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1.-INTERACCION FUSARIUM OXYSPORUM-TOMATE.

1.1.- Fusarium oxysporum

El género Fusarium se incluye dentro del grupo de los Fungi imperfecti
(Deuteromycetes), que engloba a hongos de los cuales solo se conocen procesos
de multiplicacién vegetativa por conidios y agrupa al mayor nimero de
representantes causales de enfermedades de plantas. Dentro del género Fusarium
se agrupan doce secciones con aproximadamente 40 especies ampliamente
distribuidas, siendo patégenos especialmente importantes en terrenos cultivados
de regiones templadas o tropicales. Fusarium oxysporum es €l miembro mas
importante de la seccion Elegans. Es un hongo cosmopolita, con multipies formas
especializadas, cuyo ciclo de vida incluye un crecimiento saprofitico y un
crecimiento parasitario con distintas fases cada uno de ellos (figura 1.1)
(Beckmam, 1987).

La fase parasitaria se inicia con la penetracion de los tejidos del huésped
y entrada a su sistema vascular; a continuacion se produce colonizacion del
sistema vascular con expresién de los sintomas en la planta. La fase saprofitica
de crecimiento se inicia cuando los tejidos infectados del huésped empiezan a
manifestar sintomas de senescencia y a morir. L.os fusaria vasculares, que s¢
ramifican por el tejido vascular invadiendo vigorosamente las células del
parénquima cortical, generan una substancial biomasa productora de
clamidosporas. Estas clamidosporas son las estructuras que permiten a las formas
patogénicas persistir en los suelos mucho tiempo después de que una cosecha
susceptible haya sido eliminada del mismo (Burges, 1981). La formacion de
clamidosporas empieza cuando los niveles de carbohidratos descienden en los
tejidos moribundos del huésped (Hsu y Lockwood, 1973). Se forman, terminal o

intercalarmente, a partir de hifas, tubos germinativos o macroconidios y
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generalmente estdn aisladas aunque ocasionalmente forman pares o cadenas.

Conforme los tejidos del huésped se desintegran, las clamidosporas son liberadas

al suelo, individualmente o junto con hifas en los restos vegetales. Una vez en ¢l

suelo son capaces de permanecer quiescentes durante varios afios gracias a la

pared fuertemente engrosada y a las reservas almacenadas, con fases de

crecimiento esporadicas mientras esté disponible una fuente de nutrientes

adecuada. Esta fuente de nutrientes, que puede proceder de exudados radiculares

de plantas, tanto huésped como no huésped, o de desechos organicos en el suelo,

estimula la germinacion de nuevas clamidosporas. Cuando la fuente de nutrientes

se agota, se forman nuevas clamidosporas con reservas frescas.
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Figura 1.1. Ciclo de vida de Fusarium oxysporum (Beckmam, 1987).
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Las distintas formas especializadas de Fusarium oxysporum son
morfoldgicamente similares aunque especificas de huésped (Snyder y Hansen,
1940) vy se diferencian en funcién de los huéspedes que pueden infectar. Algunas
formas especializadas (f. sp. betae, cyclaminis, fragariae, lycopersici..} son
especificas de un solo huésped, pero otras (f. sp. apii, cassiae, vasinfectum...)
pueden infectar a varias plantas huésped (Armstrong y Armstrong, 1975). Existen

también formas saprofiticas, sin capacidad parasitaria.
1.2. Interaccién tomate-Fusarium oxysporum.
1.2.1.- Cultivo de tomate.

Fl tomate cultivado, Lycopersicon esculentum Mill., es un miembro del
relativamente pequefio género Lycopersicon, perteneciente a la familia de las
Solanaceas y tiene su origen en una estrecha y elongada region montafiosa de los
Andes en Pert, Ecuador y Chile. La domesticacion y cultivo del tomate se
produjo en las primeras civilizaciones de Méjico a las que se atribuye también la
denominacién como "tomate", aunque no alcanzé la actual popularidad hasta el
siglo XIX. Su versatilidad en forma fresca o procesada y su adaptabilidad son
caracteristicas decisivas para su extensivo uso. El fruto de tomate, que e€s una
fuente importante de vitaminas A y C, contiene un 94-95 % de agua y el 5-6 %
restante consiste principalmente en é4cidos organicos y azicares que son los
responsables del sabor del fruto (Jones y cols., 1991).

Las condiciones de cultivo pueden afectar a la velocidad de crecimiento,
rendimiento y calidad del fruto. Los esfuerzos para la mejora del tomate durante
las pasadas décadas han llevado a la obtencién de numerosos cultivares para
diversos ambientes, métodos de produccién y uso nutritivo. Uno de los principales
focos de atencidn en esta mejora ha sido el desarrollo de cultivares resistentes a

las principales enfermedades del tomate (Jones y col., 1991).
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1.2.2.- La traqueomicosis producida por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Una de las enfermedades mas importante del tomate es la "fusariosis
vascular” o "traqueomicosis" producida por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
Snyd. & Hans. (FOL). El sintoma mas caracteristico provocado por FOL es el
marchitamiento: es una enfermedad tipicamente vascular en la que la principal
causa de la pérdida en rendimiento es el estrés hidrico derivado fundamentalmente
de la oclusion mecanica de los vasos xilematicos (Beckmam, 1987; Bishop y
Cooper, 1983b). El marchitamiento no es el Unico sintoma: se produce también
amarilleamiento y necrosis foliar, epinastia de peciolos, hiperplasia e hipertrofia
de tallos, formacion de raices adventicias, desfoliacion y atrofia de toda la planta.
El tejido vascular se vuelve pardo oscuro aunque la médula permanece sana, las
bases de los tallos afectados se alargan y las plantas mueren frecuentemente. La
causa que provoca esta oclusion ha sido objeto de un gran debate (Beckman,
1987). Posiblemente se deba a tilosas, geles y compuestos fendlicos producidos
por el huésped, y micelio y esporas del hongo depositados en los vasos
xilematicos, aumentando la resistencia al flujo del agua. Polisacaridos de alto peso
molecular producidos por el patdgeno y productos resultantes de la ruptura de la
pared han sido citados también como factores que pueden contribuir a la oclusién
(Bishop y Cooper, 1983b y 1984). Inicialmente, se propuso la implicacién de
toxinas fiingicas con actividad estimuladora de la transpiracioén como responsables
del marchitamiento, aunque actualmente se acepta totalmente la teoria de oclusion
mecdnica. FOL produce acido fusarico y licomarasmina, toxinas que aunque
poseen baja toxicidad, podrian ser transportadas en el flujo de la transpiracion mas
alla del drea de infeccidén y contribuir al desarrollo de la enfermedad (Beckman,
1987). Los demds sintomas, amarilleamiento de hojas, desarrollo de raices
adventicias, epinastia de los peciolos, hiperplasia e hipertrofia de los tallos,
desfoliacién y atrofia de la planta entera, han sido atribuidos a la malfuncién de

los tejidos deshidratados y al cambio en el balance hormonal (Beckman, 1987;
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Jones y col., 1991).

No existen datos concretos respecto al crecimiento saprofitico y persistencia
entre cosechas de FOL pero existe la evidencia de que su comportamiento
concuerda con la multiplicacion y persistencia de los fusaria en general (Beckman,
1987). El micelio producido a partir de las clamidosporas, presentes en suelos
infestados, invade las plantas de tomate a través de heridas existentes en su
sistema radicular, iniciando una nueva fase parasitaria. FOL puede hacer también
incursiones limitadas en la epidermis y corteza de plantas no huésped (huéspedes
"tolerantes"), aunque los efectos producidos en estas plantas son minimos. Sin
embargo estas transitorias infecciones de huéspedes tolerantes pueden contribuir
a la persistencia del patdgeno durante periodos largos de rotacion de cosechas.

Desde la primera referencia publicada sobre la marchitez producida en
tomate por FOL (Massee, 1895), su presencia ha sido citada al menos en 32
paises, a menudo como responsable de severas pérdidas econémicas. La
enfermedad contintia apareciendo como consecuencia del cultivo intensivo de
tomate asi como de la evolucién y diseminacién de nuevas formas del patégeno.
En el sur de Estados Unidos y en Europa la enfermedad es destructiva. Como
estos patdgenos, una vez establecidos, pueden persistir indefinidamente en los
suelos infestados, estas enfermedades provocan serios problemas. El uso de
variedades resistentes, especialmente la resistencia monogénica, ha sido y continta
siendo el principal medio de control. En aquellas zonas donde han sido cultivadas
durante varios afios variedades que incorporan el gen f, dominante para la
resistencia a la raza 1 de FOL, una nueva raza del patégeno ha aparecido, la raza
2. Esta raza ha sido también satisfactoriamente controlada por el descubrimiento
y posterior incorporacién de un nuevo gen dominante para la resistencia, el gen
]-2. Una tercera raza, la raza 3, inicialmente identificada en Brasil (Jones y Woltz,
1981), ha aparecido también en ¢l sur de Estados Unidos. También se ha
localizado resistencia monogénica a la raza 3 aunque atn no ha sido incorporada

en variedades comerciales.
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1.2.3.- Interacciéon con un nuevo patdgeno

En 1969 se reconoce en Japén una enfermedad causada por Fusarium, que
causa podredumbre en el cuello y raiz de plantas de tomate crecidas en
invernadero (Sato y Araki, 1974; Yamamoto y col., 1974) y en 1971 aparece en
California (Leary y Endo, 1971). Aislamientos de este nuevo patdgeno afectaban
a variedades de tomate resistentes a las razas | v 2 de Fusarium oxysporum
Schlecht. f.sp. lycopersici (Sacc.) Snyd. & Hans. En un principio se le consideré
una nueva raza de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici; sin embargo, las claras
diferencias en los sintomas, en la temperatura 6ptima de infeccion (27°C para
FOL y 18°C para el nuevo patdgeno) y en el tipo de interaccion, hacen que en
1978 Jarvis y Shoemaker propongan la denominaciéon de una nueva forma
especializada Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici Jarvis y Shoemaker
(FORL) (Jarvis y Shoemaker, 1978). Mas tarde el patégeno aparece en otras zonas
del hemisferio Norte: distintos estados de Estados Unidos, Canad4, Méjico,
Grecia, Italia, Israel, Francia, Holanda, Bélgica y Reino Unido (Benhamou y col.,
1989a). En Espaiia la enfermedad se declara en 1985 en los cultivos de tomate
bajo invernadero en la region de Murcia (Tello y Lacasa, 1988).

El primer sintoma de la enfermedad es un amarilleamiento de los margenes
de las hojas mas viejas, cuando el primer fruto estid cerca de la madurez. El
amarilleamiento va seguido de necrosis y colapso del peciolo foliar. Los sintomas
progresan lentamente hacia arriba apareciendo en hojas mds jovenes. Las plantas
infectadas por FORL se atrofian ligeramente, sus hojas se vuelven clordticas y en
las etapas terminales las plantas se marchitan y mueren. Pero el sintoma mas
caracteristico de FORL es una podredumbre de color marrén en el sistema
radicular y cuello de la planta. Todo el sistema radicular es afectado, mostrando
una podredumbre parda y seca de la corteza y del xilema. Pueden desarrollarse
lesiones en el tallo, en la linea del suelo o por encima, apareciendo en muchos

casos una lesion necrdtica que se extiende 10 a 30 cms. Después de lluvias o
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durante nieblas, se produce una esporulacion rosada del patdgeno a partir de las
lesiones necroticas expuestas (Benhamou y col, 1989a; Jones y col., 1991;
Sanchez y col., 1975; Tello y Lacasa, 1988).

Las esporas de FORL se encuentran en el suelo y en el aire de los
invernaderos infestados y una alta concentracion de clamidosporas en el suelo
sirve como inéculo. El hongo penetra en la raiz progresando por la raiz principal
y raices laterales, principalmente por medio de hifas intercelulares a través de la
corteza y, secundariamente a través del xilema. El xilema aparece decolorado
varios centimetros en avance del micelio (Jones y col., 1991).

Algunos aislamientos de FORL son ligeramente patégenos para Solanum
melongena y para Capsicum spp. y muchas leguminosas son moderadamente
susceptibles (Jones y col., 1991).

Aunque actualmente ya se dispone de cultivares comerciales de tomate que
han incorporado un gen dominante para la resistencia frente a FORL (Berry y
Hoakes, 1987), no se han obtenido cultivares con alto rendimiento que tengan una
resistencia completa y el patégeno esta causando importantes perdidas economicas
en amplias zonas del Hemisferio Norte (Beckman, 1987; Brammall y Higgins,
1988b; Kuninaga y Yokosawa, 1991; Rowe y cols., 1977; Tello y Lacasa, 1988;
Vakalounakis, 1988). Otros métodos de control tampoco han resultados efectivos:
los fungicidas permitidos en el mercado no resultan efectivos y otros métodos,
como ¢l uso de microorganismos antagénicos, utilizacién de substancias
alelopaticas o proteccion cruzada con aislamientos avirulentos de Fusarium spp.,

han tenido bajo grado de efectividad (Benhamou, 1992).
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2.- PENETRACION DE HONGOS PATOGENOS EN PLANTAS HUESPED

2.1.- Tipos de penetracién

En las interacciones planta-hongo patdégeno pueden diferenciarse tres
niveles de especializacién. El primer nivel incluye parisitos oportunistas que
entran en las plantas a través de heridas o requieren plantas debilitadas de algin
otro modo para la colonizacién. Estas especies fungicas se caracterizan
normalmente por un amplio rango de huéspedes y causan sé6lo sintomas leves. El
segundo nivel incluye patogenos verdaderos que pueden penetrar en plantas vivas
para crecer y reproducirse, pero que en ciertas circunstancias pueden sobrevivir
fuera de sus huéspedes. En este nivel se incluyen muchos de los mdas serios
fitopatdgenos; la mayoria son altamente virulentos sobre un numero limitado de
huéspedes. El tercer mivel, de mayor complejidad, incluye a los patégenos
obligados que requieren la planta huésped para completar su ciclo vital (Knogge,
1996).

Para colonizar las plantas los hongos han desarrollado a lo largo de la
evolucion estrategias que les permiten invadir los tejidos del huésped, optimizar
el crecimiento en los tejidos de las plantas y después propagarse. Muchos
parasitos fingicos oportunistas suelen depender de aberturas naturales o heridas
para la penetracion, pero muchos hongos fitopatégenos han adoptado mecanismos
que les permite atravesar activamente las barreras externas de las plantas, cuticula
y paredes celulares de las células epidérmicas. Para atravesar las superficies
intactas de las plantas, los hongos segregan gencralmente una mezcla de enzimas
hidroliticas (cutinasas, pectinasas, celulasas y proteasas, entre otras) (Cooper,
1983). Pero como estas enzimas son también necesarias para la vida saprofitica
no pueden ser consideradas como unos utensilios especificos adoptados por los
hongos para la patogénesis y cada enzima individual puede no ser necesaria para

la penetracién. Sin embargo, es posible que la estructura o la regulacién
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biosintética de alguna enzima pueda estar adaptada a las necesidades especificas
de un patégeno o a un huésped en particular (Knogge, 1996).

Alternativamente, o en combinacién con las enzimas hidroliticas, algunos
hongos han desarrollado un mecanismo mas complejo y sofisticado para penetrar
mecanicamente al interior del huésped; en general, los hongos fitopatégenos
forman organos de penetracion especializados llamados apresorios que se
diferencian al final de los tubos germinativos y que utilizan para unirse
firmemente a la superficie de la planta, en ocasiones ayudados por adhesivos
extracelulares. Cuando la penetracién es mecénica, en €l apresorio se genera una
alta presion hidrostatica que es enfocada efectivamente hacia una pequefia area en
la base del apresorio que esta libre de material de pared; a través de este pequefio
poro de penetracion se desarrolla una pinza de infeccion que penetra
mecanicamente a través de la cuticula y de la pared celular de la célula huésped,
posiblemente asistida también por enzimas hidroliticas. Una funcién similar es
atribuida a grupos de hifas fungicas agregadas en rizomorfos que pueden penctrar
a través de la peridermis intacta de las raices de las plantas (Aist, 1976; Knogge,
1996).

Otras especies flngicas, incluyendo las royas, no han adoptado un
mecanismo de penetracion directa sino que entran a través de aberturas naturales,
los estomas principalmente. En estos casos tienen gran importancia estimulos
mecanicos y/o quimicos presentes en la superficie de las plantas huésped que
influyen en la germinacion de las esporas flingicas y en el posterior crecimiento
y penetracion del tubo germinativo y demads estructuras de pinza de infeccion
(Allen, 1976; Knogge, 1996).

Por tanto, la penetracién parece ser controlada por una combinacién de
distintos factores que pueden incluir compuestos fiingicos, estructuras de la
superficie de las plantas huésped y compuestos quimicos que actian como
activadores o inhibidores de la germinacion de esporas fungicas y del crecimiento

de los tubos germinativos.
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2.2.- Penetracién de Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici.

Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici penetra en raices de tomate
a través de heridas causadas por la emergencia de raices secundarias y adventicias
(Jarvis, 1978) o también puede penetrar de forma directa atravesando la pared
tangencial de las células epidérmicas de la raiz del huésped. Como se ha indicado
anteriormente, la germinacion de las clamidosporas quiescentes en el suelo es
estimulada por la presencia de nutrientes en la rizosfera de las plantas huésped.
Ademads parece existir una respuesta quimiotrépica de las hifas fingicas hacia la
superficie de las raices durante la colonizacidon de éstas y, posteriormente, para su
penetracion en los vasos xilematicos (Beckman, 1987). Los estudios
ultraestructurales relativos a la infeccion de plantas de tomate por FORL
(Brammall y Higgins, 1988a, 1988b; Charest y col, 1984), a veces
complementados con técnicas citoquimicas (Benhamou y cols., 1988, 1989b,
1990a, 1990b, 1990¢, 1991; Chamberland y cols., 1985, 1989) revelan que la
epidermis de la raiz es colonizada entre doce y veinticuatro horas después de la
infeccién. Posteriormente, el hongo penetra en la corteza aunque hasta las noventa
y seis horas el patogeno se limita generalmente al area exterior. Noventa y seis
horas después de la infeceidn, las hifas son visibles en la endodermis desde donde
se produce colonizacion de la estela vascular. En la colonizacion de la corteza
radicular y estela por FORL se producen marcadas modificaciones de las paredes
celulares que implican hinchamiento, desintegracion e incluso en algunos casos,
pérdida de material fibrilar y lamina media, con desarrollo de una lesién parda
oscura, macroscépicamente visible v coincidente con la masiva colonizacion de
la estela y disrupcion de tejidos (Brammall y Higgins, 1988a; Charest y cols.,
1984). FORL crece inter- e intracelularmente en la epidermis y corteza de la raiz
de tomate, habiéndose observado degradacion de paredes celulares a cierta
distancia de las hifas (15-30 pm), lo que sugiere la presencia de polisacaridasas

activas sobre la lamina media y las paredes primaria y secundaria. En células de
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la corteza no invadidas por el patégeno, pero proximas a hifas intercelulares, se
producen engrosamientos de la pared en la superficic proxima a las células
fungicas. En el citoplasma de células del huésped que han sido penetradas por el
hongo, a veces moribundas, se deposita una masa de material fibrilar, entre el
citoplasma del huésped y el patdgeno, para taponar las 4reas de la pared primaria

dafiadas y se forman papilas (Brammall y Higgins, 1988a).

3.- IMPORTANCIA DE LA PARED CELULAR EN LA PATOGENESIS

La pared celular de las plantas proporciona resistencia mecénica, mantiene
la forma de la célula, controla la expansion celular y el transporte intercelular,
mantiene fuentes de reserva, sirve de proteccién contra otros organismos y esta
involucrada en las interacciones entre plantas y sus patogenos (Albersheim, 1976;
Brett y Waldron, 1990).

Los microorganismos patégenos de plantas encuentran y penetran
repetidamente las paredes celulares de sus huéspedes. La mayoria de los pardsitos,
aunque no todos ellos, producen enzimas que degradan las paredes celulares
vegetales y que son capaces de actuar sobre la mayoria de los enlaces glicosidicos
presentes en las mismas. Sin embargo, ésta no es una capacidad exclusiva de los
patégenos y muchos microorganismos saprofiticos las producen. Las diferentes
estrategias utilizadas por los bidtrofos y necrétrofos se reflejan especialmente en
la forma en que modifican las paredes celulares de sus huéspedes. La degradacion
de las paredes primarias es generalmente rapida y extensiva durante la infeccion
por parasitos facultativos que causan necrosis y existen evidencias de que enzimas

endopécticas son factores decisivos en la patogenicidad (Cooper, 1984).
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3.1.- Estructura y composicién de la pared celular de Dicotiledoneas.

3.1.1. Pared celular primaria.

La pared celular de las plantas esta compuesta por una mezcla compleja de
polisacéridos y proteinas que constituyen un sistema bifasico de microfibrillas de
celulosa cristalina interconectadas por una matriz amorfa (McNeil y cols. 1984).

Los modelos actualmente existentes indican que existen dos tipos
fundamentales de pared celular en plantas: El tipo I, presente en todas las
Dicotiledoneas y algunas Monocotiledoneas, y el tipo I1, presente en las especies
incluidas en la familia Poaceas y en otras familias de Monocotiledéneas proximas
(Carpita y Gibeaut, 1993).

En ambos tipos de pared celular ¢l entramado fundamental esta constituido
por las microfibrillas de celulosa en las que varias cadenas lineales de B-(1— 4)-D-
glucano se condensan para formar largos cristales de 5-15 nm de grosor. La
estabilizacidn de las distintas moléculas de glucano dentro de las microfibrillas se
logra mediante la formacion de puentes de hidrégeno entre residuos de glucosa
adyacentes y entre cadenas adyacentes. El espacio entre microfibrillas, 20 a 40
nm, estd ocupado por los demds componentes de la pared, que conectan las
distintas microfibrillas entre si y que presentan una composicién y organizacién
distinta en los dos tipos de pared (Carpita y Gibeaut, 1993; Darvill y cols., 1980).

En las paredes celulares de tipo I (figura 1.2) los principales polisacaridos
interconectantes son los xiloglucanos. Otros polisacridos no celuldsicos, como
los gluco- y galactoglucomananos, los galactomananos, los $-(1—3)-D-glucanos
y los glucuronoarabinoxilanos, que en algunas paredes primarias de tipo I
contribuyen a entrelazar las microfibrillas de celulosa, suelen estar presentes en

muy baja proporcion (Carpita y Gibeaut, 1993).
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Xiloglucano Zohas de unién RGI con cadenas
entre cadenas laterales de
de PGA arabinogalactano

Figura 1.2. Pared celular primaria Tipo 1. Representacién de un estrato de la pared justo
después de su formacion. Varios estratos como éste se unen para formar la pared. Las
microfibrillas de celulosa estan interlazadas con polimeros de xiloglucano, y este armazon
esta embebido en una matriz de polisacaridos pécticos, acido poligalacturénico (PGA) y
ramnogalacturonano (RG), el ultimo posee pequefios grupos poliméricos laterales de
arabinano, galactano y arabinogalactano. (Carpita y Gibeaut, 1993).
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Los xiloglucanos son también cadenas lineales de B-(1—4)-D-glucanos pero,
a diferencia de la celulosa, presenta numerosas ramificaciones laterales de D-
xilosil unidos, seglin un patrén regular, en posiciéon O-6 de las unidades glucosil
de la cadena de glucano. Unidades adicionales de B-D-galactosa y de o-L-
arabinosa se unen en posicion O-2 de algunas unidades de xilosil. Ademas, la
unién de restos o-L-fucosa en posicion O-2 de unidades galactosil lleva a la
formacion de cadenas alternadas de trisacaridos (Carpita y Gibeaut, 1993; Darvill

y cols., 1980) (figura 1.3).
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Figura 1.3. Estructura de una unidad de xiloglucano en paredes celulares tipo 1. Cadenas
lineales de (-(1—4)-D-glucanos con ramificaciones laterales de D-xilosil unidas en
posicion O-6 de las unidades glucosil de la cadena de glucano, Unidades adicionales de
o-L-fucosa-(1—2)B-D-galactosil en posicién O-2 de algunas unidades de xilosil llevan a
la formacion de cadenas de trisacdridos. Restos c-L-arabinosil pueden aparecer unidos en
posicion O-2 de algunas unidades de xilosil.



Introduccion general | 17

En los primeros modelos de pared celular primaria de Dicotiledoneas se
consideraba que los xiloglucanos adquirian una configuracion lineal estableciendo,
desde el lado no substituido de la cadena, puentes de hidrégeno con los glucanos
de las microfibrillas de celulosa (Albersheim, 1976; McNeil y cols., 1984).
Actualmente se admite una conformacion regularmente ondulada para los
xiloglucanos y una doble posicidn en la pared: la tradicionalmente aceptada, unido
fuertemente a las superficies expuestas de los glucanos de las microfibrillas de
celulosa y ademads extendiéndose entre dos microfibrillas o entrelazando con otras,
cadenas de xiloglucano, lo que estd mas de acuerdo con la presencia de iguales
cantidades de celulosa y xiloglucano en este tipo de paredes (Carpita y Gibeaut,
1993).

Las microfibrillas de celulosa interconectadas por los xiloglucanos
constituyen el armazoén principal de este tipo de paredes y representan un 50 %
de la masa de la pared. Este armazon estd entrelazado con los polisacaridos
pécticos o pectinas de la pared, que constituyen un 30 % de la masa de la pared
primaria y son el constituyente primario de la ldmina media (Darvill y cols.,
1980). Algunos de los polisacaridos pécticos constituyen los polimeros mas
complejos conocidos y cumplen importantes funciones en la pared, como
determinar la porosidad de la pared, proporcionar cargas en superficie, que
modulan el pH de la pared y el equilibrio idnico, y servir como moléculas de
reconocimiento de organismos simbidticos, patogenos e insectos, induciendo
respuestas adecuadas de desarrollo (Carpita y Gibeaut, 1993). En las pectinas hay
dos componentes fundamentales: las cadenas de 4cido poligalacturénico, que son
homopolimeros helicoidales de acido D-galacturénico unidos mediante enlaces
a-(1—4), y el ramnogalacturonano I que es un heteropolimero en forma de barra
retorcida constituido por cadenas de a-(1->4)-)-galacturonosil entremezclados con
residuos de o-(1—2)-L-ramnosil (Darvilly cols., 1980; Lauy cols., 1985). Existen
ademas cadenas laterales con residuos L-arabinosil, D-galactosil, L-fucosil y

probablemente galacturonosil unidos al C4 y en algunas ocasiones al C3 de la
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ramnosa (figura 1.4) (McNeil y cols., 1984). Las cadenas de acido
poligalacturdnico pueden contener hasta 200 unidades de acido galacturdnico y
miden unos 100 nm de longitud. Sin embargo Ia longitud del ramnogalacturonano
I no ha sido precisada porque puede ir alargada en sus extremos por cadenas de
acido poligalacturénico (Carpita y Gibeaut, 1993). Las unidades de 4cido
galacturonico de las pectinas pueden llevar un resto metilo substituido en el grupo
carboxilo del carbono 6. El grado de metilacién puede ser alto y se piensa que el
acido poligalacturénico es secretado desde la célula como un polimero altamente
esterificado; posteriormente, la enzima pectin metilesterasa, localizada en la pared,
hidroliza los grupos metilo dejando grupos cargados negativamente a los que
puede unirse calcio (Varner y Taylor, 1989). En efecto, las cadenas helicoidales
de dcido poligalacturénico pueden condensarse mediante el establecimiento de
enlaces con calcio que unen dos cadenas antiparalelas; asi se explica su
capacidad para formar geles (figura 1.4). Aunque su¢le haber una acumulacion de
pectinas desesterificadas en la lamina media, su distribucion en la pared celular
varia con la etapa de desarrollo de las plantas y de forma distinta en las distintas
especies. Por otra parte, las pectinas desesterificadas no estan necesariamente
substituidas con calcio y la mayoria de las pectinas que rodean las microfibrillas
de celulosa estan esterificadas. Todas estas variables deben tener una influencia

decisiva en la fisiologia del crecimiento (Carpita y Gibeaut, 1993).

Figura 1.4. Diversas estructuras de polisacdridos pécticos.

(a) Zona de union en "caja de huevos": tres cadenas antiparalelas de é&cido
poligalacturénico se unen por Ca*" en regiones no esterificadas. Regiones esterificadas
bloquean estas uniones

(b) Estructura del ramnogalacturonano 1. Aproximadamente un tercio de las unidades de
dcido galacturdnico estdn acetiladas en los alcoholes secundarios.

(c) Tres tipos de cadenas laterales que se unen a las unidades de ramnosil del
ramnogalacturonano: arabinanos, arabinogalactanos tipo I y arabinogalactanos tipo 1.
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Otros polisacaridos como arabinanos, galactanos y arabinogalactanos, de
diversas configuraciones, estan unidos al Q-4 de muchos de los restos ramnosil
del ramnogalacturonano (figura 1.4). Los arabinanos estdn formados por residuos
de L-arabinosil con uniones o-(1—35) en la cadena principal y cadenas laterales de
monosacaridos con uniones o-(1-»3) y a-(1->2) a la cadena (Aspinall, 1980). El
galactano es principalmente un polimero lineal de residuos D-galactosil con
uniones P-(1-4), ademds pueden estar presentes cadenas laterales de residuos
galactosil unidos al O-6 (Darvill, 1980). Unidos a las pectinas se encuentran
polimeros lincales de B-(1-4)-D-galactosil con residuos de arabinosa unidos al 0-3
de las unidades de galactosa (arabinogalactano tipo I) (Darvill y cols., 1980).
Otros arabinogalactanos altamente ramificados (tipo II) estan unidos a las
proteinas estructurales de la pared (Aspinall, 1980; Carpita y Gibeaut, 1993).

El tamafio de poro disponible para la difusion a través de la pared celular
primaria esta controlado por las pectinas y restringe el paso de moléculas con
diametro superior a 4 nm, correspondiente a 17 kDa (Baron-Epel y cols., 1988).
Sin embargo, la digestioén enzimatica de la pectina aumenta el limite de exclusién
a 10 nm, permitiendo el paso a moléculas de hasta 100 kDa (Carpita y Gibeaut,
1993).

Las principales proteinas estructurales de la pared celular son las extensinas
o glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs) que constan de secuencias
repetitivas de cuatro unidades de hidroxiprolina (Hyp), y de tirosina-lisina-tirosina,
que llevan cadenas laterales de tri- y tetra-arabindsido unidas a las unidades
(Hyp),. Las unidades de extensina pueden unirse covalentemente entre si y,
quizas, a otras proteinas estructurales de la pared constituyendo una entidad en la
pared, independiente de las otras dos entidades representadas por la celulosa con
xiloglucanos y por las pectinas respectivamente (Carpita y Gibeaut, 1993). Un
aumento en la cantidad de extensina en la pared celular va ligado al cese del
crecimiento (Sadava y col., 1973). Otras proteinas estructurales, como las

proteinas ricas en prolina (PRPs), pueden contribuir a bloquear la extension de la
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pared. La invasion por patégenos de los tejidos vegetales provoca un aumento en
]a sintesis de extensina y el dafio mecanico lleva a un aumento en las proteinas
ricas en prolina (Tierney y cols., 1988) y en otras proteinas estructurales, ricas en
glicina (GRPs) (Condit y Meagher, 1987). Estos hechos han llevado a pensar que
las proteinas estructurales de la pared ejercen una funcion de defensa frente a
patégenos potenciales.

Aunque en los modelos iniciales se propone el establecimiento de enlaces
covalentes entre los xiloglucanos y las pectinas, entre las pectinas y los
arabinogalactanos y entre los arabinogalactanos y la extensina, en el modelo de
Carpita y Gibeaut (1993) se considera que los tres dominios de la pared, la
celulosa con el xiloglucano, las pectinas con los demas polisacaridos
interconectantes y las proteinas estructurales, pueden estar entrelazados
estabilizando la pared celular pero sin establecer enlaces covalentes entre ellos.

Se han detectado numerosas enzimas asociadas a las paredes celulares.
Todas ellas son enzimas compatibles con las duras condiciones existentes en la
pared celular, con pHs 6ptimos entre 4 y 6. Practicamente todas son hidrolasas u
oxidorreductasas. El grado de asociacion de las enzimas a la pared celular puede
ser muy diferente segin el tipo de enzima considerado: pueden estar libremente
solubles en el apoplasto o unidas i6nica o covalentemente a la pared. Las
numerosas glicosidasas presentes en la pared son capaces de actuar, en conjunto,
sobre la mayoria de los polisacaridos de la pared celular. Las endo-glicanasas
presentes en las paredes celulares son potencialmente capaces de actuar, no sdlo
sobre los polisacaridos de la propia pared, sino también sobre los polisacaridos de
la pared de patégenos. Otras localizadas en la pared celular incluyen
transglicosidasas, esterasas y oxidorreductasas (Showalter, 1993; Zarra y Revilla,

1993).
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3.1.2. Modificaciones de la pared celular durante el crecimiento y la

diferenciacion.

Algunos tipos de células tienen inicamente pared primaria cuando alcanzan
la madurez. Sin embargo, otras células pueden sintetizar capas adicionales cuando
acaba el crecimiento o modificar la pared primaria adquiriendo una pared
secundaria, cuya composicidn y estructura puede variar ampliamente segin la via
de diferenciacion que siga la célula considerada. Las modificaciones maés
importantes son la lignificacion, la suberificacion y la cutinizacion.

La lignina es un polimero constituido por restos fenilpropanoides derivados
casi exclusivamente de los acidos p-cumarico, coniferilico y sinapilico, unidos
entre si por enlaces éter (C-O-C) o C-C. Durante ¢l proceso de lignificacion las
moléculas formadas tienden a llenar todo el espacio disponible en la pared
generando una malla hidrofébica muy fuerte, que se intercala en el armazdn
celulésico y envuelve todos los componentes de la pared y los cementa. La lignina
es una barrera efectiva para la penetracion de patégenos y nutrientes va que las
células completamente lignificadas mueren y constituyen una buena proteccion
para la planta frente a la infeccidn (Brett y Waldron, 1990; Zarra y Revilla, 1993).
Las paredes celulares secundarias lignificadas son caracteristicas de la madera en
dicotiledoneas y gimnospermas. Son ricas en microfibrillas de celulosa, altamente
organizadas en haces paralelos, lo que aumenta considerablemente su rigidez. Los
polisacaridos no celuldsicos, fundamentalmente glucomananos y xilanos presentan
bajo grado de sustitucién posiblemente indicando un mayor grado de asociacion
a la celulosa. La lignina se encuentra principalmente en el esclerénquima y en las
traqueidas y vasos del xilema, pero también aparece en otras células en respucsta
a la infeccion por patégenos u otros estimulos externos (Brett y Waldron, 1990;
Zarra y Revilla, 1993),

La cutina es el principal componente de la cuticula. Se encuentra

depositada sobre su superficie asi como impregnando las paredes externas de las
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células epidérmicas de las partes aéreas de las plantas. Es una mezcla compleja
de acidos grasos de 16 y 18 carbonos, generalmente hidroxilados. Estos grupos
hidroxilo estan esterificados con acidos como fertlico o p-cumdrico, dando lugar
a una compleja red tridimensional.

La suberina estd presente en las paredes de la peridermis, y en las
superficies de raices y tallos, asi como en la banda de Caspari. Estd constituida
por 4cidos fenélicos esterificados a acidos grasos de cadena larga (C14-C30),
acidos dicarboxilicos y w-hidroxidcidos.

El caracter hidrofébico de la cutina, suberina y las ceras reduce de forma
importante la permeabilidad al agua y los solutos, estableciendo una barrera fisica

que evita su pérdida.

3.2.-Tipos de enzimas degradadoras de pared celular.

La mayoria de los organismos fitopatégenos producen polisacaridasas que
pueden alterar o degradar los distintos polisacdridos presentes en las paredes
celulares de plantas superiores. Durante la invasion de los tejidos del huésped, las
paredes celulares son normalmente rotas repctidamente por el patogeno,
especialmente en el caso de los hongos. Las enzimas que facilitan la penetracion,
]a maceracién tisular y la disgregacion de la estructura de la pared son producidas
por la mayoria de los hongos y bacterias fitopatoégenos (Bateman, 1976; Knogge,
1996).

Las enzimas que degradan la pared son a menudo glicoproteinas
extracelulares de bajo peso molecular. Una actividad puede ser representada por
multiples formas o isoenzimas que difieren en la carga, tamaflo, regulacion,
estabilidad frente a factores del huésped y capacidad de degradar el sustrato
(Cooper, 1983).

Sobre los diversos polimeros de 4cido galacturdnico, que forman el material

pectidico de la pared celular, actian dos grupos de enzimas que catalizan, o su



24 | Capitulo 1

despolimerizacion por ruptura del enlace o(l-4) o la desesterificacion por
hidrolisis del grupo metilo substituido en el carbono 6 de las unidades de acido
galacturénico. Las primeras se pueden clasificar de una forma sencilla segin el
mecanismo de degradacion (hidrolasas y liasas), seglin la forma de ataque, si es
al azar, en zonas internas ("endo") o terminal ("exo") y segln la especificidad por
el polimero esterificado (pectina) o no esterificado (acido poligalacturénico o
pectato). Las liasas rompen el polimero péctico por 3-eliminacion, generando un
residuo con un enlace insaturado entre los carbonos cuatro y cinco del extremo
no reductor de la molécula. Tienen un parcial o completo requerimiento del ion
calcio y normalmente pH optimo alcalino (8-10). Cuando tiene lugar la
degradacion de sustratos no esterificados se denominan pectato liasas, y pueden
romper los enlaces glicosidicos al azar, endopectato liasas (EC 4.2.2.2, poli-(1-4)-
a-D-galactosiduronato liasa), o en zonas terminales comenzando por ¢l extremo
reductor de la molécula, exopectato liasas (EC 4.2.2.10, poli-(1-4)-a-D-
galactosiduronato exoliasa). Cuando degradan sustratos altamente esterificados
se denominan pectin liasas (EC 4.2.2.9, poli(metil D-galactosiduronato) liasa); en
este caso solamente se conocen enzimas que rompen el sustrato al azar,
endopectin liasas. No obstante, se han descrito liasas que pueden actuar sobre
sustratos esterificados y no esterificados. Algunos autores sugieren que ambos
tipos de enzimas se consideran pectin liasas y pueden distinguirse seglin su
preferencia por pectinas de bajo o alto grado de metilacion (Rexova-Benkova y
Markovic, 1976; Cooper, 1983). Las poligalacturonasas son las hidrolasas que
generan extremos reductores; son mas activas a pH acido (4-5) y pueden ser
inhibidas por el ién calcio (Cooper y col.,, 1978). Pueden romper los enlaces
glicosidicos al azar, (EC 3.2.1.15, poli-(1-4)-a-D-galactosiduronato
glicanohidrolasa), o en zonas terminales, (EC 3.2.1.82, poli-(1-4)-a-D-
galactosiduronato glicanohidrolasa). Existe un grupo de hidrolasas que rompen el
penultimo enlace glicosidico empezando por el extremo no reductor, liberando D-

galactosiduronato (Rexovéd-Benkova y Markovic, 1976). Finalmente, algunas
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hidrolasas y liasas degradan zonas terminales de oligo-D-galactosiduronatos,
siendo su preferencia por el sustrato inversamente proporcional a la longitud de
la cadena; se han llamado oligogalacturonido hidrolasas y oligogalacturdnido
liasas (Rexova-Benkova y Markovic, 1976)

La clasificacién en formas "endo" o "exo" no se ajusta siempre a la
realidad, algunas enzimas tienen un ataque multiple. Con un comportamiento
"endo" pueden liberar oligémeros o monémeros como la PG de Verticillium albo-
atrum (Cooper y Rankin, 1978), la de Sclerotium rolfsii (Bateman, 1972) y la de
Colletotrichum lindemuthianum (English y col., 1972). Estas enzimas atacan a
la cadena de 4cido poligalacturénico al azar y a continuacién van liberando
trimeros, dimeros 0 mondmeros hasta que alcanza un punto en el que no puede
seguir. En este punto la enzima puede soltarse y saltar a otra cadena. En
Colletotrichum lindemuthianum se ha purificado una poligalcturonasa con un
modo de accién mas o menos "endo" dependiendo del pH de la mezcla de

reaccion (Keon y Waksman, 1990).

Mecanismo Sustrato
Pectina Pectato
Polimetilgalacturonasa Poligalacturonasa
Hidrélisis
(PMG) (PG)
o Pectin liasa Poligalacturonidoliasa o
f-eliminacion
(PNL) Pectato liasa (PL)

Tabla 1.1. Tabla resumen de las principales enzimas pécticas.
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Los grupos metilo de la pectina son liberados por la pectin metilesterasa
(PME) (EC 3.1.1.11) favoreciendo la actuacion de las poligalacturonasas y pectato
liasas sobre sustratos metil esterificados (Cooper, 1983).

Para la degradacién de celulosa se requiere un complejo enzimatico. Los
sistemas celulasa producidos por la mayoria de los hongos incluyen
endoglucanasas (EC 3.2.1.4, B-1,4-D-glucanohidrolasa), celobiohidrolasas (EC
3.2.1.91, B-1,4-D-celobiohidrolasa) y B-glucosidasas (EC 3.2.1.21, B-glucédsido
glucohidrolasa). Con algunas excepciones, son inactivas frente a la celulosa
cristalina cuando intervienen aisladamente; las endoglucanasas y las
exocelobiohidrolasa cooperan para efectuar la hidrélisis de la celulosa cristalina.
Las B-glucosidasas hidrolizan oligosacaridos solubles, incluyendo celobiosa, con
la correspondiente liberacion de glucosa; esto evita la acumulacidn de celobiosa
que es un mhibidor de la celobiohidrolasa, aumentando asi la velocidad de
degradacién de la celulosa. Las endoglucanasas hidrolizan celulosa amorfa y
derivados solubles como carboximetilcelulosa (CM-celulosa). El ataque a la
celulosa amorfa se caracteriza por ruptura al azar de los enlaces B-glicosidicos

(Coughlan y Ljungdahl, 1988).

3.3. Degradacion de la pared celular de plantas en interacciones con

microorganismos. Importancia de las enzimas pécticas.

Los microorganismos fitopatdgenos necesitan atravesar las paredes celulares
de sus huéspedes para proliferar en el apoplasto y/o tener acceso al protoplasto.
Como el limite de exclusion de los intersticios de la pared, es demasiado pequeiio
para permitir incluso el paso de virus, la degradacion de la pared tiene un interés
primordial y, debido a la variedad de componentes y enlaces presentes en la
misma, implica la participacién de distintas enzimas especificas.

Las enzimas pécticas, producidas por muchos microorganismos asociados

a plantas, tienen un papel muy importante en el parasitismo, en interacciones en
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las que estan involucrados patogenos de dicotiledéneas, ya que cn éstas el
ramnogalacturonano juega un papel importante en la estructura de la pared celular
(Cooper, 1983). Cuando microorganismos productores de varias enzimas activas
sobre los polisacaridos presentes en la pared celular de dicotiledéneas se enfrentan
con paredes celulares poco modificadas, las enzimas pécticas son las primeras en
ser detectadas; esto refleja que los polimeros de acido galacturdnico estan mas
accesible en la pared celular y demuestra la importancia de estas enzimas en el
inicio de la degradacion de paredes celulares (Cooper y Wood, 1975). La celulasa
aparece sdlo en los Gltimos estados de la infeccidn, de acuerdo con la localizacion
de la celulosa en la pared celular.

La movilidad que las enzimas pécticas tienen a través de las paredes
celulares puede depender de la posicion de su sustrato en la pared celular y de su
estructura. La estructura tridimensional de varias pectato liasas se ha visto que
esta formada por cadenas B paralelas en una hélice dextrogira. El motivo de la f3-
hélice puede aparecer en pectin liasas y otras enzimas pécticas (Yoder y col,,
1993.).

La degradacién enzimatica de la pared por parte de los patdgenos no sélo
es importante para la penetracién y colonizacién de los tejidos, sino que es
necesaria también para la obtencién de nutrientes. Las enzimas con actividad
"endo" son capaces de producir maceracion y, por tanto, destruccion de tejidos,
mientras que las que poseen actividad "exo" proporcionan nutrientes al patogeno
a partir de las sustancias pécticas de la pared del huésped (Bateman, 1966,
Bateman y Bashman, 1976; Cooper, 1983).

Algunas moléculas potencialmente nocivas para las plantas estan unidas a
la pared y pueden ser liberadas o expuestas después de su degradacion (Cooper,
1984). Los fragmentos pécticos, liberados por la accién de enzimas pécticas,
pueden formar geles taponando los vasos Xileméticos y contribuyendo al estrés
hidrico tipico de las marchiteces vasculares. Otros sintomas que pueden originarse

indirectamente de la degradacion de paredes celulares son la abscision y epinastia,
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provocadas por el aumento en etileno, y clorosis, debida a la generacion de
peréxido de hidrogeno, ambos consecuencia de la liberacién de glucosa oxidasa.
La decoloracion vascular es consecuencia de la solubilizacién de peroxidasas
(Cooper, 1984).

Ademas las enzimas pécticas pueden estar directamente implicadas en el
reconocimiento entre plantas y patégenos. Las bases moleculares del
reconocimiento de los potenciales patdgenos por las plantas se¢ conocen
pobremente excepto en los casos ¢n los que un gen de resistencia de la planta
huésped interacciona especificamente con un gen de avirulencia del patogeno. Las
plantas pueden reconocer un agresor mediante factores extrafios presentes en la
superficie del patégeno o secretados por ¢l y/o mediante compuestos que sean
liberados por el patégeno invasor, por ejemplo, mediante la actividad de enzimas
hidroliticas que inducen la liberacién de fragmentos de pared cclular
(oligogalacturonatos) (Baron 'y Zambryski, 1995). Después del reconocimiento del
patogeno, una multitud de reacciones de defensa de la planta se inician y la
resistencia o susceptibilidad se determina después de un intercambio secuencial
de sefiales entre huésped y patdgeno. Entre los mecanismos de defensa de la
planta a la infeccion se incluyen: modificacién de sus paredes celulares,
produccion de fitoalexinas, sintesis de enzimas tales como f-glucanasas y
quitinasas, sintesis de inhibidores de proteasas y muerte celular hipersensible
(Bolier, 1985; Dixon y col., 1994; Esquerré-Tugayé, 1979; Grisebach y col., 1985;
Ryan y col,, 1985). La modificacién de las paredes celulares, que dificulta la
penetraciéon de los patégenos, puede implicar lignificacion, acumulacién de
proteinas ricas en hidroxiprolina y depésito de calosa (formacién de papilas). Las
fitoalexinas son compuestos antimicrobianos de bajo peso molecular, que se
sintetizan y acumulan en las plantas después de la exposicién a Mmicroorganismos.
La muerte celular hipersensible puede definirse como la necrosis répida vy
localizada en el lugar de la infeccién. A partir de numerosos hongos han sido

aisladas moléculas, elicitores, que desencadenan la mayoria o, al menos algunas,
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de estas reacciones defensivas (Ebel y Cosio, 1994).

El reconocimiento del patégeno puede ocurrir como resultado de la
liberacién de fragmentos de pared celular después de la degradacion de las
paredes celulares del huésped por los organismos parasitos y la capacidad de las
células del huésped para percibir estos fragmentos, posiblemente en el
plasmalema. La ruptura de un polisacarido puede liberar pequefias moléculas
activas de la pared celular que podran alcanzar los sitios receptores. La accion de
una enzima sobre la pared celular puede ser esencial para el reconocimiento. Una
degradacién continuada del sustrato polisacaridico podria destruir la actividad
elicitora, limitando la actividad y la correspondiente respuesta del huésped, en el
tiempo y el espacio. Entonces, una enzima estratégicamente utilizada de forma
controlada puede ser esencial en el proceso de reconocimiento (Beckman, 1987).
Entre los elicitores que desencadenan la respuesta activa se incluyen
oligogalacturénidos liberados de las paredes celulares del huésped, por la accion
de enzimas pécticas secretadas por el patégeno. Durante los primeros momentos
de la infeccidn, enzimas "endo" activas sobre las pectinas actian sobre la pared
celular de las células huésped y solubilizan oligourénidos que pueden actuar como
sefiales para iniciar los mecanismos de defensa. Asi, oligdmeros de
homogalacturonano con un grado de polimerizacién entre 10 y 13, liberados de
las paredes celulares de Ricinus por la accidn de una poligalacturonasa del hongo
Rhizopus stolonifer tienen actividad como elicitores de la sintesis de fitoalexinas
(West y col., 1985). También fragmentos de homogalacturonano con un resto de
acido 4,5 anhidrogalacturdénico insaturado en el extremo no reductor, liberados de
paredes celulares de soja por la accion de una pectato liasa de la bacteria
fitopatégena Erwinia carotovora, son activos como elicitores de fitoalexinas
(Colmer and Keen, 1986). Por otra parte, la actividad del factor inductor de
inhibidoreé de proteasas (PIIF) en plantas de tomate, alfalfa y patata, reside en
pequeiias cadenas de 4cido galacturénico enlazadas en a1-4), con un grado de

polimerizacion de 2-6 (Ryan y col., 1985). Recientemente se ha demostrado que
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la interaccion entre poligalacturonasa y una proteina inhibidora de la
poligalacturonasa, en el reconocimiento planta-patégeno, favorece la formacién
de oligogalacturonidos capaces de elicitar mecanismos de defensa (Cervone y col.,
1996).

La presencia de complejos multienzimaticos y su regulacién puede ser
importante para conferir una mayor capacidad pectolitica al microorganismo
productor. Asi, en diversos estudios realizados en los que se interumpia el gen
especifico de algunas de las enzimas que intervienen en la patogénesis, como
cutinasas y poligalacturonasas entre otras, se veia que el microorganismo no
disminuia su capacidad patogénica debido a la existencia de multiples formas
enzimaticas codificadas por diferentes genes (Oliver y Osbourn, 1995). No
obstante, en las interacciones huésped-patégeno, las distintas enzimas pueden
cumplir distintas funciones y contribuir en distinto grado a la capacidad de
macerar, a la induccién del complejo enzimatico o al fendémeno de
reconocimiento. Por tanto, el conocimiento exhaustivo de las distintas enzimas
presentes en un organismo y sus propiedades particulares puede ser muy

importante para conocer sus mecanismos de patogénesis.

3.4.- Degradacion de las paredes celulares de tomate por Fusarium oxysporum.

En las interacciones de Fusarium oxysporum con sus huéspedes en general,
y con tomate en particular, la relacion huésped-parasito parece estar muy lejos de
ser la interaccion extremadamente evolucionada que los biétrofos mantienen con
sus huéspedes, a pesar de la alta especificidad existente. Las respuestas bésicas
observadas en las plantas de tomate parecen ser similares en las interacciones del
hongo con cultivares susceptibles y resistentes, y son también desencadenadas por
muchos organismos no patégenos para tomate. Entonces, en una interaccion entre
un cultivar de tomate susceptible y Fusarium, ¢l reconocimiento parece ocurrir

normalmente y la diferencia entre una resistencia efectiva o la susceptibilidad
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depende de diferencias cuantitativas en el fenémeno de reconocimiento y en la
velocidad y extension de la respuesta del huésped (Beckman, 1987).

Las modificaciones de las paredes celulares que provoca FORL durante la
colonizacién de la corteza radicular y estela de plantas de tomate sugieren la
presencia de polisacaridasas activas sobre la lamina media y las paredes primaria
y secundaria. Tales efectos son tipicos de la accién de polisacaridasas pécticas y
celuloliticas, pero segiin un modelo de infeccion distinto al de FOL, cuyo avance
a través de los tejidos infectados es fundamentalmente intercelular y mucho menos
agresivo que el de FORL (Bishop y Cooper 1983a; Brammall y Higgins, 1988a).
La deteccién citoquimicamente de acido galacturénico en los tejidos infectados
por FORL en la proximidad al patégeno (Benhamou y col., 1990a; Chamberland
y col., 1989), corrobora la accién de enzimas pectoliticas sobre la pared celular
durante la entrada del hongo. En la mayoria de los casos, las areas de pared del
huésped, adyacentes a los canales de penetraciéon de FORL, no muestran signos
de alteracion de pectina lo que indica que la accion las enzimas pécticas sobre la
pared es localizada (Benhamou y col., 1990a).

La dificultad de los cultivos in planta y la posibilidad de cultivar estos
hongos in vitro hace que la mayoria de los datos sobre las enzimas pécticas se
hayan obtenido de cultivos in vitro sobre diferentes fuentes carbonadas similares
mas o menos a los sustratos in planta

Ambas formas especiales, FOL y FORL, producen enzimas pécticas, entre
otras polisacaridasas, cuando son cultivadas en medio liquido sobre distintas
fuentes de carbono. Cooper y Wood (1973) demostraron la produccion de
poligalacturonasa, pectin-liasa, celulasa y arabinanasa por FOL cultivado, en
medio liquido, sobre paredes celulares aisladas de tomate. También estudiaron la
regulacion de la sintesis de estas polisacaridasas, comparando los niveles de
actividad en cultivos sobre paredes celulares aisladas, sobre 4cido galacturdnico
u otros azucares (Cooper y Wood, 1975). Blais y colaboradores (1992) han

demostrado la produccién de enzimas pécticas por FORL cultivado sobre pectina
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o pared celular aislada de tomate. Las condiciones optimas de produccién de
enzimas pécticas para varios aislamientos de FOL, razas 1 y 2, y de FORL han
sido establecidas y, aunque todos ellos disponen de un sistema complejo de
poligalacturonasas, se han podido detectar diferencias cuantitativas en los niveles
de actividad entre los distintos aislamientos (Fernandez y col., 1993), siendo FOL
raza 1 el organismo que acumula mayores niveles de actividad. Actualmente se
han purificado una exopoligalacturonasa mayoritaria de FORL r6 (Vizquez y col.,
1993) y una endopoligalacturonasa, una exopoligalacturonasa y una pectato liasa
de FOL (Di Prieto y Roncero, 1996a, 1996b, 1996¢).

Sin embargo, la implicacién de estas enzimas en la expresidon de los
sintomas en plantas de tomate infectadas no ha sido demostrada. La produccion
de polisacaridasas por FORL en un sistema in vitro no refleja necesariamente la
situacion en la planta infectada, donde muchos de los factores inherentes a la
interaccion huésped-patégeno pueden modificar el modelo de produccion de estas
enzimas. Para poder afirmar que estan implicadas en el desarrollo de la
enfermedad, es preciso demostrar su presencia en plantas infectadas cuando se
estd manifestando la sintomatologia y donde se est4 produciendo degradacion de
paredes celulares (Cooper, 1983).

Aun cuando puedan existir diferencias entre el cultivo in vitro y la planta
infectada es necesario un conocimiento previo de las enzimas producidas en
medios de cultivo para poder posteriormente comprobar si todas ellas estan
implicadas en el proceso de infeccion y si alguna nueva enzima es producida
solamente in vivo. Por tanto, el objetivo de este trabajo ha sido el estudio de las
enzimas pécticas producidas por FORL in vitro, determinando los factores que
afectan tanto a la sintesis como a la actividad. Por ultimo, se han elegido las

liasas para su purificacién v caracterizacion.
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INTRODUCCION

Las bacterias y los hongos fitopatégenos producen un amplio rango de
enzimas activas en la degradacion de paredes celulares de plantas. Estas enzimas
son importantes tanto para la penetracion del patégeno y posterior invasion de los
tejidos del huésped, como para la obtencidon de productos que utiliza para su
crecimiento. Los hongos fitopatogenos Verticilium albo-atrum y Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici producen, en presencia de paredes celulares aisladas
de tomate, un amplio rango de polisacaridasas extracelulares que van secretando
de forma secuencial (Cooper y Wood, 1975). Verticilium albo-atrum produce en
primer lugar endo-poligalacturonasa seguida de exo-arabinanasa, endo-pectin-
trans-eliminasa, endo-xilanasa y celulasa, son también producidas 3-galactosidasa,
galactanasa y B-glucosidasa. Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici produce endo-
poligalacturonasa, endo-pectin-trans-eliminasa, arabinanasa, [-galactosidasa,
xilanasa y celulasa. Colletotrichum lindemuthianum secreta en primer lugar
pectinasa y a-arabinosidasa, seguidas de f-xilosidasa y celulasa; a continuacién
B-glucosidasa y finalmente a-galactosidasa (English y col., 1971). El orden en que
son secretadas cuando se crece sobre paredes celulares puede reflejar el orden en
que estas enzimas deben actuar para degradar la pared celular. La accion de las
enzimas pécticas, las primeras en ser producidas, parece ser un requisito para la
accion de otras enzimas, debido a la mayor accesibilidad de los polisacaridos
pécticos en la pared celular (Collmer y Keen, 1986).

Los polisacéaridos pécticos son el componente principal de la pared celular
primaria y de la lamina media de dicotiledéneas ademés de los mas accesible. Por
tanto las enzimas pécticas parecen jugar un papel esencial en el ataque inicial a
las paredes celulares de dicotiledéneas. Los hongos normalmente producen
poligalacturonasas y/o pectin liasa y las bacterias pectato liasas. No obstante,

algunos hongos como Fusarium solani, Aspergillus nidulans 'y Amycolata
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producen pectato liasas (Brihlmann, 1995; Crawford y Kolattukudy, 1987; Dean
y Timberlake, 1989) y algunas bacterias como Pseudomonas producen pectin
liasas (Nikaidou y col., 1995; Schlemmer y col., 1987). En algunos casos, como
en Erwinia carotovora, se ha descrito la produccién de pectin y pectato liasa por
el mismo organismo (Barras y col., 1994).

Las enzimas pécticas que un determinado hongo produce dependen del
sustrato presente en el medio y/o de las condiciones de cultivo (Bateman, 1966).
Sin embargo, también puede deberse a la variabilidad existente entre distintos
aislamientos. Se ha visto considerable variabilidad isoenzimatica dentro de cada
forma especial (Carbonell y col.,, 1994; Elias y Schneider, 1992). Asi, en
aislamientos de FOL y FORL se han detectado diferencias de hasta 5 0 6 veces
en la produccién de poligalacturonasa (Fernandez y col., 1993). No obstante, Blais
y colaboradores (1992), utilizando cuatro aislamientos de cada una de las formas
cspeciales, FOL y FORL, no observaron diferencias significativas en la
produccién de poligalacturonasa y pectin liasa.

Para conocer la capacidad de FORL para secretar enzimas pécticas y otras
polisacaridasas se ha estudiado la evolucion de distintas actividades enzimaticas
en los cultivos fingicos. Se han utilizado dos aislamientos, r2 y r6, para detectar
las diferencias entre ellos y se han valorado todas las posibles liasas o hidrolasas
pécticas. También se ha estudiado la influencia de algunos factores como la
concentracion de cloruro célcico, la fuente de carbono y el pH inicial de los

medios de cultivo sobre la produccion de enzimas pécticas.
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MATERIALES Y METODOS
MATERIAL BIOLOGICO

En el presente trabajo han sido utilizados los aislamientos r2 y r6 del
hongo Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici, proporcionados por el Dr. J.
Tello (Instituto Nacional de Investigaciones Agrarias, Madrid). Fueron obtenidos
a partir de cultivos monosporicos aislados a partir de plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.} infectadas.

Los aislamientos han sido mantenidos mediante resiembras periddicas en
placas petri con agar sacarosa-patata (PSA) incubadas a 26 °C y posteriormente
conservados a 4 °C. Los hongos han sido mantenidos a largo plaze como
suspensiones de clamidosporas en tierra.

La capacidad de infectar plantas de tomate ha sido probada periédicamente

segun describe Sanchez y colaboradores (1975).

CULTIVO DE HONGOS
Medios

El medio de cultivo utilizado contenia por ml: 4,6 mg de casaminoacidos,
1 mg de KH,PO,, 0,5 mg de MgS0,.7H,0, 0,2 ng de FeSO,.7TH,0, 1,0 pg de
ZnS0,.7H,0, 0,02 ng de Na,Mo0O,.2H,0, 0,02 pg de CuSO,.5H,0 y 0,02 pg de
MnCl,.4H,0. Las fuentes de carbono, suministradas al 0,5 % a los medios han
sido: glucosa (Probus), acido poligalacturdnico (sal sédica) (Sigma) o pectina de
manzana (Fluka).

LL.os medios fueron ajustados a pH 5,5 antes de la esterilizacion durante 15
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min a 120 °C o a pH 8,0 después de la esterilizacion.

Inoculo y crecimiento del hongo

Los matraces fueron inoculados con 1 ml de agua destilada estéril, que
contenia 1 x 10° conidios obtenidos a partir de las resiembras en placa petri. Para
obtener esta suspension se le afiadio agua a una placa mantenida a 4 °C y se agito
ligeramente. La concentracion de conidios fue determinada por recuento en una
camara de Neubauer (hemocitdmetro). Los cultivos crecieron en matraces
Erlenmeyer de 250 ml de capacidad con 100 ml de medio salino y diferentes
fuentes de carbono en cada caso. Fueron incubados a 22 °C en un agitador orbital
(New Brunswick, EEUU) a 150 rpm.

FORL fue mantenido tres dias en glucosa al 0,5 % y a continuacién 1 ml
de este cultivo fue transferido a matraces con medio salino fresco y diferentes
fuentes de carbono, donde permanecié durante varios dias.

Los cultivos fueron recogidos a diferentes tiempos. El crecimiento del
hongo fue estimado con una camara de Neubauer por recuento de esporas después
de pasar por lana de vidrio. Los cultivos fueron clarificados por filtracion a través
de fibra de vidrio (Whatman GF/A) y, después de dilisis frente a agua destilada
a 5 °C durante 16-18 h, fueron usados para la determinacién de las actividades

enzimaticas y proteinas.

ENSAYOS ENZIMATICOS

Valoracion de actividades pectin y pectato liasa.

L.a medida de actividad pectin liasa y pectato liasa se realizé midiendo el

incremento en absorbancia a 235 nm del producto 4,5-insaturado de la reaccién
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a 37 °C y 30 minutos de incubacién. Las mezclas de reaccién contenian 0,25 ml
de extracto, 0,25 ml de agua destilada y 2,0 ml de pectina de manzana al 0,24 %
o acido poligalacturénico (sal sodica) al 0,1 % respectivamente, en tampdn Tris-
HC1 0,05 M (pH 8.0) con CaCl, 1 mM. Una unidad de actividad enzimatica ha
sido definida como la cantidad de enzima requerida para formar 1 pmol de
producto 4,5-insaturado por minuto en las condiciones del ensayo. El coeficiente
de extincion molar del producto insaturado de pectin liasa y pectato liasa es 5550
Mtem™ y 4600 M'cm™, respectivamente (Collmer y col., 1988).

Las actividades pectin liasa y pectato liasa también fueron valoradas
midiendo el descenso en la viscosidad de las mezclas de reaccion. Las medidas
viscosimétricas fueron realizadas usando viscosimetros Cannon-Fenske a 37 °C
y 30 minutos de incubacién. Las mezclas de reaccion contenian 3,0 ml de extracto
y 3,0 ml de pectina de manzana o acido poligalacturénico (sal sédica) al 1,5 %
en tampdn Tris-HCI 0,05 M (pH 8,0) con CaCl, 1 mM. Una unidad de actividad
enzimatica ha sido definida como la cantidad de enzima necesaria para cambiar
la inversa de la actividad especifica en 0,001 min’', en las condiciones del ensayo.
La viscosidad especifica (n,,) es (t/t;)-1, donde t es ¢l tiempo de flujo (segundos)
de la mezcla de reaccion y t, es el tiempo de flujo del tampon. La inversa de la
actividad especifica (nsp“) es proporcional al tiempo de incubacién y a la cantidad

de enzima usada (Goksoyr, 1988).
Valoracion de actividad poligalacturonasa.

La actividad poligalacturonasa fue valorada determinando la liberacién de
grupos reductores. Las mezclas de reaccion, que contenian 0,5 ml de extracto
enzimatico y 0,5 ml de acido poligalacturénico (sal sodica) al 0,5 % en tampoén
acetato 0,1 M, pH 5,0 y EDTA 0,005 M, fueron incubadas 30 minutos en
agitacion a 37°C, determinandose los azucares reductores liberados por el método

de Somogy y Nelson (Nelson, 1944; Somogyi, 1952). La cuantificacion se realizé
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a partir de un banco de diluciones de glucosa. Una unidad de actividad enzimatica
ha sido definida como la cantidad de enzima que produce 1 pmol de equivalente
reductor por minuto bajo las condiciones del ensayo.

Las medidas viscosimétricas para la poligalacturonasa fueron realizadas
usando viscosimetros Cannon-Fenske a 37 °C. Las mezclas de reaccion contenian
3,0 ml de extracto y 3,0 ml de acido poligalacturdnico (sal sddica) al 1,5 % en
tampoén acetato 0,1 M, pH 5,5, con EDTA 5 mM. La unidad de actividad

enzimatica viscosimétrica se definid igual que para las liasas.

Valoracién de actividades avicelasa y (-1,4-glucanasa.

Las actividades avicelasa y -1,4-glucanasa fueron valoradas mediante la
determinacién de los azucares reductores producidos en la reaccion, por el método
de Somogyi y Nelson (Nelson, 1944; Somogyi, 1952). Las mezclas de reaccién
contenian 0,5 ml de extracto enzimatico y 0,5 ml de avicel o carboximetilcelulosa
respectivamente al 0,5 % en tampén acetato 0,1 M, pH 5,0. Fueron incubadas en
agitacion a 37 °C durante 30 min. Las unidades de actividad enzimatica han sido
definidas como la cantidad de enzima que produce 1 pmol de equivalente reductor

por minuto bajo las condiciones del ensayo.

Valoracion de actividad p-glucosidasa.

La B-glucosidasa fue valorada utilizando como sustrato p-nitrofenil B-D-
glucopiranosido. La mezcla de reaccion contenia 0,2 ml de extracto y 1,8 ml de
sustrato al 0,05 % en tampén acetato 0,1 M, pH 4,0. Después de la incubacion a
37 °C durante 60 min, la reaccién fue parada con 1 ml de NH,OH 1 N y EDTA
2 mM y se midi6 la absorbancia a 400 nm. Las unidades de actividad enzimatica
han sido definidas como la cantidad de enzima que libera 1 pmol de p-nitrofenol

por minuto bajo las condiciones del ensayo.
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Determinacion de proteinas.

Las proteinas presentes en los filtrados fungicos fueron determinadas por
el método de Lowry (Lowry, 1951) usando seroalbimina bovina (Sigma) como

patron.
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RESULTADOS

CRECIMIENTO EN GLUCOSA

Los dos aislamientos, 12 y
16, alcanzaron la fase estacionaria
de crecimiento al tercer dia de
cultivo en glucosa, manteniéndose
estable el numero de células hasta
el séptimo dia (figura 2.1). Por
tanto, todos los cultivos utilizados
en este trabajo fueron
estandarizados mediante el cultivo

nicial de tres dias en glucosa.

N2 de células/mi

1E+11

1E+10

1E+09:

1E+08

1E+07

1E+069

4 6 8
Dias de cultivo

Figura 2.1. Curvas de crecimiento de
cultivos de FORL, aislamiento r2 (-x-) y
r6 (-0-), sobre glucosa al 0,5 %.

PRODUCCION DE POLISACARIDASAS

Se ha estudiado el crecimiento y la produccion de pectin liasa,

poligalacturonasa, avicelasa, 3-1,4-glucanasa y B-glucosidasa en cultivos de los

aislamientos r2 y r6 crecidos durante trece dias sobre pectina, a pH inicial 5,5

(figura 2.2).

Figura 2.2. Curva de crecimiento y evolucion de actividades pectin liasa, poligalacturonasa,
avicelasa, B-1,4-glucanasa y B-glucosidasa en cultivos de FORL, aislamiento r2 (-x-) y 16
(-0-), sobre pectina como fuente de carbono. Previamente el hongo fue mantenido tres dias
en glucosa al 0,5 % y a continuacion 1 ml de este cultivo fue transferido a un matraz

nuevo con pectina.
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Las curvas de crecimiento obtenidas para los dos aislamientos fueron
practicamente idénticas (figura 2.2). La fase estacionaria se alcanz6 a los tres dias
de cultivo en glucosa y el nimero de células se mantuvo durante los trece dias de
cultivo en pectina.

En la figura 2.2 se muestra la evolucién de la pectin liasa valorada por
viscosimetria. Los dos aislamientos produjeron pectin liasa durante el cultivo en
pectina. En el aislamiento r2 la actividad alcanzé un maximo al tercer dia y luego
descendio, mientras que en r6 los niveles de actividad detectados al tercer dia en
pectina se mantuvieron a similares niveles durante los trece dias de cultivo.

La produccién de poligalacturonasa, valorada mediante determinacién de
los azucares reductores producidos, fue también maxima al tercer dia de cultivo
en pectina, pero mientras que en los cultivos de 12 la actividad descendid en los
dias sucesivos, en los de r6 se mantuvo hasta el séptimo dia (figura 2.2).

Los niveles de actividad avicelasa detectados en los cultivos de ambos
aislamientos sobre pectina fueron bajos durante los primeros dias para aumentar
en la segunda fase del periodo de experimentacidn, sin que en el decimotercer dia
se pudiera contabilizar el nivel maximo (figura 2.2).

La producciéon de B-1,4-glucanasa aumenté durante los primeros dias de
cultivo sobre pectina para alcanzar el maximo al quinto dia en ambos aislamientos
(figura 2.2). Después se mantuvo en niveles muy inferiores.

La actividad B-glucosidasa fue detectable en los dos aislamientos al tercer
dia de cultivo en pectina y fue aumentando paulatinamente hasta el decimotercer
dia (figura 2.2). Los valores de actividad para r6 fueron ligeramente superiores a

los de r2.
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CARACTERIZACION DE LAS ENZIMAS PECTICAS

Una vez determinadas las condiciones de crecimiento y de produccion de
enzimas pécticas por los dos aislamientos, se procedié a determinar qué
actividades pécticas predominan o estan presentes en los cultivos crecidos durante
tres dias en pectina a pH inicial 5.5, tiempo en el que se habian detectado los
maximos de actividad para la pectin liasa y para la poligalacturonas.

Para ello se ha valorado :

- incremento en absorbancia a 235 nm de mezclas de reaccion en presencia

de pectato o de pectina; se mide la formacion de los productos 4,5-
insaturados de la accion de pectato o pectin liasa; por lo tanto es un
meétodo exclusivo de liasas,

- produccion de azucares reductores en mezclas de reaccion en presencia
de pectina o de pectato; tanto hidrolasas como liasas que degraden
sustratos pécticos liberan azicares reductores.

- viscosimetria, se mide el descenso en viscosidad del sustrato, que es mas
acusado cuando se produce la ruptura de enlaces internos en la

molécula del sustrato, tanto si es hidrélisis como si ¢s ruptura litica.

En todos los casos fueron valoradas todas las posibilidades: pectina o
pectato, en mezclas de reaccion a pH 5,0 u 8,0 y con Ca,Cl o con EDTA, excepto
para la determinacion de azicares reductores, caso en el que se utilizd solo pH
5,0, ya que el método no es apropiado para pHs alcalinos. En las figuras 2.3 y 2.4
se representan todas las valoraciones.

Cuando se determind el incremento en absorbancia a 235 nm, sélo hubo
actividad a pH 8,0 y en presencia de Ca,Cl (figuras 2.3A y 2.4A). En el
aislamiento r2 la actividad con pectina fue menor, que con pectato; en pectina hay
un 67 % de la obtenida con pectato. El aislamiento r6 presento niveles similares

de actividad con pectina y con pectato; en presencia de pectato la actividad
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Figura 2.3. Actividades pécticas en cultivos de FORL r2. (A) incremento en absorbancia
a 235 nm, (B) método de Somogy y Nelson y (C) viscosimetria. Se utilizaron mezclas de
reaccion a pH 8,0 6 pH 5,0, en presencia de pectato (NAPP) o pectina (PECT) y con
CaCl, o EDTA. Los datos se expresan como porcentaje de la maxima actividad.
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Figura 2.4. Actividades pécticas en cultivos de FORL r6. (A) incremento en absorbancia
a 235 nm, (B) método de Somogy y Nelson y (C) viscosimetria. Se utilizaron mezclas de
reaccion a pH 8,0 6 pH 5,0, en presencia de pectato (NAPP) o pectina (PECT) y con
CaCl, o EDTA. Los datos se expresan como porcentaje de la maxima actividad.
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representd el 87 % de la obtenida con pectina.

En los dos aislamientos la médxima actividad, valorada como produccién de
azucares reductores a pH 5,0, se obtuvo en presencia de EDTA (sin calcio) en la
mezcla de reaccidon (figuras 2.3B y 2.4B). El sustrato preferentemente utilizado
fue pectato ya que con pectina la actividad descendié a un 79 % en 12 y a un 86
% en 16. La presencia de Ca,Cl provocd un descenso en los niveles de actividad
con ambos sustratos y en los dos aislamientos, siendo més afectada por calcio la
degradacion de pectato que la de pectina.

Las actividades pécticas valoradas por viscosimetria muestran la presencia
de dos componentes. Uno, activo sobre pectina a pH 8,0, que es inhibido por la
presencia de EDTA en la mezcla de reaccion y otro, activo sobre pectato a pH

5,0, que es inhibido por calcio (figuras 2.3C y 2.4C).

EFECTO DEL CLORURO CALCICO EN EL MEDIO DE CULTIVO

La necesidad de calcio en las mezclas de reaccion para las actividades
liasas ha llevado al estudio del efecto del cloruro célcico en los medios de cultivo
de ambos aislamientos. Se han valorado actividades pectin liasa (PNL) y pectato
liasa (PL) a pH 8,0, mediante incremento en absorbancia a 235 nm y
viscosimetria, y poligalacturonasa (PG) a pH 5,0 determinando la liberacién de
azucares reductores y la viscosimetria. Todas ellas han sido determinadas en
filtrados fiingicos procedentes de cultivos de 12 y r6 durante tres dias sobre
pectina. Los cultivos fueron suplementados con cloruro calcico hasta una

concentracion final de 0, 2, 5 6 10 mM.

Crecimiento del hongo

El crecimiento del aislamiento 12 fue inhibido por CaCl, a concentraciones
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de 2, 5 y 10 mM hasta un 45, 34 y 32 % respectivamente, en comparacion con
el crecimiento en ausencia de calcio (figura 2.5).

El aislamiemto r6 presenté un comportamiento muy similar (figura 2.5); el
crecimiento en presencia de CaCl, 2, 5 y 10 mM, represento el 80, 53 v 49 % del

crecimiento en ausencia de calcio.

Concentracion de proteinas en los filtrados fiingicos

En ambos aislamientos descendié la cantidad de proteinas en los filtrados
fungicos en presencia de CaCl,. A una concentracién 10 mM paso a representar

el 41 %, en 12, y el 67 %, en r6, del cultivo en ausencia de CaCl, (figura 2.5).

Produccion de enzimas

La pectin liasa, tanto valorada por incremento en absorbancia a 235 nm
como por viscosimetria, descendié con el aumento de CaCl, en el medio, en
ambos aislamientos (figura 2.6). El descenso en actividad fue mayor en r6 que en
r2. En r2 a una concentracion de 10 mM se detecté una actividad del 40y 58 %
de la actividad en ausencia de CaCl, segin el método utilizado, incremento en
absorbancia o viscosimetria, mientras que en r6 se detecté un 14 % por
incremento en absorbancia y un 30 % por viscosimetria.

La pectato liasa se vio también afectada por la presencia de CaCl,.
Disminuyé la actividad con el aumento en concentracion de CaCl, en los dos
aislamientos, aunque el efecto fue menor en 12 (figura 2.7). A una concentracién
de 10 mM de CaCl, por incrementd se detecté un 34 %, en 12, y un 21 %, en r6,
con respecto al cultivo en ausencia de calcio. Por viscosimetria no se detectd

actividad en ningin caso.
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Figura 2.5. Proteinas y crecimiento en cultivos de r2 (azul) y r6 (rojo) crecidos durante tres
dias en pectina y con diferentes concentraciones de CaCl, (0, 2, 5 y 10 mM). Los datos
aparecen en porcentajes tomando como 100% los valores obtenidos en ausencia de CaCl,.
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Figura 2.6. Actividad PNL en cultivos de r2 (azul) y r6 (rojo) crecidos durante tres dias en
pectina y con diferentes concentraciones de CaCl, (0, 2, 5 y 10 mM). La actividad fue
valorada por el método de incremento en A, (A 235) y por el descenso en viscosidad

(Vis). Los datos aparecen en porcentajes tomando como 100% los valores obtenidos en
ausencia de CaCl,.
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Figura 2.7. Actividad PL en cultivos de r2 (azul) y r6 (rojo) crecidos durante tres dias en
pectina y con diferentes concentraciones de CaCl, en el medio (0, 2, 5 y 10 mM). La
actividad fue valorada por el método de incremento en A, (A 235) y por el descenso en
viscosidad (Vis). Los datos aparecen en porcentajes tomando como 100% los valores
obtenidos en ausencia de CaCl,.
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Figura 2.8. Actividad PG en cultivos de r2 (azul) y 16 (rojo) crecidos durante tres dias en
pectina y con diferentes concentraciones de CaCl, (0, 2, 5 y 10 mM). La actividad fue
valorada por el método de Somgy y Nelson (S&N) y por el descenso en viscosidad (Vis).
Los datos aparecen en porcentajes tomando como 100% los valores obtenidos en ausencia
de CaCl,.
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La poligalacturonasa, valorada tanto como produccion de azucares
reductores como por viscosimetria, presenta un comportamiento similar al
obtenido para las dos liasas, en ambos aislamientos; €] aumento de CaCl, en el
medio de cultivo provocd un descenso en la produccién de la enzima (figura 2.8).
A una concentracion de 10 mM de CaCl, la actividad representé segin ¢l método
utilizado un 32 yun 1 %, enr2, y un 11 y un 10 %, en r6, con respecto al cultivo

en ausencia de calcio.

EFECTO DEL pH Y DEL SUSTRATO PECTICO PRESENTE EN EL MEDIO
DE CULTIVO SOBRE LA PRODUCCION DE ENZIMAS PECTICAS

Se ha comparado la produccién de pectin liasa, pectato liasa y
poligalacturonasa al tercer dia de crecimiento de los aislamientos 12 y r6, en
cultivos sobre polipectato sddico o pectina. Los medios con polipectato sédico y

pectina fueron ajustados a pH 5,5 6 pH 8,0.
Efecto del sustrato péctico sobre el crecimiento del hongo

El sustrato péctico aftadido al medio de cultivo afect6 al crecimiento de
ambos aislamientos. En la figura 2.9 se pueden ver las diferencias. En el
aislamiento 12 el crecimiento fue superior sobre pectina tanto a pH inicial 5,5
como a pH 8,0: en polipectato los valores descendieron al 45 y 51 %
respectivamente del crecimiento observado en pectina a ambos valores de pH. En
16 la pectina fue también la fuente de carbono que proporcioné mejor crecimiento,
a ambos valores de pH (figura 2.9). En polipectato sédico, a pH inicial 5,5 u 8,0,
los niveles fueron muy similares entre si, 56 y 43 % respectivamente del

crecimiento en pectina.



58 / Capitulo 2

Efecto del sustrato péctico sobre la concentracion de proteinas en los filtrados

fungicos

Las proteinas también muestran diferencias en los distintos medios, siendo
mayor la concentracién en presencia de pectina (figura 2.9). Los niveles
detectados en los cultivos sobre polipeptato son similares en ambos aislamientos:
parar2 el 35y 45 % y para r6 ¢l 46 y 56 % de la concentraciéon de proteinas

presente en los cultivos en pectina, a pH inicial 5,5 y 8,0, respectivamente.

Vanacion del pH del medio de cultivo

Los medios con pH inicial 5,5 se alcalinizaron, aumentando hasta valores
proximos a 8,0, mientras que los ajustados a pH inicial 8,0 subieron sélo

ligeramente, durante los tres dias de cultivo.

Efecto del sustrato péctico sobre la produccién de enzimas pécticas

Ambas liasas, PNL y PL, han sido valoradas por viscosimetria y por
incremento en absorbancia a 235 nm (figuras 2.10 y 2.11). La PG ha sido
valorada determinando el incremento en aziicares reductores y por viscosimetria
(figura 2.12).

La produccién de PNL fue mayor en los medios con pectina, a ambos
valores de pH del medio, en los dos aislamiento (figura 2.10). En los cultivos de
12 con polipectato a pH inicial 5,5, la actividad detectada represent6 el 16 y el 10
% de la presente en cultivos con pectina, dependiendo del método de valoracién
utilizado, incremento en absorbancia a 235 nm o viscosimetria, respectivamente.
A pH 8,0 represent6 el 31 y el 9 %, respectivamente. En los cultivos de 16 a pH
inicial 5,5, la produccion de PNL sobre polipectato también disminuyé,

habiéndose obtenido unos valores del 7 y del 4 %, segin el método de valoracién



(%)

Actividad (%)

Polisacaridasas | 59

mNaPP pH5 E3INaPP pH8 mPectina pH5 IPectina pH8 mNaPP pH5 E3NaPP pH8 mEPectina pH5 =IPectina pH8
° 1]
80| 80|
60 g 60
20 20/
Crecimiento Proteinas Crecimiento Proteinas
Figura 2.9, Proteinas y crecimiento en cultivos de r2 y r6 crecidos durante tres dias en
pectato (azul) o pectina (rojo) a pH 5,5 u 8,0. Los datos aparecen en porcentajes tomando
como 100 % los valores maximos obtenidos.
mNaPP pHS ENaPP pH8 mPectina pH5 =IPectina pH8 mNaPP pH5 EINaPP pH8 mPectina pH5 E3Pectina pH8
r2 6
100 100]
80| £ 8o
60 | 8 60 .
v =
401 © 401 |
0 A 235 Vis 0 A 235 Vis
Método de valoracion Método de valoracion

Figura 2.10. Actividad PNL en cultivos de r2 y r6 crecidos durante tres dias en pectato (azul)
o pectina (rojo) a pH 5,5 u 8,0. La actividad fue valorada por el método de incremento en
Asssim (A 235) y por el descenso en viscosidad (Vis).Los datos aparecen en porcentajes
tomando como 100 % los valores maximos obtenidos.
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Figura 2.11. Actividad PL en cultivos de r2 y r6 crecidos durante tres dias en pectato (azul)
o pectina (rojo) a pH 5,5 u 8,0. La actividad fue valorada por el método de incremento en
A,sm (A 235) y por el descenso en viscosidad (Vis). Los datos aparecen en porcentajes
tomando como 100 % los valores maximos obtenidos.
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Figura 2.12. Actividad PG en cultivos de r2 y r6 crecidos durante tres dias en pectato (azul)
o pectina (rojo) a pH 5,5 u 8,0. La actividad fue valorada por el método de Somogy y
Nelson (S&N) y por el descenso en viscosidad (Vis). Los datos aparecen en porcentajes
tomando como 100 % los valores maximos obtenidos.
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utilizado, con respecto al cultivo en pectina. A pH 8,0 sobre polipectato no se
detectd actividad.

La PL mostré6 el mismo comportamiento que la PNL. La pectina fue el
mejor sustrato para su produccion a ambos pHs en los dos aislamientos (figura
2.11). En extractos procedentes de cultivos de r2 en polipectato a pH inicial 5,5
se detectd el 10 % de actividad por incremento en absorbancia y el 34 % por
viscosimetria con respecto al cultivo en pectina. A pH 8,0 la actividad también
fue inferior sobre polipectato, se detecto el 10 y el 20 %, segin ¢l método
utilizado, con respecto al cultivo en pectina. En los extractos de r6 en polipectato
a pH inicial 5,5 no hubo actividad por viscosimetria y por incremento en
absorbancia ¢l 34 % con respecto al cultivo en pectina. A pH 8,0 no hubo
actividad sobre polipectato.

La produccion de PG fue también mayor sobre pectina, a ambos valores
de pH (figura 2.12). En los cultivos de r2 en polipectato a pH inicial 3,5, la
actividad detectada representd el 56 % por azucares reductores y el 17 % por
viscosimetria, respecto al cultivo en pectina. A pH 8,0 la actividad también fue
inferior, habiéndose detectado valores alrededor del 61 % por azicares reductores
y del 13 % por viscosimetria. En r6, en pectato, a ambos pHs, los niveles fueron

muy bajos o nulos.

Efecto del pH

El pH inicial del medio de cultivo no modificé significativamente ni el
crecimiento ni la concentracidén de proteinas en los filtrados flingicos, en ambos
aislamientos cultivados sobre ambos sustratos, pectina y pectato (figura 2.9).

Los niveles de las tres actividades enziméticas valoradas, PNL, PL y PG
cambiaron ligeramente en respuesta al pH inicial del medio, pudiéndose observar
una ligera tendencia hacia ¢! descenso de produccion de enzimas pécticas a pH

inicial 8,0 (figuras 2.10, 2.11 y 2.12).



64 / Capituio 2

DISCUSION

Los dos aislamientos de FORL estudiados, 12 y r6, produjeron, cuando
fueron cultivados sobre pectina como fuente de carbono, diversas enzimas
degradadoras de pared. Las primeras en aparecer fucron poligalacturonasa y pectin
liasa, seguidas de f3-1,4-glucanasa, avicelasa y B-glucosidasa (figura 2.2).

El orden de aparicién de las distintas polisacaridasas es similar al
observado en otros organismos como ¥V erticilium albo-atrum, Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici(FOL) y Colletotrichum lindemuthianum, cultivados sobre paredes
celulares aisladas de sus huéspedes (Cooper y Wood, 1975; English y col., 1971).
Aunque en ¢l caso de FORL no han sido utilizadas paredes celulares aisladas de
tomate, se ha puesto de manifiesto la capacidad que tienen estos aislamientos para
producir enzimas pécticas y celulasas, cuando son cultivados sobre pectina, y la
secuencia de aparicion en estas condiciones.

Durante los trece dias de cultivo de los hongos sobre pectina, las dos
actividades pécticas valoradas, pectin liasa y poligalacturonasa, mostraron un
maximo de produccion al tercer dia de cultivo (figura 2.2). Por esto han sido
utilizados cultivos de tres dias sobre pectina para caracterizar inicialmente el tipo
de actividades pécticas producidas por los dos aislamientos de FORL.

De los resultados obtenidos al determinar la formacion de productos 4,5-
insaturados, exclusivos de la accion de liasas, se puede concluir que FORL, 12 y
16, produce una o varias liasas, activas sobre pectato y sobre pectina y que
requieren medio alcalino y la presencia de Ca,Cl en la mezcla de reaccion para
ser activas, ya que en ausencia de calcio o a pH 5,0 no se detectd actividad
(figuras 2.3A y 2.4A).

Como las liasas de FORL, 12 y r6, no son activas a pH 5,0 en las mezclas
de reaccion, se puede considerar que los azicares reductores producidos a pH 5,0

son productos saturados de la degradacion hidrolitica de los sustratos pécticos. En
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las figuras 2.3B y 2.4B se pone de manifiesto la presencia de una o varias
poligalacturonasas en los cultivos de tres dias sobre pectina. Estas enzimas son
capaces de actuar sobre ambos sustratos, pectato y pectina, aunque se aprecia
preferencia hacia pectato, y son inhibidas por calcio.

El descenso en viscosidad de sustratos pécticos puede ser producido por
ambos tipos de enzimas pécticas, hidrolasas o liasas. A pH 8,0 y en presencia de
calcio en las mezclas de reaccion, condiciones en las que son activas las liasas,
la actividad viscosimétrica detectada muestra preferencia hacia pectina (figuras
2.3C y 2.4C); con pectato la actividad es muy baja en r6 o practicamente nula en
r2. Teniendo también en cuenta los resultados obtenidos al determinar la
formacion de productos 4,5-insaturadés se puede suponer la presencia de, al
menos, dos liasas una activa preferentemente sobre pectato, que tendria un
mecanismo de accién predominantemente "exo", y otra, con preferencia por
pectina, con accion de tipo "endo". El descenso en viscosidad detectado en las
mezclas de reaccion a pH 5,0 revela la existencia de una o varias
poligalacturonasas activas preferentemente sobre pectato e inhibidas por calcio
(figuras 2.3C y 2.4C), en un comportamiento similar al observado en la
determinacién de azucares reductores (figura 2.3B y 2.4B). La actividad
viscosimétrica obtenida a pH 8,0 en ausencia de calcio (figura 2.3C y 2.4C), debe
ser atribuida a las hidrolasas ya que no hay produccion de dimeros insaturados en
presencia de EDTA (figura 2.3A y 2.4A) y, al igual que la actividad
poligalacturonasa valorada como produccion de azicares reductores, muestra
preferencia de sustrato hacia pectato frente a pectina en ambos aislamientos. Se
puede deducir también que las poligalacturonasas de FORL, r2 y r6, poseen un
pH optimo 4cido, aunque son algo activas a pH 8,0. El hecho de que las
poligalacturonasas actuen también a pH 8,0 y provoquen una reduccion en la
viscosidad de los sustratos pécticos, significa que podrian interferir en las medidas
viscosimétricas de las endoliasas. Sin embargo, esta interferencia seria minima ya

que a pH 8,0 la actividad viscosimétrica de las poligalacturonasas es mucho mas
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baja que a pH 5,0 y que la presencia de calcio en la mezcla de reaccion
disminuye considerablemente la actividad, incluso a pH 5,0.

El hecho de que las hidrolasas, en ausencia de Ca,Cl sean mas activas
sobre pectato y en presencia de Ca,Cl sean mas activas sobre pectina, podria
explicarse teniendo en cuenta que las uniones del calcio a los acidos carboxilicos
del dcido galacturénico podrian modificar la estructura del polimero, haciéndolo
menos accesible a la poligalacturonasa. En el caso de la pectina estos grupos
carboxilicos estan metilados, por lo que la union del calcio estd limitada.

Por tanto, FORL cultivado sobre pectina produce pectin y pectato liasa y
poligalacturonasa, éstas presentan las caracteristicas tipicas de estos tipos de
enzimas (Cooper y col., 1978). Las liasas tienen requerimiento del i6n calcio y pH
optimo alcalino y las poligalacturonasas son mas activas a pH acido y son
inhibidas por calcio.

Una vez conocidas las actividades pécticas que predominan en los cultivos
de ambos aislamientos sobre pectina, se ha procedido a estudiar los diversos
factores que, se sabe, pueden influir en la sintesis: presencia de calcio, pH y
fuente de carbono en el medio.

La adicion de CaCl, al medio provoca una disminucion del crecimiento, de
las proteinas totales y de la produccién de las enzimas pécticas estudiadas, en los
dos aislamientos. No obstante, parece que hay un efecto inhibitorio especifico
sobre las enzimas pécticas, ya que disminuyen mas que las proteinas totales. La
produccion de PL por algunas cepas de Pseudomonas fluorescens sobre pectina
requiere la presencia de calcio en el medio de cultivo para el proceso de
induccién, mientras que en otras cepas no inducibles por pectinas, el calcio actia
como factor ambiental regulando la sintesis y/o exportacién de PL (Liao y col.,
1993).

| El tipo de enzimas pécticas producidas por un determinado hongo depende
de la fuente de carbono presente en el medio de cultivo (Bateman, 1966). Los dos

aislamientos de FORL producen mayores niveles de enzimas pécticas cuando son
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crecidos sobre pectina que sobre pectato. Esto esta de acuerdo con el
comportamiento de varios aislamientos de FORL (Patifio y col., 1996) en los que
la pectina es mejor sustrato que el pectato para la produccién de
poligalacturonasa.

En los medios de cultivo de FORL, r2 y r6, en presencia de pectato,
ademas del descenso en los niveles de actividades pécticas, se produjo menor
crecimiento y menor cantidad de proteinas que en presencia de pectina. Esto
indica que la utilizacién de pectato por el hongo es menos eficiente que la
utilizacién de pectina, posiblemente porque las enzimas pécticas de FORL,
encargadas de la movilizacion de la fuente de carbono, son mas efectivas en la
degradacion de pectina o bien que la pectina es mejor inductor de las enzimas
pécticas de FORL que el pectato.

Algunos autores han demostrado que la produccion de liasas por algunos
hongos es mayor en medios alcalinos, mientras que la produccion de
poligalacturonasas es mayor a pH acido (Blais y col., 1992; Bateman y Bashman,
1976). Sin embargo, el comportamiento de FORL 12 y r6 no se ajusta a este
modelo; en los medios ajustados a pH inicial 8,0, los niveles de liasas son
generalmente menores que en los medios ajustados a pH 5,5 (figuras 2.10 y 2.11).
No obstante hay que tener en cuenta que en el momento de medir las actividades
enzimaticas, el pII del medio era muy similar en ambos casos por la alcalinizacion
que sufren los medios ajustados inicialmente a pH 5,5.

Teniendo en cuenta los datos anteriormente descritos se puede concluir que
las condiciones optimas para la produccién de enzimas pécticas por FORI, r2 y
16, incluyen medios sobre pectina y sin calcio. El comportamiento de ambos
aislamientos es semejante tanto en relacion a las condiciones optimas para la

produccion de las enzimas pécticas como respecto al tipo de enzimas producidas.
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INTRODUCCION

El tipo y la cantidad de enzimas pécticas producidas por un determinado
hongo depende en gran medida del pH y de la fuente de carbono presentes en su
entorno (Bateman, 1966). Las polisacaridasas producidas por la mayor parte de
los microorganismos fitopatdégenos parecen estar sujetas a represion catabolica
(Biehn y Dimond, 1971a, b). Algunas polisacaridasas son producidas de forma
constitutiva aunque son consideradas inducibles si su produccién se ve aumentada
en presencia del sustrato. En general, cada polisacaridasa suele ser inducida por
el sustrato sobre el que actta; pero, como ¢l alto peso molecular de las moléculas
de los polisacaridos impide la libre difusién de las mismas al interior del
organismo, se considera que el auténtico inductor debe ser un monomero o dimero
que es liberado a partir del polimero mediante la actividad de una polisacaridasa
producida a niveles basales por el organismo: xilanasa por D-xilosa,
endopoligalacturonasa y endopectin-liasa por acido D-galacturénico, etc.
Excepcionalmente la celulasa es inducida por celobiosa y la B-galactosidasa y
galactanasa por L-arabinosa (Cooper y Wood, 1973, 1975). En algunos casos, sin
embargo, el aumento en sintesis de una enzima en respuesta a la presencia de su
sustrato no es una induccion sino la salida de represion catabdlica: depende de la
ausencia de niveles altos de una fuente de carbono facilmente metabolizable y no
de la presencia del sustrato especifico (Bateman, 1976).

No obstante, la induccidon de polisacaridasas especificas es un fendmeno
real en algunos patdogenos. La produccion de endo-poligalacturonasa y de endo-
pectinliasa (PNL) por Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici es especificamente
inducida por acido galacturénico cuando es aportado a los cultivos de forma
restrictiva para evitar su acumulacidon (Cooper y Wood, 1973, 1975). Ambas
enzimas son también producidas por FORL aunque hay diferencias entre FOL y

FORI., (Blais y col., 1992): cuando varios aislamientos de ambas formas
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especiales fueron cultivados sobre medios con pectina o fragmentos de pared
celular de tomate como fuente de carbono, todos produjeron ambas enzimas; en
cultivos sobre acido galacturénico, FOL produjo ambas enzimas, mientras que
FORL produjo principalmente poligalacturonasa y solo muy bajos niveles de
pectin liasa; en presencia de glucosa o sacarosa fueron detectados bajos niveles
de poligalacturonasa, mientras que pectin liasa no fue detectada en estas
condiciones. En los experimentos de Blais y colaboradores (1992) la produccion
de poligalacturonasa fue generalmente superior en FORL que en FOL mientras
que los aislamientos de FOL produjeron mas pectin liasa que los de FORL.
Fernandez y colaboradores (1993) en cultivos estaticos sobre pectina detectaron
mayor cantidad de poligalacturonasa en FORL y no detectaron pectin liasa.

Cada actividad enzimatica puede estar producida por varias isoformas. Su
namero y pl puede variar no solo entre aislamientos sino también segun las
condiciones del ensayo. El patron de bandas de actividad poligalacturonasa ha
sido obtenido mediante isoelectroenfoque para seis aislamientos de Fusarium
oxysporum, dos de FOL raza 1, dos de FOL raza 2 y dos de FORL, crecidos en
cultivos estaticos sobre pectina: cinco de los seis aislamientos coincidieron en
presentar cuatro bandas con pls 7,0, 6,5, 6,15 y 5,9; en el otro, una cepa de
FORL, se detectaron tres bandas con pls 7,45, 7,0 y 6,5 (Fernandez y col., 1993).
FOL cultivado en distintas condiciones muestra patrones diferentes para la
poligalacturonasa, en presencia de pectina la isoforma mayoritaria tiene pl 7,0, en
cultivos sobre 4cido poligalacturénico hay una mayor induccidn de las formas mas
acidas (plIs 4.3 a 6,0) (Di Pricto y Roncero, 1996a). En ¢l caso de las liasas, en
FORL, no han sido descritas isoformas y, en FOL, sélo una de pl 8,7 ha sido
descrita cuando se cultiva sobre 4cido poligalacturénico o sobre tejidos vasculares
de tomate (Di Prieto y Roncero, 1996b).

El tipo de enzima péctica producida por los hongos fitopatégenos parece
depender del pH del entorno en el que el patéogeno crece: el pH afecta

marcadamente a la estabilidad de las enzimas producidas y también parece influir
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en la produccion de las liasas (Bateman y Bashman, 1976). Generalmente, a pHs
4cidos se producen mayores niveles de poligalacturonasas (cuyo pH 6ptimo de
actividad suele ser 4cido), mientras que el aumento del pH del medio promueve
el descenso en la produccién de poligalacturonasas y aumento en liasas (cuyo pH
éptimo de actividad suele ser mayor) (Bateman, 1966). En muchos casos parece
que el tipo de enzimas pécticas asociadas con una enfermedad es el que esta
mejor adaptado al ambiente generado en la interaccién huésped-parasito. Asi, la
infeccion de tejidos vegetales por algunos Fusaria provoca una desviacion alcalina
en el pH del tejido infectado y parecen ser liasas las enzimas predominantes
asociadas con esta enfermedad (Bateman, 1966; Hancock, 1968; Mullen y
Bateman, 1971). En tejidos infectados por Sclerotium rolfsii y Sclerotinia
sclerotiorum se genera un entorno acido por produccién de 4cidos orgénicos y son
las poligalacturonasas las enzimas pécticas dominantes (Bateman y Beer, 1965;
Hancock, 1966). Blais y colaboradores (1992) observaron que, en medios sobre
pectina o fragmentos de pared celular de tomate como fuente de carbono, la
produccién de pectin liasa por FOL y FORL era estimulada cuando el pH habia
sido ajustado a pH 8,0 al inicio del cultivo fingico, mientras que la produccion
de poligalacturonasa era mayor en medios ajustados a pH 5,0.

Como el pH de los cultivos fangicos cambia durante el crecimiento, puede
ser dificil decidir si la aparicién de una actividad enzimética es debida a un
sustrato inductor o al cambio en el pH. Por tanto, parece interesante estudiar la
produccion de enzimas pécticas en condiciones de pH constante. El objetivo de
este estudio ha sido determinar el tipo de enzimas pécticas producidas por un
aislamiento de FORL, en condiciones claramente definidas en cuanto al pH y a
los niveles de fuentes de carbono facilmente metabolizables en el medio de
cultivo. Esto fue llevado a cabo en cultivos del aislamiento FORL 12 crecido
sobre glucosa, acido galacturénico o pectina, analizando la evolucion en el tiempo
de las distintas actividades pécticas y la presencia de formas multiples de las

mismas mediante isoelectroenfoque, durante siete dias de crecimiento fungico.
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El experimento se inicié con tres dias de cultivo en glucosa, para permitir
que se alcanzase la fase estacionaria de crecimiento y para poder detectar las
actividades enzimaticas que no estuvieran sujetas a represion catabélica. Luego
las c€lulas fueron transferidas a medio fresco con aporte restrictivo de glucosa,
donde presumiblemente se expresarian las enzimas constitutivas sujetas a
represion catabolica por glucosa. Por Gltimo, las células fueron transferidas a un
medio con 4acido galacturénico restrictivo, para estudiar las enzimas
especificamente inducidas por este sustrato, o mantenidas en glucosa restrictiva
como control. Los cultivos fueron tamponados a pH 5,5 y 8,0 para estudiar los
efectos del pH sobre la produccién de las distintas enzimas pécticas. El hongo
también fue cultivado sobre pectina para determinar si eran producidas nuevas y/o
diferentes formas de las enzimas pécticas, no presentes en los medios con 4cido

galacturoénico.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo fingico y producciéon de enzimas

FORL r2 fue crecido en matraces Erlenmeyer de 250 ml de capacidad con
100 ml de medio (descrito en el capitulo 2) y diferentes fuentes de carbono en
cada caso: glucosa, acido galacturénico o pectina de manzana. Los cultivos fueron
incubados en un agitador orbital (New Brunswick, EEUU) a 150 rpm y 22 °C.

En los cultivos no restrictivos, la glucosa o la pectina fueron afiadidas al
0,5 % y en los cultivos restrictivos la fuente de carbono (4cido galacturénico o
glucosa) fue afiadida mediante cdpsulas de difusion (como esta descrito por
Cooper y Wood, 1973, 1975). Las capsulas, que contenian dcido galacturénico o
glucosa al 30 %, estaban provistas de 4 membranas que permiten la liberacién
lineal del sustrato durante 24 h, por lo que necesitan ser cambiadas s6lo una vez
cada dia.

Los medios para los cultivos restrictivos fueron tamponados a pH 5,5 con
dcido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES) y a pH 8,0 con fosfato sodico, ambos
0,05 M. Los medios a pH 5,5 fueron esterilizados a 121 °C (15 min) y los de pH
8,0 por filtracién. En estas condiciones el pH del medio se mantenia a pH 5,5 £
1,0 y 8,0 = 1 respectivamente. Las cépsulas con las membranas fueron
esterilizaron a 121 °C durante 15 min y llenadas con la fuente de carbono
(esterilizada por filtracién) antes de colocarlas en los cultivos. El pH de los
medios con pectina fue ajustado a 5,5 con NaOH antes de la esterilizacién (121
°C, 15 minutos).

Los matraces fueron inoculados como ha sido descrito previamente
(capitulo 2). FORL r2 fue cultivado inicialmente durante tres dias en un medio
con glucosa al 0,5%; a continuacién el cultivo fue centrifugado (1800 g, 30 min)

con el fin de transferir toda la biomasa a medio fresco suplementado con una
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capsula con glucosa. Después de un dia, la capsula fue rellenada con acido
galacturénico y renovada durante tres dias mas. Los cultivos control crecieron
durante estos tres dias en glucosa restrictiva.

Para los cultives sobre pectina, las células crecidas durante un dia en
glucosa restrictiva a pH 5,5, fueron resuspendidas en 100 ml de medio fresco con
pectina al 0,5 % donde crecieron durante tres dias.

Los cultivos fueron recogidos a diferentes tiempos. El crecimiento del
hongo fue estimado con una cdmara Neubauer por recuento de esporas después
de pasar por lana de vidrio. Los cultivos, clarificados por filtracion a través de
fibra de vidrio, fueron usados para determinar el pH, azlicares reductores (Nelson,
1944; Somogyi, 1952) y glucosa (método de la glucosa oxidasa-peroxidasa, segin
Bergmeyer y Bernt, 1974). Después de dializar durante 16-18 horas frente a agua
a 5 °C, los filtrados fueron usados para la determinaciéon de las actividades

enzimaticas y proteinas.

Medida de actividades enzimaticas

La actividades pectin y pectato liasa (PNL y PL respectivamente) fueron
medidas espectrofotométricamente, determinando el incremento en absorbancia a
235 nm de los productos 4,5-insaturados de las reacciones, y por viscosimetria,
a 37 °C para 10 min de reaccion, utilizando las mezclas de reaccion descritas
anteriormente (capitulo 2). Para la valoracién de la actividad poligalacturonasa se
determing la liberacion de azicares reductores (Nelson, 1944; Somogyi, 1952) y
el descenso en viscosidad, a 37°C, de las mezclas reaccion (descritas en capitulo

2) durante 10 min de reaccién.
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Relacién entre descenso en viscosidad y degradacién terminal del sustrato

El descenso en la viscosidad relativa de las mezclas de reaccion y la
liberacién de productos insaturados (en el caso de las liasas) o de azicares
reductores (en ¢l caso de la PG) fue seguido durante 30 min de reaccién, con el
fin de determinar si la degradacién de sustratos pécticos por las enzimas
producidas por FORL era de tipo "endo” o "exo".

La viscosidad relativa del sustrato fue definida como 100 x (t-t)) /(t-t) ,
donde t, es el tiempo de flujo (segundos) de la mezcla de reaccion a diferentes
tiempos, t, es el tiempo de flujo (segundos) de la mezcla de reaccion a tiempo 0
y t, el tiempo de flujo (segundos) del tampén. De las curvas de descenso en
viscosidad frente al tiempo se dedujo el tg, tiempo en el cual la viscosidad
relativa del sustrato es reducida al 50%, ((t.- t,)/2) + t,. En el tiempo t,, fue
calculado el porcentaje de enlaces rotos; para ello los enlaces disponibles al

principio de la reaccion fueron considerados como 100 %.
Determinacion de proteinas

Las proteinas fueron determinadas por ¢l método de Lowry (1951), usando

seroalbumina bovina como patron.
Isoelectroenfoque

Las proteinas de los filtrados de los cultivos flngicos fueron separadas
seglin su punto isoeléctrico mediante isoelectroenfoque analitico, a 4 °C, en un
rango de pH 2-11 con un equipo LKB 2117 Multiphor II (Pharmacia LKB
Biotechnology, Uppsala, Suecia).

Las proteinas fueron precipitadas con sulfato aménico al 100 %, a 4 °C,

recogidas por centrifugacién a 19.000 g durante 30 minutos, dializadas frente a
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glicina al 1 % vy liofilizadas.

Se utilizaron geles ultrafinos de poliacrilamida de 0,3 mm de grosor con
anfolitas de rango de pH 2-11. Las soluciones de poliacrilamida, que contenian
acrilamida (Pharmacia) al 7.3 %, bisacrilamida (N,N'-metilenbisacrilamida)
(Pharmacia) al 0,2 %, 1,2 ml de anfolitas (Serva), 0,06 ml de persulfato aménico
(Pharmacia) al 10 % y 0,2 ml de TEMED (Pharmacia) al 10 %, en un volumen
total de 15,0 ml, polimerizaron sobre un GelBond PAGfilm (LKB), usando una
unidad UltroMould (LKB). Las tiras de los electrodos fueron sumergidas en
H,PO, 1 M y NaOH 0,5 M para ¢l anodo y el catodo, respectivamente.

El preenfoque de las anfolitas se llevé a cabo a 15 mA durante 45 min. A
continuacion fueron aplicadas las muestras (10 pg de proteinas en 10 pl de agua)
sobre el gel, utilizando papel de fibra de vidrio. El enfoque se realizé a 15 W con
un maximo de 1400 V durante 180 min. Los aplicadores de las muestras fueron
retirados después de 60 min de enfoque.

Los geles fueron tefiidos con plata para la deteccion de proteinas (Bio-Rad).
Para estimar el pl fue utilizada una mezcla de proteinas estandarizada (Broad pl
Calibration Kit standards, Pharmacia).

Para la detecciéon de las distintas actividades pécticas en los geles de
poliacrilamida fueron utilizados geles de agarosa de 2 mm de grosor, que
contenian pectina o acido poligalacturénico al 0,1 % en los siguientes tampones:
Tris-HCI 0,05 M, (pH 8,0) con CaCl, 1 mM, para las pectin y pectato liasas, y
acetato sodico 0,1 M (pH 5,5) con EDTA 0,01 M, para la poligalacturonasa
(Collmer y cols., 1988). Los geles réplica fueron polimerizados sobre un molde
constituido por dos placas de vidrio separadas por un espaciador de 2 mm de
grosor; en una de las placas se habia fijado, mediante una fina capa de agua, una
pelicula (GelBond, LKB) que actudé posteriormente como soporte del gel de
agarosa.

Después del electroenfoque, los geles de poliacrilamida fueron incubados

durante 5 min en el tampdén apropiado para cada actividad enzimatica. A
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continuacién, los geles de agarosa fueron colocados sobre su supetficie e
incubados a 37 °C durante 20 min. Posteriormente, los geles de agarosa fueron

tefiidos con rojo de rutenio al 0,05 %.
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RESULTADOS

Crecimiento del hongo en cultivos restrictivos

El crecimiento del hongo en medios tamponado a pH 5,5 6 pH 8,0 v no
tamponados aparece comparado en la figura 3.1. En los tres casos, FORL r2
alcanzé la fase estacionaria de crecimiento durante los tres dias de cultivo en
glucosa. Después de la transferencia de las células a medio fresco (con glucosa
o acido galacturénico restrictivos o con pectina no restrictiva) se mantuvo el
numero de esporas y no se detectaron diferencias significativas entre los diferentes
pHs y las distintas fuentes de carbono.

Los azucares reductores presentes en ¢l medio decrecieron durante los tres
primeros dias de crecimiento sobre glucosa no restrictiva, desde 50 mg.ml’
iniciales a valores por debajo de 40 pg.ml™ al tercer dia. Posteriormente, durante
el crecimiento en glucosa y 4cido galacturdnico restrictivos, los azlcares
reductores se mantuvieron por debajo de este nivel (figura 3.1). Sin embargo, en
los cultivos sobre pectina los niveles de azicares reductores aumentaron,
probablemente como resultado de la degradacién de pectina por enzimas pécticas
presentes en el medio (figura 3.1). En los cultivos restrictivos sobre glucosa, asi
como el los medios con pectina la glucosa permanecié a un nivel inferior a 12

pg.ml' (datos no mostrados).

Produccion de enzimas pécticas en cultivos restrictivos

La evolucién de la actividad pectin liasa durante los siete dias de cultivo
aparece mostrada en la figuras 3.2A y 3.2B. Durante los cuatro dias que el hongo
permanecio en glucosa no fue detectada actividad; alcanzod niveles detectables a

las 24 h de cultivo sobre acido galacturdnico restrictivo, a ambos valores de pH.
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Figura 3.1. Crecimiento (----) y niveles de azucares reductores ( - - - ) en cultivos de

FORL r2. El hongo fue primero crecido sobre glucosa no restrictiva durante tres dias; a
continuacion la biomasa fue transferida a un medio con glucosa restrictiva y, despues de
24 horas, a un medio con acido galacturénico restrictivo o pectina no restrictiva. Los
medios fueron tamponados a pH 5,5 u 8,0 (en los cultivos con acido galacturénico) o sin
tamponar y ajustado a pH inicial 5,5 (en los cultivos con pectina). Cultivos tamponados a
pH 5,5 con acido galacturénico (®), cultivos tamponados a pH 8,0 con acido
galacturonico (4); cultivos sobre pectina a pH inicial 5,5 (m). Los datos representan el
valor medio de dos experimentos independientes.
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Figura 3.2. Evolucion de la actividad pectin liasa y cambio del pH en cultivos de FORL
r2 sobre acido galacturénico. A. Cultivos tamponados a pH 5,5. B. Cultivos tamponados a
pH 8,0. La actividad enzimatica fue determinada por incremento en A,;; . (----) y por
viscosimetria (- - -) a los 10 min de reaccion; pH (......). Para las condiciones de cultivo
ver figura 3.1. Los datos representan el valor medio de dos experimentos independientes.
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A pH 5,5 (figura 3.2A), la maxima actividad (aumento en A,,; =y viscosimetria)
fue detectada a las 60 h sobre acido galacturonico. En medios tamponados a pH
8,0 (figura 3.2B), la actividad pectin liasa detectada fue menor, tanto por
viscosimetria como por incremento en absorbancia a 235 nm, que en los medios
a pH 5,5 v el maximo fue obtenido a las 72 h sobre acido galacturonico.

La evolucion de [a actividad pectato liasa durante los siete dias de cultivo
es mostrada en las figuras 3.3A y 3.3B. Aunque no hubo actividad en los medios
procedentes de las primeras 36 h de crecimiento en glucosa, ni en cultivos
tamponados a pH 5,0, ni en cultivos tamponados a pH 8,0, un bajo nivel de
actividad fue detectado a los tres dias de crecimiento en glucosa (cuando los
niveles de azilicares eran muy bajos) y durante las 24 h de crecimiento en glucosa
restrictiva a ambos valores de pH. Al igual que la pectin liasa, la actividad pectato
liasa aumentd en presencia de acido galacturonico, alcanzando el nivel maximo
en los cultivos tamponados a pH 5,5 a las 60 horas de afiadir 4cido galacturénico
(figura 3.3A).

La evolucidn de la actividad poligalacturonasa es similar a la de la pectato
liasa (figuras 3.4A y 3.4B). La actividad comenzé a ser detectable al tercer dia de
crecimiento en glucosa, cuando los niveles de azficares eran muy bajos y aumento
en respuesta al acido galacturénico restrictivo a ambos valores de pH. En cultivos
tamponados a pH 5,5 y a pH 8,0 los maximos se alcanzaron a las 60 y a las 24
horas, respectivamente, de afiadir 4cido galacturénico.

En los cultivos control, crecidos en glucosa restrictiva desde el tercer dia,

no fue detectada actividad PNL y si niveles muy bajos de PL y PG (tabla 3.1).
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Figura 3.3. Evolucion de la actividad pectato liasa y cambio del pH en cultivos de FORL
r2 sobre acido galacturdnico. A. Cultivos tamponados a pH 5,5. B. Cultivos tamponados a
pH 8,0. La actividad enzimatica fue determinada por incremento en A,;; = (---) y por
viscosimetria (- - -) a los 10 min de reaccion; pH (......). Para las condiciones de cultivo
ver figura 3.1. Los datos representan el valor medio de dos experimentos independientes.
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Figura 3.4. Evolucion de la actividad poligalacturonasa y cambio del pH en cultivos de
FORL r2 sobre acido galacturénico. A. Cultivos tamponados a pH 5,5. B. Cultivos
tamponados a pH 8,0. La actividad enzimatica fue determinada como liberacion de
azucares reductores (----) y por viscosimetria (- - -) a los 10 min de reaccion; pH (......).
Para las condiciones de cultivo ver figura 3.1. Los datos representan el valor medio de dos
experimentos independientes.
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Tabla 3.1. Actividad pectin liasa (PNL), pectato liasa (PL) y poligalacturonasa (PG) en cultivos
de FORL crecidos durante 3,5 dias en glucosa restrictiva.

PNL PL PG
AA 56 Vis AA 4, Vis gr. Vis
pH 5,5
U.mi”! 0 1,026 0,004 11,74 0,004 7,961
%o 0 0,4 2,5 59,1 1.3 1,5
pH 8,0
U.ml 0 0 0,031 8,017 0,007 0
% 0 0 26,0 43,5 6,9 0

El hongo fue crecido primero sobre glucosa no restrictiva durante tres dias, a continuacién la
biomasa fue transferida a glucosa restrictiva. Los cultivos fueron tamponados a pH 5,5 6 a pH
8,0. La actividades enzimaticas fueron determinadas por incremento en A 235 nm para la PNL
y PL, o por liberacién de grupos reductores (g.r.) para la PG y por viscosimetria (Vis) en los tres
casos. La actividad fue expresada como porcentaje de la maxima actividad detectada en cultivos
sobre acido galacturdnico.

En resumen, en cultivos con el mismo niimero de células, no han sido
detectadas actividades PNL, PL ni PG cuando los niveles de azlicares en el medio
de cultivo son altos; si ha sido detectada actividad PL y PG, aunque no PNL,
cuando hay bajos niveles de glucosa y solo en presencia de bajos niveles de acido
galacturonico han sido detectados altos niveles de las tres actividades enzimaticas.
Estos resultados indican que estas enzimas pécticas de FORL son inducibles por

acido galacturénico y estan sujetas a represion catabélica.
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Tipo de actividades pécticas producidas por FORL 12 en cultivo

La actividad PNL presente en el dia de maxima actividad, a las 60 horas
de crecimiento sobre acido galacturdnico restrictivo, en medios tamponados a pH
5,5, muestra un comportamiento predominante de tipo "endo". La actividad
viscosimétrica es mayor a tiempos de reaccion cortos y el descenso en viscosidad
relativa de la mezcla de reaccion es mayor que la acumulaciéon de productos
insaturados (figura 3.2). En el tiempo en el que la viscosidad relativa del sustrato
ha sido reducida al 50 % (t;, = 2.7 min, en cultivos de 60 h a pH 5.5), el
porcentaje de enlaces rotos fue alrededor del 0,1 % (figura 3.5), lo cual indica que
la enzima rompe enlaces glicosidicos internos del sustrato, al azar.

Las actividades PL y PG, presentes en los cultivos de FORL tuvieron un
modo de accidon de tipo "exo" ya que la viscosidad del sustrato no se redujo al 50

% durante los 30 minutos de reaccion.

Figura 3.5. Modo de accion de PNL
100§ producida por FORL. El descenso en la
! viscosidad relativa de las mezclas de
75”\ .y . .y

< reaccion (- - -) y la liberacion de productos
50| ! insaturados  (----) fueron determinados
durante 30 min de reaccion. Se usaron
extractos enzimaticos procedentes de cultivos
en 60 h en acido galacturdnico restrictivo a
pH 5,5. De las curvas de reduccion en
viscosidad relativa frente al tiempo, se
10,5 obtuvo el valor t;, (tiempo en el que se
. ‘ . reduce la viscosidad relativa del sustrato al
0 10 20 30 50 %). Fue calculado el porcentaje de
tiempo (min) enlaces rotos a este tiempo de reaccion. Para
detalles ver Materiales y Métodos

25

Viscosidad relativa del sustrato
% enlaces rotos
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Miiltiples formas de enzimas pécticas de FORL en los cultivos

Las proteinas fueron separadas segiin sus puntos isoeléctricos mediante
isoelectroenfoque analitico en geles de poliacrilamida con anfolitas en el rango de
pH 2-11 y los geles tefiidos para las actividades pécticas y para proteinas totales.
PNL y PL fuecron detectadas usando geles de agarosa que contenian pectina o
pectato, respectivamente, en tampoén Tris-HCI a pH 8,0 con CaCl,; se eligieron
estas condiciones porque en presencia de CaCl, a pHs inferiores, las bandas eran
muy débiles y no se detectd ninguna en presencia de EDTA. Para la deteccidn de
la PG los geles de agarosa contenian NaPP en tampdn acetato a pH 5,0 con
EDTA puesto que con EDTA a pHs superiores, o en presencia de CaCl, a
cualquier pH, las bandas cran mas débiles.

En la figura 3.6, una composicion fotografica muestra el patrén de
actividades pécticas presentes en los cultivos de FORL en el momento de maxima
actividad, a los 6,5 dias de cultivo. Aparecen incluidas las tres actividades
enzimaticas detectadas: PNL, PL. y PG en las tres condiciones de cultivo: 60 horas
a pH 5,5 sobre acido galacturénico restrictivo, 60 horas a pH 8,0 sobre acido
galacturdnico restrictivo y 60 horas en medio no tamponado sobre pectina. Todas
las bandas detectadas en los cultivos de FORL aparecieron en los cultivos de 60
horas a pH 5,5 sobre acido galacturdnico, condiciones en las que también se
habian detectado los mayores niveles de las distintas actividades pécticas (figuras
3.2, 3.3 y 3.4), mientras que en los cultivos a pH 8,0 sobre dcido galacturénico
o en medios no tamponados sobre pectina algunas de las bandas no fueron
detectadas. [Los puntos isoeléctricos de las bandas detectadas fueron deducidos de
la tincion de plata de las proteinas presentes en el cultivo de 60 horas, a pH 5,5,
sobre 4cido galacturdnico (figura 3.7), revelandose la presencia de tres formas
isoenzimadticas con actividad liasa (pls 9,20, 9,00 y 8,65) y cuatro con actividad
poligalacturonasa (pIs 9,30, 7,35, 6,85 y 6,55). La figura 3.8 muestra un esquema

de la evolucidén de las bandas de actividad a lo largo de los siete dias de cultivo:
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la liasa minoritaria, de pl 8,65 no es detectada en los medios sobre pectina ni
siquiera en ¢l momento de maxima actividad y es mucho mas débil en los medios
a pH 8,0 y, poligalacturonasa de pI 9,30 solo es detectada en los cultivos a pH 5,5
(ver figura 3.6). Las tres liasas dan reaccion con ambos sustratos, pectina y
pectato, y no se puede deducir una preferencia de substrato para ninguna de ellas,
al comparar las tinciones correspondientes al momento de méxima actividad (60
horas de cultivo a pH 5,5 sobre icido galacturdnico) (figuras 3.6 y 3.8). Sin
embargo, cuando los niveles de actividad son mas bajos, en los medios a pH 8,0
sobre acido galacturénico, se aprecia una preferencia por pectina de la isoenzima
con pl 9,20 y una preferencia por pectato de las isoenzimas con pls de 9,00 y de
8,65 (figuras 3.6 y 3.8). Estas diferencias pueden estar relacionadas con los
niveles mas bajos de actividad detectados en los cultivos tamponados a pH 8,0:
cuando los niveles de actividad son altos las liasas pueden actuar sobre ambos
sustratos, pectina y pectato, pero cuando los niveles son bajos se aprecia su
preferencia por uno de los sustratos.

En los geles de agarosa con pectina también se detectd un banda de pectin
esterasa cuyo pl es mayor de 9,30 (figura 3.6).

En los dos dias de crecimiento inicial del hongo sobre glucosa no
restrictiva no se detecta ninguna de las isoformas pécticas, a ninguno de los dos
pHs utilizados. En presencia de glucosa solamente son detectadas débilmente dos
bandas de poligalacturonasa (pIs 9,30 y 7,35) al tercer dia de cultivo, cuando los
niveles de glucosa son muy bajos y en los cultivos sobre glucosa restrictiva

(figura 3.8).
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Figura 3.6. Isoelectroenfoque analitico de las proteinas de FORL crecido en acido
galacturdnico restrictivo tamponado a pH 5,5 u 8,0 y en pectina sin tamponar. Las
actividades fueron detectadas usando geles réplica de agarosa que contenian el respectivo
sustrato. Calles 1, 2 y 3: tincidn para actividades sobre geles de agarosa que contenian
pectina a pH 8,0; calles 4, 5 vy 6: tincidn para actividades sobre geles de agarosa que
contenfan pectato a pH 8,0; calle 7, 8 y 9: tincién para actividades sobre geles de agarosa
que contenian pectato a pH 5,0. Calles 1, 4 y 7: cultivos de 60 horas en acido
galacturdnico restrictivo a pH 5,5; calles 2, 5 y 8: cultivos de 60 horas en 4cido
galacturdnico restrictivo a pH 8,0; calles 3, 6 y 9: cultivos de 60 horas en pectina. PME:
pectin metilesterasa; Ls: liasas; PGs: poligalacturonasas.

Figura 3.7. Tincidn de plata del gel de isoelectroenfoque analitico. Calle 1: Proteinas de
FORL, cultivo crecido en acido galacturénico restrictivo tamponado a pH 5,5 durante 60
horas, precipitadas con sulfato aménico. Calle 2: Marcadores de pl.

pH=8,0 Pectina

PG
©

PL

PNL
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Figura 3.8. Esquema de la evolucion de las multiples formas de enzimas pécticas en
cultivos de FORL crecido en acido galacturénico restrictivo, tamponado a pH 5,5 u 8,0
Y en pectina sin tamponar. Las proteinas de diferentes tiempos de cultivo (1,5 a 6,5 dias)
fueron sometidas a isoelectroenfoque vy tefiidas para actividades PG, PL y PNL.
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Cultivo sobre pectina

FORL fue crecido en pectina para determinar si nuevas formas
isoenzimaticas aparecian sobre este sustrato. La aparicion de las tres actividades
pécticas, PNL, PL y PG, fue retrasada en los cultivos sobre pectina (figura 3.9)
con respecto a los cultivos sobre acido galacturdnico restrictivo (figura 3.2, 3.3
y 3.4) y los niveles de actividad fueron menores. S6lamente se detectaron mayores
niveles de actividad pectato liasa. Por otra parte, tal como se describe arriba, no

se observaron nuevas bandas.
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Figura 3.9. Evolucion de las actividades pecticas y cambio del pH en cultivos de FORL
sobre pectina sin tamponar a pH inicial 5,5, La actividad PNL fue determinada por
viscosimetria (4), la actividad PL fue determinada como incremento en A, (W) y la
actividad PG fue determinada como liberacion de azucares reductores (@), pH (...). Para
las condiciones de cultivo ver figura 1. Los datos representan el valor medio de dos
experimentos independientes.
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DISCUSION

De forma similar a lo que ocurre en otros microorganismos capaces de degradar
sustancias pécticas, el aislamiento r2 de Fusarium oxysporum {f. sp. radicis-lycopersici
produce una serie de enzimas pécticas que difieren en preferencia por sustrato,
mecanismo de reaccién y modo de accién. En este estudio han sido detectadas tres
isoformas con actividad liasa, cuatro con actividad poligalacturonasa y una con
actividad pectin metilesterasa. La liasa principal es una forma basica con pl 9,20; las
otras dos tienen pls de 9,00 y 8,65, respectivamente. Las tres liasas actian sobre
pectina y pectato en condiciones alcalinas y tienen un absoluto requerimiento de calcio.
[.a mas alcalina tiene una débil preferencia por pectina, mientras que las otras dos son
mas activas sobre pectato. La PG principal es una forma neutra con pl 7,35; hay dos
poligalacturonasas mas con pls 6,85 y 6,55, v una minoritaria con pI 9,30. La presencia
de iones calcio y pHs superiores a 5,0 provoca una disminucion en la actividad de
todas ellas. .a PME, que fue detectada en geles de agarosa con pectina, presenta un
pl proximo a 9.5. Los puntos isocléctricos de las poligalacturonasas mayoritarias de
FORL r2 son similares a los previamente detectados en varios aislamientos de FORL
(Fernandez y col., 1993). Sin embargo, la produccion de varias isoenzimas de pectin
o pectato liasa por FORL no habia sido descrita con anterioridad. No obstante, una
pectato liasa con pl de 8,7 ha sido descrita en FOL (D1 Prieto y Roncero, 1996b), este
pl seria similar al de la liasa menos basica de FORL.

[.a produccién de varias formas para una misma enzima ocurre en muchas otras
especies de hongos y bacterias. Esto ha sido bien caracterizado en las bacterias
fitopatogenas, Erwinia chrysanthemiy Erwinia carotovora, cuyos complejos de enzimas
pécticas extracelulares contienen varias isoenzimas de pectato liasa y poligalacturonasa
que difieren en su punto isoeléctrico (Colimer, 1987). No obstante, también existen
ejemplos de microorganismos que solamente producen una Gnica enzima péctica como

es el caso de Pseudomonas fluorescens y P. viridiflava que producen una pectato liasa
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con pls 9,7 y 10,0 respectivamente (Liao, 1989). Phoma medicaginis va. pinodella
sintetiza una pectin liasa cuyo punto isoeléctrico es 7,9 (Pitt, 1988). La presencia de
miltiples formas de una enzima puede ser una ventaja para el patégeno puesto que
algunas formas pueden ser méis estables que otras dentro del patéogeno. La presencia
de miltiples isoenzimas en un organismo puede ser debida a la presencia de varios
genes, a diferencias en glicosilacion de las proteinas y a modificaciones post-
transcripcionales o procesos proteoliticos después de la secrecion (Caprari y col,
1993a; De Lorenzo y col., 1987; Tamaki y col., 1988; Willick y Seligy, 1995).
Generalmente, las enzimas catabolicas que degradan sustratos exdégenos son
inducidas por componentes especificos relacionados estructuralmente con el sustrato
y en ausencia de inductor son producidas a bajos niveles. Esta sintesis basal representa
unos niveles de actividad enzimatica considerablemente mas bajos que los detectados
en presencia del inductor. La glucosa y otras fuentes de carbono facilmente
metabolizables reprimen la formacién de muchas enzimas catabolicas en bacterias y
hongos, fendmeno conocido como represion catabdlica (Magasanik, 1961), y que afecta
tanto a enzimas inducibles como constitutivas (Collmer, 1987; Cooper, 1983). Las
enzimas que estan sujetas a represion catabdlica estan reprimidas durante el crecimiento
en glucosa, cuando una fuente de carbono facilmente metabolizable esta disponible y
los represores se acumulan en la célula y reprimen su sintesis. La fuente de carbono
facilmente metabolizable que actGa como inductor, puede actuar también como
represor, este fendmeno (auto-represion catabolica) es particularmente importante en
la regulacién de enzimas extracelulares que degradan sustratos complejos, en
organismos que estin expuestos a condiciones ambientes variables (Collmer, 1987). La
produccion de poligalacturonato liasa por 4 eromonas liguefaciens es constitutiva y
est4 sujeta a represion catabolica (Hsu y Vaughn, 1969). Poligalacturonasa y pectin
liasa de Fusarium oxysporum y Verticillium albo-atrum son inducidas por écido
galacturdnico y estan sujetas a represion cataboélica (Cooper y Wood, 1973, 1975).
Fusarium solani f. sp. pisi produce varias pectato liasas con diferente regulacion, una

inducible por pectina y reprimida por glucosa y otra constitutiva y no sujeta a represion
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catabolica (Guo y col., 1995). En Erwinia chrysanthemi y Erwinia carotovora, la
pectato liasa estd sujeta a auto-represion catabolica mediada por cAMP cuando su
producto, el digalacturonato insaturado, estd presente en el medio a altas
concentraciones (Collmer, 1987).

FORL fue cultivado en medios tamponados restrictivos para determinar el efecto
del pH sobre la produccién de enzimas pécticas. De esta forma es posible evilar el
aumento en azlcares reductores que sigue a la aparicion de picos de actividad
enzimatica y el incremento de pH que se observa cuando FORL es cultivado sobre
pectina (figura 3.9).

Los resultados obtenidos en este experimento demuestran que las enzimas
pécticas producidas por FORL r2 son inducidas por acido galacturénico y estdn sujetas
a represion catabdlica. Cuando el micelio de FORL fue transferido a un medio con
acido galacturénico restrictivo, las tres enzimas (PNL, PL and PG) aumentaron (figuras
3.2, 3.3 y 3.4). Para las PG y PL no se observa ninguna fase de retraso que preceda
a su aparicion pero para la PNL se necesitan 24 horas. Por otro lado, cuando ¢l micelio
es transferido a un medio con pectina (figura 3.9), son necesarias 48 horas para
detectar el aumento de las tres actividades. Esto hace suponer que el inductor de las
enzimas pécticas en FORL es ¢l acido galacturdnico o un metabolito producido a partir
de €l. La respuesta de PL al acido galacturdnico fue considerablemente menor que la
mostrada por PNL y PG (Tabla 3.1). Sin embargo, cuando FORL fue crecido sobre
acido galacturonico no restrictivo, la produccion de enzimas pécticas no fue estimulada
como en presencia de 4acido galacturdnico restrictivo (datos no mostrados).
Probablemente la presencia de altos niveles de acido galacturdnico provoca auto-
represion catabolica. Ademads, es posible que los niveles basales de PG y PL,
detectados en ausencia de inductor, podrian ser utiles cuando FORL se pone en
contacto con un polimero péctico: estos niveles basales servirian para liberar del
sustrato la molécula inductora, que promoveria su propia sintesis asi como la de la
PNL que no es detectable, ni siquiera a niveles basales, en ausencia del inductor.

Comparando los cultivos tamponados a pH 8,0 6 5,5, no se han detectado
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mayores niveles de liasas en los cultivos pH 8,0. Estos difieren de los tamponados a
pH 5,5 en la ausencia de niveles basales de actividad PG durante el crecimiento en
glucosa y en los niveles mas bajos para las tres actividades durante todo el periodo de
cultivo. Resultados de otros autores, en los que la produccion de hidrolasas y liasas es
maxima en medios ajustados a pH 5,0 y 8,0, respectivamente, (Bateman, 1966;
Bateman y Bashman, 1976; Blais y col., 1992) pueden reflejar efectos del pH sobre
la liberacién del inductor a partir de sustratos pécticos o sobre la estabilidad de las
respectivas enzimas en relacion al pH.

La PNL causa un 50 % de descenso en la viscosidad del sustrato cuando sélo
se han roto el 0,1 % de los enlaces del polimero (figura 3.5), lo cual indica un
comportamiento de tipo "endo". La PL y PG tienen un comportamiento de tipo "exo",
puesto que en ningln caso la viscosidad del sustrato es reducida al 50 %. A pesar de
que la presencia de varias enzimas pécticas en el medio puede complicar la
interpretacion de los resultados, las tinicas interferencias que pueden haberse dado en
este caso son las derivadas de la capacidad de las dos liasas para utilizar ambos
sustratos, pectina y pectato. En efecto, como se indicod anteriormente, en las réplicas
de agarosa a pH 5,0 las liasas no son detectadas y las poligalacturonasas nunca dan
reaccion en réplicas con CaCl,.

Es significativo el hecho de que las dos actividades pécticas que estan presentes
en niveles basales en ausencia de inductor, PL y PG, sean de tipo "exo". A este
respecto se ha considerado que las exo-enzimas deberian ser més eficientes que las
endo-enzimas en la liberacién inicial de inductores solubles a partir de los sustratos
poliméricos, proceso que debe preceder a la induccion (Cooper, 1983). La PNL, que
exclusivamente es detectada en presencia del inductor y es de tipo "endo", podria jugar
un papel importante en la degradacion de paredes celulares de tomate. Con muy pocas
excepciones, las enzimas capaces de producir maceracion y muerte celular son enzimas
pécticas de tipo "endo" (Bateman y Bashman, 1976; Cooper, 1983). La endoliasa de
Fusarium solani f£.sp. pisi parece ser la enzima involucrada en la invasién de tallos de

guisante por el hongo (Crawford y Kolattukudy, 1987). La proliferacion de liasas y
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poligalacturonasas puede ser necesaria para dar a los microorganismos suficiente
capacidad pectolitica o conferir actividades especializadas en la patogénesis (Collmer,
1987). Algunas caracteristicas de las enzimas pécticas son muy importantes en la
patogénesis, como por ejemplo, la capacidad de degradar paredes celulares y causar
maceracion en los tejidos o el tamafio de la proteina que puede restringir su
movimiento a través de las paredes celulares (Cooper, 1983). En la colonizacion de
tejidos radiculares de tomate por FORL, las modificaciones observadas en las paredes
celulares del huésped pueden depender de la especificidad de la bateria de enzimas

pécticas producidas (Brammall y Higgins, 1988a; Charest y col., 1984).



CAPITULO 4.
Analisis de Patrones de Expresion Génica en Presencia

de Acido Galacturénico.
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INTRODUCCION

En Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici el 4cido galacturdnico se
ha comportado como inductor de las actividades de varias enzimas pécticas: PNL,
PL y PG (capitulo 3). En las condiciones de los experimentos realizados ¢l 4cido
galacturénico induce la actividad y sintesis de estas enzimas. En Erwinia
chrysanthemi el galacturonato es catabolizado a piruvato y gliceraldehido-3-fosfato
pasando por intermediarios como 2-ceto-3-deoxi-D-gluconato y 2-ceto-3-deoxi-6-
fosfo-D-gluconato, estos tltimos parecen tener actividad inductora de las enzimas
pecticas (Collmer y Keen, 1986). Ademas se ha visto que las enzimas pécticas de
E. chrysanthemi estan correguladas con las enzimas catabolicas de sus productos
a traves del producto de un gen, que reprime a nivel transcripcional muchas de
las enzimas encargadas del metabolismo de las sustancias pécticas. En presencia
de 2-ceto-3-deoxi-D-gluconato o derivados, el represor no puede actuar y todos
estos genes se expresan (Barras y col., 1994).

Una primera aproximacion para averiguar si la induccién de las enzimas
pécticas en FORL estd regulada a nivel transcripcional es el analisis de las
poblaciones de mensajeros de micelio crecido en presencia y ausencia de inductor
(4cido galacturénico) mediante la traduccion de los mismos en un sistema in vitro
y posterior separacion de los productos por PAGE-SDS (electroforesis
unidimensional) y PAGE-2D (electroforesis bidimensional). La primera permite
comparar patrones de proteinas en funcién de su masa molecular, mientras que la
segunda separa en funcion de su punto isoeléctrico y su masa molecular. Aun
cuando los productos de traduccién in vitro no son idénticos a las proteinas
maduras si permiten obtener una aproximacién valida. Las modificaciones
postraduccionales incluyen principalmente pérdida del péptido sefial (< 30 aa) y
glicosilaciones.

Ademas de la regulaciéon de las enzimas pécticas se pondra de manitiesto
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la variacién en los patrones de expresion génica que sufre el hongo con el paso
de glucosa a acido galacturénico. Un punto intermedio (6 h sobre éacido

galacturénico) también ha sido analizado, en él se detecta actividad PG y PL y

no PNL (capitulo 3).
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MATERIALES Y METODOS
Material

El material empleado fue micelio obtenido a partir de cultivos del
aislamiento r2 de FORL:

- 36 horas en glucosa al 0,5 %,

- 72 horas en glucosa al 0,5 %, 24 h en glucosa restrictiva y 6 horas en

acido galacturdnico restrictivo, y

- 72 horas en glucosa al 0,5 %, 24 h en glucosa restrictiva y 60 horas en

acido galacturénico restrictivo.

Las condiciones de cultivo aparecen detalladas en el capitulo 3.
Extraccion de RNA

El RNA total fue extraido a partir de micelio segun el método fenol/SDS
(Ausubel y col., 1987) con ligeras modificaciones. El material congelado (1-1,5
g) fue triturado, en mortero con nitrégeno liquido, hasta que se formé6 un polvo
fino. Este polvo fue transferido a un tubo de 50 ml con 15 ml de tampén de
extraccion TLE (Tris 0,18 M, LiCl 0,09 M, EDTA 4,5 mM y SDS | %, a pH 8,2)
y 15 ml de una mezcla 1:1 de fenol equilibrado con TLE y cloroformo. Fue
homogeneizado en un vortex e incubado a 50 °C durante 20 min. A continuacion,
centrifugado 20 min a 8000 g. La fase acuosa fue lavada tres veces con la mezcla
de fenol y cloroformo y extraida lavando una vez mas con cloroformo. El RNA
fue precipitado con LiCl 8 M hasta una concentracion final en cada tubo de 2 M
durante una noche, a 4 °C. Después de una centrifugacion a 8000 g durante 20
min, el precipitado fue lavado con LiCl 2 M, resuspendido en 100 ul de agua y

precipitado con acetato sodico 3 M pH 5,2 (1/10 vol) y 2,5 vol de etanol al 100
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% durante una noche a -20 °C 6 1 h a -80 °C. El precipitado recogido después de
la centrifugacion fue lavado con etanol al 70 % y resuspendido en agua, de esta
forma se guardd a -80 °C.

La concentracion de RNA fue estimada por absorcion a 260 nm, asumiendo
que una concentracién de 40 pg.ml' da una unidad de densidad Optica. Su
integridad fue comprobada en geles de agarosa en formamida como se indicara
en el capitulo 5.

Todas las soluciones utilizadas, a excepcion del cloroformo, fenol y TLE,
fueron esterilizadas a 121 °C durante 15 min en autoclave. Al agua utilizada se
le afiadié dietil pirocarbonato y se mantuvo una noche a 37 °C antes de la

esterilizacion.

Traduccién in vitro

10 ug de RNA total fueron traducidos in vitro con extracto de germen de
trigo (Promega) en presencia de **S-metjonina (ICN, 1000 Ci.mmol'a 10 mCi.
ml™") siguiendo las instrucciones del fabricante en un volumen total de 50 pl.
RNA (1 pg) del virus del mosaico del bromo fue usado como control. A

continuacién, las muestras fueron liofilizadas.

Electroforesis

Los productos de la traduccion fueron separados por electroforesis
bidimensional v unidimensional. En la primera fueron separados segun el punto
isoeléctrico (primera dimension) v peso molecular (segunda dimension), en la
unidimensional s6lo segin peso molecular.

La primera dimensiéon fue realizada en un equipo GT Series Gel
Electrophoresis Unit (Hoefer Scientific Instruments). Fueron usados geles

cilindricos de 11 ¢m de largo por 2 mm de didmetro. L.a composicion para 10 ml
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fue 4,8 g urea, 1,4 ml de acrilamida (acrilamida 28,4 % y bisacrilamida 1,6 %),
2 ml de NP-40 al 10 % y 8 pl de anfolitas de rango 3-10 y 32 ul de rango 5-7.
Una vez polimerizado fue equilibrado durante 2 h con 20 pl de tampén A (urea
9,5 M, NP-40 2 %, B-mercaptoetanol 5 % y anfolitas 2 %), y 10 pl de agua.
Antes de aplicar la muestra los geles se¢ precorrieron con 20 pl de tampén A
fresco a voltaje constante (15 min a 200 V, 30 min a 400 V y 30 min a 600 V).
En la cubeta superior (citodo) fue colocado NaOH 0,02 M y en la inferior
(anodo) H,PO, 0,01 M. Las muestras (el producto correspondiente a una
traduccion) fueron aplicadas disueltas en 25 pl de tampén A y cubiertas con 10
pl de tampé6n K (urea 9 M y anfolitas 1 %). La electroforesis se corri6 a voltaje
constante (15 h a 600 V y 1 h a 800 V). Una vez finalizada la electroforesis, los
geles se equilibraron durante 10 min con tampén O (glicerol 10 %, P-
mercaptoetanol 50 %, SDS 2.5 % y Tris-HCI 0,625 M, a pH 6,8).

La segunda dimensién y las unidimensionales fueron realizadas segiin el
método descrito por Laemmli (Laemmli, 1970) en un equipo Vertical Slab Gel
Unit Model SE400, The Sturdier (Hoefer Scientific Instruments). El gel separador
- fue preparado en un volumen de 20 m] con 8 ml de acrilamida (acrilamida 30 %
y bisacrilamida 0,8 %), 7,5 ml de Tris-HCl al 1 M y pH 8,8, 100 pl de SDS al
20 .%, 16 pul de TEMED y 16 ul de persulfato aménico al 10 %. El gel
concentrante fue preparado en un volumen de 10 ml con 1,7 ml de acrilamida,
1,25 ml de Tris-HCl a 1 M y pH 6,8, 50 pul de SDS al 20 %, 10 pl de TEMED
y 40 ul de persulfato aménico al 10 %. En las bidimensionales, el gel cilindrico
de la primera dimensién fue colocado encima del gel concentrante; en las
unidimensionales, la muestra fue aplicada dentro de los pocillos del gel (el
producto correspondiente a la mitad de una traduccién). El tampén de
electroforesis fue glicina 14,4 % y SDS 1 % en Tris-HCI 50 mM pH 8,3. Se

corrié a corriente constante (30 mA).
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Deteccion

La deteccion fue realizada por fluorografia; para ello los geles, fijados con
una solucién metanol:acético:agua (40:10:50) durante la noche, fueron incubados
30 min con En’hancer (Dupont) y secados a 50 °C durante 45 min en vacio. La
exposicién fue llevada a cabo a -80 °C en oscuridad con una pelicula Kodak X-
OMAT-AR durante 15 dias para las bidimensionales y 4 dias para las

unidimensionales.

Anailisis de los resultados

La posicion relativa de cada mancha o polipéptido no varia y depende de
su punto isoeléctrico y su masa (en electroforesis bidimensionales) o sélo de su
masa (en unidimensionales). El conjunto de todas ellas, o patron, fue comparado
en las dos situaciones principales, estudiando la presencia o ausencia de manchas
concretas y de variaciones relevantes en su intensidad. Sélo fueron considerados
aquellos cambios reproducibles en las distintas repeticiones de cada patrén y se
analizaron las zonas cuya resolucion hacia posible el andlisis.

Las bandas fueron caracterizadas en funcién de su punto isoeléctrico y su
masa molecular. Para lo primero fue medido el pH de los geles cilindricos de la
primera dimensién partiéndolo en lonchas, disolviéndolo en agua y a continuacion
midiendo ¢l pH. Para lo segundo marcadores de peso molecular entre 97,4 y 14,4
kDa (SDS-PAGE Molecular Weight Standards Low Range. Bio-Rad) fueron
cargados y tefiidos con azul de Comassie al 0,2 % en metanol:acético:agua

(40:10:50).



Patrones de expresion | 105

RESULTADOS

El patrén de proteinas sintetizadas a partir de RNA de micelio crecido en
acido galacturénico restrictivo fue comparado con el del crecido en glucosa en
electroforesis bidimensional (figuras 4.1 y 4.2) y unidimensional (figura 4.3).

Las fotos de electroforesis bidimensionales aparecen divididas en
cuadrantes para facilitar la localizacién de las proteinas (figuras 4.1 y 4.2). Los
patrones proteicos presentan gran similitud, la mayor parte de las proteinas
presentan un punto isoléctrico cercano a la neutralidad y peso molecular entre 20
y 60 kDa (cuadrante 2.2). La comparacién entre el patrén de glucosa y acido
galacturénico revela, en general, una disminucidn en el nimero e intensidad de
las manchas en el patrén de galacturénico. Un esquema de los cambios maés
significativos aparece en la tabla 4.1. A las manchas que aparecen o aumentan en
intensidad en presencia de 4cido galacturénico, se les ha designado un numero;
para la denominacion de cada mancha se ha tenido en cuenta el cuadrante en el
que se encuentra y el nimero asignado. A continuacion se hace un estudio més
detallado por cuadrantes,

En el cuadrante 1.1 se observa el descenso en intensidad de bastantes
manchas, y el ligero aumento de una de 74 kDa (1.1-1)."

En el cuadrante 1.2 se observan muchas menos manchas que en el
cuadrante 1.1. En el patrén de 4cido galacturénico, las manchas aparecen mucho
menos intensas que en el de glucosa hasta tal punto que es dificil concluir si han
desaparecido algunas. No obstante parece claro que no se detecta ninguna nueva.

En el cuadrante 2.1 se observa la desaparicién de varias manchas de pesos
moleculares proximos a 27 kDa, ¢l descenso en intensidad de algunas y, lo que
es mas importante, el aumento en cuatro manchas, una de 52 (2.1-1), una de 36
(2.1-2) y, dos de 24 kDa (2.1-3, 2.1-4).

En el cuadrante 2.2, en el patrén de 4cido galacturénico se observa la
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disminucién en intensidad de muchas manchas y la desaparicion de algunas de
ellas como una de 42 kDa y de un grupo de cuatro de aproximadamente 28 kDa.
Seis manchas parecen aumentar en intensidad, una de 55 kDa (2.2-1), una de 42
kDa (2.2-2), una de 41,5 kDa (2.2-3), dos de 39 kDa (2.2-4, 2.2-5) y una de 36
kDa (2.2-6). En este cuadrante también se observan tres péptidos nuevos, dos de
36 kDa (2.2-7, 2.2-8) y uno de 30 kDa (2.2-8). La mayor intensidad en algunas
manchas en el patrén de glucosa, podria enmascarar a varias proteinas.

En el cuadrante 2.3 se observa una disminucion en la intensidad de las
manchas que en algunos casos llegan a desaparecer. No se detectd ninguna
mancha nueva.

En el cuadrante 3.1 se observa la desaparicion o menor intensidad de varias
manchas y el aumento de una de 22 kDa (3.1-1).

En el cuadrante 3.2 aparecen pocas manchas, en el patrén de acido
galacturénico las manchas aparecen mucho menos intensas, dos de ellas
desaparecen claramente y aparece una de muy bajo peso molecular, menor de 14

kDa (3.2-1), casi a la altura del frente.

Figura 4.1. 2D-PAGE de los productos obtenidos por traduccion in vitrro de RNA extraido de
micelio de FORL r2 crecido 36 horas en glucosa (A) o después de 60 horas en dacido
galacturénico restrictivo (B). Para ver condiciones de cultivo ver capitulo 3. Solo las manchas
que aumentaban en intensidad o aparecian nuevas en el patrén procedente del cultivo en acido
galacturdnico fueron numeradas; la desaparicién o descenso en intensidad ha sido s6lo sefialado
en algunos casos. Los cambios se marcan con la siguiente nomenclatura (v) aparicion de
mancha, (V) desapariciéon de mancha, (T) aumento de la mancha, y () descenso de la mancha.

Figura 4.2. Detalle del cuadrante 2b de 2D-PAGE de los productos obtenidos por traduccion in
vitro de RNA extraido de micelio de FORL r2 crecido 36 horas en glucosa (A) o después de 60
horas en 4cido galacturénico restrictivo (B). Solo las manchas que aumentaban en intensidad o
aparecian nuevas en el patrén procedente del cultivo en acido galacturénico fueron numeradas.
Los cambios se sefialaron con la siguiente nomenclatura (¥) aparicion de mancha, (V)
desaparicion de mancha, (T} aumento de la mancha, y (+) descenso de 1a mancha.

Figura 4.3. SDS-PAGE de los productos obtenidos por traduccion in vitro de RNA extraido
de micelio de FORL 12 crecido: calle 1, 36 horas en glucosa; calle 2, 6 horas en 4cido
galacturonico restrictivo; y calle 3, 60 horas en dcido galacturénico restrictivo. Para condiciones
de cultivo ver capitulo 3.
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Tabla 4.1. Tabla resumen de los resultados obtenidos por 2D-PAGE de los productos de la
traduccion in vitro del RNA extraido a partir de micelio crecido: 36 horas en glucosa y 60 horas
en acido galacturénico. Sélo se tiene en cuenta la aparicién o el aumento de las manchas. (-)
ausencia de mancha, (+) presencia de mancha, y (++) aumento de la mancha. (1} A las 6 h de
4cido galacturénico ya aparece la mancha. (2) A las 6 h de dcido galacturénico no aparece la
mancha.

Localizacion Masa Molec. Glucosa 60 horas acido
(kDa) galacturénico
1.1-1 74 4 T
2.1-1 52 + it
2.1-2 36 + oy
2.1-3 24 + i
2.1-4 24 4 -
2.2-1 55 + -
2.2-2 42 A t
2.2-3 41,5 + it
2.2-4 39 + T
2.2-5 39 ' + oy
2.2-6 36 + "
2.2-7 36 @ N
2.2-8 36 () o
2.2-9 30 -0 +t
3.1-1 22 + o

3.2-1 14 @ 4




112 / Capitulo 4

Dos de las manchas que aparecen nuevas en el patréon de 60 horas sobre
acido galacturénico, 2.2-8 y 2.2-9, aparecen ya a las seis horas, mientras que las
otras dos, 2.2-7 y 3.2-1, no aparecen en este patron.

En electroforesis unidimensionales a primera vista se pudo apreciar que en
el patron de glucosa se detectan mas bandas (figura 4.3), en presencia de acido
galacturdonico algunas bandas desaparecen y otras disminuyen su intensidad. No
obstante, se detectan también bandas con mayor intensidad o nuevas. A las 6 h
se detectd una banda de 27 kDa y una de 30 kDa que no aparecian en glucosa,
también se detecta el aumento en intensidad de una de 31 kDa. A las 60 h estas
dos bandas aparecieron mas intensas, se detecté una nueva de 35 kDa y una de
55 kDa aparecié mucho mads intensa. Una banda de 83 kDa fue también sélo
detectada a las 60 horas de acido galacturénico. Un resumen de estos datos

aparece en la tabla 4.2.

Tabla 4.2. Tabla resumen de los resultados obtenidos por SDS-PAGE de los productos de la
traduccidn in vifre del RNA extraido a partir de micelio crecido: 36 horas en glucosa, 6 horas
en acido galacturénico y 60 horas en acido galacturdnico. (-) ausencia de mancha, (+) presencia
de mancha, y (++) aumento de la mancha.

Masa Molecular 6 horas acido 60 horas acido
Glucosa
(kDa) galacturonico galacturénico
83 - - +
55 + + 4+
35 - - +
31 + ++ ++
30 - + ++

27 - + T+t
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DISCUSION

La presencia de 4cido galacturénico como tnica fuente de carbono reduce
la diversiciad de transcritos de forma significativa; en una comparacion general se
deduce una reduccion en la poblacién de transcritos al pasar de glucosa a acido
galacturénico. El cambio de fuente carbonada ird acompafiado de variacion en las
enzimas implicadas en su metabolismo, aparentemente en una situacion fisioldgica
mas pobre. Hay que tener en cuenta que durante 60 horas el aporte es restrictivo,
el hongo no tiene fuente de carbono en abundancia por lo que bajaran
probablemente los niveles de transcripcidn y, por lo tanto, la sintesis de proteinas
totales. S6lo algunas proteinas seran necesarias en esta nueva situacion y, por io
tanto, aumentaran en cantidad o apareceran de nuevo. El acido galacturdnico se
revela como un inductor a nivel transcripcional y su presencia induce la sintesis
de novo o el aumento de la sintesis de algunos transcritos. No sélo se veran
afectadas las enzimas pécticas, es probable que alguna enzima involucrada en el
metabolismo del 4cido galacturénico aumente. Es posible una regulacién conjunta
de las enzimas pécticas con las enzimas encargadas del metabolismo de los
productos de ellas como ocurre en Erwinia chrysanthemi (Barras y col., 1994).

Se ha realizado un intento de asignacién de polipéptidos inducidos por
acido galacturénico en base a las masas moleculares de enzimas pécticas descritas
en otras especies de Fusarium.

El analisis de los productos obtenidos a partir de la traduccion in vitro y
separados en una unica dimensién revela una induccion de la sintesis de mRNA
que codifican para seis péptidos de peso molecular 27, 30, 31, 35, 55 y 83 kDa,
cuando el micelio fue crecido con acido galacturdnico restrictivo como inductor
(figura 4.3). Se prestd particular atencién a las cinco primeras puesto que tenian
pesos moleculares similares a las enzimas pécticas ya descritas en otros Fusarium

(De Lorenzo y col., 1987; Crawford y Kolattukudy, 1987).
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El péptido de 55 kDa podria corresponder a una PG puesto que su peso
molecular es similar al de dos polipéptidos de 45 y 51 kDa que corresponden a
poligalacturonasa de Fusarium moniliforme (De Lorenzo y col., 1987). Estas han
sido identificadas por inmunoprecipitacion, con anticuerpos para poligalacturonasa,
de los productos obtenidos a partir de la traduccion in vitro de RNA del hongo
crecido en condiciones de induccién de poligalacturonasa. Por otra parte se ha
observado que FORL produce una PG cuya forma desglicosilada tiene un tamaiio
de 50 kDa (Patifio y col., en preparacién). Esta banda es detectada en las muestras
procedentes de cultivos en glucosa (36 h) y aumenta en las muestras procedentes
de cultivos a las 60 horas en acido galacturénico. Con relacién a actividades, PG
es detectable al final del cultivo en glucosa, cuando los niveles de glucosa son
bajos, y aumenta en presencia de acido galacturdnico, siendo el méaximo a las 60
h (capitulo 3). La presencia de esta banda en el patron de 36 h en glucosa, puede
indicar la presencia de niveles basales en estas condiciones, no detectados por los
metodos usados para las valoraciones enzimdticas. La intensidad de la banda
aumenta considerablemente a las 60 h en acido galacturdnico restrictivo, siendo
los altos niveles de actividad detectados a las 60 h debidos a un aumento en la
transcripeidn y por lo tanto en la cantidad de enzima.

Las bandas de 27, 30, 31 y 35 kDa pueden corresponder a liasas. En
Fusarium solani 1. sp. pisi se ha detectado un péptido de 29 kDa que corresponde
a una pectato liasa (Crawford y Kolattukudy 1987). Ademas, estos pesos
moleculares estan de acuerdo con los observados en otras liasas. La actividad PNL
es detectada a partir de 24 h en 4cido galacturénico, no asi la PL que es detectada
ya en el cultivo en glucosa. Ambas actividades alcanzan su mé4ximo a las 60 horas
en 4cido galacturénico (capitulo 3).

La banda de 31 kDa es detectada en glucosa y aparece con mayor
intensidad en presencia de acido galacturonico desde las 6 horas. Previamente, se
ha hablado de una actividad PL presente en glucosa que aumenta en los cultivos

de acido galacturénico (capitulo 3); esta actividad podria corresponder a esta
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proteina.

La banda de 35 kDa no es detectada a las 6 h, pero si a las 60 h cuando
las actividades son maximas. Esta podria corresponder a una PNL puesto que su
actividad no es detectada hasta las 24 h de &cido galacturdnico (capitulo 3).

Las bandas de 27 y 30 kDa son detectadas a las 6 horas y aumentan a las
60 horas. Teniendo en cuenta la existencia de dos PL y una PNL descritas en el
capitulo 3, una de éstas corresponderia a una PL; el hecho de que a las 6 h no
haya mensajeros pero si haya actividad podria ser explicado por la existencia de
dos formas con la misma actividad liasa, una seria sintetizada en presencia de
glucosa y la otra en presencia de acido galacturonico.

Las electroforesis bidimensionales proporcionaron mayor informacion, ya
que el nivel de separacion era mayor. Coincidiendo con las unidimensionales, se
observé un patréon mas complejo en las muestras procedentes de tejidos crecidos
en glucosa. Algunos de los cambios observados en las unidimensionales fueron
confirmados en las bidimensionales. La banda de 55 kDa, probablemente una PG,
se corresponde con la mancha 2.2-1; el comportamiento es el mismo. En cuanto
a la banda de 35 kDa, existen varias manchas con una masa similar, 2.1-2, 2.2-6,
2.2-7 v 2.2-8. No obstante, la 2.2-7 tiene un comportamiento mas similar al
esperado: ausencia en glucosa y a las 6 h de acido galacturdnico, y presencia a
fas 60 h de acido galacturdnico. El péptido de 30 kDa, que aparece en las
unidimensionales, podria corresponder al 2.2-9: ambos tienen el mismo peso
molecular y el mismo comportamiento, ausencia en glucosa y presencia en acido
galacturénico. En cuanto a las bandas correspondientes a 31 y 27 kDa, no se
puede hacer una asignacion directa. Las restantes manchas pueden corresponder
a otras actividades enzimaticas relacionadas con el metabolismo del 4cido
galacturénico que, en su presencia o en la de algun producto resultante de é€l,
aumentan su expresion.

Una correspondencia entre los dos tipos de electroforesis, unidimensional

y bidimensional seria ldgica, pero no tienen por qué coincidir exactamente. Las
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diferencias aparentes en los dos tipos de electroforesis pueden ser debidas al
solapamiento existente entre bandas en las electroforesis unidimensionales. Por
otro lado, la falta de alguna mancha en las bidimensionales, péptidos de 31 y 27
kDa, puede ser debida a que estas proteinas sean muy basicas y no entren en el
gel en la primera dimension. Hay que tener en cuenta que las liasas descritas en
este trabajo tienen un punto isoeléctrico muy alcalino (9,20, 9,00 y 8,65). Es por
¢ésto por lo que se hace necesaria la separacion de los productos de traduccion in
vitro por las dos técnicas (electroforesis uni y bidimensionales)

La obtencion de anticuerpos para las distintas enzimas pécticas y su empleo
frente a los productos obtenidos en la traduccién in vitro, seria de gran utilidad
para confirmar las asignaciones de las distintas bandas o manchas a las distintas
enzimas pécticas o a otras enzimas relacionadas con el metabolismo del 4cido

galacturénico.



CAPITULO 5.
Obtencién de Sondas para Poligalacturonasas y Liasas

Pécticas. Control Genético.
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INTRODUCCION

Fusarium oxysporum, como todos los Deuteromycetes, posee un ciclo de
vida asexual. Carece, o al menos no se conocen, procesos de reproduccién sexual
y sus células son haploides en todo su ciclo. El tamafio del genoma varia de 18,1
a 51,5 Mb dependiendo de la especie y forma especial; incluso se han descrito
variaciones dentro de esta ultima. En un aislamiento de FOL se han descrito 10
cromosomas con un tamafio total de 42,2 Mb (Migheli y col., 1993). El 68 % del
genoma de FOL son secuencias de una tnica copia, ¢l 12 % son copias multiples
y el 20 % son repetidas (Elias y col., 1993). La falta de procesos de reproduccion
sexual en F. oxysporum dificulta un analisis genético convencional.

El control genético de las enzimas pécticas esta dilucidado s6lo en algunos
casos. Existe un alto grado de polimorfismo que parece ser debido tanto a la
presencia de varios genes como a modificaciones postranscripcionales.

En el caso de las liasas, el sistema mas conocido es el de las bacterias del
género Erwinia. En E. chrysanthemi la actividad pectato liasa resulta
principalmente de la acciéon de cinco endo-enzimas codificadas por los genes
peld, pelB, pelC, pelD y pelE. Estos genes estan organizados en dos grupos o
clusters -pelB, pelC y peld, pelE, pelD- (Collmer, 1986). A parte de estos genes
han sido clonados: un gen pelX, que codifica para una exo-pectalo liasa
periplasmica y dos genes, pell y pelZ, que codifican para pectato liasas
secundarias (Hugouvieux-Cotte-Pattat y col.,, 1996). Los genes pel de E.
carotovora difieren de los de E. chrysanthemi. Han sido clonados tres genes que
codifican para endo-pectato liasas extracelulares, dos para endo-pectato liasas
peripldsmicas y un gen para pectin liasa (Barras y col., 1994).

Los sistemas de hongos se conocen menos. En A spergillus niger, se han
encontrado seis genes que codifican para pectin liasas, de los cuales tres han sido

clonados y secuenciados (Gysler y col., 1990; Harmse y col., 1990; Kuster-van
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Someren y col., 1992). De Fusarium, sélo se conocen datos de F. solani f. sp.
pist; se han descrito cuatro genes para pectato liasas, peld, pelB, pelC y pelD
(Gonzalez-Candelas y Kolattukudy, 1992; Guo y col., 1995a, b, 1996).

La expresion de estos genes estd regulada a nivel transcripcional en la
mayoria de los casos, induccién por sustancias pécticas y represion catabolica por
glucosa. En E. chrysanthemi se ha descrito una regulacion conjunta (Barras y col.,
1994). En F. solani la regulacion es diferente para cada gen. La expresién de
peld es inducida por pectina y reprimida por glucosa, la de pelB es constitutiva
y no esta sujeta a represién catabélica, y pelD sélo se expresa en planta (Guo y
col., 1995a, 1996).

La comparacion de secuencias disponibles revela una escasa homologia. En
Erwinia, las secuencias estudiadas se han agrupado, teniendo en cuenta su
homologia, en dos familias: peld DE y pelBC. Las secuencias de las enzimas
periplasmicas y de pell y pelZ que presentan poca homologia formarian nuevas
familias (Hugouvieux-Cotte-Pattat y col., 1996). Dentro de cada familia, la
similitud es del 50 %, pero la homologia baja cuando se compara con otros
organismos (Heffron y col, 1995). Otras bacterias fitopatogénicas, como
Pseudomonas, Xanthomonas y Bacillus, exhiben una identidad a nivel de
aminoacidos del 35 al 43 % con la familia pel4 DE, y del 18 al 20 % con la
familia pe/BC u otras (Liao y col., 1996). En Fusarium solani, el gen peld
presenta una homologia muy limitada con otras secuencias, incluso con las pectin
liasas de 4. niger, muestra sélo identidad del 20 al 25 %. La comparacién con
otras secuencias de pectato liasas bacterianas o flingicas y con pectin liasas ha
revelado la conservacion de solo nueve aminoacidos (Gonzélez-Candelas y
Kolattukudy, 1992). Los genes pe/B y pelC presentan una identidad en
aminoacidos del 65 y 51 % respectivamente con la PLA, pero ninguna homologia
significativa con otras enzimas pectinoliticas (Guo y col., 1995a, b). La secuencia
de nucleétidos de pel/D muestra semejantes niveles de identidad, 49, 44, y 65 %

con PLA, PLB y PLC (Guo y col., 1996).
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A pesar de la escasa homologia, se han podido detectar tres sccuencias
consenso (i) (D/EXG/S)-hDh--(A/G)(S/A)--hThS (donde h puede ser I, L o V),
(i) h--R-P--R-G-hH--NN-Y, y (iii) (S/A/T)--hWVDH--h (Barras y col., 1994). No
obstante, en algunos casos solo se encuentran algunos motivos como en
Pseudomonas marginalis (Nikaidou y col., 1993) o pueden no ser identificadas
como en los cuatro genes de F. solani f. sp. pisi (Guo y col, 1996).

Una situacién similar de polimorfismo ha sido descrita para las
poligalacturonasas. Existen ejemplos de polimorfismo debidos tanto a la presencia
de varios genes como a modificaciones postraducionales. En A spergilus niger'y
Sclerotinia sclerotiorum, aparecen diferentes isoenzimas de endopoligalacturonasa
codificadas por diferentes genes (Bussink y col., 1992; Fraissinet-Tachet y col,,
1995), v en F. moniliforme aparecen cuatro formas de una endopoligalacturona,
que derivan del producto de un tnico gen por modificaciones postraducionales.
En este caso, se han obtenido evidencias de que las cuatro isoformas detectadas
en cultivo, derivarian de un unico producto génico con diferente patron de
glicosilacion (Caprari y col., 1993a).

Le regulacion es similar a la observada para las liasas: en la mayoria de los
casos induccidn por pectinas y represién por glucosa. Existen indicios de
expresion exclusivamente en planta de algunas de ellas (Fraissinet-Tachet y col.,
1995).

Las secuencias deducidas de aminoacidos estan més conservadas que para
las liasas. El producto de uno de los genes de S. sclerotiorum y uno de A. niger
muestra una identidad del 41,5 al 59,8 % y del 60 %, respectivamente, cuando se
comparan con los de otros hongos (Reymond y col., 1994; Bussink y col., 1992).

Existe un motivo especifico para las poligalacturonasas fingicas,
CXGGHGXSIGSVG (donde X es siempre un residuo hidrofébico). Este se reduce
a GHGXSXGS, cuando la comparacion se hace con plantas superiores y bacterias
(Reymond vy col.,, 1994). Algunos anélisis han permitido identificar residuos

relevantes en relacion al centro catalitico, como ¢l residuo de histidina, que es
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critico para la actividad enzimatica y la capacidad de macerar (Caprari y col.,

1996).
El objetivo de este capitulo ha sido obtener sondas para las enzimas
pécticas, liasas e hidrolasas para, a continuacién, estudiar su analisis genético en

Fusarium: grado de similitud con otras secuencias, regulaciéon génica, y

determinacion del numero de copias.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL

E! material empleado para la extracciéon de RNA fue micelio de FORL,
aislamiento r2, obtenido a partir de cultivos crecidos: 36 horas en glucosa al 0,5
% 6 72 horas en glucosa al 0,5 %, 24 h en glucosa restrictivay 6, 48 6 60 horas
en acido galacturénico restrictivo, pH 5,5. Las condiciones de cultivo aparecen
detalladas en el capitulo 3.

El material empleado para la extraccién de DNA fue FORL aislamientos

2 yrl3yFOL.

EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

Extracciéon de DNA genomico

El DNA fue extraido por el método descrito por Dellaporta y colaboradores
(1983), con modificaciones. El material congelado a -80 °C (1-1,5 g) fue triturado
en mortero con nitrégeno liquido hasta que se formé un polvo fino. Este polvo fue
transferido a un tubo de 50 m! con 15 ml de tampén de extraccion (Tris 0,1 M,
EDTA 0,05 M y NaCl 0,5 M, a pH 8,0), 10,5 pl de B-mercaptoetanol y 1 ml de
SDS al 20 %. Fue homogeneizado en un vortex e incubado a 65 °C durante 10
min. A continuacién, fueron afiadidos 5 ml de acetato potasico 5 M y la mezcla
fue incubada 20 min, a 0 °C. El sobrenadante; obtenido después de la
centrifugacién (20 min a 25.000 g), fue filtrado a través de una gasa a un tubo
nuevo, en el que habia 10 ml de isopropanol frio, e incubado a -20 °C durante 30

min. Fue centrifugado a 20.000 g durante 15 min y eliminado el sobrenadante, el
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precipitado fue resuspendido en 700 ul de tamp6n TE (Tris 50 mM y EDTA 10
mM, a pH 8,0). Después de transferido a tubos eppendorf, fue centrifugado a
20.000 g durante 10 min y recogido el sobrenadante en un tubo limpio. Este
sobrenadante fue precipitado a temperatura ambiente con 75 pl de acetato sédico
3 M pH 5,2 y 500 ul de isopropanol. El precipitado recogido después de la
centrifugacion, fue lavado con etanol al 70 % y resuspendido en 300 pl de agua.
EI RNA fue eliminado haciendo una digestion con 10 pl de RNasa (A+T1) por
cada 100 pl de solucion de DNA a 37 °C durante 1 h. A continuacién, el DNA
fue fenolizado con una solucién de fenol:cloroformo:isoamilalcohol (25:24:1),
centrifugado y la fase acuosa lavada con cloroformo antes de la precipitacion con
acetato sodico 3 M pH 5,2 (1/10 vol) y 2,5 vol de etanol al 100 % durante una
noche a -20 °C 6 1 h a -80 °C. El precipitado, recogido después de la
centrifugacion, fue lavado con etanol al 70 % y resuspendido en agua, de esta
forma fue guardado a -20°C.

La concentracion de DNA fue estimada por absorciéon a 260 nm,
asumiendo que una concentracion de 50 pg.ml” da una unidad de densidad dptica.
La integridad del DNA fue comprobada en geles de agarosa segun se describe

mas adelante.

Extraccion de DNA plasmidico

Las bacterias, crecidas en medio LBA (bacto-triptona 1 %, extracto de
bacto-levadura 0,5 %, NaCl 1 % y ampicilina 5 %) en un agitador orbital a 37 °C
y 250 rpm durante una noche, fueron centrifugadas durante 30 seg a 20.000 g. El
precipitado fue resuspendido en 300 pl de TENS (para 10 ml: 9,5 ml de TE 10:1,
250 ul de SDS al 20 % y 100 pl de NaOH 10 N) y 150 ul de acetato sodico 3
M pH 5,2. Entre cada paso, fue agitado con vortex y al final centrifugado 10 min
a 20.000 g. El sobrenadante fue precipitado con etanol al 100 % y después de una

centrifugacion, lavado con etanol al 70 % y resuspendido en agua.



Sondas. Control genético / 125

Para extraccién en gran cantidad, las bacterias crecieron en 50 ml de medio
LBA, a 37 °C y 250 rpm, en un agitador orbital durante una noche. Las bacterias
fueron recogidas del precipitado obtenido en sucesivas centrifugaciones de 10 ml
de suspensién, a 4000 rpm durante 10 min. El precipitado fue resuspendido en
200 pl de una solucién de glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM y EDTA 25 mM a
pH 8 y transferido a un tubo eppendorf, donde las células se lisaron con 400 pl
de una solucién de NaOH 0,2 N y SDS 1%. Las células lisadas fueron
precipitadas con 300 pl de una solucién de acetato potdsico 3 M y acido acético
glacial 5 M, a 0 °C. El sobrenadante obtenido después de una centrifugacion a
12000 g durante 5 min a 4 °C, fue fenolizado con un volumen de una solucién de
fenol-cloroformo. El DNA fue precipitado con un volumen de isopropanol, a
temperatura ambiente, durante 5 min. El precipitado recogido después de la

centrifugacion, fue lavado con etanol al 70 % y resuspendido en 50 pl de agua.
Extraccion de RNA

El RNA total fue extraido a partir de micelio segin el método fenol/SDS
descrito en el capitulo 4
ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS

Las electroforesis tanto de DNA como de RNA fueron realizadas en geles
horizontales sumergidos, segin estd descrito por Sambrook y colaboradores
(1989).

Electroforesis de DNA

Fueron utilizados geles de agarosa al 0,8 % (para DNA genémico y
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Fueron utilizados geles de agarosa al 0,8 % (para DNA gendémico y
plasmidico) o al 1 6 1,5 % (para productos de PCR) en tampén TAE (Tris-acetato
40 mM y EDTA 1 mM a pH 8,0) y bromuro de etidio (1 pgml™"). Las muestras
fueron disueltas en el tampon de carga (glicerol 50 %, EDTA 1 mM y azul de
bromofenol 0,25 %). EI gel se corrié con tampén TAE a voltaje constante: el
DNA plasmidico y los productos de amplificaciones entre 70 y 100 V y el DNA
gendmico a 30 V.

Como marcador fue usado DNA del fago lamda cortado con la enzima de

restriccion Pst Iy el marcador escalera de Gibceo.

Electroforesis de RNA

Los geles de agarosa al 1,5 % en formaldehido 2,2 M, se corrieron en
tampon 1x (el tampon 5x contenia acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico 0,1 M,
acetato sédico 40 mM y EDTA 5 mM), Todas las soluciones acuosas fueron
tratadas con dietil pirocarbonato y esterilizadas por filtracién.

Al RNA disuelto en 4,5 pl de agua se le afiadié 2,0 pl de tampén de
corrida 5x, 3,5 pl de formaldehido y 10,0 ul de formamida. Fue incubado a 65
°C durante 15 min y enfriado en hielo. A continuacién, fueron afiadidos 2 ul de
tampon de la muestra (glicerol 50 %, EDTA 1 mM pH 8,0, azul de bromofenol
0,25 % y cianol xilano 0,25 %) y cuando el gel no iba a ser transferido, 1 ug de
bromuro de etidio.

El gel se precorrié 5 min a 35 V antes de cargar las muestras y, a
continuacion, se corrié a voltaje constante, 50 V.

Transcriptos de RNA de 9488-366 nt (USB) fueron usados como

marcadores de peso molecular,
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TRANSFERENCIAS DE ACIDOS NUCLEICOS

Transferencia de DNA

La transferencia fue realizada segin Sambrook y colaboradores (1989).
Para ello el gel fue incubado en solucidn desnaturalizante (NaCl 1,5 M y NaOH
0,5 M) y después en solucién neutralizante (NaCl 1,5 M, Tris-HC1 0,5 M pH 7,2
y EDTA | mM) durante 30 min cada una, en agitacién. La transferencia se realizé
por capilaridad a membranas de nylon (Hybond N, de Amersham), con una
solucion 20xSCC (NaCl 3 M y citrato sédico 0,3 M a pH 7,0) durante una noche,
segun las instrucciones del fabricante. Todos los pasos fueron llevados a cabo a
temperatura ambiente. Antes de fijar el DNA a la membrana a 80 °C durante 2

h, la membrana fue lavada en 2xSCC y secada al aire durante 30 min.

Transferencia de RNA

La transferencia fue realizada seglin Sambrook y colaboradores (1989). El
gel fue lavado durante 10 min con agua y, a continuacién, fue transferido a una
membrana de nylon cargada (Hybond N*, de Amersham), segin las instrucciones

del fabricante y de la misma forma descrita para el DNA.

OBTENCION DE SONDAS ESPECIFICAS

Poligalacturonasa

La sonda especifica para PG fue obtenida a partir de amplificaciones con

cebadores especificos. La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) fue llevada

a cabo en un termociclador (Peltier PTC-100, M. J. Research Inc.). El programa
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utilizado para la amplificacion de un fragmento de poligalacturonasa consistia en:
5 min a 94 °C; 29 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 52 °C y 2 min a 72 °C; 5 min
a 72 °C; y parada en 4 °C.

Para la amplificacién fue utilizada Taq polimerasa (Promega), segin
instrucciones del fabricante, 2 mM de MgCl,, 200 uM de cada nucleétido, 1 pM
de cada oligonucledtido usado como cebador y 500 ng de DNA en un volumen
final de 30 pl. Los cebadores usados fueron 5'-ATCTGGCCATGTCATTGAT-3'
vy 5-GGTCGGCTTTCCCAGTAGG-3', basados en las secuencias conservadas de
diversas poligalacturonasas (Crapari y col., 1993b). Estos fueron construidos en
la Unidad de Secuenciacion de la Universidad Complutense de Madrid.

El producto de la amplificacién se corri6 en gel de agarosa y la banda del
producto obtenido, 740 pb de longitud, fue cortada y extraida utilizando el kit
USBioclean (Amersham Life Science) segiin las instrucciones adjuntas.

El DNA purificado fue clonado en el plasmido TA Cloning (Invitrogen)
siguiendo las instrucciones del fabricante. El ligamiento se realizé durante una
noche a 16 °C. A continuacion, la mezcla de ligamiento fue transformada; para
¢llo fue incubada con células competentes de E. coli a 0 °C durante 20 min.
Después de un choque térmico (2 min a 37 ° C y 1 min a 0 °C), crecieron en 8§00
pl de medio LB (bacto-triptona 1%, extracto de bacto-levadura 0,5% y NaCl 1%),
en un agitador orbital a 37 © C y 225 rpm, durante 1 h. La seleccion de colonias
fue realizada creciendo las células a 37 °C durante una noche en placas de LBA
(LB mas ampicilina, 50 mg/ml) con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactésido e
isopropil-tio-f-D-galactosido.

Las colonias blancas crecieron en 1,5 ml de LBA una noche a 37 °C y 250
rpm para extraer el DNA plasmidico.

Una vez extraido el DNA plasmidico, fue realizada una comprobacion de
qué plasmidos tenian el inserto deseado. Para ello, una parte fue digerida con Eco
RI(1 unidad por reaccién) y RNasa A+T1 en el tampén indicado por el fabricante

(Amersham Life Science) a 37 °C y, cargada en gel.
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Liasas

En el caso de la pectato liasa se intentd obtener una sonda especifica con
los cebaddres 5'-TTCCTTCCCCACTGCCGT-3" y 5'-
AGGTGTCGCCGTAGTTGG-3" (cebadores denominados c¢PLi) o 5'-
GTGCTTCCCAGGCCGAG-3'y 5'-GCCGCAGAGGACACCGCC-3' (cebadores
denominados ¢PL2), basados en la secuencia del gen peld de Fusarium solani
(Gonzélez-Candelas y Kolattukudy, 1992). El programa utilizado para la
amplificacién consistia en 5 min a 94 °C; 34 ciclos de 1 min a 94 °C, | min a
diferentes temperaturas (52-62 °C) y 2 min a 72 °C; 5 min a 72 °C; y parada en
4 °C.

El producto fue corrido en gel de agarosa; las bandas de longitud similar
a la esperada, 400 pb, fueron cortadas y extraidas utilizando el kit USBioclean
(Amersham Life Science) segin las instrucciones.

El DNA purificado fue clonado en el plasmido pMOSBlue T-vector y
después del ligamiento, durante una noche a 16 °C, fue transformado. Todo ¢llo
fue realizado siguiendo las instrucciones del fabricante (Amersham Life Science).
El DNA plasmidico fue extraido como ya se ha indicado.

Una vez extraido el DNA plasmidico, para comprobar qué plasmidos tenian
el inserto deseado, una parte fue digerida con Eco RI, Hind III y RNasa A+T1 en
tampén KGB (glutamato potdsico 100 mM, Tris-acetato 25 mM, acetato de
magnesio 10 mM, albumina de suero bovino 50 pg/ml y B-mercpatoetanol 0,5
mM) a 37 °C y, a continuacion, cargada en gel.

Alternativamente, como sonda para las liasas, fue utilizado un fragmento
obtenido a partir del plasmido pPLg2 proporcionado amablemente por el Dr.
Kolattukudy del Ohio State Biotechnology Center (The Ohio State University,
Columbus). Este contenia la secuencia completa del gen peld de Fusarium solani
f. sp. pisi (Gonzalez-Candelas y Kolattukudy, 1992). Para la obtencién del

fragmento fue amplificado el plasmido pPLg2, usando como cebadores los cPL2.
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HIBRIDACIONES

Marcaje radioactivo de sondas

Marcaje de la sonda. 25 ng de sonda fueron marcados por "random
priming" con el sistema rediprime (Amersham Life Science) con **P-dCTP

(actividad especifica de 3000 Ci.mmol'), a 37 °C durante 30 min.

Prehibridacion. Los filtros fueron prehibridados durante una noche a 40 °C,
en una solucion de formamida 50 %, SSPE 5 % (NaCl 0,9 M, fosfato sddico 50
mM y EDTA 5 mM, a pH 7,7), Denhardt 5 % (Ficoll 0,02 %, polivinilpirrolidona
0,02 % y albumina de suero bovino 0,02 %), SDS 0,5 % y 500 pg. mI' de

esperma de salmon desnaturalizado.

Hibridacion. La solucién de prehibridacion fue sustituida por otra idéntica
que contiene ademas la sonda de DNA marcada desnaturalizada. I.a hibridacion

fue llevada a cabo durante 24 horas a 40 °C.
Lavados. Después de la hibridacion fueron realizados dos lavados de 15
min en SSPE 2x y SDS 0,1 %, a temperatura ambiente, y un lavados de 15 min

a distintas temperaturas en SSPE 1x y SDS 0,1 %.

Deteccion. La exposicion del filtro se llevo a cabo a -80 °C en oscuridad

con una pelicula Kodak X-OMAT-AR.

Marcaje con digoxigenina-11-dUTP

Marcaje de la sonda. El marcaje fue realizado por amplificacién por PCR

con el kit "PCR DIG labeling mix" (Boehringer) del plasmido que tenia el inserto
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con los cebadores correspondientes o por "random priming" (Boehringer Kit)
segln las instrucciones del fabricante. El producto fue precipitado con 2,5 pl de
LiCl 4 M y 75 pl de etanol durante 30 min a -80 °C o durante una noche a -20
°C. A continuaciéon fue lavado con etanol al 100 % y al 70 %, secado y

resuspendido en agua.

Prehibridacion. Los filtros fueron prehibridados durante 6 horas a
temperaturas de 58 6 65 °C, en una solucién de 5x SSC, N-lauroylsarcosina (sal

sddica) 0,1 %, SDS 0.02 % y reactivo bloqueante 1 %.

Hibridacion. La solucién de prehibridacion fue sustituida por otra idéntica
que contiene ademas la sonda de DNA marcada desnaturalizada. La hibridacion

fue llevada a cabo durante una noche a la misma temperatura.

Lavados. Después de la hibridacién fueron realizados dos lavados de 5 min
en 2x SSC y SDS 0,1 %, a temperatura ambiente, y dos lavados de 5 min en 0,1x

SSC y SDS 0,1 %, a 65°C.

Deteccion. Fueron realizados los siguientes pasos a temperatura ambiente:

- Lavado del filtro durante 1 min con Tris-HCl 100 mM y NaCl 150 mM, pH
7,5.

- Incubacién durante 30 min en el mismo tampén con 0,5 % (w/v) de reactivo
bloqueante (Boehringer Mannhem).

- Lavado del filtro con Tris-HCI 100 mM y NaCl 150 mM, pH 7,5.

- Incubacién de 30 min en la misma solucidén con el anticuerpo-conjugado anti-
dioxigenin-AP (150 mU.ml") (Boehringer Mannhem).

- Dos lavados de 15 min con Tris-HCl 100 mM y NaCI 150 mM, pH 7.5.

- Equilibrado de la membrana con Tris-HCI 100 mM, NaCl 100 mM y MgCl, 50
mM, pH 9,5, durante 2 min.
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- Incubacidon del filtro en oscuridad en 2,25 pl de solucién de nitroblue
tetrazolium salt (75 mg.ml" en 70 % (v/v) dimetilformamida) y 1,75 pl de
5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (50 mg.ml" ) por cada ml de tampén

Tris-HCI 100 mM, NaCl 100 mM y MgCl, 50 mM.

- Paro con agua.

TRANSCRIPCION INVERSA

La transcripcion inversa fue realizada a partir de 1 pg de RNA en mezclas
de reaccion que contenian MgCl, 5 mM, 250 uM de cada nucleétido, inhibidor
de RNasa 0,5 U.pl", transcriptasa reversa 1,5 U.ul” y oligod(T), 1,25 uM en el
tampén indicado por la casa comercial (Perkin-Elmer), en un volumen de 30 pl.
La reaccion consistia en 20 min a 42 °C, 5 min a 99 °C y parada a 5 °C.

Para la amplificacién posterior fueron usados 4,5 ul del producto de la
reaccion anterior, en un volumen final de 30 pl. La ampliTag Polimerasa (Perkin-
Elmer) fue utilizada segin instrucciones del fabricante, 2 mM de MgCl,, 200 uM
de cada nucledtido y 1 uM de cada oligonucleétido usado como cebador
(descritos en el apartado de obtencion de sondas especificas).

Como blanco fue utilizado una mezcla de reaccion sin muestra de RNA.
Asi mismo, fueron realizados controles negativos con amplificaciones sobre
muestras de RNA, digeridas con RNasa o no, para detectar falsos positivos

debidos a la presencia de DNA genémico residual.

SECUENCIACION Y ANALISIS DE SECUENCIAS

Colonias con inserto del gen de PG o PL fueron secuenciadas en las dos

direcciones para comprobar que la secuencia era un fragmento del gen deseado.
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El DNA plasmidico fuc previamente purificado usando columnas Quiagen tip 20
segun las instrucciones del fabricante.

Las reacciones de secuenciacion fueron realizadas por la Unidad de
Secuenciacion de la Universidad Complutense de Madrid.

Las secuencias de nucledtidos fueron comparadas con las presentes en los

bancos que utiliza ¢l programa BLASTX (Genbank, EMBL, DDBJ, PDB).
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RESULTADOS

POLIGALACTURONASA

Obtencién de una sonda para la PG

La amplificacion de DNA del aislamiento r2 de FORL dio un tnico
fragmento de 740 pb, tamafio semejante al obtenido teniendo en cuenta las
secuencias de otras poligalacturonasas (Caprari y col 1993b). Después de clonar
este fragmento y secuenciarlo se comprobd, con los bancos que utiliza el
programa BLASTX, que se trataba de una poligalacturonasa. La secuencia de
nucledtidos de este fragmento presentaba una homologia elevada con la de F.
moniliforme. La secuencia aparece en la figura 5.1 y en ella se sefialan los
presuntos intrones y la secuencia de aminoacidos correspondiente. Tres posibles
puntos de glicosilaciéon han sido identificados en la misma posiciéon que en F.
moniliforme (Caprari y col., 1993b).

La posicién de los intrones es la misma que la de los intrones I y TV de
F. moniliforme (Caprari y col., 1993b). Las secuencias de ruptura del extremo 5'
no se ajustan perfectamente a la secuencia descrita, GTANGT. En el primer
intrén, el peniltimo nucleétido es una T y en el segundo, el tltimo es una C. En
cuanto al extremo 3', el segundo intrén si se ajusta a la secuencia consenso
(T/C)AG, mientras que el primero tiene AAG. La longitud de los intrones, 49 y
59 bases, estd dentro de la encontrada generalmente en hongos filamentosos (49-
85).

Se ha encontrado ¢l motivo especifico para las poligalacturonasas fiingicas,
CXGGHGXSIGSVG, aunque con una modificacion, el cuarto aminoacido aparece

una C.
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TCTGGCCATGTCATTGATGGTARCGGCCCGGCETACTGGGATGGCGARGGTTCTAACAAL
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Figura 5.1. Secuencia de nucedtidos del fragmento obtenido por amplificacién de DNA
gendmico de FORL aislamiento r2 con los cebadores 5'-ATCTGGCCATGTCATTGAT-3'
y 5-GGTCGGCTTTCCCAGTAGG-3'". La secuencia de aminodcidos obtenida con el
programa Genepro aparece debajo, en ella se marca con negrilla la secuencia consenso
de poligalacturonasas y con asterisco los posibles puntos de N-glicosilacién. Los posibles
intrones aparecen en letra mindscula.
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Regulacion transcripcional

La regulacion a este nivel ha sido estudiada mediante Northern blot. Para
ello se realizaron hibridaciones, a 40 °C, de membranas en las que habia RNA
obtenido de micelio crecido durante 36 horas en glucosa y, micelio crecido
durante 6, 48 y 60 horas en 4cido galacturdnico. El fragmento de 740 pb, marcado
con P, fue utilizado como sonda (figura 5.2). En la muestra procedente de 36
horas en glucosa al 0,5 % no se detectd ninguna banda, mientras que en las demas
(6, 48 y 60 horas en acido galacturonico) si se detecté una banda de
aproximadamente 1400 bases. En el altimo tiempo, la cantidad de mRNA para PG
€s muy superior a la de los tiempos anteriores.

El filtro de RNA utilizado fue hibridado con una sonda de DNA
codificadora de RNA ribosémico (pRE12). En todas las muestras fue detectada
una banda de igual intensidad (figura 5.3), por lo que la cantidad de RNA cargado
habia sido la misma.

Para comprobar si habia mRNA en ausencia de inductor, aunque fuera a
muy bajos niveles, fueron realizadas transcripciones inversas a partir de las
muestras anteriores (RNA obtenido de micelio crecido durante 36 horas en
glucosa y micelio crecido durante 6, 48 y 60 horas en 4cido galacturénico). El
producto de estas transcripciones fue después amplificado con los cebadores
especificos para PG. En todos los casos fue detectada una banda de longitud
similar a la esperada para amplificaciones de DNA genémico (figura 5.4A). La
membrana obtenida por transferencia de estas muestras fue hibridada con la sonda
de poligalacturonasa marcada con digoxigenina-11-dUTP por "random priming",
a 68 °C. En todos los casos la sonda hibridabé con las bandas obtenidas (figura
5.4B).

Los RNA utilizados en la transcripcién inversa fueron amplificados también
con los mismos cebadores para ver posibles contaminaciones de DNA, como se

indica en Materiales y Métodos, pero en ningiin caso aparecé banda.
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PECTATO LIASA

Obtencién de la sonda

La amplificacién de DNA de FORL 12 con los oligonucleotidos ¢PL1, a
52 °C, dio por electroforesis varias bandas, entre ellas una de tamafio superior a
500 pb (figura 5.5). El tamafio esperado por la secuencia del gen peld de
Fusarium solani f. sp. pisi era de 636 pb. Esta banda fue purificada y el fragmento
correspondiente clonado. Su secuencia no presenté ninguna homologia con las
liasas pécticas presentes en los bancos de datos que utiliza el BLASTX.

Las amplificaciones a distintas temperaturas (52, 55, 57, 60 y 62 °C) con
los oligonucledtidos ¢cPL2 como cebadores, mostraron por electroforesis varias
bandas, algunas de tamafio similar a la esperada, 406 pb (figura 5.6A). El gel de
agarosa con las muestras de amplificaciones a distintas temperaturas fue
transferido a una membrana. Este filtré fue hibridado a 65 °C (condiciones
restrictivas) con la sonda obtenida por amplificacién del plasmido pPLg2 con
estos oligonucleétidos, marcada con digoxigenina-11-dUTP. La hibridacion dio
una banda positiva en la zona de 400 pb (figura 5.6B). Las dos bandas que
aparecian a esta altura fueron clonadas y secuenciadas. Las colonias obtenidas
fueron hibridadas también con esta sonda y no dieron sefial o ésta fue débil.
Varias de estas ltimas fueron secuenciadas y en ningln caso la secuencia mostrd
similitud con otras secuencias de PL presentes en los bancos de datos que utiliza
¢l programa BLASTX.

Para ver la eficacia de la amplificaciéon con los segundos cebadores
utilizados, cPL2, y como control positivo, fue amplificado DNA genémico de un
F. solani aislado de pinos. Aparecié un fragmento del tamafio igual al esperado,
406 pb (figura 5.7A). Esta banda hibrid6é con la sonda obtenida a partir del
fragmento amplificado del pldsmido pPLg2 con estos cebadores, marcada

radiactivamente (figura 5.7B).
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Figura 5.2. Hibridaciones tipo Northern de RNA obtenido de micelio crecido durante 36
horas en glucosa (calle 1) y, micelio crecido durante 6 (calle 2), 48 (calle 3) y 60 (calle
4) horas en 4cido galacturonico restrictivo. (A) Hibridacién con la sonda de PG marcada
con ¥P a 40 °C. (B) Hibridacién con la sonda pRE12 marcada con P a 42 °C.

Figura 5.3. (A) Gel de agarosa de transcripcion inversa y posterior amplificacién con los
cebadores especificos para PG a partir de muestras de micelio crecido durante 36 horas
en glucosa (calle 1) y, micelio crecido durante 6 (calle 2), 48 (calle 3) y 60 (calle 4)
horas en acido galacturénico restrictivo. (B) Hibridacién a 68 °C con la sonda de PG
marcada con digoxigenina-11-dUTP por "random priming".

Figura 5.4. Gel de agarosa con los productos obtenidos por amplificacién de DNA
gendmico del aislamiento r2 de FORL con los cebadores cPL1 a 52 °C (A) y DNA del
fago lamda cortado con la enzima de restriccién Pst | usado como marcador (M).

Figura 5.5. (A} Gel de agarosa con los productos de las amplificaciones de DNA
gendmico del aislamiento r2 de FORL con los cebadores ¢PL2 a distintas temperaturas
(32, 55, 57, 60 y 62 °C) y marcador escalera de Gibco (M). (B) Hibridacién a 65 °C de
la membrana, obtenida por transferencia de estas muestras, con la sonda marcada con
digoxigenina-11-dUTP por amplificacién del plasmido pPLg2 con los cebadores cPL2.

Figura 5.6. (A) Gel de agarosa con el producto obtenido por amplificacién de DNA
genomico de un F. solani aislado de pino con los cebadores ¢PL2. (B) Hibridacién con
la sonda obtenida a partir del fragmento que resulta de la amplificacién de pPLg2 con los
cebadores cPL2 marcada radiactivamente.

Figura 5.7. (A) Gel de agarosa de transcripcién inversa y posterior amplificacion con los
cebadores cPL2, a partir de muestras de micelio crecido durante 36 horas en glucosa
(calle 1) y micelio crecido durante 6 (calle 2), 48 (calle 3) y 60 (calle 4) horas en acido
galacturdnico restrictivo. (B) La membrana obtenida por transferencia de estas muestras
fue hibridado con la sonda obtenida a partir del fragmento que resulta de la amplificacién
de pPLg2 con los cebadores cPL.2 marcada con digoxigenina-11-dUTP por "random
priming”.

Figura 5.8. Hibridacidn tipo Southern de DNA genémico de tres £ oxysporum, FORL
aislamientos 12 y r13 y FOL, digerido con Eco RI (E) y Pst I (P) con la sonda marcada
radiactivamente a partir de un fragmento del plasmido pPLg2.
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Regulacion

Se probo la sonda obtenida a partir del plasmido pPLg2, para estudiar la
regulacién y ver la posible obtencion de la sonda a través de transcripciones
inversas, amplificadas con los cebadores cPL2. Se realizaron transcripciones
inversas a partir de RNA obtenido de micelio crecido durante 36 horas en glucosa
y micelio crecido durante 6, 48 y 60 horas en 4acido galacturénico. El producto de
estas transcripciones fue amplificado con los cebadores cPL2. En todos los casos
dio una banda de longitud algo inferior a la esperada para amplificaciones de
DNA genémico, 400 pb (figura 5.8A). La banda de mayor intensidad aparecia en
cultivos de 36 horas en glucosa. La hibridacién con la sonda, marcada con
digoxigenina-11-dUTP por "random priming", a 58 °C, dio sefial en todos los
casos pero con muy diferente intensidad (figura 5.8B). La muestra procedente de
cultivos de 60 horas en acido galacturénico dio una sefial mucho mayor a pesar

de que, aparentemente, no era la banda que mas cantidad tenia (figura 5.8A).

Hibridacion con el DNA gendmico

Por Gltimo, DNA genémico de Fusarium oxysporum fue hibridado con la
sonda obtenida a partir del plasmido pPLg2, para ver si habia alguna region en
el DNA que fuera similar a la secuencia del gen peld de F. solani. Para ello DNA
de FORL, aislamientos 2 y r13, y FOL fue digerido con Eco Rl y Pst . En los
tres hongos se detecté una banda para cada digestion. FORL aislamiento r2
presentaba una banda de 11.715 pb cuando se cortaba con Eco RI y una de 2.397
pb cuando se cortaba con Pst I, en rl3 se detecté una de 11.373 pb y otra de
2.259 pb 'y en FOL una de 12.431 pb y otra de 2.192 pb respectivamente (figura
5.9), indicando la probable presencia de una secuencia similar en ambas formas

especiales.
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DISCUSION

La obtencién de una tnica banda en las amplificaciones del DNA
genomico con cebadores para PG, basados en las secuencias conservadas de
diversas poligalacturonasas (Crapari y col., 1993b), demuestra la idoneidad de
estos cebadores para amplificar secuencias de PG en especies y estirpes
relacionadas. La secuencia del fragmento obtenida también presenta elevada
homologia cuando se¢ compara con secuencias de otros organismos (Patifio y col,,
€n preparacion).

El estudio de la regulacién genética ha puesto de manifiesto una regulacion
a nivel transcripcional de, al menos, una poligalacturonasa. Para poder cuantificar
las posibles diferencias entre los cultivos, ha sido realizada una hibridacién de los
RNA con el fragmento obtenido a partir de la amplificacién del DNA genémico.
En la muestra procedente de 36 horas en glucosa, no fue detectada ninguna banda
mientras que en las otras tres muestras, procedentes de cultivos que habian estado
en presencia de 4cido galacturdnico, si fue detectada una banda de
aproximadamente 1400 bases. El tamafio es igual al observado para cultivos de
12y 16 crecidos sobre otra fuente de carbono como la pectina (Patifio y col., en
preparacion) y similar al obtenido para otros microorganismos como Cochliobolus
carbonum (Scott-Craig y col., 1990) y Fusarium moniliforme (Caprari y col.,,
1993a). La existencia de una dnica banda indicaria la existencia de un tnico
mensajero que da lugar a distintas formas por modificaciones postraduccionales
o puede que no reconozca a otros mensajeros codificados por otros genes. Los
resultados del Southern blot de DNA genémico de r2 y r13 parecen indicar la
presencia de un gen de copia lnica, aunque no se descarta la posibilidad de la
existencia de otros genes, en los que su similitud en la zona de hibridacién no sea
elevada, que codifiquen para otros mensajeros (Patifio y col., en preparacidn).

El andlisis de la transcripcion inversa permite un estudio cualitativo mas
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sensible: en primer lugar se van a transcribir a cDNA todos los mensajeros y en
segundo lugar la técnica de amplificaciéon va a proporcionar un namero muy alto
de copias de los fragmentos a los que los cebadores se unen por su especificidad.
Esto permite detectar niveles muy bajos de mRNA. En todas las muestras
estudiadas, procedentes de micelio crecido durante 36 horas en glucosa y micelio
crecido durante 6, 48 y 60 horas en 4cido galacturdnico, se detectd banda; en
todos ellos habia mRNA que codifica para poligalacturonasa.

El hecho de que por transcripcion inversa y amplificacion de RNA
obtenido de cultivos de 36 horas en glucosa, si se detecte banda, pone de relieve
la existencia de mRNA para PG en estas condiciones. No obstante, los niveles son
tan bajos que no son detectados con las hibridaciones tipo Northern. Cuando el
acido galacturénico esta presente en el medio, aumenta la cantidad de mRNA para
PG. Se confirma con esto lo ya expresado en los capitulos 3 y 4: el acido
galacturénico acta como inductor a nivel transcripcional. En su ausencia no se
detecta actividad porque los niveles de proteina traducida deben ser insuficientes
para su deteccion por el método usado. En presencia de acido galacturénico, los
niveles de actividad aumentan desde las 6 horas, lo que va acompafiado de un
aumento en los niveles de mRNA, también desde las 6 horas.

La eleccion de los cebadores para la PL presentaba mds dificultad. Ya se
ha comentado que las secuencias descritas para las liasas pécticas presentan poca
homologia. Las secuencias de Fusarium solani f. sp. pisi han sido las tnicas
descritas para el género. Estas presentan aun menor homologia con el resto e,
incluso dentro de este organismo, se han descrito genes de liasas con un 65 6 51
% de homologia entre ellos (Guo y col., 1995a, b). Una dificultad adicional
radicaba en la probable poca semejanza entre Fusarium solani 'y FORL. Un
indicio de ello es la escasa homologia que existe en el gen de PG entre ambos
organismos (Posada y col., 1996)

No obstante, Fusarium oxysporum es un hongo del mismo género que F.

solani, y parece mas razonable que se asemeje mas a éste que a otros géneros de



146 / Capitulo 5

hongos o bacterias, en los que han sido descritos genes de liasas. Es por esto, por
lo que fueron utilizados cebadores basados en la secuencia de uno de sus genes
que codifica para PL y ademads, fue utilizado, como sonda, un fragmento de éste.

En primer lugar fueron elegidos cebadores basados en la secuencia del gen
peld de F. solani f. sp. pisi (Gonzalez-Candelas y Kolattukudy, 1992), sin tener
en cuenta posibles homologias con otras secuencias; éstos se perfilaban como
buenos cebadores por sus propiedades. La amplificaciéon de DNA del aislamiento
12 de FORL con estos oligonucledtidos (cPL1) dio varias bandas entre ellas una
de tamafio similar al esperado por la secuencia del gen de Fusarium solani. El
analisis de la secuencia de este fragmento descart6 la idea de una posible liasa.
A continuacion fueron elegidos unos oligonucledtidos (cPL2) que correspondian
a zonas conservadas. Las amplificaciones a distintas temperaturas mostraron
varias bandas, algunas de tamafio similar a la esperada (400 pb), que ademas
daban sefial cuando se hibridaba con una sonda obtenida a partir de la
amplificacion del plasmido pPLg2 con los mismos cebadores. Dos de estas
secuencias fueron secuenciadas, pero tampoco correspondian a fragmentos de
liasas.

Los cebadores utilizados (cPL2) fueron eficientes para la amplificacion de
DNA gendmico de un F. solani aislado de pino. La dificultad de amplificar un
fragmento del gen en FORL era probablemente debido a la poca homologia en
estas regiones, entre estos organismos. No obstante, ya se ha visto que un estudio
de PGs realizado con distintos Fusarium ha demostrado que F. solani es la especie
mas diferente dentro del género (Posada y col., 1996). Las secuencias de pectato
liasa podrian ser bastante diferentes, aunque recientemente ha sido purificada una
pectato liasa de FOL cuya secuencia N-terminal muestra un 100 % de homologia
con la PLA de Fusarium solani f.sp. pisi (Di Prieto y Roncero, 1996c¢).

Las hiBridaciones de los productos obtenidos por amplificaciones de
transcripciones inversas con la sonda de F. solani, abren una puerta a la posible

obtencién de una sonda propia o, al menos, a la utilizacién de la sonda de F
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solani. En las amplificaciones, la banda de mayor intensidad aparece en cultivos
de 36 horas en glucosa (cultivo en ausencia de inductor), pero 1a hibridacién con
la sonda obtenida a partir de pPLg2 da mayor sefial en la muestra procedente de
cultivos de 60 horas en 4cido galacturénico (presencia de inductor), situacion mas
en consonancia con el patrén de induccion de actividades. Los oligonucleodtidos
utilizados deben amplificar otras zonas del DNA y producir una mezcla de
fragmentos de tamaiio similar al esperado; es por esto por lo que, en presencia de
glucosa, aparece una banda de mayor intensidad que la producida por muestras
procedentes de 60 h en 4cido galacturénico. Sin embargo, cuando se hibrida con
la sonda, aparece mayor intensidad en las muestras de 60 h en acido galacturdnico
que en las de glucosa; hay mas fragmentos procedentes de mRNA de liasas. El
4cido galacturénico actua como inductor a nivel transcripcional: tanto en presencia
como en ausencia hay mRNA para PL pero, la adiccion del acido aumentara sus
niveles considerablemente. El clonaje de la mezcla de fragmentos obtenidos a las
60 horas en 4cido galacturénico proporcionard una mezcla de plasmidos, algunos
de los cuales contendran el fragmento del gen de una liasa.

Ante la posibilidad de utilizar la sonda obtenida a partir del plasmido
pPLg2 fue realizada una hibridacién del DNA genémico digerido, de dos
aislamientos de FORL y del uno FOL para ver posibles homologias entre ¢l gen
peld de F. solani y alguna region del DNA de F. oxysporum. En todos los casos
fue detectada una banda para cada digestion. Al menos existe una regién en el
DNA que presenta similitud con la secuencia de pectato liasa A de Fusarium
solani f. sp. pisi. Puede que existan otras secuencias para liasas pero estas tendran
poca homologia.

Aungque la utilizacién de la sonda de F. solani pueda ser Otil para conseguir
una sonda especifica de FORL, no seré suficiente para obtener sondas de todos
los posibles genes de liasas. Las secuencias de nucledtidos obtenidas a partir de
las enzimas purificadas, permitiran la obtencién de cebadores especificos que

amplifiquen principalmente las regiones que codifican para estas enzimas.
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La obtencion de sondas especificas para poligalacturonasas y liasas

permitird realizar estudios de presencia y/o regulacién de dichas enzimas in planta.



CAPITULO 6.

Purificacién y Caracterizacion de las Liasas de FORL

2.
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INTRODUCCION

FORL r2 produce varias enzimas pécticas que difieren en preferencia por
sustrato, modo de accién y mecanismo de la reaccién (capitulo 3). Han sido
identificadas tres isoformas con actividad liasa y cuatro isoformas con actividad
poligalacturonasa (figura 3.6). De las tres liasas, la mayoritaria es la mas alcalina
(pI 9,20) y muestra preferencia por pectina, mientras que las otras dos {pIs 9,00
y 8,65) por pectato.

La caracterizacién de una actividad enzimatica puede ser Gtil para un mejor
conocimiento del modo de accién de estas enzimas tanto en cultivo como en
planta. La presencia de varias formas en el medio dificulta esta caracterizacion,
es por tanto necesaria la separacion de las tres actividades para un mayor
conocimiento. A pesar de que estudios in vitro nos permiten conocer parte de las
propiedades de las enzimas hay que tener en cuenta que en ocasiones se han
encontrado diferencias entre las propiedades de las enzimas in vitro y en tejidos
infectados (Hancock, 1976).

Una primera purificacién, mediante precipitacion con sulfato amoénico (40-
100 % de saturacion), filtracién en gel en una columna Superdex 75HR1030, e
isoclectroenfoque preparativo en un rango 7-11, permitié la obtencién de una
fraccion homogénea con la liasa de pl 9,2 (Guevara y col,, 1996). Un pico con
actividad PNL fue eluido de la columna Superdex 75HR1030 con un volumen de
elucion que correspondia a un peso molecular de 18 kDa. Un analisis por
isoelectroenfoque analitico reveld que, mientras que en extractos precipitados con
sulfato amodnico se detectaban las tres liasas, en el pico eluido de la columna
Superdex sélo se detectaba la liasa mayoritaria en gel réplica para actividad,
mientras que en la tincién de plata se observaban otras proteinas mas acidas. Las
dos actividades liasas con pls 9,00 y 8,65 se perdian en el primer paso de

purificacion. Para eliminar las proteinas acidas contaminantes fue necesario un
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isoelectroenfoque preparativo a partir del cual se obtuvo un pico mayoritario con
actividad PNL que eluia a pHs préximos a su pl (entre 9,50 y 9,12). El analisis
por isoelectroenfoque analitico revel6 la existencia de una (nica banda tanto por
tincién de actividad, como por tincidén de proteinas.

Una caracterizacion de esta enzima purificada confirmé su mayor
especificidad por pectina, un modo de accién "endo" y requerimiento de CaCl, (la
adicion de EDTA a las mezclas de reaccidén provocd una completa perdida de
actividad, mientras que la adicién de CaCl, increment6 la actividad).

Este método de purificaciéon no permitia la obtencién de las otras dos
actividades liasas. Por otra parte, el rendimiento era muy bajo desde los primeros
pasos, 6,3 % después de la precipitacion con sulfato aménico. El objetivo de este
capitulo ha sido la purificacion de las tres liasas para su caracterizacion, estudio

de diferencias entre ellas y posible sinergismo en la accién conjunta.
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MATERIALES Y METODOS
Purificacion

Obtencion del filtrado fingico. FORL 12 fue crecido en matraces
Erlenmeyer de 250 ml con 100 ml de medio salino en un agitador orbital a 150
rpm y 22 °C, tal como estad descrito en el capitulo 2. Los cultivos fueron
mantenidos durante tres dias en glucosa al 0,5 % (w/v) y, a continuacién, 1 ml fue
transferido a matraces con 100 ml de medio salino fresco con pectina al 0,5 %
(w/v) donde fue mantenido durante cuatro dias. El medio fue clarificado mediante
filtracion de los cultivos a través de filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/A).
Una pequefia cantidad fue dializada para la determinacion de las actividades y de
la cantidad de proteinas y el resto fue precipitado.

Precipitacion con sulfato amdnico y concentracion. El medio clarificado fue
llevado al 40 % de saturacién por adicién de sulfato aménico a 4 °C, en agitacion,
Después de varias horas el precipitado fue removido por centrifugacion a 30.000
g durante 30 min. El sobrenadante fue concentrado en una célula de ultrafiltracién
(Amicon), con filtros PM10 (Diaflo). El medio concentrado fue dializado y
liofilizado.

Isoelectroenfoque preparativo. El medio liofilizado fue resuspendido en
agua y cargado en una columna de 110 ml de capacidad (LKB). El gradiente de
densidad fue establecido con sorbitol [0-50 % (w/v)]. La muestra fue afiadida a
las soluciones que formarian el gradiente. Anfolitas Servalyte 7-9 y 9-11 (Serva)
fueron usadas, en una concentracioén del 1,2 % (w/v). El anodo, colocado en la
parte alta de la columna, estaba formado por acido fosférico 0,15 M v el catodo,
situado en la parte baja, por hidroxido sédico 0,22 M. El experimento fue llevado
a cabo a 7 °C, a potencia constante (9,6 W) y a un voltaje maximo de 1600 V.

Después de 48 h, fracciones de 3 ml fueron recogieron por la parte baja de la
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Figura 6.1. Esquema del proceso de purificacion.
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columna, y el pH de cada una fue inmediatamente medido. Las fracciones con
actividad PNL o PL fueron recogidas y cargadas en un segundo isoelectroenfoque
en las mismas condiciones. En este ultimo fueron recogidas fracciones de 0,25 ml.

En la figura 6.1 puede observarse un esquema de los pasos realizados.

Medida de la actividad enzimitica y proteinas

Las actividades pectin y pectato liasa fueron medidas determinando la
absorbancia a 235 nm del producto 4,5-insaturado de la reaccion, a 37 °C, segiin
aparece descrito en el capitulo 2. Las medidas viscosimétricas fueron realizadas
usando micro-viscosimetros Ostwald a 37 °C.

La cantidad de proteinas fue determinada por ¢l método de Lowry (Lowry

y col., 1951) usando albimina de suero bovino (Sigma) como patron.

Isoelectroenfoque analitico

Las proteinas fueron separadas segin su punto isoeléctrico en un rango de
pH 2-11, con un equipo LKB 2117 Multiphor II a 7 °C. Fueron utilizados geles
ultrafinos (0,4 mm) de poliacrilamida que contenian, acrilamida al 5,2 %,
bisacrilamida al 0,17 %, 1,1 ml de anfolitas, 0,6 ml de persulfato amonico al 1 %
y 20 ul de TEMED, en un volumen total de 12,72 ml. El gel fue preparado sobre
un cristal silanizado en una bandeja, Ultro Thin Layer Casting Tray (Bio Rad).
Las tiras de los electrodos, que constituian el anodo y el catodo, fueron
empapadas en H,PO, 1 M y NaOH 0,5 M, respectivamente.

El preenfoque de las anfolitas se llevo a cabo a 5 W durante 30 min. A
continuacién, 10 pg de proteinas fueron aplicadas a 1 cm del anodo, utilizando
papel Whatman. El gel fue enfocado a 15 W con un maximo de 1400 V durante
60 min; los aplicadores fucron retirados después de 30 min de enfoque. Para

estimar el pl una mezcla de proteinas estandarizada (Broad pl Calibration Kit
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standards, Pharmacia) fue utilizada.

Los geles fueron tefiidos con plata para la deteccion de proteinas, con el
kit de Bio-Rad, segun las instrucciones del fabricante. Las actividades enzimaticas
fueron detectadas mediante geles réplica de agarosa al 1 % (2 mm de grosor), que
contenian pectina o pectato al 0,1 % en Tris-HCI 0,05 M (pH 8,0) y CaCl, 1,5

mM, segun el proceso explicado en el capitulo 3.

Electroforesis

Las proteinas fueron separadas seglin su peso molecular en geles de
poliacrilamida al 12 %, de 1 mm de grosor, utilizando la cubeta Mini Protean de
Bio Rad. El gel separador fue preparado en un volumen de 20 ml, con 8 ml de
acrilamida (acrilamida 30 %; bisacrilamida 0,8 %), 7,5 ml de Tris-HCI 1 M pH
8,8, 100 pul de SDS al 20 %, 16 pl de TEMED y 16 pul de persulfato aménico al
10 %. El gel concentrante fue preparado en un volumen de 10 ml, con 1,7 ml de
acrilamida, 1,25 ml de Tris-HCl 1 M pH 6,8, 50 pl de SDS al 20 %, 10 pul de
TEMED y 40 pl de persuifato aménico al 10 %.

Las muestras, disueltas en Tris-HCI 62,5 mM, SDS al 1 %, B-
mercaptoetanol al 1 %, azul de bromofenol al 2 % y glicerol al 0,002 %, fueron
hervidas durante 4 min. El tampén de electroforesis fue glicina 192 mM y SDS
al 0,1 % en Tris-HCl 25 mM pH 8,3. El voltaje aplicado fue de 80 V en el
proceso de concentracion y de 180 V durante la separacién.

Los geles fueron tefiidos con azul Coomasie R-250 (Sigma) al 0,1 % en
una soluciéon de metanol:acético:agua (40:10:50), y destefiidos con la misma
solucion. Para estimar el peso molecular fueron utilizados patrones de peso

molecular entre 200 y 6,5 kDa (Bio Rad).
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Caracterizacion

La especificidad por el sustrato fue determinada valorando la actividad
enzimatica en mezclas de reaccion en presencia de pectina o pectato, a la misma
concentracion.

Con el fin de determinar si la degradacion del sustratos se produce
mediante un mecanismo "endo" o "exo", se sigui6 el descenso en viscosidad de
las mezclas de reaccidén y, simultdnecamente, la liberacion del producto insaturado,
durante 30 min, en mezclas de reaccion con la misma proporcién enzima-sustrato.

La viscosidad relativa del sustrato fue definida como 100 x (t-t,) / (ti-t;),
donde t, es el tiempo de flujo (segundos) de la mezcla de reaccion a diferentes
tiempos, t. es el tiempo de {lujo (segundos) de la mezcla de reaccién a tiempo 0
y t, el tiempo de flujo (segundos) del tampén. De las curvas de descenso en
viscosidad frente al tiempo se dedujo el ty, tiempo en el cual la viscosidad
relativa del sustrato es reducida en un 50 %, ((t, - t,)/2) + t,. Tomando como 100
% los enlaces disponibles al principio de la reaccion fue calculado el porcentaje
de enlaces rotos al tiempo en el que la viscosidad relativa del sustrato se habia
reducido al 50 %.

Para la determinacién del pH éptimo se utilizé tampén Tris-HCI1 (pH 7,0-
9,0) o tampdn glicina (pH 9,0-11,0), ambos 0,05 M. Los controles fueron
valorados sin enzima.

La temperatura 6ptima fue determinada midiendo la actividad enzimatica
a temperaturas entre 30 y 65 °C. Los controles fueron valorados sin enzima.

El efecto del calcio fue determinado en mezclas de reaccidn que contenian

EDTA 0,005 M o distintas concentraciones de CaCl, (0-0,02 M).
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RESULTADOS

Purificacion

El proceso de purificacion ha permitido la separacién de las tres actividades
liasas con dos columnas de IEF (figura 6.2). Las tablas 1 y 2 resumen el proceso
de purificacion. Este fue seguido realizando isoelectroenfoques analiticos para
comprobar el grado de contaminacién con otras proteinas (figura 6.3 y 6.4). En
primer lugar, el filtrado fingico fue precipitado hasta el 40 % para quitar la
pectina del medio, y a continuacién fue concentrado. En el primer IEF preparativo
ambas actividades, PNL y PL, fueron recuperadas en ¢l mismo volumen (figura
6.2A), obteniéndose una fraccion parcialmente purificada que incluia las tres liasas
y la PME (figuras 6.3 y 6.4). En el segundo IEF preparativo (figura 6.2B) se
separaron las tres liasas y la PME, que aparecié en una fracciéon contaminada con
la liasa mas bdsica, tal como se deduce del isoelectroenfoque analitico de las
fracciones (figuras 6.3 y 6.4). Las tinciones usando geles réplica de agarosa, con
pectina o pectato, confirmé la identificacién de una pectin liasa (PNL), con pl
9,20 y de dos pectato liasas (PL1 y PL2) con pls de 9,00 y 8,65,
respectivamente. Las tres actividades actuaban con los dos sustratos pero
mostraban preferencia por uno de ellos.

La fraccién que contenia la PNL fue resuelta por electroforesis en una sola
banda de proteinas de peso molecular 30,5 kDa. A partir de la fraccion PL1 se
obtuvieron dos bandas de pesos moleculares 42 y 38 kDa, mientras que en la PL2

se detectaron varias bandas contaminantes (figura 6.5).
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Figura 6.2. Proceso de purificacion de las liasas de FORL r2 producidas sobre pectina:
primer isoelectoenfoque preparativo (A) y segundo isoelectoenfoque (B). La actividad ha
sido valorada por incremento en absorbancia a 235 nm con pectina (-®-) o pectato (-x-)
como sustrato. (- - -) pH, ( — )A,z0um:
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Figuma 6.3. Tinciones especificas de IEF analitico de las fraciones obtenidas en los
distintos pasos de purificacion. Las actividades fueron detectadas usando geles réplica de
agarosa que contenian el respectivo sustrato a pH 8,0. Calle I: muestra procedente del
primer lEF preparativo, tinciones con geles que contenfan pectina (calle 11) vy pectato
(calle 12). Calles 2, 3, 4 y 5: fracciones obtenidas después del segundo isoelectroenfoque.
Calle 2: fraccidn rica en PME, tefiida con gel de agarosa que contenia pectina. Calle 3:
PNL puficada, tefiida con gel de agarosa que contenia pectina. Calle 4: PL1 puficada,
tefiida con gel de agarosa que contenia pectato. Calle 5: PL2 puficada, tefiida con gel de
agarosa que contenia pectato,

Figura 6.4. Tincion de plata del gel de isoelectroenfoque analitico. Calle 1; muestra
procedente del primer IEF preparativo. Calle 2: fraccién rica PME. Calle 3: PNL puficada.
Calle 4: PL1 puficada. Calle 5: PL2 puficada. M: marcadores de pl.

Figura 6.5. Tincién de plata del gel de electroforesis en SDS de las fracciones obtenidas
en el segundo isoelectroenfoque. Calle 1: fraccion que contiene a la PL2. Calle 2: PL2
puficada. Calle 3: PNL puficada. M: marcadores de peso molecular.
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Paso Proteinas Actt(i)‘:;(liad 1::;2:5.?(1 Purificaciéon ~ Rendimiento
mg U U.mg’ %

Filtrado 65,75 12,43 0,19 - 100

Concentrado 13,23 10,99 0,83 4,39 88,41

1° IEF 1,31 10,41 7,95 42,06 83,75

2° IEF 0,128 1,35 10,54 55,77 10,86

Tabla 6.1. Tabla resumen del proceso de purificacién para la pectin liasa. La actividad fue
valorada por incremento en A ;5 en mezclas de reaccién con pectina.

Actividad Actividad

Paso Proteinas total especifica Purificacién Rendimiento
mg U U.mg" %
Filtrado 65,75 9,9 0,1506 - 100
Concentrado 13,23 8,25 0,62 4,11 83,33
1° IEF 1,31 8,04 6,13 40,70 81,21
2° IEF
PL1 0,171 0,84 4,79 31,81 8,48
PL2 0,026 0,13 4,82 32,00 1,31

Tabla 6.2. Tabla resumen del proceso de purificacion para las pectato liasas. La actividad fue
valorada por incremento en A ., en mezclas de reaccién con pectato.
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Caracterizacion

La valoracién de actividades por incremento en absorbancia a 235nm, con
pectina o pectato, confirmé lo observado en las tinciones de los geles. La liasa
mas bdsica mostr6 preferencia por pectina mientras que las otras dos por pectato,

aunque las tres fueron activas con los dos sustratos (tabla 6.5).

Sustrato Relacién
NaPP Pectina N/P P/N
(Umg')  (Umg™h
PNL 5,36 10,54 0,5 2,0
PL1 4,79 1,76 2,7 0,4
PL2 4,82 2,55 1,9 0,5

Tabla 3.3. Actividad especifica de las tres liasas medida por incremento en A, con
pectato (NaPP) o pectina y relacion entre ellas. Valores superiores a 1 en N/P demuestran
preferencia por pectato y valores superiores a 1 en P/N demuestran preferencia por
pectina.

Una vez determinada la preferencia de sustrato, cada actividad fue valorada
con su sustrato, pectina para la PNL y pectato para las PL.1 y PL2. En primer
lugar se determino la temperatura 6ptima y, a continuacién, el pH éptimo a la
temperatura obtenida como optima. Las tres actividades presentaban temperaturas
¥ pHs optimos altos (figura 6.6). La PNL exhibié maxima actividad a 55 °C y pH
10. La PL1 y la PL2 a 50 °C y pH 9,5.

La adicion de EDTA a las mezclas de reaccidon provocd una completa
perdida de actividad de las tres liasas mientras que la adicién de CaCl, aumenté

la actividad (figura 6.6). Para una concentracion de 0,08 % de pectina o pectato
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Figura 6.4. Temperatuta y pH optimo de las tres liasas purificadas, PNL (verde), PL1 (azul) y
PL2 (rojo). Se midio el incremento en absorbancia a 235 nm en mezclas de reaccion con
pectina, para la PNL, o pectato, para las dos PL. La temperatura optima fue determinada
incubando a temperaturas entre 30 y 65 °C y el pH optimo utilizando tampon Tris-HCI (pH 7,0-
9,0) o tampon glicina (pH 9,0-11,0). En ambos casos se valoraron controles sin enzima.
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Figura 6.5. Concentracion optima de calcio de las tres actividades liasas purificadas, PNL
(verde), PL1 (azul) y PL2 (rojo). El incremento en absorbancia a 235 nm se medid en mezclas
de reaccion con pectina, para la PNL, o pectato, para las dos PL y EDTA (0,005 M) o distintas
concentaraciones de CaCl, (0-0,02 M).
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en las mezclas de reaccién, la concentraciéon optima de cloruro de calcio fue
diferente para cada enzima, 2,5, 0,25 y 0,5 mM para PNL, PL1 y PL2,
respectivamente. Aunque la concentracién optima de calcio para la PNL fue
mayor, su activacién por calcio fue menor, valores superiores o inferiores al
6ptimo no modificaron en gran medida la actividad y mostré actividad en
ausencia de calcio. En el caso de las PL, la actividad en ausencia de calcio fue
muy pequefia y valores ligeramente superiores o inferiores al 6ptimo disminuyeron
considerablemente la actividad.

Con el fin de determinar el mecanismo de accion de las enzimas
purificadas, se valor6 el descenso en viscosidad y el incremento en A 235nm en
idénticas mezclas de reaccion. Para la PNL, en el tiempo en ¢l que la viscosidad
del sustrato se redujo al 50 %, el porcentaje de enlaces rotos fue del 0,7 % (figura
6.7). En el caso de la PL1 se obtuvo un 6 % de enlaces rotos para un descenso

en viscosidad del sustrato del 50 % (figura 6.7).
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Figura 6.7. Modo de accién de PNL (verde) y PL1 (azul). El descenso en la viscosidad
relativa de las mezclas de reacciéon (- - -) y la liberacion de productos insaturados ( — )
fue determinado durante 30 min de reaccién. De las curvas de reduccidn en viscosidad
* relativa frente a tiempo se obtuvo el valor ty, (tiempo en el que se reduce la viscosidad
relativa del sustrato al 50 %). A este tiempo de reaccién fue calculado el porcentaje de
enlaces rotos. Para detalles ver Materiales y Métodos.
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Sinergismo

Todas las posibles combinaciones de liasas fueron afiadidas a mezclas de
reaccion que contenian acido poligalacturénico o pectina, determinando el
incremento en absorbancia a 235 nm producido por min. La tabla 6.3 muestra
estas medidas. No se observo ningun efecto de sinergismo entre la PNL y alguna
de las dos pectato liasas (PL1 o PL2); tanto con acido poligalacturénico como con
pectina, las medidas son iguales o inferiores a la suma de las actividades
individuales medidas. Si se observé sinergismo entre las dos pectato liasas, siendo
mayor con pectato (sustrato mas especifico) que con pectina. La combinacién de
las tres no dio sinergismo.

El efecto de la PME sobre las tres actividades liasas fue también estudiado
(tabla 6.4). En presencia de pectato no hubo ningiin efecto, pero en presencia de

pectina hubo sinergismo en los tres casos.

NaPP Pectina
Combinacién Actividad Actividad  Siner-  Actividad Actividad  Siner-
de enzimas medida  esperada  gismo medida  esperada  gismo
PNL/PL1 0,0291 0,0293 0,99 0,0246 0,0396 0,62
PNL/PL2 0,0168 0,0159 1,06 0,0252 (,0341 0,74
PL1/PL2 0,0261 0,0175 1,49 0,0091 0,0081 1,12

PNL/PL1/PL.2 0,0343 0,0313 1,09 0,0325 0,0409 0,79

Tabla 6.3. Degradacion de &cido poligalacturonico (NaPP) o pectina en mezclas de reaccion que
incluyen distintas combinaciones de liasas. La actividad fue medida como incremento en A,
. min". La actividad esperada fue calculada a partir de la suma de las actividades individuales.
Los valores de sinergismo resultaron de la relacidn entre la actividad medida vy la esperada;
valores superiores a | indican sinergismo positivo.
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NaPP Pectina
Combinacién Actividad Actividad  Siner-  Actividad Actividad  Siner-
de enzimas medida esperada  gismo medida esperada  gismo
PME/PNL 0,0141 0,0167 0,84 0,0613 0,0371 1,65
PME/PL1 0,0122 0,0183 0,67 0,0294 0,0111 2,64
PME/PL2 0,0023 0,0050 0,46 40,0077 0,0057 1,37

Tabla 6.4. Degradacién de 4cido poligalacturonico o pectina por cada liasa en presencia de pectin
metil esterasa. La actividad fue medida como incremento en A, . min™. La actividad esperada
fue calculada a partir de la suma de las actividades individuales. Los valores de sinergismo
resultaron de la relacién entre la actividad medida y la esperada; valores superiores a 1 indican
sinergismo positivo.
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DISCUSION

El proceso de purificacion ha permitido la separacién de las tres liasas,
PNL, PL1 y PL2, con una recuperacion del 10,86, 8,48 y 1,31 % respectivamente,
y un factor de purificacién de aproximadamente 56 para la PNL y 32 para las dos
pectato liasas. En primer lugar, el filtrado fingico fue precipitado solo hasta el 40
% para quitar la pectina del medio y a continuacién concentrado, conseguiéndose
una alta recuperacion del 88 y 83 %, para las dos actividades, PNL y PL. Se
evitaba asi la poca recuperacion obtenida en este paso mediante la precipitacién
con sulfato amoénico entre el 40 y 100 % de saturacion (Guevara y col., 1996). En
un primer IEF preparativo, las tres liasas, PNL, PL1 y PL2, y la PME ¢luyeron
en el mismo volumen, lo cual permitié su separacién del resto de proteinas. Como
tercer paso de purificacion fueron usadas varias técnicas (filtracion en gel,
intercambio iénico, electroforesis nativa e IEF preparativo en placa) pero en
ningin caso se obtuvo una buena separacién ya que las tres liasas son muy
similares. Mejores resultados fueron obtenidos mediante un segundo IEF
preparativo en columna. El pico de la PNL contenia a la enzima pura ya que se¢
resolvié en una sola banda de proteinas, tanto en isoelectroenfoque analitico
(figura 6.4) como en electroforesis en SDS (figura 6.5). En el caso del pico de la
PL1, se detect6 una inica banda en isoelectroenfoque analitico (figura 6.4) y dos
por electroforesis en SDS (figura 6.5). Estos resultados se pueden interpretar
asumiendo la presencia de una proteina contaminante de la PL1, que tuviera
idéntico punto isoeléctrico pero distinto tamafio molecular. Es también posible que
la PL1 conste de dos subunidades distintas. Esta posibilidad no ha podido ser
confirmada ya que las tres liasas de FORL r2 parecen tener poca carga y no
corren bien en electroforesis en condiciones nativas. Por Gltimo, el pico de la PL2
estaba contaminado aunque la proteina mayoritaria se enfoca en un punto

isoeléctrico de 8,65, correspondiente a la PL2 (figura 6.4).
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La tincién usando geles réplica de agarosa con pectina o pectato, confirmo
un pl de 9,20 para la PNL y de 9,00 y 8,65 para las dos PLs (PL1 y PL2)
(figura 6.3). Las enzimas mostraban puntos isoeléctricos basicos como la mayoria
de las liasas descritas tanto de bacterias como en hongos: 10,1 para la pectin liasa
de Rhizoctonia solani (Bugbee, 1990), mayor de 10 para las pectato liasas de
Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Bartling y col., 1995), 10 para la pectato
liasa de A micolata sp (Brithlmann, 1995), de 7,5 a 10,5 para las liasas de Erwinia
chrysanthemi (Hugouvieux-Cotte-Pattat y col., 1996), 9.4 para la pectin liasa de
Pseudomonas fluorescens W51 (Schlemmer y col., 1987), 8,7 para la pectato liasa
de FOL (Di Prieto y Roncero, 1996c¢c), 8,6 para la pectin liasa de Penicillium
italicum (Alafia y col., 1991) y 8,3 para la pectato liasa A de Fusarium solani f.
sp. pisi (Crawford y Kolattukudy, 1987). El alto pl de las liasas se ha considerado
beneficioso para la ruptura de sustratos pécticos, ya que reduce la repulsion
electrostatica entre la enzima y el sustrato negativamente cargado (Briithlmann,
1995). No obstante, se han descrito algunas con pls acidos como la pectato liasa
de A spergillus nidulans, con un pl de 4,2 (Dean y Timberlake, 1989) o una de las
pectato liasas de Erwinia chrysanthemi, con un pl de 4,5 (Hugouvieux-Cotte-Pattat
y col., 1996).

El peso molecular de la PNL, determinado mediante electroforesis en SDS
es de 30,5 kDa, que difiere del descrito anteriormente por filtracién en gel, 18
kDa (Guevara y col., 1996). La discrepancia puede ser debida a interacciones
entre la enzima vy el gel, que pueden provocar retrasos en la elucion de algunas
proteinas, como ha sido descrito para algunas pectin liasas cuando han sido
aplicadas a este tipo de geles (Bugbee, 1990; Alafia y col, 1991). Las
interacciones entre las enzimas y el gel dan falsos pesos moleculares. Por tanto
el valor mas real para la PNL es 30,5 kDa. Los pesos moleculares de las dos
bandas presentes en la fraccion de la PL1 son de 42 y 38 kDa, que
corresponderian a las dos subunidades de la PL1 o bien a la PL1 y a la proteina

contaminante. Asumiendo que la PL2 es la proteina mayoritaria en la fraccion



174 / Capitulo 6

eluida del segundo electroenfoque preparativo, le corresponderia un peso
molecular de 66 kDa.

Los pesos moleculares obtenidos por electroforesis son similares a los
descritos para otras liasas: 23-29 kDa de las pectato liasas de Fusarium solani f.
sp. pisi (Crawford y Kolattukudy, 1987; Guo y col., 1995a, 1995b, 1996), 25 kDa
para la pectato liasa de FOL (D1 Prieto y Roncero, 1996¢), 31 kDa para la pectato
liasa de Amicolata (Brithlmann, 1995), 32 kDa para la pectin liasa de
Pseudomonas fluorescens W51 (Schlemmer y col., 1987), 34 kDa para la pectin
liasa de Pseudomonas marginalis N6301 (Nikaidou, 1995) y Penicillium italicum
(Alafia y col., 1991), 35 kDa para la pectin liasa de Rhizoctonia solani (Bugbee,
1990), 36,5 kDa para la pectin liasa de Penicillium expansum (Silvay col., 1993),
40 kDa para pectato liasa de A spergillus nidulans (Dean y Timberlake, 1989), 42
kDa para las pectato liasas de Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Bartling y
col,, 1995) y 89 y 55 kDa las pectin liasas (L, y L., )} de Aureobasidium pullulans
LV 10 (Parini y col., 1988). Sdlo ha sido descrita una liasa polimérica: la pectin
liasa de Phoma medicaginis var. pinodella tiene un peso molecular de 118 kDa
y esta constituida por cuatro subunidades idénticas de 29,5 kDa (Pitt, 1988). Por
tanto, si se confirma que la P1.2 de FORL r2, consta de dos subunidades de pesos
moleculares distintos, seria tnica a este respecto.

La preferencia de sustrato atribuida a las tres liasas en los estudios con
filirados crudos (capitulo 3) ha sido confirmada en las fracciones purificadas.
Tanto visualizando las actividades en geles réplica de agarosa con pectina o
pectato (figura 6.3), como midiendo el incremento en absorvancia 235 nm de
mezclas de reaccion con ambos sustratos (tabla 6.5). La PNL mostrd el doble de
actividad con pectina y las otras dos (PL1 y PL2) el doble de actividad con
pectato (tabla 6.5).

Gencralmente las enzimas que degradan sustratos no esterificados o con
bajo grado de esterificacion se denominan pectato liasas y cuando el sustrato esta

altamente esterificado se denominan pectin liasas (Rexova-Benkova, 1973). Se



Purificacion y caracterizacion / 175

considera que el sustrato 6ptimo para la pectato liasa es el D-galacturonano
aunque pueden actuar sobre sustratos esterificados; algunas manticnen niveles
altos de actividad sobre sustratos parcialmente esterificados, como las pectato
liasas de Fusarium solani f. sp. pisi, que actilan sobre pectina esterificada (70 %)
con una actividad aproximadamente dos veces menor que sobre pectato (Crawford
y Kolattukudy, 1987; Guo y col.. 1995b). No obstante han sido descritas pectato
liasas que actian preferentemente sobre sustratos parcialmente esterificado.
Erwinia carotovora subsp. carotovora produce una pectato liasa (pelB) que no es
activa sobre acido poligalactorénico y si sobre sustratos esterificados. La enzima
es activa sobre sustratos con 95 % de esterificacién, aunque el maximo de
actividad se obtiene sobre pectina esterificada al 68 % (Heikinheimo y col., 1995).
En Erwinia carotovora subsp. atroseptica han sido identificadas tres pectato liasas
con preferencia por pectina de grado de esterificacion 31 (Bartling y col., 1995).
En cuanto a las pectin liasas descritas, algunas no ticnen nada de actividad con
acido poligalacturonico, como las de Rhizoctonia solani (Bugbee, 1990) vy
Penicillium expansum (Silva y col., 1993); otras, en cambio, actian con pectina
y con 4cido galacturénico, como las dos pectin liasas descritas en Aureobasidium
pullulans LV 10 (Parini, y col. 1988). El grado de esterificacion 6ptimo para el
sustrato puede ser elevado como en Penicillium italicum (Alana 'y col.,1991) yen
una pectin liasas (L,) de Aureobasidium pullulans (Parini y col., 1988) o puede
ser bajo (38 %), como una pectin liasa (L,) de Aureobasidium pullulans (Parini
y col., 1988).

Liasas con similares preferencias por sustrato han sido descritas
indistintamente como PL o PNL. A partir de 4 ureobasidium pullulans 1.V 10 ha
sido purificada una liasa con especificidad por pectina de grado de esterificacion
38 a la que se ha identificado como pectin liasa (Parini y col., 1988), mientras que
en Erwinia carotovora subsp. atroseptica han sido identificadas tres pectato liasas
con preferencia por pectina de grado de esterificacion 31 (Bartling y col., 1995).

Las diferencias aparecen con pectinas de alto grado de esterificacion: en el caso
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de Erwinia apenas se detecta actividad con pectina esterificada al 68 % y ninguna
actividad con pectina al 93 % y la liasa de Aureobasidium conserva el 45 % de
actividad con pectina esterificada al 75 %. Por otro lado enzimas con preferencia
por sustratos 68 % esterificados y sin actividad sobre 4cido poligalactorénico han
sido identificadas como pectato liasas (Heikinheimo y col., 1995). Como puede
verse no existe un criterio universal para la identificacion de una enzima como
pectin o pectato liasa.

Las tres enzimas presentan temperaturas optimas altas, 55 °C para la PNL
y 50 °C para PLI y PL2 (figura 6.6). Estas temperaturas son similares a las de
otras liasas de hongos y bacterias: 55 °C para la pectato liasa C de Fusarium
solani 1. sp. pisi (Guo y col., 1995b), 50 °C para la pectin liasa de Penicillium
italicum (Alafia y col.,, 1991), 45 °C para la pectato liasa de FOL (Di Prieto y
Roncero, 1996¢), 40 °C para las dos pectin liasas de 4 ureobasidium pullulans LV
10 (Parini y col. 1988), de 40 a 45 °C para la pectin liasa de Penicillium
expansum (Silva y col, 1993), y, 40, 50 y 40 °C para tres pectato liasas de
Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Bartling y col., 1995). Han sido descritas
liasas con temperaturas Optimas de hasta 70 °C, como la pectato liasa de
Amicolata sp (Brithlmann, 1995) o méas bajas, como la pectin liasa de
Pseudomonas marginalis, con una temperatura 6ptima de 30 °C (Nikaidou, 1995).

Los pHs éptimos, 10 para PNL y 9,5 para PL1 y PL2 son alcalinos (figura
6.6) como para la mayoria de las liasas. Algunas presentan pHs Optimos
ligeramente basicos, 7,5 el de una de las pectin liasas de 4 ureobasidium pullulans
(L,) (Parini, y col. 1988), 8,0 el de las pectin liasas de Pseudomonas marginalis
(Nikaidou, 1995) y de Rhizoctonia solani (Bugbee, 1990), de 8,0 a 8,5 el de la
pectin liasa de Pseudomonas fluorescens W51 (Schlemmer y col., 1987) y de 8,3
a 9,2 las liasas de Erwinia chrysanthemi, (Hugouvieux-Cotte-Pattat y col., 1996).
Otros son mas bdsicos, como el de la pectin liasa de Penicillium italicum o la
pectato liasa de FOL, con pH éptimo de 9,0 (Alafia y col., 1991; Prieto y

Roncero, 1996¢), las tres liasas purificadas de Fusarium solani f. sp. pisi, con
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pHs 6ptimos entre 9,5 y 10 (Crawford y Kolattukudy, 1987; Guo y col., 1995a,
1995b, 1996), o la pectato liasa de Amicolata sp (Brihlmann, 1995). No
obstante, existen excepciones, una de las pectin liasas de 4 ureobasidium pullulans
LV 10 (L,), presenta un pH éptimo ligeramente acido, 5,5 (Parini y col. 1988) y
la de Penicillium expansum neutro, 7,0 (Silva y col., 1993).

Las liasas de FORL r2 muestran dependencia de calcio, siendo mayor en
¢l caso de las dos pectato liasas (figura 6.7). El hecho de que se detecte actividad
en ausencia de calcio puede deberse a la presencia de pequefias cantidades del ion
en el sustrato utilizado, que en presencia de EDTA son eliminadas por quelacion.
Fl calcio aumenta la actividad de la mayoria de las liasas. Algunas tienen un .
absoluto requerimiento de calcio, como la pectin liasa de Phoma medicaginis var.
pinodella (Pitt, 1988), la pectato liasa de Amicolata sp (Brithlmann, 1995) y las
cuatro pectato liasas descritas en Fusarium solani f. sp. pisi (Crawford y
Kolattukudy, 1987; Guo y col., 1995a, 1995b, 1996). En algunos casos, como en
el de la pectin liasa de Rhizoctonia solani, aunque ¢l calcio aumenta la actividad,
no es esencial (Bugbee, 1990). En Aureobasidium pullulans LV 10 han sido
detectadas dos pectin liasas (L, y L,) que actian en ausencia de calcio y son
activadas por él; la adiccién de EDTA no afecta a L| pero si inhibe parcialmente
a L, (Parini y col. 1988). Por ultimo, algunas no se ven afectadas por calcio ni
por EDTA, como la pectin liasa de Penicillium italicum (Alafia y col., 1990), la
de Penicillium expansum (Silva y col., 1993) o la de Pseudomonas fluorescens
W51 (Schlemmer y col., 1987). En Fusarium solani f. sp. pisi se ha demostrado
que la concentracién de calcio 6ptima es dependiente de la concentraciéon de
sustrato (Crawford y Kolattukudy, 1987). En general, parece que enzimas con
preferencia por pectina tienen una menor dependencia de calcio que las enzimas
con preferencia por pectato, como ocurre con las liasas de FORL r2.

La PNL muestra, como todas las pectin liasas descritas, un comportamiento
de tipo "endo", con un porcentaje de enlaces rotos del 0,7 % para un descenso en

viscosidad del sustrato del 50 % (figura 6.7). En ¢l caso de la PL1, el 6 % de
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enlaces rotos obtenido para un descenso en viscosidad del sustrato del 50 %
(figura 6.7} indica un comportamiento relativamente "exo", ya que este 6 % es un
valor mas elevado que los que se citan en la bibliografia para enzimas de tipo
"endo" (Cooper, 1983).

Se¢ ha descrito la existencia de un efecto sinergistico entre tres pectato
liasas de Erwinia carotovora subsp. atroseptica, que implica un aumento en
actividad de dos de ellas cuando actian sobre pectina en presencia de la tercera
(Bartling y cols., 1995). Un efecto similar ha sido detectado en el caso de las
pectato liasas de FORL 12, PL1 y PL2, y en este caso el sinergismo se manifiesta
para los dos sustratos, pectina y pectato, siendo mayor en el caso de pectato (tabla
6.3). Sin embargo la presencia de PNL en las mezclas de reaccién no provocd
aumentos de actividad. Este efecto podria estar relacionado con la existencia de
colaboracion entre las dos pectato liasas en el ataque al sustrato, lo cual mejoraria
su degradacidon cuando ambas estan presentes. La adicion de una fraccidn rica en
pectin metil esterasa aumento la actividad de las tres liasas (tabla 6.4), pero en
este caso el efecto es detectado solo en presencia de pectina, lo que parece indicar
que la desmetilacion de la pectina favorece la accion de las liasas. Esto parece
logico en el caso de las dos pectato liasas y en el caso de la pectin liasa, solo
podria ser explicado si existiera una preferencia de sustrato por pectina pero con
un grado de metilacion mas bajo.

Algunas de las caracteristicas de la PNL purificada pueden ser
significativas para la patogénesis. Primero, el bajo peso molecular de la proteina
puede conferirle una alta mobilidad, esto podria ser beneficioso para su
movimiento a través de las paredes celulares. En segundo lugar, es una enzima
tipo "endo", hecho que puede ser esencial para la maceracién de tejidos (Bateman
y Bashman, 1976; Cooper, 1983). Las pectato liasas, de tipo "exo" y producidas
de forma constitutiva por FORL 12 a bajos niveles (capitulo 3), podrian estar
implicadas en la movilizacion inicial de los sustratos pécticos que desencadena el

proceso de induccién de todo el complejo péctico.
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Los dos aislamientos de FORL, 12 y r6, presentan un comportamiento muy
similar en cuanto al crecimiento, a las polisacaridasas producidas
(poligalacturonasa, pectin liasa, B-1,4-glucanasa, avicelasa y B-glucosidasa) y, en
el caso particular de las enzimas pécticas, tanto en relacién a las condiciones

6ptimas para su produccién como con respecto a los tipos de enzimas producidas.

La adicién de CaCl, al medio provoca, en los dos aislamientos, una
disminucidon del crecimiento, de las proteinas totales y de la produccion de las

enzimas pécticas.

En presencia de pectato, ademas del descenso en los niveles de actividades
pécticas, se produjo menor crecimiento y menor cantidad de proteinas que en
presencia de pectina. Esto indica que la utilizacion de pectato por el hongo es

menos eficiente que la utilizacién de pectina.

El aislamiento r2 produce pectin liasa, pectato liasa y poligalacturonasa que
son inducidas por 4cido galacturdénico y estan sujetas a represion catabolica. Las
primeras actividades detectadas en ausencia de inductor, son pectato liasa y
poligalacturonasa. La pectin liasa sélo se detecta en presencia de acido

galacturdnico.

Comparando los cultives tamponados a pH 8,0 6 5,5, no se han detectado
mayores niveles de liasas en los cultivos pH 8,0 como ha sido descrito en otros
hongos. Por el contrario la alcalinizacion del medio provoca un descenso en las

tres actividades durante todo ¢l periodo de cultivo.

La pectin liasa tiene un comportamiento de tipo "endo", mientras que la

pectato liasa y la poligalacturonasa tienen un comportamiento de tipo "exo". Se
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han detectado tres formas con actividad liasa, con pls de 9,20, 9,00 y 8,65, y
cuatro con actividad poligalacturonasa, la principal con pl 7,35, dos con pls 6,85
y 6,55, vy una minoritaria con pl 9,30. También se ha detectado una pectin
metilesterasa con un pl proximo a 9,5. Las tres liasas actian sobre pectina y
pectato en condiciones alcalinas y tienen un absoluto requerimiento de calcio. La
mas alcalina tiene preferencia por pectina, mientras que las otras dos son mas
activas sobre pectato. Las poligalacturonasas son mas activas a pH 4acido y son

inhibidas por calcio.

El acido galcturénico afecta drasticamente a la regulacion a nivel
transcripcional. En comparacidon con la glucosa, disminuye total o parcialmente
la sintesis de numerosas proteinas mientras que induce otras. Algunas de ellas
pueden asignarse a enzimas pécticas en base a su peso molecular y/o punto

1soeléctrico.

En el caso del gen de poligalacturonasa s¢ ha comprobado que la
regulacion se produce a nivel transcripcional. En presencia de acido galacturénico
aumentan los niveles de RNAm, mientras que en glucosa los niveles no son

suficientes para su deteccién mediante Northern blot.

En el caso de los genes de las liasa se ha visto que al menos uno de ellos
tiene una regulacion a nivel transcripcional. Los niveles de RNAm, muy bajos

en glucosa, aumentan en presencia de dcido galacturdnico.

Se ha obtenido una sonda de FORL r2, de 745 pb, para el gen de
poligalacturonasa. Su secuencia presenta una gran homologia con la de otro

aislamiento (r13), la de FOL y la de F. moniliforme.

Se ha podido comprobar la presencia de secuencias de cierta homologia
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con ¢l gen de pectato liasa de F. solani. Aparece una copia por genoma haploide

en FORL r2 y r13 y FOL

La pectin liasa (PNL) con pl 9,20, purificada a homogeneidad, presenta un
peso molecular de 30,5 kDa, habiéndose confirmado su preferencia por pectina,
su requerimiento de calcio y un comportamiento de tipo "endo". La pectato liasa
con pI de 9,00 (PL1), purificada 32 veces, se resuelve mediante electroforesis en
SDS en dos bandas de pesos moleculares 42 y 38 kDa, que podrian corresponder
a dos subunidades. La pectato liasa con pl de 8,65 (PL2) ha sido purificada
parcialmente y, de los resultados obtenidos mediante electroforesis en SDS, se
podria estimar un peso molecular de 66 kDa. Se ha confirmado la preferencia por
pectato y el requerimiento de calcio de ambas pectato liasas. La dependencia de
calcio de las liasas de FORL r2 es mayor en ¢l caso de las dos pectato liasas, que

muestran un comportamiento "exo", mas marcado en el caso de PL2.

Las tres enzimas presentan temperaturas 6ptimas altas, 55 °C para la PNL
y 50 °C para PL1 y PL2, y pHs Optimos alcalinos, 10 para PNL y 9,5 para PL1
y PL2.

Ambas pectato liasas (P1.1 y PL2) podrian cooperar en la degradacién de
sustratos pécticos ya que existe sinergismo en su actuacién. La adicién de una
fraccién rica en pectin metilesterasa aumento la actividad de las tres liasas en
presencia de pectina, lo que parece indicar que la desmetilacion de la pectina

favorece la accién de las liasas.
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