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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar la evolucion de
los contenidos y estados de conjugacion de las poliaminas en
materiales de pino caribe de diferentes edades en cultivo in
vitro. Se analizé mediante cromatografia liquida de alta efi-
ciencia (HPLC) en fase reversa, la concentracion individual y
total de poliaminas enddogenas en porciones apicales y basales
de microtallos de Pinus caribaea. El origen de los microtallos
correspondio a material embrionario, juvenil y adulto revigo-
rizado. Se establecieron diferencias significativas en el conte-
nido endogeno de poliaminas dependientes del desarrollo on-
togénico. Sin embargo, se demostré que no existen diferencias

entre microtallos juveniles y adultos revigorizados, respecto al
contenido de poliaminas totales y poliaminas individuales. Es-
tas ultimas son mds abundantes en tejidos embrionarios que en
tejidos juveniles y adultos revigorizados, los cuales mostraron
niveles similares. Tanto en fraccion libre como soluble conju-
gada, putrescina y espermina son las poliaminas mayoritarias
en todos los materiales analizados. Los resultados permiten
inferir que el proceso de maduracion-envejecimiento de indi-
viduos puede estar influenciado por cambios especificos que
ocurren durante el metabolismo de las poliaminas.

Introduccion

Pino caribe es una especie
de gran importancia econdomi-
ca en su area de distribucion
natural, debido a su rapido
crecimiento y por la produc-
cion de madera de alta cali-
dad, dura y resistente, muy
utilizada para la produccion
de pulpa, papel, carton y cha-
pa (David et al., 1995; Akane-
me y Eneobong, 2008; Uribe
et al., 2008). Sus buenas cua-
lidades maderables justifican
el desarrollo de protocolos de
cultivo in vitro de materiales
embrionarios, juveniles y
adultos para su utilizacion en
silvicultura clonal (Webb y
Diaz-Santiago, 1983; Meyer,
1998; Uribe et al., 2004).

En especies lefiosas los teji-
dos maduros y por tanto cro-
nolégicamente mas viejos,
generalmente muestran una
reducida competencia morfo-

génica, dificultando el desa-
rrollo de programas efectivos
de clonacion a partir de indi-
viduos seleccionados en fase
madura (Fraga et al., 2002a,
b; Breton et al., 2005; Rodri-
guez et al., 2005). La dismi-
nucion de la capacidad morfo-
génica es fuertemente especie
especifica; por ejemplo, arbo-
les maduros de Pinus radiata
D. Don, tienen baja capacidad
morfogénica, con problemas
serios para su establecimiento
directo en cultivo in vitro,
mientras que arboles maduros
de Prunus persica (L.) Batsch
cv. Hakuho, son capaces de
ser introducidos in vitro sin
necesidad de tratamientos de
rejuvenecimiento (Fraga et al.,
2004). No obstante, en espe-
cies vegetales, la maduracion
es un proceso completamente
reversible (rejuvenecimiento) o
temporalmente reversible (re-
vigorizacion). En este sentido,

existe relacion entre la rever-
sibilidad de la maduracién y
las poliaminas (Fraga et al.,
2002a, b, 2003; Kusano et al.,
2007; Noceda et al., 2009), lo
que justifica el estudio acerca
de estas biomoléculas.

Las poliaminas actuan
como moduladoras del creci-
miento y desarrollo en plantas
(Galston, 1983; Bais y Ravis-
hankar, 2002; Liu et al.,
2006) y han sido implicadas
en un amplio rango de proce-
sos bioldgicos, incluyendo di-
vision celular, diferenciacion
vascular, maduracion del fru-
to, senescencia, estrés am-
biental, y muerte celular pro-
gramada, entre otros (Galston
y Kaur-Sawhney, 1995; Tho-
mas y Thomas, 2001; Kaur-
Sawhney et al., 2003; Alcazar
et al., 2006; Kusano et al.,
2007; Moschou et al., 2008).

Diferentes autores han pues-
to de manifiesto la existencia

de relaciones especificas de
poliaminas como indicadoras
de edad en diversas gimnos-
permas (Konigshofer, 1991;
Minocha et al., 1999; Fraga et
al., 2002a, 2003, 2004; Kli-
maszewska et al., 2009; Noce-
da et al., 2009) y también en
angiospermas (Rey et al.,
1994; Berros et al., 1997; Pas-
chalidis et al., 2009) estable-
ciendo diferencias en funcion
de la capacidad morfogénica
desarrollada (Berros et al.,
1997) o de la situacion de un
determinado organo dentro de
la arquitectura del arbol (Ko-
nigshofer, 1991). Estudios rea-
lizados en P. nigra, confirman
que el balance putrescina/es-
perminatespermidina (Put/
Spm+Spd) es un indicador de
fases de desarrollo y procesos
de revigorizacion (Valledor et
al., 2007). En P. radiata D.
Don, se ha demostrado que
existen valores de poliaminas
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VARIATION IN ENDOGENOUS POLYAMINE CONCENTRATION AS A FUNCTION OF AGE IN Pinus caribaea Mor.

MICRO-STEMS

Matilde E. Uribe, Maria Elena Materan, Maria Jesus Cafial and Roberto Rodriguez

SUMMARY

The aim of this work was to determine the evolution of the
content and degree of conjugation of polyamines in Caribbean
pine materials of different ages in in vitro culture. Local and
total concentrations of endogenous polyamine were studied in
the apical and basal portions of Pinus caribaea micro-stems by
means of reverse phase high performance liquid chromatogra-
phy. The origin of micro-stems corresponded to embryonary,
juvenile, and adult re-invigorated material. Significant differ-
ences were found in the endogenous content of polyamines,
depending on ontogenetic development. However, it was shown

that there are no differences between juvenile micro-stems
and re-invigorated adult, with respect to the total polyamine
content and the individual polyamines content. The latter are
higher in embryonic tissue than in juvenile tissues and those
from re-invigorated adults, which showed similar values. Both
in the free as in the soluble conjugated fractions, putrescine
and spermine are the most abundant polyamines in all the ma-
terials analyzed. The results allow to infer that the individual
process of maturation-aging could be influenced by specific
changes that take place during the metabolism of polyamines.

VARIACAO NA CONCENTRACAO DE POLIAMINAS ENDOGENAS EM FUNCAO DA IDADE EM MICRO-CAULES

DE Pinus caribaea Mor.

Matilde E. Uribe, Maria Elena Materan, Maria Jesus Cafial e Roberto Rodriguez

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi determinar a evolugdo dos con-
teudos e estados de conjugacdo das poliaminas em materiais
do pinheiro caribe de diferentes idades em cultivo in vitro.
Analisou-se mediante cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) na fase reversa, a concentra¢do individual e total de
poliaminas endogenas em porgdes apicais e basais de micro-
caules de Pinus caribaca. 4 origem dos micro-caules corres-
pondeu a material embrionario, juvenil e adulto revigorizado.
Estabeleceram-se diferencas significativas no conteudo endoge-
no de poliaminas dependentes do desenvolvimento ontogénico.
No entanto, se demonstrou que ndo existem diferengas entre

micro-caules juvenis e adultos revigorizados, em rela¢do ao
conteudo de poliaminas totais e poliaminas individuais. Estas
ultimas sdo mais abundantes em tecidos embrionarios que em
tecidos juvenis e adultos revigorizados, os quais mostraram
niveis similares. Tanto em fragdo livre como soluvel conjuga-
da, putrescina e espermina sdo as poliaminas majoritarias em
todos os materiais analisados. Os resultados permitem inferir
que o processo de amadurecimento-envelhecimento de indi-
viduos pode estar influenciado por mudangas especificas que
ocorrem durante o metabolismo das poliaminas.

libres (PAs-S) y solubles con-
jugadas (PAs-SH) caracteristi-
cos de estados de madurez y
envejecimiento, incluso la tasa
PAs-S/PAs-SH permite la de-
terminacion de aptitud de flo-
racion. Ademas, los indices de
estos marcadores revierten
durante procesos de revigori-
zacion mediante microinjerto,
de tal forma que la recupera-
cion de ciertas aptitudes juve-
niles va acompafiada de cam-
bios en los balances de polia-
minas hacia relaciones especi-
ficas caracteristicas de juveni-
lidad (Fraga et al., 2002a).

El objetivo principal de este
trabajo fue determinar la evo-
lucion de los contenidos y
estados de conjugacion de las
poliaminas en materiales de
diferentes edades de pino ca-
ribe en cultivo in vitro. Por

otra parte, se investigd si ma-
teriales de diferente edad cro-
noldgica contintian manifes-
tando diferencias, dependien-
tes de las fases de desarrollo
en cultivo in vitro, que permi-
tan validar los marcadores de
poliaminas postulados por
Fraga et al. (2002a; 2004)
como indicadores de edad, en
condiciones de cultivo in vi-
tro, o si bajo estas condicio-
nes se inducen cambios que
afectan a estos marcadores.

Materiales y Métodos
Material vegetal

El estudio incluyé material
embrionario (E), el que fue
establecido a partir de em-
briones maduros de Pinus
caribaea var. hondurensis (Sé-
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necl.) Barr & Golf. Las semi-
llas, de 98,6% de pureza, fue-
ron donadas por la Corpora-
cién Venezolana de Guayana,
Venezuela. Material juvenil
(J), establecido a partir de
semillas germinadas y mante-
nidas durante dos afios en
huerto semillero propiedad del
CIMA, Vitoria, Espaia, y
material adulto revigorizado
(AA-R, clon N° 256) estable-
cido a partir de individuos
seleccionados dentro de un
Programa de Mejora de CVG-
PROFORCA (Corporacion
Venezolana de Guayana-Pro-
ductos Forestales de Oriente
S.A), Venezuela. El material
fue revigorizado en campo
mediante macroinjertos y apli-
caciones de citoquinina
(250mg-1") por el Centro Bio-
tecnologico de Guayana, Uni-

versidad Nacional Experimen-
tal de Guayana, Venezuela.

Cultivo in vitro

El establecimiento in vitro se
realiz6 de acuerdo a Uribe ef al.
(2008) y 1la fase de proliferacion
se realiz6 utilizando una se-
cuencia de medios QLP (Quoi-
rin y LePoivre, 1977) tal como
sigue: QLP, suplementado con
8,87uM 6-bencilaminopurina
(BAP) y 0,49uM 4acido 3-indol
butirico (AIB); QLP, suplemen-
tado con 4,44uM BAP mas
0,49uM AIB; QLP libre de hor-
monas. El periodo de cultivo en
cada medio fue de 45 dias.

Analisis de poliaminas

Se utilizaron microtallos de
material embrionario, juvenil
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Figura 1. Microtallos de Pinus caribaea tras 45 dias de cultivo en me-
dio QLP. a: microtallo de origen embrionario, b: microtallo procedente
de material juvenil (nétese gran proliferacion de braquiblastos), c: bra-
quiblasto y microtallo procedente de material adulto revigorizado, d:
microtallo proveniente de material adulto revigorizado.

y adulto revigorizado proce-
dente de las cadenas prolifera-
tivas descritas. Los microta-
llos fueron tomados siempre
después del ultimo subcultivo
(medio QLP), sin reguladores
de crecimiento (Figura 1) y se
dividieron en region apical
(A) y basal (B) de 1,5-2,5cm
de longitud, pesado y proce-
sado después de un enfria-
miento rapido en N, liquido,
triturado en mortero de porce-
lana y liofilizado por 48h. El
material fue mantenido a
-80°C hasta su utilizacion.
La extraccion, purificacion,
dansilacioén y cuantificacion de
putrescina (Put), espermidina
(Spd) y espermina (Spm) y el
producto de degradacion
1,3-diamino propano (DAP) se
llevd a cabo por cromatografia
liquida de alta eficiencia
(HPLC) en fase reversa de
acuerdo al método descrito por
Marcé et al. (1995) con algu-
nas modificaciones (Fraga et
al., 2002a). Los analisis se
realizaron en un equipo
Waters Chromathography S.A.,
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compuesto de bomba 600
E, controlador de flujo
600, detector de fluores-
cencia 474 e autoinector
717 Plus, conectado al
procesador de datos Mile-
nium 2010™. Se utilizo
una columna Kromasil
C18 de fase reversa. Se
tomaron 25mg de peso
seco/ml de material vege-
tal, el que fue extraido en
Iml de acido perclorico
5% y centrifugado a
15000g durante 20min a
4°C. Se separ06 el sobrena-
dante, que contiene las po-
liaminas libres (PAs-S) y
solubles congujadas (PAs-
SH) del precipitado que
contiene las poliaminas
insolubles conjugadas
(PAs-PH). Después de la
dansilacion, las poliaminas
fueron redisueltas y cuan-
tificadas por cromatografia
liquida de alta eficiencia
en fase reversa (ver Uribe
et al., 2008).

Para corregir las pér-
didas en el proceso de

extraccion y dansilacion de
las muestras, se afiadieron
0,925KBq de [“C]Spm (Amer-
sham) al extracto inicial. Ali-
cuotas de 25ul fueron toma-
das en cada etapa, midiéndo-
se la radiactividad en las
muestras antes de su analisis
por HPLC mediante un con-
tador de centelleo Vallac
1409. Los resultados de cuan-
tificacién obtenidos con el
analisis por HPLC se corri-
gieron con el factor de pérdi-
das obtenido en cada caso.

Todas las muestras fueron
analizadas por duplicado y se
hiceron tres replicas por cada
una de las muestras. Los da-
tos fueron analizados me-
diante un analisis de varianza
(ANOVA) y para las diferen-
cias entre medias se utilizd
el método de diferencias mi-
nimas significativas (LSD) a
un nivel de confianza de
95%.

Resultados y Discusion

El analisis de poliaminas
realizado, después de 18 sub-
cultivos en microtallos de
materiales de diferente edad

TABLA I

cronoldgica (E: embrionario,
J: juvenil, y AA-R: adulto
revigorizado), en regiones
apicales y basales, permitio
constatar que, en condiciones
de cultivo in vitro, no es po-
sible establecer diferencias
entre microtallos de J y de
AA-R respecto al contenido
de poliaminas totales (PAs-t=
S+SH+PH)* y poliaminas to-
tales individuales (Tabla I).
Los microtallos embrionarios
presentan los contenidos de
poliaminas mas elevados para
las tres poliaminas cuantifi-
cadas, diferencidndose en to-
dos los aspectos estudiados
de los microtallos J y AA-R.
En general, en todos los ma-
teriales existe mayor conteni-
do de poliaminas en regiones
apicales. Aunque tanto la re-
gién A como la region B en
pino caribe son competentes
en la sintesis de poliaminas,
se observa que los tejidos de
la zona apical presentan los
contenidos mas elevados de

* Poliaminas totales (S+SH+PH):
EA 5244,1a; EB 2849.9a; JA:
1374,2b; JB: 1179,3b; AA-RA:
1572,6b; 1331,3a.

CONTENIDO ENDOGENO (nmol-g! PF) DE POLIAMINAS
Y DAP DE LAS DIFERENTES FRACCIONES, EN REGION
APICAL Y BASAL DE MATERIAL EMBRIONARIO, JUVENIL

Y ADULTO REVIGORIZADO DE Pinus caribaea

Fraccion M R DAP Put Spd Spm Totales
E A 0 17778a 892,1a 15985a 42684 a

B 0 6631b 1420a 6467a 14518a

A 0  9312b 0 b 333c 9645¢c

PAs-S B 0 7328b 0 b 245c¢ 7573 b
AAR A 0  9366b 0 b 1366b 10732b

B 0 815la 0 b 707b 8858a

E A 398a 3912a 1796a 3758a 9466 a

B 121,la 6096a 2390a 5193a 13679a

A 0 b 1967b 546c¢ 1372b 3885c¢c

PAs-SH B 0 b 2065b 81b 1082b 399.8b
AAR A 0 b 2755ab 703b 1226b 4684 b

B 0 b 23I,L1b 640c 120,6ab 4157b

E A 192b 130b 75 a 86b  291a

B 221b 137a 6,9 a 96a  302a

A 121b 145D 30b 37¢  212b

PAs-PH B 333a 140a 34b 48¢c  222b
AAR A 546a 175a 38 b 97a 310a

B 192b 172a 41b 85b  298a

M: material, E: embrionario, J: juvenil, AA-R: adulto revigorizado, R: region, A: apical,
B: basal, DAP: 1,3-diaminopropano, Put: putrescina, Spd: espermidina, Spm: espermi-
ta, PAs-S: poliaminas fraccion libre, PAs-SH: poliaminas fraccion soluble conjugada,
PAs-PH: poliaminas fraccion insoluble conjugada. Letras distintas entre las mismas
regiones de individuos de diferentes edades indican diferencias significativas (95%).
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sintesis de las tres poliami-
nas analizadas. En este con-
texto, los meristemos de la
region apical de los tejidos
mas jovenes (E) y en division
activa tienen también los
contenidos mas elevados de
poliaminas, descendiendo
fuertemente en la region ba-
sal, especialmente en mate-
rial embrionario (1,8 veces),
mientras que en material ju-
venil como adulto revigoriza-
do el contenido de poliami-
nas desciende 1,1 veces.

Estos resultados concuerdan
con lo reportado para tabaco
por Paschalidis y Roubelakis-
Angelakis (2005), donde la
distribucion de poliaminas si-
gue una reduccion desde zo-
nas de acumulaciéon o sumide-
ro a la fuente en hojas y la
mayor reduccion coincide con
la senescencia. De esta mane-
ra las poliaminas podrian ac-
tuar como reservas de C/N o
como moléculas de sefializa-
cion, regulando senescencia y
probablemente relaciones su-
midero-fuente Paschalidis y
Roubelakis-Angelakis (2005).
De acuerdo con Paschalidis et
al. (2009) podria indicarse
que la biosintesis de poliami-
nas totales sigue un decreci-
miento basipétalo a lo largo
del eje del microtallo de pino
caribe, lo que se traduce en
un anabolismo decreciente
con la edad.

La semejanza en los niveles
de poliaminas de material J y
AA-R resaltan tanto el efecto
de los tratamientos revigori-
zantes como, posiblemente,
del propio cultivo in vitro.
Ambos factores son quizd
responsables de los contenidos
similares de poliaminas. Pero,
atn admitiendo que existe
revigorizacion del material
adulto, ésta revigorizacion no
es comparable a material ju-
venil, pues el comportamiento
in vitro de ambos materiales
durante la micropropagacion
es distinto (datos no mostra-
dos). Ademas, el material
AA-R fue de dificil adapta-
cién a la secuencia de medios
utilizada. Por otra parte, tanto
material J como AA-R pre-
sentan caracteristicas macro-
morfologicas muy similares,
entre ellas, engrosamiento de

aciculas y constitucion de fas-
ciculos aciculares con brac-
teas prominentes (Figura 1).

Podria pensarse que mate-
riales juveniles y adultos revi-
gorizados llegan a un estado
caracteristico de “cultivo in
vitro”, donde practicamente
igualan sus contenidos de po-
liaminas enddgenas. Sin em-
bargo, los individuos embrio-
narios, o no experimentan
estos cambios, o los experi-
mentaran a mas largo plazo.
Estos resultados podrian justi-
ficarse ademas por: i) catabo-
lismo diferencial, reflejado por
la cuantificacion de los nive-
les totales de DAP, que expe-
rimentan una inversion zonal
en materiales embrionarios de
B-A a materiales adultos revi-
gorizados de A-B (Tabla I) y,
i1) contribucion relativa de la
via ornitina o de la via argi-
nina en la biosintesis de po-
liaminas, cuestion conflictiva
debido a la interferencia pro-
ducida por el proceso de in-
terconversion arginina-orniti-
na, a través del ciclo de la
ornitina. Algunos autores pro-
ponen que mientras la argini-
na decarboxilasa (ADC) regu-
laria la biosintesis de poliami-
nas durante la elongacion ce-
lular y procesos metabdlicos
como la sintesis de alcaloides,
la ornitina decarboxilasa
(ODC) participaria predomi-
nantemente en procesos de
division celular en tejidos en
crecimiento activo (Tiburcio
et al., 1997; Bais y Ravis-
hankar, 2002).

Existen evidencias molecula-
res de que los tejidos manteni-
dos en cultivo in vitro presen-
tan un estado de expresion
génica diferente al que mues-
tran tanto individuos juveniles
como adultos de campo (Rey
et al., 1994; Fraga et al.,
2004). También es posible
pensar que los niveles elevados
de poliaminas en material em-
brionario indiquen que, las
condiciones de cultivo in vitro
no permiten que la via ODC
deje de expresarse, con lo cual
ambas vias permanecen acti-
vas.

Los niveles de poliaminas
totales individuales de cada
una de las fracciones analiza-
das, ponen de manifiesto que
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Put y Spm son las poliaminas
mas abundantes (Tabla I). En
las fracciones libre y soluble
conjugada, presentan una dina-
mica similar a la evolucion
comentada para poliaminas
totales; es decir, niveles de
poliaminas enddgenas mas
elevados en individuos en es-
tadio E, e inferiores y simila-
res en individuos J y AA-R.
Es de destacar que en la frac-
cion PAs-S siempre existe ma-
yor contenido de poliaminas
en las porciones A, observan-
dose la mayor diferencia en
microtallos embrionarios, re-
sultados que concuerdan con
los obtenidos en Pinus radiata
D. Don (Fraga et al., 2004) y
Corylus avellana L. (Rey et
al., 1994), donde a medida que
los individuos alcanzan la ma-
durez se reduce el contenido
de Put de la fraccién PAs-S,
indicando que estos cambios
son dependientes de la edad
cronoldgica. En masas embrio-
génicas en proliferacion de
Picea abies y P. rubra, tam-
bién se determind que Put-S
es la poliaminas mas abundan-
te (Minocha et al., 1993; Sar-
jala et al., 1997). En Pinus ni-
gra, tanto el contenido de Put
como el contenido de PAs-tot
fue mas elevado en lineas no
embriogénicas con capacidad
callogénica que en las lineas
con capacidad embriogénica,
las que presentan niveles infe-
riores de poliaminas (Noceda
et al., 2009). Por otro lado, en
especies herbaceas se ha de-
mostrado que la poliamina Put
aumenta con la edad de la
planta u 6rgano, y que todas
las fracciones de Spd y Spm
disminuyen alcanzando niveles
muy bajos en la senescencia
(Paschalidis et al., 2009).
Basados en la relacion entre
poliaminas libres y crecimien-
to activo, la presencia de altas
concentraciones de poliaminas
libres y la ausencia de DAP en
pino caribe embrionario, po-
dria estar asociado con una
tasa de crecimiento activo. Se
ha demostrado que los tejidos
embrionarios son mas compe-
tentes, presentando mayor ca-
pacidad de respuesta in vitro.
Esta podria estar relacionada
con los elevados contenidos de
Put que presentan estos teji-

dos, dado que esta poliamina
ha sido relacionada con distin-
tas respuestas morfogénicas en
otras especies con distintas
respuestas morfogénicas (Smith,
1985; Tiburcio et al., 1997,
Minocha et al., 1999; Uribe et
al., 2004).

Para la fraccion de las po-
liaminas solubles conjugadas
(PAs-SH) es de sefalar que en
microtallos E y J los niveles
de poliaminas son mas eleva-
dos en la region B, mientras
que en microtallos AA-R es
mayor en regiéon A. Por otra
parte, en la fraccion insoluble
conjugada no se detectan gran-
des diferencias entre los esta-
dos de desarrollo E y AA-R.

La funcién de la fraccion
PAs-SH durante la divisién y
diferenciacion celular ain esta
en discusion; podrian ser for-
mas de almacenamiento y que
por hidrolisis pueden suminis-
trar a las células poliaminas
adicionales que podrian influir
en la division de la célula y/o
en su expansion (Martin-Tan-
guy, 2001). Dado que las PAs-
SH presentan diferencias entre
material embrionario y el blo-
que J/AA-R con distinta com-
petencia morfogénica, seria
logico pensar que esta fraccion
permita definir marcadores
cronoldgicos de juvenilidad.
Este hecho se ve corroborado
por la evidencia de que las
poliaminas solubles conjugadas
estan implicadas en induccion
floral, evocacion floral y pro-
cesos reproductivos (Bais y
Ravishankar, 2002).

En pino caribe los conteni-
dos de PAs-PH son inferiores
a los que se cuantifican en las
fracciones S y SH; sin embar-
g0, su fluctuacion es practica-
mente opuesta a estas ultimas
fracciones en relacion a los
conjugados de Put, y esto po-
dria estar indicando una fluc-
tuacion envejecimiento-depen-
diente. Por otra parte, la union
covalente de poliaminas a pro-
teinas de naturaleza enzimatica
supone cambios importantes,
tanto a nivel de funciéon como
de actividad, que se traducen
en regulaciones metabdlicas
concretas (Andersen et al.,
1998). Es posible que el incre-
mento de conjugados insolu-
bles de Put en individuos adul-
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TABLA 1I

TASA PUT/SPM (nmol-g' PF) EN
MICROTALLOS DE INDIVIDUOS
EMBRIONARIOS, JUVENILES
Y ADULTOS REVIGORIZADOS

de Spd ha sido correla-
cionada con division ce-
lular, y una baja sintesis
de Spd es correlacionada

TABLA III
RELACIONES DE POLIAMINAS (nmol-g' PF) EN
PORCIONES APICALES Y BASALES DE MICROTALLOS
DE Pinus caribaea DE DIFERENTES EDADES

DE Pinus caribaea

M/R Fraccion
PAs-S  PAs-SH PAs-PH
EA 1,11 1,04 1,51
EB 1,03 1,17 1,43
JA 27,96 1,43 3,91
JB 29,91 1,91 2,93
AA-RA 6,85 2,25 1,81
AA-RB 11,52 1,92 2,02

con expansion celular
(Paschalidis y Roubela-
kis-Angelakis, 2005).
También se ha demostra-
do que concentraciones
elevadas de Spd en ma-
terial adulto estaria rela-
cionado con la madurez
reproductiva del material
vegetal. En este contex-
to, en pino caribe la
concentracion total de

M/R Put-S/Total ~ Spd-S/Total Spm/Total Put-tot/Spd-tot
PAs-S PAs-S PAs-S +Spm-tot
EA 0,42 0,21 0,37 0,71
EB 0,46 0,10 0,45 0,49
JA 0,97 0 0,03 4,9
JB 0,97 0 0,03 4,2
AA-RA 0,98 0 0,13 3,58
AA-RB 0,92 0 0,08 4,0

M: material vegetal, R: region, EA: embrionario apical, EB: embrionario
basal, JA: juvenil apical, JB: juvenil basal, AA-RA: adulto revigorizado api-
cal, AA-RB: adulto revigorizado basal PAs-S: poliaminas fraccion libre,

M: material vegetal, R: region, EA: embrio-
nario apical, EB: embrionario basal, JA: ju-
venil apical, JB: juvenil basal, AA-RA:
adulto revigorizado apical, AA-RB: adulto
revigorizado basal, PAs-S: poliaminas frac-
cion libre, PAs-SH: poliaminas fraccion so-
luble conjugada, PAs-PH: poliaminas frac-

cion insoluble conjugada.

tos revigorizados esté relacio-
nado con los cambios metabo-
licos que tienen lugar durante
el envejecimiento y, en Ultimo
término, con la menor compe-
tencia morfogénica que presen-
tan los individuos AA-R. Mar-
tin-Tanguy et al. (1990) de-
mostraron una relacion inversa
entre el nivel de cambios feno-
tipicos y el nivel de poliami-
nas y sus conjugados: cuando
los cambios fenotipicos au-
mentan, el contenido de polia-
minas decrece (transicion ve-
getativo-reproductivo).

El rol metabolico de los
conjugados de poliaminas afin
no ha sido bien elucidado.
Bais y Ravishankar (2002)
sugirieron que los niveles de
poliaminas libres en plantas
pueden ser regulados por la
formacién de poliaminas con-
jugadas reversibles. También
se ha sugerido que la combi-
nacion de poliaminas con aci-
do cinamico y fenoles podria
regular el pool de poliaminas
libres en las células de plantas
(Mader y Hanke, 1997).

Por otro lado, en todas las
fracciones de poliaminas existe
una sintesis relativamente baja
de espermidina, siendo ésta la
poliamina que presenta las
menores concentraciones, y
llama la atencién su ausencia
en la fraccion de PAs-S en
microtallos juveniles y adultos
revigorizados (Tabla I). En re-
lacion a ello, una alta sintesis
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Spd en la region apical
decrece mas de 14,6 ve-
ces d esde microtallos de
origen embrionario a mi-
crotallos de origen adul-
to revigorizado, mientras
que en region basal hay
un decrecimiento de 5,7
veces en funcion de la edad.
Estos resultados concuerdan
con los obtenidos por Pascha-
lidis et al. (2009) en Vitis vini-
fera, donde todas las fraccio-
nes de Spd y Spm disminuyen
con la edad de la planta y al-
canzan niveles bajos en senes-
cencia. Similares resultados
fueron obtenidos en Pinus pi-
naster (Klimaszewska et al.,
2009) en masas embriogénicas
adultas comparadas con juve-
niles, donde estas Ultimas pre-
sentaron altos niveles de Spd y
Spm.

Con respecto al DAP, éste
no se detecta en la fraccion S
y en fraccion PH solo es cuan-
tificable en individuos embrio-
narios, presentando niveles
considerables en region basal
(Tabla I). En fraccion insoluble
conjugada, DAP presenta valo-
res diferenciales en ambas re-
giones en individuos J y
AA-R, siendo el conte-
nido mas elevado en re-
gién B y A respectiva-
mente, mientras que
microtallos E no presen-

Put-tot: putrescina total, Spd: espermidina, Spm: espermina.

pido de poliaminas en células
en cultivo de pino.

Los contenidos de cada PA
se traducen en relaciones espe-
cificas de PAs. En este contex-
to, la relacion Put/Spm en las
diferentes fracciones y mate-
riales analizados alcanza valo-
res maximos en el bloque J/
AA-R, no existiendo grandes
diferencias entre regiones api-
cales y basales (Tabla II). Los
materiales embrionarios exhi-
ben una baja tasa de Put-tot/
Spd-tot+Spm-tot, comparados
con tejidos juveniles y adultos
revigorizados (Tabla III). Esta
tasa ha sido correlacionada
negativamente con la actividad
de biosintesis de macromolécu-
las (Lin y Mullin, 1999) y de
espermidina. La espermina, en
particular, interactua idnica-
mente con las cargas negativas
de sustancias pépticas, las cua-
les son conocidas por afectar
la morfogénesis en plantas.
Debido a la naturaleza polica-
tidnica de las poliaminas, ellas
tienen capacidad de unirse a
polianiones, especialmente en

TABLA IV

el caso de la tetramina (Spm).
La mayoria de la Spm puede
unirse a cromatina (Kusano et
al., 2007), hecho que podria
explicar, al menos en parte,
los bajos niveles de Spm en
material J y AA-R.

Las poliaminas estan impli-
cadas en fendmenos asociados
a maduracion de organos en
vegetales (Rey et al., 1994), y
se han estudiado los cambios
que presentan durante procesos
morfogénicos in vitro (Rey et
al., 1994; Berros et al., 1997,
Noceda et al., 2009; Uribe et
al., 2008; Klimaszewska et al.,
2009). Por tanto, los niveles de
poliaminas observados en
AA-R podria ser la causa, al
menos en parte, del aumento
relativo de capacidades morfo-
génicas y adquisicion de carac-
teres macromorfologicos juveni-
les durante el proceso de revi-
gorizacion. A falta de haber
analizado el material adulto
original y el hecho que el ma-
terial AA-R se asemeje progre-
sivamente al J respecto al con-
tenido de poliaminas y en sus

CARACTERIZACION FISIOLOGICA EN BASE A

LOS CONTENIDOS DE PAS EN MATERIALES EMBRIONARIOS,
JUVENILES Y ADULTOS REVIGORIZADOS DE Pinus caribaea

tan diferencias significa- PAs P. radiata P. caribaea Marcador  Validacion

tivas respecto de DAP J A E ] AAR

entre ambas regiones. PAs-t - - 0 \2 J E-M -

La falta de este metabo- PAs-S T \ 0 \) \) E-M Validado

lito también fue detecta- Put(S) 1l { T 2 1 E-M Validado

da en cultivos embriogé- PAs-SH N 1 0 { d CvCr No validado
PAs-S/SH >1 <1 >1 >1 >1 E-M, CvCr No validado

nicos y no embriogéni-

cos de P. radiata (No-
ceda et al., 2009), lo
que podria ser indicati-
vo del metabolismo ra-

PAs: poliaminas, PAs-t: poliaminas totales, PAs-S: poliaminas fraccion libre, Put:
putrescina, PAs-SH: poliaminas fraccion soluble conjugada, J: juvenil, A: adulto, E:
embrionario, AA-R: adulto revigorizado, E-M: envejecimiento-maduracion, CvCr:
crecimiento vegetativo-reproductor.

APR 2011, VOL. 36 N° 4 JIWERCIENDIA



caracteristicas macromorfologi-
cas, no es posible establecer
marcadores fisiologicos para
todos los estados de desarrollo
estudiados (Tabla IV), pero si
se validan algunos marcadores
fisiologicos/bioquimicos pro-
puestos para P. radiata (Fraga
et al., 2004).

En conclusion, se sugiere que
el proceso de maduracion-enve-
jecimiento puede estar relacio-
nado con cambios especificos en
la evolucion del metabolismo de
poliaminas. Los efectos que las
poliaminas libres tienen sobre la
capacidad de crecimiento de un
tejido (Rey et al., 1994), tam-
bién podrian estar determinando
la ontogenia propia dado que
estados embrionarios presentan
un rango de respuestas morfogé-
nicas superiores a las observa-
das en individuos juveniles y
adultos revigorizados (datos no
mostrados).
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