácido o neutro,

pero si por el valor del pH extracelular.

Cabe destacar los bajos niveles de putrescina

hallados con respecto al marcage total en los medios, lo que

indica un alto metabolismo de la diamina, que parece estar
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FIGURA 34.- Diagrama de cromatografía en capa fina
de putrescina, espermidina y espermina
comerciales, seggn el procedimiento
descrito en el apartado 11.11.5. de
Material y Métodos.
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1

FIGURA 35.- Variación de la radiactividad total
en función del pH de incubación de
talos de E. prunastri incubados
durante 1 h con putrescina 5 mM
(conteniendo 0,15 pCi. mV’ de l,4E’40)—
putrescina) en medios tamponados a pH 5—7
con ácido cltrico—fosfato disódico 0,1 M
y a pH 8-9 con Tris-ECl 0,1 M.

En A) se representa la radiactividad
total en talo ( O ) y la adsorbida ( • ).
En 13) se representa la radiactividad
total en medio ( O ) y la recuperada,
mediante cromatograf la en capa fina, en
putrescina ( e ).
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inclinado hacia su catabolismo o conjugación más que hacia la
sintesis de espermidina o espermina, ya que para cada uno de
los pHs ensayadossolamentese encuentra radiactividad en las

manchascorrespondientesa la diamina.

111.4.4.— JX.~xn~pg~t~.,y.adsorción en función de la temperatura

Para este estudio, los talos fueron previamente

mantenidos durante 30 mm en medios tamponados con Tris—HOl 0,1

M, pH 9,15, en oscuridad a 0, 4, 18, 26, 30, 37 y 45C. Pasado

este tiempo se les adicionó putrescina 5 mM (conteniendo

0,15 pCi.mV’), permaneciendo durante 1 h en las mismas condi-

ciones y temperaturas antes safialadas.

La cantidad de putrescina adsorbida y transportada,

a cada temperatura, fue valorada según se describe en el

apartado 11.11.2.

El transporte de la diamina no se ve afectado por
bajas temperaturas, rindiendo un máximo a los 3700 y decrecien-

do posteriormente conforme la temperatura incrementa (Fig. 36).

La adsorción muestra un comportamiento diferente, hallándose un

máximo a 26~0 y un mínimo a 30 C, se observa también un

incremento posterior en la adsorción de la diamina a medida que

incrementa la temperatura de incubación (Fig. 36)

111.4.5.— if~tQA~Li.flhIUdQEe5 metabólicos

Ya que el transporte de putrescina no es anulado por

bajas temperaturas <0~C), se ensayaron distintos inhibidores

metabólicos con el fin de confirmar si dicho transporte es
llevado a cabo por un sistema independiente de la energía

metabólica.

Los inhibidores fueron: cianuro sódico 1 mM,
2,4-dinitrofenol (2,4-DNP) 1 mM y nistatina en una dosis de

10.000 unidades.mV’.
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FiGURA 36.— Variación en la velocidad del
transporte < e ) y la adsorción ( o ) de
putrescina en función de la temperatura,
por talos de E. prunastri incubados
durante 30 mm en tampón Tris—ECl 0,1 *4,
pU 9,15 con putrescina 5 mM <conteniendo
0,15 pCi.ml~ de l,4[’40]—putrescina).

¡fi
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TABLA VII.- Efecto de inhibidores metabólicos sobre el
transporte y la adsorción de putrescina
5 mM (conteniendo0,15 pci.m» de l,4fl40J-
putrescina)

1 NI! 1 13 1 flOR CONCENTRACION VELOCIDAD

‘E
It control
A
¡4 nistatina
4;,
1.1

1? NaeN
o

~, 4—DNPu

7

8.3 ±0,05

10.000 u.m1’

1 mM

1 mM

8,4 ±1.20

9,0 ±0,82

8,0 ±0,50

E

A
fi control
e;’
1.>

O nistatina
u
C NaCN
1
o
U

2,4—DNP

110,4 ±9,80

10.000 u.n1’

lmM

1 mM

100,8 ±2,50

94,4 :1: 4,10

112 2 + 15,8

-. F””’’~’ ~
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¡os talos fueron preincubados durante 30 mm en

modios tamponadosa pU 9.15 con Tris-id 0.1 *4, conteniendo o

no los inhibidores metabólicos, en oscuridad a 26~C. Poste-

riormente se suministró putrescina 5 mM (conteniendo

o,í~s pdi.mW) manteniendolos durante 1 h en las mismas condi—

ciones

Una vez procesadas las muestras, se determinó la

cantidad de putrescina contenida en los talos, así como la

adsorbida (apartado 11.11.2.
Como se muestra en la Tabla VII, los valores obteni-

dos para el transporte y la adsorción no se modifican bajo la

presencia de los distintos inhibidores metabólicos ensayados.

La estimación de la velocidad del transporte frente

a la concentración de putrescina se realizó según se describe

en el apartado 11.11.4.1.

En la Figura 37 se muestran estos resultados,

conf Irmando que el transporte se corresponde con una ecuación

del tipo:

Va,,. (5)
y +Kd.(SJ

(SJ+K~

indicando claramente que en él estan implicados dos componen-

tes:
A— Un componenteno saturable en el rango de

concentraciones ensayadas, difusión pasiva, cuya

ecuación seria:

y = K~4S)
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FIGURA 37.- Variación en la velocidad del
transporte y la difusión de putrescina en
función de las concentraciones de diamina
suministradas a talos de E. prunastr:.

1:
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Mediante el método de los mínimos cuadrados se ajusté

una recta de regresión a los cuatro primeros valores

del transporte total (transporte más difusión),

obtenienuose la ecuación:

y 0,lSx r = 0,87

pudiendose estimar, por lo tanto, que posee una Kd de

0,15 prnoles de putrescina.h-’.g-’.mx-’ <Tabla VIII).

13- Un segundo componente, saturable a partir de

concentraciones superiores a 20 mMde putrescina, que

muestra una cinética del tipo descrito por Michaelis

Menten. Mediante la representación de dobles inversos

de Lineweaver—Burk (ng. 38A) se determina una

V.~ de 12,5 pmoles de putrescina.h1,gx, y una

1<,, de 5,3 mM (Tabla VIII). La representación de

Eadie—Uofstee <Fig. 3813) muestra valores semejantes

para cada una de las constantes cinéticas, V,.~ con un

valor de 13,4 pmoles de putrescina.htg’ y un valor

de KM de 6,025 mM (Tabla VIII).

111.4.6.2,— 1Ni para espermidina y esperuina

Como inhibidores del transporte de putrescina se

ensayaron las poliaminas espermidina y espermina. Se incubaron

talos en medios tamponados con Tris-HOl 0,1 M, pH 9,15, con

putrescina 5 mM <conteniendo 0,15 pCi.ml’) y espermidina o

espermina 5 mM, durante 1 h en oscuridad a 2&C.

En la Tabla IX se muestran los resultados obtenidos,
demostrando que ambas poliaminas actúan como inhibidores del

tranporte y de la adsorción de la diamina. La espermina es la
que mayor efecto ejerce, inhibiendo el transporte un 54,2% y la

espermidina un 51,2%.

‘El

u

E.



190

TABLA VIII.- Constantes cinéticas del transporte de
putrescina.

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

Di ¡‘U81C)N y = 0,148 x + 11,46 2 r=0,87

Kd = 0,15 pmoles.htgtmw1

* ******

UItI’RI:S FNTACION DE LINEWIflAVER-BURK
‘tRANSPORTE y 0,425 x + 0,08 r=0,99

12.5 pmoles.h’.g’

= 5,3 mM

‘I’l~ANSPORTE+ DIFUSION y=0,417 x+0,06 ; r= 0,99

V,~ =17 ‘03 pmoles..1r~gx

= 6,66 mM

******** *. *** ******************* ********* ********** ******* * * * * **

1 HEPRESENTACION DE
TRANSPORTE y = —6,025 x + 13,41 ¡ r = —0,97

Vn~i = 13,41 jzmoles.1V’.g~

6,02 mM

TRANSPORTE+ DIFUSION y = —9,77 x + 20,98 ; ir = —0,97

= 20,98 pmoles,hx.g~

= 9.77 mM

* *

1

E ¡¡

Ir

4
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FIGURA 38.— Representación doble recíproca de la
variación en la velocidad del transporte

• ) y del transporte más difusión ( O )
de putrescina en función de las
concentraciones de diamina suministradas
a talos de E. prunastri (A). En <IB),
representación de Eadie-Hofstee del
transporte ( e ) y del transporte más
difusión < O )
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Atendiendo a la adsorción, la respuesta es semejante,

inhibiendo la espermina el 65,9% y la espermnidina un 58,8%.

Para la obtención de la curva “dosis—respuesta” se

procedió como se describe en el apartado11.11.4.2.
En la Figura 39 se representa la velocidad del

transporte frente a la concentraciónde espermidina. Mediante
la representación doble logarítmica se determina un valor de I~

para esta poliamina de 2,17 mM. En la Figura 40 se representan

los datos de la velocidad del transporte frente a la concen-

tración de espermina, estimando un valor de I~ de 1 mM.

111.4.6.3.— 1<1 de espermidina y espermina. Transporte de

espermina

Las cinéticas de inhibición para espermidina y

espermina se determinaron sgún lo descrito en el apartado

¡1.11.4.2.

Mediante la representación de dobles inversas de

Linowoaver—Burk, se demuestra que ambas poliaminas se comportan

como inhtbidores competitivos en el transporte de putrescina

(Figs. 41 y 42).

El valor de K1 se determinóen cada caso, representan-
do los valores de las pendientes frente a la concentración de

inhibidor. En la Tabla X se recogen estos valores, así como los

yV’ WAM

Dado que espermidina y espermina son inhibidores

competitivos, so quiso determinar si, además, éstas eran

transportadas. Para ello, se realizó un ensayode transporte de

espermina, mediante el uso de mezclas isotópicas de espermina

fría y l.7V
4CJ—espermina (110 mCi.mmoV’). Los talos fueron

incubados en medios tamponados con Tris-HOl 0,1 *4, pH 9,15 con

espermina 5 mM (conteniendo 0,15 pCi.m1’), durante 1 h en

oscuridad a 26C. Las muestras fueron tratadas y la radiactivi-

dad medida como se describe en los apartados 11.11.1 y 11.11.2.
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lABIA IX.- Inhibición del transporte y la adsorción de
putrescina 5 mM (conteniendo 0,15 gCi.m1x
de 1,4VC]-putrescina) por espermidina y
espermina.

MEIdO ni:
1 NCtITIAC ION

CON>J’ROI.

VELOCIDAD DE
TRANSPORTE

6,76 ± 0,2

RSI>I:RMTDINA (5 mM)

I’SI~ERMT NA <5 mM)

3,30 ±0,2
(51 ,20)

3,10 ±0,3
(54 ,14)

VELOCIDAD DE
ADSORCION
(pnol .htg”)

125,60 ±8,4

51,80 ±4,2.

(58,76)

42,80 ± 2,8
(65,92)

Entro parántesis se representa los porcentajes de inhibición de
la velocidad del transporte y de la adsorción.
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FIGURA 39.— Curva dosis—respuesta de espermidina
como inhibidor del transporte de
putrescina en talos de E, prunastri
incubados en tampón Tris-HOl 0.1 M,
pi! 9,15 con putrescina 5 mM (conteniendo
0,25 pCi.mJS’ de 1,4(’40]—putrescina). En
el recuadro interno se muestra la
representación senilogaritmica usada para
la determinación gráfica del valor Isc,.
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FIGURA 40.— Curva dosis—respuesta de espermina cono
inhibidor del transporte de putrescina en
talos de E. prunastri incubados en tampón
Tris-fOl 0,1 M, pH 9,15 con putrescina
5 mM (conteniendo 0,25 pcinnl’ de
l,4(”C]-putrescina. En el recuadro
interno se muestra la representación
semilogarítmica usada para la
determinación gráfica del valor ~
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FIGURA 41.- Efecto de la concentración de
espermidina 1 mM (A ) y 3 mM (O ) sobre
la velocidad del transporte de putrescina
en función de las concentraciones de esta
diamina suministradas a talos de E.
prunastri. En el recuadro interno se
muestra la representación de las
pendientes, utilizada para el cálculo de
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FIGURA 42. Efecto de la concentración de espermina
0,75 mM ( A ) y 2 mM < O ) sobre la
velocidad del transporte de putrescina en
función de las concentraciones de esta
diamina suninistradas a talos de E.
prunastrl. En el recuadro interno se
muestra la representación de las
pendientes, utilizada para el cálculo de
K1.
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TABLA X.— Constantes cinéticas de la inhibición del
transporte de putrescina (representación de
Lineweaver-aurk) por espermidina y espermina.

¡;SPERMIDINA

control: y 0,28 X + 0,044 ¡ r = 0,98
= 6,32 mM

= 22,73 pmolesir’.g’

ospermidina 1 mM: y = 0,41 x + 0,039 ¡
= 10,56 mM
=25,64 ¡n’noles.lV’.g’

r = 0,99

espermidina 3 mM:

1.55 mM

y=0,78x+0.040 ¡ r=0,99
Kl.~P = 19,5 mM

=25,0 pmo1es.htg~’

y = 0,17 x + 0,26 ; r = 0,99

Li#~AI]
y = 0,37 x + 0,039 ¡ r = 0,98

= 9,56 mM
25,64 pmoles.h’.g’

espernina 0,75 mM:

espermina 2 mM:

y = 0,69 x + 0,032 ¡ r = 0,99
K~ =21,65 mM

=31,25 ¡smoles.h’.g’

y=l,OOx+O,034 ¡ r=0,99
= 29,32 mM

— 29,40 pmoles.h’.g>

<‘Y ‘

control:

= 1,34 mM y 0,31 x + 0,41 ¡ r = 0,99
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En la Tabla XI se indican los resultados obtenidos

para la adsorción y el transporte de la tetraamina. Los valores

son superiores a los encontrados para putrescina, adsorbiendose

134,2 pmoles de esperminaav¼g-’ y siendo su velocidad de

transporte de 18,14 gmoles de espermina.h-’.g-’.

111.4.7.— £utflnqión de la concentración de noliaminas

Con ánimo de determinar si el transporte de putresci—

na se realiza a favor o en contra del gradiente de concen-

tración, se estimó la concentración de poliaminas endógenas,

libres y conjugadas, en los talos liquénicos.

Las muestras fueron previamente activadas, como se

específica en el apartado 11.11.1. y las poliaminas extraídas,

dansiladas y cuantificadas por HPLC como se describe en el

apartado 11,10.

A fin de expresar los valores obtenidos en unidades

do concentración, se determinó el contenido en agua del talo,

según se describe en el apartado 11.3., hallandose un valor de

1,53 ±0,13 ml de agua,g’ de peso seco.

En la Tabla XII se recogen los valores de concen—

tracion de poliaminas libres y conjugadas presentes en 1,0 g de

peso seco de talo, previamente a los experimentos de transporte

de putrescina. Entre ellas, la concentración de la diarnina

libre se estimó en 51,6 pH.
En los talos están presentes las tres polianiinas,

apareciendo tanto en forma libre como formando conjugados

solubles e insolubles <excepto conjugados solubles de espermi—

dina).

La concentración total es de 0,332 mM de poliaminas

endógenas por gramo de talo.
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TABLA XI.- Transporte y
(conteniendo 0,15
espernina).

adsorción de espermiria 5 mM
pCi.rnV’ de 1,7[14C]~

VELOCIDM3
(gmol.hxg¿x)

TRANSPORTE 18,14 ±0,67

A

ADSOFCION 134,20 ±16,15

1 ]



206

TABLA XII.— Concentración de poliaminas endógenas en
talo de E. prunastri en ausencia de
cualquier tratamiento.

l~RACCION PUTRESOINA
(pM.g~)

ESPERNIDINA
(pM.g1)

ESPERMINA
(gM.cfl)

poliamina libre 51,6 134,0 14,7
(5) (78,9 ±11,3) (205,4 ±34,7) (22,4 ± 0,8)

poliamina conjugada 16,1 ——— 9,2
soluble en ácido (24,6 ±1,1) (14,2 ±0,9)

(SU)

polininina conjugada 51,3
Insoluble en ácido (78,5 ±3,4)

37,1
(56,7 ± 8,4)

18,3
(28,1 ±3,7)

( PH )

CONCENTRACION DE
POLIAMINA 3.19,0 171,0 42,0

.4 .r~ztZtr

— La concentración total de poliaminas en talo es de 332,0 gM.g’
de peso seco.

— Entra paréntesis se representan los mudes de poliamina.g’ de
peso seco.
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111.4.8.- £L~VtvrQ~eII rnfiporte y la adsorción

111.4.8.1.— Análogos estructurales y aminoácidos

El estudio de competición se realizó a una concen—

trexción !~ mM de cada uno de los posibles competidores frente a

b mM do putrescina (conteniendo 0,15 gci.mV1), en medios

tamponados con Tris—Ud 0.1 M, pH 9,15 durante 1 h en oscuridad

a 2<00.
En la Figura 43A se muestra el efecto de la poliamina

aqrn~tina, asl como de la urea y el paraquat (metil—viológeflo,

herbicida) en el transporte de putrescina. Todos ellos se

manifiestan como competidores en el transporte de la dianina,

siendo la agmatina la que mayor efecto ejerce, alcanzando
valores de inhibición del 53,4%. El paraquat inhibe un 41,2% y

la urea un 16,5%.

En lo que e la adsorción se refiere (Fig. 43B), la

competencia es muy semejante, aunque en este caso se observan

mayores valores de inhibición (de hasta un 57% en el caso de la

agmatina),

Se estudió el efecto que sobre dicho transporte

ejercen diferentes aminoácidos: ácido glutáTnico, L—arginina,

L—ornitina y L—lisina, todos ellos relacionados con el metabo-

lismo de putrescina (Fig. 44A). En general, se observa una
menor competición. El ácido glutámico y la L—ornitina son los

que ejercen un mayor efecto competitivo, aunque se alcanzan,

como máximo, valores del 15% de inhibición. L-argiflina o

L-lisina no modifican el transporte de putrescina.

Sin embargo se observa competencia por los sitios de
unión extracelular de la diamina, ya que la adsorción de esta

poliamina se ve disminuida en presencia de dichos aminoácidos

(ng. 44B). La L—lisifla es el aminoácido que mayor efecto

competitivo ejerce sobre la adsorción, con valores del 27,5% de

inhibición.
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FIGURA 43.— Velocidad de transporte (A) y adsorción
(13) de l,4(’4CJ—putrescina desde medios de
incubación tamponados con Tris—HCl 0,1 M,
pI! 9,15 con putrescina 5 mM (conteniendo
0,15 pci.nl’), por talos de E. prunastri
mantenidos en medios que sólo contienen
la diamina (rayado) o a los que se
adicionan los análogos indicados a una
concentración § mM.
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FIGURA 44.— Velocidad de transporte (A) y adsorción
(13) de 1,4[”OJ—putrescina desde medios de
incubación tamponados con Tris—HCl 0,1 M,
pH 9.15 con putrescina 5 mM (conteniendo
0,15 pci.mV’), por talos de E. prunastri
mantenidos en medios que sólo contienen
la diamina (rayado) o a los que se
adicionan los aminoácidos indicados a una
concentración 5 mM.
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111.4.8.2.— Cationes

Dado que las poliaminas parecen comportarse como

cationes orgánicos, se ensayó el efecto que sobre el transporte

y ¼ adsorción de la diamina ejercen diferentes cationes

i norqánictos

La concentración utilizada de cada catión fue de

20 mM. Los ensayos fueron realizados preincubando las muestras

durante 30 mm en medios tamponados con Tris—HOl 0,1 II,

pl! 9,lb, conteniendo o no las distintas sales, en oscuridad a

2fl C. Pasado oste tiempo, se les agregó putrescina 20 mM

(conteniendo 0,25 poi.m]7’), permaneciendo los talos durante

1 h en las condiciones anteriormente descritas. Las sales

empleadas fueron: Nací, 1<01, 0a012, MgCL2, MriCl2, NiSO4 y

La ( NO,

El transporte de putrescina aumenta en presencia de

cationes monovalentes (Na y 1<’) asf como en los divalentes 0a
2

y Mq>’ y es Inhibido por Mii’, Ni’ y La’4 (Fig. 45A), siendo éste

Ultimo e]. que muestra un mayor efecto en la inhibición del

transporte de la poliamina, con valores del 62,5%.

Sin embargo, el efecto de estos cationes inorgánicos

sobre la adsorción es diferente. Ya que ésta se ve favorecida

en presencia de los cationes monovalentes y es inhibida por los

di— y polivalentes, siendo el más efectivo el La’4 que inhibe

hasta un 77,5% (ng. 4513).

IIí.4.Ofl.— Fenoles liquénicos

Se estudió el efecto que los fenoles liquánicos

mayoritarios en L~.snank~tri (ácido úsnico y ácido evérnico)
tienen en el transporte.

Los talos liquénicos fueron incubados en medios con
una concentración 100 y 200 pM de uno o ambos fenoles y

putrescina 5 mM (conteniendO 0,15 poi,m37’), tamponados con

Tris-HOl 0.1 M, pH s,is, durante 1 h en oscuridad a 2<00.
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FIGURA 45.- velocidad de transporte <A) y adsorción
<Fi) de 1,4[t40J~putrescina desde Nedios de
incubación tamponadoscon Tris—HOl 0,1 M,
pH 9,15 con putrescina 20 mM (conteniendo
0,25 poi.n1’1), por talos de E. prunastri
mantenidos en medios que sólo contienen
la diamina (rayado) o a los que se
adicionan los cationes indicados a una
concentración 20 mM,
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FIGURA 46.— Velocidad de transporte (A) y adsorción
(8) de l,4[’4C3—putrescina desde medios de
incubación tamponadoscon Tris—HOl 0,1 M,
pH 9.15 con putrescina 5 mM (conteniendo
0,15 pCi,ml”), por talos de E. prunastri
mantenidos en medios que sólo contienen
la diamina (rayado) o a los que se
adicionan los fenoles indicados a una
concentración 100 y 200 pM.
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Los datos obtenidos se representan en el histograria

de la Figura 46A, donde puede observarse que los fenoles

iiquénicos no tienen efecto alguno en el transporte de la

diamina

Observando los valores de la adsorción (Fig. 46B) , la

presencia de fenoles liquánicos en el medio de incubación

disminuye la adsorción de putrescina, pero su efecto es suave,

ya que el valor de máxima inhibición se obtiene para una

concentración 100 pM de ácido Úsnico.

111.4.9.— £s~t~IQ do la transformación de nutrescina

Se estudió la posible transforinaci6n de la diamina

transportada a otras poliaminas, tales como espernidina y

espermina.

Los talos fueron incubados en putrescina 10 mM

(conteniendo 0,73 pCi,mV’), en medios tamponados con Tris—HCl

0,3 14, pH 9,15, a lo largo de 8 h, en oscuridad a 3O~C,

midiendose la radiactividad total dentro de los talos, la

adsorbida y la presente en los medios una vez terminada la
Incubación, posteriormente, se extrajeron y dansilaron las

poliaminas contenidas en los talos y medios de incubación. Cada

muestra problema fue cebada con patrones dansilados <no

radiactivos) de putrescina, espermidina y espermina. Las

dansil—poliaminas fueron separadas mediante flO y cuantificada

la radiactividad de cada una de las manchas como se describe en

el apartado 11.11.5.

En la Figura 47A se representa la radiactividad total

de los talos (expresada en dpm.iwg”) y la correspondiente a la

mancha de putrescina <expresada en dpm.mg’ y ¡¿moles de putres-

cina.g’ peso seco) frente al tiempo de incubación. Las dos

medidas son paralelas, aunque los niveles de putrescina son

menores y su máximo está desplazado 2 h con respecto al pico de

máxima radiactividad total en el talo.
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FIGURA 47 ,- Variación de la radiactividad total
o ) y de la correspondiente a putrescina
• ) recuperada por cromatografía en capa

Lina, en función del tiempo en talos (A)
de E. prunastri incubados en tampón
Tris-aOl 0,1 M, pH 9,15 con putrescina
10 mM (conteniendo 0,73 pCi.m1’ de
1,4[x4CJ~putrescina).

En (13) se representa la variación en el
tiempo de la radiactividad total
remanente en el medio ( o ) , de la
recuperada por cromatografía en capa fina
en putrescina (u ) y de la adsorbida por
el talo ( A

Las cifras entre paréntesis indican el
valor, en gmoles, de putrescina.g’ peso
seco recuperados mediante cromatografía
en capa fina.
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Ya que no se detectó radiactividad en las manchas

correspondientes a espermidina y espermina, se puede afirmar
que no existe transformación de la diamina transportada en

otras poliaminas.
En la Figura 4713, los resultados son similares a los

anteriormente descritos, pero en este caso corresponden al

medio de incubación, hallando radiactividad tan sólo en la

mancha correspondiente a putrescina. Ambas medidas descienden

drásticamente en las primeras 2 h de tratamiento, en paralelo

al incremento en el talo. Posteriormente sus niveles oscilan,

y mientras que la radiactividad total del medio disminuye a las

8 h de incubación, la de putrescina aumenta.

En la Figura 4713 también se representa la variación

de radiactividad total adsorbida a lo largo del tiempo de

incubación.
Se puede observar que, tanto en el talo como en el

medio, los niveles de putrescina son mucho menores que los

valoras correspondientes de radiactividad total.

111.4,10.— LQalizadión celular de outrescina

Para ello se recogieron talos cuyo peso oscilé entre

121 y 125 mg y se incubaron en medios tamponados con Tris—Ecl

0,1 M, pH 9,15, a una concentración 10 mM de putrescina

(conteniendo 0,75 pci.mV’) durante 1 h y 30 mm en oscuridad a

26 ‘0. Los talos fueron procesados y las distintas fracciones

celulares recogidas segt~n se especificó en el apartado 11.11.6.

En la Tabla XIII se muestran los resultados del

fraccionamiento celular. De la cantidad total de putrescina

transportada, se recuperé el 65,3% (5,2 ¡¿moles de putrescina.g’

de peso seco). De éstos, el 74,2% fue hallado en la fracción

soluble (sobrenadante de la centrifugación a 105.000 x g) y el

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

FRACCION (x g) pmoles de putrescina.g-’ ~sCONTROL

7,95 ±0,03

proctpitado do

precipitado de

600 1,12 ±0,09

1.000

precipitado de 10.000

precipitado de 105,000

sobronadante de 105.000

0,10 ±0,01

0,09 ±0,02

0,02 ±0,5.10~

3,85 ±0,03

control 100,00

14,08

1,28

2. , 23

0,24

48,43

RECURERACION : 65,3%
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111.4.11.- CAptnvfln de nutrescina nor el fotobionte y el

1I==Qt=IQnt&

Finalmente, se determinó la proporción de putrescina,

que transportada por el talo liquénico, se encuentra localizada

en el fotobionte y en el micobionte.

Para ello se partió de talos, cuyo peso seco oscilé

entre 79 y 85 mg, que se incubaron con putrescina 10 mM

(conteniendo 0,75 ¡sCi.mii’), en medios tamnponados con Tris-HCl

0,1 14, pl! 9,15, durante 3. h y 30 mm, en oscuridad a 26t. Tras

macerar las muestras en tampón fosfato salino 0.1 M, pH 7,2,

los simbiontes fueron aislados segt~in el procedimiento descrito

en el apartado 11.5. En este caso, los valores fueron referi-

dos al peso seco de cada fracción (apartado 11.3.).

En la Tabla XIV se reflejan los resultados correspon-

dientes a cada simbionte, El micobionte capta 0,81 ¡imoles de

putrescina.g’ y el fotobionte 0,45 pmoles de putrescina.gt Es,

por lo tanto, el micobionte el que mayor cantidad de diamina

acumula, representando casi el doble de la captada por la

fracción algal.
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TABLA XIV. - Transporte de putrescina entre los
simbiontes de E. prunastri.



IV..- DISCUSION
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El desencadenante de una experimentación como la que

se ha planteado en el presente trabajo surge a raíz de la

observación de una serie de hechos cuyo fin último hacia

sospechar una alteración del equilibrio entre ambos simbiontes,

El progresivo blanqueamiento de los talos cuando

éstos se incuban en putrescina, la pérdida de consistencia y de

peso seco del tejido (Vicente y Legaz, 1983) y la secreción de

ribitol al medio, unido a un descenso de manitol en el talo

(Legaz st al., 1985) hizo pensar en un efecto deletéreo de la

putrescina sobre el talo, preferentemente sobre las algas. En

A. nidulans, por ejemplo, la putrescina causa letalidad a pHs

extracelulares que estimulan una rápida difusión de la diamina

que, en el interior, queda retenida como especie cargada

(Guarino y Cohen, 1979b; Ramakrishna st al., 1978). Downs y

Lovelí (1986) observan que el tratamiento con espermidina o

putrescina acelera el comienzo de la senescencia en flores de

O. caryophyllus. También hay extensas referencias a un efecto

opuesto y, en general, se afirma que las poliaminas previenen

la senescencia y el envejecimiento vegetal y favorecen el

crecimiento, desarrollo y diferenciación de los tejidos.

En E. prunastri no se puede concluir que exista un

claro efecto deletereo de la putrescina sobre el talo. Tanto la

pérdida de peso (ng. 12A) como el ligero descenso de proteínas

en talo (Fig. 1213) o la secreción de éstas al medio (Fig. 120)

son más la consecuencia de la alcalinización del pH y de un

periodo de incubación de 8 h, que la acción específica de la

putrescina.

Tampoco parece existir una clara relación entre los

niveles de putrescina y el contenido en ARN. Sólo se podría

resaltar que la cantidad de ARN es algo mayor en presencia de

putrescina. La diamina estimula la terminación de la trans—

cripcion de ARRs que se estén formando <Sakai y cohen, 1976;

Loftfield st al., 1981), lo que justificaría e). ligero in-

cremento, aunque dicha poliamina no anula la actividad ARNasa
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desarrollada a valores de pH ácido o neutro (Fig. lJA y E).

Esta falta de relación entre los niveles de putrescina y

espermidina y los de ADN, ARN o proteínas ha sido descrita

también en cultivos de células de Rosa sp. en suspensión <Smith

et al., 1978).

Si el efecto fisiológico de la putrescina exógena

sólo se manifiesta a determinados valores de pH extracelulares,

es inmediato pensar que, dada la naturaleza catiónica de la

poliamina, ésta pudiera quedar retenida en el exterior,

dependiendo del pH, no ejerciendo, así, acción alguna en el

interior.

En efecto, se comprobó que la putrescina disminuye en
los medios de incubación a lo largo del tratamiento, espe-

cialmente a pHs 5,0 y 9,15. Este hecho hizo pensar que la

entrada de putrescina se ve favorecida a valores extremos de pH

(Fig. 17A). En pétalos de s. ionantha, la captación de putres-

cina también depende marcadamente del pH externo y se observan

dos máximos, uno a pH 5,0—5,5 para bajas concentraciones de

putrescina exógena (0,5 pH) y otro a 8,0 para altas concen-

traciones de diamina exógena (50 mM) (Bagní y Pistocchi, 1985).

Guarino y Cohen (1979a) describen una relación exponencial de

captación de poliaminas a valores de pH entre 8,5 y 10,5 en A.

nidulans.

La desaparición de putrescina exógena a pH 9,15 va

asociada a su incremento en el interior (Fig. 17B).. Sin

embargo, aunque la desaparición de putrescina de los medios es

similar a pHs 9,15 y 5,0, no se encuentra el paralelo incremen-

to de la diamina en el interior cuando el talo es incubado a pH

ácido (Fig. 17B).
Esta falta de correspondencia puede ser debida a

distintas causas y, entre ellas, se puede especular en el

sentido de una síntesis o activación de bAO, enzima que
catalizaría el exceso de putrescina. Otra explicación podría

ser la unión de la poliamina a ciertos componentes de la
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membrana o la pared celular, como describen Vallée st al.

(1982) para JL tabacuní y L. esculentum. Finalmente, la putres-

cina, que se comporta como un catión a valores de pH celulares

ácidos, podría unirse a constituyentes aniónicos de las

células, tales como ribosomas, ADN, ARN y membranas, según

plantean Slocum st al. (1984) e incluso a componentes aromáti-

cos, tales como fenoles (Martin—Tanguy st al., 1973).

Nosotros hemos detectado actividad DAO en talo, la

cual se segrega al medio rápidamente cuando el pH extracelular

es 5,0 (Fig. iBA). EJ. máximo se obtiene si además está presente

la putrescina. La actividad DAO desarrollada a pH 6,9 o 9,15

(Fig. 1813 y O) en talo y en medio, se corresponde con los

niveles de putrescina exógena encontrados. Una alta actividad

PAO a pi-! 5,0 en hojas de U. vulgare ha sido descrita por Smith

(1976). En general, en los vegetales superiores, la enzima bAO

se encuentra preferentemente en la pared celular y su locali-

zación puede estar relacionada con la producción de peróxido de

hidrógeno implicado en los procesos de rigidez y lignificación

de la pared celular (Federico y Angelini, 1986). Probablemente,

la bAO, al reciclar el nitrógeno y el carbono de las poliami—

nas, regule el nivel celular de putrescina y, por tanto1 de

poliaminas en el citoplasma y en la pared celular, como también

sugieren Torrigianí st al. (1989).

La segunda explicación que se propone para explicar

la falta de correlación entre la putrescina que desaparece del

medio y el nivel que se detecta en talo estaría en función de

sus valores de pK. Ya que el pK1 y pK2 de la putrescina a 3000

es 9.0 y 10,5, respectivamente (Guarino y Cohen, 1979a), la

molécula se encuentra mayoritariamente en forma diprotonada a

pHs 5,0 y 6,9, mientras que a pH 9,15 existe un 50% de formas
mono- y diprotonadas (Tabla XV).

Por ello, a pH neutro, la putrescina en su forma

diprotonada quedaría unida a sitios aniónicos de La pared

celular, ya que la membrana celular es impermeable a este tipo
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TABLA XV.— Concentración relativa de putrescina como
base libre ¡B¡, molécula monoprotonada ¡BWj
y molécula diprotonada lBH,2~J , calculada a
partir de los valores de pR de la diamina y
del pH del medio de incubación.

pH % ¡Ej % ¡BM % ¡BH2~¡

5,0 3.2.10” 9,99.l0~ 99,99

6,9 l,8.l0~ 0,79 99,21

9.15 2,55 57,06 40,39

13,0 99,68 0,32 3,15.10~

pK2 = 10,5
131lft¡ > ¡13H¡ >

pR1 = 9,0

1 B1i 1
pu pR1 + log

¡ BI[2
2~

I~I
pH = pK~ + iog

BI-V ¡
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de moléculas. Como tampoco existe actividad DAO en el medio a

pH 6,9, la putrescina no seria hidrolizada previamente (Fig.

1813)
Cuando el pH externo es 9,15, la diamina se encuentra

en los medios al 50% entre formas mono- y diprotonadas. En

estas condiciones, ciertas moléculas en su forma nonoprotonadas

pueden difundir a través de la membrana celular y acumularse en

el talo, no siendo tampoco hidrolizadas ya que no existe

actividad DAO en el talo a pH 9,15 (Fig. 180).

A pH ácido (5,0), la falta de correlación que existe

entre la desaparición de putrescina del medio y su baja

concentración en el talo, se explica por la alta actividad DAO

segregada al medio de incubación que hidrolizaría la diamina

antes de que ésta sea captada (Fig. iBA). Un esquema sobre

estos resultados se muestra en la Figura 48.

Bagní y Pistoachí <1985) explican el efecto bifásico

del pH en la captación de putrescina en pétalo de 5. ionantha,

sobre la base de una pequeña cantidad de putrescina monoproto—

nada a pH 8,0, que pasa a través de la membrana plasmática,

mientras que a pH ácido, la putrescina podría ser acetilada
previamente a su entrada. Los resultados obtenidos por Guarino

y Cohen (1979a), acerca de la captación de putrescina por A.

nldulans, también sugieren que la putrescina no cargada

difundirla libremente a través de la membrana celular, siendo

por ello la concentración de moléculas neutras un factor

limitante, ya que la base libre sólo se encontrarla a valores

de pH superiores a 10,5.

La cuantificación de putrescina en particular, y de

poliaminas en general, no resulta problemática cuando se trata

de analizar concentraciones altas, como las utilizadas en los

experimentos de captación. Sin embargo, la concentración de

poliaminas endógenas puede ser mucho menor y además existe la

posibilidad de que éstas se encuentren formando conjugados,

como sugieren Jáger y Weigel <1978).
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FIGUIRA 48.— Esquema representativo de la captación
de putrescina, acumulación en el interior
de las células y del proceso de
atrapamiento (adsorción) en función del
pH extracelular. (DM3 indica diamino
oxidasa).
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En estas condiciones, la detección espectrofotométri-

ca de poliaminas. como la que se ha llevado a cabo para valorar

altas concentraciones, puede dar resultados no satisfactorios

o equívocos, cuando lo que se analiza son niveles muy bajos.
Se han propuesto numerosos métodos croinatográficos

para la valoración de poliaminas, Entre ellos, uno de los más
utilizados es la derivatización con cloruro de benzoilo y su

separación posterior en fase reversa-HPLC (Redmond y ‘Vseng,

1979), pero este método presenta muchas interferencias y

disminuye la fiabilidad cuando se aplica sobre extractos crudos

vegetales (Flores y Galston, 1982a). Sugiura et al. (1975)

mediante tosilación de las poliaminas y detección a 254 nm,

obtienen una respuesta 10 veces inferior a la descrita por

nosotros. Smith y Davies (1985a) describieron un método de

detección de poliaminas dansiladas por fluorescencia, previa

separación en fase reversa. Sin embargo, el alto nivel de

impurezas y el programa erróneo agua:metanol utilizado como

fase móvil hacen el análisis difícil.

El método desarrollado en el presente trabajo se basa

en la separación, mediante fase reversa, de poliaminas dansila-

das y su posterior detección por fluorescencia. No sólo es la

detección por fluorescencia, unas 1000 veces más sensible que

la espectofotométrica <Yost et al., 1980), lo que queremos

resaltar sino el tratamiento de las muestras previo al análi-

sis. La hidrólisis alcalina, posterior a la derivatización de

las muestras, permite eliminar otros derivados dansilados

fácilmente hidrolizables que pudieran interferir en el análisis

de las poliaminas dansiladas.

Es posible analizar entonces, según el método

propuesto, tanto las poliaminas libres (fracción 5), como las
conjugadas solubles (fracción SU) o insolubles en ácido

(fracción PH). La alta sensibilidad del método queda patente en

la Figura 19, donde se detectan cantidades de putrescina,

espermidina y espermina alrededor de 1,0 nmol. El limite de



233

detección más bajo es aproximadamente 0,3 pinol de masa inyecta-

da en columna, para poliaminas comerciales. Walter y Geuns

(1987) también obtienen una sensibilidad de detección SO veces

superior cuando utilizan un detector de fluorescencia en lugar

de uno espectrofotométrico.

El procedimiento utilizado en el presente trabajo,

para separar poliaminas dansiladas, es más sensible que el

descrito por Seiler et al. (1978) para tejidos de mamíferos, ya

que dichos autores detectan putrescina en un rango entre 10 y

20 pmol.g’ peso fresco.

Otra ventaja adicional del método que se propone es

la rapidez de la separación. En 20 mm eluyen: putrescina,

espermidina y espermina, junto con el patrón interno

(n—butilamina).

Con este método rápido, altamente sensible, específi-

co de poliaminas y reproducible se ha podido determinar que tan

sólo el 0,62% de la putrescina exógena permanece en el foto-

bionte como putrescina libre (Fig. 21). Este hecho pudiera

indicar que las células del alga controlan la entrada de

poliaminas, siendo éste un mecanismo de defensa frente al

efecto tóxico de la diamina sobre su propio metabolismo.

La mayor parte de la putresoina captada permanece en

forma libre o formando conjugados solubles en ácido, es decir,

unida a moléculas de bajo peso molecular (Tabla IV>. Pudiera
ser que la putrescina se una a fenoles y ácidos fenólicos, los

cuales representan un alto porcentaje de las moléculas solubles
en la mayoría de los líquenes.

Los ápices de tallos de ti. tabacum (Cabanne et al.,

1977) y callos de este tejido (Tiburcio et al., 1985; Misuzaki

et al., 1971) contienen amidas del ácido hidroxicin4mico. La
cafeilputrescina y otras amidas se hallan en alta concentración

en órganos reproductores de N. tabacuni. Se han sugerido

numerosas funciones para estos compuestos y se ha propuesto que

su formación esté asociada funcionalmente con la reproducción
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(Cabanneet al., 1981). La putrescina conjugadaen la fracción

soluble podría actuar como un “pool” para la formación de
alcaloides de pirrolidina en callos de N. tabacuni, donde la

biosíntesis de alcaloides es funcional <Tiburcio et al., 1985).

En los liquenes, y concretamente en E. prunastr.i, la
putrescina puede hallarse conjugada a fenoles y entonces
regular la síntesis de compuestos nitrogenados, especialmente

urea, L-ornitina o agmatina. En E. prunastri, las actividades:

ureasa, ADO y AAH, entre otras, están reguladas por la concen-

tración de fenoles liquénicos en el talo (Legaz et al., 1986;

Vicente y Legaz, 1983; Legaz, 1985).

El establecimiento de la concentración adecuada de

putrescina para su captación por las células se ve favorecida

por la existencia de estructuras superficiales semejantes a
cifelas (Legaz et al., 1985) en la superficie del talo de E.

prunastri. Una vez que esta concentración de putrescina se ha

conseguido en los espacios intercelulares, la entrada de la

diamina en las células, se lleva a cabo por dos mecanismos

diferentes:

- una difusión pasiva, no saturable, al menos en el
rango de concentraciones ensayado, que transcurre a través de

los poros hidrofílicos de la membranay
— un segundo sistema, saturable a partir de una

concentración 20 mM de putrescina, cuyos valores cinéticos

indican su mediación por un transportador. La velocidad del

transporte no se ve afectada por bajas temperaturas (0C y 4~C)

ni por el pretratamiento con inhibidores metabólicos (NaCN y

2,4-DNP) o fungicidas tales como el ionóforo nistatina, incluso

a altas concentraciones (Fig. 36, Tabla VII). Todo ello nos

sugiere que el transporte de putrescina es conducido por un
sistema de internalización no activo, mediado por una molécula

transportadora, en un proceso independiente de energía (ATP) o

difusión facilitada, de baja afinidad y siguiendo un gradiente

de concentración.
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Un transporte de putrescina de características

similares, que no se vea afectado por inhibidores metabólicos

y con valores para las constantes cinéticas del orden de las

descritas para E. prunastri, ha sido encontrado en pétalos de

S. ionantha (Bagni y Pistocchi, 1985), sin embargo, las células
de O. carota, en cultivo, presentan constantes cinéticas

notablemente más bajas en el transporte de putrescina

(Pistocchi et al., 1987).
Cabe destacar las semejanzas halladas entre el

transporte de putrescina en E. prunastri y la captación

intracelular del ión cadmio en Peltiqera horizontalis (Huds.)

Baumg. (liquen que contiene una cianoficea como fotobionte). Se

trata de un transporte saturable y pasivo en condiciones de

oscuridad, aunque presenta valores menores de velocidad y K~
(Beckett y Brown, 1984a y b). Las características de los

distintos sistemas de transporte mencionados se resumen en la

Tabla XVI.

Un sistema dual, con difusión pasiva y un segundo

mecanismo mediado por un transportador, ha sido descrito para

el transporte de espermidina en vacuolas aisladas de células de

O. carota (Pistocchi et al., 1988) y para el transporte de

putrescina y espermidina en It crassa (Davis y Ristow, 1988).

A diferencia de otras especies, en E. prunastrl el

transporte de putrescina se efectila siguiendo un gradiente de

concentración de la diamina. La concentración de putrescina

libre en talo, en ausencia de cualquier tratamiento es de

51,6 pH (Tabla XII), valor bastante inés bajo que el determinado

en los sistemas que presentan un transporte en contra de

gradiente. Así, los pétalos de 8. I~inantha tienen una

concentración de putrescina libre de 114 pH (Bagni y Pistocchi,

1985), siendo de 417,1 pH en las células de O. carota

(Pistocchi et al., 1987).

La diaxnina, que se comportaría como un catión
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orgánico, podría unirse extracelularmente, quizás, a la

superficie externa de la pared celular de las hitas fiángicas.
Esta conducta no resultaría sorprendente ya que los liquenes
poseen una alta capacidad de intercambio de cationes solubles
inorgánicos, si se les compara con plantas superiores (Brown y

Beckett, 1985)

El hecho de que en la captación extracelular de

cationes, en liquenes, esté implicado un mecanismo rápido,

pasivo y reversible, ha sido interpretado como un fenómeno de

intercambio iónico, posiblementemodificado por la formación de
complejos metálicos, Este proceso, puramente fisicoquímico,

implica, principalmente, uniones reversibles a sitios cargados

negativamenteen la pared celular. Este proceso es un fenómeno

de equilibrio de intercambio iónico, permaneciendo los sitios

de unión saturados a altas concentraciones externas de catio-

nes. Determinados cationes desplazan a elementos previamente

unidos, con una precisa estequiametria, de tal forma que

cationes divalentes podrían desplazar a un solo átomo divalente

o a dos átomos monovalentes (Puckett et al., 1973).

La naturaleza de los sitios de unión es aún descono-

cida, pero ya que la unión de cationes es dependiente de). pl-!,

Nieboer et al. (1976) sugieren dos sitios con distintos valores

de pRo, pudiendo ser grupos ácido carboxílicos o hidroxicarboxi—

licos de los polisacáridos de la pared celular. Recientemente

se ha profundizado en la hipótesis seggn la cual estarían

implicados los ácidos pécticos con ácidos carboxilicos ligados

(ácido poliurónico) , fenoles liquénicos e incluso proteínas

unidas a la pared celular y a la membrana (Brown y Beckett,

1985)

La adsorción de poliaminas sobre la superficie
celular es un hecho importante a tener en cuenta, ya que en E.

prunastri, la cantidad de putrescina que se adsorbe es,
aproximadamente, unas 17 veces superior a la cantidad neta que

difunde al interior celular. La adsorción en E. prunastri, a
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semejanza con lo descrito para cationes inorgánicos en lique-

nes, es un proceso rápido, alcanzando valores máximos de

adsorción de putrescina a 5 y 25 mm de tratamiento (Fig. 32)

y pasivo (Fig. 36, Tabla VII). Esta adsorción es dependiente

del pH, viéndose favorecida a valores entre 8,0 y 9,0

(.Fig. 33), a los cuales la molécula se encontraría princi-

palmente en su forma monoprotonada, y decrece bruscamente a

valores de pH en los que aumenta la concentración de moléculas

neutras (pH mayor de 9,0), rodo ello indica que la diamina se

uniría principalmente a grupos aniónicos con una sóla carga
negativa, o quizás carezca de suficiente afinidad como para

desplazar a otros cationes divalentes, previamente unidos.

Marianí et al. (1989), describieron que las poliami—

nas: putrescina, espermidina y espermina, pueden interaccionar

con los polimeros de la pared celular (posiblemente sustancias

pécticas) de C. carota mediante uniones electrostáticas o

iónicas, siendo su unión dependientedel pH, y alcanzándose la

máxima adsorción a valores de pH superiores a 4,0 e inferiores

a 10,0.

El transporte de putrescina es máximo a valores de pH

alcalinos, corroborando los datos anteriormente discutidos. Ya

que los valores de pK para la diamina, a 3000, son 9.0 y 10,5;

la diamina se transportarla en su estado monoprotonado e

incluso en su forma no cargada, puesto que a pH 10,6 rinde su

máxima velocidad de transporte (Fig. 33). A pus alcalinos,

posiblemente se favorezca la difusión pasiva, al permanecer la

molécula en su estado neutro, ya que, para su transporte por

difusión facilitada, parece intervenir la unión de la diamina

a sitios aniónicos de la molécula transportadora, como se

comentará al analizar su competición con cationes inorgánicos.

Gran parte de la putrescina transportada se acumula en el talo,

alcanzándoseniveles del orden de 85 veces superior al conteni-
do endógeno (Fig. 47A).

El transporte de putrescina en función del pH



239

extracelular difiere de lo expuesto en plantas superiores

<Tabla XVI), donde existen dos máximos: uno a valores de pH

alrededor de 5,0 y otro a pH 8,0 (Bagni y Pistocchi, 1985;

Pistocchi st al., 1987).
La putrescina no adsorbida o transportada debe

metabolizarse ya que los niveles de la diamina recuperados,

tras su separación por TLC, son menores que el total de

moléculas marcadas que permanecen en el medio, sobre todo a pHs

ácidos (Fig. 355). Sin embargo, queda suficiente cantidad de

putrescina como para que su transporte no se vea limitado por

bajas concentraciones (del orden de 24,1 ±0,9; 30,6 ±4.7 y

45.8 ± 2,6 pmoles de putrescina.g’ peso seco se encuentran en

el medio después de los tratamientos a pHs 5,0; 6,0 y 7,0,

respectivamente).
El descenso con el tiempo de la concentración de

putrescina en el medio, hace pensar en su catabolismo, hecho

que está en consonancia con la alta actividad DAOhallada en el

medio a pH ácido (Fig. iBA), o quizás en su conjugación <Fig.

245 y O).

La putrescina que es transportada dentro de los

cotiledones de P. radlata, es catabolizada a GASA, vía

y-aminobutiraldehido y pirrolina, entrando los productos

posteriormente en el ciclo del ácido tricarboxílico, y reci-

clando, de esta manera, el carbono y el nitrógeno procedentes

de la diamina (Kumar y Thorpe, 1989). En explantos de hojas de
1V. tabacum, Martin-Tanguy st al., <1988) sugieren que la mayor
ruta del metabolismo de putrescina es vía conjugación.

Estos hechos podrían ser también válidos en el

liquen, puesto que la diamina transportada no es metabolizada

a espermidina ni espermina, a lo largo de las 8 h de tratamien-

to (Fig. 47A), aunque si desciende su concentración en el talo,

con respecto al total transportado.

La putrescina, no cataboJ.izada, acumulada en el talo
se encuentra principalmente en la fracción soluble del cito—
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plasme, hallándose en menor proporción en el precipitado de

600 x g, posiblemente unida a la pared celular (Tabla XIII).

Idéntica localización ha sido descrita para la diamina trans-

portada en C. carota (Pistocchi et al., 1987; Mengolí et al.,

1989), 1V. tabacurn (Walker st al., 1987) y 8. ionantha (Bagni y

pistocohí, 1985), proponiéndose para ésta illtima su compartí—

mentación en la vacuola. D’Orazi y Bagní (1987) describen una

interacción ti vitre entre poliaminas y componentes de la pared

celular (sustancias pécticas) en células de O. carota, siendo

confirmadas tales interacciones ti vivo por Marianí et al.

(1989).

En cuanto al papel que desempeña cada simbionte en el
transporte de putrescina al talo liquénico, parece ser el

micobionte el principal responsable (Tabla XIV), hecho que
quizás esté relacionado con las condiciones de oscuridad en las

que se ha estudiado dicho transporte. En futuras investigacio-

nes se podrá comprobar si tal relación se modifica bajo

condiciones de iluminación, discerniendo, así, la influencia

del fotobionte en el transporte de putrescina. La captación
intracelular del catión cadmio en P. horIzontalis incrementa en

condiciones de luz, no modificándose su unión extracelular, lo

cual representa, probablemente, un transporte adicional de

cadmio al interior de las células algales (Beckett y Brown,

1984a)

El transporte de putrescina es de baja afinidad al
competir por la molécula transportadora otras poliaminas y

compuestos relacionados con el metabolismo de la diamina (Figs.

43 y 44).

Esperinidina y espermina se muestran como inhibidores
competitivos del transporte de putrescina (Figs. 41 y 42).

Además, dado que los talos de E. prunastri transportan la

tetraamina espermina (Tabla XI), parece existir un sistema

comUn que media la internalización de las poliaminas.

Un hecho a resaltar es que el herbicida paraquat
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inhibe con más efectividad el transporte de putrescina (41,7%)

que su adsorción (28,3%) <Fig. 43). Estos resultados corroboran

lo que otros autores postulan sobre el mecanismo de toxicidad

del paraquat, el cual se lleva a cabo por competición, en la

entrada, con la molécula transportadora de poliaminas (Smith,
1985)

En presencia de determinados aminoácidos no se

modifica la velocidad del transporte, lo que confirma que se
trata de un sistema diferente, no compartido con el de aminoá-

cidos (Fig. 44A).
El pretratamiento de las muestrascon los cationes:

Na~, K~, Oa~ y Mg~, no inhibe el transporte de putrescina (Fig.

45A). El hecho de que en presencia de K se estimule la
velocidad del transporte de la diamina hasta un 40%, nos hace
pensar que estamosante un mecanismode cotransporte de ambos
iones. En pétalos de 3. Ionantha la captación intracelular de

putrescina y espermidina tampoco se ve inhibida por tales

cationes, incluso el lón XC favorece la entrada de espermidina
en las células (Pistocchi et al., 1986).

En células en cultivo de C. carota, el ión Oa~

inhibe el transporte de putrescina, a una concentración 0,5 mM,
posiblemente por una competición con la poliamina (Pistocchi et

al., 1987), hallando por otra parte, que el incremento en la

concentración de putrescina endógena produce un descenso de la

captación de Ca2’ (Mengolí et al., 1989), pudiendo deberse a su

competición por la molécula transportadora. En nuestro sistema,

el ión Ca~ podría utilizar diferentes canales para su transpor-

te.

Otros cationes divalentes, e incluso polivalentes,

inhiben el transporte de putrescina (Fig. 45A). El LeY inhibe

hasta un 63,3%, y como este policatión no permea en la célula,

su efecto inhibidor se debería a una cierta interferencia o
competición con los sitios de unión de putrescina necesarios

para su transporte dentro de la célula.
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El efecto de los cationes divalentes y el Laa+ sobre

la adsorción extracelular de la diamina es bien distinto ya que
existe una mayor afinidad de éstos por los sitios de unión, y

por tanto, un desplazamientode la putrescina (Fig. 45B).
La adsorción extracelular de poliaminas podría

funcionar como un mecanismo para evitar el efecto tóxico de

altas concentraciones o como reservorio para su posterior

entrada.
La función del transporte de poliaminas es un punto

controvertido, ya que las células poseen la habilidad de

sintetizar de novo sus propias poliaminas. Pegg (1988) sugiere

que el transporte de poliaminas es una necesidadpara aquellas
células en las que la síntesis de estos compuestos ha sido

inhibida, En plantas, la putrescina es sintetizada por una

doble vía, ODO y ADO. Sin embargo, la vaporización durante la

fertilización de frutos de £4. domestica con disoluciones de
poliaminas, favorece el crecimiento y la formación del fruto,
a pesar de su síntesis endógena (Bagni st al., 1984).

El transporte de putrescina puede ser definitivo en

la regulación de los niveles de poliaminas en plantas, aunque

también estaría condicionado por la producción endógenade las

mismas. La síntesis de putrescina en E. prunastri tiene lugar

a través de dos rutas funcionales. Por un lado, la L-arginina

puede ser descarboxiladaa agmatinamediante la acción de una
ADO (Vicente y Legaz, 1981). La agmatinaes más tarde utilizada

para la formación de putrescina y urea, por vía AAH (Vicente y
Legaz, 1982). Esta vía de síntesis es funcional a pH neutro; al

menos La vitro, el pH óptimo de la ADO y la AAH es aproxima-
damente igual a 7,0.

La segundavía de síntesis de putrescina es mediante

la hidrólisis de L-arginina, por acción de una arginasa, para

rendir L—ornitina y urea (Legaz y Vicente, 1982). La L-ornitina
es despuésdescarboxilada a putrescina por acción de una CDC

(Escribano y Legaz, 1984). La vía hidrolítica es funcional a pH
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alcalino, ya que, al menos in vitro, el pH óptimo de la

arginasa (9,15) y la CDC (6,0) es básico.
Un hecho importante a destacar es que ambas vías de

síntesis de putrescina son exaluyentesmutuamenteen el tiempo:

cuando la vía arginasa es activa, la iniciada por ADO no lo es,
y viceversa (Legaz st al., 1986). Por ello, la L—arginina se

puede catalizar casi de forma continua a pHs neutros o alcali-
nos, para producir putrescina, siendo la x~nica limitación un pH

ácido.

Este hecho parece confirmarse, ya que a pH 5,0 no se

observa una marcada síntesis de putrescina (Figs. 22-24). Los

resultados son contrarios a los expuestos por Young y Galston

(1983a) para hojas de A. sativa, aunque en este caso, la ADO es

activa a pH ácidos, mientras que en E. prunastri no lo es.

A pu neutro, sin embargo, cuando la ADO y la AAH son

funcionales, la L—arginina se cataboliza para formar putrescí—

na, permaneciendo, ésta, principalmente como forma libre o

formando conjugados solubles a tiempos mayores. Tiburcio st al.

<1988) también encuentran el mayor porcentaje de putrescina y

espermidina formando conjugados solubles en tejidos de callos
de 1V. tabacum. El exceso de putrescina libre en talo sale al

medio, en principio, por un mero efecto de gradiente de

concentración (Figs. 25—27).

Cuando el pu es alcalino (9,15) y por tanto la

arginasa—ODO activas, más que una síntesis de putrescina existe

degradación de las tres poliaminas principales: putrescina,

espermidina y espermina, puesto que desaparecen los conjugados

solubles de éstas, no incrementando las formas libres o

conjugadas insolubles (Figs. 20—30). Es posible que la degra-

dación de poliaminas en estas condiciones sea producto de la

acción de complejos amino-oxidasas, conteniendo Cu2, según

sugieren Seiler st al. (1985) ya que se trata de reacciones

terminales, al menos en arninales.

La interconversión entre formas libres y conjugadas
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de poliaminas, como la descrita en E. prunastri, es un hecho

observadopor numerososautores, Sin embargo, el mecanismoque

regula tal conversión, y lo que es más importante, la función

específica de cada una de las formas es, hoy por hoy, algo no
totalmente conocido. Slocumy Galston (1985c), sugieren sólo un

intercambio limitado entre poliaminas libres y conjugadas,
mientras que Flores y Filner (1985) postulan que la conjugación
con ácidos cinámicos, puede ser una vía de regulación del
“pool” de poliaminas libres en la célula. Martin—Tanguy st al.

(1988) y Burtin st al. (1989) proponen que los conjugados no
actUan como formas de almacenamientodebido a que la organogé—

nesis e incluso el crecimiento de explantos foliares de U.
tabacum, están acompañadosde cambios en la concentración de

putrescina conjugada.
Sobre el significado fisiológico de las poliaminas

conjugadas, Cabanne st al. (1977) y Malmberg y Mclndoo (1983)
sugieren un cierto papel en la regulación de la floración.

Smith st al. (1983) demuestran que las amidas de ácidos
cinámicos de di— y poliaminas confieren resistencia viral a las

semillas,
La fisiología de las plantas superiores es siempre

más compleja que la de los liquenes. Sin embargo, en éstos, un
punto decisivo que condicionará las acciones fisiológicas de

las poliaminas es La translocación de éstas desde los centros

de producción a los centros de acción.

Los resultados experimentales expuestos en esta
memoria, acerca de la captación de putrescina exógenapor talos
de E. prunastrl, revelan los mecanismos de transporte mediante

los cuales la putrescina endógena, producida a partir de

L—arginina, debe moverse entre ambos simbiontes.

En E. prunastrl, al menos en las condiciones de

estudio, se transporta putrescina, lo que induce a pensar en su

posterior utilización como fuente nutritiva o como un mecanismo
de osmoregulación, puesto que su entrada no conduce a la
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síntesis de espermidina ni espermina en tales células.

Como conclusión se podría decir que la regulación de

la concentración interna de putrescina incluye la formación de

conjugados solubles e insolubles en ácido, la adsorción

extracelular, su catabolismo y su transporte facilitado; todo

ello dependiente del estado protonado de la molécula que a su
vez es función del pH extracelular (Fig. ~9>.



246

FIGURA 49.- Esquema de regulación de la
concentración interna de putrescina en
E. prunastri.

A- alga
AGM- agmatina
ARG— arginina
CI- cortex inferior
OIT- citoplasma
OS- cortex superior
DAO- diamino oxidasa
El— espacio intercalular
ESD— espermidina
ESM— espermina
14- médula
MP— membranaplasmática
ORN- ornitina
PO- pared celular
PUT— putrescina
T— transportador
UR- urea
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Se ha puesto a punto un método de HPLC que permite

separar poliaminas, en menos de 25 minutos, mediante

derivatización pre- columna, utilizando cloruro de dansilo

y detección por fluorescencia <longitud de onda de
excitación 340-380 nm y de emisión 460 nm). La respuesta
del detector es lineal, en función de la masa inyectada en
la columna y permite cuantificar hasta 0,3 pmoles de

putrescina, espermidina y espermina.
La hidrólisis ácida de las poliaminas totales

estraidas permite separarlas en tres fracciones: formas

libres <5), formas conjugadas solubles en ácido (SU) y

formas conjugadasinsolubles en ácido (PH). La hidrólisis
alcalina, posterior a la dansilación, permite eliminar los

analitos que interfieren en el análisis cromatográfico

posterior.

2. Evornia prunastri (Li Ach. sintetiza las tres
poliaminas básicas: putrescina, espermidina y espermina,
encontrándose tanto en forma libre como conjugada. Su
concentración en talo y su secreción al medio varian en

función del tiempo y el pH de incubación. La espermina es

la poliamina que alcanzamayores concentracionesen talo.

3~. La putrescina es internalizada de forma pasiva
= 0,15 ¿¿molesde putrescina.htr’.mW’) y mediante un

mecanismo de difusión facilitada, cuyo transportador

exhibe una cinética del tipo descrito por Michaelis Menten

5,3 mM; ‘4.,, = 12,5 ¡4moles de putrescina.h”tg1)
frente a la concentración de sustrato. Los valores de K~

y Vs.. obtenidos a partir de la representación de Eadie—
Hofstee fueron de 6,03 mM y 20,9 pmoles,h1.ga,

respectivamente.

La putrescina es también adsorbida sobre la pared
celular.
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4’ La espermidina y la espermina se comportan como

inhibidores competitivos del transporte de putrescina con

valores de K1 de 1.55 y 1,34 mM, respectivamente. Los
valores I~(1~ obtenidos a partir de la representación
semilogarítmica de la curva dosis—respuesta, fueron de

2,17 y 1,0 mM para espermidina y espermina,

respectivamente.

5á El transporte de putrescina es inhibido por análogos
estructurales de la diamina, tales como urea, agmatina.
Los ácidos evérnico y gsnico no compiten con la putrescina

en su transporte.

6’ El transporte de putresoina es saturable con el
tiempo y función, tanto del peso seco del talo como del pH

extracelular; mayor a medida que éste se basifica debido
a la protonación de la molécula.

Y’ La putrescina transportada se encuentra localizada,

principalmente, en la tracción soluble del citoplasma y en
una menor proporción en la pared celular. El fotobionte es
capaz de controlar el transporte de putrescina exógena,

siendo el micobionte el que la acumula. Dicha acumulación

induce a pensar en su utilización como fuente nutritiva o
como un mecanismode osmoregulación,puesto que no conduce

a la síntesis de espermidina ni espermina.

8’ La putrescina endógena y exógena pueden ser
catabolizadas por acción de una diamino oxidasa cuya

actividad es función del pH extracelular.
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