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INTRODUCCION

En macroalgas marinas, ha sido demostrado que las poliaminas (PAs)
putrescina (Put), espermidina (Spd) y espermina (Spm) estan
involucradas en procesos de division celular (Garcia-Jiménez et al. 1998;
Marian et al. 2000), de respuesta al estrés hiposalino (Garcia- Jiménez et
al. 2007) y en la reproduccion (Guzman-Uriéstegui et al. 2002;
Sacramento et al. 2004).

En el caso particular de la reproduccion, los niveles de PAs disminuyen
durante la transicion del estado infértil al fértil, siendo la Spm
promotora de la liberacién y crecimiento de las esporas. Las enzimas
ornitina descarboxilasa (ODC) y arginina descarboxilasa, llaves en la
sintesis de la PAs, se correlacionan con estos niveles.

Nos preguntamos si estos cambios coinciden especificamente con el
desarrollo del cistocarpo.

MATERIAL Y METODOS

Modelo de estudio. Grateloupia imbricata se caracteriza por tener en
el mismo pie de planta, ejes fértiles (presencia de cistocarpos) y ejes
infértiles (ausencia de ellos) (Fig 1). Para monitorizar el desarrollo de los
cistocarpos, los ejes infértiles fueron cultivados durante 8 dias, bajo
condiciones controladas, a lo largo de los cuales se valord el incremento
en peso de estos ejes convertidos a fértiles respecto al peso total y el
numero de cistocarpos (ver Tabla).
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La valoracion de PAs se realiz6 como en Sacramento et al. 2004 y las
DAO Y PAO, usando Put y Spd como sustratos radioactivos
respectivamente, y cuantificando la pirrolina formada. Los cambios
estructurales durante el desarrollo del cistocarpo por efecto de la adicién
de la Spm (10°M) se determinaron sobre explantos de ejes infértiles
cultivados, durante una semana en multi-well, y fijados cada dia para su
inclusién en Historesin (Garcia-Jiménez et al. 1998).

Seguimiento de expresion génica. Utilizando oligonucleétidos
degenerados frente a motivos altamente conservados y posterior paseo
cromosémico mediante iPCR (Ochman et al. 1988), obtuvimos la
secuencia del gen de la enzima ODC de Grateloupia (Fig 2). A partir de
este gen se ha disefiado una sonda marcada con FAM (Roche) para el
seguimiento de la expresion P~ IS R — - - S———
génica, mediante rea/-time PCR —1kh

durante la transicion de ejes
infértiles a fértiles.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El peso de los ejes fértiles desarrollados en cultivo alcanzé el 50%, de la biomasa total
cultivada, sobre el dia 8. EI nimero de cistocarpos contabilizados ascendi6 a 1.91 +

0.1 mm? en ese periodo de tiempo. (1, diferencia significativa con respecto al dia 0).

Porcentaje de Numero de
ejes fértiles  cistocarpos mm- oDc DAO PAO
n= 55
pmol h-t mg proteina
n=2-4
Dia 0 0 0 2.5%1 31+10 7x3
Dia 8 >50% 191 +0.1 0.74+0.041 384+76! 120+18!

Los niveles de PAs determinan un incremento muy marcado para la Spm previo a la
maxima diferenciacion, para después decaer abruptamente, correspondiéndose con la

mayor presencia de cistocarpos. La Spd presenta la misma tendencia (Fig 3).

Coincidiendo con esa maxima diferenciacion de los cistocarpos, la enzima ODC
decrece su actividad, respecto a la presentada el dia 0, cerca del 30%, mientras que
las de la DAO y PAO incrementan alrededor de 10-15 veces respectivamente,

favoreciendo la degradacion de las PAs (ver Tabla).
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Fig 3. Concentraciones de poliaminas endégenas durante la maduracién del cistocarpo.
(p) indica diferencia significativas de la Put con respecto al dia 0. (d) /dem con la Spd.
(m) /dem con la Spm.

Los niveles de transcritos del gen de la ODC disminuyeron durante la transicion del
estado infértil al fértil hasta no detectarse (Fig 4). Asimismo, los resultados
obtenidos también indican que existen diferencias en la expresiéon entre las zonas

basal y apical, donde se desarrollan los cistocarpos (Fig 4)
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Fig 4. Niveles de transcritos (en ug RNA total) cuantificados, por método absoluto,
a partir de los Ct obtenidos mediante rea/ time -PCR.
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Fig 2.

In vitro, la Spm favorecié el desarrollo de cistocarpos, pudiéndose observar en

distintos estadios a los 7 dias de cultivo (Fig 5.), y consecuentemente

ramas carpogoniales. (B) ausencia de Spm.

constatandose como un agente inductor del desarrollo. El efecto de la Spm fue
inhibido por la adicién de cyclohexylamine (10°M), reduciendo el nimero de
cistocarpos un 50%. Dicho efecto se revirtié con la adicién de Spm.

Fig 5. Cortes longitudinales correspondientes a cistocarpos de G. /imbricata procedentes
de talos cultivados durante 7 d. (A) Spm (10°M). Notese las profusa division de las



