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1. Introduccién

El modelo de interaccion planta-patdgeno Arabidopsis thaliana-Pseudomonas
syringae pv. tomate DC3000 (Pst) se ha utilizado ampliamente para entender los
procesos celulares y moleculares en la interaccion de las plantas con bacterias
patogenas (Xin & He, 2013). Los sintomas que desarrollan las plantas a causa de la
infeccion por Pst se presentan como regiones de necrosis localizada rodeadas de
zonas clordticas, las cuales son mas evidentes en las etapas finales de la infeccion. El
reconocimiento de la bacteria a través de las moléculas asociadas a su estructura
(PAMPs por sus siglas en inglés) por receptores especificos de la membrana celular
de la planta, desencadena diversas respuestas moleculares y bioquimicas en la célula
vegetal, que tienen un impacto en la inmunidad innata de la planta. La produccién de
especies reactivas de oxigeno (EROs) como el peroxido de hidrogeno (H202) y el anidn
radical superoxido (O2°) son parte fundamental en la defensa de la planta en contra de
patbgenos como Pst. La produccion de EROs es el resultado de la actividad de
diferentes enzimas como las peroxidasas de clase Il de la pared celular, la enzima
RBOH, las amina oxidasas dependientes de cobre (DAOSs) y las poliamina oxidasas
dependientes de flavina (PAOs), entre otras (Camejo et al., 2016; Kaman-Toth et al.,
2019).

Las poliaminas (PAs) son aminas alifaticas de bajo peso molecular con importantes
funciones moleculares y fisioldgicas. En las plantas, las PAs participan en la regulacion
del crecimiento, el desarrollo y la respuesta al estrés de tipo bidtico y abidtico (Tiburcio
et al., 2014). Las principales PAs son la diamina putrescina (Put), la triamina
espermidina (Spd) y las tetraaminas espermina (Spm) y termospermina (tSpm). Los
niveles de acumulacién celulares de PAs estan estrechamente regulados mediante su
biosintesis, catabolismo, conjugacion a acidos hidroxicinAmicos y transporte (Baron &
Stasolla, 2008).

Los miembros de las familias multienzimaticas DAO y PAO son responsables del
catabolismo de las PAs, cada enzima tiene afinidad especifica por cada poliamina. En

Arabidopsis, las DAOs se localizan en el espacio extracelular y en los peroxisomas, y



participan en la oxidacion de Put y Spd, produciendo aminoaldehidos, amoniaco y
H202 (Planas-Portell et al., 2013). Las PAOs oxidan a las PAs superiores como Spd,
Spm y tSpm, por catabolismo terminal, o a través de catabolismo de retroconversion.
El catabolismo terminal de Spd y Spm implica la oxidacion del carbono en el lado-endo
del nitrogeno N4, con la produccion concomitante de aminoaldehidos, 1,3-
diaminopropano (1,3-Dap) y H202. En el catabolismo de PAs por retroconversion, se
oxida el carbono del lado-exo del nitrégeno N4 de Spd y Spm produciendo Put y Spd,
respectivamente, junto con 1,3-Dap y H202 (Moschou et al., 2013; Moschou et al.,
2008). En A. thaliana se han identificado cinco genes que codifican para PAOSs.
AtPAOL1 y AtPAOS se localizan en el citosol, mientras que AtPAO2, AtPAO3 y AtPAO4

son enzimas peroxisomales (Bordenave et al., 2019; Takahashi et al., 2010).

En Arabidopsis se han identificado diez genes que codifican para proteinas RBOH. La
enzima RBOH es una enzima transmembranal y esta implicada en la produccién de
Oz, el cual dismuta a H202 espontaneamente o a través de la accion de la enzima
superéxido dismutasa (SOD) (Liu & He, 2016). Las enzimas AtRBOHD y AtRBOHF
son importantes para la produccion de EROs en respuesta al ataque de patégenos y
para desencadenar la sefializacién que tiene como objetivo generar una muerte celular
programada. Durante la interaccién Arabidopsis-Pst, se produce de forma rapida EROs
como efecto de la respuesta inmune mediada por PAMPs la cual desencadena la
activacion de diferentes cinasas como las cinasas de proteina activadas por mitégeno
(por sus siglas en inglés MAPK). Esta produccién primaria depende principalmente de
la activacion de AtRBOHD, lo que tiene un efecto en el cierre estomatico, la biosintesis
de lignina y la deposicion de callosa, como mecanismo de defensa para evitar que el

patégeno prolifere (Liu & He, 2016).

Derivado del catabolismo de PAs se genera como producto el H202, el cual se ha
demostrado que es importante en la defensa de la planta ante el ataque de patdégenos.
La inhibicion de la actividad PAO por el compuesto 1,19-bis(etilamino)-5,10,15-
triazanonadecano (SL-11061), tuvo como efecto una mayor susceptibilidad de
Arabidopsis a la infeccion por Pseudomonas viridiflava (Gonzalez et al., 2011). Por lo



tanto, se sugirio que la defensa de la planta depende del aumento de los niveles de
H20:2 derivados de la oxidacion de Spm, lo que implica que el catabolismo de PAs es

un componente esencial de la respuesta de defensa (Gonzalez et al., 2011).

2. Objetivo

e Analizar los perfiles de expresion de los genes AtPAO durante la interaccion
con Pst.

e Caracterizar las lineas mutantes insersionales de T-DNA de genes que
codifican PAOs de citoplasma (Atpaol-1) y de peroxisoma (Atpao2-1), y una
linea doble mutante Atpaol-1 x Atpao2-1 durante la interaccion con Pst.

e Analizar los niveles de EROs y las actividades enzimaticas de enzimas

productoras de EROs en las lineas mutantes durante la interaccion con Pst.

3. Resultados
En este trabajo se analizd el rol de los genes AtPAOL y AtPAO2 en la interaccion
Arabidopsis-Pst. Se analizaron los perfiles de expresion de los cinco genes AtPAO
encontrando que la expresion de los genes AtPAOL y AtPAO2 aumenta en las hojas
de plantulas de Arabidopsis de tres semanas de edad infectadas con Pst a las 24 hpi.
La regulacién transcripcional de los genes PAO se ha observado en diferentes tipos
de interacciones planta-patdgeno. Este estudio, se enfoca en la importancia de la
expresion de los genes PAO en respuesta al estrés biotico, en particular en el analisis
de los genes AtPAO1l y AtPAO2 en la interaccion Arabidopsis-Pst. Ademas, se
determind la actividad PAO, encontrando cambios en las plantulas de A. thaliana (Col-
0) infectadas con Pst. A las 24 hpi se detectd una disminucion en la actividad de
oxidacion de Spm y posteriormente, un incremento de la oxidacion de esta PA a las 48
hpi. Por otro lado, al analizar los niveles de PAs, se observo un aumento en los niveles
de Put en plantulas de A. thaliana infectadas con Pst; sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas en el contenido de PAs superiores (Spd y Spm). Por lo tanto,
de acuerdo a los resultados antes mencionados se sugiere que el aumento de la

actividad PAO a las 48 hpi en plantulas de Arabidopsis infectadas con Pst puede ser



responsable del incremento de Put en los tejidos infectados a través del catabolismo

de retroconversion.

A partir de a los resultados obtenidos respecto a la expresion de los genes AtPAO, se
decidié analizar a las lineas mutantes Atpaol-1, Atpao2-1 y una linea doble mutante
Atpaol-1 x Atpao2-1. Se analizo primero las unidades formadoras de colonias (UFC)
para determinar la resistencia hacia Pst. En tanto, se encontr0 una mayor
susceptibilidad en la linea doble mutante Atpaol-1 x Atpao2-1, y sorprendentemente,
la linea mutante Atpaol-1 mostro resistencia a Pst. Acorde al fenotipo de infeccion
observado en las lineas mutantes, se decicié medir los niveles de EROs, debido a que
el H202 es uno de los productos derivados del catabolismo de PAs. Por otro lado,
también se decidi6é analizar la actividad enzimatica de RBOH, catalasa (CAT) y SOD

en las lineas mutantes infectadas y no infectadas por Pst.

Los resultados mostraron que la actividad enzimatica RBOH incremento en las lineas
mutantes con y sin infeccidn respecto al ecotipo silvestre. También se observo que las
actividades CAT y SOD aumentaron en la linea mutante Atpaol-1 durante la
interaccidon con Pst. Ademas, se analizaron cambios en los niveles de expresion de los
genes AtRBOHD, AtRBOHF, y de los genes AtPRX33 y AtPRX34, los cuales codifican
para peroxidasas de pared, en las lineas mutantes en interaccién con Pst. Se observo
principalmente el aumento de la expresion de estos cuatro genes en la linea mutante

sencilla Atpaol-1 a las 72 hpi.

4. Conclusiones
Los resultados obtenidos sugieren que las alteraciones en el catabolismo de PAs
afectan los niveles de EROs y las actividades de las enzimas RBOH y CAT, por lo
tanto, la defensa de la planta se compromete, sugiriendo un vinculo entre el
catabolismo de PAs (principalmente de la Spm) y otras enzimas implicadas en la
homeostasis de las EROs. De lo anterior se propone un modelo para la participacion
del catabolismo de PAs en la interaccion Arabidopsis-Pst. En primer lugar, la
percepcion de Pst por parte de los receptores de la planta conduce a la activacion de

enzimas (RBOH) y vias de sefializacibn mediadas por MAPK que inducen la



produccion de EROs, la expresion de genes de defensa y la sintesis de moléculas de
respuesta a patdogenos. Los genes AtPAO1 y AtPAO2 se expresan en respuesta a Pst,
por lo tanto, su expresion es importante ante la infeccion, seguramente contribuyendo
a una mayor oxidacion de PAs en el citoplasma (AtPAO1) y en el peroxisoma (AtPAO2)
mediante el catabolismo terminal o catabolismo de retroconversion. Ambas vias
catabdlicas conducen a la produccion de H20z2; por lo tanto, la actividad PAO podria
tener un impacto diferencial en la expresion génica y en las respuestas de defensa
dependiendo del sitio intracelular donde se genere el H202. Por otra parte, la hipotesis
propuesta es que las enzimas PAO podrian contribuir al aumento de los niveles de Put
a través de la retroconversion de Spm. La acumulacion de Put ha sido reportada en la
interaccion Arabidopsis-Pst, y puede ocurrir por biosintesis de novo, asi como por
excrecion bacteriana de Put durante la colonizacion de la planta. En el caso de las
lineas mutantes Atpao, los niveles de Put se encuentran aumentados. La disminucion
de la oxidacion de PAs en citoplasma y peroxisoma en las lineas mutantes Atpaol-1y
Atpao2-1 afecta al contenido de EROs. En particular, la produccién de Oz~ derivada de
la actividad de la RBOH, y la consiguiente produccion de H20:2. Por lo tanto, se propone
que la oxidacion intracelular de Spm por PAOs puede regular negativamente la
actividad de RBOH en las plantulas WT, por un mecanismo desconocido que podria

implicar la sefializacion de H20:.
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La oxidacién de PAs contribuye a la homeostasis del contenido de EROs mediante la
regulaciéon de la actividad de la RBOH en la interaccion Arabidopsis-Pst. El
reconocimiento de la bacteria a través de receptores especificos de membrana (1),
desencadena la fosforilacion de cinasas en el citoplasma (BIK1 y MAPK). Las cinasas
activadas (2) pueden fosforilar a la enzima RBOH y por lo tanto, se produce el O2" que por
accion de la enzima SOD se convierte en H,0- (3). El HO, puede inducirla apertura de canales
de Ca?" (4); este Ultimo puede activar directamente las CDPKs y a la RBOH (5). Como
resultado de esta respuesta, se induce la expresion y traduccion de genes involucrados en la
biosintesis y catabolismo de PAs. Aumentan los niveles de PAs, principalmente los de Put (6).
El catabolismo de PAs se incrementa en citoplasma y peroxisoma (7), y se sugiere que el H,O;

generado induce la expresion de genes involucrados en la defensa de la planta (8).
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1. Introduccién
Las poliaminas (PAs) son compuestos nitrogenados esenciales para la vida. Entre las

PAs mas abundantes encontramos a la diamina putrescina (Put), la triamina
espermidina (Spd) y las tetraaminas espermina (Spm) y termoespermina (tSpm). Estas
aminas tienen un papel muy importante durante el crecimiento y el desarrollo de la
planta, y en respuesta a factores de estrés de tipo bidtico y abidtico (Sanchez-Rangel
et al., 2016).

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) se generan durante todo el proceso de
desarrollo de la planta, derivadas de diferentes rutas metabdlicas, y sobre todo en
respuesta a estimulos externos que generan las condiciones de estrés. En los ultimos
afos se ha intentado elucidar la existencia de una posible conexion entre las PAs y las
EROs (Pottosin et al., 2014). Se ha sugerido que las PAs tienen una funcién dual en
la regulacién del estatus redox en la célula vegetal, funcionando como moléculas
antioxidantes y produciendo peréxido de hidréogeno (H2032) a través de su catabolismo
mediado por amina oxidasas como las diamina oxidasas (DAOS) y poliamina oxidasas
(PAOSs) (Fu et al., 2017; Jones & Dangl, 2006; Tang & Newton, 2005). El H202 es una
molécula sefial involucrada en la regulacion de la expresidon génica y por consiguiente
tiene un impacto en los procesos fisiologicos y en los del desarrollo de la planta. En
condiciones de estrés, el H202 es la principal ERO acumulada, provocando efectos
negativos en cloroplastos, mitocondria, dafio en la membrana por peroxidacion de
lipidos, asi como dafio a proteinas y al DNA (Gill & Tuteja, 2010; Arias-Moreno et al.,
2017; Nishiyama et al., 2006; Wang & Liu, 2015).

En Arabidopsis thaliana existen dos enzimas encargadas de sintetizar Put que son la
arginina descarboxilasa 1y 2 (ADC1 y ADC2). En el presente articulo se emple6 una
linea transgénica (amiR:ADC-L2), la cual expresa un microRNA de interferencia para
silenciar simultaneamente los genes que codifican a ADC1 y ADC2. Esta linea
transgénica tiene niveles bajos de expresion de ADC1 y ADC2 y por lo tanto, presenta
niveles bajos de PAs en comparacion con las lineas mutantes sencillas adcl y adc2
(Sanchez-Rangel et al., 2016).

11



En este trabajo el objetivo fue caracterizar la linea amiR:ADC-L2 evaluando diferentes

parametros fisiol6gicos asociados al crecimiento y a la produccién de ROS.
2. Objetivo

Evaluar el efecto de la aplicacion exdégena de la enzima Catalasa en la linea
amiR:ADC-L2, en la produccion de ROS vy las actividades enziméticas Catalasa, PAO
y NADPH oxidasa.

3. Resultados

El primer parametro analizado fue el contenido de clorofila en la linea amiR:ADC-L2,
donde se observé una disminucion en los niveles de clorofila respecto al ecotipo
silvestre Ws; esta disminucion en los niveles de clorofila podria estar relacionada con
un bajo contenido de PAs, ya que las PAs tienen un rol importante en la proteccion de

los fotosistemas en el cloroplasto.

Debido al interés por estudiar la produccién de EROs en la linea amiR:ADC-L2, se
evaluo el efecto de la aplicacién exdgena de la enzima catalasa, en plantulas de esta
linea, en la produccién de EROs y las actividades enzimaticas catalasa, PAO y NADPH
oxidasa enddgena.

En el caso de la enzima catalasa, esta forma parte del sistema antioxidante proteico
de las células vegetales, su principal funcion es detoxificar el exceso de H202 en la
célula convirtiéndolo en agua (Du et al., 2008). De acuerdo a los resultados obtenidos,
se demostro que la aplicacion exdégena de la enzima catalasa promovio6 el crecimiento
de plantulas de la linea amiR:ADC-L2 y del ecotipo silvestre Ws. Esto se vio reflejado
en un incremento en el peso fresco, la longitud de la raiz primaria y el contenido de
clorofila. Al observarse el efecto positivo del tratamiento con catalasa en las plantulas
de amiR:ADC-L2 y del ecotipo silvestre Ws, se analizd la expresion del gen que
codifica para la catalasa 2 (CAT2) y la actividad catalasa total. Se encontré que la
expresion del gen CAT2 y la actividad CAT disminuyen en la linea amiR:ADC-L2 en
comparacion con la linea Ws. Cabe mencionar que en el genoma de Arabidopsis se

han identificado tres genes que codifican para enzimas catalasa. Entre ellos, CAT2 es

12



una de las principales isoformas en los tejidos de la roseta con importantes funciones
en la detoxificacion de EROs (Du et al., 2008).

En relacion al nivel de EROs, se observo un aumento en el contenido de H202 en la
linea amiR:ADC-L2 en comparacion con Ws. De acuerdo con este resultado, se puede
sugerir que el fenotipo en cuanto al crecimiento y desarrollo de esta linea se puede
deber a los bajos niveles de PAs, y al aumento de EROs. Este exceso de EROs puede
deberse a que en la linea silenciante, la actividad CAT se encuentra disminuida, lo que
sugiere que la capacidad antioxidante de la linea amiR:ADC-L2 podria contribuir a

dichas alteraciones fenotipicas.

Por otro lado, se evaluo la actividad PAO, ya que se ha reportado que la oxidacion de
PAs contribuye a la acumulacion de H202. Comparando la linea amiR:ADC-L2 con W,
no se encontraron diferencias en la actividad PAO, por lo tanto, la acumulacién de
H202 podria ser independiente del catabolismo de PAs. Por esta razon, se decidio
evaluar la actividad NADPH oxidasa y los niveles del anion radical superéxido (O27),
como actores importantes en la produccion de H202, demostrando que efectivamente,
la actividad NADPH oxidasa y los niveles de Oz, se encontraban aumentados en la
linea amiR:ADC-L2, lo que podria explicar el incremento de H202 en esta linea.

Como ya se habia reportado que esta linea amiR:ADC-L2 tenia niveles muy bajos de
PAs (Sanchez-Rangel et al., 2016), se decidié evaluar el efecto de la aplicacién
exégena de 10 mM de PAs superiores, y se observo que la acumulacién de H20:2
disminuydé en los é&pices de las raices de la linea amiR:ADC-L2. Este resultado
demostrd que los bajos niveles de PAs tienen como resultado una alteracion en la
homeostasis de las EROs. En las plantulas Ws, la adicién de 10 y 50 mM de PAs
condujo a un incremento de la sefal de H202 en los apices de las raices de las
plantulas. Asimismo, a una mayor concentracion de PAs (50 mM) la sefial de
fluorescencia de amiR:ADC-L2 aumento, lo que indica que a mayores concentraciones
de PAs afiadidas la produccion de H202 aumenta. Este resultado podria estar
relacionado con el catabolismo de PAs, sobretodo porque se afiadieron las PAs de

forma exdgena, y cabe mencionar que en el apoplasto se pueden oxidar tanto la Put
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como la Spd por las DAOs. Por lo tanto, este aumentd en la produccion de H202, se
puede deber a un acelerado catabolismo extracelular. Diversos estudios han reportado
que las PAs pueden modular la produccion de H202 en las plantas, y que esta
produccion derivada del catabolismo de PAs puede contribuir al crecimiento y

desarrollo de la planta.
4. Conclusiones

En particular, en este estudio se pudo observar como el tratamiento con Put
incremento la actividad de la enzima CAT. Por lo tanto, se demostré que las PAs son
moléculas que pueden regular la produccion de EROs. Asimismo, los bajos niveles de
PAs que se presentan en la linea amiR:ADC-L2 podrian ser la causa de la acumulacion
de EROs, debido al aumento de la actividad NADPH oxidasa y la baja actividad

catalasa en la linea amiR:ADC-L2 bajo estudio.
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Las PAs pueden regular la concentracion de H202 a través de la actividad CAT.
El sileciamiento de los dos genes arginina decarboxilasa de Arabidopsis que codifican
para las enzimas ADC1 y ADC2, resulta en bajos niveles de PAs. Esta condicion
conlleva a una disminucién en la actividad CAT, lo que da lugar al aumento de los

niveles de H202 derivado de una elevada actividad RBOH.
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1. Introduccién

Las poliaminas (PAs) son aminas alifaticas que contienen dos o mas grupos amino los
cuales se encuentran protonados a pH fisiologico. Debido a esto, las PAs se pueden
unir a macromoléculas cargadas negativamente, como los acidos nucleicos y los
fosfolipidos (lgarashi et al., 2010). Estas aminas se encuentran de forma ubicua en
todos los organismos vivos, siendo esenciales para la supervivencia celular. En las
plantas, las PAs participan en la regulacion del crecimiento y el desarrollo, siendo su
metabolismo el que presenta cambios durante estimulos de tipo bidtico y abidtico
(Fotopoulos et al., 2019; Jiménez-Bremont et al., 2014; Yu et al., 2019.). A pesar de
gue se conoce la importancia biolégica de las PAs en diversos eventos celulares, aln
se desconoce el papel preciso de estas moléculas en la defensa de las plantas en
contra de patdgenos. En esta revision, se discuten los aspectos bésicos del
metabolismo de PAs y algunos hallazgos que pueden contribuir a enriquecer el
conocimiento actual sobre las funciones especificas de las PAs en la inmunidad de las

plantas.

Uno de los procesos mas estudiados en relacion al metabolismo de PAs bajo el estrés
biético ha sido la biosintesis de estas aminas, ya que se ha reportado que se presenta
una acumulacion en los niveles de PAs ante el ataque de un patdgeno. Estas
alteraciones en los niveles de PAs libres y conjugadas en respuesta a patégenos con
diferentes estilos de vida han sido bien estudiadas en los ultimos tiempos (Alcazar et
al., 2019; Jiménez-Bremont et al., 2014; Szalai et al., 2017; Walters, 2003). Por lo tanto,
la acumulacion de PAs derivada del estrés biotico es el resultado de la regulacion
transcripcional y traduccional de los genes que codifican para las enzimas involucradas

en la biosintesis (Jiménez-Bremont et al., 2014; Tsaniklidis et al., 2020; Walters, 2003).

Procedente de los primeros estudios hasta el momento acerca de las PAs y su rol ante
la respuesta a patdgenos, se destaca el dinamismo con el que los niveles de PAs
cambian, incluso las actividades enzimaticas involucradas en su metabolismo,
principalmente en la biosintesis y catabolismo. Sin embargo, aun se desconoce el

mecanismo Y las funciones especificas que tienen estas moléculas en la defensa de
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las plantas. En estudios recientes se indica que las PAs libres pueden restringir el
crecimiento de algunos hongos y bacterias patdgenas in vitro (Mo et al.,, 2015;
Wojtasik, K, 2015) y que la aplicacion exdégena de Put puede suprimir el desarrollo de
nematodos en plantas infectadas (Khajuria et al., 2018). Ademas de los tratamientos
con Put y sus efectos en la activacion de inmunidad de la planta, también se ha
reportado que la aplicacion de las PAs superiores como las Spd y Spm tiene efectos
en la resistencia de la planta, induciendo vias de sefializacién importantes que pueden
desencadenar una resistencia ante el ataque de fitopatdgenos. En este sentido, es
bien sabido que niveles elevados de Spm confieren resistencia a patégenos
bacterianos (Gonzalez et al., 2011; Marco et al., 2014) y que pueden suprimir la

multiplicacion viral (Mitsuya et al., 2009).

El reto de estudio en este momento es el entendimiento del metabolismo de PAs en la
respuesta a patdgenos, vinculando estas interesantes moléculas con otras vias
metabdlicas, que pueden estar estrechamente relacionadas con la regulacién y
sefalizacion en la defensa de la planta. Esta vinculacion, ha llevado a demostrar la
posible interrelacion de las PAs y su metabolismo con la maquinaria
antioxidante/oxidante la cual es punto importante en la resistencia al estrés bidtico.
Principalmente se ha observado que el catabolismo de PAs puede tener un papel

fundamental a nivel regulatorio en este sistema (Jasso-Robles et al., 2020).

La produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) es uno de los primeros
acontecimientos que se desencadenan tras el reconocimiento de un microorganismo
por parte de los receptores de membrana de las células vegetales. Esta sefializacion
mediada por EROs puede propagarse desde diferentes comparimentos intracelulares,
lo cual significa que dependiendo del sitio a nivel subcelular del cual provenga la
especie reactiva, esta puede cumplir una funcion de sefalizacion especifica y
diferencial. En trabajos recientes, se ha demostrado que el H202 derivado de los
peroxisomas regula un conjunto de genes especificos, diferentes a los regulados por
el H202 que proviene del cloroplasto (Sewelam et al.,, 2016). En este sentido, la

oxidacion especifica de PAs en compartimentos particulares por diferentes isoformas
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de PAO también contribuye a la generacion de H20:2 y, por lo tanto, podria tener un
efecto diferencial en la respuesta al estrés bidtico. En particular, la oxidacion citosolica
y extracelular de PAs podria tener un impacto diferencial en la generacion de H20:2 en
compartimentos especificos en respuesta al ataque de patdogenos (Jasso-Robles et al.,
2020; Marina et al., 2008; Moschou et al., 2008).

Por lo tanto, se ha sugerido que el catabolismo intracelular de las PAs es un factor
clave en la regulacion de la homeostasis de las EROs a través de la regulacion de la
enzima RBOH. Esta oxidacion mediada por PAOs es importante para la defensa de la
planta, especificamente la actividad PAO intracelular puede ser critica para definir el
resultado final de la interaccién planta-patdégeno (Jasso-Robles et al., 2020; Mo et al.,
2015; Moschou et al., 2008).

Es por ello que el estudio de las PAs y su metabolismo en condiciones de estrés bidtico
en plantas ha sido un area interesante para investigar. En parte, el interés por este
tema se basa en los cambios inducidos por diferentes tipos de estrés que impacta en
el metabolismo de estas moléculas. El estudio del metabolismo de las PAs ha
demostrado que, en algunos casos, la modificacion de este metabolismo, empleando
herramientas de ingenieria genética, tiene como resultado una mejora en la respuesta
de las plantas al estrés. En este contexto, se han logrado importantes avances en la
comprension del papel de la oxidacion de las PAs en la inmunidad de las plantas. Un
conjunto de evidencias ha puesto de manifiesto la relevancia de las enzimas PAO tanto
a nivel intracelular como extracelular en la defensa de las plantas, contribuyendo a la
oxidacion de las PAs en sitios especificos y por lo tanto, a la produccién de H202como
ya se ha mencionado antes. En este sentido, la implicacion de la oxidacién de PAs en
la compleja red que modula la produccion de EROs durante la infeccién por patégenos
ha sido bien estudiada, pero al mismo tiempo sigue siendo un reto comprenderla
completamente. De este modo, se requieren mas estudios para evaluar la contribucién
del catabolismo terminal y catabolismo de retroconversion en la respuesta de defensa.

Ademas, aunque se ha abordado la participacion de algunas isoformas especificas de
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PAO en la inmunidad de las plantas, aun es necesario seguir trabajando para elucidar

las funciones especificas de cada miembro de esta familia multienzimética.
2. Objetivo

Realizar una revision de los aspectos mas importantes de la regulacion de la
biosintesis, el catabolismo y la conjugacion de las poliaminas bajo estrés bidtico que
puedan contribuir a mejorar el conocimiento actual sobre su rol en la inmunidad de las

plantas.
3. Conclusiones

Tradicionalmente se ha explorado la biosintesis y la degradacién como las principales
fuentes de cambios en los niveles de PAs en respuesta a la infeccidén por patégenos.
Sin embargo, el aumento de los niveles de PAs especificamente en el apoplasto en
células vegetales infectadas apunta a que el transporte de PAs es un mecanismo
importante en la regulacion de sus niveles, en compartimentos subcelulares o
extracelulares especificos. En este sentido, la caracterizacion de los transportadores
de PAs en la interaccion planta-patdégeno, contribuiria a la comprension de los
mecanismos de acumulacion y distribucién de PAs en respuesta al ataque de
patégenos, asi como su contribucién a la resistencia a la enfermedad. Ademas, la
fosforilacidon de estos transportadores por parte de cinasas que participan en la
sefalizacion del estrés refuerza la idea de que la regulacion del transporte de PAs a
través de diferentes membranas celulares desempefia un papel importante en la
defensa de la planta. En relacion con este punto, los enfoques experimentales
centrados en las consecuencias del ataque de los patdogenos sobre el transporte de
las PAs a compartimentos especificos y su posterior oxidacion por PAOs especificas,
proporcionarian sin duda una vision integral de las funciones fisiologicas de estas

aminas en la inmunidad de la planta.

La participaciéon de las PAs conjugadas en la defensa de las plantas es otro aspecto
del metabolismo que se ha explorado poco. La amplia gama de moléculas que pueden
conjugarse con las PAs y su gran variabilidad interespecifica dificultan su estudio. Sin
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embargo, se espera que los actuales avances en el desarrollo de tecnologias analiticas
para el andlisis masivo de metabolitos faciliten esta tarea. Como consecuencia de la
naturaleza esencial y multifuncional de las PAs, no ha sido facil determinar si los
cambios en los niveles de PAs inducidos por la infeccion de patégenos son realmente

la consecuencia de respuestas orquestadas o el resultado de la alteracion del
metabolismo normal de estas.

DAO PAO
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Metabolismo de las PAs en las plantas y blancos de efectores de patdogenos. La
biosintesis de la putrescina (Put) puede ocurrir por diferentes vias, a través de la
arginina descarboxilasa (ADC), la agmatina iminohidrolasa (AIH) y la N-

carbamoilputrescina amidohidrolasa (NCPAH). Una segunda via implica a la ornitina
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descarboxilasa (ODC). Una tercera via implica la sintesis de Put a través de las
actividades ADC y agmatinasa/arginasa (ARGAH). La Put es el precursor de las PAs
superiores (Spd, Spm y tSpm), que se producen por la adicion sucesiva de grupos
aminopropilo por la espermidina sintasa (SPDS) y la espermina sintasa (SPMS) o la
termopermina sintasa (ACL5). La sintesis de Spd y Spm puede ocurrir en el citosol o
en el ndcleo. En el nucleo los complejos SPDS/SPMS son responsables de la sintesis
de PAs. La S-adenosilmetionina descarboxilada (dcSAM), producida por las S-
adenosilmetionina descarboxilasa (SAMDC) sirve como donador de grupos
aminopropilo. La Put es oxidada en el apoplasto, el citosol y el peroxisoma por
diaminaoxidasas (DAOs). La Spd y la Spm son catabolizadas por las poliamina
oxidasas (PAO) en el apoplasto, el citosol y el peroxisoma. La Spd también es oxidada
por DAOs en el apoplasto y el peroxisoma. Los transportadores de PAs (PUT) se han
identificado en la membrana celular, el cloroplasto, el reticulo endoplasmico y el
aparato de Golgi. Los efectores de los patdbgenos se representan en color rojo. La
faseolotoxina inhibe a la ODC, y también a la ornitina transcarbamilasa (OTC), una
enzima que convierte la ornitina (Orn) en citrulina (Cit) y participa en la biosintesis de
la arginina (Arg). La mangotoxina afecta a la actividad de la ornitina acetiltransferasa
(OAT)/glutamato N-acetiltransferasa (GAT). BSCTV C2, 10A06 y AvrVsT interactian
con las enzimas implicadas en la biosintesis de PAs y modifican su estructura. La
fevamina A inhibe la produccién de EROs mediado por Spd y Arg, desencadenada por
el reconocimiento del patdégeno. Brgll, 10A06 y la coronatina (COR) regulan la
transcripcion de los genes ADC, SPDS y NATAL, respectivamente. Las flechas azules

indican reacciones que no ocurren en Arabidopsis.
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