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AT: azucares totales.

AU: icidos urénicos.

CDTA: icido trans-1,2-diaminociclohexano-N,N,N' N'-tetraacético.

CMC: carboxi- metil-celulosa.

Ct: thereshold cycle: nimero de ciclo de la reacciéon de PCR en Tiempo Real,
en el cual la muestra alcanza un nivel estaindar de fluorescencia,
normalmente con valot 0,2.

EST: fragmento de secuencia expresada.

FID: detector de ionizacion de llama.

FTIR: espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier.

[FH]XXXG: heptasacarido del xiloglucano marcado con tritio.

MALDI-TOF MS: espectrometria de masas basada en la cuantificacion del
tiempo de vuelo de los i6nes que se producen durante la pérdida de
absorcién/ionizacion provocada por laser en una matriz sélida.

pb: pares de bases.

PCA: anilisis de componentes principales.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

PME: pectin metil-esterasa.

RMN: resonancia magnética nuclear.

RPL2: secuencia que codifica para la sub-unidad ribosémica 18S, utilizada
como control interno en tomate.

SCSIE: servicio central de soporte a la investigacion experimental.

SIXTHs: familia de las xiloglucano endotransglucosilasas/hidrolasas de tomate.

TLC: cromatograffa en capa fina.

Tm: temperatura de melting: temperatura a la cual el 50% de la secuencia de
los oligosacaridos esta hibridado con la secuencia especifica del DNA.

Vo: volumen vacio.

XEH: xiloglucano endohidrolasa.

XET: xiloglucano endotransglucosilasa.

XET S: linea silvestre de tomates de la variedad Money Maker.



X1V ABREVIATURAS

XET +: linea que sobre-expresa la isoenzima S/XTH1 de tomates de la
variedad Money Maker.

XET —: linea que tiene reprimida la expresion de la isoenzima S/XTH1 de
tomates de la variedad Money Maker.

XG: xiloglucano.

XGO: oligosacaridos del xiloglucano.

XTH: xiloglucano endotransglucosilasa/hidrolasa.



g .
l%ﬁx {%ﬁﬁi¥ ﬁij*'?
B0 PR e R . 43
-%ﬁ&a%ﬁ%ﬁ%féﬁ,
ﬁ%ﬁ%%@%La%é 3
l%iﬁﬁﬁ ﬁ%%ngf-
fﬁ%l i%ﬁ%@ﬁgg

ﬁ%@&&ﬁ% h@éﬁﬁhaaﬁﬁ;fgf@

*ﬁiﬁf%Vﬁ?:a S

uf & \ P
?37‘][‘5/@ o 61%/J\”£@$ﬂéﬁﬁ 3 y+
it Eék'— #Ji%ﬁ 11}737‘“—:7} P g b
KA iéﬁ%@ﬁﬁ%ﬂ%ﬁ,J
w4 [0 A PRI B ﬁ:mﬁﬁ__ R
%FmﬁkiUmE%%

e
vy




XVI INDICE

INDICE

IntroducCion @ENeral ...t eaens 1
La pared celular vegetal: Escenario de cambios fisiolégicos,
genéticos y moleculares. FUNCIONES ..o 2

Composicioén de la pared celular primaria y secundaria de

AICOTIIEABNEAS ...ttt a et s se st seebe e rannas 4
CElUIOSA vttt ettt ettt ettt ettt b et se st bt se st b e beses s b e betestesebesereentenene 5
Polisacaridos hemiCelUlOSICOS ....iviriririrrririnieiiirieeeisieieeese et seesseseesesseseseennes 6
Polisacaridos PECTICOS ...vuuiuuiuiiiiiiiiriiiriee e 8
ProteiNas EStIUCTULALES ..ivivivieviiieietiierieteeetee ettt se et seebe e sesaesesbeseebessesessesessans 10
OLrOS COMPONEILES ...vuvrieeiiiiiiieii it 11

La maquinaria bioquimica y enzimatica disefia la estructura

de la pared celular vegetal ... eaes 12
Modelos estructurales de la pared celular vegetal. Flexibilidad
estructural de la pared celular vegetal ..., 12
Enzimas de la pared celular ..., 16

Transglucosilasas. Xiloglucano endotransglucosilasa/hidrolasa. Retrato

molecular, bioquimico, estructural ¥ fiSiOlOZICO ..cvvueuiuerrierrecrreereeeieneieeeienreenn. 16
Hidrolasas: exo-glicanasas y endo-glicanasas........cveuveecureemrecmnecireemeecneecnensenenn. 23
POlgalactifONasas .......ccocueuiuiieeiieciieiiciriciic e 23
Pectin MEtil-ESTErASAS ..cuvvvueriiriririrercrer st 24
Oxidoreductasas: PErOXidasas ... 24

La pared celular protagonista del crecimiento y expansion
celular de 1a Planta ... s 24
Implicacién de la pared celular en el ablandamiento de los

frutos durante 1a MAdULACION ..........cooveviieiiiiiiiiccceccceee e 30



INDICE XVII

Capitulo I- Implicacion de la xiloglucano endotransglucosilasa

en el crecimiento de la plantula ... 39
INtrOAUCCION ... 40
Materiales § MELOAOS .......cocoeeuereiriieeierririeereireieiereeee et se e seseseasseneene 44
Material VEGELal ....c.ccvuiiuiiiiiiic e 44
Cinética de crecimiento de hipocétilos y raices de la linea
silvestre (XET §S) y las transgénicas (XET + y XET —) oo 45
Biomasa de hipoCOtlos ¥ 1AICES ....vuevreerierrecrricieecieieienereeieeeieseie e seeesesesseaeens 46

Extraccion de mRNA. Sintesis de cDNA. PCR cuantitativo en

HEMPO TEAL oo s 46
Actividad xiloglucano endotransglucosilasa ..., 49
Analisis de los oligasacaridos del xiloglucano por espectroscopia

de masas (MALDI-TOF MS) ..ottt ssesesees 50
Estudio de la pared celular mediante espectroscopia infrarroja

por transformada de Fourier (FTIR). Analisis poblacional

mediante componentes principales (PCA) ..o, 51
Extensibilidad de la pared celular de los hipocOtilos .........ccueuiecuiciriciviciviniinanne 53
Crecimiento en estrés hidrico, salino y térmico ..., 53
ReSUltados ..o s 55
Cinéticas de crecimiento del hipocotilo v de 1 £aiZ ....c.oveeeeeeeeeneecenicrniciniciricieenens 55
Biomasa de 10s hipocOtilos ¥ £aICES ....oviumrieemieciiciricieecieeiceceeie e 56

Analisis de la expresién de SXTH1 mediante PCR cuantitativo

eN HEMPO TEAL e 58
Determinacion de la actividad xiloglucano endotransglucosilasa ............ccceeueeee. 59
Estudio de la composicién cualitativa del xiloglucano de la pared

celular de hipocétilos mediante MALDI-TOF MS ....c.cccoovivvnenicncrrecrnenes 60
Identificacién de las poblaciones mediante la aplicacién de PCA

a los espectros FTIR de la pared celular de hipocotilos ... 65
Medida de la extensibilidad de hipOCOlOS  .......coviuviiuririeriiciiciricciccceene 71
Evaluacién del crecimiento frente a estrés hidrico, salino y

térmico de 108 NIPOCOLLOS ....euvmieerrieciieiicireciccte e 73

3 1Y T 1S 1 3 s NS 79



XVIII INDICE

Capitulo II- Implicacién de la xiloglucano endotransglucosilasa

en el crecimiento de 1a planta ... 85
INtOAUCCION ... 86
Materiales ¥ MELOAOS .......cooeeuereiriiuiieriieeiereieere et se e neeessenenne 90
Material VEGELal ....c.ccvuiieiiiiciieici e 90
Cultivo de la linea silvestre (XET S) y las transgénicas (XET +y
XET -) de Solanun lycopersicum L. variedad Money Maker en invernadeto ........... 90
Cinética de crecimiento en altura ¥ fOlAr ......coveviveniernicenieniererecireceeeeeens 94
Biomasa vegetal. Productividad ........ccoeeerieuniecmnicrriciriciececceeee e 95

Extraccién de mRNA. Sintesis de cDNA. PCR cuantitativo en
HEMPO TEAL oot 95
Actividad xiloglucano endotransglucosilasa ..., 96

Analisis de los oligosacaridos del xiloglucano mediante

espectroscopia de masas (MALDI-TOF MS) .....ccccovvirenencniernernecrsecreeens 96
Crecimiento €N €StrES SALNO cuviiiviiiiiiiciceceeeeete ettt 96
R ] 01 2 Y Lo R 97

Estudio de las caracteristicas relativas al crecimiento y

elongacion celular: cinéticas de crecimiento, biomasa y

PLOAUCHVIAA oottt 97
Analisis de la expresion de S/XTH1 mediante PCR cuantitativo

€N HEMPO TEAL ecvrieiiiieiiiiceie et 105
Determinacion de la actividad xiloglucano endotransglucosilasa ...................... 106

Estudio de la composicion cualitativa del xiloglucano de plantas
mediante MALDI-TOE MS ..o 108
Evaluacién del crecimiento de la planta frente a estrés salino .......covveeereeceneee 113

J 31T T TS o 3 s NP 115



INDICE XIX

Capitulo III- Implicacion de la xiloglucano endotransglucosilasa
en la dureza de 108 frutos ..o
INtrOdUCCION ...
Materiales ¥ MELOAOS .......c.ooceueveiriieieiririicierricereeee e senseseese st sesesseseasaens
Material VEGEtal ......cccviuiuiiiiiiiriiricc e
Caracterizacion de los estadios de desartollo ...,
Cinética de CIECIMIENTO ..vuiueuiucuiecriecireeeieeseieeeieeeiesseieseee e s sssaens
Extraccion de mRNA. Sintesis de cDNA. PCR cuantitativo en
HEMPO TEAL oottt eaes
Actividad xiloglucano endotransglucosilasa soluble .........cccccoveuviirviicenicincannn.
Actividad B(124) glucanasa de los estadios de desattollo .......ccccoewerreenieneucnanes
Evaluacion de la firmeza de 10s frutos ....c.cvcccviniiciciinicccccecceeeas
Extraccion de paredes celulares y fraccionamiento de
polisacatidos hemiCEIUIOSICOS ...uuvmurmiueuieerriecirieeiricireeie e sens
Analisis de la composicion de las fracciones hemicelulésicas por
cromatografia de exclusion molecular ...
Analisis de oligosacaridos del xiloglucano por espectroscopia de
masas (MALDI-TOF MS) ...
ReSUltados ..o s
Caracterizacion de los estadios de desatrollo .....cccunicinecrnecirencreeneieeeiennes
Cinética de crecimiento del fIULO .....cvvcuiciriciricirecccccc s
Estudio de la expresion de la SXTH1 mediante PCR
cuantitativo en tiempo real de 10s frutos ......ccvveuviiiviiiciniciniciicnccces
Cuantificacion de la actividad xiloglucano endotransglucosilasa
SOIUDIE .ottt
Anilisis de la actividad B(134) glucanasa en frutos .....cceeeenerneeneernerneneens
Analisis de la dureza de 10s fIULOS ...ovcuiecrreiiveiieicccccee e
Analisis de la composicion de la pared celular del fruto .......cooccvecrvcciviiicecnne.
Analisis cualitativo del xiloglucano de frutos por espectroscopia
E MASAS ettt

DHSCUSION ..ottt ettt s e st e st e sre e s bt et s sreesbeestssneesreenreenees



XX INDICE

Capitulo IV- Implicacién de la xiloglucano endotransglucosilasa

durante la infeccion de frutos por Penicillium expansum Link. A. ............ 151
INtrOAUCCION ... 152
Materiales ¥ MELOAOS .......cooeiueuerriniicreiiiceienceetereeee et nessesees 154
Matetial VEGEtal ......cccuieiiiiiiiiiiicc s 154
Infeccion de Malus domestica L. y Solanun lycopersicum L.
variedad Canario con Penicillinm expansum Link. A. c...ccoocccuvevemnevcnecvenceeneeneenn, 154
Infeccion fingica de frUtOS ..ottt 154

Actividades enzimaticas de la pared celular de manzanas y

tomates durante la infeccion fiNEICa ..o 155

Analisis de los polisacaridos de la pared celular durante la

infeccion fNEICa ... 159

Andlisis de la composicion de las fracciones por

cromatografia de exclusién molecular durante la infeccién

FONGICA oot 161

Determinacion de aztcares neutros por cromatografia de

935S (GLC) i 162
Estudio de la infeccién fingica sobre frutos silvestres y

transgénicos de Solanun lycopersicum L. variedad Money

Caracterizacion de los estadios de infeccion fungica interna
Y EXEELNAMEIILE .oueuiniririiiriiiririrerese sttt sttt a e s e ne s nenene 162
Actividad xiloglucano endotransglucosilasa durante la
INEECCION ettt bbb bbb bbb bbb bbb sene 162
Analisis de la expresion de las SZXTHs en frutos de tomate
transgénicos durante la infeccién por Penicillinm expansum Link. A. ................... 163
Busqueda y andlisis z sifico de las secuencias S/XTHs
obtenidas de las bases de datos ........ccooiviivinicinicinicinicce 163
Extraccion de mRNA. Sintesis de cDNA. PCR cuantitativo

EN HEMPO TEAL et 165



INDICE XXI

ReSUltados ..o s 165
Infeccién de frutos de Malus domestica L. variedad Golden y
Solanun lycopersicum L. variedad Canario con Penicillium
expansum LINK. AL .o 165
Cuantificacion de las actividades enzimaticas de la pared
celular en manzana y tomate durante la infeccion fangica ........ccvvevvicines 165
Andlisis de la pared celular de los frutos de manzana y
tomate durante la INfeCCiOn ... 174
Estudio de la infeccién fungica sobre frutos silvestres y

transgénicos de Solanun lycopersicum L. variedad Money

B 2 S TR 183
Cuantificacién de la evolucidn de 1a infeccion ...evvveveevevveeeciecieceeeeeeenee 183
Evaluacién de la infeccion fOngica ....cecenecinecirecineneienereeneenneenneenene 184

Cuantificacién de la actividad xiloglucano endotransglucosilasa
durante la infeccién en tomates silvestres y transgénicos ........ococoeveeennee. 185
Analisis de la expresion de las SXTHs en frutos de tomate
transgénicos durante la infeccioén por Penicillinm expansum Link. A. ................... 187
Disefio de cebadores discriminantes para el estudio de los
genes pertenecientes a la familia de S/XTHs durante la
INFECCION dE LOMALE ..ecvueeirieiiecieecieieeee ettt eee 187
Expresion de las S/XTHs mediante PCR cuantitativo en
tiempo real en tomates maduros Money Maker y Canatio ........cccccccveeenes 196
Evolucién de la expresion de las SXTHs mediante PCR
cuantitativo en tiempo real durante la infeccion en tomate
Money Maker y Canatio. Analisis de la actividad xiloglucano
endotransgluCOSIAASA «..cucvviuevieeiricicciece et esaees 197

DIHSCUSION ...ttt ettt e et e s eresere st e eneesseenteeneesreeneeneas 203



XXII INDICE

Capitulo V- Implicacion del etileno sobre regulacion de la

actividad xiloglucano endotransglucosilasa en frutos ............ccccocvciccininnnes

INtrodUCCION ...
Materiales ¥ MELOAOS .......cooeiueueriiiicieiiiceienceererseee et nsesees
Matetial VEGEtal ......cccviuiuiiiriiiriiiciccce e
Medida de etileno durante la maduracién y la post-cosecha de los
frutos de tomate de la variedad Money Maker por cromatografia
€ GASES ereiieiicieie e
Medida del etileno durante la infeccién en frutos de tomate de la
variedad Money Maker y de variedad Canatio .......ccccceevncvcrernencccrennenecnenens
Tratamiento de los frutos con etileno ...
Actividad xiloglucano endotransglucosilasa soluble .........cccoccviiiviininnnn.
Extraccion de mRNA. Sintesis de cDNA. PCR cuantitativo
eN HEMPO TEAL et
ReSUltados ..o e
Valoracién del etileno durante el desarrollo de 10s ffrutos ........cocvecivecicencane.
Evolucion del etileno post-COSECha ..o
Valoracién del etileno en frutos de tomate de la variedad
Money Maker y en la variedad Canario durante la infeccién fungica ................
Tratamiento con etileno de frutos de tomate de la variedad Money
Maker § CANALIO oueeeueiieciiiciieiriee e ees
Firmeza de los frutos de tomate de la variedad Money Maker
tratados CON CHIENO ..ouiviviviiiiicc
Analisis de la expresion de las SXTHs mediante PCR cuantitativo
en tiempo real y de la actividad xiloglucano endotransglucosilasa en
frutos de tomate de la varidad Money Maker tratados con etileno ...
Analisis de la expresion de las S/XTHs mediante PCR cuantitativo
en tiempo real y de la actividad xiloglucano endotransglucosilasa en
frutos de tomate de la variedad Canario tratados con etileno .........cccveecuvecunnee

IDIHESCUSION ..ottt et et et e st e s bt et e s st e s bt ebesasesatessesnsesatensesanes



INDICE XXIII

Discusion general ... 229
CONCIUSIONES ... 237
Referencias biblio@rafiCas ... 241
Referencias bibIOGraficas ... 242
Referencias de paginas de INEEINETt ....cccveuecurecrreceeereieeeenree e seesesensesenne 276
Normativa esSpecifiCa ... 277
Anexo I- Metodologia general ...t 279
Determinacion de 4cidos ULONICOS ....c.viuiieiiieciieciicieiciicieecieeeie s 280
Determinacion de azacares totales ........oceiicreirinicicininiiceenieereeseeenenenes 280
Determinacion de XIOGIUCANO ....ccuvcureeeereiiveiieeieeieeeeetess e seaees 281
Determinacion de azicares redUCtOLES ......cvrreeueeiueeierieeniensienseeesseeeseesesensens 281
Determinacion de aztcares neutros por cromatografia de gases .......coeveeeneeee. 282
Cuantificacion de Proteffias ... 283
Sustratos para la actividad XET ..o 283
Obtencioén de xiloglucano parcialmente putificado .....cvcvvvieciviciiicininiinns 283

Obtencién de oligosacaridos del xiloglucano. Identificacién
por cromatografia liquida de capa fina .....c.cccveevevenicnicenicncceeeeens 283

Marcaje e identificacién de oligosacaridos del xiloglucano

CON [PH] o s 284
Analisis bayesiano de datos ....ccericerereniciereieeereeerereeeee e eaes 284
Anexo II- El cultivo del tOmMate ............cccccoeeiinererieieiereueiininineeeeeneneneneeseseseseenenene 287
OFIZEN ittt bbb bbb 288
Taxonomia y MOLfOlOZIA .....c.vuevieeiiciricicirct e 288
Importancia econémica y distribucién geografica .......cvcviveniceniciricniccnenee 289
Tipos de tomates comercialiZados .......c.ccceuviecinieciriciriciricceeee e 290
Requerimientos edafocimAatiCos ..o 292
Particularidades del CUltIVO ....cocuevieeiieciieiiciricirecteeeeere e 293

Plagas y enfermedades ..ot 299



XXIV INDICE

AlLeraciones del fIULO .oviiiirieeieieeeeeee ettt ss s s s enenes 300
RECOLECCION ittt 302
POST-COSECNA cuiiiiiiiierrr et nenen 302
COMELCIAIZACION ..vvviiieieieieieieieieieiei ettt ettt ettt sttt 306

Valor NULHICIONAL ...ovvieiieieeiciceeee ettt ere v v ereerean 307



INTRODUCCION GENERAL




2 INTRODUCCION GENERAL

La pared celular vegetal: escenario de cambios fisiolégicos,
genéticos y moleculares. Funciones

Cuando en Agosto de 1665 Robert Hooke dibujé la “Observacion XVIII”, que
mas tarde se publicarfa en el libro Micrographia (relato de 50 observaciones

microscopicas y telescopicas con detallados dibujos http://es.wikipedia.org/

wiki/Micrograph%C3%Ada), no sabfa que estaba utilizando por primera vez la
palabra célula para designar las celdillas poliédricas que en realidad describian
las paredes celulares de las células de una lamina de corcho. No supo demostrar
lo que estas celdillas significaban como constituyentes de los seres vivos, pero
este hecho nos ha permitido observar y conservar el primer dibujo de las

paredes celulares que hoy estudiamos.

La pared celular primaria es una estructura semirrigida y muy organizada, de
entre 0.1 a 10 um de grosor, que rodea al protoplasto externamente y que
constituye una de las caracteristicas diferenciadoras de las células pertenecientes
al Reino Planta. Otorga resistencia mecanica, a la vez que plasticidad, regulando
la forma y el volumen de las celulares vegetales, de modo que define su
morfologfa, estructura y funcién a lo largo de su desarrollo (Bacic ez 4/, 1988).
La pared celular primaria estd compuesta, principalmente, por una red
tridimensional de microfibrillas de celulosa, embebida en una matriz
ligeramente acida, que cuenta con un 65% de agua, polisacaridos, glicoproteinas,

compuestos fenolicos e iones.

La biosintesis de la pared celular comienza en la telofase de la division celular,
cuando, a nivel del fragmoplasto, una acumulacién y fusién de vesiculas del
aparato de Golgi cargadas con polisacaridos pécticos forman la lamina media,
mientras que las membranas de las vesiculas formaran el plasmalema de las
células hijas (Smith, 2001). Entre la lamina media y el plasmalema, es donde
tiene lugar el depédsito de las microfibrillas de celulosa desde los complejos
celulosa sintasa anclados en la membrana (Doblin ¢ a/., 2002; Saxena y Brown,
2005). También se depositan los polisacaridos hemicelulésicos y glicoproteinas,

excretados desde el Golgi, y que formaran la pared celular primaria. Esta es la
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Unica estructura extracelular que mantiene la capacidad de dividirse y/o
elongarse, ya que cuando se pierde esta capacidad, se produce un depésito en la
parte interna de nuevas capas de material (lignina y suberina generalmente) cuya
composicién obedece al tejido u 6rgano del que vaya a formar parte la célula,
como, por ejemplo, en los tejidos conductores. Ademas, las microfibrillas de
celulosa adquieren una conformaciéon mas orientada, de modo que la pared se

hace mas gruesa y rigida, resultando la pared celular secundaria.

La pared es una estructura dindmica implicada en numerosos procesos que
determinan, tanto las capacidades de las células para adaptarse a su medio,
como para realizar su funcién dentro de un organismo. Por ello, es notable el
elevado numero de diferencias registradas, no sélo a nivel evolutivo entre los
diferentes taxones, sino también a nivel celular dentro del mismo individuo,
incluso entre polisacaridos estructurales o en proteinas asociadas a dicha pared

(McNeil ¢z al., 1984; Cosgrove, 2005).

La pared celular ejerce una serie de funciones que son necesarias para la vida
de las plantas y hongos, justificando su notable importancia en todos los

procesos fisiolégicos de los organismos que la poseen.

e Conjuntamente con las funciones fisicas de soporte estructural y mecanico,
las paredes celulares mantienen y determinan el tamafio celular, ofrecen
resistencia a la presion de turgencia interna de la célula y, mediante el control
de la tasa y direccion del crecimiento, son las responsable de la arquitectura y

forma de la misma (Cosgrove, 1987; Carpita y Gibeaut, 1993).

e Asimismo, regulan la difusién del material a través del simplasto mediante los
plasmodesmos, permitiendo establecer procesos de reconocimiento e
interacciones célula-célula (raices-bacterias fijadoras Nz y polen-estilo) (Bell,

1981).

e Forman una barrera fisica que protege frente a patdégenos bioldgicos y
abioticos (evita la deshidrataciéon por suberificacién), aunque cuenta con poros

de alrededor de 4 nm (Tepfert y Taylor, 1987) que permiten el paso de
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pequefias moléculas y de proteinas de 60000 de masa molecular (Vorwerk ez al.,
2004).

e Las paredes celulares también son fuente de moléculas biolégicamente
activas de seflalizacion, las oligosacarinas (Albersheim y Darvill, 1985;
Aldington y Fry, 1993), que actian como sustancias sefializadoras frente al
ataque patdgeno, como reguladoras del crecimiento en el desarrollo normal de
la planta (Fry, 1994) y ademas pueden estimular la sintesis de etileno (Cutillas-
Tturralde ez al., 1998).

e Constituyen la reserva de carbohidratos en algunas semillas (Reid, 1985) y
son sustrato metabdlico puesto que albergan proteinas necesarias para el

transporte y la secrecion.

Por otro lado, la pared celular puede desarrollar un papel muy importante

segun los usos que hagamos de ella.

e No podemos olvidar su valor nutricional, como la estimulaciéon del sistema
inmunitario mediante los metales pesados unidos a los polisacaridos de la pared
o la regulacién de los niveles de colesterol por los fitoesteroles (Jones, 2002). Y
su uso en farmaco-cinética y medicina, como via de transporte de farmacos o

como pegamento de epitelios oculares (Burgalassi ez a/., 2000 a y 2000b).

e Asimismo es destacable su uso alimentario como gomas, geles y estabilizantes
y su uso en la industria papelera, maderera, textil, energética y en la

construccion.

e Sin olvidar la capacidad detoxificadora de los suelos, puesto los

contaminantes se fijan en sus paredes celulares (Hall, 2002).

Composicion de la pared celular primaria y secundaria de
dicotiledéneas

Las diferencias que se encuentran en la estructura y composicion de las células
vegetales, determinan muchas de las funciones fisiolégicas y morfolégicas del

tejido vegetal del que forman parte. Sin embargo, se puede resumir en una
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composicion estandar que cuenta en las paredes primarias con hasta un 90% en
peso seco de polisacaridos, como celulosa, hemicelulosas y pectinas, y entre el
65 y 85% en las paredes secundarias (McNeil ez al, 1984). Las proteinas
estructurales y enzimaticas constituyen un 10% del peso seco, mientras que en
las paredes secundarias especializadas, las ligninas oscilan entre un 5 y un 35%.
La pared celular también cuenta con otros componentes como el agua, fenoles,

suberina, cutina, ceras o minerales (silice, boro y calcio) (Fry, 2004 a).

Celulosa

La celulosa constituye la molécula organica mas abundante en la naturaleza,
puesto que representa un 20-30% del peso seco de las paredes celulares
primarias (McNeil e al, 1984) y hasta un 40-50% en las secundarias
(Marchessault y Sundararajan, 1983). La forman una cadena de residuos D-
glucosa unidos mediante enlace B(194) (Saxena y Brown, 2005), de modo que
cada residuo esta rotado 180° definiendo un disacarido denominado celobiosa
que es la unidad que se repite en la cadena. La celulosa se forma en los
complejos transmembrana compuestos por rosetas hexaméricas estabilizadas
por dedos de zinc y codificadas por los genes CESA: celulosa sintasa (Arioli e
al., 1998). En estos complejos se afiadirfan restos UDP-glucosa al extremo no
reductor, mientras que el extremo reductor se irfa ordenando a medida que sale
al apoplasto (Delmer, 1983). Las cadenas lineales (aproximadamente 7 pum) no
presentan residuos laterales, lo cual les permite disponerse paralelamente y
formar agregados microfibrilares de, aproximadamente, 40 elementos en la
pared primaria de plantas superiores. Cuentan con un diametro de entre 5y 15
nm (McCann et al., 2001), ya que las cadenas establecen interacciones mediante
puentes de hidrégeno, intra e intercatenarios, y fuerzas de Van der Waals
(Delmer, 1983). Ademas, los espacios inter-microfibrilares (20-40 nm) se
rellenan con xiloglucano y pectinas en las paredes primarias, o lignina y
suberina en las secundarias. Esto les otorga una estructura cristalina central
rodeada de microfibrillas laterales, menos organizadas, donde se pueden anclar

pectinas o xiloglucano y proteinas, formando las zonas amorfas (Park ez al.,
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2003). Tanto las pectinas como el xiloglucano pueden unirse a la celulosa
directamente por puentes de hidrégeno (Carpita y Gibeaut, 1993; Hayashi ¢ al.,
2005) o covalentemente (Popper y Fry, 2005), o bien indirectamente mediante

otros COI’I’IpOI’leﬂtCS.

Polisacaridos hemiceluldsicos

Estan formados por una cadena lineal de B(194) glucano, sobre las cuales se
depositan residuos laterales mono, di o triglicosidos, que no permiten la
cristalizacion. El mas abundante (20% peso seco) en la pared celular primaria
de dicotileddneas, es el xiloglucano. Este polimero cuenta con una cadena de
glucosas pautada con sustituciones de tres residuos de xilosa unidos mediante
enlace a(1906) mas uno libre, donde se localiza la diana de corte enzimatica que
dara lugar a oligosacaridos del xiloglucano (Fry, 1989). Ademas, los residuos de
xilosa pueden sustituirse por cadenas laterales mas o menos largas. Se usa la
nomenclatura de una letra para designar estas sustituciones laterales de 1 a 3

residuos glicosidicos en el xiloglucano (Fry et al, 1993 a), como se muestra a

continuacion.
Simbolo Cadena lateral
G -
X a-D-xilosil
L B-D-galactosil(192)-a-D-xilosil
F a-L-fucosil-B-D-galactosil- (19 2)-o-D-xilosil
S o-L-arabinosil-(192)-a-D-xilosil
T [-L-arabinosil-(192)-o-L-arabinosil-(192)-a-D-xilosil

Los polisacaridos son sintetizados en el aparato de Golgi (Zhang y Stachelin,
1992) y los genes que los codifican reciben el nombre de CSL (celulosa sintasa-
like). Se han identificado 20 genes (Scheible y Pauly, 2004) que se agrupan en 8
familias denominadas CSLA-CSLH (Richmond y Somerville, 2001). Estos
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genes contienen motivos de secuencias tipicas de [-glicosiltransferasa y
dominios de dedos de zinc en el extremo N-terminal, necesarios para la
dimerizacién de la enzima como en el complejo de la sintesis de la celulosa
(Fukuda ¢ al., 2000).

Puesto que no son moléculas solubles, su extraccion se lleva a cabo mediante
alcalis como KOH al 4 y 24% (Fry, 1988). Al extraer el xiloglucano, se obtienen
dos grupos de polisacaridos mayoritarios (Vincken, 1997 b): poli-XXXG,
presente en angiospermas y gimnospermas, y poli-XXGG, caracteristico de
solanaceas, las cuales cuentan también con una elevada presencia de la cadena S
(a-L-arabinosil-(192)-a-D-xilosil), en su xiloglucano. En esta familia, los
residuos de xilosa estan sustituidos predominantemente por arabinosa en
tabaco, o por arabinosa y galactosa en patatas y tomates. La glucosa sin
ramificar disminuye a un tercio en tabaco, puesto que solamente el 10% de las
glucosas presentan cadena lateral (York e al, 1996). Ademas, conjuntamente
con las diferentes cadenas laterales, se han detectado grupos acetilo en el
carbono 2, 3y 6 de los residuos de galactosa, en el carbono 6 de las glucosas y
en el carbono 5 de las arabinosas. Se ha sugerido que la acetilacion de residuos
limita las dianas de hidrolisis enzimatica, aunque estos grupos acetilo no
impiden el ataque por endoglucanasas (York ez al., 1996; Vincken, 1997 b). Por
el contrario, en otras especies como la manzana, no se han detectado grupos

acetilo en su xiloglucano (Renard ez /., 1992).

Los xilanos aparecen en la pared celular primaria de gramineas (20% peso
seco) y en paredes secundarias de dicotiledéneas, aunque son componentes
minoritarios en las paredes primarias de las dicotiledéneas. Estan formados por
una cadena lineal de D-xilosas unidas por enlace B(194) con sustituciones
variables. Se pueden unir a las microfibrillas de celulosa desarrollando una
funcién similar al xiloglucano en esta familia, aunque la estructura de las
ramificaciones limita esa unién (McNeil e al, 1984). Otro polisacarido
hemicelulésico neutro no ramificado de gramineas es el glucano mixto,
formado por una cadena lineal de D-glucosas unidas por enlace B(194) y
B(123) (Hatfield y Nevins, 1987). A pesar de que ha sido descrito en Phaseolus



8 INTRODUCCION GENERAL

anrens (Buchala y Franz, 1974), su presencia en dicotiledoneas es discutida
(Okamura y Golberdg, 1985). Los mananos son otro grupo muy heterogéneo
de polisacaridos cuya cadena lateral esta formada por D-manosa unidas por
enlace B(194) que pueden estar unidas a D-glucosa y presentar sustituciones
D-galactosa unidas mediante o(1906) (Carpita, 1984). Adicionalmente, suelen
encontrarse como material de reserva en semillas de algunas dicotiledoneas
(Gilkes y Hall, 1977).

Polisacaridos pécticos

Constituyen un grupo complejo de polisacaridos acidos y neutros, ricos en
acido galacturénico y ramnosa, que representan un 30% del peso seco de la
pared primaria de dicotiledéneas (Ridley ez a/, 2001; Willats ez al, 2001). Se
encuentran de manera abundante en la limina media como material
cementante. LLos homogalacturonanos consisten en una cadena lineal de
residuos de acido D-galacturénico unidos por enlace o(124). Cuando los
grupos carboxilo de los restos galacturonosil no se encuentran esterificados con
metanol, pueden estar disociados formando puentes de Ca?*, configurando la
estructura denomina “caja de huevos” (Rees, 1969). Las cadenas de
ramnogalacturonanos I son una repeticién del disacarido -2)-o-D-ramnosa-
(1>4)-a-D-galactosa-(1-, acomplejado por diversas cadenas laterales con restos
de arabinosa, fucosa, xilosa, galactosa, acido acérico, apiosa y otros (Ridley ez
al., 2001). El ramnogalacturonano II sintetizado en angiospermas es el
polisacarido mas complejo identificado, puesto que contiene hasta 11 residuos
glicosidicos diferentes interconectados por mas de 20 enlaces (Ridley e al,
2001). El esqueleto principal cuenta con 8 residuos de acido galacturénico
interconectados mediante enlace o (194), al que se le unen cuatro oligos
complejos que se denominan cadenas A-D. Dos de las cadenas pueden
establecer un enlace covalente diéster 1:2 borato-diol (O Neil e a/., 2001). Este
enlace se forma unicamente con la presencia de un residuo de apiosa en la

cadena A y una fucosa terminal en la cadena tipo B. Ademais existen
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polisacaridos pécticos neutros, ricos en galactosa y arabinosa, como

arabinanos, galactanos y arabinogalactanos.

Las cadenas de acido galacturénico son sintetizadas en el aparato de Golgi y
secretadas como polimeros metilados, los cuales son procesados por la accion
de las pectin metil-esterasas que los eliminan permitiendo su posterior uniéon a

Ca2+,

Aunque no se han encontrado evidencias concluyentes, los datos obtenidos
hasta el momento apuntan a la existencia de uniones covalentes puntuales entre
las pectinas y la red de celulosa-xiloglucano (Thompson y Fry, 2000; Popper y
Fry, 2005). Este punto se ve apoyado por el hecho de que cuando se muta uno
de los genes que codifica para una endoglucanasa, se modifica la composicién
de pectinas para compensar el debilitamiento de la red xiloglucano-celulosa
(His et al, 2001). Ademas, los ensayos de fragmentaciéon enzimatica de
complejos hemicelulosa-pectina (Abdel-Massih ¢ a/., 2003) apoyan de nuevo la
idea planteada ya por Albersheim hace mas de tres décadas (Keegstra e al,
1973). A pesar de ello, otros autores consideran que no existen uniones

covalentes entre las pectinas y el xiloglucano (Rizk ef a/. 2000; Cumming ez a/.,

2005).

Las pectinas se encargan del control del tamafio y disposicién de los poros de la
pared celular (Fleischer e al, 1999), determinan su porosidad, ofrecen
superficies cargadas que modulan el pH y el balance i6nico y acuoso (Willats e#
al, 2001). Este hecho puede afectar indirectamente a las reacciones
enzimaticas, debido a la posibilidad de confinar las enzimas impidiendo su
accion, creando un centro de reacciéon propicio que afectara a la velocidad de
reaccion o interviniendo en las interacciones electrostaticas debidas a su elevada
carga negativa. También regulan la adhesion celular mediante el control del
grado de metil esterificacion de la misma, de modo que aumentando la
esterificacion aumenta la separacion celular tan importante en la maduracion de

los frutos (http://www.ccrc.uga.edu/~mao/intro/ouline.htm). La notable

capacidad de las pectinas para formar geles, influye notablemente en la
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regulacion de la presion de turgencia, pudiendo influir en el crecimiento celular

(Fry, 1993 b).

Proteinas estructurales

Si contabilizamos todas las proteinas presentes en las paredes celulares
primarias, tanto las estructurales como las enzimaticas, estas representan entre
el 5-10% del peso seco (McNeil ¢ al., 1984). Las proteinas estructurales suelen

tener un grado variable de glicosilacion y la presencia de secuencias repetitivas.

Podemos diferenciar entre las proteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs) o
extensinas (Showalter, 1993; Kieliszewski y Shpak, 2001) que se caracterizan
por contener un aminoacido poco comun en el citoplasma, como es la
hidroxiprolina (=40%). Ademas, contienen 5 aminoacidos (serina, tirosina,
valina, histidina y lisina) que constituyen la parte proteica. Esta glicoproteina
contiene un esqueleto formado por repeticiones de serina-4-hidroxiprolina y
tirosina-lisina-tirosina, las cuales definen las estructuras secundaria y terciaria de
la misma. La parte glucidica la aportan residuos de galactosa unidos a la serina
o cadenas de arabinosa unidas a la hidroxiprolina. Los residuos de tirosina le
permiten establecer dimeros que le proporcionan rigidez e hidrofobidad a la
molécula. Ademas, establecen enlaces covalentes con la pared celular mediante
la accién de las peroxidasas (Fry, 1998), limitando el crecimiento por el
aumento de rigidez. Se ha comprobado su implicaciéon en la inmovilizacién de
patégenos y la formacién de una red de extensina como mecanismo de

respuesta rapido y flexible a situaciones de estrés (Showalter, 1993).

Se pueden describir ademas las proteinas ricas en glicina (GRP) y proteinas
ricas en prolina (PRP), (Cassab, 1998). En las primeras, la glicina representa el
70% de la parte proteica y se diferencian dos tipos, las unidas a pared,
relacionadas con el desarrollo de la misma y las presentes en el citoplasma
implicadas en la sefializaciéon de factores estresantes. También, desempefian

funciones estructurales en tejidos destinados a la lignificacion (Keller e al,
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1989). Las proteinas ricas en prolina, tienen hidroxiprolina pero no reproducen
la secuencia de las HRGPs.

Por dltimo, el cuarto tipo de proteinas estructurales son las denominadas
arabinogalactano-proteinas (AGP) (Gaspar ez al, 2001), similares a las
primeras pero con tan sélo 2-10% de proteinas. La parte glucidica esta formada
por cadenas altamente ramificadas de galactosa y arabinosa unidas a restos de
hidroxiprolina, serina o treonina lo que les hace muy solubles, posibilitando asi
la formacion de geles, por lo que no intervienen en la funcién estructural.
Ademas, la complejidad y variedad de cadenas de glucanos las hace candidatas
para los procesos de sefalizacién, como desarrollo de la rafz, diferenciacién
celular, crecimiento del tubo polinico, fertilizacion, division y expansion celular,
embriogénesis somatica y muerte celular programada. Sin olvidar las respuestas
frente a estreses bioticos y abidticos que sefalizan probablemente, mediante la
liberaciéon de oligosacaridos de las cadenas glucidicas o mediante la parte

lipidica tanto intra como extracelularmente (Pilling y Hofte, 2003).

Otros componentes (lighina, suberina, ceras, cutina y agua).

En la pared celular podemos encontrar otros componentes como la lignina
(Lewis y Yamamoto, 1990) que constituye el segundo polimero mas abundante
en la naturaleza, formado por alcoholes aromaticos p-cumarilico, coniferilico y
sinapilico mediante enlaces carbono-carbono o éter. La lignina establece
enlaces éster entre los restos hidroxicinamicos con la celulosa, hemicelulosas y
pectinas. Este hecho le otorga resistencia fisica, quimica y mecanica a la pared
de las células de tejidos conductores y paredes secundarias donde se deposita
desplazando el agua. Ademas protege del ataque por patégenos y confina las
infecciones fungicas mediante el deposito de lignina para frenar el avance de la
misma. LLos componentes lipidicos, como suberina, ceras y cutina, se asocian
a la pared proporcionandole resistencia, impermeabilidad frente a soluciones
acuosas y restriccion de la difusion de los gases. Las ceras son compuestos
alifaticos que se depositan sobre la cuticula y embeben las paredes suberificadas

y cutinizadas (Kolattukudy, 2001). La cutina es el componente principal de la
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cuticula de las paredes externas de células epidérmicas. Esta formada por acidos
grasos de 16 y 18 carbonos hidroxilados, que a su vez suelen estar esterificados
por acidos grasos o fenoles. La suberina, presente en las células epidérmicas,
superficie radicular, tallos y banda de Caspari, esta formada por acidos
fenolicos esterificados a acidos grasos de cadena larga, acidos dicarboxilicos y
o-hidroxiacidos. Y por dltimo el agua, presente en un 75-80% y responsable
de muchas de las propiedades de la pared celular, puesto que ofrece flexibilidad

y extensibilidad, ademas de producir, en dltimo término, la presion de turgencia.

La maquinaria bioquimica y enzimatica disefia la
estructura de la pared celular vegetal

Modelos estructurales de la pared celular vegetal. Flexibilidad

estructural de la pared celular vegetal

Segtin Carpita y Gibeaut (1993), se pueden diferenciar dos tipos de paredes
celulares primarias. Las de Tipo I, se encuentran en dicotiledoneas y algunas
monocotiledoneas no Commelinales, cuya caracteristica es la similar
composicion en celulosa y xiloglucano (Nishitani, 1997). Las de Tipo II, estan
presentes en algunas monocotiledoneas (Yokoyama et al., 2004). Las principales
diferencias en la composicion radican en que, mientras que en las Tipo I el
xiloglucano es el polisacarido que se une a las microfibrillas de celulosa y las fija
determinando la  distancia entre ellas, en las Tipo II, es el
glucuronoarabinoxilano quien se une a la celulosa. Ademas, en estas paredes,

los polisacaridos pécticos y las proteinas estructurales son escasas.

La estructura de las paredes celulares Tipo I se basa en la existencia de tres

redes independientes que interaccionan este si (Carpita y McCann, 2000):

e La primera de las redes esta constituida por la unién celulosa-xiloglucano
que define el andamiaje de la misma. Ya desde los primeros modelos para
dicotiledéneas propuestos en el afio 1973 por Albersheim (Keegstra ¢ al., 1973)

se proponfa que esta uniéon se establece mediante puentes de hidrégeno sin
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necesidad de actividad enzimatica, aspecto que fue corroborado al observar que
hemicelulosas puras se unen a una columna de celulosa 7z vitro (Hayashi ez al.,
1987). Actualmente, gracias a los estudios de modelizacion y analisis
bioquimico, se conoce la existencia de dominios estructurales del xiloglucano,
que se diferencian por su localizaciéon e interacciéon con otras moléculas
(Bootten ez al, 2004). Se sabe también, que la capacidad de unién del
xiloglucano a la celulosa depende de la longitud de la cadena lineal y las cadenas
laterales del primero (Lima ez al., 2004) y que se pueden establecer diferentes
dominios en el xiloglucano atendiendo a la extraccion diferencial frente a
celulasa y distintas concentraciones de alcali (Pauly ez a/, 1999). De este modo,
se podrian diferenciar tres tipos de xiloglucano en funciéon del tipo de
interacciones que establecen con otros componentes. El primero serfa el que se
encuentra intercalado con las microfribrillas exteriores de la celulosa, dada su
dificil extraccion (Hayashi ez al, 1994; Cosgrove, 2001). El segundo estaria
unido a la superficie de las microfibrillas mediante puentes de hidrégeno, lo
que alterarfa el patron cristalino de la celulosa permitiendo la expansion celular
tras disminuir la fuerza mecanica (Chanliaud ef al, 2004). Asi, las regiones
adsorbidas en la superficie de la celulosa, presentarfan una estructura plana,
mientras que el resto serfa helicoidal (Levy e al, 1997). Y, por dltimo, el tercer
tipo de xiloglucano serfa el que no se asocia a celulosa u otros componentes,

puesto que en cultivos celulares una parte se libera al medio.

¢ [a segunda red estructural esta formada por una matriz de polisacaridos
pécticos que controla principalmente la porosidad de la misma. Esta formada
por cadenas helicoidales de homogalacturonanos unidas mediante calcio,
formando la estructura de “caja de huevos” (Rees, 1969), muy abundante en la
lamina media. Ademas, formando parte de esta matriz, se encuentran los
ramnogalacturonanos I, cuyos restos de ramnosa y cadenas laterales impiden
los enlaces de calcio, y los ramnogalacturonanos 11, que establecen enlaces éster
con los homogalacturonanos y puentes diborato entre ellos (Willats e af., 2001).
Estudios recientes proponen la existencia de uniones mediante enlaces
covalentes, entre dominios pécticos (Ridley ez a/, 2001) y entre pectinas y

celulosa (Thompson y Fry, 2000). Otros modelos proponen la unién de las
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pectinas a la celulosa y del xiloglucano unido a las pectinas, sin que el
polisacarido hemicelulésico establezca contacto con la celulosa (Talbott y Ray,
1992). A su vez, estudios independientes demostraron, por un lado, la
existencia de enlaces entre pectinas neutras (arabinanos) y la superficie de la
celulosa (Zykwinska ez al, 2005) y por otro lado, la unién covalente y no
covalente de las pectinas y el xiloglucano (Rizk ez @/, 2000; Cumming e 4/,
2005).

e La tercera red esta constituida por protefnas estructurales que forman
puentes intermoleculares con otras proteinas (puentes de isoditirosina) sin que
tengan que unirse necesariamente con polisacaridos (Fry, 1982), aunque si se
han detectado enlaces con polisacaridos pécticos. Las proteinas estructurales
aumentan una vez que ha cesado el crecimiento, y aunque algunas no forman
parte de la red y se anclan a la membrana, otras, como ciertos tipos de
proteinas enzimaticas, se unen por enlace idénico al arabinogalactano de
dominios pécticos o por enlace covalente mediante la parte glucidica de la

enzima (Carpita y McCann, 2000; Cosgrove, 2001).

En resumen, estos componentes se disponen en tres estructuras
conformacionales que se entrelazan entre si para definir la pared. La primera
esta formada por una red de microfibrillas de celulosa unidas mediante
hemicelulosas, principalmente xiloglucano, constituyendo el armazén
(aproximadamente el 50% del peso seco). Este andamio se encuentra integrado
dentro de la segunda red estructural, un gel compuesto por polisacaridos
pécticos (30% en peso seco) y un 65% de agua. La tercera estructura la forma
la red de proteinas estructurales que es la encargada del anclaje y refuerzo de

los componentes de la pared (Carpita ez al., 1990).

En los ultimos afios se ha incrementado el conocimiento de los componentes y
sus interacciones, merced a la aplicaciéon de nuevas técnicas y tecnologfas no
destructivas, como la microscopia de fuerza atomica, la espectroscopia de
masas (MALDI-TOF MS), espectroscopia infrarroja por derivada de Fourier
(FTIR) y la resonancia magnética nuclear (RMN), sin olvidar la informacién

extraida de la aplicacion de técnicas moleculares en las transformaciones



INTRODUCCION GENERAL 15

génicas, adaptaciones o habituaciones a estreses o a inhibidores de sintesis de la

pared celular.

A pesar de los numerosos estudios realizados hasta el momento, no se ha
podido esclarecer una estructura modelo que represente a la pared celular
primaria. Segun el CCRC (Complex Carbohydrate Research Center) (Cosgrove,

2001) se proponen 4 modelos estructurales:

e Modelo de uniones covalentes (Keegstra ¢f al., 1973), donde se establecen
dichos enlaces entre los elementos, excepto entre xiloglucano y celulosa, que lo
hacen mediante puentes de hidrégeno, sin que el xiloglucano conecte varias
fibras de celulosa. Ademas, las pectinas se unen al xiloglucano y a las proteinas
estructurales, de modo que todos los elementos se disponen paralelamente

marcando las pautas estructurales.

® Modelo de las ataduras por xiloglucano (Fry 1989; Hayashi, 1989), donde
la red de celulosa se une mediante largas cadenas de xiloglucano que se unen
por puentes de hidrégeno. Todo ello se integra dentro de una matriz péctica
con la que no establecen uniones covalentes. El xiloglucano conecta varias
fibrillas de celulosa y las proteinas estructurales no son indispensables para la
misma. Este modelo ha sido apoyado por los resultados de numerosos

estudios, pero se le proponen algunas variaciones como los modelos siguientes.

e Modelo difuso (Talbott y Ray, 1992), en el que algunas moléculas de
xiloglucano se unen por puentes de hidrégeno a la superficie de la celulosa,
pero no las conectan directamente sino por medio de la agrupacién paralela
con otras cadenas de xiloglucano. La red anterior quedaria embebida en una
matriz péctica y las proteinas estructurales no estarfan implicadas en su

formacion.

® Modelo estratificado (Ha ¢f a/, 1997), en el que el xiloglucano se une a
varias microfibrillas de celulosa por puentes de hidrégeno creando una
estructura laminada que delimita a las pectinas, que se disponen estratificadas

entre la red anterior.
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Enzimas de la pared celular

Como ya se ha comentado, la pared celular es una formacion dinamica, cuya
estructura esta implicada en numerosas funciones fisiolégicas, lo cual implica
un metabolismo intrinseco muy activo que le permita modificaciones en sus
componentes o en sus interacciones, para el cumplimiento de dichas funciones.
Ese metabolismo se lleva a cabo por glicoproteinas, las cuales son enzimas muy
estables puesto que su actividad 6ptima suele estar en torno a un pH entre 4.0 y
6.0. Tras sintetizarse en el citoplasma, se excretan a la pared, donde se pueden
encontrar solubles en el apoplasto, o enlazadas i6nica o covalentemente a los
componentes de la pared. Las uniones i6nicas suelen darse con residuos de
acido galacturénico de los polisacaridos pécticos acidos y en las covalentes
estarfa implicada la parte glicidica de la enzima (Roberts ez al, 1985; Cassab ez
al., 1998). La regulacion de su actividad es una necesidad que se solventa con la
accesibilidad al sustrato, la concentraciéon o la necesidad de cofactores. La
mayorfa de las enzimas estan implicadas en mecanismos de extension de la
pared, transporte de moléculas, reconocimiento celular y resistencia frente a
patégenos (Rose et al., 2004). Podemos clasificatlas en tres grupos, atendiendo
al tipo de actividad enzimatica que realizan: transglucosilasas, hidrolasas y

oxidoreductasas.

Transglucosilasas. Xiloglucano endotransglucosilasa/hidrolasa. Retrato

molecular, bioquimico, estructural y fisiolégico

A principios de los afios 90, dos grupos de investigadores describieron la
evidencia de una enzima capaz de realizar cortes y posteriores uniones en la
molécula de xiloglucano en tejidos con una elevada tasa de crecimiento. El
grupo del Dr. Fry denominé a la enzima, que realizaba endotransglucosilacion
en el xiloglucano, como xiloglucano endotransglucosilasa o XET (Fry e al,
1992), mientras que el grupo del Dr. Nishitani, purificé una proteina con una
actividad similar que denominaron endoxiloglucano transferasa o EXT
(Nishitani y Tominaga, 1992).
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Posteriormente, se pusieron de manifiesto las dos funciones que puede llevar a
cabo la  enzima, endohidrolitica @ (XEH: EC 3.2.1.151) y
endotransglucosilasa (XET: EC 2.4.1.207) (Tabuchi e 4/, 2001). En la
actividad endohidrolitica, la enzima corta la cadena de xiloglucano generando
un extremo reductor que unird a una molécula de agua, dividiendo las cadenas
de xiloglucano y disminuyendo su longitud. En la  actividad
endotransglucosilasa, la enzima realiza un corte en la cadena de xiloglucano
generando un extremo reductor que unira a otra cadena de xiloglucano u

oligosacarido.

Es destacable que los primeros genes clonados que codificaban para las
xiloglucano endotransglucosilasas/hidrolasas de diferentes especies vegetales
(Okazawa et al., 1993), revelaron una secuencia homologa a una xiloglucanasa
de la capuchina (de Silva ez al, 1993) y desde entonces, todos los genes
clonados pertenecientes a diversas especies, comparten una secuencia,
estructura y funcion especifica que permite asociar todas las enzimas a tres o
cuatro subgrupos filogenéticos dentro de la gran familia (Nishitani, 1997;
Campbell y Braam, 1999 a; Uozu ez a/., 2000).

Nomenclatura

Actualmente, se utiliza la abreviatura XTH para designar al gen, que codifica
una secuencia homologa, utilizando en primer lugar las iniciales del nombre
botanico en cursiva, como por ejemplo, SIXTH1 que sera la XTH1 de Solanum
Lcopersicum 1. En relacion con la actividad enzimatica y el metabolismo
polisacaridico se denomina XET a la actividad enzimatica xiloglucano
endotransglucosilasa y XEH a la actividad xiloglucano endohidrolasa,
pero en ningun caso se utilizan para denominar a los genes o a las
proteinas (Rose e al, 2002). Adicionalmente, existe una pagina de internet
donde se encuentra una base de datos de la antigua y nueva nomenclatura y se

solucionan problemas acerca de la misma (www.plantbio.cornell.edu/XTH).
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Estudios filogenéticos y moleculares

Los analisis filogenéticos de la familia XTHs en Arabidopsis muestran genes
duplicados en distintos cromosomas, que se piensan son resultado de una gran
segmentacion. En esta especie, la familia se divide en tres grupos consistentes
(Yokoyama y Nishitani, 2001; Rose ¢7 a/, 2002) y extensibles a otras 14 especies
vegetales, donde se distribuyen mejor en cuatro grupos (Campbell y Braam,
1999 a; Saladie ez al., 20006). Todas las secuencias en conjunto comparten entre
un 34 y 90% de aminodcidos similares. Las diferencias mas acusadas se
registran en el extremo carboxilo terminal. De modo que en el Grupo 1 se
comparte entre el 70 y 89% de homologia en la secuencia aminoacidica que
describe 4 exones. Este grupo codifica proteinas que se encuentran tanto en
mono como en dicotiledéneas, sugiriendo que el antecesor de ambas contenia
el gen precursor. Esta conservaciéon de la secuencia indica que la proteina
podria haber llevado a cabo una misma funcién en especies diferentes
(Campbell y Braam, 1999 a), aunque el xiloglucano sea una fraccion
sustancialmente pequefia en las paredes de gramineas, como sugieren algunos
autores (Uozu ef al., 2000). O bien, que metabolizaran otra hemicelulosa similar
al xiloglucano, puesto que este no muestra una presencia generalizada en todos
los grupos vegetales. El Grupo 2 contiene dos o tres exones y el Grupo 3 esta
compuesto por cuatro o cinco. El Grupo 4 se constituye a partir del Grupo 1
en funciéon del analisis filogenético que sea aplicado y los miembros
comparados, por ello comparten sus caracteristicas y difieren en la zona carboxi
terminal. La mayorfa de las XTHs comparten una secuencia conservada
DEIDFEFLG, que se considera constituye el centro catalitico tanto de las
actividades hidrolasas como de las transferasas (Okazawa ez al, 1993; Campbell
y Braam, 1998). Este motivo se encuentra localizado en el tercer exén del
Grupo 1, 3 y 4 y en el segundo del Grupo 2. Otra estructura caracteristica de la
familia es la secuencia inicial del primer exo6n, la cual codifica un péptido sefial
responsable de su secrecion al apoplasto (Campbell y Braam, 1998 y 1999 a;
Yokoyama y Nishitani, 2001). Aunque en tomate se han detectado isoenzimas
pertenecientes al Grupo 3 donde el resultado de la modelizacion predictiva de

su excrecion tuvo como destino la membrana (Saladie ef a/, 2006). Ademas,
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existen 4 residuos de cisteina altamente conservados en el extremo carboxilo
terminal que son potenciales sustratos de enlaces disulfuro tanto intra como

intermoleculares (Campbell y Braam, 1999 a).

Obviamente, las divergencias filogenéticas reflejan una evolucion de los
subgrupos con diferentes mecanismos bioquimicos, como son las dos
actividades enzimaticas. Asf, miembros del Grupo 1 (AXTH4) y del Grupo 2
(A7XTH22), muestran exclusivamente actividad transglucosilasa entre
xiloglucanos 7 vitro (Nishitani y Tominaga, 1992; Xu ez al, 1996; Campbell y
Braam, 1999 a), aunque en el primero alguna isoenzima cuenta con actividad
enzimatica XET y XEH (Schroder ez a/., 1998). El Grupo 1 se asocia con la
elongacion celular rapida, aunque existe alguna excepcion (Rose ef al., 2002).
Mientras que la actividad de las isoenzimas del Grupo 3 es mas heterogénea,
puesto que, como _AXTH31, puede catalizar la actividad xiloglucano
endohidrolasa (de Silva ¢# a/, 1993; Fanutti ef a/, 1996; Tabuchi ez 4/, 2001) o
bien desarrollar una actividad transglucosilasa (Farkas e a/., 1992; Fanutti ez al.,
1996). Otros autores proponen la posibilidad de que todos los miembros
puedan ejercer ambas actividades enzimaticas, pero que su regulacién
discrimine o priorice entre una u otra (Saladie e a/., 2000). La existencia de un
elevado nimero de genes codificando la misma actividad enzimatica cuestiona
una serie de aspectos que revelan la existencia de una redundancia para
desempefiar varias funciones fisiolégicas, lo que implicarfa una notable
importancia de las mismas, o por el contrario una funcién diferencial de cada
una de las enzimas que no ha sido aun esclarecida (Rose et al, 2003). Sin
embargo, el andlisis se las secuencias, revela que muchos de los miembros de la
familia XTHs muestran una especificidad de 6rgano o tejido, como por
ejemplo, varios miembros del Grupo 2, predominan en raices, silicuas o
nervios, ademas de responder diferencialmente a las hormonas vegetales,
mostrando una regulacién frente a auxinas, giberelinas, brasinélidos y acido
abscisico (Yokoyama y Nishitani, 2001), lo cual corrobora los resultados de una
expresion diferencial en respuesta a estimulos ambientales (Xu e al, 1996;
Akamatsu 7 al., 1999).
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Actualmente se han identificado mas de 33 secuencias génicas en Arabidopsis
thaliana 1. (Yokoyama y Nishitani, 2001) que codifican para otras tantas
proteinas pertenecientes a esta familia, mientras que en Solanum lycopersicum 1.
se han descrito 12 secuencias completas. En monocotiledéneas, como por
ejemplo el arroz, se han encontrado 29 miembros de la familia, demostrando su
elevada importancia incluso en las paredes con cantidades bajas de xiloglucano
(Uozu et al., 2000). Estas enzimas estan adscritas a la familia 16 de glicosil-
hidrolasas, GH16 (Yokoyama y Nishitani, 2001) (http://afmb.cnrs-
mrs.fr/CAZY /fam/GH16.html)  actuando  especificamente  frente  al

xiloglucano. Ultimamente se ha discutido la posibilidad de que también pueda
actuar frente a glucuronoarabinoxilano que es el polisacirido que une las

microfibrillas de celulosa en las gramineas.

La reaccion enzimatica

Evidencias quimicas demuestran que la unién entre polisacarido-enzima se
produce mediante un enlace glucosil ester, donde probablemente intervenga un
grupo COOH y un residuo de asparagina del centro activo. La habilidad de
mantener esta unién durante minutos u horas, constituye la base metodolégica
de purificaciéon del complejo para el estudio de la actividad enzimatica XET
(Steele y Fry, 1999; Sulova y Farkas, 1999). Se ha estudiado la preferencia de la
XET frente al xiloglucano donador, encontrindose comportamientos
contradictorios. Se describié que la velocidad enzimatica era mayor cuanto
mayor era la masa molecular de la cadena de xiloglucano (Nishitani y
Tominaga, 1992) o bien que estaba influida por las cadenas laterales adyacentes
a la glucosa sin sustituir donde se realiza el corte (Fanuti ez a/, 1996). Otros
ensayos muestran que, tras el analisis de diez isoenzimas, los cortes se realizan
estocasticamente en la cadena de xiloglucano (Steele ez /., 2001), mientras que
en otro trabajo una de las cuatro transformaciones génicas de la enzima,
mostraba una dependencia de la fucosa del xiloglucano para el corte (Campbell
y Bramm, 1999 b). Si analizamos la especificidad de la enzima por la molécula

receptora, la variabilidad es mucho mayor. Mientras que algunas XET prefieren
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cadenas de menos de 16 glucosas en el esqueleto (Takeda ez al, 1996) otras
requieren cadenas largas (Purugganan ef a/., 1997). Y mientras algunas prefieren
oligosacaridos sin fucosilar, otras los necesitan fucosilados (Campbell y Bramm,
1999 b). También se determind que la estructura minima que actia como

oligosacarido receptor es la XXG, siendo necesarios los dos residuos de xilosa

(Lorences y Fry, 1993).

Caracterizacion cristalografica de la enzima

El estudio cristalografico de la enzima ha permitido realizar un analisis
funcional y filogenético mostrando la descripcion mas exhaustiva de esta
enzima (Johansson e al, 2004). De modo que la proteina de = 32 kDa
(Nishitani y Tominaga, 1992; Steele y Fry, 1999), cuenta con un giro
B caractetistico de la familia GH16 y similitudes con el centro reactivo de la
familia GH7, compuesto por 2 cadenas 3 antiparalelas formando el giro
consistente en una cara convexa y otra concava que contiene el sitio de unién al
sustrato (azdcar). Analisis de SDS-PAGE (Campbell y Braam, 1998) y de
cromatografia de permeacion en gel, indican que la XTH se encuentra en forma
de monémero con un tamafo que oscila entre 6.5-10.0 nm (Baron-Epel ¢ a/,
1988), los cuales serfan capaces de difundir por los poros de la membrana y
posibilitarfan su actuacién a ambos lados de la misma. Pese a esta capacidad, no
parece que la XTH se transporte por la ruta simplastica a través de

plasmodesmos, ni que actie en la cara citoplasmatica de la membrana.

Implicacion de la XTHs en diversas funciones

Se ha postulado que las XTHs participan en numerosas funciones (Rose ez 4/,

2002):
e Pérdida de rigidez de la pared celular:

- La primera funcién es la mas estudiada, puesto que permite la elongacién y

crecimiento celular, hecho que se ha estudiado en multitud de especies
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vegetales como en Arabidopsis (Antosiewicz et al. 1997; Vissenberg ez al., 2000),
tabaco (Vissenberg ez al., 2000), tomate (de Silva ez al., 1994; Catala ez al., 2000),
arroz (Uozu et al., 2000), zanahoria (Hetherington y Fry, 1993), guisante (Potter
y Fry, 1993), maiz (Pritchard ef al, 1993; Smith e al, 1996), lechuga y pepino
(Potter y Fry, 1994).

- Implicada en el crecimiento de las raices laterales (Medford ez al, 1991, Xu
et al., 1995; Antosiewicz et al., 1997; Vissenberg ¢t al., 2000).

e Integracion de xiloglucano en la pared celular:

- La integracion de nuevo xiloglucano en la pared (Thompson y Fry, 2001).
- La formacién de aerénquima en raices (Saab y Sachs, 1990).

- Formacion de los espacios aéreos del mesofilo (Antosiewicz ef al., 1997).

- Interviene en el refuerzo de las paredes, sobre todo de haces conductores
(Medford ez al., 1991; Xu et al., 1995; Antosiewicz ez al., 1997; Vissenberg et al.,
2000; Oh et al., 2003).

- Orientador de las fibras de xiloglucano que no contemplan enlace con la
celulosa (Thompson y Fry, 1997), particularmente durante la formacién del
xilema (Bourquin ¢7 a/., 2002; Matsui ez al., 2005).

- En la respuesta a perturbaciones mecanicas como el viento o contactos
fisicos (Braam y Davis, 1990; Xu e7 a/., 1995).

e Degradacion de la pared celular:

- Ademas influye en la degradacion de la pared celular (Rose y Bennett,
1999) en procesos como el ablandamiento de los frutos durante la maduracion
(Redgwell y Fry, 1993; Maclachlan y Brady, 1994; Saladie ez a/., 2000).

- Procesos de abscision (Xu ¢z al., 1995).

e Movilizacion de reservas:
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- La hidrdlisis de glucanos en la movilizacién de reservas durante la
germinacion (Reid, 1985; Farkas ez 4/, 1992; Fanutti ez al., 1996; Chen et al.,
2002).

Hidrolasas: exo-glicanasas v endo-glicanasas

Dentro del grupo de las hidrolasas, nos encontramos con las glicanasas, las
cuales catalizan la hidrolisis de enlaces glicosidicos de las hemicelulosas de la
pared celular, bien cortando en los extremos no reductores y liberando uno a
uno los restos (exoglicanasas o glicosidasas), o bien cortando en el interior de la
cadena (endoglicanasas) (Brummell y Harspter, 2001). Una de estas
endoglicanasas es la endo-f-(194)-glucanasa que rompe los enlaces B-(124)
entre dos restos de glucosa, como los que se encuentran en la celulosa no

cristalina y el xiloglucano. Estas enzimas tienen multiples isoformas.

Poligalacturonasas.

Las poligalacturonasas realizan cortes en los polimeros de 4acido
poligalacturénico, depolimerizando y solubilizando pectinas. Su accién puede
ser tipo exo o endo. Las exopoligalacturonasas eliminan unidades de acido
galacturénico del extremo no reductor, mientras que las endopoligalacturonasas
cortan al azar en mitad del polimero. Su accién se ve activada por la
disminucién de pH provocado por otras enzimas, como las pectin metil-
esterasas. La actuaciéon de la poligalacturonasa es muy notable durante la
maduracién de frutos, ya que el 2% de los poli(A)*™ RNA totales producidos
durante este proceso, pertenecen a la enzima (Dellapenna ez a/, 1987). La
enzima fue propuesta como la maxima responsable del ablandamiento de los
frutos. Sin embargo, frutos con expresion antisentido de la enzima (Smith e7 al,
1990) o la expresion ectopica en frutos no maduros (Giovannoni ez al., 1989;
Wang ez al., 2000) indican que la poligalacturonasa por si sola, no es suficiente
para la pérdida de firmeza durante la maduracién de los frutos (Brummel y
Labavitch, 1997).
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Pectin metil-esterasas

Son enzimas que catalizan la hidrélisis de los enlaces éster-carboxilicos. Estas
enzimas desempefiar un papel importante durante la maduracion de los frutos,
puesto que eliminan los grupos metilo del carbono 6 de los residuos del acido
galacturénico de las pectinas. De este modo, elevan su carga negativa,
posibilitando la formacién de nuevos puentes de calcio entre ellas, o bien
forzando su separacion al aumentar la relajacién de las capas de polisacaridos y
la accesibilidad de otras enzimas como las poligalacturonasas (Koch y Nevins,

1989).

Existen otros dos tipos de enzimas que pueden hidrolizar enlaces éster-fosfato

(fosfatasas) y enlaces peptidicos (proteasas) de la pared celular.

Oxidoreductasas: peroxidasas.

Las oxidorreductasas son enzimas que oxidan el sustrato utilizando perdxido
de hidrégeno o hidroperoxidos organicos. Suelen actuar sobre los residuos
fenolicos siendo las responsables de la lignificacion de la pared, de la formacién
de los puentes de isoditirosina y de puentes difenil (Fry, 1982). Ademas, suelen
realizar funciones de detoxificacién de radicales libres. De este modo, las
peroxidasas se han correlacionado negativamente con la tasa de expansion
celular, sugiriendo que inhiben la relajacion de la pared (MacAdam y Grabber,
2002).

La pared celular protagonista del crecimiento y expansion
celular de la planta

Los cambios en la morfologia de los tejidos y 6rganos que tienen lugar durante
el crecimiento y desarrollo de la planta, estan controlados por la divisién celular
junto con las modificaciones y reorganizaciones de los componentes de la
pared primaria y con la sintesis e inserciéon del nuevo material entre los

componentes de las paredes ya existentes (Fry, 1988). Las paredes primarias de



INTRODUCCION GENERAL 25

las células en crecimiento son capaces de aguantar tensiones en la planta de
entre 100-1000 atmosferas, ocasionadas por la presion de turgencia, que es la
fuerza que controla el crecimiento y que permite el incremento en volumen del
protoplasto. Por lo tanto, se debe establecer un compromiso entre una
relajacion enzimaticamente controlada de la pared para que permita el
crecimiento impulsado por la presiéon de turgencia, para después volver a
recuperar su estructura y rigidez (Carpita y Gibeaut, 1993). Ademas de controlar
el crecimiento, la pared condiciona su direcciéon principalmente por la
disposicion de las microfibrillas de celulosa. Sin embargo, los factores
bioquimicos y fisicos que regulan la modificaciéon y expansion de la pared
celular primaria no estan totalmente esclarecidos, pese a que se conocen
polimeros y enzimas que cumplen un papel destacado tanto en el desarrollo
programado genéticamente, como en respuesta a estimulos ambientales como
puedan ser el pH, sequia, luminosidad o el potencial redox (Cosgrove, 2000).
Asi, se pueden clasificar los agentes primarios de pérdida de rigidez como las
enzimas, proteinas o ibnes que afectan directamente a la expansion de la pared,
y como agentes secundarios a los que catalizan la respuesta de los anteriores,
pero sin la posibilidad de permitir por si mismos el crecimiento (Cosgrove,
1999). La red tridimensional formada por la celulosa y hemicelulosas
(xiloglucano) es la estructura donde probablemente se produzcan los cambios
que permitan la elongacion de la pared, dejando la red de pectinas en segundo
plano, la cual puede sufrir alteraciones indirectas, resultado de las provocadas

en la red anterior (Cosgrove, 1997).

De modo que durante la expansion de la pared celular, el xiloglucano que
mantiene unidas a las microfibrillas de celulosa, se soltarfa. Este proceso podria
darse por la ruptura de los puentes de hidrégeno que unen el xiloglucano a la
celulosa, o bien, se romperfa su cadena, permitiendo la separacion de la celulosa
y por lo tanto la extension de la pared. Asimismo, el desglose del xiloglucano se
verfa aumentado por el tratamiento con auxinas (Nishitani y Masuda, 1981). En
el modelo fisico de crecimiento, donde se estudia la influencia de las
caracteristicas termodinamicas de los enlaces de hidrégeno (Veystman vy

Cosgrove, 1998), se predice la abundancia y tamafo del xiloglucano unido que
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deberia ser modificado para permitir la elongacién. Asi, experimentos en los
que se ha modificado el tamano del xiloglucano en células en crecimiento

(Takeda et al., 2002), han confirmado las predicciones de este modelo fisico.

El crecimiento y elongacién celular, al igual que todos los procesos fisiologicos,
se encuentran estrechamente regulados por la sensibilidad de los tejidos a una
combinaciéon de hormonas (Bishopp ¢z a/., 2006). De hecho, estas fitohormonas
ejercen una notable influencia sobre la expresion de los genes que codifican
para las enzimas encargadas de llevar a cabo estos procesos, como por ejemplo,
la XTH. Por ello, las auxinas, giberelinas y brasinosteroides, influyen en la
expresion de los genes que promueven el crecimiento, activando su expresion,
mientras que el acido abscisico o el etileno, actuan como reguladores negativos
Xu et al., 1995 y 1996; Catala e al., 1997; Cui et al., 2005; Yuna ef al., 2005).

Asimismo, la expansién de la pared celular necesita de un equilibrio entre
elongacion, sintesis e integracion, con el objetivo de dar respuesta al
crecimiento rapido que se produce en segundos o milésimas (Cosgrove, 1981).
Este, esta basado en cambios rapidos de extensibilidad sin alteraciones
significativas en la composiciéon o estructura de la pared. Para explicar la

pérdida de rigidez de la pared se han propuesto 4 mecanismos:

e Radicales hidroxilo, (¢OH), que desde hace un tiempo se les ha relacionado
con el crecimiento (Fry, 1998; Schopfer ez al., 2002). La hipétesis se basa en que
los radicales pueden cortar los polisacaridos de la pared no enzimaticamente,
obteniendo un atomo de hidrégeno. Sin embargo, los niveles de radicales libres
son dependientes de auxinas, puesto que estos radicales catabolizan el 4cido
indolacético mediante descarboxilacion oxidativa, mermando su concentracion.
También se ha propuesto que los radicales se obtengan via iones de cobre o
bien mediante las peroxidasas. Aunque, la influencia de estos radicales serfa de
un 1% frente al 40-100% de la influencia del crecimiento acido. Tampoco
podemos olvidar la importancia que los quelantes de Ca*?2 y los enlaces borato

producen en la regulacion de la maduracion (Dumville y Fry, 2003).

e Las expansinas son proteinas que seguramente catalizan la rotura puntual de

puentes de hidrogeno existentes entre el glucano de las microfibrillas de
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celulosa y las cadenas de xiloglucano (McQueen-Mason y Cosgrove, 1995).
Aunque no tienen actividad hidrolitica ni transglucosilasa, ni modifican la
distribucion de la masa molecular media, ni la viscosidad de los polisacaridos de
la pared, son las tnicas proteinas descritas que pueden inducir la extension de la
pared n vitro (Cosgrove, 2000). Su mecanismo de actuacién se basarfa en la
rotura puntual de los puentes de hidrégeno entre las cadenas de glucano de las
microfibrillas y el xiloglucano, de modo que al estar la pared celular sometida a
tension, los puentes de hidréogeno se podrian formar instantaneamente en otra
posicion, lo que ayudarfa a fijar la extension. La acciéon de las enzimas es
dependiente del pH y se encuentran activadas a pH fisiolégico de entre 4.5 y
6.0, caracteristicos de células en crecimiento (Li e# a/, 2003). Este pH sirve de
control del crecimiento mediante la H™-ATPasa, integrada en la membrana
plasmatica. Ademas, estudios genéticos de las secuencias de las expansinas han
mostrado su relacién con el crecimiento de ciertos tipos celulares, maduracion

de los frutos, la abscision y la polinizacion (Choi ez al., 20006).

e La accion puntual de las endo-B-(194)-D-glucanasas romperia la cadena de
xiloglucano, permitiendo la separacion de las microfibrillas. Se cree que estas
enzimas favorecen la actuacién de otras, haciendo mas accesible el xiloglucano
al degradar la celulosa paracristalina (Ohmiya e a/, 2000). Esta enzima cuenta
con varias isoformas que, en tomate, se presentan a lo largo de todo el
desarrollo del fruto, disminuyendo en los frutos sobremaduros (Maclachlan y

Brady, 1994).

e La accién de la XET permite alargar las cadenas de xiloglucano separando las
fibras de celulosa, puesto que realiza cortes en el xiloglucano e incorpora el
extremo reductor generado a otro no reductor de una nueva cadena de
xiloglucano. Este hecho, permite la incorporaciéon de nuevo material, el cual es
imprescindible para el crecimiento y elongacion celular. Esta enzima también
puede actuar como endohidrolasa (XEH), cortando la cadena donadora de

xiloglucano y usando agua como aceptor.

Aunque los primeros estudios realizados sugirieron que las unicas proteinas de

la pared celular capaces de inducir un aumento en la extensibilidad eran las
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expansinas (Cosgrove, 1989; McQueen-Mason ¢z al., 1993), estudios posteriores
pusieron de manifiesto el efecto de la actividad enzimatica XET sobre la
extensibilidad. Asi, en paredes aisladas de hipocétilos de judia (I7gna angularis
(Willd.) Ohwi y H. Ohashi) la XET reducia la extensién de las mismas (Kaku ez
al., 2004). Otros estudios realizados 7 vivo, demostraron que el metabolismo del
xiloglucano esta regulado por la actividad enzimatica XET enddgena y
constituye un punto de control para la elongacién celular (Takeda ez a/, 2002),
puesto que la adicion de largas cadenas de xiloglucano con un elevado potencial
de unién a las microfibrillas, reduce el crecimiento de los tallos de pepino en
mas de un 50%. Adicionalmente, los resultados obtenidos en sistemas

artificiales de celulosa-xiloglucano muestran que la XTH induce el estiramiento
axial (Chanliaud e7 /., 2004).

Por otro lado, se han realizado varios estudios donde se ha observado una
estimulacion del crecimiento y una sustancial solubilizacién del xiloglucano, al
afiadir oligosacaridos del xiloglucano, XGOs, puesto que la enzima los usa
como aceptores de la transglucosilacién, obteniendo resultados similares a la
actividad hidrolasa debido a la reducciéon de la longitud de las cadenas de
xiloglucano. Pero a este resultado también se le puede achacar el uso de
concentraciones de XGOs mucho mas elevadas de las existentes 7z vivo (Fry,
1994). Por otra parte, se ha visualizado la actividad enzimatica XET mediante el
uso de XGOs marcados con fluorescencia (Fry, 1997; Ito y Nishitani, 1999).
De modo que, cuando se marcaron raices mediante este método, se encontr6
que la actividad enzimatica XET fue maxima en la zona de elongacién, ademas
de en la zona de crecimiento de pelos radiculares y en las raices viejas donde se
incorpora xiloglucano para reforzar la pared celular en el crecimiento
secundario (Vissenberg ez al, 2001). Los estudios moleculares posteriores
mostraron que 4 genes de XTH estaban implicados en la actividad enzimatica
XET encontrada (Vissenberg ez al., 2005 b). Ademas, estudios recientes sitdan
la fluorescencia de los XGOs junto a las microfibrillas de celulosa de células en
elongacion, mientras que en células en division, la sefal era difusa, lo que indica
que algunas isoformas de la XTH prefieren el xiloglucano unido a la celulosa y

otras muestran una funcién menos especifica. Aunque otra explicacién es que
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las nuevas particulas que se secretan son mas accesibles a ser marcadas con la
fluorescencia y se unirfan a las microfibrillas de celulosa tan pronto como estas

se formaran, lo cual es un proceso muy rapido en células en elongacion.

Ademis de los cambios en elongacion, sintesis e integracion, la pared
experimenta cambios lentos y graduales, asociados a las células maduras, donde
se fortalecen las paredes con modificaciones sustanciales en la composicion y
las interacciones. Asi, la XET realiza una funcién de refuerzo vy
mantenimiento de la estructura de la pared durante el crecimiento mediante
la incorporacion de largos oligosacaridos y por el continuo depésito de cadenas
largas de xiloglucano en la cara interna de la misma, como mostraron los
estudios en raices (Vissenberg ¢z al, 2001) y en tallos de guisante (Takeda ef al.,
2002).

La expresion génica de esta enzima en las células ubicadas en regiones donde se
produce la formacion de pared es muy alta, es decir, en zonas de elongaciéon y
en sitios de depdsito contindo después del alargamiento o en zonas de
remodelacién (Hyodo et al., 2003; Yokoyama et al., 2004; Vissenberg e# al., 2005
a). En las aproximaciones realizadas mediante modificaciéon génica de los
niveles de XTH (Herbers ¢z al., 2001), se pudo observar que una supresion de la
expresion de la enzima en un 56% provocaba un aumento del tamafo del
xiloglucano de un 20%, sin que se cuantificaran efectos sobre el crecimiento de
la planta, sugiriendo que los cortes o posteriores reuniones fueran menos
frecuentes y que las moléculas del xiloglucano fueran mas largas, permitiendo la
unién por puentes de hidrégeno a la celulosa mas alejada. Cuando se obtuvo el
mutante AZXTH27 (Matsui e al., 2005) se comprobé que sufria modificaciones
en el desarrollo xilematico, contabilizindose un nimero menor y sin forma de
venas terciarias, ademas de un acortamiento y deformaciéon de las traqueidas
(células especiales del xilema). XTH27 se expresaba en muchas zonas de la
planta pero sélo se observaba fenotipo en las venas terciarias de los mutantes,
lo que indica la implicaciéon de esta isoenzima en procesos de relajacion y

posterior incorporacion del xiloglucano en paredes secundarias.
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La complejidad de la regulaciéon probablemente sea el reflejo de la diversidad
funcional de la familia génica de la XTH, puesto que las distintas isoenzimas de
la XTH muestran un elevado rango de respuestas a diferentes hormonas, como
las auxinas en las zonas de elongacion (Catala ef al, 1997 y 2001) en el
desarrollo de los vasos conductores y la elongacién de los entrenudos
(Nakamura e# a/, 2003). También, encontramos que la protefna XTH se
encuentra regulada por giberelinas en la germinacion de las semillas (Chen e al.,
2002) o por brasinosteroides en el desarrollo vascular durante la elongacion de
los hipocétilos (Oh ez al, 2003). Otros trabajos proponen una regulacion
combinada mediante giberelinas de las enzimas XTH reguladas a su vez por
auxinas (Culi ez al., 2005).

Adicionalmente, las XTH muestran una regulacion mediante estimulos
ambientales abibticos, como por contacto mecanico, luz y temperatura (Xu ef
al., 1995 y 1996) o la regulacién por una mezcla de estimulos ambientales
abidticos y hormonales (Lee e al, 2005). Sin olvidar la respuesta frente a
estimulos ambientales biéticos, como la modificaciéon de la expresion de la
enzima frente a la infeccidon por parasitos (Albert e al., 2004). De este modo, se
piensa que las duplicaciones seguidas de la presion de seleccion ejercida por la
evolucién, codifican unas proteinas que no solo difieren en las propiedades
enzimaticas sino que también lo hacen en su regulacion (Xu et al, 1996;
Akamatsu ¢ al, 1999; Burstin, 2000; Uozu e al, 2000; Catala e al., 2001;
Yokoyama y Nishitani, 2001).

Implicacion de la pared celular en el ablandamiento de los
frutos durante la maduracion

Tras la fecundacion de la flor de tomate se inicia el desarrollo del fruto donde
podemos diferenciar dos fases: el crecimiento y la maduraciéon
organoléptica. En el primero, se produce la divisiéon celular intensa, la cual
cesa paulatinamente a medida que comienza el alargamiento y engrosamiento
celular hasta completar su crecimiento, aumentando hasta mas de 10 veces el

volumen celular (Coombe, 1976). LLa segunda fase del desarrollo comprende los
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numerosos cambios organolépticos, como en sabor, textura y color (Rhodes,
1980; Seymour e¢# al., 1993), consecuencia del descenso del almidon (amilasas) y
aumento de azucares solubles (glicosidasas), la reducciéon de la concentracion
de 4cidos, los cambios en la estructura de la pared celular (Fischer y Bennett,
1991), la sintesis de aromas y de algunos pigmentos y degradacién de otros
(Grierson et al., 1987; Carrari y Fernie, 20006). Junto con todo ello, aumenta la
susceptibilidad a los ataques por patdégenos ademas de otros cambios quimicos

y fisicos (Rhodes, 1980).

Los cambios en textura, se podrian resumir como la desestructuracion de la
red celulosa-xiloglucano junto con la solubilizaciéon de las pectinas, que
combinado con la pérdida de las cadenas laterales de las mismas, provocan el
aumento de la porosidad, permitiendo el acceso a las enzimas degradativas
(Brummell, 2006) que actuarfan junto con los mecanismos no enzimaticos (Fry
et al, 2001; Dumville y Fry, 2003). Estos mecanismos causan cortes en
polisacaridos y alteraciéon de proteinas inducidos por las especies reactivas del
oxigeno, un efecto quelante debido a los iones de calcio y la estabilizacion
mediante los enlaces de boro (Fry, 2004 a). Todos estos procesos responden a
un programa genético predeterminado, coordinando a la perfeccion la
diferenciacién de los 6rganos oportunos (Fischer y Bennett, 1991; Brummell,
2000) y, entre otros, a la pérdida e incorporaciéon de nuevo material estructural
polisacaridico a la pared (Tong y Gross, 1988; Cosgrove, 1997), con el objetivo
ultimo de la dispersion 6ptima de la semilla. Cabe destacar, que a excepcion de
algunas células especializadas o vasculares, la mayoria de las presentes en el
frutos estan sin lignificar, y por lo tanto son relativamente similares a las

paredes celulares primarias (Brummell, 2000).

En los estudios moleculares llevados a cabo se ha elegido al tomate como
sistema modelo de fruto climatérico, puesto que cuenta con un genoma
diploide simple, de pequefio tamafio, 0.9 pg por genoma haploide,
(Arumuganathan y Earle, 1991), un tiempo generacional corto (45-100 dias
segun variedades y condiciones climaticas), una propagacion facil por semillas o

clones, una alta eficiencia en la hibridacién sexual, unas técnicas de
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transformacion rutinarias, una informacion genética y gendémica muy amplia y

colecciones de EST muy extensas (Van der Hoeven ¢# /., 2002).

La pérdida de firmeza se debe a la alteracion de la turgencia celular y a la
progresiva solubilizaciéon de las pectinas insolubles de la lamina media que
cementa y unen las células y de las hemicelulosas, de modo que se pierde la
consistencia en los tejidos. La solubilizacion de las pectinas se lleva a cabo
por una actuacién secuencial de la pectin metil-esterasa (PME) que hidroliza los
radicales metilo de las pectinas. Esta enzima comienza a expresarse antes del
inicio de la maduracion regulada por el etileno (Tieman ez al, 1992). A su vez,
actia la poligalacturonasa, la cual se ve activada por la acidificacién del pH
provocado por la pectin metil-esterasa. La poligalacturonasa constituye una de
las enzimas mas importantes durante la maduracion, aunque varios estudios
indican que esta enzima por si sola no es suficiente para la pérdida de textura

propia de la maduracién (Brummel y Labavitch, 1997).

Ademas de las enzimas que metabolizan las pectinas, encontramos otras que
hacer lo propio con las hemicelulosas, como las endo-f-(194)-glucanasas
(Maclachlan y Brady, 1994). Asimismo, otro estudio identifica la relacién de
una B-galactosidasa, inducida por etileno, con el ablandamiento (Smith ez a/,
2002) y una expansina que actia en procesos de crecimiento del fruto y en las
modificaciones de firmeza que acompafian a la maduracién del mismo (Rose e7
al., 1997, Brummel ez al, 1999). También se he propuesto la actividad XET,
para explicar la depolimerizacion del xiloglucano durante la maduracién y
ablandamiento, aunque no se han encontrado evidencias claras. Ademas, se ha
sugerido la regulacién de la XTH mediante etileno en frutos no climatéricos
(Redgwell y Fry, 1993; Schroder et al, 1998). Adicionalmente, se han
encontrado valores elevados de actividad enzimatica XET en los frutos verdes
(Catala et al., 2000; Saladie ef al., 2006), implicando a la enzima en procesos de
divisién, expansion celular y crecimiento del fruto, pero no en la maduracién
directamente, aunque podria jugar un papel de mantenimiento en este proceso
incorporando nuevo xiloglucano a la pared (Brummell y Harpster, 2001). Si

bien es cierto que otros autores han encontrado valores maximos de expresion



INTRODUCCION GENERAL 33

en el estadio naranja, disminuyendo hasta la maduracion (Arrowsmith y de
Silva, 1995) y se han encontrado XTH con actividad hidrolasa (XEH) en la
maduracién de los frutos (de Silva ez a/, 1993; Arrowsmith y de Silva, 1995).

Otras enzimas destacables son las peroxidasas que influyen tanto en el
crecimiento del fruto, como en frenar la pérdida de firmeza propia de la
maduraciéon mediante la formacion de los puentes diester (Thompson y Fry,
2001; Andrews et al., 2002). Todo ello acompafiado por un descenso en el pH
de los espacios de la pared celular y un aumento de la concentracién de algunos
iones (Almeida y Huber, 1999). Terminada la fase de maduracion, el fruto
pierde turgencia, aumenta su sensibilidad al medio, pierde el control metabdlico

y comienza su senescencia.

Implicacion de la pared celular en el ataque por patégenos

Existen numerosos estudios que exponen claramente cémo las plantas se
protegen frente al ataque por patégenos, subrayando la importancia que juega
la pared celular como barrera protectora natural en este proceso (Juge, 2000).
Aunque la pared celular es extremadamente efectiva contra el ataque por
patégenos, en ocasiones, mediante una herida o golpe, se rompe y permite que
estos agentes bidticos se introduzcan al interior de la planta. Ademas, muchos
de los fitopatégenos producen una baterfa de enzimas capaces de degradar los
polimeros de la pared celular como las pectinas y hemicelulosas (Collmer y
Keen, 1986; Walton, 1994; Annis y Goodwin, 1997), permitiendo el avance de

la infeccidn.
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OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

Como hemos descrito a lo largo de la introduccion, la actuacién de la enzima
xiloglucano  endotransglucosilasa/hidrolasa  en  numerosos  procesos
fisiolbgicos, describe patrones de actuacion muy variables, de modo que se
produce la necesidad de un estudio en profundidad de la implicacion de la
proteina XTH en estos procesos. Por ello, el objetivo general de este trabajo
se baso en la caracterizacion fisiolégica, bioquimica y molecular de la
enzima xiloglucano endotransglucosilasa / hidrolasa, utilizando So/anum

lyeopersicum L. como sistema de estudio.

Como primer objetivo parcial nos propusimos estudiar la participacion de la
XET en el crecimiento de plantas, elongacion y expansion celular. Como
se ha descrito previamente, en las paredes celulares Tipo I se disponen tres
redes entrecruzadas que la definen y, por lo tanto, determinan su
comportamiento frente a los procesos fisiologicos donde la pared celular esta
implicada. A lo largo de la elongacién, expansion y crecimiento celular, la red
celulosa-xiloglucano controlara este proceso, y por lo tanto, el xiloglucano sera
uno de los componentes responsables del mismo. En consecuencia, la XET
adquiere un papel relevante, ya que actuara sobre el xiloglucano que une a las
microfibrillas de celulosa o sobre las interacciones que se establecen en y con
esa red, mediante la realizacién de cortes y posteriores uniones entre estos
polimeros. Para poder estudiar la implicaciéon de la XET en la elongacion,
expansion y crecimiento de las plantas, se utilizaron dos estadios de desarrollo
vegetativo. En primer lugar se usaron plantulas etioladas, con el objetivo de
esclarecer la participacion de la XET en este proceso de extension y relajacion
de la pared celular primaria. Y en segundo lugar, usamos plantas de 12 hojas,
en las que existe crecimiento primario y secundario, con el objetivo de dilucidar

la contribucion de la XET, tanto en el crecimiento de las paredes primarias
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como secundarias. Las plantulas y plantas de tomate que se utilizaron fueron de
la variedad Money Maker silvestre, asi como de dos lineas transgénicas que
mostraban niveles de expresion de la S/XTH1 alterados. Nuestro propésito fue
estudiar la implicaciéon de la actividad enzimatica XET a lo largo del
crecimiento de las plantulas y plantas silvestres, ademas de su comportamiento
en comparaciéon con las dos transgénicas. También se estudiaron las
caracteristicas de expresion génica, enzimaticas y fenotipicas de los dos estadios
de desarrollo de las plantas, junto con su respuesta frente a la extensibilidad de

la pared.

Adicionalmente, se estudié la respuesta que se produce en el crecimiento
celular de las plantulas y plantas, cuando se les somete a estreses abibticos,
como el hidrico, salino y térmico. Con ello, intentamos esclarecer la implicacion
de la pared celular en general y de la XET en particular, bajo la presiéon de

factores ambientales abioticos.

El segundo de los objetivos parciales, se basé en esclarecer la implicacion de
la XET en el crecimiento y ablandamiento de los frutos. El principal
proceso que ocurre durante el desarrollo de los frutos es, la degradacion de las
pectinas de la lamina media y de las hemicelulosas de la pared celular de los
frutos. Esta degradacion se produce mediante numerosas enzimas hidroliticas.
Varios estudios muestran una estrecha relaciéon de los niveles de XET con el
crecimiento de los frutos y su maduracion, por ello estudiamos su participacion
en la definicion de la estructura del xiloglucano y su implicacién en las
modificaciones de las hemicelulosas de la pared celular que ocasionan el
ablandamiento de los frutos. Se utilizaron los frutos de las plantas de tomate
variedad Money Maker silvestre, asi como de dos lineas transgénicas que
mostraban niveles de expresion de la S/XTHI1 alterados. Nuestro objetivo se
centr6 en estudiar la implicacion de la actividad enzimatica XET a lo largo del
crecimiento y de la maduraciéon de los frutos silvestres, ademas de su

comparacion con los dos frutos transgénicos.
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El tercero de los objetivos parciales consistio en estudiar el papel de las
enzimas implicadas en el metabolismo de la pared celular de frutos
durante la infeccién por un patégeno fungico y en particular, la implicacion
de la XET. La pared celular constituye la barrera natural de los frutos frente a
los patégenos, pero cuando se inicia la infeccién, bien mediante una herida o
por algin agente bidtico, se desencadenan una multitud de procesos en los que
la pared celular y su maquinaria enzimatica toman parte activa. Se utilizaron
manzanas de la variedad Golden y tomates de la variedad Canario y Money
Maker silvestre y transgénicos. Se investig6 la participacion de la baterfa
enzimatica de la pared celular en los diversos aspectos de la degradacion de la
pared celular durante la infeccién fungica y mas detalladamente, el

comportamiento de la familia de las XTHss.

El ultimo objetivo parcial se basé en estudiar la posible regulacion de las
XTHs por etileno. El etileno interviene en diversos procesos fisiolbgicos
como la maduracién de los frutos climatéricos y la respuesta a la infeccion por
patégenos. Nos propusimos estudiar el efecto del etileno sobre la expresion de
las XTHs y la actividad enzimatica XET, para poder determinar la posible
implicacion de las XTHs en la modulacién de las respuestas mediadas por el
etileno. Se utilizaron los frutos de tomate de la variedad Money Maker, asi

como tomates de la variedad Canario.



\

CAPITULO I

Implicacion de la xiloglucano
endotransglucosilasa en el

crecimiento de la plantula
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INTRODUCCION

La pared celular primaria es la encargada de limitar el tamafio y volumen
celular, asi como de controlar el crecimiento. Por accion de numerosas
enzimas, que actian sobre las redes estructurales de la pared, se reduce el grado
de rigidez, permitiendo la extensiéon provocada por la presion de turgencia para,
a continuacion, volver a fijar con nuevos enlaces los componentes existentes y
los sintetizados de zovo. La relajacion de estas redes posibilitara y determinara la

direccion del crecimiento (Emons y Mulder, 2000).

Se han postulado tres sistemas capaces de producir pérdida de rigidez, como
son las endo-B-(194)-D-glucanasas que rompen cadenas de xiloglucano, las
expansinas que rompen los puentes de hidrégeno entre xiloglucano-celulosa y
por ultimo la accion de la XET, que es la tnica enzima capaz de realizar cortes
en el xiloglucano e incorporar nuevas cadenas del polimero, fijando la
estructura y manteniendo el crecimiento. Como cuarto factor se afladen los
radicales libres, necesarios para el crecimiento y elongacién celular (Cosgrove,

2005).

Desde que se describié la actividad enzimatica XET se han encontrado
numerosas evidencias que relacionan la expresion génica y/o la actividad
enzimatica con el crecimiento, elongacion y expansion celular en multitud
de especies vegetales de monocotiledoneas, dicotiledéneas y gimnospermas,
como Arabidopsis, tabaco, tomate, arroz, pepino, lechuga, zanahoria y guisante
(Campbell y Braam, 1999 a; Rose ¢f al., 2002).

La XET ha sido localizada principalmente en las zonas de crecimiento y
elongacion de los hipocétilos, en las hojas en expansion desde el meristemo
apical del hipocétilo, en los primordios de las raices laterales y durante el
desarrollo de los tejidos vasculares (Xu ez al, 1995 y 1996; Antosiewicz ef al.,
1997; Rose ¢t al., 2002).
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Ademas, la expresion de los genes de la XTH esta regulada diferencialmente
en los tejidos que experimentan un rapido crecimiento en respuesta a las
fitohormonas. De este modo, brasinosteroides, giberelinas, acido abscisico y
auxinas, actian ejerciendo un control y regulacion sobre la expresion de vatios
genes de la XTH o/y la actividad XET (Potter y Fry, 1994; Xu et al, 1995 y
1996; Catala ¢f al., 1997; Oh y Clouse, 1998; Cui ¢# al., 2005).

Sin embargo, existen ensayos donde no se ha correlacionado totalmente el
aumento de la actividad XET con el crecimiento, sino con zonas donde ha
cesado este proceso (Potter y Fry, 1993; Pritchard ef al, 1993; Potter y Fry,
1994; Zurek y Clouse, 1994; Palmer y Davies, 1996; Smith ez al, 1996;
Barrachina y Lorences, 1998; Herbers et al, 2001; Wu ef al., 2005), o bien
durante la formacion de la pared secundaria (Bourquin e# a/., 2002) y en algunos
casos especificos donde genes XTHs han sido inhibidos durante el crecimiento
rapido (Catala ef al., 2001), indicando que quiza no sea tan simple la relacién

entre la proteina XTH vy el crecimiento.

El proceso de crecimiento y elongaciéon celular provoca una serie de
modificaciones en la pared celular que se traducen en una alteracion de las
propiedades viscoelasticas de la misma (Kaku ez 2/, 2002; Takeda e al,
2002). Los cambios en estas propiedades podrian ocasionar una respuesta
diferencial frente a los procesos fisiologicos de expansion y elongacion celular.
En un ensayo realizado iz vitro, donde se aplicé la enzima purificada a
hipocétilos, se mostré la incapacidad de la actividad XET para inducir la
extensiéon de las paredes celulares aisladas (McQueen-Mason e al, 1993).
Mientras que otros autores, sugieren que la XET es la que relaciona
crecimiento y extensibilidad de forma indirecta, puesto que existen otros
trabajos que muestran como los XGOs aportados exégenamente promueven el
crecimiento (McDougall y Fry, 1990; Cutillas-Iturralde y Lorences, 1997; Kaku
et al., 2004), lo cual ocasiona adicionalmente la relajacién de la pared celular y el
aumento de la extensibilidad de la misma (Kaku ez a/., 2002; Takeda ez al., 2002).
Sin embargo, la forma hidrolitica de la XTH (XEH) no esta activada por los
XGOs, mientras que la forma que transglucosila de la XTH (XET) aumenta la
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extensibilidad al doble en presencia de XGOs (Kaku ez 4/, 2004). Por otro lado,
en un trabajo realizado con la actividad hidrolasa XEH iz vitro, pone de
manifiesto la reduccion de la extensibilidad de la pared, apuntando que la
purificacién de la enzima del trabajo de McQueen-Mason, posiblemente
contuviera actividad exclusivamente XEH (Kaku ¢z 4/, 2002). De modo que,
bajo condiciones normales de crecimiento, la actividad XEH podtia regular la
extensibilidad de la pared y producir XGOs que mas tarde participarian en la
regulacion de la extensibilidad de la pared, que llevaria a cabo la actividad XET
(Kaku ez al., 2004). Sin embargo, no podemos olvidar que la concentraciéon de

XGOs enddgena en el apoplasto es de 0,1 uM (Fry, 1994).

Por otro lado, si la incubacion se realizaba con cadenas largas de xiloglucano en
lugar de con XGOs se ocasionaba una disminucién de la extensibilidad de la
pared, mediada por la proteina XTH, presumiblemente por la formacién de

uniones intermicrofibrilares (Rose ef a/., 2002).

La influencia de los estreses abidticos sobre las plantas afecta al crecimiento
de las mismas y por ello, a la pared celular y a las enzimas implicadas en la
bioquimica de la misma. Para que se produzca la expansion celular, la presion
de turgencia debe ser maxima, lo que no ocurre si existe un potencial hidrico
bajo. Asi, en hipocétilos, la inhibicién de la elongacién por bajos potenciales
hidricos es muy rapida (Nonami y Boyer, 1990 a y 1990 b) y se debe a la
disminucién de la extensibilidad de la pared (Michelena y Boyer, 1982).
Mientras, en las raices no es tan notable (Pritchard ez al, 1993) o bien se
incrementa la extensibilidad de la pared hasta potenciales mucho menores
(Spollen ez al., 1993), puesto que las raices son menos sensibles a la inhibicién
del crecimiento por bajos potenciales hidricos (Wu e a/, 1996 y 2000). Un
elevado numero de estudios muestran como la composicién de la pared celular
se ve muy afectada por los tratamientos de estrés salino o hidrico (Wakabayashi
et al., 1993; Wu et al., 2005). Prueba de ello, es la inhibicién de la sintesis de
celulosa (Sweet e al., 1990), o la induccién de la a-galactosidasa (Dani ef al,

2005) en sistemas vegetales con bajo potencial hidrico.
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Diversos trabajos relacionan la actividad XET con estreses hidricos y salinos
(Wu ez al, 2000 y 2005; Cho et al., 2006). En ellos, se pone de manifiesto el
incremento de la actividad XET en la zona de elongacion de las raices de maiz
con estrés hidrico, correlacionada con un incremento de la extensién de la
pared celular (Wu e7 al., 1994), y del aumento de las expansinas bajo las mismas
condiciones (Wu e# al., 1996). Sin embargo, se ha descrito la disminucién de
una actividad XET en la zona de elongacién de hipocétilos de soja tratados con
un bajo potencial hidrico (Wu ez a/, 2005). Este hecho hace pensar en la
estrecha relacion entre las expansinas y la XET, en el control de la elongacion y

extensibilidad de las raices bajo condiciones de bajo potencial hidrico.

Conjuntamente, existen varios trabajos que muestran el aumento de la
expresion de una XTH en respuesta al estrés térmico (Xu ez al, 1995; Cho e
al., 2006) o la modulacién de la composicion de la pared celular y de las -
glucanasas con la temperatura (Nakamura e/ a/, 2003). También se ha
relacionado la acumulacién de actividad XET en las células epidérmicas de los
tejidos sometidos a estrés mecanico, ya sea por contacto fisico o por efecto
del viento (Braam y Davis, 1990; Xu ez al., 1995; Antosiewicz ¢ al., 1997) y en la
formacion de espacios intercelulares necesarios para la expansion celular (Saab
y Sachs, 1996; Antosiewicz ez al., 1997).

El uso de las plantas transgénicas, ya sea por aumento o disminucién de los
niveles génicos y/o en consecuencia proteicos y de mutantes “knock-out”,
constituyen una potente herramienta que permite el estudio exhaustivo de la
expresion génica del gen a estudiar, su actividad enzimatica y, en definitiva, su
implicacién en las funciones fisiolbgicas iz vive. Por esa razén y con el objetivo
de estudiar la implicacion de la XET en el crecimiento, se utilizaron, para la
realizacion de este trabajo, plantas silvestres de tomate de la variedad Money
Maker y dos lineas modificadas genéticamente. De entre las lineas transgénicas,
una tenfa aumentada la expresion del gen SXTH1 (XET +) y la otra la tenfa
reducida (XET —). El tnico trabajo donde se utilizaron plantas transgénicas de
la XET, se realizé en tabaco y se anul6 la expresion del gen NZXTH1 (Herbers

et al., 2001). Los autores pusieron de manifiesto que un mismo gen puede
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codificar tanto la forma soluble como insoluble de la enzima, puesto que la
inhibicién génica de la isoenzima provocaba una disminuciéon de ambas
actividades XET. Asimismo, la reduccién de los niveles de expresion y
actividad enzimatica que codifica el gen NZXTH1, provocaban un incremento
en el grado de polimerizacién del xiloglucano de los tejidos vasculares,

sugiriendo que ese hecho podria provocar el refuerzo de la pared celular.

En este Capitulo estudiaremos la implicacion directa del gen S/XTHT1 sobre el
crecimiento y elongacioén de plantulas de tomate, la estructura y modificacion
del xiloglucano, asi como el efecto sobre la capacidad de extension de la pared

celular.

Para completar este trabajo y con el objetivo de estudiar la implicacion de la
XET en la alteracion del crecimiento provocado por los estreses abidticos mas
comunes, se analiz6 el comportamiento de nuestras plantulas bajo los diversos

tratamientos de estrés hidrico, salino y térmico.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

El trabajo experimental se llevo a cabo con plantas de tomate silvestre (XET S)
Solanum  bycopersicum 1. variedad Money Maker y dos lineas de plantas
transgénicas que tenfan modificados los niveles de expresion para el gen
SIXTH1 (Okazawa et al., 1993; Catala et al., 1997): una que sobre-expresaba el
gen SXTH1 (XET +) y otra que tenfa reprimida la expresion de S/XTHI1
(XET —-). Las plantas transgénicas fueron cedidas por el Profesor Sonnewald,
del Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research (IPK), Gatersleben
(Alemania). Las plantas habfan sido disefiadas segiin Herbers ez /. (2001). De
modo que se introdujo el gen S/XTHI1 bajo el control del promotor

constitutivo del virus del mosaico de la coliflor, CaMV 35S, y el terminador ocs,
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de la optopina sintasa. En las plantas de las lineas que sobre-expresan el gen
S/XTH1, se comprobaron niveles superiores de este mRNA en distintos tejidos
y en las lineas que tenfan reprimida su expresion, no se observaron niveles de
mRNA en estos mismos tejidos. De
entre las lineas obtenidas, se

smm# /ﬁ@ 4 seleccionaron las que mostraron un

comportamiento mas acusado (mayor/

APICAL 1 ., .
em menor expresion) y mas estable
TOTAL .
espacialmente. De modo que, en la
1 25-35cm . o
segunda generacion, se eligieron las
BASAL 1cm dos lineas homocigotas indicadas

anteriormente (XET + y XET -). Se

sembraron 150 semillas de cada una de

las lineas, silvestre y transgénicas, que
se dispusieron al tresbolillo en cada
RAIZ una de las bandejas de 43 x 28 x 7 cm,

sobre 4 hojas papel de filtro

humedecidas con 80 ml de agua miliQ.

Se mantuvieron en oscuridad a 25 °C y 70% de humedad relativa en una
camara de crecimiento provista de luz verde (0,02 W m2 a nivel de trabajo;
Kodak Safelight Filter N°3, NY, EEUU) que proporcioné condiciones de
oscuridad durante su manipulaciéon experimental. En algunos experimentos, se
utilizaron hipocétilos de 6 dias, que alcanzaron una altura de entre 2,5-3,5 cm.
Se escindieron dos partes, la apical de 1 cm de longitud, por debajo del gancho
plumular y la basal de un 1 cm por debajo de la apical, como muestra el

esquema adjunto.

Cinética de crecimiento de hipocétilos y raices de la linea
silvestre (XET S) y las transgénicas (XET + y XET -)

Para estudiar la cinética de crecimiento de los hipocétilos de las plantas

silvestres y transgénicas, se midié su altura total, desde la base de la plantula
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hasta el gancho plumular de la misma. Para cuantificar la longitud de la raiz se
midi6 desde su unién al hipocétilo hasta el meristemo radicular. En ambos
casos, la toma de datos se realizé dentro de la camara de crecimiento, bajo luz
verde, y mediante el uso de una regla flexible que evité ocasionar dafios a las
plantulas. Las medidas de crecimiento comenzaron a registrarse a los 4 dfas tras
la siembra, inmediatamente después de la germinacioén, y se finalizaron cuando
ceso su crecimiento, aproximadamente a los 12 dias. Los hipocétilos fueron
medidos con una frecuencia diaria y las raices, debido a su fragilidad, tres veces

por semana.

Biomasa de hipocétilos y raices

La biomasa de los hipocétilos se determiné por pesada, cuantificando el peso
fresco y seco de la raiz y el hipocétilo de la plantula. Dicha determinacién se
llevé a cabo usando, al menos, 200 plantulas pertenecientes a 10 siembras

independientes.

Extraccion de mRNA. Sintesis de cDNA. PCR cuantitativo
en tiempo real

Para realizar todos los experimentos se utilizaron tres partes de plantulas de 6
dias (2,5 -3,5 cm): la apical de 1 cm (por debajo del gancho plumular), la basal

de 1 cm (justo por debajo de la primera) y la raiz.

Extraccion de mRNA. Sintesis de cDNA

La extraccion de mRNA se llevé a cabo mediante el kit comercial RNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen. Hilden, Alemania) segun las instrucciones del fabricante. El
mRNA se eluy6 con 30 pl de agua miliQQ libre de RN Asa.

Posteriormente, se incub6 durante 30 minutos con DNAsa (Promega Biotech

Ibérica. Madrid, Espafia) para evitar toda contaminacién con DNA de la
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muestra que pudiese interferir con la amplificacién posterior. El cDNA se
obtuvo usando el kit comercial 1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR
(Roche Applied Science. Mannhein, Alemania) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para la sintesis se usé 3,2 pl de agua miliQ estéril, 2 pl de tampodn de
reaccién 10X (100 mM Tris, 500 mM KCI, pH 8,3), 4ul de MgCl, 25mM, 2 ul
de dANTPs 10mM (dATP, dCTP, cTTP y dGTP), 2 pl de Oligo-p(dT)15 0,8 ug
plt, 1 pl de RNAsa Inhibitor 50 u pl, 0,8 ul de AMV transcriptasa inversa y 5
pl de muestra acuosa (1 pg de mRNA). El volumen total de la reaccion fue de
20 pl. La reaccion de sintesis se llevé a cabo en un termociclador Applied
Biosystems, GeneAmp PCR System 9600 (Perkin Elmer Ltd., Inglaterra) con
un programa que constaba de 4 pasos: 1) 10 minutos a 25 °C para la unién del
Oligo-p(dT)1s. 2) 60 minutos a 42 °C para la amplificacion por la AMV
transcriptasa inversa. 3) 5 minutos a 99 °C para la inactivacion de la enzima. 4)

se mantiene a 4 °C el cDNA hasta su congelacion a -25 °C.

PCR cuantitativo en tiempo real

Para el analisis de la expresion génica mediante PCR cuantitativo en tiempo
real, se utiliz6 un termociclador con detector de fluorescencia Applied
Biosystems ABI Prism 7000 (Warrington, Inglaterra). Los oligonucleétidos
disefiados para estudiar la expresion del gen S/XTHI1 y del control interno,
RPL2 (Tabla I.1) fueron suministrados por Proligo (E@sy Oligo™, Sigma

Aldrich. Francia) con una concentracién de 100 pM diluidos en agua miliQ.

La mezcla de reacciéon contuvo 11,5 pl de disolucién acuosa de cebadores 12
uM, 1pl de ¢cDNA de la muestra y 12,5 pl de Power'SYBR® Green. El
PowerSYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems. Warrington,
Inglaterra) contiene SYBR® Green fluorocromo, AmpliTaq Gold® DNA
Polimerasa LD, dNTPs con mezcla dUTP/dTTP, ROX® fluorocromo de

referencia pasiva y tampén de optimizacion de la mezcla.
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Tabla I.1 Oligonucleétidos utilizados para analizar la expresién mediante PCR en tiempo
real del gen S/XTHI1. En la tabla se muestra el nombre del oligonucleétido o cebador, la
secuencia en direccion 5°>3", el nimero de pares de bases, el % de CG que contiene y la
Tm.

Cebador Secuencia (5> 3") pb | %CG | Ty
RPL2_I ATTCACGATCCAGGGAGAGGTGC 23 57 60
RPL2 D AGGCAACACGTTACCAACCATAAGAGTAG 29 45 60
XTH1_1 CTTGAGAAAACCAATTGGGCCAAC 24 46 60
XTH1_ D | GAACCCAACGAAGTCTCCTATACTGTAATG 30 47 59

Las condiciones utilizadas para la PCR en tiempo real fueron las recomendadas
por el fabricante de PowerSYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems.
Warrington, UK). El programa consté de 4 partes: 1) 2 minutos a 50 °C para
activar la amperasa que degrada timinas. 2) 10 minutos a 95 °C para que se
active la Taq Polimerasa. 3) 40 ciclos de 15 s 2 95 °C y 1 min a 60 °C de
hibridacién y extension. 4) Protocolo de disociacién para identificar posibles
amplificaciones inespecificas, que consiste en ir aumentando la temperatura a
partir de 60 °C hasta que se separan todas las hebras y se extingue la
fluorescencia, identificando la temperatura a la cual la separaciéon es maxima.
Las curvas de disociacion muestran la primera derivada negativa de la sefial de

fluorescencia frente a la temperatura (Wilkening y Bader, 2004).

La expresion génica se estudié mediante un analisis cuantitativo, para lo cual se
usé una recta patron compuesta por una mezcla de cDNA de todas las
muestras y diluciones seriadas con valor arbitrario. Los resultados obtenidos
son Ct (Thereshold cycle): ciclo en el cual la fluorescencia de la doble cadena
amplificada marcada con PowerSYBR® Green supera un umbral determinado
por el aparato (Estandar 0,200). Para estudiar la expresion del gen S/XTH1
cuantitativamente se transforman los resultados de Ct en cantidades mediante
la extrapolacion de la recta patrén amplificada, la cual relaciona el logaritmo de
la concentraciéon arbitraria frente a las Ct. Como control interno, se utilizé

RPL2, el cual codifica para la sub-unidad ribosémica 188S.
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Actividad xiloglucano endotransglucosilasa

Para realizar los experimentos se utilizaron tres partes de plantulas de 6 dfas
(2,5 -3,5 cm): la apical de 1 cm (por debajo del gancho plumular), la basal de 1

cm (justo por debajo de la primera) y la raiz.

Extraccion de proteinas de material vegetativo

Se homogenizaron 35 mg de material vegetativo con 40 pl de tampoén fosfato
sédico 200 mM pH 6,0 a 4 °C y se centrifugd la mezcla durante 5 minutos a
10000 g a 4 °C. Se cuantificaron las proteinas solubles del extracto enzimatico
(sobrenadante) y se congelé hasta su ensayo postetior. El residuo se lavo con
agua dos veces y acetona otras dos y se seco, obteniendo las paredes celulares

enzimaticamente activas, que se congelaron a -25 °C hasta su analisis.

Actividad xiloglucano endotransglucosilasa soluble

La mezcla de reacciéon contuvo 25 pl de extracto enzimatico (15 pg de
proteina), 15 pl de xiloglucano de manzana parcialmente purificado 5 mg ml' y
10 pl de PHIXXXG 1 uM, con una actividad especifica de 0,85 kBq segun el
protocolo de Fry et al. (1992). Se incubé durante 1 hora a 25 °C y transcurrido
este tiempo se pard la reaccién con 100 pl de dcido férmico al 20% (v/v). El
volumen total se distribuyé homogéneamente sobre un papel de filtro de
celulosa Whatman 3MM Chr, (5 x 5cm) y se secd a 60 °C. A continuacién se
lavé durante 1 hora en corriente continda de agua para eliminar el PH]XXXG
que no habia sido incorporado al xiloglucano por la actividad enzimatica. El
xiloglucano polimérico se une a la celulosa mediante numerosos puentes de
hidrégeno que impiden que se elimine en el lavado. Se secé a 60 °C, se
introdujo en viales de centelleo y se le afiadié 2 ml de escintilante Non triton (5
g PPO, 0,5 g POPOP y 11 de Tolueno). A las muestras se les midieron las
cuentas por minuto (cpm) de 3H mediante un contador de centelleo (Wallac
1410, Pharmacia. Canada). La eficiencia del contaje de [*H]-xiloglucano fue del
44% y para el PH]XXXG del 4,6%.
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Actividad xiloglucano endotransglucosilasa insoluble (unida

covalentemente a la pared)

LLa mezcla de reacciéon contuvo 2 mg de paredes celulares enzimaticamente
activas, 40 pl de tampén fosfato sédico 50 mM pH 6,0 y 10 pl de PH]XXXG
1 uM, con una actividad especifica de 0,85 kBq (Barrachina y Lorences, 1998).
Se incubé durante 1 hora a 25 °C y se detuvo la reacciéon con 100 pl de acido
formico al 20% (v/v). Se centrifugé y el residuo se lavo con 500 pl de agua y se
hidrolizé con 200 pl de TFA 2 N durante 1 hora a 121 °C. Tras enfriarse se le
afiadié 2 ml de escintilante Triton (3,3 g PPO, 0,33 g POPOP, 667 ml de
Tolueno y 333 ml de Triton X100) y se le midié las desintegraciones por

minuto (dpm) en el contador de centelleo (Wallac 1410, Pharmacia. Canada).

En el Anexo I de Metodologia General se especifica la obtencién de los
sustratos de la reaccion: el xiloglucano parcialmente purificado, el oligosacarido

del xiloglucano XXXG y su marcaje con [*HJ.

Analisis de los oligosacaridos del xiloglucano por
espectroscopia de masas MALDI-TOF MS

Para realizar los experimentos se utilizaron tres partes de plantulas de 6 dfas
(2,5 -3,5 cm): la apical de 1 cm (por debajo del gancho plumular), la basal de 1

cm (justo por debajo de la primera) y la raiz.

Extraccién de las paredes celulares

Se recogi6 un total de 100 g de material vegetal de, al menos, 10 muestras y se
homogeneizé con un IKA Ultraturrax T25 IKAWerke. Stanfen, Alemania) en
metanol. Se hirvieron durante 30 minutos, se lavaron dos veces con metanol,
dos con acetona, dos con metanol/cloroformo (1:1; v/v) y finalmente una con

éter dietilico. Se dejaron secar al aire hasta peso seco constante.
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Anailisis de los oligosacaridos del xiloglucano por espectroscopia de
masas MALDI-TOF MS

LLa mezcla estuvo constituida por 2 mg de paredes celulares junto con 1 ml de
acético-piridina 10 mM pH 4,7 y 5 pl de endo-B-glucanasa (celulasa de
Trichoderma sp., 500 unidades ml!, Megazyme. Bray, Ireland). Se incub6 a 37 °C
durante 18 horas y en agitaciéon constante a 150 g. Se centrifugd durante 5
minutos a 10000 g y se transvasaron 100 pl del sobrenadante a un vial
Ultrafree-MC 0,45 (Millipore) con filtro relleno de Q-Sepharosa Fast Flor
(Pharmacia Biotech). Después de 5 minutos, se centrifugd a 10000 g, se secé el
eluido a vacio en Speed-Vac (Drying rate medium, RC10.10 Jovan. Inglaterra) y
se resuspendi6 en 10 pl de agua miliQ. Para cargarlo en la placa se mezclé 1 pl
de la muestra con 1 pl de la matriz DHB (Acido 2,5-dihidroxicindmico 10 mg
ml! en acetronitrilo:agua, 7:3; v/v ) y se cargd 1 pl de la mezcla en la placa que
se seco a vacio. Las muestras se cargaron en torno a un punto central en grupos
de 9, donde se cargd 1 pl de la mezcla de péptido calibrante con la matriz DHB
(1:1; v/v).

Para el analisis por espectroscopia de masas, se usé un Autoflex MALDI-TOF
MS Broker Daltonics (Bremen, Alemania) con analizador lineal de 122 cm para
analisis en modo de iones de carga positiva, con reflector electrostatico de
iones en modo extraccion pulsada de iones positivos, aplicacion de numero de
disparos aleatorios entre 200-300, tiempo de retraso de 150 nseg, voltaje de 19

kv, una y de 50 Hz y laser de 376 nm alimentado por nitrégeno.

Estudio de la pared celular mediante espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). Analisis
poblacional mediante componentes principales (PCA)

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Los segmentos apicales de 1 cm de los hipocétilos entre 2,5 y 3,5 cm de altura,

6 dias después de la siembra, se deshidrataron con una solucién
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metanol:cloroformo (1:1; v/v), realizindose 4 lavados en agitacion sobre placas
de borosilicato ya que el plastico puede dejar residuos contaminantes. Por
ultimo se lavaron con éter etilico y se dejaron secar al aire. Cada muestra estuvo
constituida por 10 individuos independientes. Se guardaron en estufa de vacio a
40 °C con pentaéxido de fésforo seco durante dos dias, al igual que todo el
material necesario para la manipulacién posterior. Cada muestra se mezcl6 con
KBr (1:100; p/p) v se homogeneizé en mortero de agata bajo una fuente de
calor para evitar la hidratacién de la muestra. Se fabricé una pastilla con el
homogeneizado en una prensa manual de 0,5 mm de grosor x 1 cm de
didmetro. Se introdujo en el espectrometro Bomen-Michelson que analizé el
espectro infrarrojo de la muestra, para lo cual realizé un barrido entre 2200 -
750 cm! realizando 128 interferogramas en modo transmisién con una
resolucion de 4 cm!. A todos los espectros de infrarrojos, antes de aplicatles el
analisis de componentes principales, se les corrigié la linea base y se les
normaliz6 el area de la region 1800 - 800 cm'!, también llamada huella dactilar

de cada muestra por la especificidad de los picos registrados en esta region.

Analisis poblacional mediante componentes principales (PCA)

El analisis de componentes principales de los datos se realiz6 mediante el
programa Win-Das (Kemsley, 1998) utilizando las matrices de datos obtenidas
por comparaciéon de la covarianza. Ademas del PCA, se realizaron varios
analisis que permitieron clasificar las poblaciones en bases a las distancias de los
individuos de las mismas a las componentes principales seleccionadas. Estos
analisis fueron los de Distancias Euclideas, Distancias de Squared Mahalanobis,
Distancias de Manhatan City Block y analisis de Distancias Canonical Variate.
Ademas, haciendo uso de los resultados de este ultimo analisis se confirmaron
los resultados con la aplicacion de un analisis predictivo con el 95% de
tolerancia en la regién, mediante el cual se catalogaron los individuos de las tres
lineas en el grupo con el que compartian mayores homologias. También, se

calculé la correcta asignacion de los individuos a estos grupos mediante un
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analisis SIMCA (F-test y T-test) y UNEQ (Chi-cuadrado) utilizando las cinco

primeras componentes principales seleccionadas.

Extensibilidad de la pared celular de los hipocétilos

Para realizar todos los experimentos se utilizaron hipocétilos de entre 2,5y 3,5
cm de altura, 6 dias después de la siembra. La parte apical y basal de los
segmentos de hipocétilos se hirvieron en metanol durante 10 minutos a 80 °C
para fijar las paredes celulares y se guardaron en metanol fresco a temperatura
ambiente hasta su uso posterior. Antes de realizar el analisis de extensibilidad
de las paredes celulares, se rehidrataron durante 1 hora con sucesivos lavados
en agua. Los segmentos se fijaron con la pinza superior e inferior, dejando un
espacio de 5 mm entre ambas pinzas del extensiometro (Tensiron RTM-25,
Toyo Baldwin Co. Tokio, Japén), el cual estaba conectado a un ordenador (PC-
9801, NEC) que controlaba solamente los parametros electronicos del
extensiometro. Después de calibrar el equipo, se estir6 lentamente a una
velocidad de 10 mm min™ con 8 g de presion. La extensibilidad total se midié
usando la pendiente de la curva producida con 8 g de presioén de la primera
extension. La extensibilidad reversible se calculé midiendo la pendiente de la
curva producida en la segunda extensiéon. La extensibilidad irreversible se

calcul6 por diferencia de las pendientes de las dos curvas anteriores.

Crecimiento en estrés hidrico, salino y térmico

Para valorar el estrés hidrico en los hipocétilos se usé6 manitol como agente
isosmotico, ya que este compuesto no penetra al interior celular. De este modo
se evita el componente toxico que provoca el estrés salino y se disminuye el
potencial hidrico, provocando estrés hidrico. Para valorar el efecto del estrés
hidrico, se ensayaron las siguientes concentraciones de manitol: Control (0
mM), al 2% (109 mM = -0,249 MPa) y al 5% (274 mM = -0,626 MPa). El
estrés salino se provocé mediante concentraciones de NaCl ascendente:
Control (0 mM), al 0,3% (51 mM = -0,126 MPa) y al 0,6% (102 mM = -0,252
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MPa). Para ensayar el estrés térmico, se valoré el efecto de las bajas
temperaturas (5 °C y 15 °C) y de las altas (35 °C y 50 °C). En el caso del estrés
térmico, se utilizaron camaras termostatadas en oscuridad, realizando las
medidas en las camaras de crecimiento. Los ensayos de estrés hidrico y salino
se realizaron en oscuridad a 25 °C y HR al 70% en la caimara de crecimiento.
Para realizar todos los experimentos de estrés se utilizaron hipocotilos de entre
2,5y 3,5 cm de altura, 6 dias después de la siembra, que se transplantaron
equidistantes a bandejas de 30 x 20 x 6 cm sobre 4 hojas de papel de filtro y 50
ml de la solucién adecuada, que fue agua miliQQ en el caso del tratamiento
térmico. Se valord la cinética de crecimiento de los hipocétilos midiendo el
crecimiento diariamente desde la base de la plantula hasta su gancho plumular,

haciendo uso de una regla flexible que evit6 dafar los hipocétilos.

Para cuantificar los efectos se los estreses estudiados, se realizaron tres réplicas
independientes que contaron con, al menos, 20 hipocétilos para cada
tratamiento por linea. Se presté especial interés en minimizar el efecto
posicional en la camara de crecimiento, por lo cual, ademas de homogenizar las
condiciones térmicas y de corrientes de aire, se rotaron las bandejas diariamente

en la cAmara de crecimiento.

Al tratarse de variedades transgénicas, todo el material vegetal que es retirado
tuvo que ser eliminado de forma segura. Para ello, se cumplié con la
normativa descrita para instalaciones y actividades que se desarrollan con
organismos modificados genéticamente (OMG) Nivel 3: Ley 15/1997 de junio
y RD 951/1997 de 20 de junio, Ditectiva 98/81/CE de 26 de octubre de 1998
y RD 178/2004 de 30 de enero por el que se aprueba el reglamento general
para el desatrollo y ejecucion de la Ley 9/2003 de 25 de abril.
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En primer lugar, se estudi6 la cinética de crecimiento de las plantulas, que se

muestra en la Fig. I.1.
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Fig. I.1 Cinética de crecimiento de las plantulas etioladas de tomate silvestres (XET S) y
transgénicos (XET + y XET -). A) Cinética de crecimiento del hipocétilo, donde se
muestra la media de la altura del hipocétilo + SE, desde su germinaciéon hasta el
agotamiento de las reservas de la semilla. B) Cinética de crecimiento de la raiz, donde se
muestra la media de la longitud de las raices £ SE, desde su aparicién hasta el final de
crecimiento del hipocoétilo. La grafica muestra las medias de la altura y longitud de, al
menos, 200 plantulas por linea pertenecientes a 5 experimentos independientes. Distintas
letras muestran diferencias significativas entre las lineas (T-test, p valor < 0,05).



56 CAPITULO 1

En la Fig. I.1. A se muestran las curvas descritas por el crecimiento vegetativo
del hipocétilo, desde su germinacion en el cuarto dia tras la siembra hasta el
agotamiento de las reservas de la semilla, que se produce hacia el decimoquinto
dia tras su siembra. En la grafica se observa una primera fase de crecimiento
mas lento que llega hasta el sexto dia, seguida de una segunda fase de
crecimiento lineal rapido que se mantiene hasta el doceavo dia de siembra,
donde se alcanza una tercera fase asintotica. La altura final del hipocétilo
alcanz6 los 11 cm en las plantulas de XET S, XET + y XET —. Las cinéticas de
crecimiento no muestran diferencias significativas entre las tres lineas

estudiadas en el crecimiento total del hipocétilo.

En la Fig. I.1. B se muestra la cinética de crecimiento de las raices de las
plantulas. Las curvas que describen el crecimiento de las raices muestran un
primer crecimiento rapido que se estabiliza hacfa el décimo dia después de la
siembra. Las raices alcanzan una longitud de 6,2 cm en la linea silvestre y 4,6
cmy 5,6 cm en la XET + y XET —, respectivamente. Como puede verse en la
figura, la linea XET S registr6 las raices mas largas significativamente que las
dos lineas transgénicas. En la linea XET + se cuantificaron las raices mas cortas
significativamente, siendo 1,5 cm mas cortas que las de la linea XET Sy 1 cm
menores que las de XET —. Las rafces de la linea XET — fueron mas cortas

significativamente que las XET S y mas largas significativamente que XET +.

Biomasa de los hipocétilos y raices

Se cuantificé la biomasa de los hipocétilos y raices de las plantulas, Fig. 1.2,
mediante la valoracion del peso fresco y seco de los mismos. En la Fig. 1.2. A
se muestra el peso fresco de los hipocotilos y raices de las tres lineas. Tanto en
hipocétilos como en raices, se observo que las plantulas silvestres registraron
un peso fresco similar a XET —, que fue mayor significativamente al de las
plantulas XET +.
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Fig. 1.2 Biomasa de los hipocétilos de tomate silvestre (XET S) y transgénicos (XET + y
XET -) con 13 dfas. A) Peso fresco del hipocétilo y raiz de la plantula. B) Peso seco de las
mismas partes de la plintula. Las graficas muestran la media = SE, al menos, de 200
plantulas por variedad. Distintas letras indican diferencias significativas entre las lineas (T-

test, p valor < 0,05).

En la Fig. I.2. B se muestra el peso seco de las partes de las plantulas

estudiadas. Como puede verse, el peso seco del hipocétilo de la linea silvestre
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fue mayor significativamente a la XET + y menor significativamente a la
XET —. A su vez, el peso seco de la linea XET + fue menor significativamente
a la linea XET —. Con respecto al peso seco de la raiz, las plantulas silvestres
registraron un peso similar a las XET — y en ambas se contabilizé un peso seco
mayor significativamente que en la linea XET +, siendo estos resultados iguales
a los de peso fresco. Ademas, se puede ver que el peso fresco del hipocétilo
suele ser aproximadamente 10,5 veces superior al peso fresco de la raiz,
mientras que el peso seco del hipocétilo es tan sélo unas 7,3 veces mayor que el
peso de la rafz seca. Los resultados porcentuales de peso seco respecto a peso
fresco en hipocétilos, se situaron en torno al 4,1% en las lineas silvestre y XET
+ y del 4,6% en la linea XET —, mientras que los porcentajes de peso seco
frente a peso fresco en raices fueron del 6,0; 6,6 y 6,3% en las lineas XET S,

XET + y XET —, respectivamente.

Anilisis de la expresion de SIXTHI1 mediante PCR
cuantitativo en tiempo real

Con el objetivo de caracterizar molecularmente las plantulas y confirmar los
datos proporcionados por el IPK sobre ellas, se estudio la expresion génica de
la SXTH1 mediante PCR cuantitativo en tiempo real. Se analizaron tres partes
de la plantula (2,5-3,5 cm): la apical de 1 cm (por debajo del gancho plumular),

la basal de 1 cm (justo por debajo de la primera) y la raiz.

Como se muestra en la Fig. 1.3, se detectaron diferencias a nivel de expresion
del gen S/XTH1 entre las distintas partes del hipocétilo y entre las lineas. En la
parte apical se detectaron niveles de expresion mayores que en la basal,
diferencias que se mantuvieron en las tres lineas. En la parte apical del
hipocétilo, se observa una expresiéon mayor del gen en la linea XET + frente a
la linea XET S (1,2 veces), mientras que la linea XET —, registr6 un nivel de
expresion muy inferior a la silvestre (3,8 veces). En la parte basal del hipocétilo,
se mantuvieron las diferencias generales de expresion, aunque XET + se
expres6 7,4 veces mas que la linea silvestre y la XET — se expres6 2,6 veces

menos que XET S. En la raiz, 1a linea XET + se expresé un 1,2 veces mas que



XET y PLANTULAS 59

la linea XET S, mientras que la XET — se expresé de modo similar a la linea
XETS.

Hipocotilo Apical Hipocotilo Basal Raiz

Nivel expresién (SIXTH1/RPL2)

XET S XET + XET - XET S XET + XET - XET S XET + XET -

Fig. 1.3 Expresion del gen SXTH1 en la parte apical y basal de los hipocétilos y de la raiz
de las plantulas silvestres (XET S) y transgénicas (XET + y XET ). Se cuantificé mediante
PCR en tiempo real cuantitativo (7000 ABI Prism; Applied Biosystem), usando
PowerSYBR® Green como fluorocromo. Los valores mostrados son la media de 2
experimentos independientes usando material homogenizado de cada parte estudiada
procedente de, al menos, 20 plantulas para cada linea y por experimento.

Determinacion de la actividad xiloglucano
endotransglucosilasa

Se estudio la actividad XET soluble y la insoluble, o unida covalentemente a la
pared, en las dos partes del hipocétilo (apical y basal), y en la raiz, como
muestra la Fig. 1.4. La actividad XET soluble, tanto en la linea silvestre como
en las lineas transgénicas, fue mayor en la parte apical que en la basal del
hipocétilo, siendo muy inferior en la raiz. Si comparamos la linea silvestre con
las transgénicas, podemos observar que, en la zona apical, la actividad soluble
de la linea XET + fue significativamente mayor que la de la linea silvestre,
mientras que en la linea XET —, la actividad soluble fue significativamente

menor que en la linea XET S. En la zona basal, la actividad soluble de la linea
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silvestre fue similar a la XET +, y a su vez, estas dos lineas mostraron una
actividad XET soluble que fue mayor significativamente a la XET —. En la raiz,
la actividad soluble de la linea XET + fue superior significativamente a la linea

XET S, pero no se encontraron diferencias con la linea XET —.

El valor de actividad XET covalentemente unida a la pared en la linea silvestre
fue similar en la parte apical y basal del hipocétilo, mientras que en la linea
XET + la actividad insoluble de la parte apical fue superior a la encontrada en
la parte basal. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre a
linea silvestre y las lineas transgénicas, ni en la parte apical y basal del

hipocétilo, ni en la raiz.

Hipocétilo Apical Hipocétilo Basal | — — — goluble Raiz

10 - - = B = Insoluble

b

Bq kBq'l mg peso fresco” h™

XETS XET + XET - XETS XET+ XET - XETS XET + XET -

Fig. 1.4 Actividad XET soluble e insoluble de la parte apical y basal de hipocétilos y de la
raiz de plantulas de 6 dfas. Las graficas muestran la actividad media de, al menos, 5
experimentos independientes de, al menos, 20 hipocétilos por muestra y por linea cada
uno. Distintas letras indican diferencias significativas entre las lineas (T - test, p valor <
0,05).

Estudio de la composicion cualitativa del xiloglucano de la
pared celular de hipocoétilos mediante MALDI-TOF MS
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m/z XGO'’s Ac|NaHK+ >
768 | XXG (768) 768
790 | XXG (768) 1 790
810 [XXG (768) 1 810
832 | XXG (768) 1 1 832
848 [XXG (768) 1 1 1 | 848
852 | XXG (768) 2 852
874 | XXG (768) 2 1 874
930 [XXGG (930 930
952 [XXGG (930) 1 952
995 [XXGG (930) 1 1 994
1010| XXGG (930) 1 1 111010
1018{XXG G (930) 1 2 1016
XXGG (934 2 1018
1033|XXGG (930) 1 2111032
1050| XXGG (930) 2 1 1 ]1052
1055|XXGG (930) 2 2 1058
1072|XXGG (930) 2 2 11074
1092|L.XGG (1092) 1092
1062| XSG G (1062) 1062
1126({ XSG G (1062) 1 1 1126
1142| XSG G (1062) 1 1 1 (1142
1156{ XSG G (1062) 1 1 211158
1211 (XSG G (1062) 3 1 1210
1216| XSG G (1062) 3 2 11220
1249| XSG G (1062) 3 2 111248
1228[(1.SGG (1228) 1228
1249(1L.SGG (1228) 1 1250
1258|L.SGG (1228) 2 11260
1291[1L.SGG (1228) 1] 1 1292
1375|L.SGG (1228) 3 1 1372
1266|XTGG (1198) 1 1 1262
1288 XTGG (1198) 2 1282
1378|L.TGG (1356) 1 1378
1420({L.TGG (1356) 1 1 1420
1582| XGGXXGG (1550) 2 1582
1624| XGGXXGG (1550) 1 2 11624
1744|XGGXSGG (1680 | 1 ] 1 1744
1758| XGGXSGG (1680) | 1 1 111760
6 Hex 5 Pen (1693) 2 1 1757

Fig. 1.5 Identificacién de los oligosacitidos del xiloglucano mediante el valor de m/z
obtenido por la aplicacién de espectroscopia de masas MALDI-TOF MS. A) Ejemplo de
un espectro de masas con valores m/z. B) Cuadro identificativo de los oligosacaridos del

xiloglucano de tomate mediante el valor m/z.
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Con el objetivo de estudiar si la estructura del xiloglucano en las distintas partes
de la plantula estaba afectada por los niveles elevados de actividad XET,
analizamos los segmentos apical y basal del hipocoétilo y la raiz mediante
espectroscopia de masas en tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS) de plantulas
silvestres y XET +.

Los resultados representan los porcentajes de oligosacaridos del xiloglucano.
Estos se obtienen a partir del valor de las areas de los picos de los
oligosacaridos (Fig. I.5 A), identificados mediante el valor m/z caractetistico
de cada uno. La identificacién de los oligosacaridos del xiloglucano de Solanum
leopersicum L. se llevd a cabo mediante la comparaciéon de los datos
pertenecientes a los analisis identificativos previos de oligosacaridos de tomate
con los datos presentados en Jia ez al, 2003 y valores de oligosacaridos de
Arabidopsis  thaliana 1.. proporcionados por el Dr. Zarra (Universidad de
Santiago de Compostela). Con todos ellos, se confeccioné el cuadro que se
muestra en la Fig. 1.5 B, donde se asocian los valores de m/z cortespondientes
con cada uno de los oligosacaridos del xiloglucano. Como puede verse, estos
oligosacaridos suelen estar acomplejados con grupos acetilos e iones Na* y K+.
Los oligosacaridos presentes en el xiloglucano de plantas de tomate segin
orden ascendente de monosaciridos fueron: XXG, XXGG, LXGG, XSGG,
LSGG y XTGG. Su estructura se presenta en la Fig. 1.6.
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Fig. 1.6 Estructura extendida de los oligosacaridos del xiloglucano identificados en las

muestras de plantas de tomate mediante la aplicaciéon de espectroscopia de masas MALDI-
TOF MS.
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Las areas relativas de los oligosacaridos del xiloglucano se integraron
manualmente a partir de los valores de m/z resultantes de los espectros de
masas, identificados por la tabla anterior. Como podemos ver en la Fig. 1.7, ]a
distribucién de los perfiles de oligosacaridos fue diferente entre el hipocétilo y

la raiz.
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Fig. 1.7 Porcentajes relativos de oligosacaridos del xiloglucano presentes en la raiz y el
hipocétilo (apical y basal) de plantulas de entre 2,5-3,5 cm. Se representa la linea silvestre
XET S y la transgénica XET +. Los resultados muestran la media de dos anilisis
compuestos por, al menos, 40 hipocétilos de cada una de las lineas.

En la parte apical y basal del hipocétilo, el oligosacarido mayoritario fue el
XSGG, en torno al 60% en la parte apical y 70% en la basal, seguido del
XXGG con un 40% y 30% en la zona apical y basal, respectivamente. Ademas,
en el hipocétilo, se detectaron porcentajes muy bajos, rondando el 1% del
oligosacarido mas sencillo XXG y del mas complejo XTGG en ambas lineas.

En la zona apical no se registraron diferencias entre las lineas estudiadas, pero
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en la zona basal, el porcentaje de XXGG fue ligeramente menor en la XET +
que en la XET S, contrariamente a lo que sucede con XSGG, donde el
porcentaje de XET + fue mayor al silvestre. En el hipocétilo no se identifico el
oligosacarido LSGG que si estuvo presente en la raiz con una participacion de

un 6% en ambas lineas.

En la raiz, el porcentaje de los oligosacaridos mayoritarios, XXGG y XSGG, de
la linea silvestre fue similar a la transgénicas y rondé el 47%. En la linea
XET +, el porcentaje de XXGG fue mayor a XET S, alcanzando el 52% vy
menor en XSGG, contabilizandose alrededor del 40%. Tanto el oligosacarido
XXG como el XTGG, fueron detectados en pequefas cantidades que
significaron entre un 1 y 3% de los oligosacaridos totales, siendo ligeramente

superior la cantidad registrada en XET + frente a XET S.

Identificacion de las poblaciones mediante la aplicacion de
PCA alos espectros FTIR de la pared celular de hipocétilos

Se realizé el andlisis utilizando entre 15 y 19 grupos por linea silvestre o
transgénica, formados por 10 segmentos apicales de 1 cm de hipocétilos de
entre 25 — 3,5 cm. De modo que, se registr6 el espectro infrarrojo que
producian en una ventana de entre 2100 y 750 cm! de longitud de onda. En la
Fig. 1.8 se muestran los espectros resultantes de las tres lineas estudiadas, con
la linea base corregida y el area normalizada. Puede apreciarse que en los dos
picos principales (1650 cm y 1002-1128 cm) se produce una gran
discrepancia entre los espectros de las tres lineas. El anilisis estadistico revel6
diferencias significativas entre los espectros de todas las lineas (T-test, p valor
< 0,05). El primer pico, se asocia con amidas tipo I segun Sene ez al. (1994).
Puesto que las proteinas proporcionan dos fuertes bandas en el espectro
infrarrojo correspondientes a los linajes de amidas, la tipo I que aparece en
1650 cm! y la tipo II que lo hace en el 1550 cm!, con un ratio de intensidad
2:1. El espectro de la proteina purificada tiene una pequefia intensidad que se
manifiesta entre 1200-800 cm!. Las estructuras C=0O y C-N provocan una

sefial que, en ocasiones, se ve afectada por las estructuras secundarias. La
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segunda regiéon que mostrd diferencias (1002-1128 cm ), resulté mas
complicada su asociacién a alguno de los componentes de la pared celular,
debido al elevado nimero de modos vibracionales de los enlaces
polisacaridicos, segun Sené e a/. Aunque otros autores como McCann ef al.
(1992) la asocian con pectinas, en concreto con la estructura C-O y C-C
correspondiente a los picos 1004 y 1096 cm™ o como Kacurakova e a/. (2002) a
las estructuras, C-O-C glicosidico de la celulosa para el pico 1157 cm! y el
enlace entre C-O-C y C-C de los puentes del anillo de celulosa para el doblete
1060 y 1037 cm-!. Este mismo trabajo, asocia los valores de 1040 y 1078 cm! a

los enlaces caracteristicos del xiloglucano.
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Fig. 1.8 Espectro infrarrojo de la pared celular de la zona apical del hipocétilo de las
plantulas de XET S, XET + y XET —, de 6 dias. Los resultados muestran la media de entre
15 y 19 muestras, compuestas por 10 individuos, por cada una de las lineas. A todos los
espectros infrarrojos les fue corregida la linea base y su area normalizada. Distintas letras
indican diferencias significativas entre las lineas (T-test, p valor < 0,05).
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Los espectros resultantes de todas las muestras fueron analizados por
componentes principales (PCA) mediante WinDas, un programa informatico
que integra los datos obtenidos de los espectros analizandolos vy
comparandolos respecto a las componentes principales del analisis.
Previamente a los analisis, a todos los espectros se les debe corregir la linea
base y aplicarles una normalizaciéon del area. En la Fig. 1.9 se muestra la
disposiciéon de los individuos de cada una de las lineas respecto a las dos
componentes principales que explicaron el 67,63% y 14,77% de la covarianza
respectivamente. Entre las cinco componentes principales explicaron el 96,61%
de la covarianza total de los datos, lo cual indica que se necesitan tan solo 5

variables para caracterizar la variabilidad de los datos.
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Fig. 1.9 Analisis por componentes principales de los espectros FTIR de la pared celular de
la parte apical de los hipocétilos de las plantulas de las tres lineas estudiadas: XET S,
XET+ y XET —. La primera componente explica el 67,63% de la covarianza de los datos y
la segunda explica el 14,77%. Entre las cinco primeras componentes explican un total de
96,61% de covarianza.
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Como se puede apreciar en la grafica, los individuos se disponen en torno a dos
ejes que representan las dos componentes principales que explican el maximo
porcentaje de la covarianza. Su distancia a estos ejes explica las similitudes y
diferencias de los individuos estudiados, por ello la disposicion en el plano
permite asociarlos en grupos. De este modo, podemos inferir la existencia de
dos grupos en la grafica. El primero se encuentra distribuido por debajo de la
linea diagonal, principalmente en los cuadrantes negativos de las dos
componentes y se asocia con individuos de XET +. El segundo se encuentra
opuesto al primero y su distribucion se localiza por encima de la linea diagonal,
coincidiendo generalmente con los cuadrantes positivos de las dos
componentes. A este grupo se asocian tanto los individuos silvestres como los
XET —. Cuando se realizé un PCA sélo con los individuos de los dos primeros
grupos, la PC1 explicé el 73,75% de la covarianza y la PC2 el 12,84%. Entre las

cinco primeras explicaron un 97,25% de la covarianza total.

Usando las cinco primeras componentes principales se corroboraron las
diferencias entre las tres poblaciones aplicando varios estudios discriminantes
(Fig. 1.10), basados en las distancias de los individuos a las PCA. De este modo
se estudiaron las Distancias Euclideas (Fig. 1.10 A), Distancias Manhattan City
Block (Fig. I.10 B), Distancias Squared Mahalanobis (Fig. I.10 C) y Distancias
Canonical Variate (Fig. I1.10 D). Como puede apreciarse en la figura, los cuatro
analisis permitieron la separacion de las tres poblaciones, pero de un modo mas
evidente en los analisis C y D. En el analisis de Distancias Euclideas, se
muestran los individuos muy dispersos, aunque permite distinguir la poblacion
silvestre y la XET +. La poblacion XET — se dispone integrada en la
interseccion de ambas. En el andlisis de Distancias Manhatan, se produce la
misma disposiciéon de los individuos pero disminuyendo la distribucion a lo
largo de la tres componentes principales. En el analisis de Distancias
Mahalanobis, los individuos se disponen en torno a tres grupos bien
delimitados y con escasa dispersion respecto a las componentes que los

definen. Pot dltimo, en el analisis de Distancias Canonical Variate, se observan
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claramente tres grupos respecto a las 2 componentes principales. Los
individuos de XET S se dispersan por la mitad positiva de la PC2 y
mayoritariamente por la positiva de PC1, a excepciéon de un punto. Los
individuos de XET + se dispersan por la mitad negativa de PC2 (a excepcion
de un punto) y los de XET — por el cuadrante positivo de PC2 y

mayoritariamente por el negativo de PC1, a excepcion de un punto.
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Fig. I.10 Analisis discriminante por A) Distancias Euclideas, B) Distancias Manhattan City
Block, C) Distancias Squared Mahalanobis y D) Distancias Canonical Variate. En los tres
primeros analisis se representan en funciéon de tres de las cinco componentes principales,
en el ultimo se muestra su distribucién en base a las dos primeras componentes. Se
representan las tres lineas estudiadas: XET S, XET + y XET —.

Haciendo uso de los resultados del analisis de Distancias Canonical Variate se
confirmé la asociaciéon de los individuos en tres poblaciones mediante un

analisis predictivo con 95% de tolerancia en la region (Fig. I.11 A).
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Posteriormente, se confirmé la correcta asignacion de los individuos a las
poblaciones identificadas anteriormente con analisis SIMCA (F-test y T-test) en
la Fig. I.11 B y UNEQ (Chi-cuadrado) en Fig. I.11 C.
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Fig. I.11 Anilisis predictivo y de comprobacion de la correcta asignacion de los individuos
a su poblaciéon. A) Anilisis predictivo con 95% de tolerancia en la region. Analisis para la
comprobacién de la correcta asignacion de los individuos a su grupo: B) Analisis SIMCA y
C) Anilisis UNEQ. Se representan los individuos de las tres lineas estudiadas: XET S,
XET +y XET —.
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Mediante el analisis predictivo que se muestra en la Fig. I.11 A, podemos
afirmar que los individuos se asocian en tres poblaciones, de las cuales, dos de
ellas, aunque diferentes, comparten numerosas caracteristicas que los definen.
Asi, la poblacién silvestre comparte caracteristicas en los enlaces de los
componentes de la pared celular con la linea XET —. Puesto que 6 individuos
de la linea XET S se adscriben al grupo 3 donde encontramos la identidad de la
linea XET — y al contrario, 7 individuos de XET — se clasificaron como
XET S. La linea XET + describe unas caracteristicas propias de los enlaces de
la pared celular de la zona apical de hipocétilos que la hacen distinta a las otras

dos poblaciones. Tan sélo un individuo se clasific6 como perteneciente a la
linea XET —.

Cuando se comprobé la correcta asignacion de individuos mediante analisis
SIMCA (Fig. 1.11 B) a un nivel de significatividad del 1% (P-valor < 1,14) se
contabilizaron 14 individuos con una posible asignacion a varias poblaciones y
sin embargo, al aplicar UNEQ (Fig. I.11 C) a un nivel de significatividad del
5% (P-valor < 11,07) tan solo se identificaron dos individuos de XET + que se

podian adscribir a varios grupos.

Medida de la extensibilidad de hipocétilos

Se estudi6 la extensibilidad de las dos partes de plantulas de 6 dfas (2,5 -3,5
cm): la apical de 1 cm (por debajo del gancho plumular) y la basal de 1 cm
(justo por debajo de la primera). Se usé un extensiometro Tensiron RTM-25
(Toyo Baldwin Co. Tokio), que permitié valorar la extensibilidad reversible e
irreversible del material mediante dos extensiones continuas. Como se muestra
en la Fig. 1.12, la extensibilidad en la zona apical fue mayor a la zona basal en
todas las lineas. Si analizamos los resultados obtenidos en la zona apical,
podemos apreciar que la extensibilidad reversible fue mayor que la irreversible,
en las tres lineas. La extensibilidad reversible de la linea XET + fue mayor
significativamente que la de las lineas XET S y XET —. Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre las lineas al valorar la extensibilidad

irreversible de la zona apical, aunque la extensibilidad de la linea XET — fue
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menor. Por esta razén, cuando analizamos en conjunto los datos de la
extensibilidad reversible e irreversible, encontramos diferencias significativas
entre la linea XET S y la XET +.
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Fig. 1.12 Extensibilidad total, reversible e irreversible de la zona apical y basal de
hipocétilos de entre 2,5-3,5 cm. Se representan los valores medios = SE de la extensibilidad

en pg ¢! de las tres lineas estudiadas: XET S, XET + y XET —. Distintas letras indican
diferencias significativas entre las lineas en la extensibilidad total, reversible o irreversible
(T-test, p valor < 0,05).

Cuando se representan los resultados de extensibilidad de la zona basal, no se
encontraron diferencias en la extensibilidad reversible entre las tres lineas.
Respecto a la extensibilidad irreversible, se puede apreciar que, pese a no
encontrarse diferencias significativas entre las lineas, la extensibilidad en XET
+, fue mayor a las otras dos lineas. Al valorar la extensibilidad total, se puede

apreciar que la linea XET + registré los valores mas altos de extensibilidad, sin
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llegar a ser significativo, debido fundamentalmente a la elevada variabilidad en

los datos de esta linea.

Posteriormente, se aplico el analisis bayesiano a los datos de extensibilidad
total, reversible e irreversible de las tres lineas en la zona apical y basal, como
puede verse en la Tabla 1.2. En la zona apical, la poblacion de la linea XET S
mostré una extensibilidad total que fue diferente a la de la poblacion XET —y
lo mismo ocurre entre las dos lineas transgénicas. En ambos casos, la
extensibilidad irreversible fue la que aporté las diferencias mas notables para el
computo de la extensibilidad total entre las poblaciones indicadas. En la zona
basal no se encontraron diferencias en la extensibilidad total entre las lineas,
puesto que la probabilidad fue menor de 0,7 en todas las comparaciones. El
analisis bayesiano de la extensibilidad reversible e irreversible aplicado a las

lineas, no mostré diferencias entre ellas en la zona basal.

Tabla 1.2 Anilisis bayesiano aplicado a los datos de extensibilidad total, reversible e
irreversible en la zona apical y basal del hipocétilo. Las distintas lineas fueron comparadas
entre ellas dos a dos y los resultados muestran los valores de probabilidad segun
Pr[¢p>1/data].

APICAL Total Reversible Irreversible
XET S -XET + 0,608 0,260 0,764
XET S - XET - 0,987 0,511 0,999
XET + -XET — 0,971 0,261 0,981
BASAL Total Reversible Itreversible
XET S - XET + 0,246 0,266 0,309
XET S - XET - 0,413 0,422 0,389
XET + -XET — 0,699 0,665 0,612

Evaluacion del crecimiento frente a estrés salino, hidrico y
térmico de los hipocétilos

Estrés salino
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Se estudio el efecto del estrés salino en plantulas que tenfan 6 dfas, midiéndoles
el crecimiento cada dos difas, como se muestra en la Fig. 1.13. Al terminar el
experimento, se midieron las raices de los hipocétilos en todos los tratamientos

y los resultados se muestran en la Fig. 1.14.
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Fig. I.13 Cinética de crecimiento de los hipocétilos crecidos bajo estrés salino. Se muestran
las cinéticas que describen las tres lineas estudiadas, XET S, XET + y XET —, en respuesta
a los tratamientos Control, NaCl al 0,3% y NaCl al 0,6%, y los valores representan la media
* SE. El transplante de las plantulas se realiz6 a los 6 dias de la siembra. El tratamiento se
llevé a acabo en oscuridad a 25 °C y HR al 70%. Distintas letras indican diferencias
significativas entre las lineas en los distintos tratamientos (T-test, p valor < 0,05).
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En la figura anterior podemos ver que a medida que aumentamos la
concentracion salina se reduce el crecimiento de los hipocétilos en las tres
lineas. La reduccién fue de alrededor de un 15,5% en el tratamiento NaCl al
0,3% y de un 36% en el tratamiento con NaCl al 0,6%. En el Control y en el
tratamiento de NaCl al 0,3% no se encontraron diferencias significativas en el
crecimiento entre los hipocétilos XET S, XET + y XET — Pero en el
tratamiento mas acusado, NaCl al 0,6%, la linea XET — crecié menos

significativamente que las plantulas silvestres y XET +.
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Fig. 1.14 Longitud de las raices de las plantulas XET S, XET + y XET —, crecidas bajo
estrés salino al terminar el experimento (8 dfas de tratamiento). El tratamiento Control,
NaCl al 0,3% y NaCl al 0,6%, se llevé a acabo en oscuridad a 25 °C y HR al 70%. Los
valores representan la media + SE. Distintas letras indican diferencias significativas entre
las lineas (T-test, p valor < 0,05).

Al analizar la longitud de las raices al finalizar el tratamiento (8 dfas) (Fig. 1.14),
no se apreciaron diferencias significativas en el Control, pero si en el
tratamiento con NaCl al 0,3%, donde las raices XET S fueron mayores
significativamente a las XET +. Sin embargo, en el tratamiento con NaCl al
0,6%, las raices de la linea XET S crecieron mucho menos, igualando en

longitud a las de la linea XET +, mostrando que las diferencias en longitud
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registradas en los tratamientos menos severos no se mantienen en la linea
silvestre a medida que se agudizan los mismos. Las rafces mas largas en todas
las lineas se registraron en el tratamiento NaCl al 0,3%. Cabe destacar que se
probaron concentraciones superiores de NaCl, pero estas provocaron la muerte

de las plantulas en 36 horas.

Estrés hidrico

En la Fig. I.15, se estudio el efecto del estrés hidrico mediante el uso de

manitol.
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Fig. I1.15 Cinética de crecimiento de los hipocétilos bajo estrés hidrico. Se muestran las
cinéticas que describen las tres lineas estudiadas, XET S, XET + y XET —, en respuesta a
los tratamientos Control, manitol al 2% y manitol al 5%, y los valores representan la media
+ SE. El transplante de las plantulas se realiz6 a los 6 dias de la siembra. El tratamiento se
llevé a acabo en oscuridad a 25 °C y HR al 70%. El analisis estadistico no mostrd
diferencias significativas entre las lineas (T-test, p valor < 0,05).
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En la figura anterior, se presentan las cinéticas de crecimiento de los
hipocétilos transplantados con 6 dias (2,5-3,5 cm) y tratados con manitol al 2 'y
5%. En la grafica se aprecia que a medida que aumentamos la concentracién de
manitol disminuye el crecimiento en un 37,6% en el tratamiento con manitol al
2% y un 73,3% en el tratamiento con manitol al 5%. En el tratamiento con
manitol al 2%, la linea XET — describi6 una cinética con valores mayores a las
otras dos lineas, pero que se igual6 al final del mismo. En el tratamiento con
manitol al 5% no se encontraron diferencias entre las cinéticas de crecimiento

de las tres lineas estudiadas.

En la Fig. I.16 se muestra la longitud de las raices al finalizar el experimento (7

dias).
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Fig. 1.16 Longitud de las raices de las plantulas XET S, XET + y XET —, bajo estrés
hidrico, al terminar el experimento (7 dias de tratamiento). Los tratamientos Control,
manitol al 2% y manitol al 5% se llevaron a acabo en oscuridad a 25 °C y HR al 70%. Los
valores representan la media £ SE. Distintas letras indican diferencias significativas entre
las lineas (T-test, p valor < 0,05).

Como puede verse en la figura, la longitud de las raices de XET S en el Control

fue mayor significativamente a las otras lineas y mayor que las raices del
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tratamiento con manitol al 2%. Por otro lado, la longitud de las raices de XET
+ fue menor a las XET — en los tratamiento control y manitol al 2%, aunque la
diferencia no fue significativa. Las raices de las lineas transgénicas aumentaron
la longitud ligeramente con el tratamiento de manitol al 2%. Y por ultimo, el
tratamiento con manitol al 5% redujo la longitud de las raices de las tres lineas,
y de modo notable en las plantulas XET —y XET S. La grafica muestra como a
medida que se agudiza el estrés hidrico, se igualan las diferencias en longitud de
la raiz, registradas en los tratamientos mas suaves sobre todo entre XET Sy
XET +. Este comportamiento coincide con el obtenido en el estrés salino.
Cabe destacar que, en el tratamiento con manitol al 2%, las raices mas largas
fueron las de la linea XET —, coincidiendo con su mayor crecimiento en

longitud del hipocétilo.

Estrés térmico

Se evaluaron las cinéticas de crecimiento bajo condiciones térmicas adversas,
por bajas temperaturas (5 °C y 15 °C) y por altas (35 °C y 50 °C). La Fig. I.17
mostré comportamientos diferenciales entre los tratamientos, de modo que el
tratamiento con 50 °C se detect6é un crecimiento algo mas lento que a 25 °C
hasta el segundo dia, pasado el cual se detuvo y termin6é muriendo el hipocétilo
al cuarto dia del tratamiento. En el segundo tratamiento por altas temperaturas,
se ensayaron con 35 °C y se registré un crecimiento similar a las plantulas
sembradas a 25 °C, alcanzando una longitud final que fue dos cm inferior en el

mismo tiempo.

En los ensayos por bajas temperaturas se observo que a 15 °C se ralentizé el
crecimiento, necesitando 6 dfas mas para alcanzar una longitud que fue
alrededor de tres centimetros inferior al final del mismo. Durante la valoracién
del crecimiento a 5 °C se observd una inhibicién del mismo, como ocuttre en
los estreses salino e hidrico, pero no fue mortal hasta los 13 dias de
tratamiento. En el caso de todas las cinéticas registradas a 5 °C, 15 °C, 35 °Cy
50 °C no se contabilizaron diferencias en el crecimiento entre las tres lineas

estudiadas.
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Fig. I.17 Cinética de crecimiento de los hipocétilos bajo estrés térmico. Se muestran las
cinéticas que describen las tres lineas estudiadas, XET S, XET + y XET —, en respuesta a
los tratamientos de 5 °C, 15 °C, 35 °C y 50 °C y frente al Control a 25 °C, representado en
colores mas claros. Los valores representan la media £ SE. El transplante de las plantulas
se realizd a los 6 dias de la siembra. Los tratamientos se llevaron a cabo en cimaras
termostatadas y en oscuridad. El analisis estadistico no mostr6 diferencias significativas
entre las lineas (T-test, p valor < 0,05).

DISCUSION

La familia multigénica de las XTHs codifica muchas isoenzimas con actividad
tanto XET como XEH, las cuales parecen estar implicadas en procesos
fisiologicos tan concretos como heterogéneos del desarrollo de las plantas. En

nuestro trabajo, y con el objetivo de estudiar la implicacion de la actividad XET
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en el crecimiento, utilizamos plantas transgénicas que tenfan modificada la

expresion del gen SXTHI.

Los analisis filogenéticos comparativos del gen S/XTHI1 (Clustal W:

clustalw.genome.jp y www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi),

comparando la secuencia nucleotidica frente a las XTHs descritas en Arabidopsis

y tomate, y comparando analogamente las secuencias aminoacidicas inferidas,
permitieron posicionar el gen S/XTH1 dentro del Grupo 1 (Nakamura ef a.,
2003; Saladie ez al., 2006). El Grupo 1 se ha caracterizado por su asociacion a
procesos de elongacion rapida (Rose ez al, 2002), aunque existen algunas
excepciones confirmadas por estudios de expresiéon génica por RT-PCR vy
microarrays (Yokoyama ef al., 2004; Imoto ef al., 2005; Lee ez al., 2005). En el
caso concreto de S/XTHT1, se encontrd una cantidad considerable en los analisis

de hibridacién 7n sitn utilizando RNA total de hipocétilos (Saladie ¢z al., 20006).

Por ello, nuestros resultados de expresion génica (Fig. I.3) en la linea
silvestre, confirman los encontrados en los estudios moleculares y relacionan a
SIXTH1 con la expansion y elongacién propias de las zonas en crecimiento.
Los resultados de las plantas transgénicas, tanto las que sobre-expresan como
las que tienen reprimidos los niveles de S/XTH1, mostraron una respuesta de
expresion génica acorde con su disefio genético. Hay que destacar que esta es la
primera vez que se obtienen plantas que sobre-expresan un gen que codifica
para una isoenzima que desarrollara una actividad XET y ademas se obtiene un
aumento de la expresién asociada a las zonas de elongacion de los tejidos en
crecimiento, como la parte apical de los hipocotilos. Anteriormente,
unicamente se habfan conseguido plantas de tabaco que tenfan inhibida la
expresion de este mismo gen (Herbers ez al., 2001), y estas plantas con menor
expresion de la XTH tenfan disminuida la actividad XET tanto soluble como la

covalentemente unida a la pared.

Seguidamente, al cuantificar la actividad XET (Fig. I.4) se observé la misma
relacion directa del aumento de actividad en las zonas de mayor elongacion,
como la zona apical, relacionando el gen SXTHI con la elongacién. Si bien,

esta relacién no fue proporcional a la expresion génica de SXTHI registrada
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en todas las partes de la plantula, posiblemente porque en la medida de la
actividad enzimatica estamos cuantificando la actividad XET de todas las
isoenzimas de la familia y no sélo de la S/XTH1. En la raiz se registraron los
niveles mas bajos de actividad, lo que podria ser explicado por la respuesta

diferencial del control interno entre los tejidos del hipocétilo y la rafz.

La respuesta de las plantulas transgénicas, mostré que las plantas que sobre-
expresan el gen, cuentan con mayor actividad XET soluble en la parte apical
del hipocétilo, asi como en la rafz, mientras que disminuy6 la actividad XET de
las que tienen reprimida la expresion. Sin embargo, la actividad XET
covalentemente unida a la pared no mostré diferencias entre las lineas en
ninguna parte de la plantula. Esta correlacion de la alteracion génica en las
plantas transgénicas con la actividad XET soluble en hipocétilos y raiz, es un
dato relevante ya que sugiere una especificidad enzimatica del gen, puesto que

S/XTHI1 parece codificar una enzima principalmente soluble.

Para esclarecer el papel de la XET en el crecimiento, se estudiaron varias
diferencias en el fenotipo entre las plantas silvestres y transgénicas, evaluando
las cinéticas de crecimiento de plantulas (Fig. I.1) y el peso fresco y seco (Fig.
I.2) de las mismas. Mientras que la disminucion de la actividad XET, en las
distintas partes de las plantulas, no estuvo acompafiada de cambios en el
fenotipo, si los encontramos con el aumento de la actividad XET. De modo
que, en las plantas que sobre-expresan S/XTHI1 y tenfan un aumento de la
actividad XET soluble, se provocoé una disminucién del peso fresco y seco,

obteniéndose hipocotilos mas delgados y las raices mas cortas.

Estos resultados indicaban que los cambios en el fenotipo de las plantulas
provocados por un aumento de la actividad XET soluble, podrian ser debidos a
cambios en el metabolismo del xiloglucano, principalmente en las zonas de
mayor crecimiento de la planta. Esta es la primera vez que se establece una
relacién directa entre el aumento de la expresion de un gen de la XTH
(§/XTH1), su actividad XET soluble y los cambios directos en el fenotipo. Los
posibles cambios en la estructura del xiloglucano debidos a un aumento en la

transglucosilacién podrfan provocar una mayor o menor incorporacion de
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xiloglucano a la pared. O alternativamente, podrian contribuir a aumentar la
frecuencia de cortes en las cadenas de xiloglucano, relajando la estructura de la
pared celular. Estos posibles cambios, podrian igualmente, modificar las

relaciones de este xiloglucano con el resto de componentes de la pared.

Al realizar los andlisis de la estructura del xiloglucano mediante los XGOs
(Fig. 1.7) presentes en las distintas partes de las plantulas, encontramos que no
habia diferencias cuantitativas ni cualitativas entre las plantas silvestres y las que
cuentan con unos niveles de XET superiores. Sin embargo, el estudio de los
enlaces entre los componentes de la pared (Fig. 1.8 y 1.9), confirmé que las
plantas que sobre-expresan la proteina XTH, se agrupan separadamente,
mostrando una poblacién completamente distinta a la compuesta por las
plantas silvestres. Estas diferencias se encontraron en la zona de las pectinas y
de la celulosa-xiloglucano. Los resultados sugieren que los enlaces
caracteristicos de las cadenas de celulosa-xiloglucano son diferentes, apoyando
la idea de que el aumento de la actividad XET provoca modificaciones notables
entre las uniones de las cadenas de xiloglucano, ademas de entre las cadenas de
celulosa. Como apuntan algunos autores (Vissenberg e# al., 2005 a), la actuacién
de la XET sobre estos enlaces, regula el crecimiento, hecho que confirma la
importancia de las uniones entre los componentes de la pared. De modo, que
las paredes de las plantas XET + son diferentes porque estin modificadas por

un aumento de la actividad XET soluble.

Para estudiar la posibilidad de que las modificaciones de las uniones del
xiloglucano a otros componentes de la pared, podrian ser también responsables
de los cambios en las propiedades biomecanicas de la pared celular durante el
crecimiento, determinamos la extensibilidad de la pared celular (Fig. 1.12).
Los estudios confirmaron que era en la zona apical, donde existe una mayor
expansion y elongacion celular, donde se registré una mayor extensibilidad que
en la zona basal, apuntando un efecto directo de la actuacién de la XET en la
extensibilidad, y consecuentemente en la elongacion celular. En las plantas con
mayor actividad XET soluble, que contaban con modificaciones en el

xiloglucano, los hipocétilos eran mas delgados y mostraron una mayor
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extensibilidad. Ademas, las diferencias en la extensibilidad de las plantas XET —
que tenfan disminuida la actividad XET soluble, mostraron una extensibilidad
irreversible inferior, hecho que apoya de nuevo la participaciéon de la XET
soluble en el proceso de la extensibilidad que acompafia a las zonas de rapido
crecimiento. Esto sugiere que el control del metabolismo del xiloglucano por la
XET regula la elongacion celular. Este metabolismo pone de manifiesto que la
incorporaciéon de cadenas de xiloglucano o de XGOs, producen un efecto
supresor o acelerador de la elongacion, respectivamente. Se ha estudiado que
este efecto se produce tanto extracelular como intracelularmente, mediante la

reorientacion de los microtibulos (Takeda ez al., 2002).

Los estreses abioticos (hidrico y salino, Fig. 1.13-16) afectan al crecimiento
de las plantas, disminuyendo en mayor o menor grado, en funcién de las
caracteristicas del estrés y del momento de desarrollo de las plantas.
Dependiendo de la composicion y estructura de sus paredes celulares, primarias
o secundarias, el efecto sobre la elongacion es diferente. Por ello, se estudi6 la
influencia de los estreses hidrico y salino sobre el crecimiento de plantas de
tomate silvestres y de plantas de tomate transgénicas con la actividad XET
aumentada y disminuida. Los resultados de estrés hidrico y salino severo
mostraron que en las rafces, las diferencias en longitud entre la linea silvestre y
XET + desaparecieron. De modo que, bajo estos estreses, las transgénicas
igualan el crecimiento de las silvestres, confirmando que paredes celulares
desiguales responden distinto a condiciones abidticas adversas. Estos
resultados confirman las respuestas encontradas en varios trabajos, donde en la
parte aérea la inhibicién de la elongacion por bajos potenciales hidricos es muy
rapida (Nonami y Boyer, 1990 a y 1990 b), mientras que las raices son menos
sensibles a la inhibicién del crecimiento por bajos potenciales hidricos (Wu ez
al., 1996 y 2000). Nuestros resultados sugieren que la forma enzimatica soluble
de la XET codificada por el gen S/XTHI, parece ser la responsable de la
regulacion de las modificaciones de la pared producidas durante los
tratamientos de estrés hidrico y salino, ya que la mayor parte de la actividad
soluble encontrada en la raiz, provoca que las plantas que sobre-expresan el gen

S/XTHI1, mantengan su crecimiento. Adicionalmente, ha sido descrita tanto la
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disminucién como el aumento de una actividad XET en la zona de elongacion
de hipocotilos tratados con un bajo potencial hidrico (Wu e a/, 1994, 2000 y
2005). Estos autores correlacionan, ademas, el incremento de la extension de la
pared celular y del aumento de las expansinas bajo las mismas condiciones. Por
otro lado, en los resultados de estrés térmico (Fig. 1.17), no se obtuvieron
diferencias en respuesta a los niveles diferenciales de actividad XET, mientras
que algunos autores muestran el aumento de la expresiéon de una XTH en

respuesta al estrés térmico (Xu ez al, 1995; Cho ez al., 2000).

En resumen, los resultados anteriores sugieren que la XTH esta implicada en el
crecimiento, y mas concretamente, la isoenzima que codifica el gen S/XTHI,
puesto que la sobre-expresion del gen S/XTHI, que aumento principalmente la
XET soluble, provocé cambios irreversibles y permanentes en los enlaces del
xiloglucano con el resto de los componentes. Estos cambios fueron,
posiblemente, los responsables de un aumento de la extensibilidad en las zonas

de mayor elongacion de los hipocétilos y de la alteracion del fenotipo.
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INTRODUCCION

Las paredes celulares estan formadas por una red tridimensional, cuyo
esqueleto esta constituido por microfibrillas de celulosa unidas mediante
moléculas de xiloglucano. Esta estructura confiere unas caracteristicas a las
paredes celulares en funcién del tejido y 6rgano del que formen parte (Rose ez
al., 2002), hecho que adquiere una importancia vital en el crecimiento
secundario de las plantas (Kutschera, 1996; Cosgrove, 1997). Conjuntamente se
registran diversos cambios en los componentes, como el depdsito de
orientacion alterna de celulosa (Fukuda, 2004; Oda ef al., 2005), la digestion de
xiloglucano de la pared primaria (Bourquin e# a/, 2002; Matsui ez al., 2005), la
disminuciéon de las uniones de las hemicelulosas con la celulosa y otros
complejos (Cosgrove, 1997) o la desesterificacion de las pectinas, lo cual
permite el aumento de la rigidez por la formaciéon de enlaces de calcio
(Goldberg, 1984). Ademas se produce un incremento de las uniones de los
grupos fenodlicos con proteinas estructurales, lignina y pectinas, generalmente
coincidiendo con la actuaciéon de las peroxidasas (Liszkay ez al, 2003).
Asimismo, dicha estructura esta regulada por un conjunto de enzimas que la
metaboliza y la disefia. Se ha sugerido la implicacién de la familia de las XTHs
en ese proceso, puesto que puede encargarse, por un lado, de hidrolizar y, por
otro, de transglucosilar (Campbell y Bramm, 1999 a; Steele y Fry, 2000; Rose ef
al., 2002), es decir, de realizar cortes en el xiloglucano y/o re-unitlos
introduciendo nuevos oligosacaridos (XGOs) o cadenas de xiloglucano,
facilitando, tanto la expansiéon de la pared celular, como reforzando su
estructura y rigidez (Potter y Fry, 1994; Bourquin e7 al., 2002; Nakamura e al.,
2003; Matsui ¢f al., 2005).

Una vez que cesa el crecimiento rapido, las paredes celulares comienzan a sufrir
una serie de cambios orientados hacia el aumento de la rigidez de la misma. De
este modo, se ha encontrado una asociacién entre el cese del crecimiento, la

rigidez de la pared, el descenso de la actuacion de las expansinas (Cosgrove y Li,
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1993) y de la existencia de la proteina XTH con actividad XET, que incorpora

nuevas cadenas de xiloglucano en las ya existentes (Nishitani, 1997).

Varios estudios mostraron hace ya tiempo, la existencia de la actividad XET en
tejidos donde habia cesado el crecimiento (Potter y Fry, 1993; Pritchard ez al.,
1993; Potter y Fry 1994; Palmer y Davies, 1996; Herbers ef al., 2001). Otros
estudios de localizacién 7 situ de la enzima, mostraron que todas las raices
viejas manifestaban una actividad XET uniformemente en toda su extension, y
que varias isoenzimas de la familia de las XTHs incorporaban nuevas cadenas
de xiloglucano a la pared (Vissenberg ez al, 2001). En esa misma linea, se
estudi6 una proteina XTH con actividad XET (§/XTH2), viendo que su
expresion era maxima después del crecimiento rapido propio de la expansion
celular (Catala ez /., 2001). Por ello, se sugirié una participacion de la XET en
el depésito de xiloglucano adjunto a la celulosa como habfan propuesto otros
autores (Thompson y Fry, 1997) con el objetivo de reforzar la pared celular

después de la expansion.

Asimismo, en otros estudios se relaciona la actividad de la proteina XTH con el
refuerzo de las paredes celulares de los vasos conductores (Xu ef al., 1995;
Antosiewicz et al., 1997; Oh y Clouse, 1998; Vissenberg ¢f al., 2000; Nakamura
et al., 2003; Vissenberg et al., 2005 a), concretamente durante la formacion del
xilema (Bourquin ef al, 2002; Matsui et al, 2005). Se ha sugerido que la
estructura y composicion de la pared celular propia de cada tipo celular, sufre
un cambio dinamico a lo largo del desarrollo de la misma (Pennell, 1998). En
células xilematicas, el depdsito de xiloglucano responde a un proceso altamente
especifico y controlado por el desarrollo vascular. La inmuno-localizaciéon de
xiloglucano fucosilado con anticuerpos, en tejido vascular de chopo, ha
confirmado que moléculas de xiloglucano presentes en la pared primaria de
traqueidas inmaduras, desaparecen posteriormente en las traqueidas maduras
(Bourquin 7 al., 2002). Ademas, en hipocétilos de soja, si aparecen moléculas
de xiloglucano en las paredes de las células mas desarrolladas, pero no se
detectan en las paredes primarias de las células de elementos del protoxilema

(Ryser, 2003). Adicionalmente, se ha observado que en las células del meséfilo
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de Zinnia, se produce una degradacion del xiloglucano por enzimas hidroliticas,
el cual fue secretado a partir de los elementos de las traqueidas antes de que se
observara la formacién de los elementos secundarios (Stacey ¢7 al., 1995). Estas
observaciones sugieren una rapida degradacion del xiloglucano de la pared de
las células que posteriormente se diferenciaran en células xilematicas. De modo
que la XET, podria estar implicada en transglucosilar el xiloglucano para que se
puedan diferenciar los distintos tejidos de la pared celular, principalmente los

tejidos conductores y de sostén.

Asimismo, se asoci6 el aumento de las proteinas XTHs a la modificacion de las
paredes durante la formacién de los espacios intercelulares y el refuerzo de la
misma en respuesta a los estreses mecanicos como el viento (Antosiewicz ¢f al.,
1997) y para la formacién de los espacios aéreos del aerénquima de las plantas
acuaticas (Saab y Sachs, 1995).

La actividad XET esta implicada por una parte, en la elongacion de la pared
celular, mediante la transglucosilaciéon de oligosacaridos de cadena corta,
ayudada por la accién de las glucanasas y las glicosidasas. Y por otra, en el
mantenimiento de la misma tras el cese del crecimiento, por la incorporacion
de cadenas largas de xiloglucano. Por lo tanto, ambos procesos dependeran de
la disponibilidad de sustrato, de la cantidad de enzima con actividad XET y de
la posible respuesta dependiente de la especificidad de la XET. En el Capitulo
anterior, hemos relacionado la S/XTH1 con el crecimiento primario y la
expansion y elongacion celular en las plantulas. Ahora, nuestro propésito es
estudiar la posibilidad de que esta enzima, con wuna actividad
endotransglucosilasa manifiesta, también pudiera estar implicada en posibilitar
y estabilizar la rigidez progresiva que adquieren las paredes secundarias en las
plantas adultas, cuestiéon que adquiere una notable importancia, puesto que la
mayoria de los trabajos han sido realizados con plantulas donde no se registra

crecimiento secundario.

Ademids de su implicacién en el crecimiento primario y secundario, otros
estudios previos han puesto de manifiesto a relacion de las XTHs con la

respuesta a estreses abioticos, como la inducciéon de un gen que codificaba
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una proteina XTH con actividad XET por efecto de la anoxia (Peschk y Sachs,
1994). Este gen fue igualmente inducido en la respuesta a la inundacién y
encharcamiento, asociado con cambios estructurales en la pared (Saab y Sachs,
1995), y también mostré un aumento en los tratamientos con etileno (Saab y
Sachs, 1996), hormona necesaria para la formacion del aerenquima en plantas
acuaticas e indicadora de estreses abidticos. No podemos olvidar un trabajo
recientemente publicado, donde se relaciona la expresion de un gen XTH
(CaXTH3) con la tolerancia a la sequfa, alta salinidad, baja temperatura y en
respuesta al etileno, sugiriendo la importancia de esta enzima en la respuesta de
defensa temprana frente a estreses abidticos (Cho e al., 2006). Otro estudio
realizado con Arabidopsis, muestra que una proteina XTH es inducida por
estimulos ambientales, incluidos el contacto fisico, el choque térmico, la
salinidad o el estrés por frio (Xu e al, 1995 y 1990).

De modo que en este Capitulo, afrontamos el estudio de la implicacién de la
XET en el crecimiento primario y secundario, utilizando las plantas
transgénicas que sobre-expresan o tienen reprimida la expresion de SXTHI,
(descritas en el Capitulo I), valorando la expresion génica de S/XTHI y la
actividad XET en las diferentes partes de las plantas y su correlacion con el
fenotipo obtenido. Ademas, se estudi6 el efecto que la accién enzimatica XET
ocasiona sobre la estructura del xiloglucano en las distintas partes de las plantas
silvestres y en las transgénicas, las cuales tienen modificados los niveles de
S/XTHI1. Para lo cual se analiz6 la composiciéon de oligosacaridos del

xiloglucano de la pared celular mediante espectroscopia de masas.

Por ultimo, se abordé el estudio del comportamiento en el crecimiento de las
plantas silvestres y transgénicas frente al estrés salino, con el objetivo de
analizar la implicaciéon de la actividad XET en la respuesta diferencial de la

pared celular frente a los estreses abioticos.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

El trabajo experimental se llevo a cabo con plantas de tomate silvestre (XET S)
(Solanum lycopersicum 1.. variedad Money Maker) y las dos lineas de plantas
transgénicas XET + y XET — que se obtuvieron en el Institute of Plant
Genetics and Crop Plant Research (IPK), como se ha explicado en el Capitulo
I

Las semillas de la linea silvestre y de las dos lineas transgénicas, fueron
sembradas y cultivadas en el invernadero del SCSIE de la Universitat de

Valencia, dentro de dos de las cabinas para el cultivo de transgénicos.

En el Anexo II se describen aspectos generales del cultivo de tomate, su origen
y morfologfa, su distribucion geografica, las variedades comercializadas, los
requerimientos edafoclimaticos, las técnicas culturales, las plagas vy
enfermedades, las alteraciones del fruto, su recoleccién y post-cosecha, su valor

nutricional y la comercializacion.

Cultivo de la linea silvestre (XET S) y las transgénicas
XET + y XET -) de Solanum lIycopersicum L. variedad
Money Maker en invernadero

Las semillas se sembraron en bandejas de poliestireno expandido, en cepellones
independientes de turba 70/30 en invierno y 40/60 en verano y petlita
expandida tipo A 13, proporciéon 3:1. Las caracteristicas del sustrato se

describen a continuacion:

- Grado de estructura: Fina
- Neutralizante: Dolomita, 6 kg m3

- Fertilizacién normal: PG-Mix 12,5-15-27: 0,8 kg m3
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- Fertilizacién organica: PG-Organic 3-2-2: 10 kg m-3
- pH: 5,8
- Uso: Sustrato speedling para semillero

- Fertilizacion: Nivel 1

Nivel fertilizacion PG-MIX PG-Organico
N 12,5% 3%
P,0Os 15% 2%
K205 27% 2%

B 0,03% 20 ppm
Cu 0,15% 50 ppm
Zn 0,04% 200 ppm
Mn 0,16% 500 ppm
Fe 0,09% 800 ppm

El trasplante se realizé aproximadamente al mes de la siembra, en contenedor
tipo 12 HC, con sustrato 50/50 y petlita expandida tipo A 13, proporcion 2:1.
Al mes siguiente se realiz6 un segundo y definitivo trasplante en contenedor

tipo C-22, con un sustrato similar al anterior.

Después del segundo trasplante, el marco y la densidad de cultivo de tomate se
realizé en mesas de cultivo de 1,80 x 4,00 m. Las plantas se distribuyeron en 4
filas de cultivo, separadas 20 cm, quedando dos filas a cada lado de la mesa. Las
plantas se dispusieron a tresbolillo, separadas 50 cm. La densidad de plantacion

maxima resultante fue de 4 plantas por metro lineal de mesa.
Las practicas culturales generales se describen a continuacion:

Poda: Se hizo a un solo tallo, destallindose todos los brotes axilares. En
verano-otofio se destalldé semanalmente y en invierno cada 10-15 dias.
Entutorado: Al mismo tiempo se fueron entutorando las plantas sobre una vara
de bambu, atindose mediante bridas rapidas. De esta manera se mejord la
aireaciéon general de la planta, el aprovechamiento de la radiacion y se

facilitaron las labores culturales.

Deshojado: Periédicamente se fueron eliminando las hojas senescentes con el

fin de facilitar la aireacion y mejorar el color de los frutos. También se
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eliminaron las hojas enfermas, para impedir posibles fuentes de infeccion
fungica.

Despunte: Se realizé semanalmente el despunte de inflorescencias con excesivo
niamero de flores, asi como la eliminacién de frutos recién cuajados con
malformaciones, favoreciendo asi el aumento del calibre y calidad de los frutos
restantes y disminucién del destrio. Esta practica no se realizé en las cosechas

en la cuales se valoro la productividad.

Pinzamiento: Consisti6 en podar el apice del tallo, normalmente sobre el

octavo o noveno racimo floral.

Cuajado del fruto: Se realiz6 el cuajado del fruto de forma mecanica,

aprovechando el chorro de aire que desprende el equipo de aire acondicionado,
el cual provoca el movimiento de las inflorescencias de la planta. En varias
ocasiones se apoy6 el cuajado con la introducciéon de insectos auxiliares (Bowzbus
terrestres 1..) y se compararon los rendimientos en sendas situaciones. Se
comprob6 que la eficacia del cuajado no mejoré significativamente con la

introduccion de estos insectos auxiliares.

La fertirrigacién se manej6 modificando la frecuencia y dotacion, mediante
riego por goteo. Se dispuso un emisor de 4 1 h'' por maceta. El abonado

utilizado fue el siguiente:

Aniones mMol Cationes mMol 11 pH | CE
mS cm-!
NOs | H2PO4 | SO4 | HCOs3 | Cl | NH4 K Ca Mg Na
1* SEMANA AGUA DE RIEGO
2*SEMANA | 2 i 05 | | - . . . - | 556 | 11-16
3*Y 4* -
SEMANA 2 - 05 | - - 3 - - - 556 | 1,62
4* SEMANA-
CUAJE 2°
RACIMO 12 1,5 2 05 | - - 5 6 2 - 556 222
CUAJE 4°
RACIMO 7°
raviere | 0| B o5 |- - | 6] 6| 2 | - [556]2225
ULTIMO 1
CUAJE-FIN 1,5 1 05 | - - 7 5 2 -
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MICROELEMENTOS Fe Mn Cu Zn B Mo
Nutromix (%) p/p 75 33 03 0,6 0,7 0,2

Las condiciones climaticas del cultivo de tomate fueron las que se describen

a continuacion:

Polinizacion
Parametros Germinacién | Crecimiento Floracion Cuajado
Maduracion
T* méaxima dia (°C) 25 22 24 25
T* minima dia (°C) 22 19 22 22
T* maxima noche (°C) 25 17 18 18
T* minima noche (°C) 22 15 15 15
H.R. (%) 55-60 55-60 55-60 55-60
ILUMINACION FOTOSINTETICA (Invierno)
Inicio por Radiacion
RX/ 2y - 100 100 100
Paro por Radiacion
IEW ) - 300 300 300
Petiodo ) Amanecet- Amanecet- Amanecet-
Anochecer Anochecer Anochecer

Respecto al control de plagas y enfermedades se sigui6 un Programa de
Manejo Integrado (PMI), mediante la evaluacion de las plagas y enfermedades
que aparecen durante el cultivo y seguimiento de las mismas. Se aplicé un
control biolégico por defecto, con la introduccién de insectos y/o dcaros
beneficiosos que fueron los depredadores naturales de las plagas. Se valoré la
eficacia de su accién y en caso de que las poblaciones de la plaga superasen el
umbral establecido se aplicé el control quimico, tratando con productos
fitosanitarios compatibles con los depredadores naturales introducidos.
Adicionalmente, se utiliz6 control etolégico mediante trampas amarillas que

atraen a los individuos adultos de los insectos.

Las plagas mas habituales que aparecieron durante el cultivo del tomate fueron
de mosca blanca (Bewisia tabaci Gennadius) y arafia roja (Tetranychus urticae
Koch), las cuales se controlaron mediante PMI, adecuando las practicas

siguientes:
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PLAGA METODOS DE CONTROL
BIOLOGICOS QUIMICOS
Suelta Fauna auxiliar Compatibles Fauna auxiliar
- . Azadiractin
Arafia Roja: . o .
. Phytoseinlus persimilis Clofentezin
Tetranychus urticae o
Hexitiazox
Mosca Blanca: Eretmocerus mundus Jabon pota§1co
o . . Buprofezin
Bemisia tabaci Eretmocerus eremicus . o
Imidacloprid (riego)

Las enfermedades mas frecuentes que atacaron al cultivo de tomate en el
invernadero fueron el mildiu (Phytoptora infestans) y el oidio (Liveillula tanrica), los

cuales fueron controlados como sigue:

METODOS DE CONTROL

BIOLOGICOS QUIMICOS
Suelta Fauna auxiliar Compatibles Fauna auxiliar
Ciproconazol
Oidio - Azufre
Tebuconazol
Mildiu - Tebuconazol
Iprodiona
Botritis - Clorotalonil
Tebuconazol

HONGO

No olvidemos que al tratarse de variedades transgénicas, todo el material
vegetal que es retirado tuvo que ser eliminado de forma segura. Para ello, se
cumplié con la normativa descrita para instalaciones y actividades que se

desarrollan con organismos modificados genéticamente (OMG) Nivel 3.

Cinética de crecimiento en altura y foliar

Para estudiar la cinética de crecimiento en altura de las plantas silvestres y
transgénicas, se identificaron numéricamente las plantas y se midié su altura
total, desde la base de la planta hasta el meristemo apical de la misma. Para

medir la cinética de crecimiento foliar, se midi6é la hoja desde su unién al tallo
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hasta su apice. En ambos casos se utilizé una regla flexible para poder realizar
las medidas sin ocasionar dafios. Para medir el grosor del tronco se us6 un
nonius o pie de rey y se determiné su diametro mayor. LLas medidas de cinética
de crecimiento se comenzaron a registrar a los 6 dias tras la siembra,
inmediatamente después de la germinacion, y se finalizaron cuando se inici6 la
produccion de frutos. Las plantas fueron medidas con una frecuencia de tres
veces por semana. Las cinéticas de crecimiento se valoraron en cuatro
ocasiones entre los afios 2002-2005, tanto en la cosecha estival como en la

invernal, utilizando 24 plantas por linea y cosecha.

Biomasa vegetal. Productividad

La biomasa de la planta se determiné por pesada, cuantificando el peso fresco y
seco de cada una de las siguientes partes: rafz, tallo y nervio y lamina de la hoja.
Dicha determinacién se llevo a cabo en las dos cosechas del afio 2005, usando

12 plantas de cada una de las lineas estudiadas.

También, se determiné el numero de frutos y su peso en cada racimo en las

tres lineas estudiadas.

Para determinar la productividad de las plantas se establece una relacion entre
kg de fruto por kg de planta. Para ello, se cuantificaron los kg de tomate
producidos por cada planta (produccion) y los kg de peso fresco cuando
finaliz6 su produccion e iba a ser eliminada (biomasa vegetativa). Este estudio

se realizé durante las dos cosechas del ano 2002.

Extraccion de mRNA. Sintesis de cDNA. PCR cuantitativo
en tiempo real

La extraccion de mRNA vy la sintesis de cDNA, se realiz6 como se describe en
el Capitulo 1. Para la cuantificacién de la expresion de S/XTHI1 se utilizé la
técnica de PCR cuantitativo en tiempo real, donde se procedié del mismo

modo que en el Capitulo 1.
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Actividad xiloglucano endotransglucosilasa

Se procedi6 a extraer la proteina de las partes de la planta igual que en el
Capitulo I. Para el ensayo de la actividad XET soluble e insoluble se procedi6

analogamente a como se describe en el Capitulo I.

Analisis de los oligosacaridos del xiloglucano mediante
espectroscopia de masas MALDI-TOF MS

Se procedié a extraer las paredes celulares de las partes de la planta
analogamente al Capitulo I. Para el analisis de los oligosacaridos del xiloglucano
se siguieron las mismas indicaciones para la espectroscopia de masas MALDI-

TOF MS que se explican en el Capitulo I.

Crecimiento en estrés salino

Los ensayos de estrés salino con plantas se realizaron en invernadero, bajo las
mismas condiciones agroculturales descritas para el cultivo de plantas de
tomate. El tratamiento comenz6 después del primer transplante a maceta de
tipo 12 HC, transcurrido un mes después de la siembra, cuando las plantas
alcanzaban una altura aproximada de 7 cm y contaban con 3-4 hojas. Se
colocaron 6 macetas por bandeja (57 x 42 x 8,5 cm), donde se aplicaron riegos
de 500 ml de solucién nutritiva en los controles. Las bandejas de tratamiento se
regaron con la misma cantidad de solucién nutritiva y la concentracion de
cloruro sodico correspondiente. La frecuencia de riego se adaptdé a las
necesidades de las plantas para evitar el encharcamiento, de modo que se
fueron espaciando los riegos a medida que se aumentaba la concentracion
salina del tratamiento. Se valor6 la cinética de crecimiento de las plantas
midiendo el crecimiento desde la base de la planta hasta su meristemo apical. Se
ensayaron las siguientes concentraciones de NaCl: Control (0 mM), 25 mM, 50
mM, 75 mM, 100 mM, 200 mM y 400 mM, entre las cosechas de 2002 y 2006.
Para los experimentos se emplearon 12 plantas para cada tratamiento por linea.

Se prestd especial interés en minimizar el efecto posicional en la cabina, por lo
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cual se rotaron las bandejas en la mesa y las macetas de cada bandeja cada 4

dias.

RESULTADOS

Estudio de las caracteristicas relativas al crecimiento y
elongacion celular: cinéticas de crecimiento, biomasa y
productividad

Cinéticas de crecimiento

En primer lugar, se estudié la cinética de crecimiento de las plantas que se
muestra en la Fig. IL.1. Las curvas descritas muestran el crecimiento vegetativo
de las plantas desde su germinacion, en el sexto dia tras la siembra, hasta el
comienzo del desarrollo y maduracién de frutos, que se produce hacfa el
centésimo dia tras su siembra. En la figura se observa una primera fase de
crecimiento lento hasta el dia quincuagésimo, seguida de una segunda fase de
crecimiento lineal que se mantiene hasta el inicio del desarrollo y maduracion
de frutos tras el cuajado de la flor. Las cinéticas de crecimiento no muestran
diferencias significativas entre las tres lineas estudiadas en el crecimiento total

de la planta, tras aplicarles a los datos un T-test (p valor < 0,05).

Adicionalmente, se compararon los datos mediante analisis bayesiano, y se
obtuvieron las siguientes probabilidades: XET +/XET S: Pr [¢p>1]|data] =
0,395; XET —/XET S: Pr [¢>1|data] = 0,509; XET +/XET — Pr [¢p>1|data]
= 0,460. Estos resultados indican que no hay diferencias significativas entre las
lineas estudiadas, puesto que cuanto mas préximo esté la probabilidad a la

unidad, mayores diferencias existen entre las dos poblaciones comparadas.
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Fig. II.1 Cinética de crecimiento de las plantas de tomate silvestres (XET S) y transgénicas
XET + y XET -) en invernadero. Se midi6 la altura de la planta desde su germinacion
hasta el comienzo del desarrollo de los frutos. La grafica muestra la media = SE de la altura
de 24 plantas por variedad cultivadas entre los afios 2003-2005, tanto en periodo invernal
como estival, pertenecientes a 5 cosechas. El analisis estadistico no mostré diferencias
significativas entre las lineas (T-test, p valor < 0,05).

La cinética de crecimiento foliar fue valorada en las tres lineas de tomate (Fig.
I1.2). Para ello se midi6 la longitud de la hoja desde la unién al tallo hasta el
apice, desde la tercera hoja verdadera hasta la vigésima. Las medidas se
registraron desde que se identific6 la hoja en el meristemo apical hasta el
septuagésimo dia donde se comprobé6 que practicamente cesaba el crecimiento
en longitud de la hoja. La cinética de crecimiento foliar de todas las hojas
medidas (de la 3* a la 20, mostré una cinética similar que se resume en las tres
curvas sigmoides de las plantas silvestres (XET S) y transgénicas (XET + y
XET -). Como puede verse en la figura, no se encontraron diferencias
significativas en el crecimiento foliar entre las tres lineas estudiadas. Ademas de

valorar la cinética de crecimiento foliar, se caracterizé el tamafo de cada una de
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las hojas que se usaron para definir la curva de crecimiento. El tamafio de las

hojas se indica con las flechas sobre la curva de crecimiento.

—e— XET'S
50 4 —@— XET + 17* hoja

Longitud (cm)

0 20 40

Tiempo (Dias)
Fig. I1.2 Cinética de crecimiento foliar de las plantas de tomate silvestres (XET S) y
transgénicas (XET + y XET —) en invernadero. Se midi6 la longitud de la hoja desde su
union al tronco hasta el apice. La grafica muestra la media = SE de la longitud de la hoja de
24 plantas por variedad cultivadas entre los afios 2003-2005, tanto en periodo invernal
como estival, pertenecientes a 5 cosechas. Las flechas situadas sobre la grifica indican la
longitud de las hojas 6* a 9" y de la hoja 17, la cual ha dejado de crecer. Las imagenes de la

parte inferior derecha muestran el tamafio de la 1* a la 6* y de la 6* a la 9* hoja. El analisis
estadistico no mostr6 diferencias significativas entre las lineas (T-test, p valor < 0,05).

En el margen inferior derecho de la Fig. IL.2, se presenta una muestra
fotografica de la identificaciéon de las hojas. El crecimiento de las hojas se
estabiliza hacfa la hoja decimoséptima de la planta, momento en el que ha
alcanzado una longitud media de 48 cm. A partir de este momento las hojas

comienzan a sufrir procesos senescentes y las mas adultas fueron retiradas.
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También se cuantificé la evolucién del crecimiento en grosor del tronco a

partir del tercer entrenudo en plantas de 27 hojas, como se observa en la Fig.
IL.3.
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Fig. I1.3 Grosor del tronco de las plantas de tomate silvestres (XET S) y transgénicas
(XET + y XET -) sembradas en invernadero. A) Didmetro del tronco desde la base al 24°
entrenudo de plantas con 27 hojas. B) Media del diametro de los entrenudos del 1° al 24°
de plantas de 27 hojas de las tres lineas estudiadas. Las graficas muestran la media + SE de
24 plantas por linea cultivadas en el afio 2005. Distintas letras indican diferencias
significativas entre las lineas (T- test, p valor < 0,05).

Como puede observarse en la Fig. IL.3. A, el grosor del tronco de todas las
lineas va disminuyendo progresivamente (59% en XET S, 45% en XET + vy
58% en XET —) a medida que nos acercamos al meristemo apical de la planta.
En la Fig. IL.3. B se representa una media del grosor de los entrenudos
medidos. Los resultados muestran que el diametro del tronco de las plantas de
la linea silvestre fue mayor significativamente al de las plantas XET —, mientras
que no se encontraron diferencias entre el diametro de las plantas XET S con
el de las plantas de la linea XET +. A su vez, la linea XET + también registré

un diametro mayor significativamente al de la linea XET —.
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Biomasa

Se cuantific6 la biomasa de las plantas (Fig. I1.4) utilizando plantas adultas
con 12 hojas (42 cm de altura), a las cuales les fueron separadas las partes a
estudiar, como son las raices, tallos y nervios y laminas de la hoja, como se

muestra en Fig. I1.4. A.
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Fig. II.4 Biomasa de las plantas de tomate silvestres (XET S) y transgénicas (XET + y
XET -) con 12 hojas. A) Disociaciéon de los 6rganos estudiados de una planta de 12 hojas.
B) Peso fresco de lamina y nervio de la hoja, tallo y raiz de la planta. C) Peso seco de las
mismas partes de la planta. Las graficas muestran la media £ SE de 24 plantas por variedad
cultivadas en el afio 2005, tanto en periodo invernal como estival. Distintas letras indican
diferencias significativas entre las lineas (T- test, p valor < 0,05).
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La biomasa se valoré mediante el peso fresco (Fig. II.4. B) y peso seco (Fig.
I1.4. C.) de las partes de las plantas. Los resultados muestran que el valor de
peso fresco, Fig. 11.4. B, de las laminas, nervios, tallos y raices de la linea XET
S son significativamente superiores a la linea transgénica, XET —. Mientras que
s6lo el peso fresco de los tallos XET S fue mayor significativamente frente a la
linea transgénica XET +. A su vez, el peso fresco de las laminas, nervios y
raices de la linea XET + fueron mayores significativamente a la linea XET —.
Cuando evaluamos la biomasa mediante el peso seco, Fig. I1.4. C, se encontré
que el peso seco del tallo de las lineas XET S y XET + fue mayor
significativamente a la linea XET —. Las liminas foliares de la linea XET +
fueron mas pesadas significativamente que las de la linea XET —, segin el
analisis estadistico, sin encontrarse diferencias significativas con la XET S. A su
vez, entre los nervios de las hojas y las rafces no se encontraron diferencias

significativas en el peso seco entre las lineas estudiadas.

Productividad

La productividad del cultivo puede evaluarse por la cantidad (kg) de frutos
recolectados por cada kg de planta, expresado como peso fresco, al terminar su
periodo productivo. Esta relacion muestra la proporciéon entre o6rgano
productivo y érgano vegetativo, revelando la inversion de los recursos que hace

la planta cuando las condiciones ambientales son 6ptimas.

En la Fig. IL.5 se exponen los datos de produccion de frutos y productividad.
El peso medio de los frutos y el nimero de ellos que se consigue en cada
racimo se presenta en la Fig. IL.5. A de la grafica. Los tomates con un peso
mayor se registraron entre el racimo 6° y 8°, segtin la linea. Respecto al numero
de frutos de cada racimo, se contabilizaron una media de 6 unidades entre los
racimos 3° y 5°. Como cabia esperar, en los racimos con tomates mas pesados

(6° - 8°), su numero era menot.
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Fig. IL.5 Productividad de plantas de tomate de las lineas silvestre (XET S) y transgénicas
(XET + y XET -). A) En la parte izquierda se presenta la media del peso de los frutos por
cada racimo y en la derecha el nimero medio de frutos por racimo. Se contabilizaron los
frutos de las dos cosechas cultivadas en 2002, con 24 plantas por cada linea y por cosecha.
En B) se muestra la productividad de la planta. Los datos representan la media + SE de
dos cosechas cultivadas en 2002, con 24 plantas por cada linea y por cosecha. El analisis
estadistico no mostro6 diferencias significativas entre las lineas (T- test, p valor < 0,05). En
C) se muestran los resultados del analisis bayesiano aplicado a la productividad de la planta.

En la Fig. I1.5. B se presenta la productividad de las plantas de las tres lineas.
Para establecer esta relacion se cuantificaron los kg de frutos y la biomasa de la
planta una vez que terminé su produccion de frutos. Tras aplicarse un analisis
T-test (p valor < 0,05) no se encontraron diferencias significativas. Sin
embargo, cuando a los datos anteriores se les aplicé un analisis estadistico
bayesiano, Fig. I1.5. C, si que se detectaron diferencias en la productividad de
las tres lineas. Estos resultados se interpretan a partir del valor de la
probabilidad que resulta de comparar las lineas dos a dos. De modo que la linea
XET — era la mas productiva significativamente respecto a la linea XET S. La
linea XET + cuenta con una productividad similar a la linea XET S y menor

que la XET —, pero sin que en ningin caso esas diferencias fueran significativas.
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Anilisis de la expresion de SXTHI1 mediante PCR
cuantitativo en tiempo real

Con el objetivo de caracterizar molecularmente las plantas, se estudi6 la
expresion del gen S/XTH1 mediante PCR cuantitativo en tiempo real. Se
analizaron cuatro partes de plantas de 12 hojas: raiz, tallo y nervios y laminas de
la hoja. Como se muestra en la Fig. I1.6, no se detectaron diferencias a nivel de
expresion de S/XTHI1 entre los 6rganos pertenecientes a la linea XET S y la
XET +. La expresion mayoritaria en estas plantas se produce en los 6rganos
conductores de la planta, contabilizandose valores de expresion que rondan
1,5%. Por el contrario, las raices y las laminas, muestran una expresion del
0,1% y 0,2% respectivamente. La linea XET —, por su parte, si muestra unas
notables diferencias frente a las anteriores, registrandose expresiones mucho

menores que no alcanzan el 0,04% en ninguna de las partes estudiadas.
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Fig. II.6 Expresion diferencial del gen S/XTH1 en las distintas partes (Ildmina y nervio de
la hoja, tallo y rafz) de plantas silvestres (XET S) y transgénicas (XET + y XET —) de 12
hojas. Se cuantific6 mediante PCR cuantitativo en tiempo real (7000 ABI Prism; Applied
Biosystem), usando PowerSYBR® Green como fluorocromo. Los valores mostrados son la
media £ SE de 2 experimentos independientes, usando material homogenizado de cada
parte estudiada procedente de 12 plantas por linea y por experimento.
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Determinacion de la actividad xiloglucano
endotransglucosilasa

Se analizé tanto la actividad soluble de la XET como la insoluble o
covalentemente unida a la pared celular (Fig. II.7) en las distintas partes de la

planta en periodo de crecimiento vegetativo.
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Fig. I1.7 Actividad XET soluble e insoluble en raiz, tallo y nervio y lamina de la hoja de
plantas de 12 hojas. Las graficas muestran la media de al menos 3 cosechas recolectados
entre 2001-2005 de 12 plantas por lineas cada uno. Distintas letras indican diferencias
significativas entre las lineas en la XET soluble (letras mindsculas) y en la XET insoluble
(letras mayusculas) (T- test, p valor < 0,05).

Al analizar los resultados de la XET soluble, podemos apreciar como los
mayores niveles enzimaticos, se encontraron en las partes que contienen un
elevado porcentaje de tejidos conductores, puesto que su maxima actividad se

registr6 en el tallo, seguida de la actividad en nervio y en la lamina de la hoja y,
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por dltimo, en la raiz, en todas las lineas. De modo que un 66,3; 69,0 y 62,7%
de la actividad XET soluble total de XET S, XET + y XET —, respectivamente,
se encontro en los tejidos vasculares. En la raiz, tallo y nervio, la linea XET S se
registr6 una actividad menor significativamente que en la linea XET +. En raiz
y nervio, las lineas XET S y XET + contabilizaron una mayor actividad
significativamente a la linea XET —, mientras que en tallo, sélo la XET + fue
mayor significativamente a la XET —. En las laminas de las hojas no se
encontraron diferencias significativas de la XET soluble entre las lineas

estudiadas.

Cuando analizamos la actividad XET insoluble o unida covalentemente a la
pared (Fig. I1.7) se encontraron los mayores valores en los nervios de todas las
lineas (un 55,0; 58,9 y 51,8% en XET S, XET + y XET —, respectivamente del
total). Mientras que en las laminas de las hojas y tallos la actividad insoluble fue
del 37,7; 38,2 y 40% en XET S, XET + y XET —, respectivamente del total. En
las rafces la actividad fue mucho menor. La actividad insoluble de las lineas
XET S y XET + fue similar en todos los 6rganos. En nervios y laminas de la
hoja, la linea XET — mostr6 valores inferiores significativamente a las lineas
XET S y XET +. En raices y tallos no se encontraron diferencias significativas

entre las tres lineas estudiadas.

Por dltimo, si comparamos la actividad XET soluble frente a la insoluble,
obtenemos que en rafz, tallo y lamina la actividad soluble es mayor a la
insoluble en todas las lineas. En el caso de los netvios, la actividad soluble e
insoluble fue similar y la mas destacable registrada en la planta, con un 422;
39,0y 36,6% en XET S, XET + y XET —, respectivamente, de actividad total
(soluble e insoluble) de los nervios respecto a la actividad total de la planta. Por
ultimo, el 59,8; 66,2 y 62,7% en XET S, XET + y XET —, respectivamente, de
la actividad total fue debida a la actividad XET soluble.

De modo general, se puede apreciar que la linea XET + registr6é una actividad
XET soluble e insoluble, ligeramente superior a la linea silvestre. A su vez, la

linea XET —, mostrd valores claramente inferiores a la linea silvestre.
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Estudio de la composicién cualitativa del xiloglucano de
plantas mediante MALDI-TOF MS

Se analizaron los oligosacaridos del xiloglucano de raiz, tallo y nervio y lamina
de hoja de las plantas XET S y XET + de 12 hojas en la Fig. IL.8. Las areas
relativas de los oligosacaridos del xiloglucano se integraron manualmente a
partir de los valores de m/z resultantes de los espectros de masas, identificados

por la tabla del Capitulo I, (Fig. L.5).

En la Fig. I1.8 puede apreciarse que la distribucién de los oligosacaridos en las
plantas XET S es menor a las plantas XET + en los distintos 6rganos. De
modo que, XXG y LSGG sélo aparece en la linea transgénica XET +. Los
oligosacaridos mayoritarios fueron XXGG y XSGG. En raiz, tallo y lamina, el
mayoritario es XXGG, mientras que en nervios fue XSGG en ambas lineas. En
la linea silvestre los oligosacaridos mayoritarios oscilan entre 40% y 60% en
raices, tallos y nervios. En las laminas encontramos que XXGG alcanza el 85%
y XSGG tan solo el 15%. En la linea XET + los oligosacaridos mayoritarios
oscilan entre el 30% y 50% en tallos, nervios y laminas, mientras que en raices
XXGG alcanza el 65% y XSGG tan solo el 28%. Si comparamos los
oligosacaridos por lineas, podemos apreciar que XXGG es inferior en las
plantas XET S respecto a las XET + en todos los 6rganos excepto en las
laminas. Con XSGG ocurre lo contrario, siendo mayor en XET S excepto en
las laminas. El oligosacarido mas complejo, XTGG, se detecté en porcentajes
inferiores al 5% en ambas lineas, aunque en raices solo estuvo presente en la

linea transgénica.
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Fig. II.8 Porcentajes relativos de oligosacaridos del xiloglucano presentes en la raiz, tallo y
nervio y ldmina de hojas de plantas de 12 hojas. Se presentan los resultados obtenidos en la
linea silvestre XET S y la transgénica XET +, que muestran la media de dos analisis de 12
plantas por linea de dos cosechas pertenecientes a los afios 2005-2006.



110 CAPITULO II

Adicionalmente, se realiz6 un estudio exhaustivo de los oligosacaridos del
xiloglucano de los nervios (Fig. I1.9) y laminas (Fig. I1.10) desde la 6" hasta la

9* hoja en las dos lineas.
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Fig. I1.9 Porcentajes relativos de oligosacaridos del xiloglucano presentes en nervio de la 6*
a la 9" hoja de plantas de 12 hojas. Los resultados muestran la media de dos analisis de 12
plantas pertenecientes a la linea silvestre XET Sy a la transgénica XET +.
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Los resultados de oligosacaridos del xiloglucano de nervios de las hojas (Fig.
I1.9) muestran una distribucién completa de los oligosacaridos estudiados,
siendo los mayoritarios XXGG y XSGG en las dos lineas. En los nervios de la
hoja no se aprecian notables variaciones a medida que la hoja crece, puesto que
los porcentajes de XXGG se mantienen entre 40% y 65% y los de XSGG entre
30% y 40% en la linea transgénica y entre 50% y 60% en la linea silvestre. De
modo que en la linea transgénica el XXGG es el oligosacarido mayoritario en
todos los nervios de las hojas. Mientras que en la linea silvestre oscila la
relacion, siendo mayor XXGG en el 6° nervio, menor en el 7° y similar en el 8°
y 9°. El oligosacarido mas sencillo, XXG, muestra porcentajes que rondan el
4% en la linea XET S y el 5% en la XET + en todas las hojas. El oligosacarido
LSGG no se detecté en la linea silvestre y si en la transgénica, aunque con
niveles muy bajos que oscilan entre un 2% y un 4%. El oligosacarido mas
complejo, XTGG, se cuantificé por igual en ambas lineas, disminuyendo su

porcentaje paralelamente a la madurez de la hoja.

Los resultados de oligosacaridos del xiloglucano de las laminas de la 6* a la 9*
hoja, se muestran en la Fig. I1.10, donde se observa que el oligosacarido
mayoritario es XXGG, el cual a medida que la hoja crece, aumenta de 70%

hasta 98% en las dos lineas.



112 CAPITULO II

6" hoja EEm XET S
80 1 mmm XET +
& 60 A
Q
w
< 40 4
20 4
7* hoja
80 -
& 60 A
Q
w
< 40
20 A
|

8" hoja
80 -

60 -

% XGOs

% XGOs
£

9% hoja

60 1
40 -

20 -

T T

XXG XXGG XSGG LSGG XTGG

Fig. I1.10 Porcentajes relativos de oligosacaridos del xiloglucano presentes en la lamina de
la 6* a la 9" hoja de plantas de 12 hojas. Los resultados muestran la media de dos analisis de
12 plantas pertenecientes a la linea silvestre XET S y a la transgénica XET +.

El oligosacarido XSGG es el segundo mas abundante, pero sus porcentajes tan
solo oscilan entre el 15% en la lamina 6° y el 5% en la lamina 9°. Las cantidades

de oligosacaridos XXGG y XSGG son similares en todas las laminas de las
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hojas de las dos lineas. El oligosacarido mas sencillo, XXG, disminuye su
porcentaje en las tres lineas a medida que la hoja madura (7% en la 6* lamina y
no se detecté en la 9%). El oligosacirido LSGG no fue detectado en las
muestras de laminas de las hojas de las dos lineas y el XTGG, el mas complejo,
se cuantific6 en porcentajes alrededor del 3% en la 6° lamina que disminuyen

hasta que se hacen indetectables a medida que la hoja madura.

Evaluacion del crecimiento de la planta frente a estrés
salino

Para evaluar la implicacion de la XTH en procesos de estrés abidtico salino, se
aplicaron concentraciones ascendentes de la NaCl (Control, 25, 50, 75, 100, 200
y 400 mM) y se cuantificé el crecimiento total de la planta a partir de un mes
desde la siembra. Los resultados se mostraron en la Fig. I1.11 donde se puede
observar el efecto inhibidor de la sal sobre el crecimiento vegetal. En la figura
puede apreciarse como, a medida que aument6 la concentracion salina, se
ralentiz6 el crecimiento de las tres lineas, después se produjo una inhibiciéon en
el mismo y finalmente tras procesos senescentes, la muerte de la planta. Las
concentraciones de 25, 50 y 75 mM provocaron una inhibicién similar del 50%
en el crecimiento en las tres lineas, aunque no provocaron la muerte de la
planta tras 60 dfas de tratamiento. Las concentraciones de NaCl 100 mM y de
200 mM produjeron una inhibicién del 60% y 70% respectivamente y tampoco
ocasionaron la muerte de la planta al finalizar el tratamiento. L.a maxima
concentracion (NaCl 400 mM) inhibié el crecimiento por completo y ocasiond
la muerte de la planta en 30 dias. Por lo tanto, el cultivar de tomate, variedad
Money Maker, se podria englobar en los cultivos halotolerantes moderados. Si
se analiza el comportamiento de las lineas, podemos apreciar una ligera
tendencia a una mayor resistencia de las plantas XET + en los tratamientos
entre 25 y 100 mM de NaCl. En los tratamientos con NaCl 200 y 400 mM la
linea XET S se comporta como la XET +. Mientras que XET —, fue la linea
que se mostré6 mas sensible al estrés salino, como se manifiesta en los

tratamientos con las concentraciones mayores (200 y 400 mM).
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Fig. I1.11 Cinética de crecimiento vegetativo en condiciones de estrés salino con NaCl. Se
trataron las plantas silvestres (XET S) y las transgénicas (XET + y XET —). Las plantas
fueron trasplantadas cuando tenfan 30 dfas y tratadas con riegos de solucién nutritiva y la
concentracién de NaCl oportuna. La flecha indica el momento de iniciarse el tratamiento.
Los resultados muestran, al menos, la media = SE de dos andlisis de 12 plantas por linea y
por tratamiento. El analisis estadistico no mostré diferencias significativas entre las lineas

(T- test, p valor < 0,05).
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DISCUSION

Para el estudio de la implicacién de la XET en la consecucion del desarrollo
primario y secundario, se valoré la expresion génica de SIXTHI y la actividad
XET en las diferentes partes de las plantas y se correlacioné con el fenotipo
obtenido. Se utilizaron plantas jovenes en crecimiento, de 12 hojas, las cuales
contaban con una representaciéon del crecimiento primario y secundario de

todos los tejidos.

Los resultados de la expresion génica de SIXTH1 (Fig. I1.6) en las plantas
silvestres mostraron una asociacién con las partes de la planta que contenfan
tejidos conductores, como son el tallo y los nervios de la hoja, que fue
aproximadamente diez veces mayor, a la expresion en la lamina de la hoja y
unas doce veces la expresion de la rafz. Estos resultados confirman los
obtenidos en plantas de tabaco donde se estudi6 la localizacion de la expresion
del gen NZAXTHI1 (Herbers ez al, 2001), muy proximo filogenéticamente a
SIXTHI1, puesto que ambas especies de Solaniceas comparten un 88% de
homologia en la secuencia nucleotidica y un 91% en la aminoacidica. Las
plantas que tienen inhibida la expresiéon del gen S/XTH1 mostraron una
notable disminucién de la expresién, fundamentalmente en tallo y nervio,
asociando este gen con las zonas de tejidos conductores. Mientras, las plantas
transgénicas que sobreexpresan la enzima, XET +, no mostraron diferencias de
expresion con las silvestres. El hecho de que en estas plantas, XET +, no se
mantenga el comportamiento de expresion registrado en plantulas, pese a que
la construccion del transgén sea constitutiva, pone de manifiesto la importancia
de las regulaciones transcripccionales, ademas de una necesidad tisular
especifica de acuerdo con la funcién a desarrollar a medida que avanza el

crecimiento en la planta.

En los resultados de actividad enzimatica XET (Fig. IL.7) de la linca

silvestre, no se observé una correlacién cuantitativa entre la expresion y la
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actividad en los tejidos estudiados. Una posible explicacién es que, cuando
analizamos la actividad XET, se cuantifican todas las proteinas XTH con
actividad enzimatica XET de la familia, mientras que el analisis de la expresion
es tan solo del gen S/XTHI1. Este hecho, también podtia explicar como no se
traduce el éxito de la represion de S/XTHI1 en plantas XET —, en una
disminucion drastica de la actividad XET, aunque si se observan niveles
inferiores de actividad enzimatica soluble en rafz y nervios, ¢ insoluble en
nervios y laminas. Estos resultados de actividad XET de plantas XET —
coinciden con los obtenidos en los nervios de plantas de tabaco que tienen
reprimido el gen NZAXTH1 (Herbers ez al,, 2001). Este hecho permite establecer
comparativas entre ambos estudios, por lo que, nuestros resultados confirman
la asociacion de la enzima con el desarrollo de los tejidos vasculares en plantas
en crecimiento. En las plantas XET +, la actividad XET soluble de los tejidos
conductores y de la rafz, fue superior a las plantas silvestres, obteniéndose
diferencias que no se observan en la expresion. Estas discrepancias pueden ser
debidas, a que se ejerza un control traduccional o/y post-traduccional de los
niveles de proteina, ya sea espacial, dependiente de o6rgano, o temporal,

asociado a un momento del desarrollo concreto.

Estos resultados de expresion y actividad en las plantas silvestres y transgénicas,
no reflejaron diferencias en las cinéticas de crecimiento en altura/longitud (Fig.
I1.1 y II.2). Sin embargo, es destacable la implicaciéon que puede ejercer la
isoenzima codificada por S/XTHI, tanto en el diametro del tronco de la planta
(Fig. 1I.3) como en su biomasa (Fig. IL.4), puesto que, en las plantas
transgénicas donde la actividad fue menor, el tronco de las plantas fue mas
delgado y pesaron menos. Este hecho parece apuntar a una necesidad
transglucosiladora de la XET que permite metabolizar el xiloglucano para
permitir una diferenciacion de las paredes celulares. Varios estudios han
relacionado la proteina XTH con la formacién y desarrollo de la estructura
secundaria de los tejidos conductores y de sostén (Xu ef al., 1995; Antosiewicz
et al., 1997; Oh et al., 1998; Vissenberg ez al., 2000 y 2001; Herbers ez al., 2001;
Bourquin e al, 2002; Matsui e# al., 2005). Ademas, la productividad de la

planta (Fig. I1.5) en la linea que cuenta con menor expresion de SXTHI fue
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ligeramente superior al resto. Todos estos resultados sugieren la posibilidad de
que la isoenzima codificada por S/XTH1 sea necesaria para el completo
desarrollo, tanto primario como secundario, de los tejidos conductores y de
sostén, mediante la diferenciacion de las paredes celulares, lo que justificaria la

merma de biomasa en las plantas con menor S/XTH1.

Los resultados del analisis de los XGOs del xiloglucano (Fig. I1.8-10) mediante
MALDI-TOF MS, para poder comprobar si la actuaciéon de la XET sobre los
distintos tejidos de la planta, modificaba la composicion del xiloglucano
cualitativamente, parecen no mostrar diferencias, ni interlineales ni tisulares.
Estos resultados sugieren que los niveles de actividad XET, aunque no afectan
a la estructura del xiloglucano, podrian afectar a los cortes enzimaticos,
modificando la incorporacion y longitud de las cadenas de xiloglucano que se
producen en el metabolismo caracteristico del desarrollo de las plantas. O bien,
como se muestra en el Capitulo anterior, a los tipos de enlaces que se
establecen entre los componentes que se incorporan y los ya existentes

previamente en la pared, como pectinas y hemicelulosas.

La influencia del estrés salino afecta en mayor o menor grado al crecimiento
de las plantas en funcién del momento del desarrollo, entre otras razones,
porque la composicion y estructura de las paredes es distinta. Estudios previos
habfan mostrado como, el aumento de la expresion de un gen de la XTH en
respuesta al estrés salino, provocaba modificaciones en la estructura de la pared
celular (Cho e7 al., 2006). En nuestros resultados previos, habfamos descrito que
las plantas XET —, con una menor actividad XET, provocada por una menor
expresion de S/XTHI, tenfan una biomasa inferior y presumiblemente
diferencias en la estructura de la pared celular. Estas plantas XET — (Fig. I1.11),
mostraron una respuesta diferencial frente al estrés salino, comparandolo con
el encontrado en las plantas silvestres, ya que crecieron menos, sobre todo bajo
las condiciones abidticas mas adversas, aunque no se obtuvieron diferencias
significativas entre las lineas. Cabe anotar que estos resultados son similares a

los que encontramos en la respuesta de las plantulas al estrés salino.
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A modo de resumen, podemos decir que nuestros resultados sugieren que el
gen S/XTHI1 podria estar implicado en la diferenciacion de los haces vasculares,
ya que la expresion de S/XTHI y la actividad XET total fue notable en estos

tejidos vy, las plantas XET —, fueron mas delgadas y pesaron menos.



CAPITULO III

Implicacion de la xiloglucano

endotransglucosilasa en la dureza de los frutos
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INTRODUCCION

La maduracion de los frutos es un proceso fisiologico programado
genéticamente (Fischer y Bennett, 1991; Brummell, 2006) que suele estar
acompafiado de transiciones bioquimicas como sintesis y acumulaciéon de
pigmentos, degradacién de otros, produccion de aromas y azicares, ademas de
ablandamiento, inducido por cambios en la estructura de la pared celular y la
lamina media, que provocan como resultado la pérdida de la integridad de los

tejidos (Huber, 1983).

Durante décadas se pensé en las pectinas como las unicas responsables de
esos cambios en firmeza, puesto que normalmente, el ablandamiento que
sufren los frutos durante el proceso de maduraciéon, se debe a la pérdida de
adhesion celular por la degradacion de la lamina media. Este hecho se debe a la
solubilizacién de los polisacaridos pécticos y a la pérdida de los residuos de
galactosa y arabinosa de las cadenas laterales de las pectinas (Gross y Sams,
1984; John y Dey, 1986; Redgwell ¢z al., 1997 a 'y 1997 b). Tanto los arabinanos
como galactanos juegan un papel muy importante en la estructura y funcién de
la pared celular, puesto que afectan a las cadenas laterales de las pectinas,
modificando la rigidez/flexibilidad de la pated, ademas de la porosidad,
regulando los cambios en firmeza y textura de los frutos (Smith ez al, 2002;
Brummell ¢f al., 2004 a y 2004 b).

Las enzimas responsables del metabolismo de esta red de pectinas son la
poligalacturonasa, la pectin metil-esterasa y la pectato liasa (Carrari y
Fernie, 2006). Todas ellas provocan las modificaciones enzimaticas sobre las
pectinas durante la maduracién de los frutos. Pero no debemos olvidar que, a
lo largo de estos procesos de crecimiento y maduracion, la estructura de la
pared celular estd envuelta en evidentes reacciones de hidroélisis, pero también

de sintesis.
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Si estudiamos los procesos de hidrolisis que ocurren en la maduracion, son
notables los trabajos que hablan de la poligalacturonasa como maxima
responsable del metabolismo de las pectinas, ya que inicialmente se habia
propuesto a esta enzima como la tnica responsable de la maduracién de frutos.
Sin embargo, los estudios moleculares y genéticos posteriores, con plantas
transgénicas de tomate, donde se habfan disminuido los niveles de
poligalacturonasa hasta un 1% en frutos de tomate, mostraron que su
maduracion fue igual a la de los silvestres (Smith e a/., 1988; Giovannoni ¢f al.,
1989; Smith ef al, 1990). Este hecho, confirmé la posibilidad de que la
depolimerizacion de las pectinas quiza era insuficiente para explicar la pérdida
de firmeza de los frutos a medida que avanza la maduraciéon (Wakabayashi,

2004).

Por esa razoén, actualmente esta aceptada la idea de que el proceso de
maduracién es el resultado tanto de la desestructuracion de la red de pectinas
(Fischer y Bennett, 1991; Brummell, 2006) como de las hemicelulosas
(Yakushiji ez al, 2001; Wakabayashi, 2004), principalmente el xiloglucano
(Sakurai y Nevins, 1993; Brummell, 2006). Distintos trabajos muestran un
cambio en la distribucion de la masa molecular media de las hemicelulosas, en
particular del xiloglucano, a lo largo de la maduraciéon en tomate (Tong y Gross,
1988; Sakurai y Nevins, 1993; Maclachlan y Brandy, 1994; Brummell ez a/,
1999; Harpster ez al., 2002 b), aguacate (O 'Donoghue y Huber, 1992; Sakurai y
Nevins, 1997), guindilla (Gross 7 al. 19806), kiwi (Redgwell ez al., 1991), pepino
(O'Donoghue ¢t al., 1997), pimiento (Harpster ¢ al, 2002 a), melocotén
(Brummell ¢z al., 2004 a), melon (McCollum e7 al., 1989; Rose ef al., 1998) y kaki
(Cutillas-Iturralde ez al, 1994). Se ha estudiado que a lo largo del crecimiento
del fruto, se produce una elevada incorporaciéon de polisacaridos en la pared
celular, que disminuye progresivamente a medida que avanza la misma
(Mitcham ez al., 1989 y 1991). Asi, varios trabajos confirman que en la fraccién
hemiceluldsica se observé un aumento de galactosa y una disminucién de xilosa,
glucosa y particularmente manosa (Greve y Labavitch, 1991). Sin embargo,
durante la maduraciéon del mango, se ha confirmado una depolimerizacién

progresiva de pectinas y hemicelulosas, con una pérdida significativa de
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galactosa, arabinosa y manosa (Yashoda ez al, 2005). En uva, se registré una
acumulacién de glucosa y una disminucion de galactosa (Barnavon ez 4/, 2000).
La pérdida de galactosa ha sido relacionada temporalmente con la
solubilizacion de pectinas en melén y con un aumento de las -galactosidasas
en los estadios iniciales de la maduracion en papaya (Rose ez al., 1998; Zainon et
al., 1998). Sin embargo, en tomate, no se perdié galactosa en la fraccion
hemicelulsica del KOH 4%, pero si en la fraccion hemicelulésica extraida con
alcali concentrado, KOH 24% (Tong y Gross, 1988), ademas la pérdida de

arabinosa fue escasa, menor del 25% (Brummell, 2000).

De modo que, las enzimas que estan implicados en la metabolizacion de estos
componentes adquieren una notable importancia en el proceso. Las enzimas
responsables del metabolismo de esta red de hemicelulosas son la o-L-
arabinofuranosidasa,  endo-B-(194)-D-glucanasa, celulasa, [-D-
galactosidasa y xiloglucano endotransglucosilasa/hidrolasa (XTH) (Rose
y Bennett, 1999; Brummell y Harpster, 2001; Ishimaru y Kobayashi, 2002),
ademas de las peroxidasas (Andrews ef al, 2002). Todas ellas provocan las
modificaciones enzimaticas que se producen en las hemicelulosas durante la

maduracion de los frutos.

Asi, la glucanasa adquiere una notable importancia junto con la accién de la
proteina  XTH, puesto que ambas hidrolizan el mismo polisacarido
hemicelulésico, el xiloglucano (Fry, 2004 b). Aunque, en los trabajos previos no
se observé apenas actividad glucanasa en los estadios de crecimiento del fruto,
si se observo un aumento de la misma paralelamente con la maduracién de los
frutos de tomate (Campbell ¢/ @/, 1990; Lashbrook ez al., 1994), implicando al
menos tres tipos diferentes de glucanasas (Maclachlan y Brady, 1992). Asi,
varios estudios, identificaron hasta siete miembros de la familia de las
glucanasas en frutos de tomate. Sin embargo, la modificaciéon génica que
provocé la disminucion de la expresion de uno de sus miembros durante la

maduracién, no provocé cambios en el proceso (Brummell ez a/., 1999).

La XTH también se ha relacionado con el proceso de maduracion de los frutos.

Durante la maduracién en peras, se encontré un aumento de la actividad XET



XET y FRUTO 123

durante el crecimiento del fruto y su expresiéon mantenida con el transcurso de
la maduracién (Fonseca e a/, 2005). Los resultados se confirmaron en tres
cultivares de peras, sugiriendo la expresion constitutiva de XTH (Hiwasa ez a/,
2004), subrayando la importancia de la enzima en la renovacién vy
mantenimiento de la firmeza del fruto (Campbell y Braam, 1999 a; Fonseca ef
al., 2005). Como proponen algunos autores, la actividad XET puede desarrollar
un papel de mantenimiento de la pared durante la maduracién por la
incorporaciéon de nuevo material a la misma (Mitcham ef a/, 1989; Greve y
Labavitch, 1991; Brummell y Harpster, 2001). Asi, la elongaciéon celular que
acompafia al crecimiento de los frutos de tomate, donde la incorporacién de
nuevo material y su reestructuracion es tan importante, se ve acompafiada del
notable aumento de los niveles enzimaticos de XET (Arrowsmith y de Silva,
1995; Catala e al, 1997 y 2000; Saladie ¢# al., 2006). Ademas, en un estudio
realizado entre varios genes que codifican para las enzimas implicadas en la
degradacion de las hemicelulosas en uva, resulté que tan sélo la XTH mostro
una relacion directa con la maduraciéon (Ishimaru y Kabayashi, 2002). Otro
estudio muestra que la expresion de fragmentos de SXTHI, estuvo muy bien
representada en todos los estadios del desarrollo del fruto hasta la finalizacion
de su crecimiento (Catala ez @/, 2000). Mientras, SXTH5 (Grupo 2) no fue
expresado durante el crecimiento del fruto, pero si durante la maduracion
(Saladie e¢7 al, 2006). Asimismo, se han identificado varias isoenzimas de la
XTH pertenecientes al Grupo 1, implicadas en el crecimiento del fruto, como
una XTH de kiwi, AdXTH5 (cuya proteina se caracterizO con ambas
actividades enzimaticas: XET y XEH) (Schroder e7 al, 1998) y una XTH de
tomate identificada en el estadio verde pequefio (de Silva ez a/, 1994). Mientras
que un cDNA de XTH de tomate, perteneciente al Grupo 2, se expresa
mayoritariamente en el estadio naranja de maduracion (Arrowsmith y de Silva,
1995). A la vista de estos estudios podemos intentar establecer asociaciones
entre las similitudes y discrepancias de los grupos filogenéticos con el tipo de

actividad XET general de cada uno de ellos.

En los Capitulos anteriores habiamos determinado la implicacién de la XET en

los procesos de crecimiento de las plantas, en concreto, en los procesos de
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mantenimiento de la pared celular, tanto en el crecimiento primario como en el
secundario de la pared celular. Teniendo en cuenta estos resultados, asi como
los descritos por otros autores, nos propusimos analizar la implicacién de la
XET durante el desarrollo y la maduraciéon de los frutos, centrandonos en el
efecto sobre la estructura de la pared y en consecuencia, sobre la dureza de los
frutos, mediante el uso de frutos de plantas silvestres y transgénicas que tienen

aumentada la expresion de S/XTHI.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

El trabajo experimental se llevo a cabo con frutos de tomate silvestre (XET S)
(Solanum  lycopersicum 1. variedad Money Maker) y frutos de dos lineas
transgénicas, una con los niveles de expresion para el gen SXTHI1 sobre-

expresados (XET +) y la otra con los niveles para el gen SXTHI1 inhibidos
XET -).

Las plantas fueron cultivadas en las cabinas del invernadero del SCSIE de la
Universitat de Valencia, destinadas a cultivos transgénicos, hasta la obtencion

de frutos.

Caracterizacion de los estadios de desarrollo

En la caracterizacion de los estadios de desarrollo, se definieron dos estadios de
crecimiento del fruto, caracterizados por la medida del didmetro ecuatorial, y
cuatro estadios mas de maduracién del fruto. La clasificaciéon colorimétrica se
hizo en base al valor de los parametros a (canal del rojo) y b (canal del
amarillo/azul) medidos con un colorimetro Minolta CR-300 (Madrid, Espafia).

También se analiz6 el color mediante foto digital y tratamiento con el programa
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Adobe Photoshop 6.0, determinando los valores de RGB (canal
rojo/verde/azul) en un histograma de 256 colores (0-255: 22 n=8, por ser los
bits, o digitos binarios, que tiene un byte actualmente, siendo esta la unidad de

almacenamiento de informacion).

Cinética de crecimiento

Alrededor de dos meses y medio tras su siembra, y tras el cuajado de las flores,
comienzan a formarse los tomates en el primer racimo. Se evalu6 la cinética de
crecimiento del fruto, mediante la medida del didmetro ecuatorial y la

determinacién del peso.

Extraccion de mRNA. Sintesis de cDNA. PCR cuantitativo
en tiempo real

Se realiz6 como se expone en el Capitulo I, teniendo en cuenta que el mRNA
de frutos es mas complejo de extraer al encontrase en una matriz con elevado
contenido en azucares. Por ello, se obvié la incubacién a 65 °C puesto que
podria gelatinizatlos e interferir en la extraccion del mRNA. EI mRNA se eluy6

con 20 pl de agua miliQ.

Actividad xiloglucano endotransglucosilasa soluble

Para la extraccion de las proteinas del fruto, se homogeneizaron 10 g de
pericarpo de al menos 10 frutos de tomate con 20 ml de tampon acetato sédico
40 mM pH 5,0 que contenfa CDTA 13 mM, B-mercaptoetanol 10 mM, PVP 10
al 1% (p/v) y NaCl 1M con un homogenizador IKA Ultraturrax T25
(IKAWerke. Stanfen, Alemania) y se mantuvieron en agitaciéon durante 18
horas a 4 °C. De este modo se extrajeron tanto las proteinas solubles como las
unidas i6nicamente a la pared. Transcurrido este periodo se centrifugaron las
muestras a 15000 g durante 10 minutos. Del residuo se obtuvieron las paredes

celulares enzimaticamente activas, que tras lavarse con agua dos veces y acetona
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otras dos, se secaron y congelaron a -25 °C. El sobrenadante se precipité con
sulfato amoénico con una saturacion final del 80% (p/v), se centrifugd a 35000
g durante 15 minutos y el precipitado se disolvié en tampon acetato sédico 40
mM con el pH adecuado para los posteriores ensayos enzimaticos. Se
cuantificaron las proteinas y se congelaron a -25 °C hasta su ensayo posterior.

Todo el protocolo se realizé a 4 °C.

El ensayo de la actividad XET soluble se realizé siguiendo el protocolo

expuesto en el Capitulo I.

Actividad B (194)glucanasa de los estadios de desatrollo

Se cuantificé el descenso en viscosidad que provoca la enzima en un sustrato
comercial o extraido. Se incubaron alicuotas de 0,3 ml de carboximetil celulosa
(sal sodica, de alta viscosidad, Sigma Che. Co.) al 1,1% (p/v) en tampén acetato
sédico 40 mM pH 6,0, junto con 0,2 ml de extracto de proteinas (0,5-0,6 mg
ml1) en tampén acetato soédico 40 mM pH 6,0. La mezcla de reaccion se
incub6 a 37 °C y se midi6 su descenso de viscosidad al caer por una pipeta de
0,2 ml, a intervalos de 10 minutos, durante 1 hora. Como controles negativos
se usaron extractos enzimaticos inactivados por calor a 100 °C durante 10

minutos.

Evaluacion de la firmeza de los frutos

La dureza de los frutos se midié usando un texturometro Bishop, Model FT
327 (Effegi, Italia). Se tomaron 4 medidas equidistantes en la parte ecuatorial de
cada fruto, para lo cual, se pelé un area de 1,2 cm? de epidermis de 1 mm de
grosor. Los resultados se expresaron como el valor de la fuerza de resistencia

(kg) que ofrece el pericarpo pelado a un area de 0,95 cm?2.

Extraccion de paredes celulares y fraccionamiento de los
polisacaridos hemicelulésicos
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Extraccion de las paredes celulares

Se recogié un total de 100 g de material vegetal de al menos 10 muestras y se
homogeneizé con un IKA Ultraturrax T25 IKAWerke. Stanfen, Alemania) en
metanol. Se hirvié durante 30 minutos, se lavd dos veces con metanol, dos con
acetona, dos veces con metanol/cloroformo (1:1; v/v) y finalmente con éter

dietilico. Se dejo secar al aire hasta peso seco constante.

Fraccionamiento de polisacaridos hemiceluldsicos

Se tomaron 300 mg de paredes celulares y se eliminaron las pectinas con 30 ml
de KOH al 0,5% que contenfa NaBH; 20 mM, manteniendo la mezcla en
agitacion durante 24 horas en atmosfera de nitrégeno. Se centrifugd y el
residuo fue re-extraido del mismo modo. El residuo resultante se mantuvo en
agitacion durante 24 horas en atmosfera de nitrégeno con KOH al 4% que
contenfa NaBHy 20 mM. Se centrifugd durante 10 minutos a 30000 g y el
residuo se re-extrajo de nuevo. El residuo resultante se extrajo dos veces
durante 24 horas con KOH al 24% que contenia NaBH; 20 mM, bajo
atmosfera de nitrégeno. Los dos sobrenadantes se mezclaron y constituyeron la
fraccion KOH 24%. La fraccion del KOH 24% se neutralizé con acido acético
glacial, se dializ6 frente a agua destilada, se concentré en rotavapor y se congeld

a -25 °C hasta su analisis posterior.

Analisis de la composicion de las fracciones
hemicelulésicas por cromatografia de exclusiéon molecular

Las fracciones se analizaron por cromatograffa de exclusiéon molecular en una
columna de Sepharosa CL-4B (115 cm x 1,4 cm) (Pharmacia Biotech. Uppsala,
Sweden). Se usé NaOH 1M como eluyente. Las columnas se calibraron con
patrones de dextrano de 9,4, 70, 510 y 5000 kDa (Pharmacia & Sigma Che. Co.).
Se cargaron 3 mg de azucares totales de cada muestra y se eluy6 con un flujo de
17,3 ml hl, recogiéndose un total de 60 fracciones de 2 ml cada una. Se

cuantificaron los aztcares totales por el método de Dubois y el xiloglucano por
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el de Kooiman, como se explica en el Anexo I de Metodologia General, de las
fracciones hemiceluldsicas. Se estimé la masa molecular, haciendo uso de los
patrones moleculares, mediante la siguiente férmula (Nishitani y Masuda,

1981):
M = Y (Mix Wi) /Y Wi

Donde: M: masa molecular, W£ contenido de azucares de la fraccion 7 y
M: contenido estimado de aztcares por la curva de calibracion de cada

fraccion 2

Analisis de los oligosacaridos del xiloglucano por
espectroscopia de masas (MALDI-TOF MS)

Para el analisis por espectroscopia de masas se sigui6 el protocolo explicado en

el Capitulo I.

RESULTADOS

Caracterizacion de los estadios de desarrollo

La caracterizaciéon de los estadios de desarrollo utilizados en los ensayos
posteriores, fueron determinados mediante el tamano del fruto y la clasificacion

colorimétrica (Fig. ITL.1) que nos permitio clasificar los tomates en 6 estadios.

Los dos primeros, verde pequefio (VP) y verde grande (VG), representan el
crecimiento del fruto hasta su tamafio final. Asi, el verde pequefio, midi6
aproximadamente 3,3 cm de didmetro ecuatorial y alcanzé su tamano final a
partir del estadio verde grande, que midié unos 5,5 cm. Los otros cuatro
estadios representan la maduracién del fruto, de modo que su tamafio no
varfa, pero la coloraciéon de los frutos vira de verde a rojo. Asi, segin la

clasificaciéon mediante el colorimetro Minolta, los frutos Pintén Verde (PV)
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tienen valores del canal del rojo negativos, entre -10 y -1. Los frutos pinton (P)
registraron valores de a que oscilaron entre 1 y 5. Los frutos naranja (N)
mostraron valores de entre 5y 16, y los maduros (M) lo hicieron entre 16 y 22.
Si atendemos a la clasificacién en base al histograma, se observa cémo los
valores del canal rojo aumentan progresiva y paralelamente a como caen los del

canal verde, que practicamente desaparece en los frutos maduros. El color azul,

también desaparece a lo largo de la maduracion.

A) VP y VG PV P N M

a -14» -10 -10» -1 1»5 5» 16 16 » 22
b > 14 <12
B) VP y VG PV P N M
R 190 200 220 235 250
G 230 200 170 125 45
B 80 60 40 20 0

Fig. III.1 Caracterizacién de los frutos silvestres (XET S) y transgénicos (XET + y XET —)
en los distintos estadios de crecimiento y maduraciéon. A) Indica el valor de a (canal del
tojo) y b (canal del amatillo/azul) cortespondiente a cada estadio medido con un
colorimetro Minolta CR-300. B) Indica el valor de RGB (canal rojo, canal verde y canal
azul) medido con el programa Adobe Photoshop 6.0. VP: Verde Pequefio, VG: Verde
Grande, PV: Pintén Verde, P: Pintén, N: Naranja, M: Maduro.

No se observaron diferencias colorimétricas ni morfologicas entre la linea
silvestre y las transgénicas a lo largo del desarrollo del fruto (resultados no

mostrados).
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Cinética de crecimiento del fruto

En la cinética de crecimiento de los frutos se cuantifico la evolucion de los

frutos desde el cuajado de la flor hasta su completo desarrollo y maduracion.

JTE 2000

—QO— XET --

~
1

Diametro (cm)

N
1

Diamétro (cm)
T T T T T

0 10 20 30 40

Tiempo (Dias)

Fig. IIL.2 Cinética de crecimiento y maduracién de los frutos silvestres (XET S) y
transgénicos (XET + y XET -). Los valores mostrados son la media = SE de cosechas
independientes entre los afios 2003-2006. En la parte inferior derecha, se muestra la
relacion entre el diametro del fruto y su peso. VP: Verde Pequefio, VG: Verde Grande, PV:
Pintén Verde, P: Pint6n, N: Naranja, M: Maduro.

En la Fig. IIL.2 se muestra el crecimiento en tamafio de los frutos y su
evolucién colorimétrica durante la maduraciéon. Podemos ver que el
crecimiento, expresado mediante la medida del didmetro ecuatorial maximo,
describe una cinética sigmoide. Se observa un crecimiento lento en los 5
primeros dias que se acelera exponencialmente hasta el vigésimo dfa, tanto en la

linea silvestre como en las transgénicas. A partir de este momento, la velocidad
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de crecimiento disminuye, alcanzando el didmetro maximo aproximadamente a
los 30 dfas desde el inicio de su formacion. Llegado a este punto, los frutos de
las tres lineas cesan en su crecimiento y comienza la maduracién colorimétrica
que alcanza el estado de maduro alrededor de los 45 - 50 dias. La cinética de
crecimiento de los frutos no muestra diferencias significativas entre la linea

silvestre y las lineas transgénicas.

En la parte inferior derecha de la Fig. ITL.2 se muestra la relacién entre el
didmetro del fruto y su peso. El peso de los frutos aumenta progresivamente
con el diametro hasta el tamafio final que se alcanza antes de comenzar la
maduracién colorimétrica. De modo que los frutos maduros cuentan con un
didmetro ecuatorial maximo medio de 5,5 cm y un peso medio de 78 g, en las
tres lineas estudiadas, puesto que todas ellas muestran una relacion

peso/diametro similar.

Estudio de la expresion de la SIXTHI1 mediante PCR
cuantitativo en tiempo real de los frutos

En la Fig. II1.3 se muestra la expresion cuantitativa del gen S/XTHI1. En la
Fig. II1.3 A se represent6 el nivel de expresion del gen en la linea silvestre y en
las dos transgénicas, a lo largo de los estadios de desarrollo. Como se aprecia en
la grafica, la linea XET S muestra una expresion menor que la linea XET + en
todos los estadios del desarrollo, mientras que si comparamos XET S con la
XET —, la linea silvestre presenta una expresion del gen S/XTH1 mayor durante
el desarrollo, aunque las diferencias son menores en este ultimo caso. Si
estudiamos el comportamiento cuantitativo de las tres lineas, podemos
observar que los valores aumentan del estadio verde pequefio al verde grande,
donde son maximos, para ir descendiendo progresivamente hasta el estado

maduro en ambas lineas.

En la Fig. IIL.3 B se representa la expresion relativa del gen SXTH1 de las
plantas XET + y XET — frente a la expresion de las plantas XET S a lo largo

de los estadios del desarrollo.
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Fig. III.3 Expresion del gen SXTHI1 de los frutos silvestres (XET S) y transgénicos
(XET + y XET -) alo largo de los estadios de crecimiento y maduracién, medido mediante
PCR cuantitativo en tiempo real (7000 ABI Prism; Applied Biosystem), usando
PowerSYBR® Gtreen como fluorocromo. A) Niveles de expresion cuantitativos del gen
SIXTH1 en las tres lineas estudiadas. B) Nivel de expresion relativo del gen S/XTH1 de
XET + frente a XET S y nivel de expresién relativo del gen S/XTH1 de XET — frente a
XET S. La linea horizontal azul indica el 100% de la expresion de XET S. Los valores
mostrados son la media = SE de 2 experimentos independientes, usando material
homogenizado de pericarpo de 10 frutos en cada experimento. VP: Verde Pequefio, VG:
Verde Grande, PV: Pintén Verde, P: Pintén, N: Naranja, M: Maduro.
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Puede observarse como los niveles relativos de expresion en los frutos XET +
frente a XET S aumentan con el crecimiento del fruto hasta alcanzar los
valores maximos en los estadios de verde grande y Pintén Verde.
Posteriormente se produce una caida relativa de la expresion en los frutos
pintén, para aumentar a continuacién en los estadios de naranja y maduro.
Mientras que los niveles relativos de expresion en los frutos XET — frente a
XET S, no registraron diferencias asociadas al crecimiento o maduracién de los
frutos, mostrando una expresion analoga a los frutos silvestres, a excepcion del

estadio maduro, donde la expresion de XET — fue muy inferior al silvestre.

Cuantificacion de la actividad xiloglucano
endotransglucosilasa soluble

Al analizar la actividad XET soluble en los estadios de crecimiento y
maduracion de frutos se obtuvieron los resultados que se muestran en la Fig.
ITI.4. Si analizamos el comportamiento en cada uno de los estadios, se observo
que la actividad de la linea XET + fue mayor (una media de 3,80 + 0,30 veces)
a la silvestre en todos los estadios estudiados. Mientras que la linea XET —,
registr6 una actividad XET que fue inferior (una media de 2,34 0,68 veces) a
la linea silvestre. Asimismo, podemos apreciar que a medida que avanza el
crecimiento y maduracion de los frutos, la actividad XET disminuye de modo
diferente entre las tres lineas, puesto que mientras que en la linea silvestre
desciende un 57,09%, en la XET + sélo lo hace un 33,76% y en la XET — un
33,33%. La evolucion de esta disminucion se puede ajustar a tres rectas (datos
no mostrados). Asi, la pendiente de la recta de la linea XET + fue superior a la
linea silvestre (-0,4225 frente a -0,2858), mientras que la pendiente de la linea
XET — fue inferior a la linea XET S (-0,1888 frente a -0,2858).
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Fig. III.4 Actividad XET soluble de frutos silvestres (XET S) y transgénicos (XET + y
XET -) en los sucesivos estadios de crecimiento y maduracién. Los valores mostrados son
la media + SE de 5 experimentos independientes, usando proteina de pericarpo de 10
frutos en cada experimento. VP: Verde Pequefio, VG: Verde Grande, PV: Pintén Verde, P:
Pintén, N: Naranja, M: Maduro. Distintas letras indican diferencias significativas entre las
lineas (T-test, p-valor < 0,05).

Analisis de la actividad 3 (194) glucanasa en frutos

En la Fig. IIL.5 se muestra la evolucion de la actividad glucanasa a lo largo del

crecimiento y maduracién de los frutos.

A medida que la maduracién avanza la actividad glucanasa aumenta, oscilando
entre valores de 90-80% en los estadios verde pequefio y verde grande, y
disminuyendo hasta valores del 60% de caida lineal de la viscosidad en el
estadio maduro. En los estadios iniciales del crecimiento y maduracion, verde
pequefio, verde grande y Pintén Verde, la actividad glucanasa fue ligeramente
superior en los frutos de la linea silvestre que la transgénica. Sin embargo, en
los estadios pintén, naranja y maduro, la actividad XET se igualé entre ambas

lineas, describiendo un comportamiento similar.
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Fig. IIL.5 Actividad glucanasa de los frutos silvestres (XET S) y transgénicos (XET +) en
los sucesivos estadios del desarrollo. Los valores mostrados son la media =SE de al menos

3 experimentos independientes, usando 120 ug proteina extraida del pericarpo de 10 frutos
en cada experimento. VP: Verde Pequefio, VG: Verde Grande, PV: Pintén Verde, P:
Pintén, N: Naranja, M: Maduro.
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Analisis de la dureza de los frutos

Los resultados de la dureza de los estadios de desatrrollo de los frutos silvestres,
XET S, y de la linea transgénica, XET +, se presentaron en la Fig. II1.6, donde
se puede observar como se reduce ligeramente la firmeza en los estadios de
crecimiento, mientras que disminuye notablemente a medida que avanza la
maduracion, reduciéndose en unas 5 veces. La dureza de los frutos XET + fue
superior significativamente a los frutos XET S a lo largo de toda la maduracion,
describiendo una recta asociada a la disminucién de la dureza superior a la que
describe la linea XET S y con la misma pendiente, como se muestra en la parte

superior derecha de la figura.

) y = -1,5x + 12,2

Bl XET S &
14 -  mEE XET + §s- = 0,96
&
12 - g 4- y=-1,5x + 11,4
Q‘S # =0,96
10 -+ 0

VP VG PV P N M

o

Estadios de maduracion

Dureza (kg cm'z)

VP VG PV P N M
Estadios de maduracion

Fig. II1.6 Andlisis de la dureza de los frutos silvestres (XET S) y transgénicos (XET +) en
los sucesivos estadios de desarrollo. Se tomaron 4 medidas equidistantes en la parte
ecuatorial de cada fruto. Los valores muestran la media + SE del valor de la fuerza de
resistencia (kg) que oftece el pericarpo pelado por unidad de area de mas de 150 frutos
muestreados. En la patte superior derecha, se muestran las rectas que describen la pérdida
de dureza de los frutos. Distintas letras indican diferencias significativas entre lineas (T-test,
p-valor < 0,05). VP: Verde Pequefio, VG: Verde Grande, PV: Pintén Verde, P: Pintén, N:
Naranja, M: Maduro.
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El analisis estadistico del T-test mostr6 diferencias significativas entre las lineas
en los estadios de maduracién organoléptica Pintén Verde, naranja y maduro,

sin encontrase diferencias en los estadios de crecimiento del tomate.

Se realiz6 un analisis bayesiano (Fig. IIL.7) comparando todos los datos en
conjunto de la dureza de los estadios del desarrollo de los frutos entre ambas
lineas. Los resultados del analisis bayesiano en conjunto, desprenden una
probabilidad de 0,91 de que las dos poblaciones son diferentes, lo que
corrobora que los frutos de la linea XET + son mas duros que los de la linea

silvestre.

157+
1.25
1 XET +/XET S: Pr[®@>1] data ]= 0,91
0.75 |
0.5+

0.25 |

1 2 3
Fig. III.7 Analisis bayesiano de la firmeza a lo largo de los estadios de desarrollo de los
frutos silvestres (XET S) y transgénicos (XET +). La grafica muestra la distribuciéon de los

valores de frutos transgénicos frente a silvestres y el dato de probabilidad. Para este analisis
se utilizaron, al menos, 600 datos de dureza de ambas lineas.

Anilisis de la composicion de la pared celular del fruto

Composicion de la pared celular de los frutos de tomate silvestres y

transgénicos

En primer lugar estudiamos la composicién en azicares totales y xiloglucano

en las fracciones de hemiceluldsicas del KOH 4 y 24%, como se muestra en la
Tabla III.1.
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Tabla III.1 Contenido de azucares totales y xiloglucano (% peso seco) de las fracciones
KOH 4 y 24% obtenidas de los estadios de maduracién de frutos de tomate silvestres y
transgénicos. Los valores muestran la media + SE de tres experimentos independientes,
usando 20 frutos para cada experimento. VP: Verde Pequefio, VG: Verde Grande, PV:
Pintén Verde, P: Pint6n, N: Naranja, M: Maduro.

Fraccion KOH 4% Estadios de Maduraciéon
% peso seco vP VG PV P N M
XET S 14,15 12,56 5,05 4,52 4,57 4,70
Azticares *4,09 +5,86 +0,31 +0,80 +0,86 +1,00
Totales XET + 14,51 9,87 8,74 4,98 6,64 5,28
+ 6,26 + 3,62 +1,99 + 0,54 + 0,70 +1,40
XET S 2,17 3,57 1,19 1,20 1,23 1,13
Xiloglucano +0,71 +£1,63 £0,26 +0,32 +0,40 +0,40
XET + 2,77 3,32 1,43 1,22 1,68 1,31
+1,59 1,32 £0,19 +0,31 +0,37 +0,45
Fraccion KOH 24% Estadios de Maduracion
% peso seco vP VG PV P N M
XET S 6,73 6,49 6,37 6,25 6,19 533
Azuacares +2,63 +231 +1,52 + 1,49 +1,25 +1,04
Totales XET + 5,39 7,67 5,87 7,35 5,20 5,20
£0,97 +£3,82 1,71 £1,78 +1,00 +1,80
XET S 243 2,58 2,52 2,21 2,53 2,43
Xiloglucano + 0,81 + 0,81 + 0,82 +0,73 + 0,68 + 0,69
XET + 2,27 2,77 2,07 2,19 2,55 2,31
0,22 £1,12 *0,69 +0,46 +£0,72 +0,80

En la fraccién hemicelulésica del KOH 4% se observa como disminuyen los
azucares totales y el xiloglucano en ambas lineas a lo largo de la maduracion de
los frutos, siendo ligeramente superiores en la linea XET +. La proporcion de
xiloglucano en esta fraccion fue aproximadamente del 20% en todos los
estadios. En la fraccion hemicelulésica del KOH 24% se observaron escasos
descensos de las cantidades de aztcares y xiloglucano a lo largo de la
maduracion, siendo similares en ambas lineas. Sin embargo, la proporcién de

xiloglucano frente al total de los aztcares en esta fraccion fue del 45% en todos
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los estadios. Por esta razén se continud con el estudio exhaustivo de la fraccidon

hemiceluldsica extraida con KOH al 24%.

Petfiles de elucion de azticares totales v xiloglucano de la fraccion KOH

24% de los frutos de tomate silvestres y transgénicos

En la Fig. II1.8 se presentan los perfiles de elucion de los azucares totales de la
fraccion KOH 24%, en los distintos estadios de desarrollo del fruto. Puede
apreciarse que los perfiles de azucares totales describen tres picos en el
cromatograma, donde se registraron las diferencias mas notables entre las lineas
estudiadas. Asi, el primer pico, correspondiente al volumen vacio (Vo), fue
mucho mayor en la linea XET + que en la silvestre en todos los estadios, y va

disminuyendo hasta su desaparicion en el estadio maduro.

El segundo pico se localiza alrededor de la fraccion = n° 47, y en el caso de la
linea XET' S, se va desplazando hacia zonas del cromatograma con menor masa
molecular a medida que avanza la maduracion, de forma notable en los estadios
naranja y maduro. Mientras, en la linea XET +, se mantiene en los
cromatogramas que definen los estadios de maduracion sucesivos. El tercer
pico del cromatograma de elucién, (fraccion = n® 63) aumenta progresivamente
con la maduracién y se desplaza hacfa zonas del cromatograma con menor
masa molecular a medida que se avanza en la misma, hecho que se refleja
notablemente en la linea silvestre. De forma global, el cromatograma de elucion
descrito por la linea XET + estd ligeramente retrasado hacfa zonas del
cromatograma de mayor masa molecular en comparacion con el que describe la
linea XET S. Esta diferencia se observa en los estadios verde pequefio, verde
grande, Pintén Verde y pintén, acentuandose en los estadios naranja y maduro,
de modo que los azucares totales de la linea XET +, registraron una masa

molecular mayor a la largo de la maduracion.
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Fig. II1.8 Evoluciéon del cromatograma de elucién de azucares totales de los frutos
silvestres (XET S; ®) y transgénicos (XET +; @) a lo largo del crecimiento y maduracién de
los frutos. Tras la obtencién de la fraccion KOH 24%, se llevé a cabo la separacion de las
hemicelulosas mediante cromatografia de exclusién molecular en Sepharosa CL-4B, usando
NaOH 1M como eluyente. En este analisis se cuantificaron los aztcares totales de
fracciones de 2 ml entre la 20 y la 80. Para el calibrado de la columna se utilizé azul de
dextrano como volumen vacio y los marcadores de tamafio molecular de dextrano de 510
kDa, 70 kDa y 9,4 kDa (Sigma Che. Co.). Los valores mostrados son la media de 3
fraccionamientos pertenecientes a 3 cosechas independientes entre los afios 2003-20006.
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En la Fig. ITL9, se presentan los cromatogramas de elucién del xiloglucano a
lo largo del desarrollo de los frutos silvestres y transgénicos. Los
cromatogramas describieron tres picos, siendo el localizado en la fraccion = n°
47 el mayoritario. El primero de ellos se corresponde con el Vo, situado
aproximadamente en la fracciéon = n° 27, siendo este pico del cromatograma
superior en la linea XET +. El segundo pico del cromatograma fue similar en
ambas lineas en los estadios de verde pequefio, verde grande, Pintéon Verde y
pinton. Mientras que en los estadios de maduracion, naranja y maduro el pico
del cromatograma perteneciente a los frutos XET + registré un retraso hacfa
zonas con mayor masa molecular. El tercer pico del cromatograma (fracciéon =
n® 62) va disminuyendo hasta casi desaparecer en los frutos maduros. En
general, el perfil de elucién del xiloglucano de la linea XET S estuvo mas
adelantado hacfa zonas del cromatograma con menor masa molecular, mientras
que el cromatograma que describe la linea XET +, marcadamente en los

estadios naranja y maduro, se retrasé a zonas de mayor masa molecular.

Si comparamos los perfiles de elucién de azucares totales y xiloglucano,
podemos observar que el primer pico del cromatograma de azicares (fraccion
= n° 47) coincide con el que se muestra en los perfiles de elucién del
xiloglucano. A su vez, el segundo pico del cromatograma de ambos analisis

(fraccion = n°® 62), también coincide, mostrando la relacion entre ambos

sustratos.
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Fig. II1.9 Evolucién del cromatograma de elucién de xiloglucano de los frutos silvestres
(XET S; @) y transgénicos (XET +; @) a lo largo del crecimiento y maduracién de los
frutos. Tras la obtencion de la fraccion KOH 24%, se llevé a cabo la separacion de las
hemicelulosas mediante cromatografia de exclusién molecular en Sepharosa CL-4B, usando
NaOH 1M como eluyente. En el analisis se cuantificé el xiloglucano de fracciones de 2 ml
entre la 20 y la 80. Para el calibrado de la columna se utiliz6 azul de dextrano como
volumen vacio y los marcadores de tamafio molecular de dextrano de 510 kDa, 70 kDa y
9,4 kDa (Sigma Che. Co.). Los valores mostrados son la media de 3 fraccionamientos
pertenecientes a 3 cosechas independientes entre los afios 2003-20006.
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Analisis de la masa molecular media de la fraccion KOH 24% de los

frutos de tomate silvestres y transgénicos

A las fracciones hemicelulésicas fraccionadas mediante cromatografia de
exclusiéon molecular de la fraccion KOH 24%, les fue analizada la masa
molecular media de los aztcares totales y el xiloglucano, mediante la ecuacién
propuesta por Nishitani y Masuda, 1981. Los datos obtenidos se muestran en la
Tabla III.2.

Tabla III. 2 Masas moleculates de los polisacatidos que componen la fraccion KOH 24%
de la pared celular de frutos silvestres (XET S) y transgénicos (XET +) en los sucesivos
estadios de desarrollo. AT: azucares totales; XG: xiloglucano. Los valores muestran la masa
molecular media (kDa) + SE de tres expetimentos independientes, usando 20 frutos para
cada experimento. VP: Verde Pequefio, VG: Verde Grande, PV: Pintén Verde, P: Pintén,
N: Naranja, M: Maduro.

ESTADIOS DE MADURACION

FRACCION
KOH 24%

VP VG PV P N M
M 818,9 | 10754 | 1100,4 | 9488 | 779,5 | 562,8
asa

XET S
molecular +2252 | £107,1 + 85,0 +139,8 | £129,0 +5,0

AT
1171,7 | 1238,2 | 1028,9 | 840,9 | 1007,9 | 776,8
(kDa) XET +
+164,8 | +£120,9 | 1411 + 84,2 +137,8 774

Masa 1074,7 | 14972 | 1441,6 | 12422 | 9383 | 8434
XET S
molecular +314,2 46,2 +140,4 | +127,7 | £112,1 +112,1

XG
15050 | 15957 | 1479,9 | 1271,8 | 1216,7 | 1108,6
(kDa) XET +
1 268,1 + 1352 | + 1486 + 69,7 t117,3 1 81,2

Al calcular el valor de la masa molecular de los azicares totales y del
xiloglucano, en la fraccion KOH 24%, se observa cémo ambos valores
disminuyen notablemente a medida que avanza la maduracién en los frutos de
ambas lineas. Si nos fijamos en los azdcares totales, ambas lineas

experimentaron un aumento de la masa molecular entre los frutos verde
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pequefio y verde grande, siendo superiores los valores de masa molecular en la
linea XET +. A partir de este momento, la linea silvestre, XET S, registré unos
valores menores en todos los estadios (a excepcion del Pintén Verde), que
descendieron un 47,6% en el caso de los frutos XET S y un 37,2% en los
frutos XET + hasta el estadio maduro. Si analizamos lo que le sucede a la masa
moelcular del xiloglucano, describe un comportamiento similar. Los valores de
los frutos XET S fueron inferiores a los XET + en todos los estadios
estudiados. La linea silvestre registr6 un aumento destacable entre el estadio
verde pequefio y verde grande mientras que la transgénica apenas subid
ligeramente, manteniendo los valores altos en ambos estadios. Los valores
registraron una caida del 43,6% en la linea XET S y un 30,5% en la XET +.

De forma global, tanto en la masa molecular de azucares totales como en el de
xiloglucano, las diferencias mas notables se producen, por un lado, en el
crecimiento, donde aumenta la masa molecular, y por otro, al final de la
maduracién (estadios naranja y maduro), en la que hay disminucién del mismo,

siendo menor esta disminucién en los frutos de las plantas transgénicas.

Analisis cualitativo del xiloglucano de frutos por
espectroscopia de masas

Los oligosacaridos del xiloglucano de los frutos de las lineas silvestre y
transgénica, fueron analizados mediante espectroscopfa de masas. Los
resultados obtenidos pueden verse en la Fig. II1.10. A medida que avanzé la
maduracién de los frutos, se observo una tendencia general de ambas lineas a
reducir la cantidad de XXGG y aumentar la de XSGG, acompafiado del

incremento de los oligosacaridos complejos como LSGG y XTGG.
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Fig. II1.10 Estructura cualitativa del xiloglucano de la pared celular por espectroscopia de
masas MALDI-TOF MS de los estadios de desarrollo de frutos silvestres (XET S) y
transgénicos (XET +). En la grafica se muestran los porcentajes relativos de los
oligosacatidos del xiloglucano identificados mediante el valor m/z. Los resultados que se
representan son la media £ SE de tres experimentos independientes. Las paredes celulares
usadas para el andlisis provienen de, al menos, 20 frutos pertenecientes a cosechas anuales
entre 2002-2005. VP: Verde Pequefio, VG: Verde Grande, PV: Pintén Verde, P: Pintén,
N: Naranja, M: Maduro.
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En el estadio verde pequefio, la linea silvestre registré6 un porcentaje muy
elevado de XXGG, siendo el resto de los oligosacaridos casi inexistentes,
mientras que en la linea XET +, XXGG rondé el porcentajes del 58% y un
22% de XSGG. Ademas, se contabilizaron porcentajes de entre 5 y 10% en
XXG, LXGG, LSGG y XTGG. En el estadio verde grande, ambas lineas se
comportaron similarmente, cuantificindose porcentajes de 75% de XXGG y
del 18% en XSGG. El resto de los oligosacaridos se detectaron pero sus
porcentajes fueron de alrededor de un 2%. En los estadios Pintén Verde,
pintén, naranja y maduro disminuyeron los porcentajes de XXGG y XSGG,
para un aumento del resto de los oligosacaridos. Se registré6 un aumento en
XXG y LXGG en los estadios Pinton Verde y pintén, descendiendo después
en naranja y maduro. Sin embargo, LSGG y XTGG aumentaron paralelamente
a la maduracién de los frutos. En general, no se encontraron diferencias entre

los oligosacaridos del xiloglucano de los frutos de las dos lineas estudiadas.

DISCUSION

En este capitulo investigamos la implicacién de la actividad enzimatica XET en
la maduraciéon de los frutos, haciendo uso de plantas silvestres de tomate y de
dos lineas transgénicas, una que tiene valores elevados del gen S/XTH1 y otra
que los tiene reducidos. Se caracterizaron seis estadios de desarrollo de los
frutos a utilizar en el resto del Capitulo, definiendo dos estadios de crecimiento
y cuatro de maduracién organoléptica, atendiendo tanto a los parametros de

tamafio como de color (Fig. III. 1).

Al analizar los niveles de expresion de SIXTHI1 en los frutos silvestres (Fig.
IT1.3), se observé que estos aumentaron paralelamente con el crecimiento del
fruto y disminuyeron progresivamente con la maduracién, de modo que
corroboran los resultados obtenidos previamente por otros autores (Catala ez al,

2000; Saladie ez al, 20006). A su vez, los resultados de la expresion génica de
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SIXTH1 de los frutos transgénicos que sobre-expresan la enzima, se
correspondieron con la modificaciéon génica realizada. Es muy destacable el
hecho de que estos son los primeros frutos transgénicos donde, mediante un
promotor constitutivo que sobre-expresa el gen S/XTHI, se obtiene un
incremento de la expresion de este gen de la XTH. Recordemos que tanto en el
Capitulo I de plantulas como en el Capitulo II de planta, la expresion de
S/XTHI1 en la linea que sobre-expresa es superior a la silvestre, pero no de
modo tan notable a como ocurre en frutos. Sin embargo, en la linea que tenia
reducidos los niveles de expresion de S/XTHI, no se observé una reduccion
proporcional, obteniéndose unos niveles muy similares a las plantas silvestres
(Fig. IIL.3). En las lineas transgénicas, la expresion de la SXTHI1 esta
controlada por un promotor constitutivo, por lo que las diferencias
encontradas, nos sugieren de nuevo una posible regulacién transcripcional
diferencial del gen S/XTH1 espacial y temporal, es decir, en las diferentes
partes u 6rganos de la planta a lo largo de su crecimiento y durante el desarrollo

de los frutos.

Los niveles de actividad enzimatica XET (Fig. II1.4) de las plantas silvestres
mostraron una relaciéon inversamente proporcional con el avance del desarrollo
de los frutos, subrayando los elevados niveles de actividad que se registraron en
los dos estadios de crecimiento, lo que sucede analogamente en las tres lineas.
En los frutos que sobre-expresan el gen, se obtuvo una elevada actividad
(375% mayor que la existente en las plantas silvestres) mientras que los frutos
que tienen inhibida la expresiéon del gen mostraron una disminucién de la
actividad menos acusada pero considerable (45% como media respecto a las
silvestres). Estos resultados discrepan del comportamiento de actividad XET
registrada en las plantulas y las plantas, lo que de nuevo sugiere una posible

regulacion traduccional de la enzima, tanto a nivel tisular como temporal.

En otros estudios donde se analizaron las enzimas que metabolizan la pared
celular durante la maduracién en peras, se observé un aumento de la actividad
XET durante el crecimiento del fruto y su expresion mantenida con el

transcurso de la maduracion (Fonseca e¢f al, 2005). Los resultados se
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confirmaron en tres cultivares de peras, sugiriendo la expresion constitutiva de
XTH (Hiwasa e al, 2004), subrayando la importancia de la enzima en la
renovacioén y mantenimiento de la firmeza del fruto (Campbell y Braam, 1999 a;
Fonseca ¢ al., 2005). Asimismo, otro analisis de frutos de tomate mostré una
ligera disminucion de la actividad XET con el avance de la maduracién
(Eriksson ez al., 2004). Sin embargo, otros autores contradicen estos resultados,
mostrando un incremento de la actividad XET y la acumulacién de su mRNA,
y su correlaciéon con el ablandamiento del fruto de tomate (Arrowsmith y de
Silva, 1995).

Para valorar la influencia de esta modificacién génica sobre el desarrollo de los
frutos, se estudio la cinética de desarrollo de los mismos en las tres lineas
(Fig. II1.2). Los resultados mostraron una similitud morfoldgica en la cinética
de los frutos indicando que las diferencias en actividad XET no se reflejan en el

crecimiento.

A continuacién, se optdé por continuar la investigacion con los frutos
pertenecientes a la linea silvestre y a la transgénica que sobre-expresa el gen
S/XTHI1, debido a que en esta linea fue donde encontramos las mayores
diferencias de expresion y actividad XET en relacion con la linea silvestre.
Como continuaciéon de la caracterizacion fenotipica de los frutos, se valor6 la
dureza de los frutos en los estadios descritos, de ambas lineas (Fig. IIIL.6).
Los resultados no mostraron diferencias entre las lineas en los estadios de
crecimiento, mientras que a lo largo de los estadios de maduracion, los frutos
con mayor actividad XET, registraron una dureza mayor significativamente.
Esto pone de manifiesto que un aumento de la actividad XET provoca que los

frutos sean mas duros.

Seguidamente, se comprobé que en los frutos transgénicos, los cambios
registrados en firmeza, posiblemente por una alteracion de la estructura del
xiloglucano de la pared celular, se debian a la accién de la XET, y que el
aumento de esta actividad enzimatica no estaba alterando la actividad glucanasa,
que es la otra actividad enzimatica que actda sobre el metabolismo del

xiloglucano. El estudi6 la actividad glucanasa a lo largo del desarrollo de los
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frutos (Fig. ITL.5) no mostré diferencias significativas entre la linea que cuenta
con mayor actividad XET y las silvestres. Esto sugiere que las diferencias de

firmeza en los frutos transgénicos se deben a la accién principal de la XET.

Puesto que estos cambios en la firmeza, son el resultado del metabolismo del
xiloglucano de la pared celular, se analiz6 la composicién hemiceluldsica de la
misma y la estructura del xiloglucano. Los resultados indican que tanto la
masa molecular media de los aztcares totales como el xiloglucano, disminuyen
paralelamente con el avance de la maduraciéon en ambas lineas (Tabla IIIL.2).
Nuestros resultados coinciden con la reduccion de la masa molecular media del
xiloglucano encontrado en tomate a lo largo de la maduracion (Sakurai y
Nevins, 1993; Seymour y Gross, 1996) y en dos cultivares de mango (Mitcham
y McDonald, 1992; Yashoda ef al., 2005). Ademas, nuestros resultados indican
que a una mayor masa molecular del xiloglucano la dureza de los frutos es
mayor, lo que coincide con los estudios en tomates con la mutacién 7
(ripening inhibitor; Robinson y Tomes, 1968), donde se establece un
paralelismo entre el mantenimiento de la masa molecular del xiloglucano y la
dureza de los frutos (Maclachlan y Brady, 1994). Hasta el momento no se
conocfa quien regulaba esta relacién, pero nuestros resultados nos han
permitido sugerir por primera vez, que sea la actividad XET la que relacione la
masa molecular del xiloglucano con la dureza, puesto que los frutos con mayor

actividad XET cuentan con mayor masa molecular y son mas duros.

Para profundizar en la implicacion de la XET en el metabolismo del
xiloglucano durante la maduracion, se estudio la composicion en XGOs del
xiloglucano durante el desarrollo de los frutos, comprobando que no existian
diferencias entre la linea silvestre y transgénica (Fig. III.10). Aunque, si se
observan modificaciones a medida que avanza la maduracién de los frutos. En
el Capitulo II, donde estudiamos la implicacion de la XET en el crecimiento de
las plantulas, se puso de manifiesto como las diferencias entre las paredes
celulares de las tres lineas estudiadas no se encuentran en la composicién del
xiloglucano, sino en sus enlaces y uniones con el resto de los componentes de

la pared, sugiriendo que en frutos pueda suceder lo mismo.
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Los resultados de la evolucion de la composicion de la pared celular confirman
los obtenidos previamente en el estudio de la firmeza de los frutos, puesto que
los tomates con una mayor actividad XET sufren una depolimerizacién menor
de las hemicelulosas a lo largo de la maduracion, concretamente del xiloglucano,
lo cual se correlaciona con un aumento de la dureza en estos frutos. No
obstante, nuestras plantas transgénicas cuentan con un aumento de la actividad
XET total debido a la sobre-expresion del gen S/XTHI, sin embargo, no
podemos saber si el aumento de otra isoenzima de la familia producirfa el
mismo efecto o es concretamente esta isoenzima la responsable de la
transglucosilacion que se produce durante la maduracion de los frutos. Es decir,
la intensidad de la depolimerizacion de la pared celular durante la maduracion
de los frutos por la accion XET, esta supeditada a numerosos factores como
son el balance final de la actividad enzimatica de las isoenzimas de la familia
expresadas, la naturaleza del sustrato y la induccién hormonal, todo ello bajo la

coordinacion genética programada, tisular y temporalmente.

Por ello, todos los resultados anteriores parecen sugerit que la XET es
necesaria para el mantenimiento de la integridad estructural de la pared celular

durante la maduracion, ya que si la actividad disminuye se ablanda el fruto.
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Implicacion de la xiloglucano

endotransglucosilasa durante la infeccion

de frutos por Penicillium expansum Link. A.
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INTRODUCCION

En este Capitulo nos centramos en los estreses bidticos producidos por
patoégenos fungicos, concretamente por Penicillium expansum Link. A., en dos
sistemas modelos en frutos maduros. El primer sistema es la manzana, Malus
domestica 1.. variedad Golden Delicious, del que Penicillium expansum Link. A. es
hospedador habitual, provocando pérdidas millonarias durante la post-cosecha
(Rosember, 1990). El segundo sistema es el tomate, Solanum lycopersicum 1.
variedad Canario y variedad Money Maker. La eleccién de ambos sistemas fue
debida, por una parte, a la diferencia de especificidad patogénica, y por otra
parte, a la estructura y composicion diferencial de la pared celular de ambos
frutos, puesto que la estructura del xiloglucano de manzana esta formada por
oligosacaridos XXXG, mientras que la del tomate es XXGG (Vincken e7 al,
1997 b).

La pared celular constituye una barrera natural frente a las infecciones por
patégenos. Sin embargo, la existencia de pequefias heridas o la des-
estructuracion de la misma, facilita el comienzo de la infeccién. Normalmente,
se pone en marcha una baterfa enzimatica del hongo que hidroliza tanto
pectinas como hemicelulosas. Asf, la activacion de las enzimas que degradan las
pectinas de la pared celular durante la infecciéon fungica, son consideradas
basicas para determinar el factor de patogeneidad de cada hongo. Por ello,
existen numerosos trabajos que estudian la relacion de varias de estas enzimas
con la infecciéon fungica. Asi, las pectinasas son las primeras enzimas
sintetizadas, degradando las pectinas de la pared y provocando una
desestructuraciéon de las redes tridimensionales de celulosa y xiloglucano,
ademas de provocar una respuesta hipersensible que elimina a las propias
células vegetales (Cooper, 1983). A continuacion las pectin metil-esterasas,
provocan la desesterificacion de las pectinas y disminuyen el pH, lo cual facilita

e induce la actuacién de las poligalacturonasas (Yao e al., 1996; Oeser ¢t al.,
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2002; Sanchez-Torres y Gonzalez-Candelas, 2003) y de las pectato liasas
(Rogers et al., 2000; Yacoby ef al., 2001).

Sin embargo, la degradacion de las hemicelulosas no ha sido tan estudiada,
pese a que constituye un importante componente para la desestructuracion
integral de la pared celular y la colonizacion de los tejidos de la planta (Carpita y
Giberaut, 1993). En concreto, la degradacion del xiloglucano por la glucanasas
del hongo (Real ¢ al., 2004), permite la actuacién de las celulasas fungicas que
degradan las microfibrillas de celulosa de la pared celular. Las glicosidasas
intervienen en los cortes de las cadenas laterales del xiloglucano y facilitan el
acceso al sustrato a otras enzimas de la planta y del patdégeno que degradan la
pared (Keon ez al., 1987).

Aunque no existen estudios al respecto, es previsible la implicaciéon de una
enzima relacionada con la renovacién y metabolismo del xiloglucano, como es
la XET (Rose et al, 2002), por lo que pensamos que esta enzima pueda
también estar implicada potencialmente en la degradacion del xiloglucano que
se produce durante la infecciéon de los frutos. Sin embargo, la actuacion de esta
enzima, solo ha sido investigada tanto por su relacién con la expansion celular
durante el crecimiento, como en procesos de degradacion de la pared, como los
que ocurren durante la maduracion de los frutos. Asi, como hemos visto en el
Capitulo anterior, el aumento de la actividad XET provoca un aumento de la
dureza de los frutos, sugiriendo que la XET es necesaria para el mantenimiento
de la integridad estructural de la pared celular durante la maduracién de los

mismos.

Por lo tanto, el objetivo de este Capitulo se centrd en esclarecer el mecanismo
de infeccién fungica, valorando las actividades enzimaticas relacionadas con el
metabolismo de la pared celular en manzanas y tomates durante la infeccion
pot Penicillinm expansum Link. A., asi como los cambios en la estructura de la
pared celular durante la infeccién en ambos frutos. En particular, estabamos
interesados en determinar la posible implicacion de la XET en el mecanismo de
infecciéon y su repercusion en la estructura de las hemicelulosas y del

xiloglucano. Junto con los frutos maduros de manzana y tomate canario,
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utilizamos tomates transgénicos maduros que cuentan con niveles superiores
de enzima con actividad XET, lo que provoca que tengan alterada la estructura

de la pared, como se mostré en el Capitulo anterior.

Para completar el estudio de la implicacién de la XET en el metabolismo del
xiloglucano de la pared celular durante la infeccién de los frutos, se cuantifico
la expresion génica de las S/XTHs descritas para tomate en frutos de tomate

maduros, de la variedad Money Maker y Canario, asi como su actividad XET.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Como material vegetal se utilizaron dos sistemas modelos de frutos maduros.
El primer sistema fue la manzana, Malus domestica 1. variedad Golden, la cual
se consigui6 en el mercado local, seleccionando tamafios y estadios de
maduracién similares. El segundo sistema es el tomate, Solanum lycopersicum L.
del cual se utilizaron dos variedades. La primera fue la variedad Canario, que
fue comprado en el mercado local, seleccionando tamanos y el mismo grado de
maduracion, y la segunda fue la variedad Money Maker, de la cual se utilizaron
dos lineas: una silvestre (XET S) y otra transgénica (XET +), esta ultima,
cultivada en las cabinas destinadas a transgénicos del invernadero del SCSIE de

la Universitat de Valéncia.

Infeccion de Malus domestica L. y Solanum lycopersicum
L. variedad Canario con Penicillium expansum Link. A.

Infeccion fungica de frutos
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La  cepa fangica de  Penicillium  expansum  Link. A (NCBI:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi) fue
suministrada como un liofilizado de esporas por la Colecciéon Espanola de

Cultivos Tipo (CECT: 20140; http://www.cect.org/). Esta cepa se sembr6 en

medio agar patata dextrosa (PDA, Difco Laboratories, EEUU) y se mantuvo
como un cultivo esporulado a 24 °C, para lo cual fue re-sembrando

semanalmente.

Para la infeccion de los frutos maduros se utilizé un inéculo de esporas de 7
dias, que fue resuspendido en agua miliQ estéril y filtrado con lana de vidrio.
Posteriormente, se preparé una solucién de esporas de 2x10¢ esporas mll,
empleando una camara cuentaglébulos, Neubauer (Tiefe 0,100 mm, W-
Germany). Los frutos infectados fueron infiltrados con 10 ul (Fig. IV.1 Al),
en cada uno de los cuatro pinchazos equidistantes realizados en el perimetro
ecuatorial, con una microjeringa Hamilton, Gastight # 1705 de 50 pl (Bonaduz,
Suiza). La profundidad del pinchazo fue de 0,5 cm. Los frutos control se
pincharon con la misma cantidad de agua miliQ estéril. Los frutos se
almacenaron a 24 °C y 60% de humedad relativa durante 3 dfas. Transcurrido
este periodo se evalu6 la infeccion externa e interna, eliminando la cuticula y
recogiendo un cilindro de pericarpo del fruto de 1 cm de diametro alrededor
del punto de infiltraciéon (Figs. IV.1 Al y B1). Se muestra la evolucion externa
(Fig. IV.1 A2) e interna (Fig. IV.1 A3) de la infeccién en manzanas y se
presenta la evoluciéon exterior (Figs. IV.1 B1-B3) de la infeccion de tomates y
la evolucién interior (Figs. IV.1 B4-B6). Las muestras se almacenaron por
duplicado y se congelaron a -80 °C y/o a -25 °C segin la exigencia de los

experimentos a realizar posteriormente.

Adicionalmente, se realizaron tratamientos de autoclavado a 121 °C durante
una hora, previos a la infeccion. Posteriormente, se procedio a la infeccion del
mismo modo al explicado anteriormente y, tras recoger el material por
duplicado, se congelaron a -80 °C y/o a -25 °C segin la exigencia de los

experimentos a realizar posteriormente.


http://www.ncbi.nlm.%20nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi
http://www.cect.org/
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Fig. IV.1. Fotos que ilustran el proceso de infeccion fungica y el desarrollo de la misma en
frutos de manzana y en frutos de tomate maduros. A) Se observa la jeringa de inyeccion
con el inéculo de esporas de Penicillium expansum Link. A. (1) y la evolucién externa (2) e
interna (3) de la infeccién en manzanas. B) Se presenta la evolucion exterior de la infeccion
de tomates (1-3) y la evolucién interior (4-6)

Actividades enzimaticas de la pared celular de manzanas y tomates

durante la infeccién fungica

Obtencion del extracto enzimatico

Se extrajeron las proteinas del material congelado, perteneciente a los frutos
control e infectados, como se explica en el Capitulo III. Adicionalmente, para
el ensayo de la glucanasa, se autoclavaron frutos de manzana y tomate para
inactivar las actividades enzimaticas de los mismos y, posteriormente, fueron

infectados. A estos frutos se les extrajo la proteina como se ha explicado
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previamente. Para el ensayo de la actividad XET, se realizaron tres extracciones
proteicas diferentes. La primera consistié en el extracto proteico de frutos
autoclavados e infectarlos después. En la segunda, se obtuvieron los extractos
proteicos de los frutos control e infectados y a posteriori se mezclaron. Y en la
tercera, consistié en unir el material obtenido de los frutos control e infectado y

a la mezcla, extraerle las proteinas.

Actividad endopoligalacturonasa

Se estimé el descenso en viscosidad que provoca el extracto enzimatico sobre
un sustrato comercial. L.a mezcla de reacciéon consistié en 0,3 ml de acido
poligalacturénico (sal sédica Sigma Che. Co.) al 12% (p/v) en tampoén acetato
sédico 40 mM pH 5,0 y 0,2 ml de extracto de proteinas (0,5-0,6 mg ml!) en
tampon acetato sédico 40 mM pH 5,0. Se incubd a 37 °C y se evalud la
viscosidad relativa de la mezcla de reaccion al caer por una pipeta de 0,2 ml a
intervalos de 5-10 minutos durante 60 minutos. Como controles negativos de la
actividad enzimatica se usaron extractos enzimaticos inactivados por calor a

100 °C durante 10 minutos.

Actividad exopoligalacturonasa

Se cuantifico la liberaciéon hidrolitica de azucares reductores que provoca la
enzima en un sustrato comercial. LLa mezcla de reaccion consistié en 1 ml de
acido poligalacturénico (sal sédica Sigma Che. Co.) al 1% (p/v) en tampon
acetato sodico 40 mM pH 5,0 y 20 pl de extracto de proteinas (0,5-0,6 mg ml1)
en tampon acetato sédico 40 mM pH 5,0. La mezcla se incub6 a 37 °C durante
2 horas, se detuvo la reaccién con 0,2 ml de HCI 2M y se midi6 la liberacion de
azucares reductores solubles en el medio gelatinizado, como describe el método
de Somogyi - Nelson explicado en el Anexo I. Como controles negativos se
usaron extractos enzimaticos inactivados por calor a 100 °C durante 10

minutos.
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Actividad pectin metil-esterasa

Se cuantificé la actividad enzimatica por la evolucién colorimétrica de un
indicador de pH a medida que eran liberados los extremos reductores que
acidifican el medio (adaptado de Hagerman y Austin, 1986). La mezcla de
reacciéon contenfa 1 ml de pectina de frutos citricos al 0,5% (grado de
esterificacion 90%, Sigma Che. Co.) en fosfato sédico 0,2 M pH 7,5 (p/v), 0,5
ml de azul de bromotimol al 0,02% (sal sédica, Sigma Che. Co.) (p/v) y 10 pl
de extracto de proteina (0,5-0,6 mg ml!) en tampon acetato sédico 40 mM pH
6,0. Lla mezcla se incub6 a 25 °C durante 3 minutos, a lo largo de los cuales se
estudio la disminucién de la absorbancia a 620 nm, tomando valores cada 10
segundos. Como controles negativos se usaron extractos enzimaticos

inactivados por calor a 100 °C durante 10 minutos.

Actividad 3 (194) glucanasa

Se cuantificé el descenso en viscosidad que provoca la enzima en un sustrato
comercial o extraido. Se incubaron alicuotas de 0,3 ml de carboximetil celulosa
(sal sodica, de alta viscosidad, Sigma Che. Co.) al 1,1% (p/v) en tampo6n acetato
sédico 40 mM pH 6,0 o xiloglucano de tamarindo al 1% (p/v) en el mismo
tampon junto con 0,2 ml de extracto de proteinas (0,5-0,6 mg ml!) en tampon
acetato sodico 40 mM pH 6,0. La mezcla de reaccion se incub6 a 37 °C y se
evaluo su viscosidad relativa al caer por una pipeta de 0,2 ml a intervalos de 10
minutos durante 60 minutos. Como controles negativos se usaron extractos
enzimaticos inactivados por calor a 100 °C durante 10 minutos. Ademas, se

ensayo6 la actividad de los frutos autoclavados e infectados posteriormente.

Actividad xiloglucano endotransglucosilasa soluble

Con los extractos proteicos de los frutos de manzana y tomate control e
infectados se ensay6 la actividad XET soluble segun se explicé en el Capitulo 1.
Adicionalmente, se procedié de igual modo con las tres extracciones

adicionales: 1) proteina de frutos autoclavados e infectados, 2) mezcla de
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proteinas de frutos control y proteinas de frutos infectados y 3) mezcla del

material de frutos control e infectados y extraccion de sus proteinas.

Actividades glicosidasas: oy PB-galactosidasa, o-arabinosidasa, (-

glucosidasa, a y B-xilosidasa, a-fucosidasa

Se ensayaron las actividades glicosidasas: o y B-galactosidasa, a-arabinosidasa,
B-glucosidasa, oy B-xilosidasa, a-fucosidasa cuantificando la liberacion de los
p-nitrofenol liberados por la actividad enzimatica sobre los p-nitrofenil-
glicosidos correspondientes. I.a mezcla de reaccion contenfa 0,5 ml del sustrato
comercial de p-nitrofenil-galactopiranésido, p-nitrofenil-arabinopiranésido, p-
nitrofenil-glucopiranésido, p-nitrofenil-xilopiranésido, p-nitrofenil-
fucopirandsido (Sigma Che. Co) 1 mM en tampon acetato sodico 40 mM pH
6,0 junto con 10 pl de extracto de proteinas (0,5-0,6 mg ml') en 90 pl tampon
acetato sédico 40 mM pH 6,0 para las actividades glicosidasas
correspondientes. Se incubaron durante 1 hora a 37 °C y la reaccién fue parada
con 1 ml de Na;CO3 IM. Se agit6 y se midi6 la absorbancia de la mezcla de
reacciéon a 400 nm. Para la cuantificacién se utilizé6 una recta patrén de p-
nitrofenol (Sigma Che. Co.). Como controles negativos se usaron extractos

enzimaticos inactivados por calor a 100 °C durante 10 minutos.

Anilisis de los polisacaridos de la pared celular durante la infeccién

fingica

Extraccion de las paredes celulares

Se recogié un total de 100 g de material vegetal de al menos 10 muestras y se
homogeneizé con un IKA Ultraturrax T25 IKAWerke, Stanfen, Alemania) en
metanol. Se hirvié durante 30 minutos, se lavé dos veces con metanol, dos
veces con acetona, dos veces con metanol/cloroformo (1:1; v/v) y finalmente

con éter dietilico. Se dejo secar al aire hasta peso seco constante.
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Fraccionamiento de polisacaridos pécticos y hemiceluldsicos
Pectinas

Se resuspendieron 300 mg de paredes celulares en 30 ml de CDTA 0,05 M pH
6,5 y se agitaron durante 24 horas a 25 °C. La mezcla se centrifugd a 30000 g
durante 5 minutos y el residuo fue re-extraido del mismo modo con CDTA
0,05 M pH 6,5. Los dos sobrenadantes se mezclaron, se dializaron frente a agua
destilada, se concentraron en rotavapor y se congelaron a -25 °C hasta su
analisis posterior. A esta fraccién de las pectinas se le llamé fraccion CDTA. El
residuo fue re-extraido con NaxCOs 0,05 M pH 10,8 que contenfa NaBH4 20
mM vy se agit6é durante 24 horas a 1 °C en atmosfera de nitrégeno. La mezcla se
centrifugd a 30000 g durante 5 minutos y el residuo fue re-extraido del mismo
modo con NaxCO;3 0,05 M pH 10,8 que contenfa NaBH4 20 mM en atmosfera
de nitrégeno. Los dos sobrenadantes fueron mezclados y neutralizados con
acido acético glacial. Se dializaron frente a agua destilada, se concentraron en
rotavapor y se congelaron a -25 °C hasta su analisis posterior. A esta fraccién

de las pectinas se le llamé fraccion NaCOs.
Hemicelulosas

El residuo obtenido se mantuvo en agitacion durante 24 horas en atmoésfera de
nitrégeno con KOH al 4% que contenfa NaBH4 20 mM. Se centrifugé durante
10 minutos a 30000 g y el residuo se re-extrajo con KOH al 4% que contenia
NaBH4 20 mM. Los dos sobrenadantes fueron mezclados y neutralizados con
acido acético. Se dializaron frente a agua destilada, se concentraron en
rotavapor y se congelaron a -25 °C hasta su analisis posterior. A esta fraccion
de las hemicelulosas se le llamé fraccion KOH 4%. El residuo resultante se
extrajo dos veces durante 24 horas con KOH al 24% que contenia NaBHy 20
mM bajo atmésfera de nitrégeno. Se mezclaron las dos extracciones y se
neutralizaron con acido acético glacial en hielo. Se dializaron frente a agua

destilada, se concentraron en rotavapor y se congelaron a -25 °C hasta su
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analisis posterior. A esta fracciéon de las hemicelulosas se le llamé fraccion
KOH 24%.

o-Celulosa

Después de la extraccion de las paredes celulares con CDTA, Na,COs, KOH
4% y 24%, el residuo resultante constituy6 la fraccion a-celulosa, la cual se lavo
con agua dos veces y acetona otras dos y se dejo secar al aire. Se tomaron 1-2
mg de residuo seco y se resuspendié en 200 pl de 4cido sulfurico al 72% (v/v)
incubandolo durante 1 hora a 20 °C. Se diluyé con agua hasta una
concentraciéon de acido sulftrico de 0,5 M y se hidrolizé a 121 °C durante 1
hora. Se cuantificaron los azicares totales del sobrenadante de la mezcla de
hidrélisis mediante el método del fenol sulfirico explicado en el Anexo I de

Metodologia General.

Anilisis de la composicion de las fracciones por cromatografia de

exclusion molecular durante la infeccién fingica

Las fracciones se analizaron por cromatografia de exclusién molecular en una
columna de Sepharosa CL-4B (115 cm x 1,4 cm) (Pharmacia Biotech. Uppsala,
Sweden). Se us6 cloruro de imidazolio 10 mM pH 7,0 como eluyente de las
fracciones péctinas y NaOH 1M para eluir las fracciones hemicelulésicas. Se
cargaron 3 mg de azicares totales de cada muestra y se eluyé con un flujo de
17,3 ml h'

columnas se calibraron y se estim6 la masa molecular de pectinas y

, recogiéndose un total de 60 fracciones de 2 ml cada una. Las
hemicelulosas, como se explic6 en el Capitulo III. Se cuantificaron los azucares
totales por el método de Dubois, los acidos urénicos por Blumenkratz y el
xiloglucano por Kooiman como se exponen en el Anexo I de Metodologia
General. Ademas, en la fraccién a-celulosa, se analizaron los azucares totales

por el método de Dubois.
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Determinacioén de aziicares neutros por cromatografia de gases (GLC)

Para el analisis de los aztcares neutros se sigui el ensayo de Albersheim ef .

(1967) que se detalla en el Anexo 1.

Estudio de la infeccién fuangica sobre frutos silvestres y
transgénicos de Solanum lycopersicum L. variedad Money
Maker

Caracterizacion de los estadios de infecciéon flingica interna y

externamente

Se establecieron los niveles de avance de la infeccién y se sigui6 la evolucion de
la infecciéon de los frutos fotograficamente, con una frecuencia de 6 horas entre
valoraciones, para conocer visualmente los cambios experimentados tanto por
los frutos como por el hongo, exterior e interiormente. Se valoré la evolucion
estructural de los tejidos de los frutos, la velocidad de infeccion fingica y
estructuras tipicas, como el cono endurecido de la infeccién mediante

pinchazo.

Actividad xiloglucano endotransglucosilasa durante la infeccion

Se procedi6 a realizar dos ensayos distintos, en el primero se inyectaron los
tomates con 10 pl de agua estéril en los controles y se infectaron con 10 pl de
la solucion de esporas 2x106 esporas ml-l. Los frutos se mantuvieron durante
8,24, 48, 72 y 120 horas a 25 °C y en oscuridad. Se valoré el nivel de infeccién
externo e interno y se recogié material a los distintos tiempos, almacenandolo a
-25 °C y/o -80 °C. En el segundo ensayo se procedié de modo similar pero
infectando los frutos con la solucién de esporas de 500 esporas ml-l. En este
caso los frutos se mantuvieron durante 96, 144 y 288 horas a 25 °C y en
oscuridad. Se valor6 el nivel de infeccién externo e interno, recogiendo material
y almacenindolo a -25 °C y/o -80 °C.
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Para el estudio de la actividad XET, se extrajo la proteina como se explica en el
Capitulo III y se realizé el ensayo enzimatico de la XET soluble como se

explica en el Capitulo I.

Analisis de la expresion de las SIXTHs en frutos de tomate
transgénicos durante la infeccion por Penicillium
expansum Link. A.

Buisqueda y analisis 7n silico de las secuencias SIXTHs obtenidas de las

bases de datos

Se estudiaron las secuencias que codifican para alguno de los genes que

componen la familia de las XTHs descritas para Solanum lycopersicum L. en la

pagina de “XTH world” (http://labs.plantbio.cornell.edu/xth/tomato.htm)
como se muestran en la Tabla IV.1. Se realiz6 una busqueda en numerosas
bases de datos (Gen Bank y ESTs de NCBI) definiendo las secuencias
incompletas, identificando la secuencia codificante de proteinas y traduciéndola
virtualmente. Con esta secuencia se realizé un estudio predictivo del destino
final de la proteina, mediante la identificaciéon del péptido sefial N-terminal
(VFC-GY), su longitud y secuencia, por homologia con los identificados en

otras  proteinas.  (http://psort.nibb.acjp vy http://www.cbs.dtu.dk

services/SignalP). Evitaremos elegir esta region como parte del oligosacarido,
puesto que suele eliminarse durante el procesado y transporte de la proteina.
Ademas, se identifico la secuencia consenso del centro activo, DEIDFEFLG,
que corresponde al motivo ExDxE, conservado en toda la familia enzimatica
de glicosil hidrolasas (GH1o, CAZy http://afmb.cnrs-

mrs.fr/CAZY/fam/GH16.html). Muchas secuencias contienen un potencial

sitio de glicosilaciéon en el extremo N-terminal, adyacente al centro activo,
caracteristico de la XTH. Aunque este motivo se encuentra en el extremo C-

terminal en S/XTHS5, SXTHS y SXTH25 y esta ausente en S/XTHOG y


http://www.tigr.org/tigr-scripts/tgi/T_reports.cgi?species%20=tomato
http://psort.nibb.ac.jp/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP
http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/fam/GH16.html
http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/fam/GH16.html
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SIXTH14, modificaciones que se asocian al Grupo 3 de la familia de XTH
(Campbell y Braam, 1999; Saladie ez a/., 2000).

Tabla IV.1 Relacién de genes estudiados pertenecientes a la familia de las XTHs. En la
tabla se muestra el nombre asignado en la pagina “XTH World”
(http://labs.plantbio.cornell.edu/xth/tomato.htm), el N° del GenBank, el N° registrado en
el Instituto de Investigaciones Genoémicas (TIGR) y el N° registrado en el genoma de
Solaniceas. Ademads se muestran las referencias donde se describen dichas secuencias.

Nomenclatura | - N° Gen N°TC | N°SGN Referencias
en la red Bank
, Okazawa et al. (1993)
SIXTH1 D16456 162611 U215539 Catala e al. (1997)
SIXTH2 AF176776 163540 U215133 Catala ez al. (2001)
153904
; AF205069 U213043 . .
SIXTH3 AY497476 igizgg U213044 Saladie, Catala y Rose, no publicado
SIXTH4 AF186777 166485 Chen ez al. (2002)
SIXTHS AY497475 161980 U213444 |Saladie, Catala y Rose, no publicado
SIXTHG AY497477 155091 U215860 |Saladie, Catala y Rose, no publicado
SIXTH7 AY497478 157241 U220494 | Saladie, Catala y Rose, no publicado
AB036338 Hahn y Chung
SIXTHS ETAG-A3 156974 U213679 110 prsblicado
SIXTHO AY497479 162660 U216405 |Saladie, Catala y Rose, no publicado
X82684 . .
SIXTH10 LetXET-B2 154659 U213454 Atrrowsmith y de Silva (1995)
X82685 . o
SIXTH11 LetXET-B1 164317 U213455 Arrowsmith y de Silva (1995)
AF215069
SIXTH12 AF205069 154952 | U215382 Koka e al. (2000)
LeBR1
N° GenBank: numero de referencia en la base de datos internacional: DNA
DataBank of Japan (DDBYJ), European Molecular Biology Laboratory
(EMBL) y GenBank del NCBL
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html)
N° TC: nimero asignado en “The Institute for Genomic Research
Assembly”
(http:/ /www.tigr.org/tigrscripts/tgi/ T reports.cgirspecies=tomato)
N° SGN: numero identificativo en “Solanaceae Genomics Network
Unigene” (http://www.sgn.cornell.edu/index.pl)



http://labs.plantbio.cornell.edu/xth/tomato.htm
http://labs.plantbio.cornell.edu/xth/literature.htm#catala1997
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html
http://www.tigr.org/tigr-scripts/tgi/T_reports.cgi?species=tomato
http://www.sgn.cornell.edu/index.pl
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Extraccion de mRNA. Sintesis de cDNA. PCR cuantitativo en tiempo

real

La extracciéon de mRNA, sintesis de cDNA vy la técnica de PCR cuantitativo en

tiempo real se explican en el Capitulo 1.

RESULTADOS

Infeccion de frutos de Malus domestica L. variedad Golden
y Solanum Iycopersicum L. variedad Canario con
Penicillium expansum Link. A.

Tras la infeccién de los frutos maduros y la obtencién de los extractos
enzimaticos correspondientes, se procedi6 al ensayo de las actividades

enzimaticas propias de la pared celular.

Cuantificacion de las actividades enzimaticas de la pared celular en

manzana y tomate durante la infecciéon fiingica

Para cuantificar la actividad endopoligalacturonasa se estudi6 la viscosidad
relativa que provoco sobre el acido poligalacturénico. Como se muestra en la
Fig. IV.2, en los frutos control se registr6 un moderado descenso en la
viscosidad del sustrato, que fue del 35% en manzana y del 15% en tomate al
finalizar el experimento. Sin embargo, en los frutos infectados la disminucion
de la viscosidad relativa fue muy notable en ambas especies. En las manzanas
infectadas, la elevada actividad enzimatica provocé una caida de la viscosidad
en un 92% a los 15 minutos. En los tomates infectados, la caida de la

viscosidad fue mas gradual, alcanzando a los 40 minutos un descenso del 88%.
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Fig. IV.2 Actividad endopoligalacturonasa de frutos de manzana y tomate control e
infectados. Se muestra la viscosidad relativa del acido poligalacturénico (Sigma Che. Co.)
provocado por la actividad enzimatica de los frutos control e infectados. Los valores
reflejan la media = SE de la viscosidad relativa de tres experimentos independientes.

Para evaluar la actividad exopoligalacturonasa, se cuantific la liberacion
hidrolitica de azucares reductores, que provocéd la enzima sobre el acido
poligalacturénico (Sigma Che. Co.). Los resultados se muestran en la Fig. IV.3,
donde en los frutos de manzana la actividad enzimatica de los frutos control
fue alrededor de diez veces menor que en los frutos infectados. En los frutos
de tomate, la actividad enzimatica fue ligeramente inferior en los controles que

en los infectados.
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Fig. IV.3 Actividad exopoligalacturonasa de frutos de manzana y tomate control e
infectados. Se muestra la actividad enzimatica mediante los mg de azicares reducidos de los
frutos. Los valores reflejan la media £ SE de los mg de azucares reductores por mg de
proteina y por hora, de tres experimentos independientes.

Para estudiar la actividad pectin metil-esterasa, se evalud el porcentaje de
grupos acidos equivalentes que fueron liberados por la enzima. Los resultados
se muestran en la Fig. IV.4, donde el comportamiento de los dos frutos es
muy diferente. En manzana, el extracto enzimatico control mostrd una escasa
liberacién de grupos acidos, mientras que en los frutos infectados la actividad
fue creciendo con el tiempo de incubacién, alcanzando un valor maximo de
15% de acidos equivalentes liberados por mg de proteina al final de los dos
minutos que durd el experimento. En los frutos de tomate, se cuantific6 una
clevada tasa de liberacion, alcanzando el 12% de 4cidos equivalentes por mg de
proteina al final del experimento, tanto en los frutos control como en los

infectados.
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Fig. IV.4 Actividad pectin metil-esterasa de frutos de manzana y tomate control e
infectados. Se muestra el porcentaje de liberacién de grupos dcidos provocado por la
actividad enzimatica en los frutos. Los valores muestran la media = SE del porcentaje de
los grupos acidos equivalentes liberados de tres experimentos independientes.

La actividad  (194) glucanasa se ensayo midiendo la viscosidad relativa en
ambos frutos con dos sustratos diferentes, uno comercial (carboxi-metil
celulosa) y otro extraido en nuestro laboratorio (xiloglucano de tamarindo). Los
resultados se muestran en la Fig. IV.5. En la figura se observa que en los
frutos de manzana, el comportamiento frente a los dos sustratos de los
controles e infectados fue similar. En los frutos control apenas se produjo
descenso en la viscosidad relativa a lo largo del experimento, por el contrario,
en los frutos infectados se cuantific6 un notable descenso de la viscosidad
relativa, alcanzando valores de disminucion del 90% a los 60 minutos cuando
se utiliz6 CMC como sustrato, y de 30 minutos cuando se empled xiloglucano

de tamarindo.

Si analizamos el comportamiento de los frutos de tomate, se puede apreciar que
en el extracto enzimatico de los controles se produce un ligero descenso con

ambos sustratos que disminuye un 10% en viscosidad al ensayarlo con CMC y
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un 20% al hacerlo con xiloglucano de tamarindo. En los frutos de tomate
infectados, se produjo un descenso del 55% cuando se ensayé con CMC y del

20% cuando se empled xiloglucano de tamarindo.
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Fig. IV.5 Actividad 3 (194) glucanasa de frutos de manzana y tomate control e infectados.
En la parte superior (A) se ensay6 con carboxi-metil celulosa (CMC) y en la inferior (B)
con xiloglucano de tamarindo. Se muestra la viscosidad relativa provocada por la actividad
enzimatica de los frutos. Los valores muestran la media = SE de la viscosidad relativa de
tres experimentos independientes, usando 20 frutos para cada experimento.



170 CAPITULO IV

De modo que si comparamos los resultados obtenidos en manzana y tomate,
observamos que durante la infeccién de manzana, la actividad glucanasa esta
muy incrementada, mientras que en tomate, apenas sufre diferencias en
comparacion con los frutos control, que de por si, parecen tener mas actividad

que los frutos de manzana control.

Adicionalmente, se realizé6 un experimento donde se autoclavaron los frutos
previamente a la infecciéon fungica, con el objetivo de inactivar todas las
actividades enzimaticas del fruto e intentar determinar la actividad enzimatica
B(194) glucanasa del hongo. Los resultados se presentan en la Fig. IV.6.,
donde se muestra que el hongo también produce esta actividad, ya que la
disminucién de la viscosidad relativa observada en CMC fue aproximadamente

del 22% en manzana y del 62% en tomate a los 40 minutos.
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Fig. IV.6 Actividad B (194) glucanasa de frutos de manzana y tomate autoclavados e
infectados. Se utilizé carboxi-metil celulosa (CMC) como sustrato. Se muestra la viscosidad
relativa provocada por la actividad enzimatica de los frutos. Los valores muestran la media
t SE de la viscosidad relativa de tres experimentos independientes, usando 20 frutos para
cada experimento.
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De modo que si comparamos los niveles de actividad glucanasa procedentes de
ambos organismos expuestos en la Fig. IV.5, con estos resultados, observamos
que en manzana la contribucién enzimatica del hongo es aproximadamente de
un 60% y de un 25% del fruto. Mientras que en tomate, el pequefio aumento
de la actividad durante la infeccién es debido en un 15% al fruto y en un 25%

al hongo.

Para ensayar la actividad XET soluble en los frutos de manzana y tomate,
control e infectados, se cuantificaron los oligosacaridos—[*H] que se
incorporaron a las cadenas de xiloglucano por la accién de la enzima. En la
Fig. IV.7 se presentan los resultados obtenidos. Los resultados muestran que
la actividad enzimatica fue mayor en frutos de manzana que en frutos de
tomate. Asimismo, la actividad en los controles de ambos frutos fue mayor a
los infectados, representando una disminucién en la actividad de 4 veces en

manzana y de 7 veces en tomate.

[ ] Control
T Bl infeciado
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Fig. IV.7 Actividad XET soluble de frutos de manzana y tomate control e infectados. Los

valores muestran la media £ SE de los Bq por kBq por pg de proteina y por hora de tres
experimentos independientes, usando 20 frutos para cada experimento.
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Adicionalmente, se realizaron varios experimentos con el objetivo de intentar
conocer el origen (planta u hongo) de la actividad XET soluble y la posibilidad
de que existieran inhibidores de la misma. Para ello se realizaron tres ensayos
diferentes, cuyos resultados se presentan en la Tabla IV.2. En el primero, se
autoclavaron los frutos y se infectaron posteriormente. Los resultados
mostraron que no se detect6 actividad enzimatica, por lo tanto el hongo no
tiene actividad XET soluble. En el segundo de los ensayos, se extrajeron las
proteinas de frutos control e infectados y se mezclaron para realizar el ensayo
de actividad enzimatica. En este caso, los resultados mostraron una actividad
XET proporcional en ambos frutos, lo que descartaba la existencia de un
inhibidor en el extracto enzimatico de los frutos infectados. Este hecho se
corroboré con el tercer ensayo, donde se mezclaron frutos control e infectados
y se extrajeron las proteinas de la mezcla, obteniéndose una actividad XET

proporcional.

Tabla IV.2 Actividad XET soluble de frutos de manzana y tomate, autoclavados
previamente e infectados después. Los valores muestran la media + SE de los Bq por kBq
por g de proteina y por hora, de tres experimentos independientes, usando 20 frutos para
cada experimento. nd= no detectado.

Actividad XET soluble (Bq kBq! pg de proteina! h-t)

TRATAMIENTO MANZANA TOMATE
Frutos control (Fig. IV.7) 3,06 £ 0,13 1,31 £ 0,05
Frutos infectados (Fig.IV.7) 0,77 £ 0,03 0,19 £ 0,02
Erutos autoclavados e nd od
infectados
Mezcla de proteinas
extraidas de frutos control 1,76 £ 0,10 0,86 = 0,06
e infectado
Mezcla de fruto control e
infectado y extraccién de 1,21 £ 0,10 nd
las proteinas
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Las actividades glicosidasas se ensayaron mediante la cuantificacion
colorimétrica de la liberacion del p-nitrofenol del sustrato de la enzima
correspondiente. La Fig. IV.8 muestra las actividades de o y B-galactosidasa,
o-fucosidasa (sélo en manzana), oy PB-xilosidasa, B-glucosidasa y o-

arabinosidasa.
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Fig. IV.8 Actividades glicosidasas de manzana y tomate de frutos control e infectados. Los
valores muestran la media £ SE de los mg de p-nitrofenol liberados por mg de proteina y
por hora, de tres experimentos independientes, usando 20 frutos para cada experimento. Se

ensayaron las siguientes actividades glicosidasas: o y B-galactosidasa, a-fucosidasa (sélo en
manzana), o y B-xilosidasa, B-glucosidasa y a-arabinosidasa.

Las actividades glicosidasas mas destacadas en manzana fueron la o y [-
galactosidasa. En ambos casos la actividad en los frutos control fue mayor que
en los frutos infectados. La actividad B-glucosidasa y o-arabinosidasa, siguen
este mismo comportamiento, pese a que su actividad es menor. Las actividades
que se registraron de forma minoritatia, o-fucosidasa y o y B-xilosidasa, no

mostraron diferencias entre los frutos de manzana control y los infectados. En
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los frutos de tomate, la actividad enzimatica mayoritaria fue la o-galactosidasa,
donde los frutos control registraron una mayor actividad respecto a los frutos
infectados. El resto de actividades enzimaticas registraron un nivel muy bajo de
actividad y no se encontraron diferencias entre los frutos de tomate control e
infectados, a excepcion de la B-glucosidasa donde la actividad en los frutos

infectados fue superior a los controles.

Analisis de la pared celular de los frutos de manzana y tomate durante la

infeccién

En primer lugar estudiamos el contenido total de azdcares en las fracciones de
hemicelulosas y pectinas solubles, asi como en el residuo de a-celulosa, como

se muestra en la Tabla IV.3.

Las pectinas contenidas en frutos de manzana fueron alrededor del 47%,
mientras que las de tomate estuvieron en torno al 55%. La mayoria de las
pectinas fueron extraidas en la fraccion CDTA, la cual aument6 en los frutos
infectados en ambos frutos. En contraste, las pectinas extraidas con carbonato
sédico, fueron inferiores y disminuyeron con la infeccién en ambos frutos. A
pesar de los cambios en ambas fracciones con la infeccion, la cantidad total de
pectinas permaneci6 constante. Los acidos urénicos representaron un 32 y 39%
de las pectinas en frutos de manzana control e infectados y un 34 y 22% en
tomates control e infectados de la fraccion CDTA. Mientras que en la fraccion
de carbonato sédico fueron de 26 y 39% en manzana control e infectadas,

respectivamente.

Las hemicelulosas de las fracciones KOH 4 y 24%, representaron un 27% y
19% de los polisacaridos de la pared celular en manzana y tomate,
respectivamente. El xiloglucano estuvo presente en ambas fracciones, pero
principalmente en la del KOH 24%. En esta fracciéon se observé una
disminucién de los azucares totales y del xiloglucano en los frutos infectados,
sobre todo en manzana. Mientras que en la fraccion KOH 4%, se registr6 un

ligero aumento en los frutos infectados.
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Tabla IV.3 Contenido total de azicares de las fracciones obtenidas de los frutos de
manzana y tomate control e infectados (% peso seco). Los valores muestran la media £ SE
de tres experimentos independientes, usando 20 frutos para cada experimento. AT:
azucares totales, AU: 4cidos urénicos y XG: xiloglucano, de la fraccion.

PECTINAS HEMICELULOSAS !

o}

=

CDTA Na2CO3 KOH 4% KOH 24% 5

=

Q

AT AU AT AU AT XG AT XG 8

§ 405 | 12,9 7.7 2,0 5.1 1,6 21,7 | 10,6 | 26,5

2 S +1,6 +2.8 +43 +0,8 +0,8 +0,1 +3.2 +0,2 +1,0
N

2| s

g 451 | 177 23 0,9 9,1 3,1 13,0 57 | 345

:: 121 10,5 10,6 10,0 t1,1 10,7 123 10,8 10,9

g 51,1 | 17,5 42 0,4 71 1,0 10,4 59 | 20,6

m 6 13,7 153 10,2 10,4 12,6 10,0 10,2 10,3 144
=
<
s

= °
% 56,9 | 124 | 37 0,2 9,0 11 98 53 | 184
:: +8,0 +0,9 +1,3 +0,1 +2,6 +0,2 +1,3 +0,4 +1,9

La fraccion de a-celulosa representd el 26 y 34% en manzana control e
infectada y un 20 y 18% en tomate control e infectado, respectivamente. En
manzanas se obtuvo mayor contenido en o-celulosa en los frutos infectados,

mientras que en tomates, la ai-celulosa disminuyé en los frutos infectados.

El analisis de los aztcares neutros se presenta en la Fig. IV.9, donde se
observan los azucares neutros calculados respecto a los azucares totales de cada

una de las fracciones.
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Fig. IV.9 Azucares neutros presentes en las fracciones pécticas CDTA y NaxCOs, y
hemicelulésicas: KOH 4 y 24%. El porcentaje de azucares neutros se determiné por
cromatograffa de gases con detector FID, tras lo cual se calcul6 en funciéon del total de
azucares de la fraccion. RAM: Ramnosa; FUC: Fucosa; ARA: Arabinosa; XIL: Xilosa;
MAN: Manosa; GAL: Galactosa; GLU: Glucosa.
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La mayor cantidad de los aztcares neutros se concentra en la fraccion péctica
de CDTA de ambos frutos. La arabinosa de los frutos controles siempre se
mantiene con valores superiores a los frutos infectados en todas las fracciones

y en ambos frutos.

A continuacion se muestra la distribucién de la masa molecular media de las

pectinas fraccionadas en manzanas y tomates, control e infectados en la Fig.

IVv.10.
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Fig. IV.10 Distribucién de la masa molecular media de azucares totales de frutos control
(-0-) e infectados (-®-) en las fracciones pécticas CDTA y NayCOs, fraccionadas mediante
cromatografia de exclusién molecular. Los valores muestran la media = SE del porcentaje
de azucares totales de tres experimentos independientes, usando 20 frutos para cada
experimento. La escala de calibracién se obtuvo con dextranos de masa molecular
conocido (9,4 kDa, 70 kDa y 510 kDa; Sigma Che. Co.) y el volumen vacio se indica como
Vo.
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En la fraccion CDTA se extrajeron la mayoria de las pectinas en ambos frutos.
Asi, en esta fraccion, los frutos de manzana control, mostraron un pico
cromatografico en el volumen vacio. En la manzana infectada, se observé que
este primer pico disminufa considerablemente y aparecia un nuevo pico en la
regiéon de menor masa molecular. En los frutos de tomate control se registr6
un menor grado de polimerizacion, distinguiendo dos picos cromatograficos, el
primero, situado en el volumen vacio y, el segundo, que eluye entre los
marcadores 510 y 9,4 kDa. En los frutos infectados de tomate, el primer pico
disminuy6 a medida que aument6 el segundo, aunque las diferencias con el

control son menores que en los frutos de manzana.

Las pectinas extraidas en la fraccion Na2COj3 de los controles de ambos frutos,
fueron predominantemente de alta masa molecular, ya que eluyen en el
volumen vacio, mientras que en el proceso de infeccidén, disminuyen estos
polimeros en ambos frutos, aumentando la cantidad de los de menor masa
molecular. Este hecho fue mas pronunciado en los frutos de tomate, donde
desaparecen por completo las pectinas de alta masa molecular. Los resultados
de la distribuciéon de la masa molecular media de las pectinas, muestran una
disminucién de la masa molecular media de las mismas como resultado de la

infeccién en ambos frutos.

TLas hemicelulosas se analizaron mediante la distribucién de la masa molecular
media de azucares totales y xiloglucano de las fracciones KOH 4% y 24% de

los frutos de manzana y tomate, control e infectado.

Los resultados de la masa molecular media de azucares totales y xiloglucano de
la fraccion del KOH 4% se muestran en la Fig. IV.11. El cromatograma que
describen los frutos de manzana control muestra dos picos. El primero se situd
en el volumen vacio y el segundo aproximadamente en torno al marcador de
510 kDa. En los frutos de manzana infectados se observé un solo pico en el
cromatograma, el cual estuvo desplazado hacia regiones de menor masa
molecular. La distribucion del xiloglucano fue similar a la de azucares totales en
los frutos de manzana control, mientras que en los infectados el pico mostr6

un notable desplazamiento hacia regiones de menor masa molecular. En el
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tomate, los azucares de los frutos control fueron eluidos en un solo pico que se
dispone en torno al marcador de 70 kDa. Mientras que el cromatograma de los
frutos infectados, estuvo ligeramente desplazado hacia la zona de menor masa
molecular. El xiloglucano de esta fraccion no fue suficiente para poder

analizarse mediante perfil de elucion.
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Fig. IV.11 Distribucién de la masa molecular media de aztcares totales y xiloglucano de
frutos control (-o-) e infectados (-®-) en la fraccion hemicelulésica del KOH 4%,
fraccionada mediante cromatografia de exclusién molecular. Los valores muestran la media
* SE del porcentaje de azicares totales y xiloglucano de tres experimentos independientes,
usando 20 frutos para cada experimento. La escala de calibracién se obtuvo con dextranos
de masa molecular conocido (9,4 kDa, 70 kDa y 510 kDa; Sigma Che. Co.) y el volumen
vacio se indica como Vo.



180 CAPITULO IV

En la Fig. IV.12, se presentaron los perfiles de distribuciéon de la masa
molecular media de la fraccion del KOH 24% de azucares totales y xiloglucano

de frutos de manzana y tomate, control e infectados.
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Fig. IV.12 Distribucién de la masa molecular media de azicares totales y xiloglucano de
frutos control (-o-) e infectados (-®-) en la fracciéon hemiceluldsica del KOH 24%,
fraccionada mediante cromatografia de exclusion molecular. Los valores muestran la media
+ SE del porcentaje de aztcares totales y xiloglucano de tres experimentos independientes,
usando 20 frutos para cada experimento. La escala de calibracién se obtuvo con dextranos

de masa molecular conocido (9,4 kDa, 70 kDa y 510 kDa; Sigma Che. Co.) y el volumen
vacio se indica como Vo.

En la Fig. IV.12, los cromatogramas de los aztcares de manzana mostraron un
solo pico de elucion, el cual se desplazé hacia zonas de menor masa molecular
en los frutos infectados. El xiloglucano eluyé en el mismo rango que los
azucares, mostrando una elevada depolimerizacion de este polisacarido en los

frutos infectados. En los frutos de tomate control, se observaron dos picos en
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el cromatograma. El primero se localizé en valores superiores al marcador 510
kDa y disminuy6 en los frutos infectados, lo cual provocd que aumentara el
segundo pico que se eluyé en valores menores a dicho marcador. El
xiloglucano presente en esta fracciéon no siguié la misma distribucion que los
azucares y eluyé en un solo pico cromatogrifico. Los resultados de la
distribucién de la masa molecular media de las hemicelulosas, apuntan a una
disminucién de la masa molecular media de las mismas como resultado de la

infeccién en ambos frutos.

Una vez que se realizé el fraccionamiento de las paredes celulares y se
analizaron los componentes pécticos de las fracciones de CDTA y NaxCOs y
los hemicelulésicos de las fracciones KOH 4% y 24% por exclusion molecular,
los valores obtenidos de la masa molecular media de aztcares y xiloglucano de

dichos componentes, se muestran en la Tabla I'V.4.

Los resultados del fraccionamiento de pectinas muestran que tanto en
manzanas como en tomates se produjo una considerable reduccioén de la masa
molecular media de los aztcares totales en los frutos infectados frente a los
controles. En manzana, esta reduccién fue mas notable en la fraccion CDTA
que en la fraccion NaxCOj; Sin embargo, en los frutos de tomate, esta
disminucién fue mas acusada en la fraccion NaCO3 que en la CDTA. Aunque
cabe destacar que este modo de calcular la masa molecular media
numéricamente provoca algunos errores, ya que no distingue entre
polisacaridos fraccionados y no fraccionados, de modo que asigna una masa
molecular de 5000 kDa a todo lo que sale antes del Vo.

Los resultados del fraccionamiento de hemicelulosas muestran que en manzana
se observd una notable reducciéon de la masa molecular media de los aztcares
totales en los frutos infectados frente a los controles. Esta reduccién se
observé en ambas fracciones de hemicelulosas (15% en KOH 4% y 31% en
KOH 24%). Mientras que si observamos el xiloglucano, su descenso en la masa
molecular media fue todavia mayor (49% en KOH 4% y 68% en KOH 24%).
Sin embargo, en las hemicelulosas extraidas con KOH 4% de tomate, tan sélo

se observo un ligero descenso en los frutos infectados, que fue mucho mayor
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en las hemicelulosas del KOH 24%. En esta ultima fraccion, se produjo una
importante reducciéon de la masa molecular media tanto de los azucares, como
del xiloglucano (28% y 39%, respectivamente) en los frutos infectados frente a

los controles.

Tabla IV.4 Masa molecular media (kDa) de azicares totales (AT) y xiloglucano (XG) de
las fracciones obtenidas de los frutos de manzana y tomate control e infectados. A)
Fracciones pécticas: CDTA y NaCOs. B) Fracciones hemicelulésicas: KOH 4% y KOH
24%. Los valores muestran la media £ SE de tres experimentos independientes, usando 20
frutos para cada experimento. nd: no detectado.

A) PECTINAS Masa molecular (kDa)
CDTA Na,COs3
CONTROL INFECTADO CONTROL INFECTADO
MANZANA | AT 3429 + 303 2479 + 274 3110 + 147 2669 + 564
TOMATE AT 2213 + 790 1913 £ 411 3277 + 45 696 + 10
B) HEMICELULOSAS Masa molecular (kDa)
KOH 4% KOH 24%
kDa CONTROL INFECTADO CONTROL INFECTADO
MANZANA AT 1029 + 68 870 = 42 1331 + 31 919 £ 27
XG 954 + 47 503 £ 105 1300 + 26 412+ 19
TOMATE AT 741 £ 23 716 £ 11 661 +26 473 £ 10
XG nd nd 1133 + 35 685 £ 14
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Estudio de la infeccién fangica sobre frutos silvestres y

transgénicos de Solanum lycopersicum L. variedad Money
Maker

Cuantificacion de la evolucion de la infeccion

Tras la infecciéon de los frutos maduros por Penzcillinm expansum Link. A. se
realizé una valoracion de la infeccidén externa e internamente. En ambos casos

se catalogo el nivel de infeccion en una escala numérica discreta del O al 3.
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Fig. IV.13 Evolucién del proceso de infeccion de frutos maduros por Penicillium expansum.
Link. A. Catalogacion del nivel de infeccion mediante escala numérica discreta entre 0 con
ausencia de infeccién y 3 con micelio esporulado.
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Como podemos ver en la Fig. IV.13, el Nivel 0 no registra ningun dafio, en el
Nivel 1 se aprecia una degradacion del material acompanado de un
pardeamiento de la zona de infeccion, en el Nivel 2 ya se observa un
crecimiento fingico con micelio blanquecino del Penicillium pero sin esporular y
el tejido vegetal comienza a descomponerse y en el Nivel 3 se registra un
crecimiento fungico incipiente con micelio esporulado verde azulado vy
degradacion notable del tejido vegetal. Ademas, se comprob6é como en los
frutos control, que fueron pinchados del mismo modo pero con agua, la herida
se seco y cerrd, y no se produjeron infecciones fingicas ni bacteriologicas. De
modo, que el valor que define el grado de infeccién de un grupo de i tomates

de un experimento, viene dado por la férmula siguiente:
Medida de la infeccion = ((Xi ($194 N1/4))/i tomates)

Donde: NI = Nivel de infecciéon de cada uno de los 4 pinchazos realizados al

tomate.

Evaluacion de la infeccion fingica

Después de la infeccion de los frutos maduros con 2x10¢ esporas ml!, se
evalué la evolucion y el avance de la infeccion fingica externa e internamente, a
los 6 dias de la infeccion de la linea silvestre (XET S) y de la transgénica que
sobre-expresa S/XTH1 (XET +).

Como se aprecia en la Fig. IV.14, el nivel de infeccién externa fue menor al
registrado internamente en las dos lineas estudiadas. De manera que
externamente, los frutos silvestres se infectaron de modo similar a los XET +.
Sin embargo, cuando se analiz6 la infeccion interna se aprecié que en los frutos
silvestres la infeccion estaba mucho mas avanzada significativamente que en los
frutos XET +.



XET ¢ INFECCION 185

a
I XET S
I XET +
2,0 4 b
=)
bt
13)
Q1,5
&
.5
[
e~
<o 1,0 A
2
4
0,5 -
Exterior Interior

Fig. IV.14 Evaluacién del nivel de infeccion medio de frutos maduros en la parte externa e
interna de tomates de la variedad Money Maker silvestres (XET S) y transgénicos (XET +).
Los frutos se infectaron con una solucién de esporas de 2x10° esp ml! y se mantuvieron a
25 °C en oscuridad durante 6 dias. Los valores muestran la media = SE del nivel de
infeccién medio de al menos tres experimentos independientes, usando 12 frutos para cada
tratamiento. Distintas letras indican diferencias significativas entre las lineas (T-test, p valor
< 0,05).

Cuantificacion de la actividad xiloglucano endotransglucosilasa durante

la infeccidn en tomates silvestres y transgénicos

Para el estudio de la influencia de la infeccién por Penicillium expansum Link. A.
sobre la actividad XET, se realizaron dos ensayos de infeccion en frutos
maduros silvestres y transgénicos de tomates de la variedad Money Maker con
dos concentraciones distintas de esporas (2x10¢ esporas ml! o 500 esporas
ml). En la Fig. IV.15 se presenta el resultado de la actividad XET soluble en
los frutos tratados con una solucién mayor de esporas (2x10¢ esporas ml-! de
Penicillinm expansum Link. A.). Los resultados de este primer ensayo, muestran
que los valores de los frutos XET S fueron inferiores significativamente en
todos los tratamientos a la linea XET +. Ademas también se puede observar
una disminucién en la actividad XET a medida que avanza la infecciéon de los
frutos. Si analizamos los resultados por lineas, se puede apreciar como en los
frutos silvestres la actividad XET en los frutos control fue inferior en los

tratamientos de 6h y 24h, siendo superior en el tratamiento de 48, 72 y 120h en
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comparaciéon con los frutos infectados. En la linea XET +, se cuantificaron
niveles de actividad XET inferiores en los frutos infectados frente a los

controles en todos los tratamientos.

1 XET S Control
HE XET S Infectado
[ 1 XET + Control
4 4 M XET + Infectado M

Bq kBq'1 ug pmteina'1 n'

0 8 24 48 72 120 1} 8 24 48 72 120
Tiempo (Horas)

Fig. IV.15 Evolucién de la actividad XET soluble de tomates de la variedad Money Maker
silvestres (XET S) y transgénicos (XET +), infectados con 2x10¢ esporas ml! de Penicillinm
expansum Link. A. Se presentan los datos de los frutos control e infectados a diferentes
tiempos, donde 0 es el tiempo inicial. Los frutos se mantuvieron a 25 °C en oscuridad
durante 8, 24, 48, 72 y 120 horas. Los valores muestran la media = SE de la actividad XET
soluble de tres experimentos independientes, usando 12 frutos para cada tratamiento.

En el segundo de los ensayos, se infectaron frutos maduros silvestres y
transgénicos de tomates de la variedad Money Maker con una concentracion de
esporas de Penicillium expansum Link. A., 4000 veces menor a la anterior (500
esporas ml1), para el estudio de la influencia de la infeccién sobre la actividad
XET con una concentraciéon fungica inferior y mas lentamente. Como se
muestra en la Fig. IV.16, los valores de actividad XET soluble en los frutos
XET S fueron inferiores significativamente en todos los tratamientos a los
frutos XET +. La evolucién de la infeccion provocd una disminucion de la
actividad XET en todos los tratamientos, ya sean control o infectados. Asi, en
la linea XET S, los niveles de actividad XET en los frutos infectados fueron
mayores en el tratamiento de 96 horas y menores a los controles en los
tratamientos de 144 y 288 horas. En la linea XET +, los valores de actividad

permanecieron similares entre frutos control e infectados en 96 y 144 horas,
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mientras que descendi6 la actividad XET en los frutos infectados a las 288

horas de infeccidn.

[ XET S Control —_—
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[ XET + Control
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Fig. IV.16 Evolucién de la actividad XET soluble de tomates de la variedad Money Maker
silvestres (XET S) y transgénicos (XET +) infectados con 500 esporas ml! de Penicillinm
expansum Link. A. Se presentan los datos de los frutos control e infectados a diferentes
tiempos, donde 0 es el tiempo inicial. Los frutos se mantuvieron a 25 °C en oscuridad
durante 96, 144 o 288 horas. Los valores muestran la media + SE de la actividad XET de
tres experimentos independientes, usando 12 frutos para cada tratamiento.

Analisis de la expresion de las SIXTHs en frutos de tomate
transgénicos durante la infeccion por Penicillium
expansum Link. A.

Disefio _de cebadores discriminantes para el estudio de los genes
pertenecientes a la familia de SIXTHs durante la infeccién de tomate

Para poder disefiar los cebadores, y una vez que se tuvieron todas las
secuencias, se alinearon haciendo wuso de la multi-comparacién:

http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin /multalin.html, como se presenta en la
Fig. IV.17.
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'GGAGATTTCARACAAATATGTATGGARA TGGAAGCACACATAG=—===== ==AGGAAGAGARGARAGATATACTCTATGGTTTGATCCTTCTARAGAGT TCCATCGTTATAGTATTTTGTGGACCAACA
GGAGGATTCARACTARTATTTATGGARATGGTAGCACARATGT———-——- —=TGGETGGAGARGAARGATATGGACTTTGGTTTGATCCARC TGAAGAT TTTCATACATATACAATTCTTTGGAC TGACA
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ACCTCATTGTGATCTTTGTGGACGACGT TCCARTTAGAGCATTCARAAATTCGAAA---GATCTTGGTGTGARATTTCCATTCARTCAGCCCATGARGATATACTCGAGTCTATGGGACGCAGATGATTG
ACCARATTGCGATTTTTGTGGATGATGTCCCARTAAGAGTATTCARGAAT TCARAR-—-GACATAGGAGTGARATTTCCGTTCAARTCAGCCAATGARGATCTACTCARGCCTATGGAACGCGGATGATTG
ATCARGCCGTGTTCTCAGTGGATGGAATACCCAT TAGAGTGTACARGARCARCGAA=---GCARAAGGAATCCCATTCCCCARATTTCARCCCATGGGTGTCTACTCARCAT TGTGGGARGCTGACGACTG
GARATATCATATTTTTGGTAGATGGGACACCARTAARGACARTACARGAATCTTGARGCARCARATGGAATACCTTACCCARAGARCCARCCARTGTGGTTATACTCARGTTTATGGAATGCTGAGGAATG
RACGCATCATATTTTATGTGGACGGARCGCCARTTAGAGARTACARGAATAGTGAR---TCGATTGGAGTTTCATATCCARAGAACCARCCCATGAGGATATATTCGAGTCTTTGGAATGCTGATGATTG
ARCACATCATATTTTTGGTGGACARCACACCAARTARGAGTATACARAAATGCTGAA=--=-TCAGTTGGTGTACCATTTCCARAGART CAGCCCATGAGGATTTACTCARGCCTTTGGAATGCTGATGATTG
ATCGCATAGTGTTCTTAGTAGATARCAGT CCARTTAGAGTGT TCARCARCCATGAR-—-AGCATGGGAATTCCATTTCCCARGAGT CARGCARTGARARGTATACTGCAGTTTATGGAATGCAGATGAATG
AACGGATCATATTTTTGGTGGATARTATCCCARTTAGAGTGT TCARCAACCACGAA---GCACTTGGTGT TGCATACCCARAGAAT CARGCAATGAGAGT TTACGCGAGTCTATGGAATGCTGATGATTG
AACGCATCATATTTTTGGTGGATARTATCCCARTAARGAGTATTCARCARCCACGAA---AAGCTTGGTGTTGCATTCCCARAGARCCARGCARTGAGAGTTTATGCCAGTTTATGGAATGCTGATGACTG
ATGAGATCATATTTTTTGTCGATGATGTCCCTATTAGARGATACCCTAAAAA———-——— ——AAATGATGCARCATTTGCACARAGAC-——CTATGTATGTCTATGGTTCAAT TTGGGATGCATCATCTTG
ARAARCATCATATTTTATATAGATGATGTTCCAATTAGAGAAAT TGTAAGAAATGAT---GCARTGLGTGGAGAC TRACCCATCARAGC---CAATGGGCC TATATGCARCARTTTGLGATGETTCAGATTG
GCCACATCATCTTTTATGTAGATARTGTACCTATAAGAGAGATCAAGAGARCACAA-—-GCARTGAGTGAGGACTTCCCTTCTARGC-——CARTGTCTTTATATGGTACARTATGGGATGGCTCTAGTTG
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WGCCACARGAGGTGGGCTTGAGAARACCAAT TGGGCCARCGCCCCATTCACCGCGTCATACACATCGTTCCACGTGGATGGATGTGAAGC TGCCACGCCACARA---GAAGTCCARGTTTGTAR---CACT
IGCTACARGAGGAGGG T TAGAGAARACTAAT TGGTCTGGGGCGCCATTCATCGCTTCCTATACTTCATTCCACATTGATGGATGTGAGGC TGTCACACCACAR———GAGGTACARGT TTGTAR-—-CACC
SGCTACARGAGGTGGCTTAGAGAAARATAAAT TGGAGCARATCCCCATTCTTCGCATAT TACARGGAT TTTGACAT TGAARGGATGTGCAR=TGCCAGG==-ACCA===6G=====CAARTT=GTGC===CTCC

GCAACARGAGGTGGCCTTGTARGGACTGAT TGGAGTARAGCCCCTTTTATTGCTTCTTATAGARACTTCARTGC————————————— ~CCARA-CTTCCARG--—ARTCCCACAGCCART ————-— TCT
iGCTACARGAGGAGGCCTTGT TAAGACTGAT TGGAGCCARGCACCCTTTAGTGCTTCTTACAGARACT TCAGTGCTARTGCTTGCATTCCCACTTCTTCATCT---TCTTGCAGTTCCART —————— TCT
WGCCACARGAGGAGGCCTAGTAARARACTGAT THGGCCCARGCCCCATTCACAGCCTACTATAGAAACTACATGGL============= =CCARAGCTTTAGCC==<CATCACARAT T====T=====< TCT
iGCAACCCARGGAGGCAGAGT GAARACAGAT TGGGCACTTGCACCATTCACTGCTTATTACAGARACATTAACATTGATGGTTGTG——-——-CAGTATCATCA---GGTGCCTCTACATGTARG—--TCT

IGCTACACAAGGAGGACGGGTGARGACAGAT TGGTCTATGGCTCCGTTTACAGCTTCTTACAGGAAT TTCARTACAAATGCTTGTGTTTGGTCAGCTGC TACG=-=-TCTACTTCGTCTTGTGGAGGTTCT
iGCAACACARGGAGGGCGAGTGARGACGGATTGGTCARTGGCTCCGTTTACAGCTTCT TACAGGART TTCARCACAARTGCTTGTGTTTGGTCAGCTGCATCG=-=-TCTACTTCGTCCTGTGGAGGCTCT
iGCAACGGAGGAAGGACGAAT TAARGCGGAT TATCGATACCAARCCTTTTATCGGARAARTATAGTARTAATTTCAAGGT TGARAGRT ===——— TGCECGGCCTAC=-=-GAGAGTCCCTCTTGTCG==-=-=TCG
GCTACTTCAGGTGGARARTACAAARCARAT TRCARATATGCACCAT TTATAGCTGARTTTACTGATTTAGTAC TCARTGGATGTGCARTGGACCCATTGGARCAAGT TGTARACCCTAGTCTTTGTGAT
iGCTACTAATGGGGGTARRTACAARGTCART TRACARATATGCCCCTTACGTCGCGARGT TCTCCGATTTCGTCCTCCATGGATGTGETGT TGATCCAAT TGAR====TTGTCT=CCCARAGT =—-=GTGAT
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==AGGCATGARATGGTGGGATCAARAGGLCTTC-CARGATTTAGATGCATTACAGTATAGGAGACTTCGTTGGGT TCGTCARARATACACTGTTTATARCTATTGCACTGATAARGCGAGGTACT
=TGGCATGARATGG TGGGATCARRAGGCTTTC-CARGAT T TAGATGGCCCTGARTATAGARRRCTTCATAGGG T TAGACARARTTTCHCARTATATARCTATTGTACTGATAGARARAGGTACT

Af=====| CCCARGTAARTTGGTGGGARGGACCTGCTTAT-CARCAACTGAGCCCAGTACARGCARGGCARTATCGTTGGGT TCGARTGARTCACATGATCTATGAT TATTGCACAGACAARTCGAGARACT

TGGTTAACTCAATCATTGGACARTGTTGGGTTARCARGGATGARATGGGTGCARARRGAACTATATGATATACARTTATTGCACTGATACTARACGTTTCC
GC=--AGCTTCAARCARGCAAT ====== TCATGGTTGAATGAARGAGT TAGATARCACARGCCAAGAGAGGC TCAARATGGGTGCAGARGARTTACATGGTTTATGATTACTGCACTGATTCARAGCGATTTC
GA TCARARA: TGGCARARTCAAGAARCTTGATTCTARTGGCAGAAGARGACTTAGATGGGT TCARARAGAATTTCATGATTTATAATTATTGTACTGATATTAAGAGGTTTC

AT==-CGGTTCARCARACAARCGCGARGCCATGGCAGACACATGAACT TGATGGTARGGGACGGAATAGACTACGATGGGTGCAGACCARACACATGGT TTACART TACTGTGCTGATTCTAAGAGGTTTC
AARGACTGAGTCAGTARACAATGATGAGACATGGCARACGCARCARC TGARCGC TARTGGARGARATAGAATACGATGGGT TCAGCAGARGTACATGATCTACART TACTGTGCAGATGCTAATAGGTTCT
AARGACTGATTCAGTARARCAATGATCAGGCATGLGCARAC TCARGAAC TGARCGGTARTGACAGARATAGGC TTCGATGGGT TCAGCAGAARRTACATGATCTACART TACTGTGCAGATGC TARARAGGTTCT
GCGCCTTCTAGCTCT————- CCTTCGLGLGGGTGLAGGGT TGAGTCGACARCAGATAGAGGC TATGTTG-TGLGTGCATAGGARCTATARGGTGTACGAT TAT TGTAGGLGATCCTAGGAGLGGACL
—-AARAGATGT TGAAC TCCARARGTCGGATTTTTCAARGGAT TACAT-CGAGACAARGAATGTCCATGARAAGAT T TAGGGCGARRTATATGTACTATTCTTACTGTTACGATTCATTGAGATACT

————— AGTCCTGGAT--TCTGCATCCATCCCAA----CTAGAATATCCC-CTGACCAAARGGCGARARATGGAGAGGT TTCGARACARGTACTTGCARTATTCATATTGCTATGACCGGACACGATACA
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AT-—-GTTCCTCARTCTGAATGTGTGATTGATCCTARGGARGC TAATCGCCTCCGAGGATTCGACCCTATGACCTTTGETGG—-TGTCCCTCG-TCATCAGAR-CARACGACACCACCAR-——AGGCART
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Fig. IV.17 Secuencias nucleotidicas alineadas de los genes identificados para la familia de S/XTHs. En la parte superior aparece el n® de
nucleétido, en color rojo los nucledtidos conservados en todas las secuencias y en azul los nucle6tidos consenso. En la parte inferior de
la multicomparacién se presento la secuencia consenso de entre todas las estudiadas.
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A continuacion, se realizé un estudio filogenético definiéndose los filogramas
que se muestran en la Fig. IV.18, obtenidos mediante Clustal W de la pagina
de EMBL-EBI: http://www.ebiac.uk/clustalw/. En la Fig. IV.18.A se

muestran los tres grupos consistentes en los que se agrupan la familia de la

S/XTHs. Haciendo uso del genoma de Arabidopsis thaliana 1. se identificaron los

cuatro grupos que se han descrito en la familia de las XTHs.

A)
Grupo 2
SIXTH9
SIXTH3
SIXTH10
SIXTH2
SIXTHI11
SIXTHI12
SIXTHS
SIXTH1
SIXTHS SIXTH4
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Grupo 3

0.1
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Fig. IV.18 Anilisis filogenético de las secuencias nucleotidicas de la familia de las XTHs.
A) Filograma de las secuencias nucleotidicas pertenecientes a los genes de la familia de
S/XTHs de tomate estudiados. B) Filograma de las secuencias nucleotidicas pertenecientes
a los genes de la familia de XTH de tomate (dentro de cajas) y Arabidopsis estudiados. Se
determinan los grupos filogenéticos en los que se divide la familia XTH, identificados en
las distintas especies vegetales.

Los resultados de los dos analisis filogenéticos comparativos (Clustal W:

clustalw.genome.jp y www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi), el

primero comparando la secuencia nucleotidica del gen SXTHI1 frente a las
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XTHs descritas en _Arabidopsis, judia y tomate, y el segundo comparando
analogamente las secuencias aminoacidicas inferidas, permitieron posicionar a
nuestro gen dentro del Grupo 1. Este gen se localizé muy proximo a los genes
N7ZXTH1 de tabaco, S/XTH4 de tomate, AXTHS5 y AXTH4 de Arabidopsis,
VaXTH1 y VaXTH2 de Vigna angularis y 1VrXTH1 de Vigna radiata,
respectivamente, lo cual confirmé los resultados filogenéticos obtenidos por
otros autores (Nakamura ¢# a/., 2003; Saladie ¢7 a/., 2006; Van Sandt ¢7 al., 2000).

Si analizamos la informacion de los genes que comparten una mayor homologia
con S/XTH1, podemos destacar que con NAXTH1 comparte una homologfa de
un 88% en la secuencia nucleotidica y un 91% con la aminoacidica. La
influencia de este gen fue estudiada en plantas de tabaco transgénicas que
tuvieron disminuida la actividad XET, poniendo de manifiesto la importancia
de esta isoenzima en la incorporacion de nuevas cadenas de xiloglucano a la
pared en crecimiento (Herbers ez al, 2001). Ademas, se ha estudiado el gen
AXTHS con el que comparte un 73% de homologia con la secuencia
nucleotidica y un 71% con la aminoacidica. Este gen se expresa principalmente
en raices de Arabidopsis (Akamatsu e al., 1999), hecho que corroboran nuestros
resultados de expresion génica de SXTHI por Real Time PCR cuantitativo en
plantulas. El estudio de AZXTH4, con el que comparte un 91% de homologia
nucleotidica y un 69% de aminoacidica, mostré la expresion del gen en tejidos
jovenes y en desarrollo, ademas de aumentar su expresion por auxinas,
contacto fisico y oscuridad (Xu e al, 1996; Akamatsu ef al., 1999). Por otro
lado en judia, el estudio de "aXTH1 y I"aXTH2 (Nakamura ¢7 al., 2003), con
las que comparte un 83% y 85% de homologia nucleotidica y un 70% y 68%
con la aminoacidica, localizé su expresion en las fibras floematicas de los
internodos en crecimiento, pero con una secuencia temporal que define el
desarrollo de las mismas, complementado con la inducciéon diferencial que
ejerce el acido indolacético (IAA). Por dltimo, compartié un 85% de homologia
nucleotidica y un 69% aminoacidica con I'?’XTH1 de 1igna radiata, la cual se ha
relacionado con las regiones de crecimiento en hipocétilos y con los tallos. El

gen se expresa principalmente en la epidermis y en algunas capas celulares del
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cortex, tejido que actda limitando el crecimiento. Los brasinosteroides y las

auxinas indujeron la expresion, mientras que el acido abscisico la inhibié.

A continuacién, se disefiaron cebadores que fueran capaces de amplificar
exclusivamente cada secuencia y por lo tanto, se buscaron los cebadores
exclusivos trabajando con las parejas de secuencias con mayor similitud, puesto
que si se podfa discriminar entre ellas mucho mejor lo harfan con el resto que
estaban mas alejados filogenéticamente. LLos cebadores se disefiaron intentando
cumplir todas las recomendaciones establecidas para los estudios de expresion
mediante PCR en tiempo real. Por lo tanto, se buscaron cebadores que
amplificaran fragmentos de entre 150 - 200 pb para que la reaccién de PCR en
tiempo real fuera lineal y se pudieran establecer las correlaciones oportunas.
Ademis, los cebadores se disefiaron con una longitud que oscila entre 20 y 30
pb, con una Tm similar de entre 59 °C - 60 °C y una proporcion de CG £ 50%.
Se estudiaron las posibles amplificaciones con otras regiones del genoma de
Solanum lycopersicum 1.. y con genomas de otros organismos, las dimerizaciones
parciales con otros cebadores y la posibilidad de crear horquillas que los
inactivaran. Los cebadores fueron suministrados por Proligo (Sigma Aldrich,
Francia) como Easy® Oligos 100 pM.

Para el estudio de todas las caracteristicas mencionadas se usaron diversas
herramientas que ofrecen las siguientes paginas de internet: Traduccion a

proteinas, alineamiento (blaster): http://www.expasy.org/; Formacién de

horquillas:  http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/Oligo Analyzer
Default.aspx; Genebank: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html;
Calculo de las caracteristicas de los oligonucleotidos:

http://proligo2.proligo.com/Calculation/ calculation.html; Comprobacién de

los  oligos:  http://www.realimeprimers.org/;  Calculo  del  reverso
complementario: http://arep.med.harvard.edu/labgc/adnan/projects

Utilities/revcomp.html y http://bioinformatics.org/sms/. Informacién diversa

sobte  Solanum  heopersicumr L. http://www.tigr.org/tigr-scripts/tgi/

T index.cgiPspecies=tomato. Informacién sobre la XTH: http://dna-9.int-

med.uiowa.edu/realtime. htm#rt%20quant.
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Como resultado, en la Tabla IV.5 se presentan todos los oligonucleétidos

disefiados para cada una de las secuencias génicas estudiadas:

Tabla IV.5 Oligonucleétidos disefiados para las secuencias de los genes identificados de la
familia S/XTHs. En la tabla se muestra el nombre del cebador, donde la I corresponde al
izquierdo y la D al derecho. La secuencia en direccion 5> 37, el N° de pares de bases, el %
de GC y la Tm de cada uno de ellos.

Cebador Secuencia (5> 3") pb |%CG| Tm
RPL2_I ATTCACGATCCAGGGAGAGGTGC 23 | 57 | 60
RPL2_D AGGCAACACGTTACCAACCATAAGAGTAG 29 | 45 | 60
XTH1_1 CTTGAGAAAACCAATTGGGCCAAC 24 | 46 | 60
XTH1_ D |GAACCCAACGAAGTCTCCTATACTGTAATG 30 | 47 | 59
XTH2_1 CCTACTCTATTCTTTGGAATCCTCGAAAT 29 | 38 | 58
XTH2_ D |GGGATTCITGGAAGTTTGGGCAT 30 | 40 | 60
XTH3_1 CCATCACTTGGAATCCACAACGC 23 ] 52 | 60
XTH3_D |GAAGTGGGAATGCAAGCATTAGCAC 25 | 48 | 60

XTH4_1 GAGGGTTAGAGAAAACTAATTGGTCTGGG 29 45 60
XTH4_ D |AACCCTATGAAGTTTTCTATATTCAGGGCC 30 40 60
XTH5_1 CCCTAGTCTTTGTGATGAAAAAGATGTTGA 30 37 60
XTH5_ D |CCAGTCTCTTTAAAATGTTGTTGCTCAACT 30 37 60

XTHG6_1 GGTTGCGCGGCCTACGAGAGT 21 67 62
XTH6_D |CTAACACTCAGGTGTGTGAGTATGGTCC 28 50 59
XTH7_1 GACCAGCAAATTGTGCCTCCAAC 23 52 60
XTH7_D |CCGGCCCTACATTCTGGTGGG 21 67 62
XTHS8_I TCCCAAGTGTGATATAGTCCTGGATTCTG 29 45 60
XTH8_ D [|CCTCGGAGGCGATTAGCTTCCTTA 24 54 60
XTHO_1 CATGGGAATTCCATTTCCCAAGAG 24 46 60
XTHI_D |CGCGTTGTTTGTTGAACCGATAGACTTA 28 43 62
XTH10_I [ACCGCTGTGTCATATAGACGCCG 23 67 60
XTH10_D [ATCAGCGGAAACAGGGGATAGTAAGAC 27 48 60
XTH11_I [AAGTAGACGATGCAGCTGGAATTTCAA 27 41 60
XTH11_D |GCCCAAACAGGACATAGCAAGAGAAG 26 50 60
XTH12_1 |CTTATCTTCTCAAGGACCCACTCATGATG 29 45 60
XTH12 D |CCAAATGATGGAGTAGGTGTGGAAGTTC 28 46 60

Aunque se diseflaron cebadores diferentes para SXTH10 y SXTHI1 en la

zona 3'UTR, no fue posible amplificar independientemente estas dos
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secuencias paralogas que comparten mas del 90% de similitud. Por lo tanto, se
estudié la expresion de S/XTHI10 a sabiendas que podria producirse una
hibridacién cruzada entre ambas e incluso efectos de competencia en la

reaccidon de la PCR.

Expresion de las SIXTHs mediante PCR cuantitativo en tiempo real en

tomates maduros Money Maker vy Canario

Del estudio molecular previo de la familia de las S/XTHs se obtuvieron los
cebadores que amplificaban especificamente cada uno de los genes descritos
hasta el momento para tomate. Tras extraer el RNA y sintetizar el cDNA como
se explicé en el Capitulo I, se procedié a realizar la PCR en tiempo real
cuantitativa, con las 11 parejas de cebadores. Recordemos que la secuencia de
SIXTH10 y S/XTHI11 es tan similar que no se logré disefiar un cebador que
garantizara una amplificacion especifica en ambos casos, puesto que con uno
de ellos se amplifica cierto porcentaje del otro y viceversa. Por lo tanto se
buscé con los cebadores descritos para S/XTH10 ambas expresiones de los

genes.

En la Fig. IV.19 se muestra la expresion de las SXTHs en los tomates
maduros de la variedad Money Maker y Canario. Como podemos ver en la
figura, se pueden cuantifican niveles de expresion de casi todas las S/XTHs
estudiadas, a excepcion de S/XTHI10, en los frutos maduros de ambas lineas de
tomate. Ademds, se observa un mismo patrén de expresion de las SXTHs en
las dos variedades de tomate, aunque los niveles totales de las mismas son
diferentes, puesto que son superiores las XTHs del Grupo 2, en la variedad
Money Maker en comparacion con la variedad Canario. Los genes que mas se
expresan son S/XTH3 y S/XTHY pertenecientes al Grupo 2. En el Grupo 1, el
gen S/XTH4 es el que muestra mayor expresion y en el Grupo 3, los genes
SIXTHS5 y SIXTHS. Es destacable sefialar que la expresion de S/ZXTH10
(§/XTH10 y S/XTHI11) es baja o nula, puesto que se producen fenémenos de

hibridacién cruzada, ya que no existen diferencias suficientes en la secuencia de
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ambos genes que permitan disefilar cebadores que posibiliten analizar por

separado la expresion de ambos.

Nivel de Expresion (SIXTHs/RPI.2)

0L a_ [
lﬁﬁﬁﬁﬁ —1 ﬁ

e @‘*@“M@‘”@‘& \«;6“&& ¥

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Fig. IV.19 Analisis de la expresion molecular de los genes de la familia de las SXTHs
asociados por grupos filogenéticos. A) En tomate maduro Money Maker. B) En tomate
maduro Canario. Los datos son la media £ SE de dos experimento donde se usaron 12
tomates.

Evolucion de la expresion de las SIXTHs mediante PCR cuantitativo en

tiempo real durante la infeccién en tomate Money Maker y Canario.

Analisis de la actividad xiloglucano endotransglucosilasa

Los resultados de la expresion de los genes de la familia S/XTHs estudiados
durante la infeccion de los frutos de tomate maduro silvestre de la variedad

Money Maker se muestran en la Fig. IV.20.



198 CAPITULO IV

[ Control 0 Horas
HE Infectado

8 Horas

Cm = P il Ee e

‘- 24 Horas
] !_IL
L (o om0 w o [ [

48 Horas
24
4.:-_:-_&&_:'_:_—&

72 Horas
6
44

144 120 Horas

Nivel Expresion (SIXTHs/RPL2)

¥

- -1

N N A 0 > o N © o o @
"a\‘l“\x 5\‘1‘10 e\{& e\{& e\{& s\‘f"& cﬁ‘@ cﬁ‘@ s\f"& e\f"& e\f"&

E

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Fig. IV.20 Analisis de la expresion molecular de los genes de la familia de las S/XTHs de
tomate Money Maker, agrupados por grupos filogenéticos, durante la infeccién fungica de
los frutos. Los datos son la media de tres réplicas de un experimento donde se usaron 12
tomates para cada uno de los tratamientos aplicados.
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En esta grafica se observa como la mayor expresion se produce en los genes
del Grupo 3, donde se observé que la expresion en los frutos control fue
superior a los infectados y se mantiene a medida que avanza la infeccion. En el
Grupo 1 apenas se registraron variaciones con la infeccién y en el Grupo 2 se
produce un aumento de la expresion de algunas isoenzimas en los frutos con

una infeccién muy avanzada.

A continuacién se estudio la actividad XET soluble total en estos frutos de

tomate maduro silvestre de la variedad Money Maker, control e infectado (Fig.

1V.21).
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Fig. IV.21 Actividad XET soluble de frutos de tomate Money Maker, control e infectados.

Los valores muestran la media = SE de los Bq por kBq por ng de proteina y por hora de
dos experimentos independientes, usando 12 frutos para cada tratamiento.

Los resultados se muestran en la figura, donde se observa un pico de expresion

a los dos dias en los frutos control, que disminuye posteriormente hasta el final



200 CAPITULO IV

del experimento a las 120 horas. Mientras que en los frutos infectados, la
actividad XET disminuye desde el pico que se registré después de las 8 horas
de infeccidn, mostrando una reduccién del 95% de la actividad a las 120 horas
de infeccion. De modo que la XET de frutos infectados fue mayor o igual a los
controles a las 8 y 24 horas, disminuyendo por debajo de estos en los sucesivos

tratamientos de 48, 72 y 120 horas.

Los resultados de la expresion de los genes de la familia XTHs estudiados
durante la infeccion de los frutos maduros de tomate de la variedad Canario se
muestra en la Fig. IV.22. En esta grafica se observa como, de modo general, a
medida que avanza la infeccién, la expresion en los frutos control se mantiene,
mientras que en los frutos infectados va disminuyendo, e incluso desaparece, la
expresion de algunos genes de la familia de la XTH. Adicionalmente, se
observa como la expresion de los frutos control fue superior a los frutos
infectados en la mayorfa de los genes y a medida que avanza la infeccion. Si
analizamos los resultados por grupos filogenéticos, no obtenemos una
respuesta claramente asociada a alguno de los tres grupos, ni temporal ni por el

efecto del tratamiento.
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Fig. IV.22 Analisis de la expresion molecular de los genes de la familia de las SZXTHs de
tomate Canario durante la infecciéon fingica de los frutos, asociados potr grupos
filogenéticos. Los datos son la media de tres réplicas de un experimento donde se usaron
12 tomates para cada uno de los tratamientos aplicados.
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A continuacién se estudio la actividad XET soluble total en estos frutos de
tomate maduro de la variedad Canario, control e infectado. Los resultados se
muestran en la Fig. IV.23, donde se corrobora el hecho de que a medida que
avanza la infecciéon se mantiene e incluso aumenta la actividad en los frutos
control, mientras que disminuye la actividad XET en los frutos infectados,

mostrando una reduccion del 94% de la actividad a las 72 horas de infeccion.
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Fig. IV.23 Actividad XET soluble de frutos de tomate Canario control e infectados. Los

valores muestran la media £ SE de los Bq por kBq por pg de proteina y por hora de dos
experimentos independientes, usando 12 frutos para cada tratamiento.
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DISCUSION

Como material vegetal se utilizaron dos sistemas modelos de frutos, la
manzana, Malus domestica L. variedad Golden, y el tomate, Solanum lycopersicum L.
variedad Canario y variedad Money Maker. La elecciéon fue debida a su
especificidad de patégeno fungico, puesto que la manzana es el hospedador
habitual de Penicillium expansum Link. A. Adicionalmente, se eligieron por su
estructura y composicion diferencial de la pared celular, puesto que la
estructura del xiloglucano de manzana esta formada por oligosacaridos
XXXG, mientras que la del tomate la forman XXGG (Vincken e al., 1997).

La pared celular es una barrera natural contra las infecciones por patégenos, sin
embargo cualquier pequefia herida puede permitir el comienzo de la infeccion
donde se pone en marcha la maquinaria enzimatica tanto de la planta como del
hongo. Este avance produce una degradacion de los elementos de la pared
celular de modo concéntrico al punto de infeccién, y que ocasiona una
desmembracién casi total del tejido, como se mostré en las imagenes del

progreso de infeccion (Fig. IV.1y IV.13).

Para el estudio de estas modificaciones de los componentes de la pared celular
y de las enzimas que los metabolizan durante la infeccion por Penicillinm
expansum Link. A., se utilizaron frutos de manzana y de tomate de la variedad
Canario, los cuales mostraron una disminucién de la masa molecular media de
las pectinas en ambos frutos infectados, indicando la depolimerizacién de las
mismas. En frutos de manzana, los mayores cambios suceden en la fraccion
CDTA (28% disminucién), mientras que las pectinas extraidas con NaxCOs,
mostraron una disminucién de la masa molecular menor (15%) (Tabla IV.4).
Estos cambios pueden ser atribuidos a la acciéon de las poligalacturonasas o
pectin metil-esterasas, ya que la actividad de estas enzimas aumenta durante
la infeccion. En los frutos de tomate infectados, la disminucién de la masa
molecular media (Tabla IV.4) de las pectinas de la fraccion CDTA fue
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moderada (14%), mientras que la depolimerizacion de la fraccion NaxCOs fue
mucho mas acusada, pese a estar sobre-valorada debido a que el método
matematico empleado para calcular la masa molecular media de azicares no
distingue entre fraccionados y no fraccionados en muestras con mucha
depolimerizaciéon. En este fruto, tan solo la poligalacturonasa aument6 su
actividad durante la infeccién, por lo tanto se le atribuyen los cambios
ocasionados en la estructura de las pectinas (Fig. IV.2 y IV.3). La
poligalacturonasa fungica es la primera enzima secretada por los hongos (Jones
et al., 1972) y ha sido relacionada con la patogeneidad fungica (Collmer y Keen,
1986). La induccion de esta enzima en los frutos infectados ha sido estudiada

en varios trabajos, confirmando nuestros resultados (Yao ¢ al., 1999; Huang y

Allen, 2000).

En resumen, durante la infecciéon fungica en ambos frutos, se produce la
depolimerizacién de las pectinas de la pared celular, principalmente debido a la
activacion de las pectinasas que incrementan la porosidad de la pared celular,
permitiendo la colonizacion fungica. Los grados desiguales de depolimerizacion
de las pectinas y la respuesta desigual de las actividades enzimaticas de los
tomates y manzanas, pueden explicarse por un lado, por la composicion
diferencial de la pared celular, y por otro lado, como ya hemos mencionado,
por la distinta especificidad de patégeno, puesto que el Penicillinm expansum

Link. A. tienen como hospedador habitual a la manzana.

Algunos autores habfan sugerido la implicacién directa de las hemicelulosas
en varios procesos fisiolégicos, entre los que se encuentra la respuesta frente a
las infecciones de los frutos por patégenos fungicos (Carpita y Gibeaut, 1993).
Cuando estudiamos las modificaciones producidas en la estructura de las
hemicelulosas de la pared celular de tomates y manzanas durante la infeccion
tangica por Penicillium expansum Link. A., encontramos que los polisacaridos
hemiceluldsicos y el xiloglucano sufren una solubilizacién en este proceso de
infeccién, ademais de la reduccién de la masa molecular de las hemicelulosas en
los frutos infectados en comparaciéon con los controles, reducciéon que fue

particularmente importante en el xiloglucano (Tabla IV.4). Esta reduccion fue
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mucho mas evidente en los frutos de manzana, lo que pone de manifiesto la
importancia de la especificidad de hospedador. La depolimerizaciéon del
xiloglucano durante la infeccién se ve acompafiada por un aumento en la
actividad metabdlica de las enzimas que degradan este polisacarido, como por
ejemplo, la B-glucanasa (Fig. IV.5). En los frutos control, el origen de esta
enzima es obviamente de la planta, mientras que en los frutos infectados el
origen de la enzima pudo ser de ambos sistemas, pero la actividad registrada en
los frutos autoclavados e infectados es unicamente de origen fungico. Por lo
tanto, los resultados (Fig. IV.6) indican que la actividad B-glucanasa es
mayoritariamente del hongo. La actividad B-glucanasa registrada en frutos de
manzana infectados fue mucho mayor a la encontrada en tomate, lo que puede
explicarse por la estructura diferencial del xiloglucano de ambas especies,
oligosacaridos XXXG en manzana y XXGG en tomate (Vincken ez al., 1997).
Y por otro lado, como ya hemos comentado, la mayor especificidad del

hospedador fangico (Penicillium expansum Link. A.) por la manzana.

Los resultados obtenidos en el Capitulo III confirmaron la implicaciéon de la
XET en el mantenimiento de la integridad de la pared durante la maduracion.
Mientras que el analisis de la XET durante el proceso de infeccién, mostré una
disminucién a lo largo del mismo en los frutos de manzana (74,8%) y tomate
(85,5%) (Fig. IV.7). Una posible explicacion de esta disminucién de la
actividad XET, fue que hubiera una degradaciéon proteolitica por enzimas
enddgenos o la existencia de inhibidores de la actividad enzimatica, de modo
similar a lo que ocurre con la poligalacturonasa (Collmer y Keen, 1986; Hahn e#
al., 1989) o las xilanasas (McLauchlan ef a/., 1999). Para analizar esta hipotesis,
analizamos la actividad enzimatica de una mezcla de dos extractos proteicos
extraidos de manzana y tomate infectados y a un extracto proteico de una
mezcla de manzana y tomate infectado (Tabla IV.2). Los resultados de estos
dos ensayos sugieren que el descenso de la actividad XET en los frutos
infectados no fue consecuencia de un inhibidor. De modo que la reduccién de

la actividad, podtia provocarla especificamente el hongo.



206 CAPITULO IV

Aparentemente, durante la infeccién y, en el contexto de la interaccién planta-
patégeno, se produce una menor endotransglucosilacion del xiloglucano, que
junto con el incremento de las endoglucanasas, facilitarfa la colonizacion del
patégeno fungico de la pared celular. Es posible que el incremento de las
actividades B-glucanasas fungicas durante la infeccién, aumenten la hidrolisis
del xiloglucano de la pared, lo que ocasionarfa un incremento de la
concentracion de moléculas de xiloglucano soluble, que serfan aprovechadas
como moléculas donadoras por la actividad XET, y en consecuencia podtia
integrar xiloglucano en la pared celular y reforzarla. Sin embargo, si es inhibida
la actividad XET durante la infeccion, este posible papel re-estructurador no
serfa posible y la degradacion hemicelulésica continuarfa, permitiendo el avance
de la infeccion fungica. En cualquier caso, estos resultados subrayan la idea de
que la composicion de la pared celular (pectinas y hemicelulosas), junto con su

estructura, juega un papel esencial en la resistencia frente a la infeccion.

Respecto al mecanismo de como el hongo es capaz de disminuir la actividad
XET, podemos apuntar a un posible mecanismo de infecciéon donde el hongo
ejercerfa una regulacion transcripcional de los mRNAs de la enzima por

algunos de los metabolitos presentes en el proceso.

Los tnicos datos encontrados en la bibliografia que relacionan la S/XTH1 con
la infeccién son los encontrados en la infeccién del tomate por un parasito
tanerégamo (Cuscuta reflexa 1..). Pese a que no es comparable el sistema de
parasito-hospedador ni el proceso fisiologico sobre el que actda, en este caso,
se indujo el mRNA de S/XTH1 durante la infeccién en el lugar donde se
produjo la misma de forma rapida (6 - 24 horas) y la actividad XET de toda la
planta de tomate (Albert ez a/, 2004). Estos resultados, con sus limitaciones,
subrayan la importancia de la posible modulacién génica y/o enzimatica de la

familia de las XTHs por los patégenos.

Para estudiar la evolucion de la actividad XET soluble durante la infeccion de
estos frutos de tomate Money Maker silvestres y transgénicos (Fig. IV.15 y
IV.16), se analizaron las diferencias que se producen en una infeccién rapida,

ocasionada por una concentracion muy elevada de esporas fingicas y en una
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infeccién mas lenta, usando una concentracion 4000 veces menor. En todas
ellas los frutos infectados mostraron una disminucién de la XET, que ademas
menguo con el avance del tiempo, tanto en frutos controles como infectados.
Sin embargo, en los frutos que tienen aumentada la expresion de la SXTHI, la
disminucién de la actividad XET durante el progreso de la infeccion fue mas
acusada que la registrada en los frutos silvestres, indicando probablemente que

el gen S/XTHI esté inhibido por la infeccion fungica.

En Capitulos anteriores, determinamos que el aumento de la actividad XET
modificaba la pared celular, haciendo el fruto mas duro. Para estudiar la
implicacién directa de la XET durante la infeccion de frutos, analizamos la
infeccion diferencial de los frutos de tomate Money Maker silvestres y
transgénicos, encontrando que en los frutos con mayor expresion del gen
SIXTHI1, parece ralentizarse el progreso de la infeccién en los tejidos internos
(Fig. IV.14). De modo que, la disminucion rapida de la XET durante la
infeccién, por un posible mecanismo del hongo, ocasiona cambios en la pared

celular que propician el avance de la infeccion.

Con todo ello, quisimos determinar qué isoenzima o isoenzimas tenfan
mermada su codificaciéon a proteinas, puesto que, a parte del gen S/XTHI,

otros genes de la familia podrian verse afectados por la infeccion.

El estudio filogenético de las secuencias de las S/XTHs (Fig. IV.18), identifico
tres de los cuatro Grupos que se han descrito en la familia de XTHs. Estos
Grupos se han asociado a procesos concretos del desarrollo vegetativo, como
el crecimiento o la maduracién. En nuestro caso, del gen S/XTH1 pertenece al
Grupo 1, que nosotros hemos relacionado tanto con el crecimiento primario y
secundario, como con la maduraciéon de frutos. El estudio nos ha servido para
poder analizar las modificaciones grupales de las isoenzimas durante la
evolucién de la infeccién fungica. Ademas, la expresion de las SIXTHs de las
dos lineas de tomate maduro fue similar (Fig. IV.19), mostrando que este
tejido cuenta con la expresion de casi todos los genes de la XTHs, donde el

Grupo 2 parece ser el que mayor expresion tiene (SXTH3 y S/XTHO).
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El estudio de la expresion de los genes S/XTHs durante la infeccion de los
frutos de tomate de la variedad Money Maker y Canario (Fig. IV.20 y IV.22),
mostrd, en ambas lineas, una disminuciéon de la expresion generalizada en los
frutos infectados durante el avance de la misma, hecho que es coherente con
los resultados obtenidos en la cuantificaciéon de la actividad XET total (Fig.
IV.21 y IV.23). La actividad en los frutos infectados fue siempre menor a los
controles a partir de las 24 horas, hecho que también sucede en la expresion
génica, lo que indica una temporalidad de la regulacion de la expresion génica y
/o enzimatica por el hongo. Por lo tanto, cabe pensar que no existe una
especificidad de Grupo en el control de la expresion de las isoenzimas de la
XTH durante la infeccién fingica, lo que indica que no existe un unico gen de
la S/XTH que se exprese ni una unica actividad XET inhibida predominante en
el proceso de infeccion. Asi, la posible inhibicién del hongo sobre los mRNA
podria ser especifica de la zona que codifica para el centro activo de la enzima,

puesto que es la parte de la secuencia mas conservada.

Es importante anotar, que el tomate no es el hospedador habitual del Penicilium
expansum Link. A. y que por lo tanto, las dos variedades de tomate podrian
mostrar una especificidad diferencial frente a la infeccién, provocando

respuestas justificadamente desiguales frente a la infeccion fungica.
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INTRODUCCION

El tomate es un fruto climatérico que durante su maduracion, se caractetiza por
un aumento elevado de la respiracion y la sintesis de etileno, hormona que
regula la maduraciéon de los frutos (Lelievre ef al, 1997). Se ha descrito una
posible relaciéon del etileno con el control de los cambios en textura
(ablandamiento) del fruto durante la maduracién (Alexander y Grierson, 2002),
mediante la regulaciéon de la expresion génica de diversos enzimas que
intervienen en la misma, como pectin metil-esterasas, poligalacturonasas,
glucanasas (Giovannoni, 2004). Respecto a la posible regulacion de las XTHs
por etileno durante la maduracién de los frutos, existen escasas evidencias. Por
un lado, se ha descrito la relacién de la expresion de los genes de XTHs con la
maduracion, por el etileno endégeno, ya que se encontré un aumento de 6
mRNA correspondientes a 6 44XTHs en frutos de kiwi (Schroder ez al., 1998).
Por otro lado, otros autores describieron que tras la aplicacién de etileno
exogeno para inducir la maduracién en frutos de kiwi se indujo un marcado
aumento de la actividad XET (Redgwell y Fry, 1993). Sin embargo, en ninguno
de los casos anteriores se estudio la relacion directa entre la expresion génica y
la actividad XET regulada por etileno en frutos. Por ello se desconoce como el
etileno podria regular la expresion de los genes XTH implicados en el

metabolismo de la pared durante la maduraciéon de los frutos climatéricos.

A parte de la relacion del etileno con la maduracién, existen otros procesos
fisiologicos donde se ha estudiado la posible implicaciéon del etileno en la
regulacion de la XTHs. Asi, se ha sugerido su implicacién en respuesta a los
procesos de estreses en general, como por ejemplo, el estrés térmico, estrés
mecanico o estrés bidtico (Xu e al, 1995). De hecho, el incremento de la
produccién de etileno es uno de los primeros sintomas detectables tras la

infeccién fungica (Lund ef al., 1998).
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Se ha sugerido que el etileno, en respuesta a los distintos estreses bidticos y
abidticos, puede influir de modo diferente en diversos procesos fisiologicos,
mediante la implicaciéon de la actividad XET. En relacion con el etileno y los
estreses abibticos, se observo que en condiciones de encharcamiento, el etileno
aumentaba la expresion de una XTH (wus/1005), enzima que actuaba sobre el
xiloglucano, permitiendo la formacién del aerénquima necesario para la
supervivencia de las mismas (Saab y Sachs, 1996). Sin embargo, el estudio del
gen S/XTH2, perteneciente al Grupo 2 de la familia multigénica de la XTH en
hipocétilos de tomate, puso de manifiesto la independencia de la aplicacion del
etileno (Catala ez al., 2001). Estos trabajos apuntaron a la existencia de dos
mecanismos diferentes para inducir a los genes XTHs, uno dependiente y el
otro independiente de etileno. Otros estudios mas recientes, muestran la
inducciéon de la expresion del gen CaXTH3 de guindilla, en plantas de
Arabidopsis, en respuesta a los estreses abidticos y por la aplicacién de etileno
exégeno (Cho et al,, 2006). Sin embargo, no existen referencias sobre el efecto
que podria tener el etileno sobre la expresion de los genes de las S/XTHs en

estreses bidticos.

Por todo ello, el objetivo de este capitulo fue el estudiar el papel del etileno en
la regulacién de la expresion génica de las S/XTHs y en la actividad XET en
frutos de tomate maduros, mediante el tratamiento de dos variedades de

tomate con etileno exégeno.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

El trabajo experimental se llevo a cabo con frutos de tomate Solanum lycopersicum
L. de la variedad Money Maker y de la variedad Canario, adquirido en el

mercado local.
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Medida de etileno durante la maduracion y la post-cosecha
de los frutos de tomate de la variedad Money Maker por
cromatografia de gases

Se recogieron frutos de tomate silvestre de la variedad Money Maker de los
distintos estadios de maduracién segun la clasificacion establecida en el
Capitulo III. Ademas, se recogieron frutos de tomate maduros que se
mantuvieron en bancada a temperatura ambiente durante un dfa y a
continuacion se les midié la evolucion del etileno post-cosecha. A todos ellos
se les cuantificé el peso y su volumen. Se depositaron dentro de recipientes de
cristal herméticos con un septum de goma y se mantuvieron cerrados durante 1
hora. Pasado este periodo se extrajo 1 ml del gas existente en el espacio de
cabeza y se inyectd en el cromatégrafo de gases (Shimadzu GC-14A con
integrador C-R5A Chromatopac) con detector de ionizacioén de llama (FID) y
columna de Alumina F1, 80/100 de 1,8 m x 6 x 2 mm. Se us6 helio como gas
transportador inerte (35 ml min') y oxigeno e hidrégeno para el FID. Las
condiciones térmicas de la determinacién fueron de 100 °C de temperatura en
la columna, 150 °C de temperatura en el inyector y 160 °C de temperatura en el
detector. Se utiliz6 un patréon de etileno de concentracién conocida para

cuantificar el etileno producido en el espacio de cabeza.

Medida del etileno durante la infeccion de frutos de tomate
de la variedad Money Maker y de la variedad Canario

Los frutos de tomate maduros de la variedad Money Maker se mantuvieron 4
dias en bancada, y transcurrido este tiempo se les midi6 el etileno basal, lo cual
permitio clasificarlos adecuadamente, eliminando los que no se ajustaban a una
producciéon normalizada. Se dividieron en dos grupos, uno control que se
pinché con 10 pl de agua estéril y otro grupo que se infecté con 10 pl de una
solucion de 2x100 esporas ml-!. En ambos casos, los 10 pl se pincharon en cada
uno de los 4 puntos equidistantes en el diametro ecuatorial del fruto, a una
profundidad de 0,5 cm. Se cuantificé la produccién de etileno a lo largo de

cuatro dfas usando la cromatografia de gases, del mismo modo que se ha
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explicado en el apartado anterior. Transcurrido este periodo se evalu6 la

infeccidén externa e interna de los frutos control e infectados.

Los frutos maduros de la variedad Canario se compraron en el mercado local y
se mantuvieron durante 24 horas en bancada a temperatura ambiente.
Posteriormente se evaluo el etileno basal, lo que permitié separarlos en dos
grupos similares, y se procedié del mismo modo que con los frutos de la
variedad Money Maker. Se cuantificé la produccién de etileno a lo largo de

cuatro dias usando la cromatografia de gases.

Tratamiento de los frutos con etileno

Se pesaron y se midi6 el volumen de 8 frutos de tomates maduros para cada
uno de los tratamientos de los tomates de la variedad Money Maker y de la
variedad Canario. Cada grupo de 8 tomates fue colocado dentro de cada uno de
los desecadores, que disponian de un septum en el espacio de cabeza, el cual
permitié la introducciéon del etileno y la toma de muestras. Se cerraron
herméticamente y se les inyecté 1 ml de una solucién gaseosa que contenia
etileno en helio, que al introducirlo en el desecador, proporcionaba una
concentracion final de 2 ppm, aproximadamente. Cada uno de los desecadores
se mantuvo a temperatura ambiente durante 8, 24, 48, 72 y 120 horas segun el
tratamiento. A lo largo de estos periodos, se cuantificé la produccién de etileno
de los frutos mediante la extraccién de un 1 ml del gas contenido en el espacio
de cabeza del desecador mediante cromatografia de gases. Transcurrido este
periodo se abri6 el desecador y se determiné la firmeza de los frutos mediante
el uso de un texturémetro, como se explico en el Capitulo III. Posteriormente,
se procedi6 a recoger el material del pericarpo de los tomates, el cual se

congel6 inmediatamente a -25 y/o -80°C para postetiores ensayos.

Actividad xiloglucano endotransglucosilasa soluble

Se ensay6 la actividad XET soluble de las muestras anteriores con el extracto

proteico del material perteneciente a los frutos control y tratados, obtenido
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como se explicé en el Capitulo III. Con todos los extractos proteicos se ensayo

la actividad XET soluble segun se explico en el Capitulo 1.

Extracciéon de mRINA. Sintesis de cDNA. PCR cuantitativo en tiempo

real

Las muestras de las dos variedades de tomate obtenidas de cada uno de los
tratamientos de etileno fueron congeladas a -80 °C y posteriormente se les
aplicaron los protocolos moleculares como se indica en el Capitulo I, teniendo
en cuenta las limitaciones en la extraccion de mRNA de frutos indicadas en el
Capitulo II1.

RESULTADOS

Valoracion del etileno durante el desarrollo de los frutos

La medida del etileno producido por los frutos, en cada uno de los estadios
descritos, fue valorada mediante cromatografia de gases y los resultados se
presentan en la Fig. V.. La produccion de etileno va aumentando
progresivamente con el crecimiento y maduracion de los frutos hasta el estadio
naranja, donde se registr6 el pico de produccion de etileno (alrededor de 12 nl

h1 g1), disminuyendo ligeramente la misma en el estadio maduro.
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Fig. V.1 Produccién de etileno de frutos de tomate Money Maker en los sucesivos estadios
de crecimiento y maduracion. El etileno se cuantificé usando un cromatografo de gases con
columna de alumina F1 80/100 y detector de ionizacién de llama (FID). Los valores
representados son la media = SE de, al menos, 25 frutos pertenecientes a 3 cosechas
independientes, recolectados entre los afios 2003-2005. VP: Verde Pequefio, VG: Verde
Grande, PV: Pintén Verde, P: Pintén, N: Naranja, M: Maduro.

Evolucion del etileno post-cosecha

La evolucion del etileno post-cosecha producido por los frutos maduros una
vez recolectados y mantenidos a temperatura ambiente, se muestra en la Fig.
V.2. Las medidas se realizaron después de un dia en la bancada para evitar la
interferencia del dafio ocasionado en la recoleccion. En la grafica se observo
una disminucién muy acusada en los cuatro primeros dias, disminuyendo
alrededor de un 65%. Posteriormente, los valores caen paulatinamente hasta el
octavo dfa (un 90%) y se mantuvieron hasta la duodécima jornada, donde se

finaliz6 el experimento.
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Fig. V.2 Evolucién de la produccién de etileno post-cosecha de los frutos de tomate
Money Maker tras la recoleccion. El etileno se cuantificé usando un cromatégrafo de gases
con columna de alumina F1 80/100 y detector de ionizacién de llama (FID). Los valotes
mostrados son la media £ SE de al menos 50 frutos recolectados en 4 cosechas
independientes entre los afios 2003-2005.

Valoracion del etileno en frutos de tomate de la variedad
Money Maker y de la variedad Canario durante la infeccion
fangica

Se cuantificé la produccion de etileno de los frutos de tomate maduros de la
variedad Money Maker, control e infectados, a lo largo de los cuatro dfas
siguientes a la infeccion (Fig. V.4). Al finalizar del experimento se evalu6 el

nivel de infeccidn externo e interno de los frutos control e infectados.
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Fig. V.3 Evolucién de la producciéon de etileno en los frutos infectados por Penicillinm
expansum Link. A. de tomates de la variedad Money Maker. Los frutos se mantuvieron a 25
°C y en oscuridad durante 4 dias. Los valores muestran la media = SE de la produccién de
etileno durante la infeccién de tres experimentos independientes, usando 12 frutos para
cada tratamiento.

Los resultados que se muestran en la Fig. V.3, presentan la evolucion de la
produccién de etileno en los frutos control e infectados. La producciéon de
etileno de los frutos control no se vio alterada por el pinchazo y disminuye
ligeramente con el tiempo. Sin embargo, la cantidad de etileno de los frutos
infectados, aumenta progresivamente hasta los 2,5 dias de infeccién, donde se
alcanzan niveles de 60 nl de etileno por gramo y hora. Pasado este momento, la
produccion desciende hasta que se terminé el experimento a los 4 dias después
de habertlos infectado, momento en el cual se cuantifico el nivel de infeccion
externo e interno, obteniéndose resultados similares a los representados en la

Fig. IV.14, del Capitulo anterior.
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Ia evoluciéon de los frutos de tomate de la variedad Canario control e

infectados se muestra en la Fig. V.4.
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Fig. V.4 Evolucién de la produccién de etileno en los frutos de tomates de la variedad
Canario infectados por Penicillinm expansum Link. A. Los frutos se mantuvieron a 25 °C y en
oscuridad durante 4 difas. Los valores muestran la media *+ SE de la produccién de etileno

durante la infeccién de tres experimentos independientes, usando 12 frutos para cada
tratamiento.

Como puede observarse, los frutos control no mostraron aumento de etileno
tras la infeccion y la produccién de etileno descendio ligeramente en el analisis.
Sin embargo, los frutos infectados registraron un aumento del etileno que
alcanz6 el maximo de 8 nl g! h'! a los 2 dfas tras la infecciéon fungica, y

disminuy6 ligeramente hasta el final del experimento.

Tratamiento con etileno de frutos de tomate de la variedad
Money Maker y Canario

Para analizar la influencia del etileno sobre la expresion de los genes S/XTHs, la

actividad XET y la firmeza de los frutos, se trataron los tomates maduros
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durante tres periodos temporales de 6, 24, 48, 72 y 120 horas con etileno.
Durante estos periodos se registr6 una evolucion del gas dentro del recipiente

que fue idéntica en ambas variedades y que se muestra en la Fig. V.5.
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Fig. V.5 Evolucion del etileno en los tratamientos aplicados a los frutos de tomate de la
variedad Money Maker y Canario. Los tratamientos se realizaron en un recipiente
hermético con un dispositivo de extracciéon de gases y la cuantificacién del etileno del
espacio de cabeza se llevo a cabo mediante cromatografia de gases. Las flechas indican los
periodos de tiempo que se mantuvieron los frutos en etileno.

Como puede observarse, al inicio del ensayo se le afadi6 el etileno
correspondiente para obtener unos niveles que rondaron las 2 ppm. La
produccién autocatalitica de los frutos de ambas variedades aument6
linealmente hasta valores de 26 ppm alcanzados alrededor de las 28 horas, a
partir de ese momento la produccién se detuvo, manteniéndose constantes los

niveles de etileno dentro del recipiente hermético o desecador.
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Firmeza de los frutos de tomate de la variedad Money
Maker tratados con etileno

La evolucién de la firmeza de los frutos de tomate maduros tratados con
etileno, se analizé una vez finalizado el tratamiento con el gas y los resultados

se muestran en la Fig. V.6.
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Fig. V.6 Firmeza de los frutos de tomate Money Maker tratados con etileno durante 8, 24,
48, 72 y 120 horas. Se analizé la firmeza en cuatro puntos equidistantes del didmetro
ecuatorial de los frutos mediante un texturémetro. El resultado es la media £ SE de dos
experimentos independientes, utilizando 8 frutos en cada uno de los tratamientos.

Los resultados del andlisis de firmeza de los frutos maduros tratados con
etileno mostraron valores en torno a 1,9 kg cm?2 y se mantuvieron constantes
hasta las 24 horas de tratamiento. Pasado este periodo, a partir de las 48 horas
de tratamiento, se produjo una disminucion de la firmeza que se situ6 alrededor
de valores de 1,6 kg cm? y se mantuvo constante hasta las 120 horas de

tratamiento con etileno.
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Anilisis de la expresion de las SIXTHs mediante PCR
cuantitativo en tiempo real y de la actividad xiloglucano
endotransglucosilasa en frutos de tomate de la variedad
Money Maker tratados con etileno

Los resultados de la expresion diferencial de las S/XTHs estudiadas en
respuesta al tratamiento por etileno en frutos de tomate maduros de la variedad
Money Maker, se presentan en la Fig. V.7. En ella se observa, en primer lugar,
como a tiempo inicial se expresan casi todas las isoenzimas estudiadas a
excepcion del S/XTHI10 por sus hibridaciones conjuntas con SXTH11. Las
isoenzimas que mas se expresan son el S/XTH4 en el Grupo 1, los S/XTH3,
SIXTHY y SIXTHI12 en el Grupo 2 y el SIXTH 5 y S/XTHS en el Grupo3. La
respuesta mas notable tras el tratamiento con el etileno se produjo en el Grupo
1, puesto que parece que la expresion de las S/XTHs esta activada por la
hormona sobre todo a partir de las 48 horas. En el Grupo 2, la expresion de las
S/XTHs en los frutos tratados con etileno parece provocar un ligero aumento
en todos los miembros, hasta las 48 horas. Seguidamente, en los tratamientos a
largo plazo, se registraron respuestas desiguales en las isoenzimas en este
grupo, a excepcion de S/XTHY cuya expresion fue mayor bajo el aporte de
etileno en todos los periodos. En el Grupo 3, se observa como a 8 horas el
etileno aumenta la expresion de las XTHs en todos sus miembros, pero a partir
de este momento, sé6lo S/XTHS8 mantendra el aumento de su expresion con el
etileno. Las otras dos isoenzimas del grupo (S/XTH5 y S/XTHO) disminuyeron
su expresion con el tratamiento de etileno en los tratamientos a 24, 48 y 72

horas, para volver a inducirse a 120 horas.
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Fig. V.7 Expresion de los genes SXTH1-S/XTH12 frente al control interno (RPL2) en
frutos de tomate Money Maker, sin tratamiento (0 horas) y tratados con etileno durante 8,
24, 48, 72 y 120 horas. El resultado es la media de dos experimentos independientes,
utilizando 12 frutos en cada uno de los tratamientos.
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Los resultados del estudio de la influencia del etileno sobre la actividad XET en
los frutos maduros de Money Maker se muestran en la Fig. V.8. Los valores de
XET soluble registrados en los frutos tratados con etileno, fueron inferiores a
los controles en todos los tratamientos con etileno a excepcion de a las 120
horas, donde aumenté ligeramente. Por lo tanto, se observa cémo las
diferencias de actividad XET total encontrada en los frutos control y tratados
con etileno, son muy notables a tiempos cortos y tienden a igualarse a tiempos

largos de tratamiento.
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Fig. V.8 Actividad XET soluble en frutos de tomate Money Maker, sin tratamiento (0
horas) y tratados con etileno durante 8, 24, 48, 72 y 120 horas. El resultado es la media £
SE de dos experimentos independientes, utilizando 12 frutos en cada uno de los
tratamientos.
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Anilisis de la expresion de las SIXTHs mediante PCR
cuantitativo en tiempo real y de la actividad xiloglucano
endotransglucosilasa en frutos de tomate de la variedad
Canario tratados con etileno

Los resultados de la expresion diferencial de las S/XTHs estudiadas en
respuesta al tratamiento por etileno en frutos maduros silvestres de la variedad
Canario, se presentan en la Fig. V.9. En ella se observa como a tiempo inicial
las isoenzimas que mas se expresan son el S/XTH4 en el Grupo 1, el SXTH3y
S/XTHY notablemente y S/XTH2 y S/XTH12 ligeramente en el Grupo 2 y el
SIXTHS5 y S/XTHS en el Grupo 3. La respuesta mas notable se produjo en el
Grupo 1, puesto que SXTH1 y S/XTH7 parecen estar inhibidos al principio
del tratamiento (8 y 24 horas) para ser activados por la hormona, sobre todo a
partir de las 48 horas de tratamiento. S/XTH4 esta activado por el etileno en
todos los periodos de tratamiento, aunque su nivel de expresiéon sea muy bajo.
La expresion de las SXTHs del Grupo 2 aumentan con todos los tratamientos
(a excepcion de SXTHY a las 120 horas), siendo maxima a las 72 horas en
todas las isoenzimas. La expresion de S/XTH2 se vio muy activada por el
tratamiento con etileno a medida que avanza el periodo de incubacién con el
gas. En el Grupo 3, se observa la misma tendencia del aumento general de la
expresion de la expresion de la SZXTHS con el tratamiento de etileno hasta las
72 horas, disminuyendo a las 120 horas. Por su parte, SXTH5 y S/XTHO,

mostraron un comportamiento desigual a lo largo de las incubaciones.
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Fig. V.9 Expresion de los genes SXTH1-S/XTH12 frente al control interno (RPL2) en
frutos de tomate de la variedad Canatio, sin tratamiento (0 horas) y tratados con etileno
durante 8, 24, 48, 72 y 120 horas. El resultado es la media de dos experimentos
independientes, utilizando 12 frutos en cada uno de los tratamientos.
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Los resultados del estudio de la influencia del etileno sobre la actividad XET en
frutos maduros de la variedad Canario se muestran en la Fig. V.10. Se observa
como, la actividad XET soluble de frutos tratados con etileno, fue inferior a la
encontrada en los frutos no tratados, en todos los tratamientos, aunque las

diferencias no fueron significativas, a excepcion de la incubacion a 120 horas.
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Fig. V.10 Actividad XET soluble en frutos de la variedad Canatio, sin tratamiento (0
horas) y tratados con etileno durante 8, 24, 48, 72 y 120 horas. El resultado es la media *
SE de dos experimentos independientes, utilizando 12 frutos en cada uno de los

tratamientos.
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DISCUSION

En este Capitulo, comprobamos como el etileno aumenta a lo largo del
desarrollo de los frutos, coincidiendo con la maduracion de los mismos, hasta
el estadio naranja, disminuyendo ligeramente en el estadio maduro (Fig. V.1),
como habia sido descrito por otros autores (Brummel, 20006). Este aumento en
la concentracién de etileno durante la maduraciéon esta acompafiado por una
disminucién de la expresion de S/XTHI y de la actividad XET (Capitulo 111,
Figs. 111.3 y I11.4). Por otro lado, se comprob6 que se producia un aumento de
etileno durante el estrés bidtico, provocado por la infeccion fangica, en las
dos variedades de tomate estudiadas (Figs. V.3 y V.4), al igual que se ha
descrito en otros frutos (Lund ef 4/, 1998). Este aumento en la concentracion
de etileno se corresponde con una disminucién de la expresion de las SXTHs y
de la actividad XET en todos los periodos del tratamiento fungico (Capitulo
IV, Figs. IV.20 - IV.23). Es decir, en ambos casos parece existir una relacion
inversa entre el etileno y la actividad XET. Por ello, y para determinar la
posible regulaciéon de la XTH por el etileno, se realizaron tratamientos con
etileno exégeno en dos cultivares de tomate, con la intencién de extrapolar los
resultados obtenidos. Se observé que, en general, se produjo una inducciéon de
la expresion de los genes de la SXXTHSs en ambas variedades de tomate, y
que la expresion de ciertas S/XTHs, respondfa de modo paralelo en ambas
variedades de tomate tras la aplicacion del etileno, mientras que otros genes

mostraban un comportamiento desigual entre variedades (Figs. V.7 y V.9).

Sin embargo, el estudio de la actividad XET, mostré una disminuciéon de la
misma en los tomates tratados con etileno, de ambas variedades (Figs. V.8 y
V.10). Estos resultados no coinciden con los encontrados por otros autores
(Redgwell y Fry, 1993), aunque ellos s6lo evaluaron el efecto del etileno sobre
la actividad XET. De aqui, la importancia de un estudio completo, tanto de la

expresion génica de los SXTHs, como de la actividad XET, que permita
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discernir el papel del etileno en la regulacién de las XTHs y de la XET y los

posibles controles transctipcionales, traducionales y/o post- traducionales.

En cualquier caso, esta falta de correlacion entre la expresion de las S/XTHs y
la actividad XET en nuestros resultados, podtia tener distintas explicaciones.
En primer lugar, el hecho de que sélo estudiamos la actividad XET y la
expresion refleja todos los genes, ya tengan funciéon XET o XEH. En segundo
lugar, no podemos olvidar, que nosotros hemos estudiado las 12 secuencias
génicas descritas actualmente para tomate, S/XTHs, pero sabemos que al
menos  existen  otras 12 parcialmente  secuenciadas (ESTs;

http://labs.plantbio.cornell.edu/XTH/genes.htm), las cuales podrian mostrar

una regulacion diferente frente al etileno que quiza justificara la disminucién de
actividad XET que observamos. Y la tercera posibilidad, es que el etileno
pudiera estar implicado en el control de la traducciéon o/y post-traduccion de

las proteinas XTH, regulando de este modo las concentraciones finales de

actividad XET.

En la extrapolacion de los resultados (obtenidos con la aplicacion de etileno
exégeno) a los procesos fisiologicos de maduracién e infeccion fingica,
encontramos que, aunque el etileno parece controlar positivamente la expresion
de los genes S/XTHs, no puede ser el etileno producido endégenamente
durante los procesos de la maduracién e infeccién fingica, el que controle la
expresion génica de las S/XTHs, puesto que lo que nos encontramos en ambos
procesos, es una disminucién de la expresion, y no un aumento. No obstante,
hay que considerar la diferencia de concentraciones entre el etileno endégeno,
producido en los procesos fisiologicos, y el aplicado exégenamente, que fue
notablemente mayor. Este hecho podria ocasionar problemas a la hora de

extrapolar los resultados, y afectar a la interpretacion de los mismos.

En el caso concreto de la infeccion, si el etileno no parece estar regulando la
expresion de las S/XTHs durante la infeccion, cabria la posibilidad de fuera el
propio hongo, quien controlara la expresion de los genes de la SXTHs, como
habfamos apuntado anteriormente, de modo que este proceso formara parte

del mecanismo de infeccién por parte del patégeno.
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DISCUSION GENERAL

Las XTHs constituyen una familia multigénica que endotransglucosila y/o
hidroliza el xiloglucano de la pared celular, por lo que ha sido relacionada con
procesos fisiolégicos tan diversos y especificos como pueden ser el crecimiento
y desarrollo de las plantas, la maduracion de los frutos y los estreses bidticos y
abidticos (Rose e al., 2002). El hecho de la existencia de un elevado numero de
isoenzimas subraya la vital importancia de la funcién que desempefia en la
fisiologia vegetal esta familia enzimatica, puesto que su diversificacién apunta
una presion evolutiva creada por la necesidad funcional de las plantas. Por todo
ello, en las plantas, es imprescindible la existencia de unos exhaustivos
controles en la regulacién espacial y temporal de la transcripcion y de la
traduccion de todos los componentes de la familia. Una dificultad para el
estudio de esta familia multigénica, radica en el desconocimiento de la
proporcionalidad entre lo molecular y lo bioquimico. Por una parte, aunque se
puede cuantificar la expresién de cada uno de los genes de la familia, en la
valoracion de la actividad enzimatica, se cuantifican todas las actividades
endotransglucosilasas (XET), codificadas por todos los genes que se expresen
en el tejido estudiado en ese momento. Ademas, si alguna isoenzima mostrara
ambas actividades (XET/XEH) tan s6lo podria cuantificarse la actividad XET.
Por otro lado, la cuantificaciéon de la XET se realiza 2 vitro, anadiendo
xiloglucano y oligosacaridos del xiloglucano como sustratos de la reaccion,
mientras que, # vivo, la actividad de la enzima dependera del sustrato existente,
en ese momento, en el tejido, lo que implica que puede haber diferencias

cuantitativas entre ambas situaciones que no se pueden evaluar.

Debido a ello, es muy complicado abordar un estudio completo de esta familia,
lo que provoca que, hasta el momento, sélo se hayan encontrado evidencias
indirectas de la relacion entre la expresion de los genes de las isoenzimas con
los procesos fisiologicos o, en otros casos, una relacion de la actividad XET

total con estos mismos procesos. Estas dos aproximaciones al estudio de la
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XTH (molecular y bioquimica), han sido adoptadas por los investigadores a lo
largo de los afos, pero de forma independiente, de modo que la mayoria de
estos estudios presentan el inconveniente de la falta de conexién entre la
expresion de los genes de esta familia y su actividad XET total, la cual se ve
modulada, ademas, por los controles traduccionales y post-traduccionales que
se producen a lo largo del proceso de la sintesis de proteinas, aumentando aun
mas la complicaciéon del estudio de las XTHs, como antes habiamos

mencionado.

Nuestro objetivo fue el de profundizar en el conocimiento de la implicacién de
la. XET en los procesos fisiologicos, y lo realmente destacable del
planteamiento de este trabajo fue, en primer lugar, el haber realizado el estudio
abordandolo desde puntos de vista moleculares (expresion génica), bioquimicos
(actividad XET) y fisiologicos (distintos procesos del desarrollo). Y en segundo
lugar, la utilizacién de un unico sistema de estudio para poder analizar la
participacion de la XTH en el crecimiento primario y secundario de las plantas
de tomate, la maduracién de los frutos y su comportamiento frente a estreses
abiéticos en plantas y bidticos en frutos. Ademds, otro de los aspectos
relevantes del planteamiento, fue la utilizacion de plantas transgénicas de la
XTH, reguladas bajo el control de un promotor constitutivo. Concretamente,
analizamos el comportamiento de uno de los genes, S/XTHI1, en todos los
procesos descritos, con la ayuda de dos lineas de plantas transgénicas de
tomate, ambas disefiadas bajo el control de un promotor constitutivo, una que

sobre-expresaba el gen S/XTH1 y otra que tenia reprimida su expresion.

Los resultados indicaron que, de modo general, el aumento de la expresion de
SIXTH1 provocaba un aumento de la actividad XET total en los tejidos
estudiados, mientras que la disminuciéon de la expresion de SXTHI1 se
correspondia con la disminuciéon de la actividad XET. Es decir, siempre se
observaron cambios en la actividad XET provocados por la alteracion del
transgén S/XTHI. Sin embargo, hay que sefialar que, la magnitud del aumento
o disminucién de la expresion del gen SXTHI no siguié el mismo patrén en

todos los tejidos estudiados, y que el promotor no siempre se comport6 del
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modo esperado. Asi, podrfamos esperar que su expresion fuera constante,
espacial y temporalmente, y eso no sucedié, posiblemente porque la planta
cuenta con mecanismos de control, aun desconocidos, que regulan los excesos
o las mermas de las alteraciones en la expresion de los genes, maxime cuando
se trata de eclementos genéticos basicos para el perfecto desarrollo y
supervivencia de la planta, como parece ser el caso de la XTH. Un aspecto
importante que hay que tener en cuenta es que, si la modificaciéon del gen
S/XTHI1, provoca una modificacién de la actividad XET total en algin proceso
fisiolégico, indica que su implicacion puede ser muy significativa. Sin embargo,
no se descarta que, aunque no se encuentren diferencias cuantitativas en la
actividad total XET, el gen no esté relacionado con el proceso, ya que también
hay que tener en cuenta la cantidad relativa de cada isoenzima respecto a la
actividad XET total.

En cualquier caso, nuestros resultados sobre la expresion de SXTHI y la
actividad XET, a lo largo del crecimiento y desarrollo de la planta, confirman lo
que habfan apuntando algunos autores, que implicaban a la XET en estos
procesos (Catala e¢f al., 2001) y mas especialmente al gen S/XTHI, el cual se
enmarca dentro del Grupo 1, que ha sido relacionado con procesos de
crecimiento y elongacion. También es especialmente destacable el éxito de las
plantas que sobre-expresan S/XTHI1, puesto que esta es la primera vez que
plantas con estas caracteristicas, muestran un aumento de la actividad XET.
Anteriormente, solo se habfan obtenido plantas que contaban con la expresion
reprimida del gen y mostraban una reduccién de la actividad XET (Herbers ¢#
al., 2001).

Los resultados de expresion de S/XTH1 y de la actividad XET total durante el
crecimiento de las plantulas sugirieron que este gen codifica, principalmente,
para una actividad XET soluble. L.a sobre-expresion del gen S/XTHI1, provoco
cambios irreversibles y permanentes en los enlaces del xiloglucano con el resto
de los componentes, cambios que posiblemente fueron los responsables del
aumento de la extensibilidad en las zonas de mayor elongaciéon de los

hipocétilos y de la alteracion del fenotipo de las plantulas, siendo estas mas
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delgadas, aunque no se modificé su crecimiento en altura. De modo que, la
XTH esta implicada en el crecimiento, y mas concretamente la isoenzima que
codifica el gen S/XTHI1, puesto que su aumento provoca cambios fenotipicos
evidentes. Por otro lado, en plantas, la expresion de SXTH1 y la actividad
XET total fue particularmente importante en los tejidos vasculares. En las
plantas de la linea que tiene disminuida la expresion del gen S/XTHI, se
encontraron cambios en el fenotipo, de modo que estas plantas fueron mas
delgadas y pesaron menos, aunque no presentaron cambios en el crecimiento
en altura. Este hecho, nos ha permitido sugerir que el gen S/XTHI1 puede
realizar una funcién especifica en la diferenciacién de los haces vasculares. Esta
propuesta coincide con lo sugerido por Herbers ez al. (2001), en trabajos
realizados con plantas transgénicas de tabaco con niveles inferiores de
N7ZXTH1. De modo que, efectivamente, la XTH en general, y la S/XTH1 en
particular, esta relacionada con el crecimiento y la diferenciacién de los tejidos

vasculares.

Una cuestion que queda abierta setfa, si la modificacién de otro de los genes del
Grupo 1, habria provocado una respuesta similar y que se hubiera reflejado en
procesos de crecimiento y diferenciacion, que es en los que se ha propuesto
que el Grupo 1 esta implicado. Ademads, nos podriamos preguntar si es
necesaria una alteracion combinada y multiple de varios genes del Grupo 1 para
observar un efecto drastico en el fenotipo. En cualquier caso, no podemos
olvidar que todos los genes de la familia pueden ser potencialmente
importantes en distintos procesos fisiolégicos, aunque estos se asocien
principalmente a un Grupo especifico, ya que la asociacién a un grupo esta

unicamente basada en una proximidad de la secuencia génica.

Durante el desarrollo y la maduracién de frutos, encontramos una disminucion
de la expresion en el gen SXTHI, lo que sugiere que su implicacion en el
proceso de la maduracién debe ser notable. La mayor eficacia del transgén se
produjo a nivel de frutos, en comparacién con plantas, puesto que la linea que
tenfa aumentada la expresion de S/XTHI1 mostréd una actividad XET alrededor

de 5 veces superior a la linea silvestre. En las plantas XTH + encontramos que
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los frutos contaron con una mayor masa molecular del xiloglucano y eran mas
duros, de modo que, esta es la primera vez que se sugiere que sea la XET la que
relacione el aumento de la masa molecular del xiloglucano con la dureza de
frutos. Esta relacion entre masa molecular del xiloglucano y dureza se produce,
presumiblemente, por los cambios en el metabolismo del xiloglucano
provocados por la actividad XET, lo que implica que esta enzima es clave para
el mantenimiento de la estructura del xiloglucano y por tanto de la pared
celular, lo que favorecerfa al mantenimiento de la firmeza del fruto. Es decir, en
condiciones normales, lo que ocurre es que la XET va disminuyendo en la
maduracién y post-maduracion y esa merma influye directamente en el
ablandamiento de los frutos. De modo que, la XET desempefaria una doble
funcién temporal en los frutos. Por un lado, durante el desarrollo,
contribuyendo, con sus altos niveles enzimaticos, al mantenimiento de la
firmeza de los frutos y, por otro lado, en la maduracién y post-maduracion,
donde la disminucién progresiva de sus niveles enzimaticos le impide mantener
la estructura, con el consecuente ablandamiento de los frutos. Obviamente,
todo este proceso tiene que estar sujeto a una exhaustiva regulacion temporal
para controlar que los niveles de XET totales sean bajos al final de la
maduracion, lo que permitiria a la planta alcanzar con éxito la propagacion de
las semillas y, consecuentemente, el mantenimiento del ciclo vital de la misma.
Nuestros resultados confirman la implicacion de la actividad XET en el
desarrollo de los frutos, lo que habia sido sugerido anteriormente por otros
autores (Arrowsmith y de Silva, 1995; Catala ef al., 1997 y 2000; Saladie ez al.,
2006). Lo que no podemos afirmar es que sea la SXTHI la responsable
exclusiva de los cambios que se producen en la pared celular durante la
maduracién, ya que no sabemos qué hubiera ocurrido si hubiéramos

modificado otro de los genes de la familia de la S/XTHs.

A lo largo del ciclo vital, la planta estd sometida a numerosos estreses a los que
responde con modificaciones a todos los niveles. Se ha sugerido que la XET
podria estar relacionada con el mecanismo de respuesta frente a distintos
estreses, ya que se han descrito tanto cambios en la expresion de algunas XTHs,

como cambios en la actividad XET asociados con dichos estreses (Cho ef /.,



DISCUSION GENERAL 235

2006). Nuestros resultados con los hipocoétilos y las plantas que tenfan
disminuida la expresion del gen S/XTHI, contaron con niveles inferiores de
XET y respondieron a los estreses abioticos (estrés hidrico, salino y térmico)
creciendo menos, lo que puso de manifiesto la implicaciéon de la XTH en la
respuesta a los estreses abibticos, probablemente por la modificaciéon de los
enlaces de la pared celular y su consecuente efecto sobre el crecimiento. En el
caso de los frutos, no hay estudios sobre la posible implicacion de la XET en
las respuestas de estrés. Nuestros resultados de los tratamientos con estreses
bidticos (infeccion fungica) en frutos de tomate, indicaron una modulacion
negativa de la expresion génica de todas las S/XTHs estudiadas y de la actividad
XET total. Estos resultados sugieren la posibilidad de una regulacién fungica a
nivel transcripcional de los genes S/XTHs, de modo que este proceso formarfa
parte del mecanismo de infeccion por parte del patdégeno. Puesto que el papel
de la XTH parece ser el de mantener la estructura del xiloglucano, y en
consecuencia la firmeza de los frutos, su disminuciéon en el proceso de
infeccion fungica contribuira al ablandamiento y desestructuracion de los frutos

que tiene lugar durante el progreso de la infeccion.

Retomando la idea de que la familia XTHs posee un elevado numero de
isoenzimas y de que estd implicada en numerosos procesos fisiolégicos donde
la pared celular desempefia un papel crucial, se hace evidente una regulacién
espacial y temporal de los mismos. Varios autores habfan puesto de manifiesto,
en procesos concretos, la regulacién de algunas isoenzimas de la XTH, por
fitohormonas, como las auxinas y giberelinas (Catala e a/., 2001; Chen ef al.,
2002). Nosotros hemos descrito que en procesos fisiolégicos como la
maduracién y la infecciéon fungica, se produce un aumento de etileno
endégeno, mientras que la expresion de las XTHs y la actividad XET se vefa
mermada, por lo que nos cuestionamos la posibilidad de que ese etileno
estuviera modulando la expresién de las XTHs y/o la actividad enzimatica
XET. Nuestros resultados de los tratamientos con etileno exégeno, mostraron
una regulacion positiva de expresion génica de la familia SZXTHs por el etileno,
mientras que la actividad XET total disminuy6 en todos los casos. Una posible

explicacién serfa, que los genes de la familia SXTHs que no han sido
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secuenciados, respondieran al etileno exégeno mostrando una disminuciéon de
la expresiéon que, compensara el aumento de la expresiéon que vemos en los
genes secuenciados, lo que explicarfa la disminucion de la actividad XET total.
Por otro lado, nuestros resultados indican que no parece que sea el etileno
endégeno, producido durante los procesos de maduracién e infeccidn, el que
regule la expresion de las SIXTHs en esos procesos, puesto que la aplicacion
exégena de etileno, provoca una aumento de la expresiéon de estos genes,
mientras que en estos procesos se registré una disminucion de la expresion de
los mismos. No obstante, hay que tener en cuenta la diferencia de
concentraciones entre el etileno enddégeno, producido en los procesos
fisiolégicos, y el aplicado exégenamente, el cual fue notablemente mayor. En
cualquier caso, no podemos explicar qué implicaciones fisioldgicas tiene el
aumento de la expresion de los genes S/XTHs provocado por el etileno
exégeno, lo que hace necesario seguir investigando los procesos de regulacion

de esta enzima.

La enzima XTH y la actividad enzimatica XET fueron descritas hace tan sélo
15 afios, y en este tiempo han sido muchos los nuevos conocimientos
aportados que abren a su vez, multitud de puertas para seguir investigando la
enzima y sus implicaciones en la vida vegetal. Nosotros hemos querido aportar
un ladrillo mas en la construcciéon del conocimiento de la pared celular de

plantas.



CONCLUSIONES




238 CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

Las dos modificaciones génicas realizadas en el gen SXTHI1 en Solanum
lyeopersicum L. provocaron un aumento y disminucion de la expresion génica de
este isoenzima que se correspondi6é, de modo general, con el aumento y
disminucién de la actividad XET. Esta es la primera vez que se han descrito
plantas transgénicas que tienen aumentados los niveles de expresion de un gen

de la XTH y muestran un aumento de la actividad XET.

En plantulas, la sobre-expresion del gen S/XTHI1, aument6 principalmente la
actividad XET soluble, provocé cambios irreversibles y permanentes en los
enlaces del xiloglucano con el resto de los componentes, cambios que,
posiblemente, fueron los responsables de un aumento de la extensibilidad en
las zonas de mayor elongacién de los hipocétilos, y de la alteraciéon del
fenotipo, siendo las plantulas mas delgadas, aunque de la misma altura. Esto
sugiere que la XET estd implicada en el crecimiento, y mds concretamente, la

isoenzima que codifica el gen S/XTHI.

En las plantas de la linea que tiene disminuida la expresion del gen S/XTHI, se
encontraron cambios en el fenotipo, de modo que estas plantas fueron mas
delgadas y pesaron menos, aunque no presentaron cambios en el crecimiento
en altura. La expresion de S/XTHI1 y la actividad XET total fue particularmente
importante en los tejidos vasculares. Nuestros resultados sugieren que el gen

SIXTH1 podria estar implicado en la diferenciacion de los haces vasculares.

Los frutos de las plantas que sobre-expresaron el gen S/XTHI cuentan con una
mayor masa molecular del xiloglucano y fueron mas duros, presumiblemente
por los cambios encontrados en la estructura del xiloglucano provocados por la
actividad XET, lo que sugiere que esta enzima es clave para el mantenimiento
de la estructura del xiloglucano y de la pared celular. Por lo tanto, la XET
desempefiaria una doble funcién temporal en los frutos. Por un lado, durante el

desarrollo, contribuyendo, con sus altos niveles enzimaticos, al mantenimiento
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de la firmeza de los frutos y, por otro lado, en la maduracién y post-
maduracion, donde la disminucién progresiva de sus niveles enzimaticos le

impide mantener la estructura, con el consecuente ablandamiento de los frutos.

La respuesta a los estreses abibticos (hidrico, salino y térmico) de las plantas
que tenfan reprimida la expresion del gen S/XTHI, fue una disminucién del
crecimiento, sugiriendo la implicacién del gen SXTHI1 en las modificaciones
del xiloglucano, que presumiblemente, ocasionaran diferencias en la estructura

de la pared celular que alteraran la respuesta a estos estreses.

En la respuesta de los frutos a los estreses bidticos (infeccion fungica), la
expresion génica de todas las S/XTHs estudiadas y de la actividad XET se
redujo. Por lo tanto, si la actividad XET es inhibida durante la infeccién, el
papel mantenedor de la estructura del xiloglucano se anula, ocasionando el
ablandamiento del fruto y el avance de la infeccién fungica. En este caso, se
sugiere la posibilidad de que se produjera una regulaciéon de origen fungico a

nivel molecular de los genes S/XTHs.

El etileno exégeno aplicado a frutos, indujo un aumento de la expresion de
todas las S/XTHs estudiadas, mientras que la actividad XET total disminuyé en
todos los casos. Por lo tanto, la disminucién de la expresion génica de las
S/XTHs, durante los procesos de la maduracién e infeccion fungica, no parece
ser debida al aumento del etileno endégeno. De modo que, no podemos
explicar qué implicaciones fisiologicas tiene el aumento de la expresion de los
genes S/XTHs provocado por el etileno exégeno, lo que hace necesario seguir

investigando los procesos de regulacion de esta enzima.
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Normativa especifica

Normativa descrita para instalaciones y actividades que se desarrollan con
organismos modificados genéticamente (OMG) Nivel 3:

e Ley 15/1997 de Junio.

e RD 951/1997 de 20 de Junio.

e Directiva 98/81/CE de 26 de Octubre de 1998
e Ley 9/2003 de 25 de Abril.

e RD 178/2004 de 30 de Enero por el que se aprueba el reglamento general
para el desatrollo y ejecucion de la Ley 9/2003 de 25 de Abril.

Normativa de gestion de is6topos de vida media nuclear:

e Orden ECO/1449/2003.
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280 ANEXO 1

Determinacion de acidos urénicos

(Blumenkratz y Asboe-Hansen, 1973).

A una alicuota de 0,4 ml de muestra acuosa y se le aflade 2,4 ml de tetraborato
sodico 12,5 mM en H,SO4 concentrado. Se enfria en bafio de hielo, se hierve
durante 5 minutos y se deja enfriar. Se le afiade 40 pl de 7-hidroxibifenilfenol al
0,15% en NaOH al 0,5% y se agita vigorosamente en vortex durante 1 minuto.
Tras 5 minutos se mide la absorbancia de la muestra a 520 nm. Se cuantifican
los acidos urénicos haciendo uso de una recta patrén de calibrado de acido

galacturénico (sal sédica, Sigma Che. Co.).

Determinacion de aztucares totales

(Dubois 7 al., 1950).

A una alicuota de 0,4 ml de muestra acuosa y se le aflade 0,4 ml de fenol al 5%
(v/v) y 2 ml de HoSO4 concentrado. Se agita vigorosamente y se deja enfriar
durante 30 minutos. Se mide la absorbancia a 490 nm. La cuantificacién se lleva
a cabo interpolando los valores de la absorbancia de la muestra en una recta
patron de calibrado de glucosa.

Este método infravalora el contenido de azucares totales si la muestra contiene
un elevado porcentaje de acidos urénicos, ya que generan una respuesta menor
que la glucosa al fenol-sulfurico, como sucede en las fracciones pécticas. Este
problema se soluciona sumando los azicares neutros mas los dcidos urénicos
de la muestra. Los azucares neutros se obtienen por la diferencia entre la
cantidad de azicares totales calculados mediante la interpolacién en una recta
de acido galacturénico a 490 nm y la cantidad de acidos urénicos virtuales
medidos a 490 nm e interpolados en la misma recta. Los acidos urénicos son
cuantificados mediante la interpolacién en una recta patréon de acido

galacturénico medida a 520 nm.
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Determinacion de xiloglucano

(Kooiman, 1960; modificado por Nishitani y Masuda, 1981).

A una alicuota de 1 ml de muestra acuosa y se le aflade 2 ml de NaxSOj4 al 15%
(p/v) en bafio de hielo (si la muestra estd disuelta en NaOH 1M, se debe
neutralizar con 0,1 ml de 4cido acético glacial). Se agitan las muestras y se les
afiade 0,25 ml de una mezcla de I al 0,5% y IK al 1% (p/v) en bafio de hiclo.
Se agita vigorosamente y se mantiene en oscuridad a 4 °C durante 2 horas.
Transcurrido este tiempo se mide la absorbancia a 640nm. Para cuantificar el
xiloglucano se aplica el factor de respuesta donde DO = 1 se corresponde con

125 pg ml, factor descrito para el xiloglucano de Solanaceas (Herbers ez al.

2001).

Determinacion de azdcares reductores

(Somogyi-Nelson, 1952).

A una alicuota de 0,2 ml de muestra acuosa se le afiade 0,2 ml del treactivo
Somogyi. Se hierve durante 10 minutos y se enfrfa. Se le afiade 0,2 ml del
reactivo Nelson y se agita hasta que cese el desprendimiento de COs. Se le
afiade 2,4 ml de agua destilada, se agita y se centrifuga a 12000 g durante 10
minutos, tras lo cual se mide la absorbancia de la muestra a 540 nm. La
cuantificacion se lleva a cabo interpolando los valores de la absorbancia de la
muestra en una recta patréon de calibrado de acido galacturénico (sal sédica,
Sigma Che. Co.).

Reactivo Somogvi

A: Disolver 24 g carbonato sédico y 12 g tartrato sédico en 250 ml agua.
Afadir 50 ml de sulfato cuprico al 10%. Afiadir 16 g de bicarbonato sédico. B:
100 g de sulfato sédico anhidro en 500 ml de agua (hervir). Mezclar A y B
(frias). Completar hasta 1 litro. Dejar reposar 1 semana. Filtrar. Guardar en la
oscuridad.

Reactivo Nelson

A: 25 g molibdato amoénico en 450 ml de agua. Afadir 25 ml de acido sulfarico.
B: 3 g de arseniato sédico en 25 ml de agua. Mezclar A y B. Incubar 48 h a 37
°C.
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Determinacion de azucares neutros por cromatografia de
gases

(Albersheim et al., 1967).

El analisis de aztcares neutros se basa en la formacion de alditoles y posterior
acetilacion de los mismos. La muestra patrén contiene 100 pg ml! de cada uno
de los siguientes aztcares: ramnosa, fucosa, arabinosa, xilosa, manosa, galactosa
y glucosa. Para la preparaciéon de alditol-acetatos se pesa 1 g de paredes
celulares y se le afiade 1 ml de TFA 2 N que contiene 100 pg ml! de mio-
inositol tanto a las muestras como a los patrones. Se hidroliza a 121 °C durante
1 hora y se recoge la fraccion soluble. Se deja secar bajo corriente de aire a 50
°C, para eliminar el 4acido. Se afiade 0,5 ml de NaBH4 (20 mg ml! disuelto en
NH4OH 1N) y se mantiene a temperatura ambiente durante 1 hora para la
reduccion de los azucares hasta alditoles. Se afiaden unas gotas de acido acético
glacial hasta que cesa el desprendimiento de hidrégeno, para eliminar el exceso
de borohidruro. Se secan bajo corriente de aire a 50 °C y se lavan 5 veces con 1
ml de metanol, para eliminar el exceso de borato producido en la acetilacién. A
continuacion, se afiade 1 ml de anhidrido acético, se incuba a 121 °C durante 3
h para acetilar la muestra y se deja enfriar hasta la formacion de cristales de
acetato sodico. Se decanta la fase soluble y se seca bajo corriente de aire a
temperatura ambiente. Se afiade agua destilada y diclorometano, se agita bien y
se centrifuga. Se inyectan 2 pl de la fase organica (inferior) de las muestras y los
patrones en el cromatégrafo de gases Shimadzu GC-14A con detector FID y
columna Teknokroma 3% SP-2340 Supelcoport 100/120 de 1,2 m de longitud
y diametro interior de 3 mm. Se usa helio como gas transportador inerte (35 ml
min') y oxigeno e hidrégeno para el FID. Las condiciones térmicas de la
determinaciéon son de 210 °C de temperatura en la columna, 230 °C de
temperatura en el inyector y 250 °C de temperatura en el detector. Los azucares
neutros se cuantificaron mediante los valores resultantes de la muestra patrén
de aztcares y del patréon interno de mio-inositol, mediante el calculo de los
RFazicar (Atea mio-inositol/area azdcar)pawsn. De modo que los pg de un azicar

en la muestra = (irea azucar/area mio-inositol)muestra X REazicar x 100.



METODOLOGIA GENERAL 283

Cuantificacion de proteinas

(Bradford, 1970).

A un volumen de 0,8 ml de muestra acuosa se le afiadieron 0,2 ml de reactivo
de determinacion (Comassie Brillant Blue G-250, Bio-Rad. California, EEUU).
Se agité y tras 5 minutos se midi6 la absorbancia a 595 nm. La cuantificacion se

llevé a cabo usando una recta patrén de albumina bovina (Sigma, Che. Co.).

Sustratos para la actividad XET

Obtencion de xiloglucano parcialmente purificado

Se toman 200 mg de hemicelulosas de manzana y se disuelven en 20 ml de
CaCly al 15% (p/v). Se centrifugan a 15000 g durante 30 minutos. Al
sobrenadante se le afladen 2 ml de una mezcla de 1> al 3% y IK al 4% vy se
mantiene a 4 °C durante 2 horas. Se centrifuga a 15000 g durante 30 minutos y
el precipitado se disuelve en 20 ml de agua caliente. Se neutraliza con NazS:0s,
se dializa frente a agua destilada durante 1-2 dfas, se concentra en rotavapor y

se determina el contenido en azucares totales y xiloglucano.

Obtenciéon de oligosacaridos del xiloglucano. Identificacién por

cromatografia liquida en capa fina

Se incubaron 0,1 g de hemicelulosas en 10 ml de acido acético 50 mM ajustado
con NaOH 1 M a pH 4,7 con 10 mg de celulasa de Trichoderma reesei (ATCC
26921, C-8546 Sigma Che. Co.) durante 3 horas a 25 °C. Se centrifugd 5
minutos a 2500 g y el sobrenadante se separé por cromatografia de exclusion
molecular en columna de Bio-Gel® P-2 Fine (Bio-Rad. California, EEUU)
eluida con 4cido acético 50 mM ajustado con piridina a pH 4,7. Se recogieron
100 fracciones de 2 ml cada una y se cuantificaron los aztcares totales con el
objetivo de acotar el pico donde eluyen los heptasacaridos. Se evaporaron las
fracciones seleccionadas para eliminar la piridina y el acido acético y se
diluyeron en agua. Se cargaron 20 ug de azucares de cada fraccion y se

identificaron los oligosacaridos por TLC (cromatografia en capa fina) en
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cromatofolios (20 x 20 cm) AL Silica gel 60 Fass (Merck, Darmstadt, Alemania)
usando como solvente protanolnitrometano:agua  (5:2:3;  v/v/v) 'y
maltoheptaosa y glucosa (Sigma Che. Co.) como patrones. Se revel6 la placa
pulverizando etanol:H2SOy4 (9:1; v/v) e incubando 10 minutos a 100 °C. Los
oligosacaridos se identificaron mediante el valor de R¢ de la muestra que indica
la distancia que migra el oligosacarido respecto al frente del solvente en la placa,

en funcién de su estructura y tamafio. (Fry, 1988)

Marcaje e identificacion de oligosacaridos del xiloglucano con [3H]

Se tomaron 3 mg del heptasacarido XXXG, identificado por cromatografia
liquida en capa fina y se mezclaron con 925 MBq de NaBs;Hi (0,946 mg,
radioactividad especifica 37 TBq/mol) en 250 pul de NH4OH IN. La muestra
se dejo durante 18 horas a temperatura ambiente para asegurarse de que los
azdcares se habian reducido a alditoles. Se afiadieron 250 pl de acido acético
glacial y se mantuvo en agitacion durante 18 horas, para eliminar el exceso de
borohidruro y el desprendimiento de 3Hz. Después se llevé el alditol marcado a
un volumen de 1 ml con acido acético:piridina:agua (1/1/98). Se desalé en una
columna de Bio-Gel® P-2 Fine (Bio-Rad. California, EEUU), se recogieron
fracciones de 1 ml y se les cuantificé la radioactividad y el contenido en
azucares de cada una de ellas. Se identificaron las fracciones que contenian el
XXXG marcado con tritio y se mezclaron. Se determiné la radioactividad
especifica resultando 8,6 TBq/mol y la eficiencia porcentual del marcaje, que

fue de 23,2%. Tras alicuotarse se congel6 a -25 °C.

Analisis bayesiano de datos

Los analisis estadisticos suele ser dificiles de implementar en ciertos modelos
biolégicos, los cuales se adaptan mejor a un analisis que consideré los
antecedentes previos del suceso y los asocie con los esperados. Por ello, se
aplic6 el andlisis Bayesiano a los datos de extensibilidad de hipocétilos,
productividad de las plantas, dureza de los frutos y produccién de etileno de los
estadios de maduracion de los mismos, puesto que se ajustan perfectamente al

axioma explicado anteriormente.
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Asi, el analisis Bayesiano permite la comparaciéon de dos medias estrictamente
positivas (W y lo) de dos poblaciones con distribuciéon normal y la misma
varianza desconocida (02). Se basa en muestras tomadas al azar y cuyos
tamafios pueden ser distintos, como por ejemplo: x={x1,..., xa} donde N(x
| ,0) vy = {11,..., )m} desde N(y | H2,0). El valor de interés es el ratio entre las
medias de las poblaciones (@=p1/|L2), el cual es necesario para la obtencién de
la distribucién posterior (d | x;, y). Haciendo uso del algoritmo propuesto por
Bernardo, 1979 y Berger y Bernardo, 1992 y considerando que las muestras
tienen un tamafo moderado donde n = 1, m = 1y §2=n); (xi-x)2+ m}; (ji-

y)2, podemos expresar el paradigma Bayesiano como sigue:

P |x, 5) = N(®@ | x/y, V($*/n+m) (nx*+my?/mny)))
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EL CULTIVO DEL TOMATE

Origen

El origen del género Solanum lycopersicum L. se localiza en la region andina que se
extiende desde el sur de Colombia al norte de Chile, pero fue en México donde
se domestic6. Durante el siglo XVI se consumian en México tomates de
distintas formas y tamafos e incluso verdes y amarillos, pero por entonces ya
habfan sido traidos a Espafia y servian como alimento en el Mediterraneo. En
otros paises europeos solo se utilizaban en farmacia y asi se mantuvieron en
Alemania hasta comienzos del siglo XIX. Los espafioles y portugueses
difundieron el tomate a Oriente Medio y Africa, y de alli a otros paises asiaticos,

y de Europa también se difundi6 a Estados Unidos y Canada.

Taxonomia y morfologia
Familia: Solanaceae.

Especie: Solanum lcopersicum 1.. (Olmstead y Palmer, 1997). Antes denominado:
Lycopersicum esculentum Mill.

Planta: Perenne de porte arbustivo que se cultiva como anual. Puede
desarrollarse de forma rastrera, semierecta o erecta. Existen vatiedades de
crecimiento limitado (determinadas) y otras de crecimiento ilimitado

(indeterminadas).

Sistema radicular: Raiz principal (corta y débil), raices secundarias (numerosas

y potentes) y raices adventicias.

Tallo principal: Eje con un grosor que oscila entre 2-4 cm en su base, sobre el
que se van desarrollando hojas, tallos secundarios (ramificaciéon simpoidal) e

inflorescencias.
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Hoja: Compuesta e imparipinnada, con foliolos peciolados, lobulados y con
borde dentado, en numero de 7 a 9 y recubiertos de pelos glandulares. Las
hojas se disponen de forma alternativa sobre el tallo. LLos haces vasculares son

prominentes, sobre todo en el envés, y constan de un nervio principal.

Flor: Es perfecta, regular e hipdgina y consta de 5 o mads sépalos, de igual
nimero de pétalos de color amarillo y dispuestos de forma helicoidal a
intervalos de 135°, de igual nimero de estambres soldados que se alternan con
los pétalos y forman un cono estaminal que envuelve al gineceo, y de un ovario
bi o plurilocular. Las flores se agrupan en inflorescencias de tipo racemoso
(dicasio), generalmente en numero de 3 a 10. Es frecuente que el eje principal
de la inflorescencia se ramifique por debajo de la primera flor formada dando
lugar a una inflorescencia compuesta, de forma que se han descrito algunas con
mas de 300 flores. La primera flor se forma en la yema apical y las demas se
disponen lateralmente por debajo de la primera, alrededor del eje principal. La
flor se une al eje floral por medio de un pedicelo articulado que contiene la
zona de abscision, que se distingue por un engrosamiento con un pequefio
surco originado por una reduccion del espesor del cortex. Las inflorescencias se

desarrollan cada 2-3 hojas en las axilas.

Fruto: Baya bi o plurilocular que puede alcanzar un peso que oscila entre unos
pocos miligramos y 600 gramos. Estid constituido por el pericarpo, el tejido
placentario y las semillas. El fruto puede recolectarse separandolo por la zona
de abscision del pedicelo, como ocurre en las variedades industriales, en las que
es indeseable la presencia de parte del peciolo, o bien puede separase por la

zona peduncular de union al fruto.

Importancia econdémica y distribucion geografica

El tomate es la hortaliza mas difundida en todo el mundo y la de mayor valor
econémico. Su demanda aumenta continuamente y con ella su cultivo,

produccién y comercio. El incremento anual de la produccion en los tltimos
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afios se debe principalmente al aumento en el rendimiento, y en menor

proporcion, al aumento de la superficie cultivada.

El tomate en fresco se consume principalmente en ensaladas, cocido o frito.

En mucha menor escala se utiliza como encurtido.

Paises Produccion Grecia 2.000.000
omates 00z Federacion de Rusia  1.950.000
(toneladas) Chile 1.200.000
China 25.466.211 Portugal 1.132.000
Estados Unidos 10.250.000 Ucrania 1.100.000
Turquia 9.000.000 Uzbekistan 1.000.000
India 8.500.000 Marruecos 881.000
ITtalia 7.000.000 Nigeria 879.000
Egipto 6.328.720 Francia 870.000
Espafia 3.600.000 Tanez 850.000
Brasil 3.518.163 Argelia 800.000
Iran 3.000.000 Japén 797.600
México 2.100.000 Argentina 700.000
Fuente: F.A.O.

Tipos de tomates comercializados
Principales tipos de tomate comercializados:

Tipo Beef: Plantas vigorosas hasta el 6°-7° racimos, a partir del cual pierde
bastante vigor coincidiendo con el engorde de los primeros racimos. Frutos de
gran tamaflo y poca consistencia. Produccién precoz y agrupada. Cierre pistilar

irregular.

Tipo Marmande: Plantas poco vigorosas que emiten de 4 a 6 racimos
aprovechables. El fruto se caracteriza por su buen sabor y su forma acostillada,

achatada y multilocular, que puede variar en funcion de la época de cultivo.
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Tipo Vemone: Plantas finas y de hoja estrecha, de porte indeterminado y
marco de plantacion muy denso. Frutos de calibre grande que presentan un
elevado grado de acidez y azucar, inducido por el agricultor al someterlo a

estrés hidrico. Son variedades con pocas resistencias a enfermedades.

Tipo Money Maker: Plantas de porte generalmente indeterminado. Frutos de

calibre mediano, lisos, redondos y con buena formacién en racimo.

Tipo Cocktail: Plantas muy finas de crecimiento indeterminado. Frutos de
peso comprendido entre 30 y 50 gramos, redondos, generalmente con 2 16culos,
sensibles al rajado y usados principalmente como adorno de platos. También
existen frutos aperados que presentan las caracteristicas de un tomate de
industria debido a su consistencia, contenido en sélidos solubles y acidez,

aunque su consumo se realiza principalmente en fresco.

Tipo Cereza (Cherry): Plantas vigorosas de crecimiento indeterminado. Frutos
de pequefio tamafio y de piel fina con tendencia al rajado, puesto que es muy
sensible a los cambios bruscos de temperatura. Se agrupan en ramilletes de 15 a

mas de 50 frutos. Sabor dulce y agradable.

Tipo Larga Vida: Tipo mayoritariamente cultivado en la provincia de Almerfa.
La introducciéon de los genes Nory Rin es la responsable de su larga vida,
confiriéndole mayor consistencia y gran conservacion de los frutos de cara a su
comercializacién, en detrimento del sabotr. Generalmente se buscan frutos de
calibres grandes y medianos, de superficie lisa y coloracion uniforme anaranjada

0 roja.

Tipo Ramillete: Cada vez mas presente en los mercados, resulta dificil definir
que tipo de tomate es ideal para ramillete, aunque generalmente se buscan las
siguientes caracteristicas: frutos de calibre mediano, de color rojo vivo, insertos

en ramilletes en forma de raspa de pescado.
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Requerimientos edafoclimaticos

El manejo racional de los factores climaticos de forma conjunta es fundamental
para el funcionamiento adecuado del cultivo, ya que todos se encuentran
estrechamente relacionados y la actuacion sobre uno de estos incide sobre el

resto.

Temperatura: La temperatura 6ptima de desarrollo oscila entre 20 y 30 °C
durante el dfa y entre 1y 17 °C durante la noche; temperaturas superiores a los
30-35 °C afectan a la fructificacion, por mal desarrollo de 6vulos y al desarrollo
de la planta en general y del sistema radicular en particular. Temperaturas
inferiores a 12-15 °C también originan problemas en el desarrollo de la planta.
A temperaturas superiores a 25 °C e inferiores a 12 °C la fecundacién es

defectuosa o nula.

LLa maduracion del fruto esta muy influida por la temperatura en lo referente
tanto a la precocidad como a la coloracién, de forma que valores cercanos a los

10 °C asi como superiores a los 30 °C originan tonalidades amarillentas.

No obstante, los valores de temperatura descritos son meramente indicativos,
debiendo tener en cuenta las interacciones de la temperatura con el resto de los

parametros climaticos.

Humedad: La humedad relativa 6ptima oscila entre un 60% y un 80%.
Humedades relativas muy elevadas favorecen el desarrollo de enfermedades
aéreas, fungicas y el agrietamiento del fruto, ademas de dificultar la fecundacion,
debido a que el polen se compacta, abortando parte de las flores. El rajado del
fruto igualmente puede tener su origen en un exceso de humedad edafica o
riego abundante tras un perfodo de estrés hidrico. También una humedad

relativa baja dificulta la fijacién del polen al estigma de la flor.

Luminosidad: Valores reducidos de luminosidad pueden incidir de forma
negativa sobre los procesos de la floracion, fecundacion asi como el desarrollo
vegetativo de la planta. En los momentos criticos durante el periodo vegetativo
resulta crucial la interrelacién existente entre la temperatura diurna y nocturna y

la luminosidad.
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Suelo: La planta de tomate no es muy exigente en cuanto a suelos, excepto en
lo que se refiere al drenaje, aunque prefiere suelos sueltos de textura siliceo-
arcillosa y ricos en materia organica. No obstante, se desarrolla perfectamente
en suelos arcillosos enarenados. En cuanto al pH, los suelos pueden ser desde
ligeramente acidos hasta ligeramente alcalinos cuando estan enarenados. Es la
especie cultivada en invernadero que mejor tolera las condiciones de salinidad
tanto del suelo como del agua de riego.

Fertilizacion carbénica: La aportacion de CO: permite compensar el
consumo de las plantas y garantiza el mantenimiento de una concentracion
superior a la media en la atmodsfera del invernadero; asi la fotosintesis se
estimula y se acelera el crecimiento de las plantas. Del enriquecimiento en CO2
del invernadero depende la calidad, la productividad y la precocidad de los
cultivos. Hay que tener presente que un exceso de COz produce danios debidos
al cierre de los estomas, que cesan la fotosintesis y pueden originar quemaduras.
En el cultivo del tomate las cantidades 6ptimas de COz son de 700-800 ppm.
En cuanto a los rendimientos netos dan incrementos del 15-25% en funcién

del tipo de invernadero y el sistema de control climatico.

Particularidades del cultivo

Marcos de plantaciéon: El marco de plantacion se establece en funcion del
porte de la planta, que a su vez dependera de la variedad comercial cultivada. El
mas frecuentemente empleado es de 1,5 metros entre lineas y 0,5 metros entre
plantas, aunque cuando se trata de plantas de porte medio es comun aumentar
la densidad de plantacion a 2 plantas por metro cuadrado con marcos de 1 m x
0,5 m. Cuando se tutoran las plantas con perchas, las lineas deben ser
“pareadas” para poder pasar las plantas de una linea a otra formando una
cadena sin fin, dejando pasillos amplios para la bajada de perchas
(aproximadamente de 1,3 m) y una distancia entre lineas conjuntas de unos 70

cm.

Poda de formacion: Es una practica imprescindible para las variedades de

crecimiento indeterminado. Se realiza a los 15-20 dias del trasplante con la
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aparicion de los primeros tallos laterales, que seran eliminados, al igual que las
hojas mas viejas, mejorando as{ la aireaciéon del cuello y facilitando la
realizacion del aporcado. Asi mismo se determinara el nimero de tallos a dejar
por planta. Son frecuentes las podas a 1 o 2 brazos, aunque en tomates de tipo

Cherry suelen dejarse 3 y hasta 4 tallos.

Aporcado y rehundido: Practica que se realiza en suelos enarenados tras la
poda de formacion, con el fin de favorecer la formaciéon de un mayor nimero
de raices, y que consiste en cubrir la parte inferior de la planta con arena. El
rehundido es una variante del aporcado que se lleva a cabo doblando la planta,
tras haber sido ligeramente rascada, hasta que entre en contacto con la tierra,
cubriéndola ligeramente con arena, dejando fuera la yema terminal y un par de

hojas.

Tutorado: Es una practica imprescindible para mantener la planta erguida y
evitar que las hojas, y sobre todo los frutos, toquen el suelo, mejorando asf la
aireacion general de la planta y favoreciendo el aprovechamiento de la radiacion
y la realizacion de las labores culturales. Todo ello repercutira en la produccién

final, calidad del fruto y control de las enfermedades.

La sujecion suele realizarse con hilo de polipropileno (rafia) sujeto de una
extremo a la zona basal de la planta (liado, anudado o sujeto mediante bridas) y
de otro a un alambre situado a determinada altura por encima de la planta (1,8-
2,4 m sobre el suelo). Conforme la planta va creciendo se va liando o sujetando
al hilo tutor mediante bridas, hasta que la planta alcance el alambre. A partir de

este momento existen tres opciones:

- Bajar la planta descolgando el hilo. Este sistema esta empezando a
introducirse con la utilizacién de un mecanismo de sujecion denominado “de
perchas”, que consiste en colocar las perchas con hilo enrollado alrededor de
ellas para ir dejandolo caer conforme la planta va creciendo, sujetandola al hilo
mediante clips. De esta forma la planta siempre se desarrolla hacia arriba,
recibiendo el maximo de luminosidad, por lo que incide en una mejora de la

calidad del fruto y un incremento de la produccion.



EL CULTIVO DEL TOMATE 295

- Dejar que la planta crezca cayendo por propia gravedad.

- Dejar que la planta vaya creciendo horizontalmente sobre los alambres del

emparrillado.

Destallado: Consiste en la eliminaciéon de brotes axilares para mejorar el
desarrollo del tallo principal. Debe realizarse con la mayor frecuencia posible
(semanalmente en verano-otofio y cada 10-15 difas en invierno) para evitar la
pérdida de biomasa fotosintéticamente activa y la realizaciéon de heridas. Los
cortes deben ser limpios para evitar la posible entrada de enfermedades. En
épocas de riesgo es aconsejable realizar un tratamiento fitosanitario con algin

fungicida-bactericida cicatrizante, como pueden ser los derivados del cobre.

Deshojado: Es recomendable tanto en las hojas senescentes, con objeto de
facilitar la aireacién y mejorar el color de los frutos, como en hojas enfermas,
que deben sacarse inmediatamente del invernadero, eliminando asf la fuente de

indculo.

Despunte de inflorescencias y aclareo de frutos: Ambas practicas estan
adquiriendo cierta importancia desde hace unos afios, con la introduccién del
tomate en racimo, y se realizan con el fin de homogeneizar y aumentar el
tamafo de los frutos restantes, asi como su calidad. Se distinguen dos tipos de
aclareo: el aclareo sistematico sobre los racimos, dejando un numero de frutos
fijo, eliminando los frutos inmaduros mal posicionados. Y el aclareo selectivo
sobre frutos, que reunen determinadas condiciones independientemente de su
posicion en el racimo; como pueden ser: frutos dafiados por insectos, deformes

y aquellos que tienen un reducido calibre.

Fertirrigacion: En los cultivos protegidos de tomate el aporte de agua y gran
parte de los nutrientes se realiza de forma generalizada mediante riego por
goteo y va ser funcion del estado fendlogico de la planta asi como del ambiente
en que ésta se desarrolla (tipo de suelo, condiciones climaticas, calidad del agua

de riego, etc.).

En cultivo en suelo y en enarenado; el establecimiento del momento y volumen

de riego vendra dado basicamente por los siguientes parametros:
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- Tension del agua en el suelo (tension matrica), que se determinara mediante
un manejo adecuado de tensiometros, siendo conveniente regar antes de

alcanzar los 20-30 centibares.

- Tipo de suelo (capacidad de campo, porcentaje de saturacion).

- Evapotranspiracion del cultivo.

- Eficacia de riego (uniformidad de caudal de los goteros).

- Calidad del agua de riego (a peor calidad, mayores son los volimenes de agua).

En la practica en los enarenados de Almerfa la frecuencia de riego para un
cultivo ya establecido es de 2-3 veces por semana en invierno, aumentando a 4-

7 veces por semana en primavera-verano, con caudales de 2-3 litros por planta.

En cultivo hidropoénico el riego estd automatizado y existen distintos sistemas
para determinar las necesidades de riego del cultivo, siendo el mas extendido el
empleo de bandejas de riego a la demanda. El tiempo y el volumen de riego

dependeran de las caracteristicas fisicas del sustrato.

En cuanto a la nutricién por los macroelementos, cabe destacar la
importancia de la relacién N/K a lo largo de todo el ciclo de cultivo, que suele
ser de 1/1 desde el trasplante hasta la floracién, cambiando hasta 1/2 e incluso
1/3 durante el petiodo de recoleccion. En el cultivo del tomate en racimo el
papel del potasio en la maduracién del tomate es esencial, pudiéndose emplear
en forma de nitrato potasico, sulfato potasico, fosfato monopotisico o

mediante quelatos.

La adicién de inhibidores de la nitrificacién ralentizan la oxidacién de amonio a
nitrato, de manera que el amonio se mantiene durante mas tiempo en el suelo,
ya que este tipo de fertilizantes afectan a las bacterias que participan en este
proceso. De esta manera el nitrégeno se suministra de forma gradual, ya que se
adapta a las necesidades de cada cultivo a lo largo de su periodo de desarrollo y
disminuyen las pérdidas de nitrato por lixiviacién y desnitrificacion, pues el
efecto contrario tiene lugar con la adicién de abonos minerales con elevado

contenido en nitrégeno amoniacal.
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El fésforo juega un papel relevante en las etapas de enraizamiento y floracion,
ya que es determinante sobre la formacién de rafces y sobre el tamafo de las
flores. En ocasiones se abusa de él, buscando un acortamiento de entrenudos
en las épocas tempranas en las que la planta tiende a ahilarse. Durante el
invierno hay que aumentar el aporte de este elemento, asi como de magnesio,

para evitar fuertes carencias por enfriamiento del suelo.

El calcio es otro macroelemento fundamental en la nutricion del tomate para
evitar la necrosis apical (blossom end rot), ocasionado normalmente por la
carencia o bloqueo del calcio en terrenos generalmente salinos o por graves

irregularidades en los riegos.

Entre los microelementos de mayor importancia en la nutricion del tomate
esta el hierro, que juega un papel primordial en la coloracion de los frutos, y en
menor medida en cuanto a su empleo, se sitian manganeso, zinc, boro y

molibdeno.

A la hora de abonar, existe un margen muy amplio de abonado en el que no se
aprecian diferencias sustanciales en el cultivo, pudiendo encontrar “recetas”
muy variadas y contradictorias dentro de una misma zona, con el mismo tipo
de suelo y la misma variedad. No obstante, para no cometer grandes errores,
no se deben sobrepasar dosis de abono total superiores a 2 g 1-1, siendo comun

aportar 1 g 1-1 para aguas de conductividad préxima a 1 mS cm-1.

Actualmente se emplean basicamente dos métodos para establecer las

necesidades de abonado:

- En funcién de las extracciones del cultivo, sobre las que existe una amplia y

variada bibliograffa.

- En base a una solucién nutritiva “ideal” a la que se ajustaran los aportes
previo analisis de agua. Este método es el que se emplea en cultivos
hidropoénicos, y para poder llevarlo a cabo en suelo o en enarenado, requiere la
colocaciéon de sondas de succién para poder determinar la composicion de la
solucién del suelo mediante analisis de macro y micronutrientes, conductividad

eléctrica y pH.
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Los fertilizantes de uso mas extendidos son los abonos simples en forma de
solidos solubles (nitrato calcico, nitrato potasico, nitrato amoénico, fosfato
monopotasico, fosfato monoamonico, sulfato potasico, sulfato magnésico) y en
forma liquida (acido fosférico, acido nitrico), debido a su bajo coste y a que
permiten un facil ajuste de la solucién nutritiva, aunque existen en el mercado
abonos complejos sélidos cristalinos y liquidos que se ajustan adecuadamente,
solos o en combinacién con los abonos simples, a los equilibrios requeridos en

las distintas fases de desarrollo del cultivo.

El aporte de microelementos, que afios atras se habfa descuidado en gran
medida, resulta vital para una nutriciéon adecuada, pudiendo encontrar en el
mercado una amplia gama de sélidos y liquidos en forma mineral y en forma de
quelatos, cuando es necesario favorecer su estabilidad en el medio de cultivo y

su absorcién por la planta.

La clorosis férrica es caracteristica de especies que crecen en suelos calizos. La
deficiencia en hierro acorta el ciclo vital de las plantas, los rendimientos
disminuyen y los frutos son de peor calidad. El quelato férrico, es una de las
mejores soluciones para combatir la clorosis férrica, pero tienen un elevado
precio, por ello si se disminuyen las cantidades de quelato que se aplican se

reducirfan costos y aumentarfan los beneficios.

También se dispone de numerosos correctores de carencias tanto de macro
como de micronutrientes que pueden aplicarse via foliar o riego por goteo,
aminoacidos de uso preventivo y curativo, que ayudan a la planta en momentos
criticos de su desarrollo o bajo condiciones ambientales desfavorables, asi
como otros productos (acidos humicos y falvicos, correctores salinos, etc.), que
mejoran las condiciones del medio y facilitan la asimilacién de nutrientes por la

planta.

Las sustancias himicas complejan la mayorfa de los metales presentes en el
suelo, aumentando su disponibilidad en las plantas. Los aminoacidos también

juegan un papel importante en la captacion de nutrientes.
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La fertirrigacion carbonica consiste en el uso de agua carbonatada para el riego.
El agua carbonatada se consigue mediante la inyecciéon de COz a presion en la
tuberfa principal de manera que al disolverse en el agua de riego produce acido
catbonico que reduce el pH del agua y origina diversos bicarbonatos al
reaccionar con carbonatos y otras sales presentes en el agua. El agua
carbonatada recibe a continuacion los fertilizantes habituales para el riego cuya
solubilidad mejora en un agua ligeramente acida.

La utilizaciéon del agua carbonatada es rentable en el cultivo del tomate;
encontrandose la dosis 6ptima en torno a los 0,20 g de CO, 1-1, produciendo
los mayores incrementos de cosecha. El mayor tamafio de los frutos se alcanza
con una dosis de 0,35 g de COz I-1.

Plagas y enfermedades
Plagas

- Arafia roja (Tetranychus urticae (koch), T. turkestani (Ugarov & Nikolski) y T.
Indeni (Tacher)).

- Vasate (Aculops lycopersici (Masse)).

- Mosca blanca (Trialenrodes vaporariorum (West) y Bemisia tabaci (Genn.)).

- Pulgon (Aphis gossypii (Sulzer) y Myzus persicae (Glover)).

- Trips (Frankliniella occidentalis (Pergande)).

- Minadores de hoja (Liriomyza trifolii (Burgess), Lirionyza bryoniae, Liriomyza
strigata, Liriomyza buidobrensis).

- Orugas (Spodoptera exigna (Hubner), Spodoptera litoralis (Boisduval), Heliothis
armigera (Hubner), Heliothis peltigera (Dennis y Schiff), Chrysodeisis chalcites (Esper),
Auntographa gamma (L.)).

- Nematodos (Meloidogyne spp.).

Enfermedades
- Oidiopsis (Leveillula tanrica (Lev.) Arnaud)).

-Podredumbre gris (Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetrel. Botrytis cinerea (Pets)).
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- Podredumbre blanca (Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Bary).
- Mildiu (Phytophthora infestans (Mont.) de Bary).

- Alternariosis (Alternaria solani)

- Fusarium oxysporum £.sp. lycopersici (Sacc) Snyder & Hansen.

- Verticilinm dabliae Kleb.

- Mancha negra del tomate (Psexdomonas syringae pv. tomato (Okabe)).

Virus

- TSWV: Tomato Spotted Wilt Virus.

- TYLCV: Tomato Yellow Leaf Curl Virus.
- ToMV: Tomato Mosaic Virus.

- PVY: Potato Virus Y.

- TBSV: Tomato Bushy Stunt Virus.

- PepMV: Pepino Mosaic Virus.

Alteraciones del fruto

ANEXO II

Podredumbre apical (blossom-end rot): Comienza con la aparicién de

lesiones de color tostado claro, que al aumentar de tamafio se oscurecen y se

vuelven coriaceas, y que a menudo pueden ser enmascaradas por una

podredumbre negra secundaria. Comienza por la zona de la cicatriz pistilar,

aunque puede también producirse en alguno de los lados. En ocasiones, se

producen lesiones negras internas que no son visibles en el exterior del fruto.

La apariciéon de esta fisiopatia estd relacionada con niveles deficientes de calcio

en el fruto. El estrés hidrico y la salinidad influyen también directamente en su

aparicion. Existen también distintos niveles de sensibilidad varietal. Los frutos

afectados por podredumbre apical maduran mucho mas rapidamente que los

frutos normales.
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Tejido blanco interno: Depende del cultivar y de las condiciones ambientales.
Normalmente solo se producen unas cuantas fibras blancas dispersas por el
pericarpio, aunque la formacién de tejido blanco se encuentra generalmente en
la capa mas externa del fruto. En ocasiones, el tejido afectado se extiende desde
el centro del fruto. Este fisiopatia puede ser muy variable, por ejemplo en
tomates de un mismo racimo pueden diferir entre si en cuanto a la cantidad de

tejido blanco que se forma en ellos.

Un estado nutricional adecuado, especialmente en cuanto al potasio, reduce la
formacion de tejido blanco. Se recomienda evitar condiciones de estrés y

emplear cultivares tolerantes.

Rajado de frutos: Existen dos tipos de rajado en el fruto de tomate: el
concéntrico y el radial. El agrietado concéntrico consiste en la rotura de la
epidermis formando patrones circulares alrededor de la cicatriz peduncular. El
agrietado radial consiste en una rotura que irradia desde la cicatriz peduncular
hacia el pistilar. Las principales causas de esta alteracion son: desequilibrios en
los riegos y fertilizacion y bajada brusca de las temperaturas nocturnas después
de un periodo de calor. Los frutos expuestos al ambiente se agrietan mas
facilmente que los que se encuentran protegidos por el follaje; esto es debido a
las grandes fluctuaciones de temperatura que resultan de la exposicion directa a
los rayos de sol y que durante los periodos de lluvia, los frutos expuestos al sol

se enfrian rapidamente.

"Catface' o cicatriz lefiosa pistilar: Los tomates con esta fisiopatia carecen
normalmente de forma y presentan grandes cicatrices y agujeros en el extremo
pistilar del fruto. En ocasiones, el fruto tiene forma arrifionada con largas
cicatrices. Una de las causas es el clima frio, la poda también puede incrementar
este tipo de deformacién bajo ciertas condiciones y los niveles altos de

nitrégeno pueden agravar el problema.
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Recoleccion

Normas para Tomates: L.a minima madurez para cosecha (Pitén Verde) se
define en términos de la estructura interna del fruto: las semillas estan
completamente desarrolladas y no se cortan al rebanar el fruto; el material

gelatinoso esta presente en al menos un léculo y se esta formando en otros.

Tomates de Larga Vida (Shelf-Life Tomatoes): La maduracién normal se
ve severamente afectada cuando los frutos se cosechan en el estado Pitén
Verde. LLa minima madurez de cosecha corresponde al estadio Naranja, en este
estadio mas del 30% pero no mas del 60% de la superficie del fruto muestra un

color rosa-rojo.

Tomate en racimo: El ritmo de recoleccién debe adaptarse a la maduracion
de los racimos. En invierno con invernadero sin calefaccion y ciclo largo, se
efectuaran pases con una regularidad de 15/20 dias, mientras que a finales de

primavera puede llegar a 7/10 dias.

Post-cosecha

Calidad: La calidad del tomate estandar se basa principalmente en la
uniformidad de forma y en la ausencia de defectos de crecimiento y manejo. El
tamafio no es un factor que defina el grado de calidad, pero puede influir de
manera importante en las expectativas de su calidad comercial. L.a norma
comunitaria distingue cuatro tipos de tomates: redondos lisos, asurcados,
oblongos o alargados y tomates cherry (cerezas) y cocktail (adorno). Existen

tres categorias, segin la calidad de los frutos: Extra, primera y segunda.

Forma: Bien formado, redondo, forma globosa, globosa aplanada u ovalada,

dependiendo del tipo.

Color: Color uniforme (anaranjado-rojo a rojo intenso; amarillo claro). Sin

hombros verdes.

Apariencia: Lisa y con las cicatrices correspondientes a la punta floral y al

pedunculo pequefias. Ausencia de grietas de crecimiento, cara de gato o cicatriz
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lefiosa pistilar (cat face), sutura (zippering), quemaduras de sol, dafios por

insectos y dafio mecanico o magulladuras.

Firmeza: Firme al tacto. No debe estar suave ni se debe deformar facilmente

debido a sobremadurez.

Temperaturas 6ptimas: Piton: 12,5-15 °C. Naranja: 10-12,5 °C. Maduro: 7-
10 °C de 3 a 5 dias. Los tomates Pitén Verde pueden almacenarse a 12,5 °C
durante 14 dfas antes de madurarlos sin reduccién significativa de su calidad
sensorial y desarrollo de color. La pudricion puede aumentar si se les almacena
mas de dos semanas a esta temperatura. Después de alcanzar el estado Maduro,
la vida es generalmente de 8 a 10 dias si se aplica una temperatura dentro del
intervalo recomendado. Durante la distribucién comercial es posible encontrar
que se aplican temperaturas de transito o de almacenamiento de corto plazo
inferiores a lo recomendado, pero es muy probable que ocurra dafio por frio
después de algunos dias. Se ha demostrado que se puede extender la vida de

almacenamiento del tomate con la aplicacion de atmosfera controlada.

Temperaturas de maduracion: 18-21 °C; 90-95% HR para una maduracién

normal, 14-16 °C para una maduracién lenta (por ejemplo, en transito).

Daiio por frio: Los tomates son sensibles al dafio por frio a temperaturas
inferiores a 10 °C si se les mantiene en estas condiciones durante 2 semanas o a
5 °C por un periodo mayor a los 6-8 dias. Los sintomas del dafio por frio son
alteracion de la maduracién (incapacidad para desarrollar completo color y
pleno sabor, aparicién irregular del color o manchado, suavizacién prematura),
picado (depresiones en la superficie), pardeamiento de las semillas e incremento
de pudriciones (especialmente pudricion negra, black mold, causada por
Alternaria spp.). El dafio por frio es acumulativo y puede iniciarse en el campo

antes de la cosecha.

Humedad relativa 6ptima: 90-95%; la humedad relativa alta es esencial para
maximizar la calidad post-cosecha y prevenir la pérdida de agua (desecacion).

Los periodos prolongados de elevada humedad o la condensacién pueden
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incrementar las pudriciones de la cicatriz del pedunculo y de la superficie del

fruto.

Tasa de respiracion: mL CO; x kg-1 x h-1

Temperatura 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C
Verde Maduro 3-4NR 6-9 8-14 14-21 18-26
Madurando 7-8 12-15 12-22 15-26

NR: no recomendada por mas de unos dias debido al dafio por frio.

Tasa de produccion de etileno: 1,2-1,5ul. kg-1h-1 2 10 °C y 4,3-4,9ul. kg-1h-
1 a 20 °C. Los tomates son sensibles al etileno presente en el ambiente, ya que
este gas inicia su maduracion. Los tomates madurando producen etileno a una
tasa moderada por lo que no deben almacenarse o transportarse con productos

sensibles al etileno como las lechugas y los pepinos.

Maduracion: Una maduracién rapida ocurre a temperaturas entre 12,5-25 °C;
HR 90-95%; etileno 100 ppm. Debe mantenerse una buena circulacion de aire
para asegurar uniformidad en la temperatura del cuarto de maduracion y
prevenir la acumulacién de COs. El CO; retarda la accién del etileno para
estimular la maduracién. La temperatura 6ptima de maduracién que asegura
buena calidad sensorial y nutricional es de 20 °C. A esta temperatura el
desarrollo de color es 6ptimo y la retencién de vitamina C alta. Los tomates
separados de la planta y madurados a temperaturas superiores a 25 °C
desarrollan un color mas amarillo y menos rojo y son mas blandos. El
tratamiento con etileno generalmente dura 24-72 h. Algunas veces se aplica un
segundo tratamiento después del re-envasado cuando se cosechan

accidentalmente frutos verde inmaduros.

Efectos de atmoésferas controladas o modificadas (Church y Parsons, 1995;
Phillips, 1996): El almacenamiento en atmosfera controlada o modificada
ofrece un beneficio moderado. Las bajas concentraciones de Oz (3-5%)
retrasan la maduraciéon y el desarrollo de pudriciones en la cicatriz del

pedunculo y en la superficie sin afectar severamente la calidad sensorial para la
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mayoria de los consumidores. Se han reportado hasta 7 semanas como periodo
de almacenamiento usando una combinacién de 4% O, 2% COz y 5% CO. Asf,
las caracteristicas de los materiales que forman el embalaje donde se

comercializan los frutos juegan un papel muy importante.

Tratamientos post-cosecha: Una vez que separamos al fruto de la planta
existen una serie de factores que alteraran el desarrollo y la calidad de los
mismos, los cuales deberemos controlar y reducir para alargar la vida post-
cosecha. Asi, los dafios mecanicos, la transpiracion, las alteraciones fisiologicas
(dafio por frio), las ocasionadas por deficiencias minerales (absorcion,
transporte, distribucién y utilizacion en la planta) y las alteraciones
microbiolégicas (superficiales o externas) constituyen los factores que pueden

mermar el desarrollo y la calidad de los frutos.

Para minimizar el efecto de la transpiracién se aplican practicas de control de
humedades relativas altas y corrientes de aire, ademas de embalajes apropiados

y uso de materiales impermeables en contacto con los frutos.

Los dafios por frio se evitan conociendo la fisiologica hortofructicola y con los
tratamientos de aclimataciéon a las bajas o altas temperaturas o en
almacenamiento isobarico, donde las concentraciones de los gases estan
controladas, de modo que minimiza los dafios térmicos, puesto que hace

menos sensibles a los frutos (Sapitnitskaya et al., 2000).

Las deficiencias en minerales de calcio, boro, sodio, potasio, fésforo y
nitrégeno ocasionadas en la planta por problemas en la absorcion de la raiz, el
transporte por el tronco, la distribucion por las ramas y utilizacion por el fruto
provocan disminucion de la calidad y de la capacidad de almacenamiento. La
solucion debe buscarse en la adecuacion y control de las practicas agricolas que

evitaran estas deficiencias nutricionales.

Las alteraciones microbiolégicas pueden ser externas e internas, pero solo si
existe una herida que permita la entrada del patégeno. Asi, de forma rutinatia
se les aplica a los frutos una técnica denominada “curado” donde los frutos

desarrollan diferentes productos que constituirin el “peridermo”. Este
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tratamiento consiste en mantener los frutos durante 10 o 15 dfas a una
temperatura de entre 7 y 15 °C y una humedad relativa del 95%. Estas
alteraciones pueden ser tratadas mediante tratamientos fisicos, como el control
de temperatura y humedad relativa, la inmersion en agua caliente y las
radiaciones ionizantes (Maneerat et al., 2003; Maneerat y Hayata, 20006), con
tratamientos quimicos, como los fungicidas, cloro (Roberts y Reymond, 1994),
anhidrido sulfuroso, tratamientos cereos (ademas protegen de la pérdida de
agua) o por ultimo con tratamientos de biocontrol (Janisiewicz y Bors, 1995;

Leverentz et al., 20006).

Asimismo, se han diseflado frutos transgénicos para influir en el retraso de la
maduracién mediante la modificacién de ciertas enzimas que metabolizan la
pared celular, como los tomates FLAVR SAVR ™ (Calgene), que tienen

modificada la expresion de la poligalacturonasa.

Comercializacion

La competencia en el mercado del fruto fresco del tomate, hace que los
sistemas de comercializacion planteen la obtencién de una nueva gama de
productos que permita llegar a un segmento de mercado definido. En el caso
del tomate, la obtencién de nuevos cultivares es un objetivo continuado por las
diferentes casas comercializadoras de semillas abordado desde perspectivas

muy distintas.

El tomate en racimo se presenta como una nueva forma de comercializar este
producto con una expansion creciente. Para llevar a destino los frutos de

tomate en racimos se deben tener en cuenta los siguientes parametros:

- Numero de frutos y calibre: el mercado norteamericano demanda racimos de
4-5 frutos y calibres grandes, al contrario que el mercado britanico que

demanda racimos de 8-9 frutos y calibres medianos.

- Uniformidad tanto en la calidad como en la firmeza de los frutos.
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- Presentacion del racimo: Raquis bien formado y buena disposicién de los

frutos.

- Ausencia de defectos de polinizacién y cuajado.

- Resistencia al desprendimiento durante el proceso postcosecha.

- Sensacién de frescura: Raquis turgente, verde y con el aroma caracteristico.

El tomate cherry, conocido también como tomate cereza o enano, es una
hortaliza exética que se caracteriza por su fruto redondo, piel fina, color rojo al
madurar y sabor intenso. Este tipo de tomate puede presentarse tanto en rama
como suelto. El tomate cherry es muy apreciado en los mercados
internacionales, siendo sus principales importadores el Reino Unido, Alemania,
Estados Unidos, Francia y Canada. Este tipo de tomate se esta convirtiendo en
una hortaliza de consumo cotidiano que va ganando espacio en los lineales de
las grandes superficies, y no solo en las extranjeras, pues su introduccion en

nuestro pais se esta produciendo a un ritmo acelerado.

Valor nutricional

Valor nutricional del tomate por 100 g de sustancia comestible es el siguiente:

Residuos (%0): 0,0 Tiamina (mg): 0,06
Materia seca (g): 0,2 Riboflavina (mg): 0,04
Energfa (kcal): 20,0 Niacina (mg): 0,6
Proteinas (g): 1,2 Vitamina C (mg): 23
Fibra (g): 0,7 Valor Nutritivo

Calcio (mg): 7,0 Medio (VNM): 2,39
Hierro (mg): 0,6 VNM por 100 g

Caroteno (mg): 0,5 de materia seca: 38,5

Fuente: Grubben, 1977
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