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1.-INTERACCIÓN FUSARIUM OXYSPORUM-TOMATE

.

1.1.- Fuvariwn oxysporwn

El géneroFusarium se incluye dentro del grupo de los Fungi imperfecti

(Deuteromycetes),queenglobaahongosde los cualessólo se conocenprocesos

de multiplicación vegetativa por conidios y agrupa al mayor número de

representantescausalesde enfermedadesde plantas.Dentro del géneroFusarium

se agrupan doce seccionescon aproximadamente40 especiesampliamente

distribuidas,siendopatógenosespecialmenteimportantesen terrenoscultivados

de regionestempladaso tropicales. Fusarium oxysporumes el miembro más

importantede la secciónElegans.Es un hongocosmopolita,conmúltiplesformas

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 faseparasitariaseinicia con la penetraciónde los tejidos del huésped

y entrada a su sistemavascular; a continuaciónse produce colonización del

sistemavascularcon expresiónde los síntomasen la planta.La fasesaprofitica

de crecimientose inicia cuando los tejidos infectadosdel huéspedempiezana

manifestarsíntomasde senescenciay a morir. Los fusaria vasculares,que se

ramifican por el tejido vascular invadiendo vigorosamentelas células del

parénquima cortical, generan una substancial biomasa productora de

clamidosporas.Estasclamidosporasson las estructurasquepermitena las formas

patogénicaspersistir en los suelosmucho tiempo despuésde queuna cosecha

susceptiblehaya sido eliminada del mismo (Burges, 1981). La formación de

clamidosporasempiezacuando los niveles de carbohidratosdesciendenen los

tejidosmoribundosdelhuésped(Ilsu y Lockwood, 1973).Se forman,terminal o

intercalarmente,a partir de hifas, tubos germinativos o macroconidios y
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generalmenteestán aisladasaunque ocasionalmenteforman pares o cadenas.

Conformelos tejidosdel huéspedsedesintegran,lasclamidosporasson liberadas

al suelo,individualmenteo junto con hifas en los restosvegetales.Una vez en el

suelo son capacesde permanecerquiescentesdurantevarios años graciasa la

pared fuertemente engrosaday a las reservas almacenadas,con fases de

crecimiento esporádicasmientras esté disponible una frente de nutrientes

adecuada.Estafuente de nutrientes,quepuedeprocederde exudadosradiculares

de plantas,tanto huéspedcomono huésped,o de desechosorgánicosen el suelo,

estimulala germinacióndenuevasclamidosporas.Cuandola fuentede nutrientes

seagota, se formannuevasclamidosporascon reservasfrescas.

Clarridosporas Cramidosporas Clamidosporas

Figura 1.11. Ciclo de vida de Fusariumoxysporum (Beckmam, 1987).
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Las distintas formas especializadasde Fusarium oxysporum son

morfológicamentesimilaresaunqueespecificasde huésped(Snydery Hansen,

1940)y sediferencianen función de los huéspedesquepuedeninfectar.Algunas

formas especializadas(f. sp. betae, cyclammis, fragariae, lycopersici...) son

especificasde un solo huésped,pero otras (E sp. apii, cassiae, vasinfectum...)

puedeninfectara variasplantashuésped(Armstrongy Armstrong,1975).Existen

tambiénformassaprofiticas,sin capacidadparasitaria.

1.2. Intemeción tomate-Fu~w1wnoxysporwn.

1.2.1.-Cultivo de tomate.

El tomate cultivado, LycopersiconesculentumMill., es un miembro del

relativamentepequeñogéneroLycopersicon,pertenecientea la familia de las

Solanaceasy tiene su origen en unaestrechay elongadaregiónmontañosade los

Andes en Perú, Ecuadory Chile. La domesticacióny cultivo del tomate se

produjoen las primerascivilizacionesde Méjico a las queseatribuyetambiénla

denominacióncomo ‘tomate”, aunqueno alcanzóla actualpopularidadhastael

siglo XIX. Su versatilidaden forma fresca o procesaday su adaptabilidadson

característicasdecisivaspara su extensivouso. El fruto de tomate, que es una

fuente importantede vitaminasA y C, contieneun 94-95 % de aguay el 5-6 %

restanteconsisteprincipalmenteen ácidos orgánicosy azúcaresque son los

responsablesdel sabordel fruto (Jonesy cols., 1991)

Las condicionesde cultivo puedenafectara la velocidadde crecimiento,

rendimientoy calidaddel fruto. Los esfuerzosparala mejoradel tomatedurante

las pasadasdécadashan llevado a la obtención de numerososcultivarespara

diversosambientes,métodosdeproduccióny usonutritivo. Uno de los principales

focos de atenciónenestamejoraha sido el desarrollode cultivaresresistentesa

las principalesenfermedadesdel tomate(Jonesy col., 1991).
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1.2.2.-La traqucomicosisproducidapor Fusarium oxysporumf. sp. lycopersici

Una de las enfermedadesmás importante del tomate es la “fusariosis

vascular”o “traqucomicosis”producidaporFusarium oxysporumf. sp. lycopersici

Snyd. & Hans. (FOL). El síntomamáscaracterísticoprovocadopor FOL es el

marchitamiento:es unaenfermedadtípicamentevascularen la que la principal

causade la pérdidaenrendimientoes el estréshídrico derivadofundamentalmente

de la oclusión mecánicade los vasosxilemáticos (Beckmam, 1987; Bishop y

Cooper,1983b). El marchitamientono es el único síntoma:seproducetambién

amarilleamientoy necrosisfoliar, epinastiadepeciolos,hiperpíasiae hipertrofia

de tallos, formaciónde raícesadventicias,desfoliacióny atrofiade todala planta.

El tejido vascularsevuelvepardooscuroaunquela médulapermanecesana,las

basesde los tallos afectadosse alargany las plantasmuerenfrecuentemente.La

causaque provocaesta oclusión ha sido objeto de un gran debate(Beckman,

1987). Posiblementesedebaa tilosas, gelesy compuestosfenólicosproducidos

por el huésped,y micelio y esporas del hongo depositadosen los vasos

xilemáticos,aumentandola resistenciaal flujo del agua.Polisacáridosde alto peso

molecularproducidospor el patógenoy productosresultantesde la rupturade la

paredhansido citadostambiéncomofactoresquepuedencontribuira la oclusión

(Bishop y Cooper, 1983b y 1984). Inicialmente,se propusola implicación de

toxinasfúngicasconactividadestimuladorade la transpiracióncomoresponsables

del marchitamiento,aunqueactualmenteseaceptatotalmentela teoríade oclusión

mecanica.FOL produceácido fusárico y licomarasmina,toxinas que aunque

poseenbajatoxicidad,podríansertransportadasen el flujo de la transpiraciónmas

allá del áreade infeccióny contribuir al desarrollode la enfermedad(Beckman,

1987). Los demás síntomas, amarilleamientode hojas, desarrollo de raíces

adventicias,epinastia de los peciolos, hiperpíasia e hipertrofia de los tallos,

desfoliacióny atrofiade la plantaentera,hansido atribuidos a la malfunciónde

los tejidos deshidratadosy al cambio en el balancehormonal(Beckman, 1987;
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Jonesy col., 1991).

No existendatosconcretosrespectoal crecimientosaprofiticoy persistencia

entre cosechasde FOL pero existe la evidencia de que su comportamiento

concuerdaconla multiplicacióny persistenciade losfusariaengeneral(Beckman,

1987). El micelio producidoa partir de las clamidosporas,presentesen suelos

infestados,invade las plantasde tomate a través de heridas existentesen su

sistemaradicular,iniciandounanuevafaseparasitaria.FOL puedehacertambién

incursioneslimitadasen la epidermisy cortezadeplantasno huésped(huéspedes

‘tolerantes”), aunquelos efectosproducidosen estasplantasson mínimos. Sin

embargoestastransitoriasinfeccionesde huéspedestolerantespuedencontribuir

a la persistenciadel patógenoduranteperíodoslargosde rotaciónde cosechas.

Desdela primera referenciapublicadasobre la marchitezproducidaen

tomatepor FOL (Massee,1895), su presenciaha sido citada al menosen 32

países, a menudo como responsablede severas pérdidas económicas.La

enfermedadcontinúaapareciendocomo consecuenciadel cultivo intensivo de

tomateasí comode la evolucióny diseminaciónde nuevasformasdel patógeno.

En el sur de EstadosUnidos y en Europala enfermedades destructiva.Como

estos patógenos,una vez establecidos,puedenpersistir indefinidamenteen los

suelos infestados,estas enfermedadesprovocan serios problemas. El uso de

variedadesresistentes,especialmentela resistenciamonogénica,hasidoy continúa

siendoel principalmediode control. En aquellaszonasdondehansidocultivadas

durante varios años variedadesque incorporan el gen 1, dominantepara la

resistenciaa la raza 1 de FOL, unanuevarazadel patógenohaaparecido,la raza

2. Estarazaha sido tambiénsatisfactoriamentecontroladapor el descubrimiento

y posteriorincorporaciónde un nuevogendominanteparala resistencia,el gen

1-2.Unaterceraraza,la raza3, inicialmenteidentificadaenBrasil (Jonesy Woltz,

1981), ha aparecidotambién en el sur de EstadosUnidos. También se ha

localizadoresistenciamoiiogénicaa la raza3 aunqueaúnno hasido incorporada

en variedadescomerciales.
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1.2.3.- Interaccióncon un nuevopatógeno

En 1969 sereconoceen JapónunaenfermedadcausadaporFusarium, que

causa podredumbreen el cuello y raíz de plantas de tomate crecidas en

invernadero(Satoy Araki, 1974; Yamamotoy col., 1974) y en 1971 apareceen

California (Leary y Endo, 1971).Aislamientosde estenuevopatógenoafectaban

a variedadesde tomate resistentesa las razas 1 y 2 de Fusarium oxysporum

Schlecht.f. sp. lycopersici(Sacc.)Snyd.& Hans.En un principio se le consideró

unanuevarazade Fusarium oxysporumf. sp. lycopersici;sin embargo,las claras

diferenciasen los síntomas,en la temperaturaóptima de infección (270C para

FOL y 180C para el nuevopatógeno)y en el tipo de interacción,hacenque en

1978 Jarvis y Shoemakerproponganla denominaciónde una nueva forma

especializadaFusarium oxysporumf. sp. radicis-lycopersiciJarvis y Shoemaker

(FORL)(Jarvisy Shoemaker,1978).Más tardeel patógenoapareceen otraszonas

del hemisferio Norte: distintos estadosde EstadosUnidos, Canadá,Méjico,

Grecia, Italia, Israel, Francia,Holanda,Bélgicay Reino Unido (Benhamouy col.,

1989a). En Españala enfermedadse declaraen 1985 en los cultivos de tomate

bajo invernaderoen la región de Murcia (Tello y Lacasa,1988).

El primersíntomade la enfermedadesun amarilleamientode los márgenes

de las hojas más viejas, cuandoel primer fruto está cerca de la madurez.El

amarilleamientova seguidodenecrosisy colapsodel peciolo foliar. Los síntomas

progresanlentamentehaciaarribaapareciendoenhojas másjóvenes.Las plantas

infectadaspor FORL seatrofian ligeramente,sushojasse vuelvencloróticasy en

las etapasterminaleslas plantasse marchitany mueren.Pero el síntomamás

característicode FORL es una podredumbrede color marrón en el sistema

radiculary cuello de la planta. Todo el sistemaradiculares afectado,mostrando

unapodredumbreparday secade la cortezay del xilema. Puedendesarrollarse

lesionesen el tallo, en la línea del suelo o por encima,apareciendoen muchos

casosuna lesión necróticaque se extiende 10 a 30 cms. Despuésde lluvias o
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durantenieblas,seproduceuna esporulaciónrosadadel patógenoa partir de las

lesionesnecróticasexpuestas(Benhamouy col., 1989a; Jonesy col., 1991;

Sánchezy col., 1975; Tello y Lacasa,1988).

Las esporasde FORL se encuentranen el suelo y en el aire de los

invernaderosinfestadosy una alta concentraciónde clamidosporasen el suelo

sirve como inóculo.El hongopenetraen la raízprogresandopor la raíz principal

y raíceslaterales,principalmentepor medio de hifas intercelularesa travésde la

cortezay, secundariamentea través del xilema. El xilema aparecedecolorado

varioscentímetrosen avancedel micelio (Jonesy col., 1991).

Algunos aislamientosde FORL son ligeramentepatógenosparaSolanum

melongenay para Capsicum spp. y muchasleguminosasson moderadamente

susceptibles(Jonesy col., 1991).

Aunqueactualmenteya sedisponede cultivarescomercialesde tomateque

han incorporadoun gen dominantepara la resistenciafrente a FORL (Berry y

Hoakes,1987),no sehanobtenidocultivaresconalto rendimientoquetenganuna

resistenciacompletay el patógenoestácausandoimportantesperdidaseconómicas

en ampliaszonasdel Hemisferio Norte (Beckman,1987; Brammall y Higgins,

1988b; Kuninagay Yokosawa,1991; Rowey cols., 1977; Tello y Lacasa,1988;

Vakalounakis,1988).Otrosmétodosde controltampocohanresultadosefectivos:

los fungicidaspermitidosen el mercadono resultanefectivosy otros métodos,

como el uso de microorganismosantagónicos,utilización de substancias

alelopáticaso proteccióncruzadacon aislamientosavirulentosde Fusarium spp.,

hantenido bajo gradode efectividad(Benhamou,1992).
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2.- PENETRACIÓN DE HONGOS PATÓGENOS EN PLANTAS HUÉSPED

2.1.- Tipos de penetiación

En las interaccionesplanta-hongopatógeno puedendiferenciarsetres

niveles de especialización.El primer nivel incluye parásitosoportunistasque

entranen las plantasa travésde heridaso requierenplantasdebilitadasde algún

otro modo para la colonización. Estas especies fúngicas se caracterizan

normalmentepor un amplio rangodehuéspedesy causansólosíntomasleves. El

segundonivel incluyepatógenosverdaderosquepuedenpenetrarenplantasvivas

paracrecery reproducirse,pero que en ciertascircunstanciaspuedensobrevivir

fuera de sus huéspedes.En este nivel se incluyen muchosde los más serios

fitopatógenos;la mayoríason altamentevirulentos sobreun númerolimitado de

huéspedes.El tercer nivel, de mayor complejidad, incluye a los patógenos

obligadosquerequierenla plantahuéspedparacompletarsu ciclo vital (Knogge,

1996).

Para colonizar las plantaslos hongoshan desarrolladoa lo largo de la

evoluciónestrategiasqueles permiteninvadir los tejidos del huésped,optimizar

el crecimiento en los tejidos de las plantasy despuéspropagarse.Muchos

parásitosfúngicosoportunistassuelendependerde aberturasnaturaleso heridas

parala penetración,pero muchoshongosfitopatógenoshanadoptadomecanismos

queles permiteatravesaractivamentelas barrerasexternasde las plantas,cutícula

y paredescelulares de las células epidérmicas.Para atravesarlas superficies

intactasde las plantas,los hongossegregangeneralmenteunamezclade enzimas

hidrolíticas (cutinasas,pectinasas,celulasasy proteasas,entre otras) (Cooper,

1983).Perocomoestasenzimassontambiénnecesariasparala vida saprofitica

no puedenser consideradascomo unosutensilios específicosadoptadospor los

hongosparala patogénesisy cadaenzimaindividual puedeno ser necesariapara

la penetración.Sin embargo, es posible que la estructura o la regulación
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biosintéticade algunaenzimapuedaestaradaptadaa las necesidadesespecíficas

de un patógenoo a un huéspeden particular(Knogge, 1996).

Alternativamente,o en combinacióncon las enzimashidrolíticas,algunos

hongoshandesarrolladoun mecanismomáscomplejoy sofisticadoparapenetrar

mecánicamenteal interior del huésped;en general, los hongosfitopatógenos

forman órganos de penetración especializadosllamados apresorios que se

diferencian al final de los tubos germinativos y que utilizan para unirse

firmementea la superficie de la planta, en ocasionesayudadospor adhesivos

extracelulares.Cuandola penetraciónesmecánica,en el apresoriosegenerauna

altapresiónhidrostáticaqueesenfocadaefectivamentehaciaunapequeñaáreaen

la basedel apresorioqueestálibre dematerialde pared;a travésde estepequeño

poro de penetración se desarrolla una pinza de infección que penetra

mecánicamentea travésde la cutículay de la paredcelularde la célula huésped,

posiblementeasistidatambiénpor enzimashidrolíticas. Una fúnción similar es

atribuidaagruposdehifas fúngicasagregadasen rizomorfosquepuedenpenetrar

a travésde la peridermisintactade las raícesde las plantas(Aist, 1976; Knogge,

1996).

Otras especies fúngicas, incluyendo las royas, no han adoptado un

mecanismodepenetracióndirectasino queentrana travésde aberturasnaturales,

los estomasprincipalmente.En estos casostienen gran importancia estímulos

mecánicosy¡o químicospresentesen la superficie de las plantashuéspedque

influyen en la germinaciónde las esporasttngicasy en el posteriorcrecimiento

y penetracióndel tubo germinativo y demásestructurasde pinza de infección

(Alíen, 1976; Knogge,1996).

Por tanto, la penetraciónpareceser controladapor una combinaciónde

distintos factores que puedenincluir compuestostúngicos, estructurasde la

superficie de las plantas huéspedy compuestosquímicos que actúan como

activadoreso inhibidoresde la germinaciónde esporasfúngicasy delcrecimiento

de los tubos germinativos.
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2.2.- Penetmc¡ónde Fusariwn oxysporwnf. sp. radicis-lycopenici.

Fusarium oxysporum£ sp. radicis-lycopersicipenetraen raícesde tomate

a travésdeheridascausadaspor la emergenciade raícessecundariasy adventicias

(Jarvis, 1978) o tambiénpuede penetrarde forma directa atravesandola pared

tangencialde las célulasepidérmicasde la raízdelhuésped.Comoseha indicado

anteriormente,la germinaciónde las clamidosporasquiescentesen el suelo es

estimuladapor la presenciade nutrientesen la rizosferade las plantashuésped.

Ademáspareceexistir unarespuestaquimiotrópicade las hifas fúngicas haciala

superficiede las raícesdurantela colonizacióndeéstasy, posteriormente,parasu

penetración en los vasos xilemáticos (Beckman, 1987). Los estudios

ultraestructuralesrelativos a la infección de plantas de tomate por FORL

(Brammall y Higgins, 1988a, 1988b; Charest y col., 1984), a veces

complementadoscon técnicascitoquimicas (Benhamouy cols., 1988, 1989b,

1990a, 1990b, 1990c, 1991; Chamberlandy cols., 1985, 1989) revelanque la

epidermisde la raíz es colonizadaentredoce y veinticuatrohorasdespuésde la

infección.Posteriormente,el hongopenetraen la cortezaaunquehastalasnoventa

y seis horas el patógenose limita generalmenteal áreaexterior.Noventay seis

horasdespuésde la infección, lashifas sonvisiblesen la endodermisdesdedonde

se producecolonización de la estelavascular.En la colonización de la corteza

radiculary estelapor FORL seproducenmarcadasmodificacionesde lasparedes

celularesque implican hinchamiento,desintegracióne incluso en algunoscasos,

pérdidade material fibrilar y lamina media, con desarrollode una lesión parda

oscura,macroscópicamentevisible y coincidentecon la masivacolonizaciónde

la estelay disrupciónde tejidos (Brammall y Higgins, 1988a;Charesty cols.,

1984).FORL creceinter- e intracelularmenteen la epidermisy cortezade la raíz

de tomate, habiéndoseobservadodegradaciónde paredescelulares a cierta

distanciade las hifas (15-30 j.tm), lo quesugierela presenciade polisacaridasas

activassobre la lámina mediay las paredesprimaria y secundaria.En célulasde
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la cortezano invadidaspor el patógeno,pero próximasa hifas intercelulares,se

producenengrosamientosde la pared en la superficie próxima a las células

fúngicas.En el citoplasmade células delhuéspedquehansido penetradaspor el

hongo,aveces moribundas,se depositaunamasade material fibrilar, entreel

citoplasmadelhuéspedy el patógeno,parataponarlas áreasde la paredprimaria

dañadasy se formanpapilas(Brammall y Higgins, 1988a).

3.- IMPORTANCIA DE LA PARED CELULAR EN LA PATOGENESLS

La paredcelularde lasplantasproporcionaresistenciamecánica,mantiene

la forma de la célula, controlala expansióncelular y el transporteintercelular,

mantienefuentesde reserva,sirve de proteccióncontraotros organismosy está

involucradaen las interaccionesentreplantasy suspatógenos(Albersheim,1976;

Brett y Waldron, 1990).

Los microorganismos patógenos de plantas encuentran y penetran

repetidamentelas paredescelularesdesushuéspedes.La mayoríade los parásitos,

aunqueno todos ellos, producenenzimasque degradanlas paredescelulares

vegetalesy quesoncapacesdeactuarsobrela mayoríade los enlacesglicosídicos

presentesen las mismas.Sin embargo,éstano esunacapacidadexclusivade los

patógenosy muchosmicroorganismossaprofiticoslas producen.Las diferentes

estrategiasutilizadaspor los biótrofosy necrótrofossereflejanespecialmenteen

la forma enquemodificanlas paredescelularesde sushuéspedes.La degradación

de las paredesprimariasesgeneralmenterápiday extensivadurantela infección

por parásitosfacultativosquecausannecrosisy existenevidenciasdequeenzimas

endopécticasson factoresdecisivosen la patogenicidad(Cooper,1984).
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3.1.- Estn¡ctuniy composiciónde la paitd celularde Dicotiledóneas.

3.1.1. Paredcelularprimaria.

La paredcelularde lasplantasestácompuestapor unamezclacomplejade

polisacáridosy proteínasque constituyenun sistemabifásico de microfibrillas de

celulosacristalinainterconectadaspor unamatriz amorfa(McNeil y cols. 1984).

Los modelos actualmente existentes indican que existen dos tipos

fundamentalesde pared celular en plantas: El tipo 1, presenteen todas las

Dicotiledóneasy algunasMonocotiledóneas,y el tipo II, presenteen las especies

incluidasen la familia Poaceasy enotrasfamilias deMonocotiledóneaspróximas

(Carpitay Oibeaut, 1993).

En ambostiposde paredcelularel entramadofundamentalestáconstituido

por las microfibrillas decelulosaen lasquevariascadenaslinealesde j3-(1—> 4)-D-

glucano se condensanpara formar largos cristalesde 5-15 nm de grosor. La

estabilizaciónde las distintasmoléculasde glucanodentrode lasmicrofibrillas se

logra mediantela formación de puentesde hidrógenoentre residuosde glucosa

adyacentesy entrecadenasadyacentes.El espacioentremicrofibrillas, 20 a 40

nm, está ocupadopor los demáscomponentesde la pared, que conectanlas

distintasmicrofibrillas entresí y que presentanunacomposicióny organización

distinta en los dostipos depared(Carpitay Gibeaut, 1993; Darvilí y cols., 1980).

En lasparedescelularesde tipo 1 (figura 1 .2) los principalespolisacáridos

interconectantesson los xiloglucanos.Otros polisacáridosno celulósicos,como

los gluco- y galactoglucomananos,los galactomananos,los j3-(1-—>3)-D-glucanos

y los glucuronoarabinoxilanos,que en algunas paredesprimarias de tipo 1

contribuyena entrelazarlas microfibrillas de celulosa,suelenestarpresentesen

muy bajaproporción (Carpitay Gibeaut, 1993).
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>Kx
Zonas de unión
entre cadenas

de PGA

RGI con cadenas
laterales de

arab¡nogalactano

Figura1.2. ParedcelularprimariaTipo 1. Representaciónde un estratode la paredjusto
despuésde su formación. Varios estratoscomoéste se unen para formar la pared.Las
microfibrillas de celulosaestáninterlazadasconpolimerosdexiloglucano,y estearmazón
estáembebidoen unamatriz de polisacaridospécticos,ácidopoligalacturónico(PGA) y
ramnogalacturonano(RO), el último poseepequeñosgrupospoliméricos lateralesde
arabinano,galactanoy arabinogalactano.(Carpita y Gibeaut, 1993).

Xiloglucano
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Los xiloglucanossontambiéncadenaslinealesde j3-( 1 —>4)-D-glucanospero,

a diferenciade la celulosa,presentanumerosasramificacioneslateralesde D-

xilosil unidos,segúnun patrónregular, enposición0-6 de las unidadesglucosil

de la cadenade glucano. Unidades adicionalesde 13-D-galactosay de ct-L-

arabinosase unen en posición 0-2 de algunasunidadesde xilosil. Además,la

unión de restos ct-L-fucosaen posición 0-2 de unidadesgalactosil lleva a la

formación de cadenasalternadasde trisacáridos(Carpitay Gibeaut,1993;Darvilí

y cols., 1980) (figura 1.3).

¡3-D-GaIp

1.
2

a-o-XíIp «.UÁraj «~D-XiIp
1 1 1
.1.
6 2 6

6 6 6
1 t 1
1 1 1

a-D-XiIp a-o-XiIp a-o-X¡Ip
2
1~
1

~-D-GaIp
2
1

a-úFucp

Figura1.3. Estructurade unaunidadde xiloglucanoen paredescelularestipo 1. Cadenas
lineales de j3-(1—*4)-D-glucanoscon ramificacioneslaterales de D-xilosil unidas en
posición0-6 de las unidadesglucosil de la cadenade glucano.Unidadesadicionalesde
cz-L-fucosa-(l—*2)~3-D-galactosilen posición0-2 de algunasunidadesde xilosil llevana
la formaciónde cadenasde trisacáridos.Restosa-L-arabinosilpuedenaparecerunidosen
posición0-2 de algunasunidadesde xilosil.
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En los primerosmodelos de paredcelular primaria de Dicotiledóneasse

considerabaquelosxiloglucanosadquiríanunaconfiguraciónlineal estableciendo,

desdeel lado no substituidode la cadena,puentesde hidrógenocon los glucanos

de las microfibrillas de celulosa(Albersheim, 1976; McNeil y cols., 1984).

Actualmente se admite una conformación regularmenteondulada para los

xiloglucanosy unadobleposiciónen la pared:la tradicionalmenteaceptada,unido

fuertementea las superficiesexpuestasde los glucanosde las microfibrillas de

celulosay ademásextendiéndoseentredosmicrofibrillaso entrelazandoconotras

cadenasde xiloglucano, lo que estámásde acuerdocon la presenciade iguales

cantidadesde celulosay xiloglucano en estetipo de paredes(Carpitay Gibeaut,

1993).

Las microfibrillas de celulosa interconectadaspor los xiloglucanos

constituyenel armazónprincipal de estetipo de paredesy representanun 50 %

de la masade la pared. Este armazónestá entrelazadocon los polisacáridos

pécticoso pectinasde la pared,que constituyenun 30 % de la masade la pared

primaria y son el constituyenteprimario de la lámina media (Darvilí y cols.,

1980). Algunos de los polisacáridospécticosconstituyenlos polímeros más

complejos conocidos y cumplen importantes funciones en la pared, como

determinarla porosidad de la pared, proporcionarcargas en superficie, que

modulanel pH de la paredy el equilibrio iónico, y servir como moléculasde

reconocimientode organismossimbióticos, patógenose insectos,induciendo

respuestasadecuadasdedesarrollo(Carpitay Gibeaut, 1993).Enlas pectinashay

dos componentesfundamentales:las cadenasdeácido poligalacturónico,queson

homopolímeroshelicoidalesde ácido D-galacturónicounidos medianteenlaces

cx-(1—>4), y el ramnogalacturonano1 queesun heteropolímeroen forma de barra

retorcidaconstituidoporcadenasde c¿-(1--->4)-D-galacturonosilentremezcladoscon

residuosde c¿-(1—>2)-L-ramnosil(Darvilly cols., 1980;Lauy cols., 1985).Existen

ademáscadenaslateralescon residuos L-arabinosil, D-galactosil, L-fucosil y

probablementegalacturonosilunidosal C4 y en algunasocasionesal C3 de la
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ramnosa (figura 1.4) (MeNeil y cols., 1984). Las cadenas de ácido

poligalacturónicopuedencontenerhasta200 unidadesde ácido galacturónicoy

midenunos100 nm de longitud. Sin embargola longituddel ramnogalacturonano

1 no ha sido precisadaporquepuedeir alargadaen sus extremospor cadenasde

ácido poligalacturónico (Carpita y Gibeaut, 1993). Las unidades de ácido

galacturónicode laspectinaspuedenllevar un restometilo substituidoenel grupo

carboxilo del carbono6. El gradode metilaciónpuedeseralto y sepiensaque el

ácidopoligalacturónicoessecretadodesdela célulacomoun polímeroaltamente

esterificado;posteriormente,la enzimapectínmetilesterasa,localizadaen lapared,

hidroliza los grupos metilo dejando grupos cargadosnegativamentea los que

puedeunirsecalcio (Varnery Taylor, 1989). En efecto, las cadenashelicoidales

de ácido poligalacturónicopuedencondensarsemedianteel establecimientode

enlaces con calcio que unen dos cadenasantiparalelas; así se explica su

capacidadparaformargeles(figura 1.4).Aunquesuelehaberunaacumulaciónde

pectinasdesesterificadasen la lámina media,su distribución en la paredcelular

varíacon la etapade desarrollode las plantasy de forma distinta en las distintas

especies.Por otra parte, las pectinasdesesterificadasno estánnecesariamente

substituidascon calcioy la mayoríade las pectinasquerodeanlas microfibrillas

de celulosaestánesterificadas.Todasestasvariablesdebenteneruna influencia

decisivaen la fisiología del crecimiento(Carpita y Gibeaut,1993).

Figura 1.4. Diversasestructurasde polisacáridospécticos.
(a) Zona de unión en “caja de huevos”: tres cadenas antiparalelas de ácido
poligalacturónicose unen por Ca2~ en regionesno esterificadas.Regionesesterificadas
bloqueanestasuniones
(b) Estructuradel ramnogalacturonano1. Aproximadamenteun tercio de las unidadesde
ácido galacturónicoestánacetiladasen los alcoholessecundarios.
(e) Tres tipos de cadenaslaterales que se unen a las unidades de ramnosil del

ramnogalacturonano:arabinanos,arabinogalactanostipo 1 y arabinogalactanostipo 1].
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Otrospolisacáridoscomo arabinanos,galactanosy arabinogalactanos,de

diversasconfiguraciones,estánunidos al 0-4 de muchos de los restosramnosil

del ramnogalacturonano(figura 1 .4). Los arabinanosestánformadospor residuos

deL-arabinosilconunionescz-(l—*5)en la cadenaprincipaly cadenaslateralesde

monosacáridosconunionesct-(l--+3) y a-(1--->2) a la cadena(Aspinalí, 1980).El

galactanoes principalmenteun polímero lineal de residuos D-galactosil con

uniones 3-(1-4), ademáspuedenestarpresentescadenaslateralesde residuos

galactosil unidos al 0-6 (Darvilí, 1980). Unidos a las pectinasse encuentran

polímeroslinealesde j3-(1-4)-D-galactosilconresiduosdearabinosaunidosal 0-3

de las unidadesde galactosa(arabinogalactanotipo 1) (Darvilí y cols., 1980).

Otros arabinogalactanosaltamente ramificados (tipo II) están unidos a las

proteínasestructuralesde la pared(Aspinall, 1980; Carpitay Gibeaut, 1993).

El tamañode poro disponibleparala difusión a travésde la paredcelular

primaria está controladopor las pectinasy restringeel pasode moléculascon

diámetrosuperiora 4 nm, correspondientea 17 kDa (Baron-Epely cols., 1988).

Sin embargo,la digestiónenzimáticade la pectinaaumentael limite de exclusión

a 10 nm, permitiendoel pasoa moléculasde hasta100 kDa (Carpitay Gibeaut,

1993).

Lasprincipalesproteínasestructuralesde la paredcelularsonlasextensinas

o glicoproteinasricas en hidroxiprolina (HRGPs) que constande secuencias

repetitivasdecuatrounidadesdehidroxiprolina(Hyp»y detirosina-lisina-tirosina,

que llevan cadenaslateralesde tri- y tetra-arabinósidounidas a las unidades

(Hyp)4. Las unidadesde extensinapuedenunirse covalentementeentre sí y,

quizás,a otrasproteínasestructuralesde la paredconstituyendounaentidaden la

pared,independientede las otrasdos entidadesrepresentadaspor la celulosacon

xiloglucanos y por las pectinasrespectivamente(Carpita y Gibeaut,1993). Un

aumentoen la cantidadde extensinaen la pared celular va ligado al cesedel

crecimiento (Sadavay col., 1973). Otras proteínas estructurales,como las

proteínasricasenprolina (PRPs),puedencontribuir abloquearla extensiónde la
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pared.La invasiónporpatógenosde los tejidos vegetalesprovocaun aumentoen

la síntesisde extensinay el dañomecánicolleva a un aumentoen las proteínas

ricasen prolina (Tierneyy cols., 1988)y en otrasproteínasestructurales,ricasen

glicina(GRPs) (Condity Meagher,1987).Estoshechoshanllevado apensarque

las proteínasestructuralesde la paredejercenuna función de defensafrente a

patógenospotenciales.

Aunqueen los modelosinicialesseproponeel establecimientode enlaces

covalentes entre los xiloglucanos y las pectinas, entre las pectinas y los

arabinogalactanosy entrelos arabinogalactanosy la extensina,en el modelo de

Carpita y Gibeaut (1993) se consideraque los tres dominios de la pared, la

celulosa con el xiloglucano, las pectinas con los demás polisacáridos

interconectantesy las proteínas estructurales, pueden estar entrelazados

estabilizandola paredcelularpero sin establecerenlacescovalentesentreellos.

Se han detectadonumerosasenzimasasociadasa las paredescelulares.

Todasellas son enzimascompatiblescon las duras condicionesexistentesen la

paredcelular,conpHs óptimosentre4 y 6. Prácticamentetodassonhidrolasasu

oxidorreductasas.El gradode asociaciónde las enzimasa la paredcelularpuede

ser muy diferentesegúnel tipo de enzimaconsiderado:puedenestarlibremente

solubles en el apoplastoo unidas iónica o covalentementea la pared. Las

numerosasglicosidasaspresentesen la paredsoncapacesde actuar,en conjunto,

sobrela mayoría de los polisacáridosde la paredcelular. Las endo-glicanasas

presentesen lasparedescelularessonpotencialmentecapacesde actuar,no sólo

sobrelos polisacáridosde la propiapared,sino tambiénsobrelos polisacáridosde

la pared de patógenos. Otras localizadas en la pared celular incluyen

transglicosidasas,esterasasy oxidorreductasas(Showalter,1993; Zarray Revilla,

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

diferenciacion.

Algunostipos decélulastienenúnicamenteparedprimariacuandoalcanzan

la madurez.Sin embargo,otrascélulaspuedensintetizarcapasadicionalescuando

acaba el crecimiento o modificar la pared primaria adquiriendo una pared

secundaria,cuyacomposicióny estructurapuedevariar ampliamentesegúnla vía

de diferenciación que siga la célula considerada.Las modificaciones más

importantesson la lignificación, la suberificacióny la cutinización.

La lignina esun polímeroconstituidoporrestosfenilpropanoidesderivados

casi exclusivamentede los ácidosp-cumárico,coniferílico y sinapílico, unidos

entresí por enlaceséter(C-O-C) o C-C. Duranteel procesode lignificación las

moléculas formadas tienden a llenar todo el espaciodisponible en la pared

generandouna malla hidrofóbica muy fuerte, que se intercalaen el armazón

celulósicoy envuelvetodos los componentesde la paredy los cementa.La lignina

es una barreraefectivaparala penetraciónde patógenosy nutrientesya que las

células completamentelignificadasmuereny constituyenuna buenaprotección

parala plantafrentea la infección(Bretty Waldron, 1990;Zarray Revilla, 1993).

Lasparedescelularessecundariaslignificadasson característicasde la maderaen

dicotiledóneasy gimnospermas.Sonricasenmicrofibrillas decelulosa,altamente

organizadasenhacesparalelos,lo queaumentaconsiderablementesurigidez. Los

polisacáridosno celulósicos,fundamentalmenteglucomananosy xilanospresentan

bajo gradode sustituciónposiblementeindicandoun mayor gradode asociación

a la celulosa.La lignina seencuentraprincipalmenteen el esclerénquimay en las

traqueidasy vasosdel xilema, pero tambiénapareceen otrascélulasen respuesta

a la infecciónpor patógenosu otros estímulosexternos(Brett y Waldron, 1990;

Zarra y Revilla, 1993).

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

depositadasobresu superficieasí como impregnandolas paredesexternasde las
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célulasepidérmicasde las partesaéreasde las plantas.Es una mezclacompleja

de ácidosgrasosde 16 y 18 carbonos,generalmentehidroxilados. Estosgrupos

hidroxilo estánesterificadoscon ácidoscomo ferúlico o p-cumárico,dandolugar

a unacomplejared tridimensional.

La suberina está presenteen las paredesde la peridermis, y en las

superficiesde raícesy tallos, así como en la bandade Caspari.Estáconstituida

por ácidosfenólicos esterificadosa ácidos grasosde cadenalarga (C14-C30),

ácidosdicarboxílicosy w-hidroxiácidos.

El carácterhidrofóbico de la cutina, suberinay las cerasreducede forma

importantela permeabilidadal aguay los solutos,estableciendounabarrerafisica

que evita su pérdida.

3.2.-Tiposde enzimasdegmdadorasde paitd celular.

La mayoríade los organismosfitopatógenosproducenpolisacaridasasque

puedenalterar o degradarlos distintos polisacáridospresentesen las paredes

celularesdeplantassuperiores.Durantela invasiónde los tejidos del huésped,las

paredes celulares son normalmente rotas repetidamentepor el patógeno,

especialmenteen el casode los hongos.Las enzimasquefacilitan la penetración,

la maceracióntisular y la disgregaciónde la estructurade la paredsonproducidas

por la mayoríade los hongosy bacteriasfitopatógenos(Bateman,1976; Knogge,

1996).

Las enzimas que degradan la pared son a menudo glicoproteinas

extracelularesde bajopesomolecular.Unaactividadpuedeser representadapor

múltiples formas o isoenzimasque difieren en la carga, tamaño, regulación,

estabilidadfrente a factoresdel huéspedy capacidadde degradarel sustrato

(Cooper,1983).

Sobrelos diversospolímerosdeácidogalacturónico,queformanel material

pectídicode la paredcelular, actúandos gruposde enzimasque catalizan,o su
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despolimerizaciónpor ruptura del enlace cz(1-4) o la desesterificaciónpor

hidrólisis del grupo metilo substituidoen el carbono6 de las unidadesde ácido

galacturónico.Las primerasse puedenclasificar de una forma sencillasegúnel

mecanismode degradación(hidrolasasy liasas),segúnla forma de ataque,si es

al azar,en zonasinternas(“endo”) o terminal(“exo”) y segúnla especificidadpor

el polímero esterificado(pectina)o no esterificado(ácido poligalacturónicoo

pectato). Las liasasrompenel polímeropécticopor 13-eliminación,generandoun

residuocon un enlaceinsaturadoentre los carbonoscuatroy cinco del extremo

no reductorde la molécula.Tienenun parcial o completorequerimientodel ión

calcio y normalmentepH óptimo alcalino (8-10). Cuando tiene lugar la

degradaciónde sustratosno esterificadossedenominanpectatoliasas,y pueden

romperlos enlacesglicosídicosal azar,endopectatoliasas(FC 4.2.2.2,poli-(1-4)-

ct-D-galactosiduronatoliasa), o en zonasterminalescomenzandopor el extremo

reductor de la molécula, exopectato liasas (FC 4.2.2.10, poli-(1-4)-ct-D-

galactosiduronatoexoliasa).Cuando degradansustratosaltamenteesterificados

sedenominanpectinliasas(EC4.2.2.9,poli(meti] D-galactosiduronato)liasa); en

este caso solamentese conocen enzimas que rompen el sustrato al azar,

endopectínliasas. No obstante,se han descrito liasas que puedenactuarsobre

sustratosesterificadosy no esterificados.Algunos autoressugierenque ambos

tipos de enzimas se consideranpectin liasas y puedendistinguirse segúnsu

preferenciapor pectinasde bajo o alto grado de metilación(Rexová-Benkováy

Markovic, 1976; Cooper, 1983). Las poligalacturonasasson las hidrolasasque

generanextremosreductores;son más activas a pH ácido (4-5) y puedenser

inhibidas por el ión calcio (Coopery col., 1978). Puedenromper los enlaces

glicosidicos al azar, (EC 3.2.1.15, poli-(l-4)-a-D-galactosiduronato

glicanohidrolasa), o en zonas terminales, (FC 3.2.1.82, poli-(1-4)-cx-D-

galactosiduronatoglicanohidrolasa).Existeun grupo de hidrolasasquerompenel

penúltimoenlaceglicosídicoempezandoporel extremono reductor,liberandoD-

galactosiduronato(Rexová-Benkováy Markovic, 1976). Finalmente, algunas
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hidrolasasy liasas degradanzonas terminales de oligo-D-galactosiduronatos,

siendosu preferenciapor el sustratoinversamenteproporcionala la longitud de

la cadena;se han llamado oligogalacturónidohidrolasasy oligogalacturónido

liasas(Rexová-Benkováy Markovic, 1976)

La clasificación en formas “endo” o “exo” no se ajusta siempre a la

realidad,algunasenzimastienen un ataquemúltiple. Con un comportamiento

“endo” puedenliberaroligómeroso monómeroscomola POde Verticillium albo-

atrum (Coopery Rankin, 1978), la de Sclerotiumrolfsii (Bateman,1972)y la de

Colletotrichum lindemuthianum (Englishy col., 1972). Estasenzimasatacana

la cadenade ácido poligalacturónicoal azar y a continuaciónvan liberando

trímeros,dímeroso monómeroshastaque alcanzaun 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 poligaicturonasacon un

modo de acción más o menos “endo” dependiendodel pH de la mezcla de

reacción(Keony Waksman,1990).

Mecanismo Sustrato

Pectina Pectato

Hidrólisis

13-eliminación

Polimetilgalacturonasa Poligalacturonasa

(PMO) (PO)

Pectínliasa Poligalacturonidoliasao
(PNL) Pectatoliasa(PL)

Tabla 1.1. Tablaresumende las principalesenzimaspécticas.



26 ¡ Capítulo 1

Los gruposmetilo de la pectinason liberadospor la pectínmetilesterasa

(PME) (FC 3. 1 . 1 .11)favoreciendola actuaciónde laspoligalacturonasasy pectato

liasassobresustratosmetil esterificados(Cooper, 1983).

Parala degradaciónde celulosaserequiereun complejo enzimático.Los

sistemas celulasa producidos por la mayoría de los hongos incluyen

endoglucanasas(EC 3.2.1.4, 13-l,4-D-glucanohidrolasa),celobiohidrolasas(FC

3.2.1.91, 13-1,4-D-celobiohidrolasa)y 3-glucosidasas(EC 3.2.1.21, 13-glucósido

glucohidrolasa).Con algunas excepciones,son inactivas frente a la celulosa

cristalina cuando intervienen aisladamente; las endoglucanasasy las

exocelobiohidrolasacooperanparaefectuarla hidrólisis de la celulosacristalina.

Las 3-glucosidasashidrolizanoligosacáridossolubles,incluyendocelobiosa,con

la correspondienteliberaciónde glucosa;estoevita la acumulaciónde celobiosa

que es un inhibidor de la celobiohidrolasa,aumentandoasí la velocidad de

degradaciónde la celulosa. Las endoglucanasashidrolizan celulosa amorfay

derivados solubles como carboximetilcelulosa(CM-celulosa). El ataque a la

celulosaamorfa se caracterizapor ruptura al azarde los enlaces3-glicosídicos

(Coughlany Ljungdahl, 1988).

3.3. Degmdación de la pand celular de plantas en inteneciones con

miemoiganismos.Importancia de las enzimaspécticas.

Los microorganismosfitopatógenosnecesitanatravesarlas paredescelulares

de sus huéspedesparaproliferar en el apoplastoy/o teneraccesoal protoplasto.

Como el limite de exclusiónde los intersticiosde la pared,es demasiadopequeño

parapermitir inclusoel pasode virus, la degradaciónde la paredtiene un interés

primordial y, debido a la variedadde componentesy enlacespresentesen la

misma, implica la participaciónde distintas enzimasespecíficas.

Las enzimaspécticas,producidaspor muchosmicroorganismosasociados

a plantas,tienenun papelmuy importanteen el parasitismo,en interaccionesen
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las que están involucradospatógenosde dicotiledóneas,ya que en éstas el

ramnogalacturonanojuegaun papelimportanteen la estructurade la paredcelular

(Cooper, 1983).Cuandomicroorganismosproductoresde variasenzimasactivas

sobrelos polisacáridospresentesen la paredcelulardedicotiledóneasseenfrentan

conparedescelularespocomodificadas,las enzimaspécticasson lasprimerasen

ser detectadas;esto refleja que los polímerosde ácido galacturónicoestánmás

accesibleen la paredcelulary demuestrala importanciade estasenzimasen el

inicio de la degradaciónde paredescelulares(Coopery Wood, 1975).La celulasa

aparecesólo en los últimos estadosde la infección,deacuerdocon la localización

de la celulosaen la paredcelular.

La movilidad que las enzimaspécticastienen a través de las paredes

celularespuededependerde la posiciónde su sustratoen la paredcelulary de su

estructura.La estructuratridimensionalde varias pectatoliasas se ha visto que

estáformadapor cadenas¡3 paralelasenunahélicedextrógira.El motivo de la 13-

hélice puedeapareceren pectín liasas y otras enzimaspécticas(Yoder y col.,

1993.).

La degradaciónenzimáticade la paredpor partede los patógenosno sólo

es importantepara la penetracióny colonización de los tejidos, sino que es

necesariatambién para la obtención de nutrientes.Las enzimas con actividad

‘endo” soncapacesde producirmaceracióny, por tanto, destrucciónde tejidos,

mientrasque las que poseenactividad“exo” proporcionannutrientesal patógeno

a partir de las sustanciaspécticas de la pared del huésped(Bateman, 1966;

Batemany Bashman,1976; Cooper,1983).

Algunasmoléculaspotencialmentenocivaspara las plantasestánunidasa

la paredy puedenser liberadaso expuestasdespuésde su degradación(Cooper,

1984). Los fragmentospécticos, liberadospor la acción de enzimaspécticas,

puedenformar gelestaponandolos vasosxilemáticosy contribuyendoal estrés

hídricotípico de las marchitecesvasculares.Otrossíntomasquepuedenoriginarse

indirectamentede la degradacióndeparedescelularessonla abscisióny epinastia,
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provocadaspor el aumentoen etileno, y clorosis, debida a la generaciónde

peróxidode hidrógeno,ambosconsecuenciade la liberaciónde glucosaoxidasa.

La decoloraciónvasculares consecuenciade la solubilización de peroxidasas

(Cooper,1984).

Ademáslas enzimaspécticaspuedenestardirectamenteimplicadasen el

reconocimiento entre plantas y patógenos. Las bases moleculares de]

reconocimiento de los potenciales patógenospor las plantas se conocen

pobrementeexcepto en los casosen los que un gen de resistenciade la planta

huéspedinteraccionaespecíficamenteconun gende avirulenciadel patógeno.Las

plantaspuedenreconocerun agresormediantefactoresextrañospresentesen la

superficie del patógenoo secretadospor él y/o mediantecompuestosque sean

liberadospor el patógenoinvasor,por ejemplo,mediantela actividadde enzimas

hidrolíticas que inducen la liberación de fragmentos de pared celular

(oligogalacturonatos)(Barony Zambryski, 1995).Despuésdel reconocimientodel

patógeno,una multitud de reaccionesde defensade la planta se inician y la

resistenciao susceptibilidadse determinadespuésde un intercambiosecuencial

de señalesentre huéspedy patógeno.Entre los mecanismosde defensade la

planta a la infección se incluyen: modificación de sus paredescelulares,

producción de fitoalexinas, síntesis de enzimastales como j3-glucanasasy

quitinasas,síntesis de inhibidores de proteasasy muerte celular hipersensible

(Boller, 1985;Dixony col., 1994;Esquerré-Tugayé,1979;Orisebachycol., 1985;

Ryan y col., 1985). La modificación de las paredescelulares,que dificulta la

penetraciónde los patógenos,puede implicar lignificación, acumulaciónde

proteínasricasen hidroxiprolina y depósitodecalosa(formacióndepapilas).Las

fitoalexinas son compuestosantimicrobianosde bajo pesomolecular, que se

sintetizany acumulanen lasplantasdespuésde la exposiciónamicroorganismos.

La muerte celular hipersensiblepuede definirse como la necrosis rápida y

localizadaen el lugar de la infección. A partir de numerososhongoshan sido

aisladasmoléculas,elicitores,quedesencadenanla mayoríao, al menosalgunas,
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de estasreaccionesdefensivas(Ebel y Cosio, 1994).

El reconocimiento del patógenopuede ocurrir como resultado de la

liberación de fragmentosde pared celular despuésde la degradaciónde las

paredescelularesdel huéspedpor los organismosparásitosy la capacidadde las

células del huésped para percibir estos fragmentos, posiblementeen el

plasmalema.La ruptura de un polisacáridopuede liberar pequeñasmoléculas

activasde la paredcelularquepodránalcanzarlos sitios receptores.La acciónde

unaenzimasobrela paredcelularpuedeseresencialparael reconocimiento.Una

degradacióncontinuadadel sustratopolisacarídicopodría destruir la actividad

elicitora, limitando la actividady la correspondienterespuestadel huésped,en el

tiempo y el espacio.Entonces,unaenzimaestratégicamenteutilizada de forma

controladapuedeser esencialen el procesode reconocimiento(Beckman,1987).

Entre los elicitores que desencadenanla respuesta activa se incluyen

oligogalacturónidosliberadosde las paredescelularesdelhuésped,por la acción

de enzimaspécticassecretadaspor el patógeno.Durantelos primerosmomentos

de la infección, enzimas ‘endo activas sobrelas pectinasactúansobrela pared

celularde lascélulashuéspedy solubilizanoligourónidosquepuedenactuarcomo

señales para iniciar los mecanismos de defensa. Así, oligómeros de

homogalacturonanoconun grado de polimerizaciónentre 10 y 13, liberadosde

lasparedescelularesde Ricinuspor la accióndeunapoligalacturonasadelhongo

Rhizopusstolonzfertienenactividadcomo elicitoresde la síntesisde fitoalexinas

(Westy col., 1985).Tambiénfragmentosdehomogalacturonanoconun restode

ácido4,5 anhidrogalacturónicoinsaturadoen el extremono reductor,liberadosde

paredescelularesde soja por la acción de una pectato liasa de la bacteria

fitopatógenaErwinia carotovora, son activos como elicitores de fitoalexinas

(Colmer and Keen, 1986). Por otra parte, la actividad del factor inductor de

inhibidores de proteasas(PuF) en plantasde tomate,alfalfa y patata,resideen

pequeñascadenasde ácido galacturónicoenlazadasen ct(l-4), con un grado de

polimerizaciónde 2-6 (Ryany col., 1985).Recientementeseha demostradoque
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la interacción entre poligalacturonasay una proteína inhibidora de la

poligalacturonasa,en el reconocimientoplanta-patógeno,favorecela formación

de oligogalacturonidoscapacesdeelicitar mecanismosdedefensa(Cervoney col.,

1996).

La presenciade complejosmultienzimáticosy su regulaciónpuede ser

importante para conferir una mayor capacidadpectolítica al microorganismo

productor.Así, en diversosestudiosrealizadosen los quese interumpíael gen

específicode algunasde las enzimasque intervienenen la patogénesis,como

cutinasasy poligalacturonasasentre otras, se veía que el microorganismono

disminuía su capacidadpatogénicadebido a la existenciade multiples formas

enzimáticascodificadas por diferentes genes(Oliver y Osbourn, 1995). No

obstante,en las interaccioneshuésped-patógeno,las distintas enzimaspueden

cumplir distintas funcionesy contribuir en distinto grado a la capacidadde

macerar, a la inducción del complejo enzimático o al fenómeno de

reconocimiento.Por tanto, el conocimientoexhaustivode las distintasenzimas

presentesen un organismoy sus propiedadesparticulares puede ser muy

importanteparaconocersus mecanismosde patogénesis.

3.4.- Degradación de las paredescelularesde tomateporFusariwn oxysporwn.

En las interaccionesdeFusariumoxysporumconsushuéspedesengeneral,

y contomateen particular, la relaciónhuésped-parásitopareceestarmuy lejosde

ser la interacciónextremadamenteevolucionadaquelos biótrofosmantienencon

sus huéspedes,a pesarde la alta especificidadexistente.Las respuestasbásicas

observadasen las plantasde tomateparecenser similaresen las interaccionesdel

hongoconcultivaressusceptiblesy resistentes,y sontambiéndesencadenadaspor

muchosorganismosno patógenosparatomate.Entonces,enunainteracciónentre

un cultivar de tomatesusceptibley Fusarium,el reconocimientopareceocurrir

normalmentey la diferencia entre una resistenciaefectiva o la susceptibilidad



Introduccióngeneral¡ 31

dependede diferenciascuantitativasen el fenómenode reconocimientoy en la

velocidady extensiónde la respuestadel huésped(Beckman,1987).

Las modificacionesde las paredescelularesqueprovocaFORL durantela

colonizaciónde la cortezaradicular y estelade plantasde tomatesugierenla

presenciade polisacaridasasactivassobrela lámina mediay lasparedesprimaria

y secundaria.Tales efectossontípicos de la acciónde polisacaridasaspécticasy

celulolíticas,pero segúnun modelode infeccióndistinto al deFOL, cuyo avance

atravésde los tejidosinfectadosesfundamentalmenteintercelulary muchomenos

agresivoqueel deFORL (Bishop y Cooper1983a;Brammally Higgins, 1988a).

La deteccióncitoquimicamentede ácido galacturónicoen los tejidos infectados

por FORL en la proximidadal patógeno(Benhamouy col., 1990a;Chamberland

y col., 1989), corroborala acciónde enzimaspectolíticassobre la paredcelular

durantela entradadel hongo. En la mayoríade los casos,las áreasde pareddel

huésped,adyacentesa los canalesde penetraciónde FORL, no muestransignos

de alteraciónde pectinalo queindica quela acciónlas enzimaspécticassobrela

paredeslocalizada(Benhamouy col., 1990a).

La dificultad de los cultivos in planta y la posibilidad de cultivar estos

hongos in vitro haceque la mayoríade los datossobrelas enzimaspécticasse

hayanobtenidode cultivos in vitro sobrediferentesfuentescarbonadassimilares

máso menosa los sustratosin planta

Ambasformasespeciales,FOL y FORL, producenenzimaspécticas,entre

otras polisacaridasas,cuando son cultivadas en medio líquido sobre distintas

fuentes de carbono. Cooper y Wood (1973) demostraronla producción de

poligalacturonasa,pectin-liasa,celulasay arabinanasapor FOL cultivado, en

medio líquido, sobreparedescelularesaisladasde tomate.Tambiénestudiaronla

regulación de la síntesis de estaspolisacaridasas,comparandolos niveles de

actividad en cultivos sobreparedescelularesaisladas,sobreácido galacturónico

u otros azúcares(Coopery Wood, 1975). Blais y colaboradores(1992) han

demostradola producciónde enzimaspécticaspor FORL cultivadosobrepectina
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o paredcelular aislada de tomate. Las condicionesóptimas de producciónde

enzimaspécticasparavarios aislamientosde FOL, razas1 y 2, y de FORL han

sido establecidasy, aunquetodos ellos disponende un sistemacomplejo de

poligalacturonasas,sehanpodidodetectardiferenciascuantitativasen los niveles

deactividadentrelos distintos aislamientos(Fernándezy col., 1993),siendoFOL

raza 1 el organismoqueacumulamayoresniveles de actividad.Actualmentese

hanpurificadounaexopoligalacturonasamayoritariade FORL r6 (Vázquezy col.,

1993)y unaendopoligalacturonasa,unaexopoligalacturonasay unapectatoliasa

de FOL (Di Prieto y Roncero,1996a, 1996b, 1996c).

Sin embargo, la implicación de estas enzimas en la expresión de los

síntomasen plantasde tomateinfectadasno ha sido demostrada.La producción

de polisacaridasaspor FORL en un sistemain vitro no reflejanecesariamentela

situaciónen la planta infectada,donde muchosde los factores inherentesa la

interacciónhuésped-patógenopuedenmodificarel modelodeproduccióndeestas

enzimas. Para poder afirmar que están implicadas en el desarrollo de la

enfermedad,es precisodemostrarsu presenciaen plantasinfectadascuandose

estámanifestandola sintomatologíay dondese estáproduciendodegradaciónde

paredescelulares(Cooper, 1983).

Aun cuandopuedanexistir diferenciasentreel cultivo in vitro y la planta

infectadaes necesarioun conocimientoprevio de las enzimasproducidasen

medios de cultivo para poder posteriormentecomprobar si todas ellas están

implicadas en el procesode infección y si alguna nuevaenzima es producida

solamentein vivo. Por tanto, el objetivo de estetrabajoha sido el estudiode las

enzimaspécticasproducidaspor FORL in vitro, determinandolos factores que

afectantanto a la síntesiscomo a la actividad. Por último, se han elegido las

liasasparasu purificación y caracterización.



CAPITULO 2.

Producciónde Polisacaridasaspor dosAislamientosr2

y r6 de FORL.
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INTRODUCCIÓN

Las bacteriasy los hongos fitopatógenosproducenun amplio rango de

enzimasactivasen la degradaciónde paredescelularesde plantas.Estasenzimas

son importantestanto parala penetracióndelpatógenoy posteriorinvasiónde los

tejidos del huésped,como para la obtención de productos que utiliza para su

crecimiento. Los hongos fitopatógenos Verticilium albo-atrum y Fusarium

oxysporumf.sp. lycopersiciproducen,en presenciade paredescelularesaisladas

de tomate,un amplio rangode polisacaridasasextracelularesquevan secretando

de forma secuencial(Coopery Wood, 1975). Verticilium albo-atrum produceen

primer lugar endo-poligalacturonasaseguidade exo-arabinanasa,endo-pectín-

trans-eliminasa,endo-xilanasay celulasa,sontambiénproducidas13-galactosidasa,

galactanasay 13-.glucosidasa.Fusariumoxysporumf.sp. lycopersiciproduceendo-

poligalacturonasa,endo-pectín-trans-eliminasa,arabinanasa, f3-galactosidasa,

xilanasa y celulasa. Colletotrichum lindemuthianum secretaen primer lugar

pectinasay ct-arabinosidasa,seguidasde 13-xilosidasay celulasa;acontinuación

¡3-glucosidasay finalmentect-galactosidasa(Englishy col., 1971).El ordenenque

son secretadascuandose crecesobreparedescelularespuedereflejar el ordenen

que estasenzimasdebenactuarparadegradarla paredcelular. La acciónde las

enzimaspécticas,las primerasen ser producidas,pareceser un requisito parala

acciónde otras enzimas,debido a la mayor accesibilidadde los polisacáridos

pécticosen la paredcelular (Colímery Keen, 1986).

Los polisacáridospécticosson el componenteprincipal de la paredcelular

primariay de la láminamediade dicotiledóneasademásde los másaccesible.Por

tanto las enzimaspécticasparecenjugar un papel esencialen el ataqueinicial a

las paredescelulares de dicotiledóneas.Los hongos normalmenteproducen

poligalacturonasasy/o pectín liasa y las bacteriaspectato liasas. No obstante,

algunos hongos como Fusarium solani, Aspergillus nidulans y Amycolata
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producenpectatoliasas (Brthlmann, 1995;Crawfordy Kolattukudy, 1987; Dean

y Timberlake, 1989) y algunasbacteriascomo Pseudomonasproducenpectín

liasas(Nikaidouy col., 1995; Schlemmery col., 1987).En algunoscasos,como

en Erw inia carotovora, seha descritola produccióndepectíny pectatoliasapor

el mismoorganismo(Barrasy col., 1994).

Las enzimaspécticasque un determinadohongo producedependendel

sustratopresenteen el medioy/o de las condicionesde cultivo (Bateman,1966).

Sin embargo,tambiénpuede debersea la variabilidad existenteentre distintos

aislamientos.Se ha visto considerablevariabilidad isoenzimáticadentro de cada

forma especial(Carbonelí y col., 1994; Elias y Schneider, 1992). Así, en

aislamientosde FOL y FORL se handetectadodiferenciasde hasta5 ó 6 veces

en la produccióndepoligalacturonasa(Fernándezy col., 1993).No obstante,Blais

y colaboradores(1992),utilizando cuatroaislamientosdecadaunade las formas

especiales,FOL y FORL, no observaron diferencias significativas en la

producciónde poligalacturonasay pectínliasa.

Paraconocerla capacidaddeFORL parasecretarenzimaspécticasy otras

polisacaridasasse ha estudiadola evoluciónde distintasactividadesenzimáticas

en los cultivos fúngicos. Se han utilizado dosaislamientos,r2 y rá, paradetectar

las diferenciasentreellos y sehan valoradotodaslas posiblesliasaso hidrolasas

pécticas.También se ha estudiadola influencia de algunosfactores como la

concentraciónde cloruro cálcico, la fuente de carbonoy el pH inicial de los

mediosde cultivo sobrela producciónde enzimaspécticas.
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MATERIALES Y MÉTODOS

MATERIAL BIOLÓOICO

En el presentetrabajo han sido utilizados los aislamientosr2 y r6 del

hongoFusariumoxysporumf.sp. radicis-lycopersici,proporcionadospor el Dr. J.

Tello (Instituto Nacionalde InvestigacionesAgrarias,Madrid). Fueronobtenidos

a partir de cultivos monospóricosaislados a partir de plantas de tomate

(LycopersiconesculentumMill.) infectadas.

Los aislamientoshansido mantenidosmedianteresiembrasperiódicasen

placaspetri con agarsacarosa-patata(PSA) incubadasa 26 0C y posteriormente

conservadosa 4 0C. Los hongos han sido mantenidosa largo plazo como

suspensionesde clamidosporasen tierra.

La capacidadde infectarplantasde tomateha sido probadaperiódicamente

segúndescribeSánchezy colaboradores(1975).

CULTIVO DE HONOOS

Medios

El medio de cultivo utilizado conteníapor mí: 4,6 mg de casaminoácidos,

1 mg de KH
2PO4,0,5 mg de MgSO4.7H20,0,2 ~.tgde FeSO4.7H20, 1,0 ~tgde

ZnSO4.7H20, 0,02 j.¡g de Na2MoO4.2H20,0,02 ~.igde CuSO4.5H20y 0,02 ¡.‘g de

MnCI2.4H20. Las fuentesde carbono,suministradasal 0,5 % a los medioshan

sido: glucosa(Probus),ácido poligalacturónico(sal sódica)(Sigma)o pectinade

manzana(Fluka).

Los mediosfueronajustadosapH 5,5 antesde la esterilizacióndurante15
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mm a 120 0C o a pH 8,0 despuésde la esterilización.

Inóculo y crecimiento del hongo

Los matracesfueron inoculadoscon 1 ml de aguadestiladaestéril, que

contenía1 x 10~ conidiosobtenidosapartir de las resiembrasenplacapetri. Para

obtenerestasuspensiónsele añadióaguaa unaplacamantenidaa 4 0C y seagitó

ligeramente.La concentraciónde conidios fue determinadapor recuentoen una

cámara de Neubauer (hemocitómetro). Los cultivos crecieron en matraces

Erlenmeyerde 250 ml de capacidadcon 100 ml de medio salino y diferentes

fuentesde carbonoen cadacaso.Fueronincubadosa 22 0C en un agitadororbital

(New Brunswick,EEUU) a 150 rpm.

FORL fue mantenidotres díasen glucosaal 0,5 % y a continuación1 ml

de estecultivó fue transferido a matracescon medio salino frescoy diferentes

fuentesde carbono,dondepermaneciódurantevarios días.

Los cultivos fueron recogidosa diferentestiempos. El crecimiento del

hongo fue estimadocon unacámaradeNeubauerpor recuentode esporasdespués

depasarpor lanadevidrio. Los cultivos fueronclarificadospor filtración a través

de fibra de vidrio (WhatmanOF/A) y, despuésde diálisis frentea aguadestilada

a 5 0C durante16-18 h, fueronusadosparala determinaciónde las actividades

enzimáticasy proteínas.

ENSAYOSENZIMÁTICOS

Valomejón de actividades pectín y pectato liasa.

La medidade actividadpectínliasay pectatoliasase realizó midiendoel

incrementoen absorbanciaa 235 nm del producto4,5-insaturadode la reacción
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a 37 0C y 30 minutosde incubación.Las mezclasde reaccióncontenían0,25 ml

de extracto,0,25 ml de aguadestiladay 2,0 ml de pectinade manzanaal 0,24 %

o ácido poligalacturónico(sal sódica)al 0,1 % respectivamente,en tampónTris-

HCl 0,05 M (pH 8,0) con CaCl
2 1 mM. Una unidad de actividadenzimáticaha

sido definida como la cantidad de enzima requeridapara formar 1 jimol de

producto4,5-insaturadopor minutoen las condicionesdel ensayo.El coeficiente

de extinciónmolar delproductoinsaturadodepectínliasay pectatoliasaes 5550

M’cm’ y 4600 M’cm’, respectivamente(Colímery col., 1988).

Las actividadespectín liasa y pectato liasa también fueron valoradas

midiendoel descensoen la viscosidadde las mezclasde reacción.Las medidas

viscosimétricasfueronrealizadasusandoviscosímetrosCannon-Fenskea 37
0C

y 30 minutosde incubación.Lasmezclasde reaccióncontenían3,0 ml de extracto

y 3,0 ml de pectinade manzanao ácido poligalacturónico(sal sódica)al 1,5 %

en tampónTris-HCl 0,05 M (pH 8,0) conCaCl
2 1 mM. Una unidadde actividad

enzimáticaha sido definidacomo la cantidadde enzimanecesariapara cambiar

la inversade la actividadespecíficaen 0,001 mi&, en las condicionesdelensayo.

La viscosidadespecífica(n~~) es(t¡t0)-1, dondet es el tiempo de flujo (segundos)

de la mezclade reaccióny t0 es el tiempo de flujo del tampón.La inversade la

actividadespecífica(n5~’) esproporcionalal tiempo de incubacióny a la cantidad

de enzimausada(Ooksoyr, 1988).

Valomción de actividad poligalactumnasa.

La actividadpoligalacturonasafue valoradadeterminandola liberaciónde

gruposreductores.Las mezclasde reacción,que contenían0,5 ml de extracto

enzimáticoy 0,5 ml de ácido poligalacturónico(sal sódica)al 0,5 % entampón

acetato0,1 M, pH 5,0 y EDTA 0,005 M, fueron incubadas30 minutos en

agitacióna 37
0C, determinándoselos azucaresreductoresliberadospor el método

de Somogyy Nelson(Nelson,1944;Somogyi, 1952).La cuantificaciónserealizó
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a partir de un bancodedilucionesdeglucosa.Unaunidaddeactividadenzimática

ha sido definidacomola cantidadde enzimaqueproduce1 timol de equivalente

reductorpor minuto bajo las condicionesdel ensayo.

Las medidasviscosimétricaspara la poligalacturonasafueron realizadas

usandoviscosímetrosCannon-Fenskea 37 0C. Lasmezclasde reaccióncontenían

3,0 ml de extractoy 3,0 ml de ácido poligalacturónico(sal sódica) al 1,5 % en

tampón acetato0,1 M, pH 5,5, con EDIA 5 mM. La unidad de actividad

enzimáticaviscosimétricase definió igual queparalas liasas.

Valomciónde actividadesavicelasay 13-1,4-glucanasa.

Las actividadesavicelasay 13-1,4-glucanasafueron valoradasmediantela

determinaciónde los azúcaresreductoresproducidosen la reacción,por el método

de Somogyiy Nelson(Nelson, 1944; Somogyi, 1952).Las mezclasde reacción

contenían0,5 ml de extractoenzimáticoy 0,5 ml de avicel o carboximetilcelulosa

respectivamenteal 0,5 % en tampón acetato0,1 M, pH 5,0. Fueronincubadasen

agitacióna 37 0C durante30 mm. Lasunidadesdeactividadenzimática hansido

definidascomola cantidaddeenzimaqueproduce1 jimol deequivalentereductor

por minuto bajo las condicionesdel ensayo.

Valomejón de actividad 13-glucosidasa.

La 13-glucosidasafue valoradautilizando como sustratop-nitrofenil 13-D-

glucopiranosido.La mezclade reaccióncontenía 0,2 ml de extractoy 1,8 ml de

sustratoal 0,05 % en tampón acetato0,1 M, pH 4,0. Despuésde la incubacióna

37 0C durante60 mm, la reacciónfue paradacon 1 ml de NH
4OH 1 N y EDTA

2 mM y semidió la absorbanciaa 400 nm. Las unidadesde actividadenzimática

hansido definidascomo la cantidadde enzimaque libera 1 jimol de p-nitrofenol

por minuto bajo las condicionesdel ensayo.
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Detenninación de pinteinas.

Las proteínaspresentesen los filtrados fúngicos fueron determinadaspor

el método de Lowry (Lowry, 1951) usandoseroalbúminabovina (Sigma)como

patron.
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Las curvas de crecimiento obtenidaspara los dos aislamientosfueron

prácticamenteidénticas(figura 2.2).La faseestacionaríasealcanzóa los tresdías

de cultivo englucosay el númerodecélulassemantuvodurantelos trecedíasde

cultivo en pectina.

En la figura 2.2 se muestrala evolución de la pectín liasavaloradapor

viscosimetría.Los dos aislamientosprodujeronpectínliasaduranteel cultivo en

pectina.En el aislamientor2 la actividadalcanzóun máximo al tercerdíay luego

descendió,mientrasqueen r6 los niveles de actividaddetectadosal tercerdíaen

pectinasemantuvierona similaresniveles durantelos trece díasde cultivo.

La producciónde poligalacturonasa,valoradamediantedeterminaciónde

los azucaresreductoresproducidos,fue tambiénmáximaal tercerdía de cultivo

en pectina,pero mientrasqueen los cultivos de r2 la actividaddescendióen los

díassucesivos,en los de r6 semantuvohastael séptimodía (figura 2.2).

Los niveles de actividad avicelasadetectadosen los cultivos de ambos

aislamientossobrepectinafueron bajos durantelos primerosdíasparaaumentar

en la segundafasedelperíodode experimentación,sin queen el decimotercerdía

sepudieracontabilizarel nivel máximo(figura 2.2).

La producciónde ¡3-1,4-glucanasaaumentódurantelos primerosdías de

cultivo sobrepectinaparaalcanzarel máximoal quintodíaenambosaislamientos

(figura 2.2). Despuéssemantuvoen niveles muy inferiores.

La actividad13-glucosidasafue detectableen los dos aislamientosal tercer

día de cultivo en pectinay fue aumentandopaulatinamentehastael decimotercer

día (figura 2.2). Los valoresde actividadparar6 fueronligeramentesuperioresa

los de r2.
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CARACTERIZACIÓN DE LAS ENZIMAS PÉCTICAS

Una vez determinadaslas condicionesde crecimientoy de producciónde

enzimas pécticas por los dos aislamientos, se procedió a determinar qué

actividadespécticaspredominano estánpresentesen los cultivos crecidosdurante

tres días en pectina a pH inicial 5,5, tiempo en el que se habíandetectadolos

máximos de actividadparala pectín liasay parala poligalacturonas.

Paraello seha valorado

- incrementoen absorbanciaa 235 nm de mezclasde reacciónenpresencia

de pectatoo de pectina;semide la formaciónde los productos4,5-

insaturadosde la acciónde pectatoo pectin liasa; por lo tantoesun

método exclusivode liasas,

- producciónde azúcaresreductoresen mezclasde reacciónen presencia

de pectinao de pectato;tanto hidrolasascomoliasasque degraden

sustratospécticosliberan azúcaresreductores.

- viscosimetría,se mide el descensoenviscosidaddel sustrato,queesmás

acusadocuando se produce la ruptura de enlacesinternos en la

moléculadel sustrato,tanto si eshidrólisis comosi esrupturalítica.

En todos los casosfueron valoradastodas las posibilidades:pectina o

pectato,en mezclasde reacciónapH 5,0 u 8,0 y conCa2CI o conEDTA, excepto

para la determinaciónde azúcaresreductores,casoen el que se utilizó solo pH

5,0,ya queel método no esapropiadoparapHs alcalinos.En las figuras 2.3 y 2.4

serepresentantodaslas valoraciones.

Cuandose determinóel incrementoen absorbanciaa 235 nm, sólo hubo

actividad a pH 8,0 y en presenciade Ca2Cl (figuras 2.3A y 2.4A). En el

aislamientor2 la actividadconpectinafue menor,queconpectato;enpectinahay

un 67 % de la obtenidaconpectato.El aislamientor6 presentónivelessimilares

de actividad con pectinay con pectato;en presenciade pectato la actividad
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representóel 87 % de la obtenidaconpectina.

En los dosaislamientosla máximaactividad,valoradacomoproducciónde

azúcaresreductoresa pH 5,0, seobtuvo en presenciade EDIA (sin calcio) en la

mezclade reacción(figuras 2.3B y 2.4B). El sustratopreferentementeutilizado

fue pectatoya que conpectinala actividaddescendióa un 79 % en r2 y a un 86

% en r6. La presenciade Ca,Cl provocóun descensoen los nivelesde actividad

conambossustratosy en los dosaislamientos,siendomásafectadapor calcio la

degradaciónde pectatoque la de pectina.

Las actividadespécticasvaloradaspor viscosimetriamuestranla presencia

de doscomponentes.Uno, activo sobrepectinaa pH 8,0, que esinhibido por la

presenciade EDIA en la mezclade reaccióny otro, activo sobrepectatoa pH

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

EFECTODEL CLORURO CÁLCICO EN EL MEDIO DE CULTIVO

La necesidadde calcio en las mezclasde reacciónpara las actividades

liasasha llevado al estudiodel efectodel cloruro cálcicoen los mediosde cultivo

de ambosaislamientos.Se hanvaloradoactividadespectínliasa(PNL) y pectato

liasa (PL) a pH 8,0, mediante incremento en absorbanciaa 235 nm y

viscosimetría,y poligalacturonasa(PO) a pH 5,0 determinandola liberaciónde

azúcaresreductoresy la viscosimetría.Todasellas han sido determinadasen

filtrados fúngicos procedentesde cultivos de r2 y r6 durantetres días sobre

pectina. Los cultivos fueron suplementadoscon cloruro cálcico hasta una

concentraciónfinal de 0, 2, 5 ó 10 mM.

Crecimiento del hongo

El crecimientodel aislamientor2 fue inhibido por CaCl2 a concentraciones
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de 2, 5 y 10 mM hastaun 45, 34 y 32 % respectivamente,en comparacióncon

el crecimientoenausenciade calcio (figura 2.5).

El aislamiemtor6 presentóun comportamientomuy similar (figura 2.5); el

crecimientoen presenciade CaCl2 2, 5 y 10 mM, representóel 80, 53 y 49 % del

crecimientoen ausenciade calcio.

Concentración de pmteinas en los filtn¡dos fúngicos

En ambos aislamientos descendióla cantidad de proteínasen los filtrados

fúngicos en presenciade CaCl2. A una concentración 10 mM pasó a representar

el 41 %, en r2, y el 67 %, en r6, del cultivo en ausenciade CaCl2 (figura 2.5).

Pmducción de enzimas

La pectín liasa, tanto valorada por incremento en absorbanciaa 235 nm

como por viscosimetria, descendió con el aumento de CaCl2 en el medio, en

ambosaislamientos(figura 2.6). El descensoen actividad fue mayor en r6 que en

r2. En r2 aunaconcentraciónde 10 mM se detectóunaactividaddel 40 y 58 %

de la actividad en ausenciade CaCl2 segúnel métodoutilizado, incrementoen

absorbanciao viscosimetría, mientras que en r6 se detectó un 14 % por

incrementoen absorbanciay un 30 % por viscosimetría.

La pectato liasa se vio también afectadapor la presenciade CaCl2.

Disminuyó la actividadcon el aumentoen concentraciónde CaCI2 en los dos

aislamientos,aunqueel efectofue menor en r2 (figura 2.7). A unaconcentración

de 10 mM de CaCl2 por incrementóse detectóun 34 %, en r2, y un 21 %, en r6,

con respectoal cultivo en ausenciade calcio. Por viscosimetríano se detectó

actividad en ningún caso.
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La poligalacturonasa,valorada tanto como producción de azúcares

reductores como por viscosimetria, presentaun comportamientosimilar al

obtenidopara las dos liasas,en ambosaislamientos;el aumentode CaCl2 en el

mediode cultivo provocóun descensoen la producciónde la enzima(figura 2.8).

A unaconcentraciónde 10 mM de CaCI2 la actividadrepresentósegúnel método

utilizado un 32 y un 1 %, en r2, y un 11 y un 10%, en r6, conrespectoal cultivo

en ausenciade calcio.

EFECTO DEL pH Y DEL SUSTRATO PÉCTICO PRESENTE EN EL MEDIO

DE CULTIVO SOBRE LA PRODUCCIÓN DE ENZIMAS PÉCTICAS

Se ha comparado la producción de pectín liasa, pectato liasa y

poligalacturonasaal tercer día de crecimientode los aislamientosr2 y r6, en

cultivos sobrepolipectatosódicoo pectina.Los medioscon polipectatosódicoy

pectinafueronajustadosa pH 5,5 6 pH 8,0.

Efecto del sustmto péctico sobre el crecimiento del hongo

El sustratopéctico añadidoal medio de cultivo afectó al crecimientode

ambos aislamientos.En la figura 2.9 se puedenver las diferencias. En el

aislamientor2 el crecimientofue superior sobre pectinatanto a pH inicial 5,5

como a pH 8,0: en polipectato los valores descendieronal 45 y 51 %

respectivamentedel crecimientoobservadoenpectinaaambosvaloresde pH. En

r6 la pectinafue tambiénla fuentedecarbonoqueproporcionómejorcrecimiento,

a ambosvaloresde pH (figura 2.9). En polipectatosódico,a pH inicial 5,5 u 8,0,

los niveles fueron muy similares entre si, 56 y 43 % respectivamentedel

crecimientoen pectina.
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Efecto del susínito péctico sobre la concentraciónde pmteinas en los filtrados

fúngicos

Lasproteínastambiénmuestrandiferenciasen los distintosmedios,siendo

mayor la concentraciónen presencia de pectina (figura 2.9). Los niveles

detectadosen los cultivossobrepolipeptatoson similaresen ambosaislamientos:

parar2 el 35 y 45 % y parar6 el 46 y 56 % de la concentraciónde proteínas

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

Variación del pH del medio de cultivo

Los medioscon pH inicial 5,5 se alcalinizaron,aumentandohastavalores

próximos a 8,0, mientras que los ajustadosa pH inicial 8,0 subieron sólo

ligeramente,durantelos tresdíasde cultivo.

Efecto del sustrato péctico sobre la pmducción de enzimas pécticas

Ambas liasas, PNL y PL, han sido valoradas por viscosimetría y por

incremento en absorbanciaa 235 nm (figuras 2.10 y 2.11). La PO ha sido

valoradadeterminandoel incrementoen azúcaresreductoresy por viscosimetría

(figura 2.12).

La producciónde 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

r2 con polipectato a pH inicial 5,5, la actividaddetectadarepresentóel 16 y el 10

% de la presente en cultivos con pectina, dependiendodel método de valoración

utilizado, incrementoen absorbanciaa 235 nm o viscosimetria, respectivamente.

A pH 8,0 representó el 31 y el 9 %, respectivamente.En los cultivos de r6 a pH

inicial 5,5, la producción de PNL sobre polipectato también disminuyó,

habiéndoseobtenido unos valores del 7 y del 4 %, segúnel método de valoración
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utilizado, con respectoal cultivo en pectina.A pH 8,0 sobre polipectatono se

detectóactividad.

La PL mostró el mismo comportamientoque la PNL. La pectinafue el

mejor sustratopara su produccióna ambospHs en los dos aislamientos(figura

2.11).En extractosprocedentesde cultivos de r2 en polipectatoa pH inicial 5,5

se detectóel 10 % de actividadpor incrementoen absorbanciay el 34 % por

viscosimetríacon respectoal cultivo en pectina.A pH 8,0 la actividadtambién

fue inferior sobre polipectato,se detectoel 10 y el 20 %, segúnel método

utilizado,con respectoal cultivo enpectina.En los extractosde r6 en polipectato

a pH inicial 5,5 no hubo actividad por viscosimetria y por incrementoen

absorbanciael 34 % con respectoal cultivo en pectina. A pH 8,0 no hubo

actividadsobrepolipectato.

La producciónde PO fue tambiénmayor sobrepectina,a ambosvalores

de pH (figura 2.12). En los cultivos de r2 en polipectatoa pH inicial 5,5, la

actividad detectadarepresentóel 56 % por azucaresreductoresy el 17 % por

viscosimetría,respectoal cultivo en pectina.A pH 8,0 la actividad tambiénfue

inferior, habiéndosedetectadovaloresalrededordel 61 % por azúcaresreductores

y del 13 % por viscosimetría.En r6, en pectato,a ambospHs, los nivelesfueron

muy bajos o nulos.

Efecto del PH

El pH inicial del medio de cultivo no modificó significativamenteni el

crecimientoni la concentraciónde proteínasen los filtrados fúngicos, en ambos

aislamientoscultivadossobre ambossustratos,pectinay pectato(figura 2.9).

Los nivelesde las tres actividadesenzimáticasvaloradas,PNL, PL y PO

cambiaronligeramenteen respuestaal pH inicial del medio, pudiéndoseobservar

una ligeratendenciahaciael descensode producciónde enzimaspécticasapH

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

Los dos aislamientosde FORL estudiados,r2 y r6, produjeron,cuando

fueron cultivados sobre pectina como fuente de carbono, diversas enzimas

degradadorasdepared.Lasprimerasenaparecerfueronpoligalacturonasay pectín

liasa, seguidasde ¡3-1,4-glucanasa,avicelasay ¡3-glucosidasa(figura 2.2).

El orden de aparición de las distintas polisacaridasases similar al

observadoenotrosorganismoscomoVerticiliu¡n albo-atrum,Fusariumoxysporum

f.sp. lycopersici(FOL) y Colletotrichumlindemuthianum,cultivadossobreparedes

celularesaisladasde sushuéspedes(Coopery Wood, 1975; Englishy col., 1971).

Aunqueen el casode FORL no han sido utilizadasparedescelularesaisladasde

tomate,sehapuestode manifiestola capacidadque tienenestosaislamientospara

producir enzimaspécticasy celulasas,cuandoson cultivadossobrepectina,y la

secuenciade apariciónen estascondiciones.

Durante los trece días de cultivo de los hongossobre pectina, las dos

actividadespécticasvaloradas,pectín liasa y poligalacturonasa,mostraronun

máximo de producciónal tercer día de cultivo (figura 2.2). Por esto han sido

utilizados cultivos de tres díassobrepectinaparacaracterizarinicialmenteel tipo

de actividadespécticasproducidaspor los dos aislamientosde FORL.

De los resultadosobtenidosal determinarla formaciónde productos4,5-

insaturados,exclusivosde la acciónde liasas,sepuedeconcluir queFORL, r2 y

r6, produceuna o varias liasas, activas sobre pectatoy sobre pectinay que

requierenmedio alcalino y la presenciade Ca2Cl en la mezclade reacciónpara

ser activas, ya que en ausenciade calcio o a pH 5,0 no se detectóactividad

(figuras 2.3A y 2.4A ).

Como las liasasde FORL, r2 y r6, no sonactivasa pH 5,0 en las mezclas

de reacción,sepuedeconsiderarque los azúcaresreductoresproducidosapH 5,0

sonproductossaturadosde la degradaciónhidrolíticade los sustratospécticos.En
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las figuras 2.3B y 2.4B se pone de manifiesto la presenciade una o varias

poligalacturonasasen los cultivos de tres díassobre pectina.Estasenzimasson

capacesde actuarsobre ambossustratos,pectatoy pectina,aunquese aprecia

preferenciahaciapectato,y son inhibidaspor calcio.

El descensoen viscosidadde sustratospécticospuedeser producidopor

ambostipos de enzimaspécticas,hidrolasaso liasas.A pH 8,0 y en presenciade

calcio en las mezclasde reacción,condicionesen las queson activaslas liasas,

la actividad viscosimétricadetectadamuestrapreferenciahaciapectina(figuras

2.3C y 2.4C); con pectatola actividadesmuy bajaen r6 o prácticamentenula en

r2. Teniendo también en cuenta los resultadosobtenidos al determinar la

formación de productos 4,5-insaturadosse puede suponerla presenciade, al

menos, dos liasas una activa preferentementesobre pectato,que tendría un

mecanismo de acción predominantemente“exo”, y otra, con preferenciapor

pectina,con acciónde tipo “endo”. El descensoen viscosidaddetectadoen las

mezclas de reacción a pH 5,0 revela la existencia de una o varias

poligalacturonasasactivaspreferentementesobrepectatoe inhibidas por calcio

(figuras 2.3C y 2.4C), en un comportamientosimilar al observado en la

determinación de azúcaresreductores (figura 2.3B y 2.4B). La actividad

viscosimétricaobtenidaapH 8,0 en ausenciade calcio (figura 2.3Cy 2.4C),debe

ser atribuidaa las hidrolasasya queno hayproducciónde dímerosinsaturadosen

presencia de EDTA (figura 2.3A y 2.4A) y, al igual que la actividad

poligalacturonasavalorada como producción de azúcaresreductores,muestra

preferenciade sustratohaciapectatofrente a pectinaen ambosaislamientos.Se

puedededucirtambiénquelas poligalacturonasasde FORL, r2 y r6, poseenun

pH óptimo ácido, aunqueson algo activas a pH 8,0. El hecho de que las

poligalacturonasasactúen tambiéna pH 8,0 y provoquenuna reducción en la

viscosidadde los sustratospécticos,significaquepodríaninterferir en lasmedidas

viscosimétricasde lasendoliasas.Sin embargo,estainterferenciaseríamínimaya

que a pH 8,0 la actividadviscosimétricade las poligalacturonasasesmuchomas
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baja que a pH 5,0 y que la presenciade calcio en la mezcla de reacción

disminuyeconsiderablementela actividad,incluso a pH 5,0.

El hecho de que las hidrolasas,en ausenciade Ca2Cl seanmas activas

sobrepectatoy en presenciade Ca2Cl seanmas activassobre pectina, podría

explicarseteniendoen cuentaquelas unionesdel calcio a los ácidoscarboxílicos

del ácido galacturónicopodríanmodificar la estructuradel polímero,haciéndolo

menosaccesiblea la poligalacturonasa.En el caso de la pectinaestos grupos

carboxílicosestánmetilados,por lo que la unión del calcio estálimitada.

Por tanto, FORL cultivado sobrepectinaproducepectíny pectatoliasay

poligalacturonasa,éstas presentanlas característicastípicas de estos tipos de

enzimas(Coopery col., 1978).Lasliasastienenrequerimientodel ión calcioy pH

óptimo alcalino y las poligalacturonasasson más activas a pH ácido y son

inhibidaspor calcio.

Una vez conocidaslas actividadespécticasquepredominanen los cultivos

de ambosaislamientossobre pectina, se ha procedidoa estudiar los diversos

factoresque, se sabe,puedeninfluir en la síntesis:presenciade calcio, pH y

fuente de carbonoen el medio.

La adiciónde CaCl2 al medio provocaunadisminucióndel crecimiento,de

las proteínastotalesy de la producciónde las enzimaspécticasestudiadas,en los

dos aislamientos.No obstante,pareceque hay un efecto inhibitorio específico

sobrelas enzimaspécticas,ya que disminuyenmásque las proteínastotales.La

producciónde PL por algunascepasde Pseudomnonasfluorescenssobrepectina

requiere la presencia de calcio en el medio de cultivo para el procesode

inducción,mientrasqueen otrascepasno induciblesporpectinas,el calcio actúa

como factor ambientalregulandola síntesisy/o exportaciónde PL (Liao y col.,

1993).

El tipo de enzimaspécticasproducidasporun determinadohongodepende

de la fuentede carbonopresenteen el medio de cultivo (Bateman,1966). Los dos

aislamientosdeFORL producenmayoresnivelesdeenzimaspécticascuandoson
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crecidos sobre pectina que sobre pectato. Esto está de acuerdo con el

comportamientode variosaislamientosdeFORL (Patiñoy col., 1996) en los que

la pectina es mejor sustrato que el pectato para la producción de

poligalacturonasa.

En los mediosde cultivo de FORL, r2 y r6, en presenciade pectato,

ademásdel descensoen los nivelesde actividadespécticas,se produjo menor

crecimientoy menor cantidad de proteínasque en presenciade pectina. Esto

indica que la utilización de pectato por el hongo es menoseficiente que la

utilización de pectina, posiblementeporque las enzimaspécticasde FORL,

encargadasde la movilización de la fuente de carbono,son másefectivasen la

degradaciónde pectinao bien que la pectinaes mejor inductor de las enzimas

pécticasde FORL queel pectato.

Algunos autoreshandemostradoquela producciónde liasaspor algunos

hongos es mayor en medios alcalinos, mientras que la producción de

poligalacturonasasesmayora pH ácido (Blais y col., 1992; Batemany Bashman,

1976). Sin embargo,el comportamientode FORL r2 y r6 no se ajusta a este

modelo; en los medios ajustadosa pH inicial 8,0, los niveles de liasas son

generalmentemenoresqueen los mediosajustadosapH 5,5 (figuras2.10 y 2.11).

No obstantehayque tenerencuentaqueen el momentode medir las actividades

enzimáticas,el pH del medioeramuy similar enamboscasospor la alcalinización

que sufrenlos mediosajustadosinicialmentea pH 5,5.

Teniendoencuentalos datosanteriormentedescritossepuedeconcluir que

las condicionesóptimasparala producciónde enzimaspécticaspor FORí, r2 y

r6, incluyen medios sobrepectina y sin calcio. El comportamientode ambos

aislamientoses semejantetanto en relación a las condicionesóptimas para la

producciónde las enzimaspécticascomo respectoal tipo de enzimasproducidas.





CAPÍTULO 3.

Regulaciónde LiasasPécticasy Poligalacturonasaspor

Ácido Galacturónico:Múltiples Formas.
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INTRODUCCIÓN

El tipo y la cantidadde enzimaspécticasproducidaspor un determinado

hongo dependeen gran medidadel pH y de la frentede carbonopresentesen su

entorno(Bateman,1966). Las polisacaridasasproducidaspor la mayorpartede

los microorganismosfitopatógenosparecenestar sujetasa represióncatabólica

(Biehn y Dimond, 1971a, b). Algunaspolisacaridasasson producidasde forma

constitutivaaunquesonconsideradasinduciblessi suproducciónseve aumentada

en presenciadel sustrato.En general,cadapolisacaridasasueleser inducidapor

el sustratosobreel que actúa;pero,como el alto pesomolecularde las moléculas

de los polisacáridos impide la libre difusión de las mismas al interior del

organismo,seconsideraqueel auténticoinductordebeserun monómeroo dímero

que es liberadoa partir del polímeromediantela actividadde unapolisacaridasa

producida a niveles basales por el organismo: xilanasa por D-xilosa,

endopoligalacturonasay endopectín-liasapor ácido D-galacturónico, etc.

Excepcionalmentela celulasaes inducida por celobiosay la ¡3-galactosidasay

galactanasaporL-arabinosa(Coopery Wood, 1973, 1975).En algunoscasos,sin

embargo,el aumentoen síntesisde unaenzimaen respuestaa la presenciade su

sustratono esunainducciónsino la salidade represióncatabólica:dependede la

ausenciade nivelesaltosde unafuentedecarbonofácilmentemetabolizabley no

de la presenciadel sustratoespecífico(Bateman,1976).

No obstante,la inducción de polisacaridasasespecíficases un fenómeno

real en algunospatógenos.La producciónde endo-poligalacturonasay de endo-

pectinliasa(PNL) por Fusarium oxysporumf.sp. lycopersicies específicamente

inducidapor ácido galacturónicocuandoes aportadoa los cultivos de forma

restrictivapara evitar su acumulación(Coopery Wood, 1973, 1975). Ambas

enzimassontambiénproducidaspor FORL aunquehay diferenciasentreFOL y

FORL (Blais y col., 1992): cuando varios aislamientos de ambas formas
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especialesfueron cultivados sobre medios con pectina o fragmentosde pared

celular de tomatecomofuente de carbono,todos produjeronambasenzimas;en

cultivos sobre ácido galacturónico,FOL produjo ambas enzimas,mientrasque

FORL produjo principalmentepoligalacturonasay solo muy bajos niveles de

pectín liasa; en presenciade glucosao sacarosafuerondetectadosbajos niveles

de poligalacturonasa,mientras que pectín liasa no fue detectada en estas

condiciones.En los experimentosde Blais y colaboradores(1992) la producción

de poligalacturonasafue generalmentesuperioren FORL que en FOL mientras

que los aislamientosde FOL produjeronmás pectín liasa que los de FORL.

Fernándezy colaboradores(1993) en cultivos estáticossobrepectinadetectaron

mayorcantidadde poligalacturonasaen FORL y no detectaronpectín liasa.

Cadaactividadenzimáticapuedeestarproducidaporvarias isoformas.Su

número y pí puede variar no sólo entre aislamientossino también segúnlas

condicionesdel ensayo.El patrón de bandasde actividadpoligalacturonasaha

sido obtenido medianteisoelectroenfoquepara seis aislamientosde Fusarium

oxysporum,dos de FOL raza1, dos de FOL raza2 y dosde FORL, crecidosen

cultivos estáticossobre pectina:cinco de los seis aislamientoscoincidieron en

presentarcuatro bandascon pís 7,0, 6,5, 6,15 y 5,9; en el otro, una cepade

FORL, se detectarontresbandascon pís 7,45, 7,0 y 6,5 (Fernándezy col., 1993).

FOL cultivado en distintas condiciones muestra patrones diferentes para la

poligalacturonasa,enpresenciade pectinala isoformamayoritariatiene pI 7,0, en

cultivos sobreácidopoligalacturónicohayunamayor inducciónde las formasmás

ácidas(pís 4,3 a 6,0) (Di Prieto y Roncero,1996a). En el casode las liasas,en

FORL, no han sido descritasisoformas y, en FOL, sólo unade pI 8,7 ha sido

descritacuandosecultiva sobreácidopoligalacturónicoo sobretejidosvasculares

de tomate (Di Prieto y Roncero,1996b).

El tipo de enzimapécticaproducidapor los hongosfitopatógenosparece

depender del pH del entorno en el que el patógeno crece: el pH afecta

marcadamentea la estabilidadde las enzimasproducidasy tambiénpareceinfluir
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en la producciónde las liasas(Batemany Bashman,1976).Generalmente,apHs

ácidosseproducenmayoresniveles de poligalacturonasas(cuyo pH óptimo de

actividadsueleser ácido),mientrasqueel aumentodel pH del mediopromueve

el descensoen laproducciónde poligalacturonasasy aumentoen liasas(cuyo pH

óptimo de actividadsuelesermayor) (Bateman,1966). En muchoscasosparece

que el tipo de enzimaspécticasasociadascon una enfermedades el que está

mejor adaptadoal ambientegeneradoen la interacciónhuésped-parásito.Así, la

infecciónde tejidosvegetalesporalgunosFusariaprovocaunadesviaciónalcalina

en el pH del tejido infectado y parecenser liasas las enzimaspredominantes

asociadascon esta enfermedad(Bateman, 1966; Hancock, 1968; Mullen y

Bateman, 1971). En tejidos infectados por Sclerotium rolfsii y Sclerotinia

sclerotiorumsegeneraun entornoácidoporproduccióndeácidosorgánicosy son

las poligalacturonasaslas enzimaspécticasdominantes(Batemany Beer, 1965;

Hancock, 1966). Blais y colaboradores(1992)observaronque, enmediossobre

pectina o fragmentosde paredcelular de tomate como frente de carbono, la

producciónde pectín liasapor FOL y FORL era estimuladacuandoel pH había

sido ajustadoa pH 8,0 al inicio del cultivo fúngico, mientrasque la producción

de poligalacturonasaeramayor en mediosajustadosa pH 5,0.

Comoel pH de los cultivos fúngicoscambiaduranteel crecimiento,puede

ser dificil decidir si la aparición de una actividad enzimáticaes debida a un

sustratoinductor o al cambioen el pH. Por tanto, pareceinteresanteestudiarla

producciónde enzimaspécticasen condicionesde pH constante.El objetivo de

esteestudio ha sido determinarel tipo de enzimaspécticasproducidaspor un

aislamientode FORL, en condicionesclaramentedefinidasen cuantoal pH y a

los niveles de fuentes de carbono fácilmente metabolizablesen el medio de

cultivo. Esto fue llevado a cabo en cultivos del aislamientoFORL r2 crecido

sobreglucosa,ácidogalacturónicoo pectina,analizandola evoluciónenel tiempo

de las distintas actividadespécticasy la presenciade formas múltiples de las

mismasmedianteisoelectroenfoque,durantesietedíasde crecimientofúngico.
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El experimentose inició con tresdías de cultivo en glucosa,parapermitir

que se alcanzasela fase estacionariade crecimiento y para poder detectarlas

actividadesenzimáticasqueno estuvieransujetasa represióncatabólica.Luego

las células fuerontransferidasa medio frescocon aporterestrictivode glucosa,

donde presumiblementese expresaríanlas enzimas constitutivas sujetas a

represióncatabólicapor glucosa.Porúltimo, las célulasfuerontransferidasa un

medio con ácido galacturónico restrictivo, para estudiar las enzimas

específicamenteinducidaspor estesustrato,o mantenidasen glucosarestrictiva

como control. Los cultivos fueron tamponadosa pH 5,5 y 8,0 paraestudiarlos

efectosdel pH sobrela producción de las distintas enzimas pécticas.El hongo

tambiénfue cultivado sobrepectinaparadeterminarsi eranproducidasnuevasy/o

diferentesformas de las enzimaspécticas,no presentesen los medioscon ácido

galacturónico.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Cultivo fúngico y pmducción de enzimas

FORL r2 fre crecidoenmatracesErlenmeyerde 250 ml de capacidadcon

100 ml de medio (descritoen el capítulo2) y diferentesfrentes de carbonoen

cadacaso:glucosa,ácidogalacturónicoo pectinademanzana.Los cultivos fueron

incubadosen un agitadororbital (New Brunswick,EEUU) a 150 rpm y 22 0C.

En los cultivos no restrictivos, la glucosao la pectinafueron añadidasal

0,5 % y en los cultivos restrictivosla fuente de carbono(ácido galacturónicoo

glucosa) fre añadidamediantecápsulasde difusión (como está descrito por

Coopery Wood, 1973, 1975).Las cápsulas,queconteníanácido galacturónicoo

glucosaal 30 %, estabanprovistasde 4 membranasquepermiten la liberación

lineal del sustratodurante24 Ii, por lo que necesitanser cambiadassólo unavez

cadadía.

Los mediosparalos cultivos restrictivosfuerontamponadosapH 5,5 con

ácido2-(N-morfolino)etanosulfónico(MES) y apH 8,0 confosfatosódico,ambos

0,05 M. Los mediosapH 5,5 fueronesterilizadosa 121 0C (15 mm) y los de pH

8,0 por filtración. En estascondicionesel pH del medio semanteníaapH 5,5 1

1,0 y 8,0 + 1 respectivamente.Las cápsulas con las membranasfreron

esterilizaron a 121 0C durante 15 mm y llenadas con la fuente de carbono

(esterilizadapor filtración) antes de colocarlasen los cultivos. El pH de los

medioscon pectinafre ajustadoa 5,5 con NaOH antesde la esterilización(121

0C, 15 minutos).

Los matraces fueron inoculados como ha sido descrito previamente

(capítulo2). FORL r2 fre cultivado inicialmente durantetres días en un medio

conglucosaal 0,5%; a continuaciónel cultivo fue centrifugado(1800g, 30 mm)
con el fin de transferir toda la biomasaa medio fresco suplementadocon una
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cápsulacon glucosa. Despuésde un día, la cápsulafue rellenadacon ácido

galacturónicoy renovadadurantetres días más. Los cultivos control crecieron

duranteestostres días en glucosarestrictiva.

Para los cultivos sobre pectina, las células crecidasduranteun día en

glucosarestrictivaa pH 5,5, fueronresuspendidasen 100 ml de medio frescocon

pectinaal 0,5 % dondecrecierondurantetresdías.

Los cultivos fueron recogidos a diferentestiempos. El crecimientodel

hongo fue estimadocon unacámaraNeubauerpor recuentode esporasdespués

de pasarpor lana de vidrio. Los cultivos, clarificadospor filtración a travésde

fibra de vidrio, fueronusadosparadeterminarel pH, azúcaresreductores(Nelson,

1944; Somogyi, 1952)y glucosa(métodode la glucosaoxidasa-peroxidasa,según

Bergmeyery Bernt, 1974).Despuésde dializardurante16-18horasfrentea agua

a 5 0C, los filtrados fueron usadospara la determinaciónde las actividades

enzimáticasy proteínas.

Medida de actividadesenzimáticas

La actividadespectín y pectatoliasa(PNL y PL respectivamente)fueron

medidasespectrofotométricamente,determinandoel incrementoen absorbanciaa

235 nm de los productos4,5-insaturadosde las reacciones,y por viscosimetría,

a 37 0C para 10 mm de reacción,utilizando las mezclasde reaccióndescritas

anteriormente(capítulo2). Parala valoraciónde la actividadpoligalacturonasase

determinóla liberaciónde azúcaresreductores(Nelson, 1944; Somogyi, 1952) y

el descensoen viscosidad,a 370C, de las mezclasreacción(descritasen capítulo

2) durante10 mm de reacción.
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Relación entre descensoen viscosidady degradaciónterminal del sustinto

El descensoen la viscosidadrelativa de las mezclasde reacción y la

liberación de productos insaturados(en el caso de las liasas) o de azúcares

reductores(enel casode la PO) fue seguidodurante30 mm de reacción,con el

fin de determinar si la degradaciónde sustratospécticos por las enzimas

producidaspor FORL erade tipo “endo” o “exo”.

La viscosidad relativa del sustrato fre definida como 100 x (t~-t0) ¡(t1-t0)

donde t~ es el tiempo de flujo (segundos)de la mezclade reaccióna diferentes

tiempos,t~ es el tiempo de flujo (segundos)de la mezclade reaccióna tiempo O

y t0 el tiempo de flujo (segundos)del tampón. De las curvas de descensoen

viscosidadfrente al tiempo se dedujo el t50, tiempo en el cual la viscosidad

relativa del sustratoes reducidaal 50%, ((t~7 t0)12) + t0. En el tiempo t50 fue

calculado el porcentajede enlacesrotos; para ello los enlacesdisponiblesal

principio de la reacciónfueronconsideradoscomo 100 %.

Determinación de pwteinas

Lasproteínasfuerondeterminadaspor el métododeLowry (1951),usando

seroalbúminabovinacomo patron.

Isoelectmenfoque

Las proteínasde los filtrados de los cultivos fúngicos fueron separadas

segúnsu punto isoeléctricomedianteisoelectroenfoqueanalítico, a 4
0C, en un

rango de pH 2-11 con un equipo LKB 2117 Multiphor II (PharinaciaLKB

Biotechnology,Uppsala,Suecia).

Las proteínasfueron precipitadascon sulfato amónico al 100 %, a 4 0C,

recogidaspor centrifugacióna 19.000 g durante30 minutos,dializadasfrentea
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glicina al 1 % y liofilizadas.

Se utilizaron gelesultrafinos de poliacrilamidade 0,3 mm de grosor con

anfolitasde rango de pH 2-11. Las solucionesde poliacrilamida,que contenían

acrilamida (Pharmacia) al 7,3 %, bisacrilamida (N,N’-metilenbisacrilamida)

(Pharmacia)al 0,2 %, 1,2 ml deanfolitas(Serva),0,06 ml de persulfatoamónico

(Pharmacia)al 10 % y 0,2 ml de TEMED (Pharmacia)al 10 %, en un volumen

total de 15,0 mí, polimerizaronsobre un GelBondPAGfilm (LKB), usandouna

unidad UltroMould (LKB). Las tiras de los electrodosfueron sumergidasen

H3P04 1 M y NaOH 0,5 M para el ánodoy el cátodo,respectivamente.

El preenfoquede las anfolitas sellevó a caboa 15 mA durante45 mm. A

continuaciónfueronaplicadaslas muestras(10 ~.tgdeproteínasen 10 ~ilde agua)

sobreel gel, utilizandopapelde fibra de vidrio. El enfoquese realizóa 15 W con

un máximo de 1400 V durante180 mm. Los aplicadoresde las muestrasfueron

retiradosdespuésde 60 mm de enfoque.

Los gelesfueronteñidoscon plataparala deteccióndeproteínas(Bio-Rad).

Paraestimarel pI fue utilizada una mezclade proteínasestandarizada(Broad pI

CalibrationKit standards,Pharmacia).

Para la detecciónde las distintas actividadespécticas en los geles de

poliacrilamida fueron utilizados geles de agarosade 2 mm de grosor, que

conteníanpectinao ácidopoligalacturónicoal 0,1 % en los siguientestampones:

Tris-HCl 0,05 M, (pH 8,0) con CaCI2 1 mM, paralas pectíny pectatoliasas,y

acetatosódico 0,1 M (pH 5,5) con FDTA 0,01 M, para la poligalacturonasa

(Colímer y cols., 1988). Los gelesréplica fueron polimerizadossobreun molde

constituidopor dos placasde vidrio separadaspor un espaciadorde 2 mm de

grosor;en una de lasplacassehabíafijado, medianteuna fina capade agua,una

película (OelBond, LKB) que actuó posteriormentecomo soporte del gel de

agarosa.

Despuésdel electroenfoque,los gelesde poliacrilamidafueronincubados

durante 5 mm en el tampón apropiado para cada actividad enzimática.A
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continuación, los geles de agarosafueron colocados sobre su superficie e

incubadosa 37 oc durante20 mm. Posteriormente,los gelesde agarosafreron

teñidoscon rojo de rutenio al 0,05 %.
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RESULTADOS

Crecimiento del hongo en cultivos restrictivos

El crecimientodel hongo en mediostamponadoa pH 5,5 ó pH 8,0 y no

tamponadosaparececomparadoen la figura 3.1. En los tres casos,FORL r2

alcanzó la fase estacionariade crecimiento durantelos tres días de cultivo en

glucosa.Despuésde la transferenciade las célulasa medio fresco (con glucosa

o ácido galacturónicorestrictivoso con pectinano restrictiva) se mantuvo el

númerodeesporasy no sedetectarondiferenciassignificativasentrelos diferentes

pHs y las distintas fuentesde carbono.

Los azúcaresreductorespresentesen el medio decrecierondurantelos tres

primeros días de crecimiento sobre glucosano restrictiva, desde 50 mg.mL’

iniciales a valorespor debajode 40 gg.mL1 al tercerdía. Posteriormente,durante

el crecimiento en glucosa y ácido galacturónico restrictivos, los azúcares

reductoresse mantuvieronpor debajodeestenivel (figura 3.1). Sin embargo,en

los cultivos sobre pectina los niveles de azúcaresreductores aumentaron,

probablementecomoresultadode la degradacióndepectinapor enzimaspécticas

presentesen el medio (figura 3.1). En los cultivos restrictivossobreglucosa,así

como el los medioscon pectinala glucosapermanecióa un nivel inferior a 12

gg.mV’ (datosno mostrados).

Pmducción de enzimaspécticas en cultivos restrictivos

La evolución de la actividadpectín liasadurantelos sietedías de cultivo

aparecemostradaen la figuras3.2A y 3.2B. Durantelos cuatrodíasqueel hongo

permanecióen glucosano fue detectadaactividad;alcanzónivelesdetectablesa

las 24 h de cultivo sobreácido galacturónicorestrictivo, a ambosvaloresde pH.
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A pH 5,5 (figura 3.2A), la máximaactividad(aumentoen A235nm y viscosimetria)

fue detectadaa las 60 h sobreácidogalacturónico.En mediostamponadosa pH

8,0 (figura 3.2B), la actividad pectin liasa detectadafue menor, tanto por

viscosimetríacomopor incrementoen absorbanciaa 235 nm, que en los medios

a pH 5,5 y el máximo fue obtenidoa las 72 h sobreácidogalacturónico.

La evoluciónde la actividadpectatoliasadurantelos sietedíasde cultivo

esmostradaen las figuras 3.3A y 3.3B. Aunqueno hubo actividaden los medios

procedentesde las primeras 36 h de crecimiento en glucosa, ni en cultivos

tamponadosa pH 5,0, ni en cultivos tamponadosa pH 8,0, un bajo nivel de

actividad fue detectadoa los tres días de crecimientoen glucosa(cuando los

nivelesde azúcareseranmuy bajos)y durantelas 24 h de crecimientoen glucosa

restrictivaa ambosvaloresde pH. Al igual que la pectínliasa, la actividadpectato

liasaaumentóen presenciade ácido galacturónico,alcanzandoel nivel máximo

en los cultivos tamponadosa pH 5,5 a las 60 horasde añadirácido galacturónico

(figura 3.3A).

La evoluciónde la actividadpoligalacturonasaessimilar a la de la pectato

liasa(figuras 3.4A y 3.4B). La actividadcomenzóa serdetectableal tercerdía de

crecimientoen glucosa,cuandolos nivelesdeazúcareseranmuy bajosy aumentó

en respuestaal ácidogalacturónicorestrictivo aambosvaloresde pH. En cultivos

tamponadosa pH 5,5 y a pH 8,0 los máximos se alcanzarona las 60 y a las 24

horas,respectivamente,de añadirácido galacturónico.

En los cultivos control, crecidosen glucosarestrictivadesdeel tercerdía,

no fue detectadaactividadPNL y sí nivelesmuy bajos de PL y PO (tabla3.1).
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Tabla 3.1. Actividad pectínliasa(PNL), pectatoliasa (PL) y poligalacturonasa(PO) en cultivos
de FORL crecidosdurante 3,5 días en glucosarestrictiva.

PNL PL PG

Vis Vis g.r. Vis

pH 5,5
U.ml1 0 1,026 0,004 11,74 0,004 7,961

0 0,4 2,5 59,1 1.3 1,5

pH 8,0
U.mr’ 0 0 0,031 8,017 0,007 0

0 0 26,0 43,5 6,9 0

El hongo fue crecido primero sobreglucosano restrictivadurantetres días, a continuaciónla
biomasafue transferidaa glucosarestrictiva.Los cultivos fueron tamponadosa pH 5,5 ó a pH
8,0. La actividadesenzimáticasfuerondeterminadaspor incrementoen A 235 nm parala PNL

y PL, o porliberaciónde gruposreductores(g.r.) parala PO y porviscosimetría(Vis) en los tres
casos.La actividadfueexpresadacomoporcentajede la máximaactividaddetectadaen cultivos
sobreácido galacturénico.

En resumen,en cultivos con el mismo númerode células,no han sido

detectadasactividadesPNL, PL ni PO cuandolos nivelesde azúcaresen el medio

de cultivo son altos; sí ha sido detectadaactividadPL y PO, aunqueno PNL,

cuandohay bajosnivelesde glucosay sólo en presenciadebajosnivelesde ácido

galacturónicohansido detectadosaltosnivelesde las tresactividadesenzimáticas.

Estosresultadosindican que estasenzimaspécticasde FORL son induciblespor

ácidogalacturónicoy estánsujetasa represióncatabólica.
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Múltiples latinas de enzimas pécticas de FORL en los cultivos

Las proteínasfueron separadassegúnsus puntos isoeléctricosmediante

isoelectroenfoqueanalíticoengelesdepoliacrilamidaconanfolitas enel rangode

pH 2-li y los gelesteñidosparalas actividadespécticasy paraproteínastotales.

PNL y PL fueron detectadasusandogeles de agarosaque conteníanpectinao

pectato,respectivamente,en tampón Tris-HCI a pH 8,0 con CaCI2; se eligieron

estascondicionesporqueen presenciade CaCl2 a pHs inferiores,las bandaseran

muy débilesy no sedetectóningunaenpresenciade EDTA. Parala detecciónde

la PO los geles de agarosaconteníanNaPP en tampón acetatoa pH 5,0 con

EDTA puesto que con EDTA a pHs superiores,o en presenciade CaCl2 a

cualquierpH, las bandaseran másdébiles.

En la figura 3.6, una composición fotográfica muestrael patrón de

actividadespécticaspresentesen los cultivos de FORL enel momentodemáxima

actividad, a los 6,5 días de cultivo. Aparecen incluidas las tres actividades

enzimáticasdetectadas:PNL, PL y POen las tres condicionesde cultivo: 60 horas

a pH 5,5 sobreácido galacturónicorestrictivo, 60 horas a pH 8,0 sobreácido

galacturónicorestrictivoy 60 horasenmedio no tamponadosobrepectina.Todas

las bandasdetectadasen los cultivos de FORL aparecieronen los cultivos de 60

horas a pH 5,5 sobre ácido galacturónico,condicionesen las que también se

habíandetectadolos mayoresnivelesde las distintasactividadespécticas(figuras

3.2, 3.3 y 3.4), mientrasque en los cultivos a pH 8,0 sobreácido galacturónico

o en medios no tamponadossobre pectina algunasde las bandasno fueron

detectadas.Los puntosisoeléctricosde las bandasdetectadasfueron deducidosde

la tinción de plata de las proteínaspresentesen el cultivo de 60 horas,a pH 5,5,

sobre ácido galacturónico(figura 3.7), revelándosela presenciade tres formas

isoenzímáticascon actividadliasa(pls 9,20, 9,00 y 8,65) y cuatrocon actividad

poligalacturonasa(pls 9,30, 7,35, 6,85 y 6,55).La figura 3.8 muestraun esquema

de la evolución de las bandasde actividada lo largo de los sietedías de cultivo:
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la liasa minoritaria, de pI 8,65 no es detectadaen los mediossobrepectinani

siquieraen el momentode máximaactividady esmuchomásdébil en losmedios

apH 8,0 y, poligalacturonasade pI 9,30soloesdetectadaen los cultivos apH 5,5

(ver figura 3.6). Las tres liasas dan reacción con ambos sustratos,pectina y

pectato,y no sepuedededucirunapreferenciadesubstratoparaningunade ellas,

al compararlas tincionescorrespondientesal momentode máximaactividad(60

horas de cultivo a pH 5,5 sobre ácido galacturónico)(figuras 3.6 y 3.8). Sin

embargo,cuandolos nivelesde actividadsonmásbajos, en los mediosa pH 8,0

sobreácidogalacturónico,seapreciaunapreferenciapor pectinade la isoenzima

conpI 9,20y unapreferenciaporpectatode las isoenzimascon pís de 9,00y de

8,65 (figuras 3.6 y 3.8). Estas diferenciaspuedenestar relacionadascon los

nivelesmás bajos de actividaddetectadosen los cultivos tamponadosa pH 8,0:

cuando los niveles de actividad son altos las liasas puedenactuarsobre ambos

sustratos,pectinay pectato,pero cuandolos niveles son bajos se apreciasu

preferenciapor uno de los sustratos.

En los gelesde agarosaconpectinatambiénsedetectóun bandade pectín

esterasacuyo pI esmayor de 9,30 (figura 3.6).

En los dos días de crecimiento inicial del hongo sobre glucosa no

restrictivano se detectaningunade las isoformaspécticas,a ningunode los dos

pHsutilizados.En presenciadeglucosasolamenteson detectadasdébilmentedos

bandasdepoligalacturonasa(pls 9,30 y 7,35)al tercer día de cultivo, cuando los

nivelesde glucosason muy bajos y en los éultivos sobre glucosarestrictiva

(figura 3.8).
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Figura 3.6. lsoelectroenfoqueanalítico de las proteínasde FORL crecido en ácido
galacturónicorestrictivo tamponadoa pH 5,5 u 8,0 y en pectina sin tamponar. Las
actividadesfueron detectadasusandogelesréplica deagarosaqueconteníanel respectivo
sustrato. Calles 1, 2 y 3: tinción para actividadessobre gelesde agarosaquecontenían
pectina a pH 8,0; calles4, 5 y 6: tinción para actividadessobregelesde agarosaque
conteníanpectatoa pH 8,0; calle7, 8 y 9: tinción paraactividadessobregelesde agarosa
que contenían pectato a pH 5,0. Calles 1, 4 y 7: cultivos de 60 horas en ácido
galacturónicorestrictivo a pH 5,5; calles 2, 5 y 8: cultivos de 60 horas en ácido
galacturónicorestrictivoa pH 8,0; calles3, 6 y 9: cultivos de 60 horasen pectina. PME:

pectín metilesterasa;Ls: liasas; POs: poligalacturonasas.

Figura3.7. unción de platadel gel de isoelectroenfoqueanalítico.Calle 1: Proteínasde
FORL, cultivo crecidoen ácidogalacturónicorestrictivo tamponadoa pH 5,5 durante60
horas, precipitadascon sulfato amónico.Calle 2: Marcadoresde pl.
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Figura 3.8. Esquemade la evolución de las múltiples formasde enzimaspécticasen
cultivos de FORL crecido en ácido galacturónicorestrictivo, tamponadoa pH 5,5 u 8,0
yen pectinasin tamponar.Las proteínasde diferentestiemposdecultivo (1,5 a 6,5 días)
fueron sometidasa isoelectroenfoquey teñidaspara actividadesPO, PL y PNL.
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DISCUSIÓN

De forma similar a lo queocurreen otrosmicroorganismoscapacesdedegradar

sustanciaspécticas,el aislamientor2 de Fusarium oxysporumf. sp. radicis-lycopersici

produce una serie de enzimas pécticas que difieren en preferenciapor sustrato,

mecanismode reaccióny modo de acción. En esteestudiohan sido detectadastres

isoformas con actividad liasa, cuatro con actividad poligalacturonasay una con

actividadpectin metilesterasa.La liasaprincipal es una forma básicacon pI 9,20; las

otras dos tienen pís de 9,00 y 8,65, respectivamente.Las tres liasas actúan sobre

pectinay pectatoen condicionesalcalinasy tienenun absolutorequerimientodecalcio.

La másalcalinatiene una débil preferenciaporpectina,mientrasque las otrasdos son

másactivassobrepectato.La PO principal es una forma neutracon pI 7,35; hay dos

poligalacturonasasmásconpís 6,85y 6,55,y unaminoritariaconpI 9,30. Lapresencia

de iones calcio y pHs superioresa 5,0 provocauna disminución en la actividadde

todasellas. La PME, que fue detectadaen gelesde agarosacon pectina,presentaun

pI próximo a 9,5. Los puntos isoeléctricosde las poligalacturonasasmayoritariasde

FORL r2 son similaresa los previamentedetectadosen varios aislamientosde FORL

(Fernándezy col., 1993). Sin embargo,la producciónde variasisoenzimasde pectin

o pectatoliasa por FORL no había sido descrita con anterioridad.No obstante,una

pectatoliasacon pI de 8,7 ha sido descritaen FOL (Di Prieto y Roncero,1996b),este

pI seríasimilar al de la liasamenosbásicade FORL.

La produccióndevariasformasparaunamismaenzimaocurreenmuchasotras

especiesde hongosy bacterias.Esto ha sido bien caracterizadoen las bacterias

fitopatógenas,Erw bija chiysanthein¡ y Erw míacarotovora,cuyoscomplejosdeenzimas

pécticasextracelularescontienenvariasisoenzimasde pectatoliasay poligalacturonasa

que difieren en su punto isoeléctrico (Collmer, 1987).No obstante,también existen

ejemplosdemicroorganismosque sólamenteproducenunaúnicaenzimapécticacomo

esel casode Pseudomonasfluorescensy P. v¡r¡d<lava queproducenuna pectatoliasa
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con pis 9,7 y 10,0 respectivamente(Liao, 1989). Phomamedicaginisva. pinodella

sintetizauna pectín liasacuyo punto isoeléctricoes 7,9 (Pitt, 1988). La presenciade

múltiples formas de una enzimapuede ser una ventajapara el patógenopuestoque

algunasformas puedenser másestablesque otras dentrodel patógeno.La presencia

de múltiples isoenzimasen un organismopuedeser debidaa la presenciade varios

genes, a diferencias en glicosilación de las proteínasy a modificacionespost-

transcripcionaleso procesosproteoliticos despuésde la secreción(Caprari y col.,

1993a;De Lorenzoy col., 1987; Tamakiy col., 1988; Willick y Seligy, 1995).

Oeneralmente,las enzimascatabólicasque degradansustratosexógenosson

inducidaspor componentesespecíficosrelacionadosestructuralmentecon el sustrato

y enausenciade inductorsonproducidasa bajosniveles.Estasíntesisbasalrepresenta

unosnivelesde actividadenzimáticaconsiderablementemásbajosquelos detectados

en presenciadel inductor. La glucosa y otras fuentes de carbono fácilmente

metabolizablesreprimenla fonnaciónde muchasenzimascatabólicasen bacteriasy

hongos,fenómenoconocidocomorepresióncatabólica(Magasanik,1961),y queafecta

tanto a enzimasinducibles como constitutivas(Colímer, 1987; Cooper, 1983). Las

enzimasqueestánsujetasa represióncatabólicaestánreprimidasduranteel crecimiento

en glucosa,cuandounafrente de carbonofácilmentemetabolizableestádisponibley

los represoresse acumulanen la célula y reprimensu síntesis.La fuente de carbono

fácilmente metabolizableque actúa como inductor, puede actuar también como

represor,estefenómeno(auto-represióncatabólica)es particularmenteimportanteen

la regulación de enzimas extracelularesque degradan sustratos complejos, en

organismosqueestánexpuestosacondicionesambientesvariables(Colímer,1987).La

producciónde poligalacturonatoliasapor A eroznonasliquefaciens es constitutivay

estásujetaa represióncatabólica(Hsu y Vaughn, 1969). Poligalacturonasay pectín

liasa de Fusariu¡n oxysporum y Verticillium albo-atn.¿m son inducidas por ácido

galacturónicoy estánsujetasa represióncatabólica(Coopery Wood, 1973, 1975).

Fusarium sola.ni f. sp.pisi producevariaspectatoliasascon diferenteregulación,una

inducibleporpectinay reprimidapor glucosay otraconstitutivay no sujetaa represión
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catabólica(Ouo y col., 1995). En Erwinia chrysanthemiy Erwinia carotovora, la

pectatoliasa está sujeta a auto-represióncatabólicamediadapor cAMP cuandosu

producto, el digalacturonato insaturado, está presente en el medio a altas

concentraciones(Colímer, 1987).

FORI fue cultivadoenmediostamponadosrestrictivosparadeterminarel efecto

del pH sobre la producciónde enzimaspécticas.De esta forma es posible evitar el

aumento en azúcaresreductoresque sigue a la aparición de picos de actividad

enzimáticay el incrementode pH que se observacuandoFORL es cultivado sobre

pectina(figura 3.9).

Los resultadosobtenidos en este experimento demuestranque las enzimas

pécticasproducidasporFORL r2 soninducidasporácidogalacturónicoy estánsujetas

a represióncatabólica.Cuando el micelio de FORL fue transferidoa un medio con

ácidogalacturónicorestrictivo,las tresenzimas(PNL,PL andPO)aumentaron(figuras

3.2, 3.3 y 3.4). Paralas PO y PL no seobservaningunafase de retrasoque preceda

a su apariciónperoparala PNL senecesitan24 horas.Porotro lado, cuandoel micelio

es transferido a un medio con pectina (figura 3.9), son necesarias48 horas para

detectarel aumentode las tres actividades.Esto hacesuponerque el inductor de las

enzimaspécticasenFORL es el ácido galacturánicoo un metabolitoproducidoa partir

de él. La respuestade PL al ácido galacturónicofue considerablementemenorque la

mostradapor PNL y PO (Tabla 3.1). Sin embargo,cuandoFORL fue crecido sobre

ácidogalacturónicono restrictivo, laproduccióndeenzimaspécticasno fueestimulada

como en presencia de ácido galacturónico restrictivo (datos no mostrados).

Probablementela presenciade altos niveles de ácido galacturónicoprovoca auto-

represión catabólica. Además, es posible que los niveles basalesde PO y PL,

detectadosen ausenciade inductor, podrían ser útiles cuando FORL se pone en

contacto con un polímero péctico: estos niveles basalesserviríanpara liberar del

sustratola molécula inductora,que promoveríasu propia síntesisasí como la de la

PNL que no esdetectable,ni siquieraa nivelesbasales,en ausenciadel inductor.

Comparandolos cultivos tamponadosa pH 8,0 ó 5,5, no se han detectado
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mayoresnivelesde liasasen los cultivos pH 8,0. Estos difieren de los tamponadosa

pH 5,5 en la ausenciade nivelesbasalesde actividadPO duranteel crecimientoen

glucosay en los nivelesmásbajosparalas tresactividadesdurantetodo el períodode

cultivo. Resultadosde otros autores,en los quela producciónde hidrolasasy liasases

máxima en medios ajustadosa pH 5,0 y 8,0, respectivamente,(Bateman, 1966;

Batemany Bashman,1976; Blais y col., 1992) puedenreflejar efectosdel pH sobre

la liberacióndel inductor a partir de sustratospécticoso sobre la estabilidadde las

respectivasenzimasen relaciónal pH.

La PNL causaun 50 % de descensoen la viscosidaddel sustratocuandosólo

se han roto el 0,1 % de los enlacesdel polímero (figura 3.5), lo cual indica un

comportamientode tipo ‘endo”. La PL y PO tienenun comportamientode tipo “exo”,

puestoque en ningún casola viscosidaddel sustratoesreducidaal 50 %. A pesarde

que la presencia de varias enzimaspécticas en el medio puede complicar la

interpretaciónde los resultados,las únicas interferenciasquepuedenhabersedadoen

este caso son las derivadasde la capacidadde las dos liasas para utilizar ambos

sustratos,pectinay pectato.En efecto, como se indicó anteriormente,en las réplicas

de agarosaa pH 5,0 las liasasno son detectadasy las poligalacturonasasnuncadan

reacciónen réplicascon CaCl2.

Es significativo el hechodequelasdos actividadespécticasqueestánpresentes

en nivelesbasalesen ausenciade inductor, PL y PO, sean de tipo “exo’. A este

respectose ha consideradoque las exo-enzimasdeberíansermás eficientesque las

endo-enzimasen la liberacióninicial de inductoressolublesa partir de los sustratos

poliméricos,procesoquedebeprecedera la inducción(Cooper, 1983).La PNL, que

exclusivamenteesdetectadaenpresenciadel inductory esde tipo “endo”, podríajugar

un papel importanteen la degradacióndeparedescelularesde tomate.Conmuy pocas

excepciones,lasenzimascapacesdeproducirmaceracióny muertecelularsonenzimas

pécticasde tipo “endo” (Batemany Bashman,1976; Cooper,1983).La endoliasade

Fusariumsolani f.sp. pisi pareceserla enzimainvolucradaen la invasiónde tallos de

guisantepor el hongo (Crawford y Kolattukudy, 1987). La proliferaciónde liasas y
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poligalacturonasaspuede ser necesariapara dar a los microorganismossuficiente

capacidadpectolíticao conferir actividadesespecializadasen la patogénesis(Colímer,

1987). Algunas característicasde las enzimaspécticasson muy importantesen la

patogénesis,como por ejemplo, la capacidadde degradarparedescelularesy causar

maceraciónen los tejidos o el tamaño de la proteína que puede restringir su

movimientoa través de las paredescelulares(Cooper,1983). En la colonizaciónde

tejidosradicularesde tomatepor FORL, las modificacionesobservadasen las paredes

celularesdel huéspedpuedendependerde la especificidadde la bateríade enzimas

pécticasproducidas(Brammally Higgins, 1988a;Charesty col., 1984).



CAPÍTULO 4.

Análisis de Patronesde ExpresiónGénicaen Presencia

de Ácido Galacturónico.
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INTRODUCCIÓN

En Fusarium oxysporu.’nf.sp. radicis-lycopersiciel ácido galacturónicose

hacomportadocomoinductorde lasactividadesdevariasenzimaspécticas:PNL,

PL y PO (capítulo3). En las condicionesde los experimentosrealizadosel ácido

galacturónico induce la actividad y síntesis de estas enzimas. En Erwinia

ch¡ysanthem1 el galacturonatoescatabolizadoapiruvatoy gliceraldehido-3-fosfato

pasandopor intermediarioscomo2-ceto-3-deoxi-D-gluconatoy 2-ceto-3-deoxi-6-

fosfo-D-gluconato,estosúltimos parecenteneractividadinductorade las enzimas

pécticas(Colímery Keen, 1986).Ademásseha visto que las enzimaspécticasde

E. chrysanthem¡ estáncorreguladascon las enzimascatabólicasde susproductos

a travésdel productode un gen, que reprime a nivel transcripcionalmuchasde

las enzimasencargadasdelmetabolismode las sustanciaspécticas.En presencia

de 2-ceto-3-deoxi-D-gluconatoo derivados,el represorno puedeactuary todos

estosgenesseexpresan(Barrasy col., 1994).

Una primeraaproximaciónparaaveriguarsi la inducción de las enzimas

pécticasen FORL está reguladaa nivel transcripcionales el análisis de las

poblacionesdemensajerosdemicelio crecidoenpresenciay ausenciade inductor

(ácidogalacturónico)mediantela traducciónde los mismosen un sistemaiii vitro

y posterior separación de los productos por PAOE-SDS (electroforesis

unidimensional)y PAOE-2D (electroforesisbidimensional).La primerapermite

compararpatronesde proteínasen funciónde su masamolecular,mientrasquela

segundaseparaen función de su punto isoeléctricoy su masamolecular.Aun

cuando los productos de traducción in vitro no son idénticos a las proteínas

maduras si permiten obtener una aproximación válida. Las modificaciones

postraduccionalesincluyenprincipalmentepérdidadel péptido señal(< 30 aa) y

glicosilaciones.

Ademásde la regulaciónde las enzimaspécticassepondrá de manifiesto
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la variaciónen los patronesde expresióngénicaque sufreel hongo con el paso

de glucosa a ácido galacturónico. Un punto intermedio (6 h sobre ácido

galacturónico)tambiénha sido analizado,en él se detectaactividadPO y PL y

no PNL (capítulo 3).
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MAThRIALES Y METODOS

Material

El material empleado fue micelio obtenido a partir de cultivos del

aislamientor2 de FORL:

- 36 horas en glucosaal 0,5 %,

- 72 horas en glucosaal 0,5 %, 24 h en glucosarestrictivay 6 horas en

ácido galacturónicorestrictivo, y

- 72 horas en glucosaal 0,5 %, 24 h en glucosarestrictivay 60 horas en

ácido galacturónicorestrictivo.

Las condicionesde cultivo aparecendetalladasen el capítulo3.

Extracción de RNA

El RNA total fue extraídoa partir de micelio segúnel métodofenol/SDS

(Ausubel y col., 1987) con ligerasmodificaciones.El materialcongelado(1-1,5

g) fue triturado, en mortero con nitrógeno líquido, hastaquese formó un polvo

fino. Este polvo fue transferido a un tubo de 50 ml con 15 ml de tampón de

extracciónTLE (Tris 0,18 M, LiCí 0,09 M, EDTA 4,5 mM y SDS 1 %, apH 8,2)

y 15 ml de una mezcla 1:1 de fenol equilibrado con ILE y cloroformo. Fue

homogeneizadoen un vortexe incubadoaso oc durante20 mm. A continuación,

centrifugado20 mm a 8000 g. La faseacuosafue lavadatresvecescon la mezcla

de fenol y cloroformoy extraídalavandouna vez máscon cloroformo. El RNA

fue precipitadocon LiCí 8 M hastaunaconcentraciónfinal en cadatubo de 2 M

duranteuna noche, a 4 0C. Despuésde una centrifugacióna 8000 g durante20

mm, el precipitadofue lavado con LiCI 2 M, resuspendidoen 100 ~¡lde aguay

precipitadocon acetatosódico3 M pH 5,2 (1/10 vol) y 2,5 vol de etanolal 100
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% duranteunanochea -20 0C ó 1 h a -80 0C. El precipitadorecogidodespuésde

la centrifugaciónfue lavadocon etanolal 70 % y resuspendidoen agua,de esta

forma se guardóa -80 oc.

La concentracióndeRNA fue estimadapor absorcióna260nm, asumiendo

que una concentraciónde 40 ~tg.mV1da una unidad de densidadóptica. Su

integridadfue comprobadaen gelesde agarosaen formamida como se indicará

en el capítulo 5.

Todaslas solucionesutilizadas,aexcepcióndel cloroformo,fenol y TLE,

fueron esterilizadasa 121 0C durante15 mm en autoclave.Al aguautilizadase

le añadió dietil pirocarbonatoy se mantuvo una noche a 37 0C antes de la

esterilización.

Traducción ¡u vitro

10 j.tg de RNA total fuerontraducidosin vitro con extractode germende

trigo (Promega)en presenciade 35S-metionina(ICN, 1000 Ci.mmoF’ a 10 mCi.

mV’ ) siguiendo las instruccionesdel fabricanteen un volumen total de 50 ~l.

RNA (1 ¡ig) del virus del mosaico del bromo fue usado como control. A

continuación,las muestrasfueron liofilizadas.

Electmfoitsis

Los productos de la traducción fueron separadospor electroforesis

bidimensionaly unidimensional.En la primerafueronseparadossegúnel punto

isoeléctrico(primera dimensión)y pesomolecular (segundadimensión),en la

unidimensionalsólo segúnpesomolecular.

La primera dimensión fue realizada en un equipo 01 Series Gel

ElectrophoresisUnit (Hoefer Scientific Instruments). Fueron usados geles

cilíndricosde 11 cm de largo por 2 mm de diámetro.La composiciónpara 10 ml
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fue 4,8 g urea,1,4 ml de acrilamida(acrilamida28,4% y bisacrilamida1,6 %),

2 ml de NP-40 al 10 % y 8 ~tlde anfolitasde rango 3-10 y 32 jl de rango5-7.

Una vez polimerizadofue equilibradodurante2 h con 20 gI de tampónA (urea

9,5 M, NP-40 2 %, 13-mercaptoetanol 5 % y anfolitas 2 %), y 10 ¡tl de agua.

Antes de aplicar la muestralos geles seprecorrieroncon 20 i.tl de tampón A

frescoa voltaje constante(15 mm a 200 V, 30 mm a 400 y y 30 mm a 600 y).

En la cubeta superior (cátodo) fue colocadoNaOH 0,02 M y en la inferior

(ánodo) H3P04 0,01 M. Las muestras (el producto correspondientea una

traducción)fueronaplicadasdisueltasen25 gí de tampónA y cubiertascon 10

~il de tampónK (urea9 M y anfolitas 1 %). La electroforesissecorrió a voltaje

constante(15 h a 600 y y 1 h a 800 y). Unavez finalizada la electroforesis,los

geles se equilibraron durante 10 mm con tampón O (glicerol 10 %, ¡13-

mercaptoetanol50 %, SDS2,5 % y Tris-HCI 0,625 M, a pH 6,8).

La segundadimensióny las unidimensionalesfueronrealizadassegúnel

método descritopor Laemmli (Laemmli, 1970) en un equipo Vertical Slab Gel

Unit Model SE400,TheSturdier(HoeferScientific Instruments).El gel separador

fue preparadoen un volumende 20 ml con 8 ml de acrilamida(acrilamida30 %

y bisacrilamida0,8 %), 7,5 ml de Tris-HCl al 1 M y pH 8,8, 100 j.tl de SDSal

20 %, 16 j.tl de TEMED y 16 tl de persulfato amónico al 10 %. El gel

concentrantefue preparadoen un volumende 10 ml con 1,7 ml de acrilamida,

1,25 ml de Tris-HCl a 1 M y pH 6,8, 50 ¡.il de SDS al 20 %, 10 jil de TEMED

y 40 ~il de persulfatoamónicoal 10 %. En las bidimensionales,el gel cilíndrico

de la primera dimensión fue colocado encima del gel concentrante;en las

unidimensionales,la muestra fue aplicada dentro de los pocillos del gel (el

producto correspondientea la mitad de una traducción). El tampón de

electroforesisfue glicina 14,4 % y SDS 1 % en Tris-HCl 50 mM pH 8,3. Se

corrió a corrienteconstante(30 mA).
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Detección

La detecciónfue realizadapor fluorografía;paraello los geles,fijados con

unasoluciónmetanol:acético:agua(40:10:50)durantela noche,fueronincubados

30 mm con En3hancer(Dupont)y secadosa so oc durante45 mm en vacío. La

exposiciónfue llevadaa cabo a -80 0C en oscuridadcon unapelículaKodakX-

OMAT-AR durante 15 días para las bidimensionales y 4 días para las

unidimensionales.

Análisis de los nsultados

La posición relativade cadamanchao polipéptidono varíay dependede

su punto isoeléctricoy su masa(en electroforesisbidimensionales)o sólo de su

masa(en unidimensionales).El conjunto de todasellas, o patrón,fue comparado

en las dos situacionesprincipales,estudiandola presenciao ausenciademanchas

concretasy de variacionesrelevantesen su intensidad.Sólo fueronconsiderados

aquelloscambiosreproduciblesen las distintasrepeticionesde cadapatrón y se

analizaronlas zonascuyaresoluciónhacíaposibleel análisis.

Las bandasfueroncaracterizadasen función de su punto isoeléctricoy su

masamolecular.Paralo primero fue medido el pH dc los gelescilíndricos de la

primeradimensiónpartiéndoloen lonchas,disolviéndoloenaguay acontinuación

midiendoel pH. Paralo segundomarcadoresde pesomolecularentre97,4 y 14,4

kDa (SDS-PAGE Molecular Weight StandardsLow Range. Bio-Rad) fueron

cargadosy teñidos con azul de Comassieal 0,2 % en metanol:acético:agua

(40:10:50).
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RESULTADOS

El patrónde proteínassintetizadasa partir de RNA de micelio crecido en

ácido galacturónicorestrictivo fue comparadocon el del crecido en glucosaen

electroforesisbidimensional (figuras4.1 y 4.2) y unidimensional(figura 4.3).

Las fotos de electroforesis bidimensionales aparecen divididas en

cuadrantespara facilitar la localizaciónde las proteínas(figuras 4.1 y 4.2). Los

patronesproteicos presentangran similitud, la mayor parte de las proteínas

presentanun punto isoléctricocercanoa la neutralidady pesomolecularentre20

y 60 kDa (cuadrante2.2). La comparaciónentre el patrón de glucosay ácido

galacturónicorevela, en general,una disminuciónen el númeroe intensidadde

las manchasen el patrón de galacturónico.Un esquemade los cambiosmás

significativosapareceen la tabla4.1. A las manchasqueapareceno aumentanen

intensidaden presenciade ácido galaeturónico,seles ha designadoun número;

parala denominaciónde cadamanchase ha tenido en cuentael cuadranteen el

quese encuentray el númeroasignado.A continuaciónsehaceun estudiomás

detalladopor cuadrantes.

En el cuadrante1.1 se observael descensoen intensidadde bastantes

manchas,y el ligero aumentode unade 74 kDa (1.1-1):

En el cuadrante1.2 se observanmuchasmenos manchasque en el

cuadrante1. 1. En el patrónde ácido galacturónico,lasmanchasaparecenmucho

menosintensasqueen el de glucosahastatal puntoqueesdificil concluirsi han

desaparecidoalgunas.No obstanteparececlaro queno sedetectaningunanueva.

En el cuadrante 2.1 seobservala desapariciónde varias manchasde pesos

molecularespróximos a 27 kDa, el descensoen intensidadde algunasy, lo que

esmásimportante,el aumentoen cuatro manchas,una de 52 (2.1-1), unade 36

(2.1-2) y, dos de 24 kDa (2.1-3, 2.1-4).

En el cuadrante2.2, en el patrón de ácido galacturónicose observala
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disminución en intensidadde muchasmanchasy la desapariciónde algunasde

ellas como unade 42 kDa y de un grupo de cuatrode aproximadamente28 kDa.

Seismanchasparecenaumentaren intensidad,una de 55 kDa (2.2-1), unade 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 estecuadrantetambiénseobservantrespéptidosnuevos,dos de

36 kDa (2.2-7,2.2-8) y uno de 30 kDa (2.2-8). La mayor intensidaden algunas

manchasen el patrón de glucosa,podríaenmascarara variasproteínas.

En el cuadrante2.3 se observauna disminución en la intensidadde las

manchasque en algunos casosllegan a desaparecer.No sc detectóninguna

manchanueva.

En el cuadrante3.1 seobservala desaparicióno menorintensidadde varias

manchas y el aumentode una de 22 kDa (3.1-1).

En el cuadrante3.2 aparecenpocas manchas,en el patrón de ácido

galacturónico las manchas aparecenmucho menos intensas, dos de ellas

desaparecenclaramentey apareceunade muy bajo pesomolecular,menorde 14

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

Fignni 4.1. 2D-PAGE de los productosobtenidospor traducción iii vitro de RNA extraídode
micelio de FORL r2 crecido 36 horas en glucosa (A) o despuésde 60 horas en ácido

galacturónicorestrictivo (B). Paraver condicionesde cultivo ver capítulo3. Sólo las manchas
queaumentabanen intensidado aparecíannuevasen el patrón procedentedel cultivo en ácido
galacturónicofueronnumeradas;la desaparicióno descensoen intensidadhasido sólo señalado

en algunos casos. Los cambios se marcan con la siguiente nomenclatura(y) aparición de
mancha,(V) desapariciónde mancha,(1’) aumentode la mancha,y (4-) descensode la mancha.

Figum 4.2. Detalledel cuadrante2b de 2D-PAGE de los productosobtenidospor traducción¡ti

vitro de RNA extraídode micelio de FORL r2 crecido 36 horasen glucosa(A) o despuésde 60
horasen ácido galacturónicorestrictivo (B). Solo las manchasque aumentabanen intensidado
aparecíannuevasen el patrón procedentedel cultivo en ácido galacturónicofueron numeradas.
Los cambios se señalaron con la siguiente nomenclatura QQ aparición de mancha, (V)

desapariciónde mancha,(1’) aumentode la mancha,y (4-) descensode la mancha.

Figura 4.3. SDS-PAGE de los productosobtenidospor traducción ¡ti vitro de RNA extraído
de micelio de FORL r2 crecido: calle 1, 36 horas en glucosa; calle 2, 6 horas en ácido
galacturónicorestrictivo;y calle3, 60 horasen ácido galacturónicorestrictivo. Paracondiciones
de cultivo ver capitulo 3.
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Tabla 4.1. Tabla resumende los resultadosobtenidospor 20-PAGE de los productosde la
traducción¡ti vitro del RNA extraídoa partir de micelio crecido: 36 horasen glucosay 60 horas
en ácidogalacturónico.Sólo se tiene en cuentala aparicióno el aumentode las manchas.(-)
ausenciade mancha,(+) presenciade mancha,y (++) aumentode la mancha.(1) A las 6 h de
ácido galacturónicoya aparecela mancha.(2) A las 6 h de ácido galacturónicono aparecela
mancha.

Masa Molee. 60 horas ácido
Localización Glucosa

(kDa) galacturónico

1.1-1 74 + ++

2.1-1 52 + ++

2.1-2 36 + ++

2.1-3 24 + ++

2.1-4 24 + ++

2.2-1 55 +

2.2-2 42 -e’> ++

2.2-3 41,5 + ++

2.2-4 39 + ++

2.2-5 39 + ++

2.2-6 36 + ++

2.2-7 36 (2) +

2.2-8 36 (1) ++

2.2-9 30 ~(‘) ++

3.1-1 22 + ++

3.2-1 14 (2) +
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Dos de las manchasque aparecennuevasen el patrón de 60 horas sobre

ácidogalacturónico,2.2-8y 2.2-9, aparecenya a las seishoras,mientrasque las

otras dos,2.2-7 y 3.2-1,no aparecenen estepatrón.

En electroforesisunidimensionalesa primeravista sepudo apreciarqueen

el patrónde glucosase detectanmásbandas(figura 4.3), en presenciade ácido

galacturónicoalgunasbandasdesapareceny otrasdisminuyensu intensidad.No

obstante,sedetectantambiénbandascon mayor intensidado nuevas.A las 6 h

se detectóuna bandade 27 kDa y una de 30 kDa que no aparecíanen glucosa,

tambiénse detectael aumentoen intensidadde una de 31 kDa. A las 60 h estas

dosbandasaparecieronmás intensas,se detectóuna nuevade 35 kDa y una dc

55 kDa apareciómucho más intensa.Una bandade 83 kDa fue tambiénsólo

detectadaa las 60 horas dc ácido galacturónico.Un resumende estos datos

apareceen la tabla 4.2.

Tabla 4.2. Tabla resumende los resultadosobtenidospor SDS-PAGE de los productosde la
traducciónin v¡tro del RNA extraídoa partir de micelio crecido: 36 horasen glucosa,6 horas
en ácidogalacturónicoy 60 horasen ácidogalacturónico.(-) ausenciade mancha,(±)presencia
de mancha,y (-Id-) aumentode la mancha.

MasaMolecular

(kDa)
Glucosa

6 horasácido

galacturónico

60 horasácido

galacturónico

83 +

55 + + ++

35 +

31 + ++ ++

30 + ++

27 + ++
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DISCUSIÓN

La presenciade ácido galacturónicocomo única fuentede carbonoreduce

la diversidadde transcritosde formasignificativa;en unacomparacióngeneralse

deduceunareducciónen la poblaciónde transcritosal pasarde glucosaa ácido

galacturónico.El cambiode fuentecarbonadairá acompañadode variaciónen las

enzimasimplicadasensumetabolismo,aparentementeenunasituaciónfisiológica

máspobre.Hay queteneren cuentaquedurante60 horasel aporteesrestrictivo,

el hongo no tiene fuente de carbono en abundanciapor lo que bajaran

probablementelos nivelesde transcripcióny, por lo tanto, la síntesisde proteínas

totales.Sólo algunasproteínasseránnecesariasen estanuevasituacióny, por lo

tanto, aumentaránen cantidado apareceránde nuevo. El ácido galacturónicose

revelacomoun inductor a nivel transcripcionaly su presenciainduce la síntesis

de novo o el aumentode la síntesisde algunostranscritos.No sólo se verán

afectadaslas enzimaspécticas,esprobableque algunaenzimainvolucradaen el

metabolismodelácidogalacturónicoaumente.Es posibleunaregulaciónconjunta

de las enzimaspécticascon las enzimasencargadasdel metabolismode los

productosde ellas comoocurre en Erwinia chrysanthemi(Barrasy col., 1994).

Se ha realizadoun intento de asignaciónde polipéptidos inducidos por

ácidogalacturónicoenbasea lasmasasmolecularesde enzimaspécticasdescritas

en otras especiesdeFusarium.

El análisis de los productosobtenidosa partir de la traducciónin vitro y

separadosen unaúnica dimensiónrevelauna inducciónde la síntesisde mRNA

que codificanparaseispéptidosde pesomolecular27, 30, 31, 35, 55 y 83 kDa,

cuandoel micelio fue crecido con ácido galacturónicorestrictivocomo inductor

(figura 4.3). Se prestóparticularatencióna las cinco primeraspuestoquetenían

pesosmolecularessimilaresa las enzimaspécticasya descritasen otros Fusarium

(De Lorenzo y col., 1987; Crawfordy Kolattukudy, 1987).
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El péptido de 55 kDa podría correspondera una PO puestoque su peso

moleculares similar al de dos polipéptidosde 45 y 51 kDa que correspondena

poligalacturonasadeFusarium monilforme (DeLorenzoy col., 1987).Éstashan

sido identificadasporinmunoprecipitación,conanticuerposparapoligalacturonasa,

de los productosobtenidosa partir de la traducción in vitro de RNA del hongo

crecido en condicionesde inducciónde poligalacturonasa.Por otra partese ha

observadoqueFORL produceunaPOcuya formadesglicosiladatiene un tamaño

de 50 kDa(Patiñoy col., enpreparación).Estabandaesdetectadaen lasmuestras

procedentesde cultivos en glucosa(36 h) y aumentaen lasmuestrasprocedentes

de cultivos a las 60 horasen ácido galacturónico.Con relacióna actividades,PO

es detectableal final del cultivo en glucosa,cuandolos niveles de glucosason

bajos,y aumentaen presenciade ácidogalacturónico,siendoel máximo a las 60

h (capítulo3). La presenciade estabandaen el patrónde 36 h en glucosa,puede

indicar la presenciade nivelesbasalesen estascondiciones,no detectadospor los

métodosusadospara las valoracionesenzimáticas.La intensidad de la banda

aumentaconsiderablementea las 60 h en ácido galacturónicorestrictivo, siendo

los altosnivelesde actividad detectadosa las 60 h debidosa un aumentoen la

transcripcióny por lo tanto en la cantidadde enzima.

Las bandasde 27, 30, 31 y 35 kDa puedencorrespondera liasas. En

Fusariumsolanifi sp.pisí sehadetectadoun péptidode 29 ltDa que corresponde

a una pectato liasa (Crawford y Kolattukudy 1987). Además, estos pesos

molecularesestánde acuerdocon los observadosenotrasliasas.LaactividadPNL

es detectadaa partir de 24 h enácidogalacturónico,no así laPL que esdetectada

ya enel cultivo en glucosa.Ambasactividadesalcanzansumáximo a las60 horas

en ácidogalacturónico(capítulo3).

La banda de 31 kDa es detectadaen glucosay aparececon mayor

intensidaden presenciade ácidogalacturónicodesdelas 6 horas.Previamente,se

ha habladode una actividadPL presenteen glucosaqueaumentaen los cultivos

de ácido galacturónico(capítulo 3); esta actividad podría correspondera esta
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proteína.

La bandade 35 kDa no es detectadaa las 6 h, pero sí a las 60 h cuando

las actividadessonmáximas.Estapodría correspondera una PNL puestoquesu

actividadno esdetectadahastalas 24 h de ácidogalacturónico(capítulo3).

Las bandasde 27 y 30 kDa sondetectadasa las 6 horasy aumentana las

60 horas.Teniendoen cuenta la existenciade dosPL y unaPNL descritasen el

capítulo 3, una de éstascorresponderíaa una PL; el hechode que a las 6 h no

hayamensajerospero sí hayaactividadpodríaserexplicadopor la existenciade

dos formas con la misma actividad liasa, una seria sintetizadaen presenciade

glucosay la otra en presenciade ácido galacturónico.

Las electroforesisbidimensionalesproporcionaronmayor información,ya

queel nivel de separacióneramayor. Coincidiendocon las unidimensionales,se

observóun patrónmáscomplejo en las muestrasprocedentesde tejidos crecidos

en glucosa.Algunos de los cambiosobservadosen las unidimensionalesfueron

confirmadosen lasbidimensionales.La bandade 55 kDa,probablementeunaPO,

secorrespondecon la mancha2.2-1; el comportamientoesel mismo. En cuanto

a la bandade 35 kDa, existenvariasmanchasconunamasasimilar, 2.1-2,2.2-6,

2.2-7 y 2.2-8. No obstante,la 2.2-7 tiene un comportamientomás similar al

esperado:ausenciaen glucosay a las 6 h de ácido galacturónico,y presenciaa

las 60 h de ácido galacturónico. El péptido de 30 kDa, que apareceen las

unidimensionales,podría corresponderal 2.2-9: ambostienen el mismo peso

moleculary el mismocomportamiento,ausenciaen glucosay presenciaen ácido

galacturónico.En cuanto a las bandascorrespondientesa 31 y 27 kDa, no se

puedehaceruna asignacióndirecta.Las restantesmanchaspuedencorresponder

a otras actividadesenzimáticasrelacionadascon el metabolismo del ácido

galacturónicoque, en su presenciao en la de algún producto resultantede él,

aumentansuexpresión.

Unacorrespondenciaentrelos dos tipos de electroforesis,unidimensional

y bidimensionalserialógica, pero no tienenpor qué coincidir exactamente.Las
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diferenciasaparentesen los dos tipos de electroforesispuedenser debidasal

solapamientoexistenteentrebandasen las electroforesisunidimensionales.Por

otro lado, la falta de algunamanchaen las bidimensionales,péptidosde 31 y 27

kDa, puedeser debidaa que estasproteínasseanmuy básicasy no entrenen el

gel en la primera dimensión.Hay que teneren cuentaque las liasasdescritasen

estetrabajo tienenun punto isoeléctricomuy alcalino (9,20,9,00 y 8,65).Es por

éstopor lo que sehacenecesariala separaciónde los productosde traducciónin

vitro por las dostécnicas(electroforesisuni y bidimensionales)

La obtenciónde anticuerposparalasdistintasenzimaspécticasy suempleo

frente a los productosobtenidosen la traducción in vitro, seríade gran utilidad

paraconfirmar las asignacionesde las distintasbandaso manchasa las distintas

enzimaspécticaso a otras enzimasrelacionadascon el metabolismodel ácido

galacturónico.



CAPÍTULO 5.

Obtenciónde SondasparaPoligalacturonasasy Liasas

Pécticas.Control Genético.
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INTRODUCCIÓN

Fusarium oxysporum,como todos los Deuteromycetes,poseeun ciclo de

vida asexual.Carece,o al menosno seconocen,procesosde reproducciónsexual

y suscélulassonhaploidesen todo su ciclo. El tamañodel genomavaríade 18,1

a 51,5 Mb dependiendode la especiey forma especial;incluso se han descrito

variacionesdentro de estaúltima. En un aislamientode FOL se handescrito 10

cromosomasconun tamañototal de 42,2 Mb (Migheli y col., 1993). El 68 % del

genomade FOL sonsecuenciasde unaúnicacopia,el 12 % soncopiasmúltiples

y el 20 % son repetidas(Eliasy col., 1993).La falta deprocesosde reproducción

sexualen F oxysporumdificulta un análisis genéticoconvencional.

El control genéticode las enzimaspécticasestádilucidadosólo en algunos

casos.Existe un alto grado de polimorfismo que pareceser debido tanto a la

presenciade varios genescomoa modificacionespostranscripcionales.

En el casode las liasas,el sistemamásconocidoesel de las bacteriasdel

género Erwinia. En E. chrysanthemi la actividad pectato liasa resulta

principalmentede la acción de cinco endo-enzimascodificadaspor los genes

peíA, pelB, pelC, peIDy pelE. Estos genesestánorganizadosen dos gruposo

clusters-pelB,pelC y peíA,pelE,peID- (Colímer, 1986).A partede estosgenes

han sido donados: un gen pelX, que codifica para una exo-pectalo liasa

periplásmicay dos genes, peIL y peiZ, que codifican para pectato liasas

secundarias(Hugouvieux-Cotte-Pattaty col., 1996). Los genes pel de E.

carotovoradifieren de los de E. chrysanthemi.Han sido donadostres genesque

codifican para endo-pectatoliasas extracelulares,dos para endo-pectatoliasas

periplásmicasy un genparapectín liasa(Barrasy col., 1994).

Los sistemasde hongosse conocenmenos.En Aspergillus niger, se han

encontradoseisgenesquecodificanparapectínliasas,de los cualestreshansido

donadosy secuenciados(Gyslery col., 1990; Harmsey col., 1990; Kuster-van
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Somereny col., 1992). De Fusarium,sólo se conocendatosde F solani f. sp.

pisi; sehan descritocuatro genesparapectatoliasas,peíA,pelB, pelC y peiD

(González-Candelasy Kolattukudy, 1992; Guo y col., 1995a,b, 1996).

La expresiónde estos genesestá reguladaa nivel transcripcionalen la

mayoríade los casos,inducciónpor sustanciaspécticasy represióncatabólicapor

glucosa.EnE. chrysanthemiseha descritounaregulaciónconjunta(Barrasy col.,

1994). En F solani la regulaciónes diferentepara cadagen. La expresiónde

peíA es inducidapor pectinay reprimidapor glucosa,la depelB es constitutiva

y no estásujetaa represióncatabólica,y peiD sólo se expresaen planta(Guo y

col., 1995a,1996).

La comparacióndesecuenciasdisponiblesrevelaunaescasahomología.En

Erwinia, las secuenciasestudiadasse han agrupado, teniendo en cuenta su

homología,en dos familias: peíADE y pelBC. Las secuenciasde las enzimas

periplásmicasy depeiL y peiZ quepresentanpocahomologíaformaríannuevas

familias (Hugouvieux-Cofte-Pattaty col., 1996). Dentro de cada familia, la

similitud es del 50 %, pero la homologíabaja cuando se comparacon otros

organismos (Heffron y col., 1995). Otras bacterias fitopatogénicas, como

Pseudomonas,Xanthomonasy Bacillus, exhiben una identidad a nivel de

aminoácidosdel 35 al 43 % con la familia peíADE, y del 18 al 20 % con la

familia pelBC u otras (Liao y col., 1996). En Fusarium solani, el genpeíA

presentaunahomologíamuy limitadaconotrassecuencias,inclusocon laspectín

liasas deA. niger, muestrasólo identidaddel 20 al 25 %. La comparacióncon

otras secuenciasde pectatoliasas bacterianaso fúngicasy con pectín liasas ha

revelado la conservaciónde solo nueve aminoácidos(González-Candelasy

Kolattukudy, 1992). Los genes pelB y pelC presentanuna identidad en

aminoácidosdel 65 y 51 % respectivamentecon la PLA, pero ningunahomología

significativa conotrasenzimaspectinolíticas(Guoy col., 1995a,b). La secuencia

de nucleátidosdepeiD muestrasemejantesnivelesde identidad,49, 44, y 65 %

con PLA, PLB y PLC (Guo y col., 1996).
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A pesarde la escasahomología,se han podido detectartres secuencias

consenso(i) (D¡E)(G/S)-hDh--(A¡G)(S¡A)--hThS(dondeh puedeser 1, L o

(u) h--R-P--R-G-hH--NN-Y,y (iii) (S¡A/T)--hWVDH--h (Barrasy col., 1994).No

obstante, en algunos casos sólo se encuentranalgunos motivos como en

Pseudomonasmarginalis (Nikaidou y col., 1993) o puedenno ser identificadas

como en los cuatrogenesde E. solaní f. sp.pisi (Guo y col, 1996).

Una situación similar de polimorfismo ha sido descrita para las

poligalacturonasas.Existenejemplosdepolimorfismo debidostanto ala presencia

de varios genescomo a modificacionespostraducionales.En Aspergilusniger y

Sclerotiniasclerotiorum, aparecendiferentesisoenzimasdeendopoligalacturonasa

codificadaspor diferentesgenes(Bussinky col., 1992; Fraissinet-Tachety col.,

1995), y en E moni4fonneaparecencuatroformasde una endopoligalacturona,

que derivandel productode un único genpor modificacionespostraducionales.

En estecaso,se han obtenidoevidenciasde que las cuatro isoformasdetectadas

en cultivo, derivarían de un único producto génico con diferente patrón de

glicosilación (Caprariy col., 1993a).

Le regulaciónessimilar a la observadaparalas liasas:en la mayoríade los

casos inducción por pectinas y represión por glucosa. Existen indicios de

expresiónexclusivamenteenplantade algunasde ellas (Fraissinet-Tachety col.,

1995).

Las secuenciasdeducidasde aminoácidosestánmásconservadasquepara

las liasas.El productodeuno de los genesde 5. sclerotiarumy uno de A. niger

muestrauna identidaddel 41,5 al 59,8 % y del 60 %, respectivamente,cuandose

comparancon los de otros hongos(Reymondy col., 1994;Bussinky col., 1992).

Existe un motivo específico para las poligalacturonasasfúngicas,

CXGGHGXSIGSVG(dondeX essiempreun residuohidrofóbico).Estesereduce

aGHGXSXGS,cuandola comparaciónsehaceconplantassuperioresy bacterias

(Reymond y col., 1994). Algunos análisis han permitido identificar residuos

relevantesen relación al centro catalítico,como el residuo de histidina, que es
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crítico para la actividad enzimáticay la capacidadde macerar(Caprari y col.,

1996).

El objetivo de este capitulo ha sido obtener sondaspara las enzimas

pécticas,liasase hidrolasaspara,a continuación,estudiarsu análisisgenéticoen

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

determinacióndel númerode copias.
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MATERIALES Y MÉTODOS

MATERIAL

El material empleadopara la extracciónde RNA fue micelio de FORL,

aislamientor2, obtenidoa partir de cultivos crecidos:36 horasen glucosaal 0,5

% ó 72 horasen glucosaal 0,5 %, 24 h en glucosarestrictivay 6, 48 ó 60 horas

en ácido galacturónicorestrictivo,pH 5,5. Las condicionesde cultivo aparecen

detalladasen el capítulo3.

El material empleadoparala extracciónde DNA fue FORL aislamientos

r2 y r13 y FOL.

EXTRACCIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS

Extmcción de DNA genómico

El DNA fueextraídopor el métododescritopor Dellaportay colaboradores

(1983),conmodificaciones.El materialcongeladoa -80 0C (1-1,5 g) fue triturado

enmorteroconnitrógenolíquido hastaque seformó un polvofino. Estepolvo fue

transferidoa un tubo de 50 ml con 15 ml de tampón de extracción(Tris 0,1 M,

EDTA 0,05 M y NaCí 0,5 M, a pH 8,0), 10,5 gí de j3-mercaptoetanoly 1 ml de

SDS al 20 %. Fue homogeneizadoen un vortex e incubadoa 65 oc durante10

mm. A continuación,fueronañadidos5 ml de acetatopotásico5 M y la mezcla

fue incubada 20 mm, a O 0C. El sobrenadante;obtenido después de la

centrifugación(20 mm a 25.000g), fue filtrado a travésde una gasaa un tubo

nuevo,en el quehabía 10 ml de isopropanolfrío, e incubadoa -20 0C durante30

mm. Fuecentrifugadoa20.000g durante15 mm y eliminado el sobrenadante,el
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precipitadofue resuspendidoen 700 gil de tampónTE (Tris 50 mM y EDIA 10

mM, a pH 8,0). Despuésde transferido a tubos eppendorf,fue centrifugadoa

20.000 g durante 10 mm y recogido el sobrenadanteen un tubo limpio. Este

sobrenadantefue precipitadoa temperaturaambientecon 75 pl de acetatosódico

3 M pH 5,2 y 500 pl de isopropanol. El precipitado recogido despuésde la

centrifugación,fue lavadocon etanolal 70 % y resuspendidoen 300 jil de agua.

El RNA fue eliminadohaciendounadigestióncon 10 pl de RNasa(A+T1) por

cada100 pl de solución de DNA a 37 0C durante1 h. A continuación,el DNA

fue fenolizado con una solución de fenol:cloroformo:isoamilalcohol(25:24:1),

centrifugadoy la faseacuosalavadaconcloroformo antesde la precipitacióncon

acetatosódico 3 M pH 5,2 (1/10 vol) y 2,5 vol de etanol al 100 % duranteuna

noche a -20 0C ó 1 h a -80 0C. El precipitado, recogido después de la

centrifugación,fue lavado con etanol al 70 % y resuspendidoen agua, de esta

forma fue guardadoa -200C.

La concentración de DNA fue estimada por absorción a 260 nm,

asumiendoqueunaconcentraciónde 50 jig.mr’ daunaunidaddedensidadóptica.

La integridaddel DNA fue comprobadaen gelesde agarosasegúnse describe

mas adelante.

Extncción de DNA plasmídica

Las bacterias,crecidasen medio LBA (bacto-triptona1 %, extracto de

bacto-levadura0,5 %, NaCí 1 % y ampicilina5 %) en un agitadororbital a 37 0C

y 250 rpm duranteunanoche,fueroncentrifugadasdurante30 sega 20.000g. El

precipitadofue resuspendidoen 300 pl deTENS (para 10 mí: 9,5 ml de TE 10:1,

250 pl de SDS al 20 % y 100 pl de NaOH 10 N) y 150 pl de acetatosódico 3

M pH 5,2. Entrecadapaso,fue agitadoconvortexy al final centrifugado10 mm

a20.000g. El sobrenadantefue precipitadoconetanolal 100 % y despuésde una

centrifugación,lavadocon etanolal 70 % y resuspendidoen agua.
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Paraextracciónen grancantidad,lasbacteriascrecieronen50 ml demedio

LBA, a 37 0C y 250 rpm, en un agitadororbital duranteunanoche.Las bacterias

fueronrecogidasdel precipitadoobtenidoensucesivascentrifugacionesde 10 ml

de suspensión,a 4000 rpm durante 10 mm. El precipitadofue resuspendidoen

200 pl de unasoluciónde glucosa50 mM, Tris-HCl 25 mM y EDTA 25 mM a

pH 8 y transferidoa un tubo eppendorf,dondelas células se lisaron con400 pl

de una solución de NaOH 0,2 N y SDS 1%. Las células usadas fueron

precipitadascon 300 pl de una soluciónde acetatopotásico3 M y ácido acético

glacial 5 M, a O 0C. El sobrenadanteobtenidodespuésde unacentrifugacióna

12000g durante5 mm a 4 0C, fue fenolizadoconun volumendeunasoluciónde

fenol-cloroformo.El DNA fue precipitadocon un volumen de isopropanol,a

temperaturaambiente, durante5 mm. El precipitado recogido despuésde la

centrifugación,fue lavado con etanolal 70 % y resuspendidoen 50 pl de agua.

Extracción de RNA

El RINA total fue extraídoa partir de micelio segúnel método fenol/SDS

descritoen el capítulo4

ELECTROFORESISDE ACIDOS NUCLEICOS

Las electroforesistanto de DNA comode RNA fueronrealizadasen geles

horizontalessumergidos,según está descrito por Sambrooky colaboradores

(1989).

Electififoftsis de DNA

Fueron utilizados geles de agarosaal 0,8 % (para DNA genómicoy
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Fueronutilizados geles de agarosaal 0,8 % (para DNA genómico y

piasmídico)o al 1 ó 1,5 % (paraproductosdePCR)en tampónTAE (Tris-acetato

40 mM y EDTA 1 mM a pH 8,0) y bromurode etidio (1 jigmV’). Las muestras

fueron disueltasen el tampón de carga(glicerol 50 %, EDTA 1 mM y azul de

bromofenol0,25 %). El gel se corrió con tampón TAE a voltaje constante:el

DNA. plasmídicoy los productosde amplificacionesentre70 y 100 V y el DNA

genómicoa 30 V.

Como marcadorfue usadoDNA dei fago lamdacortadocon la enzimade

restricciónPst1 y el marcadorescalerade Gibco.

Elcctmfonsis de RNA

Los geles de agarosaal 1,5 % en formaldehído2,2 M, se corrieron en

tampón lx (el tampónSx conteníaácido 3-(N-morfolino)propanosulfónico0,1 M,

acetatosódico40 mM y EDIA 5 mM). Todas las solucionesacuosasfueron

tratadascon dietil pirocarbonatoy esterilizadaspor filtración.

Al RNA disuelto en 4,5 pl de aguase le añadió 2,0 pl de tampón de

corrida 5x, 3,5 pl de forinaldehidoy 10,0 pl de formamida.Fue incubadoa 65
0C durante15 mm y enfriadoen hielo. A continuación,fueron añadidos2 pl de

tampónde la muestra(glicerol 50 %, EDTA 1 mM pH 8,0, azul de bromofenol

0,25 % y cianol xilano 0,25 %) y cuandoel gel no iba a ser transferido,1 gg de

bromurode etidio.

El gel se precorrió 5 mm a 35 V antes de cargar las muestrasy, a

continuación,se corrió a voltaje constante,50 V.

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

marcadoresde pesomolecular.
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TRANSFERENCIASDE ÁCIDOS NUCLEICOS

Transfeftncia de DNA

La transferenciafue realizadasegúnSambrooky colaboradores(1989).

Paraello el gel fue incubadoensolucióndesnaturalizante(NaCí 1,5 M y NaOH

0,5 M) y despuésen soluciónneutralizante(NaCí 1,5 M, Tris-HCI 0,5 M pH 7,2

y EDIA 1 mM) durante30 mm cadauna,en agitación.La transferenciaserealizó

por capilaridad a membranasde nylon (Hybond N, de Amersham),con una

solución2OxSCC(NaCí 3 M y citrato sódico0,3 M apH 7,0) duranteunanoche,

segúnlas instruccionesdel fabricante.Todos los pasosfueron llevadosa cabo a

temperaturaambiente.Antes de fijar el DNA a la membranaa 80 0C durante2

h, la membranafue lavadaen 2xSCCy secadaal aire durante30 mm.

Transfeftneia de RNA

La transferenciafue realizadasegúnSambrooky colaboradores(1989).El

gel fue lavado durante10 mm con aguay, a continuación,fue transferidoa una

membranade nylon cargada(HybondN~, de Amersham),segúnlas instrucciones

del fabricantey de la misma forma descritapara el DNA.

OBTENCIÓN DE SONDAS ESPECIFICAS

Poligalaetumnasa

La sondaespecíficaparaPO fue obtenidaa partir de amplificacionescon

cebadoresespecíficos.La reacciónencadenade la polimerasa(PCR) fue llevada

a caboen un termociclador(Peltier PTC-l00, M. J. ResearchInc.). El programa
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utilizado parala amplificaciónde un fragmentodepoligalacturonasaconsistíaen:

5 mm a 94 0C; 29 ciclos de 1 mm a 94 0C, 1 mm a 52 0C y 2 mm a 72 0C; 5 mm

a 72 0C; y paradaen 4 0C.

Para la amplificación fue utilizada Taq polimerasa(Promega), según

instruccionesdel fabricante,2 mM de MgCl
2, 200 jiM de cadanucleótido, 1 jiM

de cadaoligonucícótidousadocomo cebadory 500 ng de DNA en un volumen

final de 30 pl. Los cebadoresusadosfueron 5-ATCTGGCCATGTCATTGAT-3’

y 5-GGTCGGCTTTCCCAGTAGG-3,basadosen las secuenciasconservadasde

diversaspoligalacturonasas(Crapariy col., 1993b).Estos fueron construidosen

la Unidad de Secuenciaciónde la UniversidadComplutensede Madrid.

El productode la amplificaciónse corrió en gel de agarosay la bandadel

productoobtenido, 740 pb de longitud, fue cortaday extraídautilizando el kit

USBioclean(AmershamLife Science)segúnlas instruccionesadjuntas.

El DNA purificado fue donadoen el plásmidoTA Cloning (Invitrogen)

siguiendo las instruccionesdel fabricante.El ligamiento se realizó duranteuna

nochea 16
0C. A continuación,la mezclade ligamiento fue transformada;para

ello fue incubadacon célulascompetentesde E. coli a O 0C durante20 mm.

Despuésde un choquetérmico(2 mm a 37 C y 1 mm a O 0C), crecieronen 800

pl demedio LB (bacto-triptona1%, extractodebacto-levadura0,5%y NaCí 1%),

en un agitadororbital a 37 C y 225 rpm, durante1 h. La selecciónde colonias

fue realizadacreciendolas célulasa 37 0C duranteuna nocheen placasde LBA

(LB masampicilina,50 mg/mí) con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-~3-D-galactósidoe

isopropil-tio-j3-D-galactosido.

Lascoloniasblancascrecieronen 1,5 ml de LBA una nochea 37 0C y 250

rpm paraextraerel DNA plasmídico.

Unavez extraídoel DNA plasmídico,fue realizadauna comprobaciónde

quéplásmidosteníanel insertodeseado.Paraello, unapartefue digeridacon Eco

Rl (1 unidadpor reacción)y RNasaA+T1 en el tampónindicadopor el fabricante

(AmershamLife Science)a 37 0C y, cargadaen gel.
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Liasas

En el casode la pectatoliasaseintentó obtenerunasondaespecíficacon

los cebadores 5-TTCCTTCCCCACTGCCGT-3t y 5’-

AGGTGTCGCCGTAGTTGG-3’ (cebadores denominados cPLl) ó 5’-

GTGCTTCCCAGGCCGAG-3’y 5’-GCCGCAGAGGACACCGCC-3’(cebadores

denominadoscPL2), basadosen la secuenciadel genpeíA de Fusarium solani

(González-Candelasy Kolattukudy, 1992). El programa utilizado para la

amplificaciónconsistíaen 5 mm a 94 0C; 34 ciclos de 1 mm a 94 0C, 1 mm a

diferentestemperaturas(52-620C) y 2 mm a 72 0C; 5 mm a 72 0C; y paradaen

40C.

El productofue corrido en gel de agarosa;las bandasde longitud similar

a la esperada,400 pb, fueroncortadasy extraídasutilizando el kit USBioclean

(AmershamLife Science)segúnlas instrucejones.

El DNA purificado fue donadoen el plásmido pMOSBlue T-vector y

despuésdel ligamiento,duranteunanochea 16 0C, fue transformado.Todo ello

fue realizadosiguiendolas instruccionesdel fabricante(AmershamLife Science).

El DNA plasmídicofue extraído como ya seha indicado.

Unavez extraídoel DNA plasmidico,paracomprobarquéplásmidostenían

el insertodeseado,unapartefue digeridaconEco Rl, Hind III y RINasaA+T1 en

tampón KGB (glutamato potásico 100 mM, Tris-acetato 25 mM, acetatode

magnesio10 mM, albúminade suero bovino 50 ¡.tg¡ml y ¡13-merepatoetanol0,5

mM) a 37 0C y, a continuación,cargadaen gel.

Alternativamente,comosondaparalas liasas,fue utilizado un fragmento

obtenido a partir del plásmidopPLg2 proporcionadoamablementepor el Dr.

Kolattukudy del Ohio State BiotechnologyCenter (The Ohio State University,

Columbus).Esteconteníala secuenciacompletadel genpelA de Fusariumsolani

f. sp. pisí (Gonzalez-Candelasy Kolattukudy, 1992). Para la obtención del

fragmentofue amplificadoel plásmidopPLg2,usandocomocebadoreslos cPL2.
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HIBRIDACIONES

Mairaje radioactivo de sondas

Marcaje de la sonda. 25 ng de sonda fueron marcadospor “random

priming” con el sistema rediprime (Amersham Life Science) con 32P-dCTP

(actividadespecíficade 3000 Ci.mmoV’ ), a 37 0C durante30 mm.

Prehibridación.Los filtros fueronprehibridadosduranteunanochea40 0C,

en una soluciónde formamida50 %, SSPE5 % (NaCí 0,9 M, fosfato sódico50

mM y EDTA 5 mM, apH 7,7), Denhardt5 % (Ficolí 0,02 %, polivinilpirrolidona

0,02 % y albúminade suero bovino 0,02 %), SDS 0,5 % y 500 jig. mV’ de

espermade salmóndesnaturalizado.

Hibridación. La solucióndeprehibridaciónfue sustituidapor otra idéntica

que contieneademásla sondade DNA marcadadesnaturalizada.La hibridación

fue llevadaa cabo durante24 horas a 40 0C.

Lavados.Despuésde la hibridación fueronrealizadosdos lavadosde 15

mm en SSPE2x y SDS 0,1 %, a temperaturaambiente,y un lavadosde 15 mm

a distintastemperaturasen SSPElx y SDS 0,1 %.

Detección.La exposicióndel filtro sellevó a cabo a -80 0C en oscuridad

conunapelículaKodak X-OMAT-AR.

Maitaje con digoxigenina-11-dUTP

Marcaje de la sonda. El marcajefue realizadopor amplificaciónpor PCR

conel kit “PCR DIG labelingmix” (Boehringer)del plásmidoque teníael inserto
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con los cebadorescorrespondienteso por “random priming” (Boehringerkit)

segúnlas instruccionesdel fabricante.El productofue precipitadocon 2,5 jií de

LiCí 4 M y 75 pl de etanoldurante30 mm a -80 0C o duranteunanochea -20

0C. A continuación fue lavado con etanol al 100 % y al 70 %, secadoy

resuspendidoen agua.

Prehibridación. Los filtros fueron prehibridados durante 6 horas a

temperaturasde 58 ó 65 0C, en una soluciónde 5x SSC,N-lauroylsarcosina(sal

sódica)0,1 %, SDS 0.02 % y reactivobloqueante1 %.

Hibridación. La soluciónde prehibridaciónfue sustituidapor otra idéntica

quecontieneademásla sondade DNA marcadadesnaturalizada.La hibridación

fue llevadaa caboduranteuna noche a la mismatemperatura.

Lavados.Despuésde la hibridaciónfueronrealizadosdos lavadosde 5 mm

en 2x SSCy SDS0,1 %, atemperaturaambiente,y dos lavadosde 5 mm en0,lx

SSCy SDS 0,1 %, a 650C.

Detección.Fueronrealizadoslos siguientespasosatemperaturaambiente:

- Lavadodel filtro durante1 mm con Tris-HCl 100 mM y NaCí 150 mM, pH

7,5.

- Incubacióndurante30 mm en el mismo tampón con 0,5 % (w¡v) de reactivo

bloqueante(BoehringerMannhem).

- Lavadodel filtro con Tris-HCl 100 mM y NaCí 150 mM, pH 7,5.

- Incubaciónde 30 mm en la mismasolucióncon el anticuerpo-conjugadoanti-

dioxigenin-AP(150 mU.mV’) (BoehringerMannhem).

- Dos lavadosde 15 mm con Tris-ECl 100 mM y NaCí 150 mM, pH 7,5.

- Equilibradode la membranaconTris-ECl 100mM, NaCí 100 mM y MgCl
2 50

mM, pH 9,5, durante2 mm.
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- Incubación del filtro en oscuridad en 2,25 pl de solución de nitroblue

tetrazoliumsalt (75 mg.mV’ en 70 % (y/y) dimetilformamida)y 1,75 pl de

5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato(50 mg.mV’ ) por cadaml de tampón

Tris-ECl 100 mM, NaCí 100 mM y MgCI2 50 mM.

- Parocon agua.

TRANSCRIPCIÓNINVERSA

La transcripcióninversafue realizadaa partir de 1 jig deRNA enmezclas

de reacciónqueconteníanMgCI2 5 mM, 250 jiM de cadanucleótido, inhibidor

de RNasa0,5 UqiV’, transcriptasareversa1,5 U.pl’ y oligod(T)16 1,25 jiM en el

tampónindicadopor la casacomercial(Perkin-Elmer),en un volumende 30 111.

La reacciónconsistíaen 20 mm a 42
0C, 5 mm a 99 0C y paradaa 5 0C.

Para la amplificaciónposterior fueron usados4,5 jil del producto de la

reacciónanterior,en un volumenfinal de 30 pl. La ampliTaqPolimerasa(Perkin-

Elmer) fue utilizadasegúninstruccionesdel fabricante,2 mM de MgCI
2, 200 gM

de cada nucleótido y 1 jiM de cada oligonucleótido usado como cebador

(descritosen el apartadode obtenciónde sondasespecificas).

Comoblanco fue utilizado una mezclade reacciónsin muestrade RNA.

Así mismo, fueron realizadoscontroles negativos con amplificacionessobre

muestrasde RNA, digeridas con RNasa o no, para detectar falsos positivos

debidosa la presenciade DNA genómicoresidual.

SECUENCIACIÓN Y ANALISIS DE SECUENCIAS

Colonias con insertodel gen de PO o PL fueron secuenciadasen las dos

direccionespara comprobarque la secuenciaeraun fragmentodel gendeseado.
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El DNA plasmídicofue previamentepurificado usandocolumnasQuiagentip 20

segúnlas instruccionesdel fabricante.

Las reaccionesde secuenciaciónfueron realizadaspor la Unidad de

Secuenciaciónde la UniversidadComplutensede Madrid.

Las secuenciasde nucleótidosfueron comparadascon las presentesen los

bancosque utiliza el programaBLASTX (Genbank,EMBL, DDBJ, PDB).
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RESULTADOS

POLIGALACTURONASA

Obtención de una sondapara la PG

La amplificación de DNA del aislamiento r2 de FORIL dio un único

fragmento de 740 pb, tamaño semejanteal obtenido teniendo en cuenta las

secuenciasde otraspoligalacturonasas(Caprariy col 1 993b).Despuésde donar

este fragmento y secuenciarlose comprobó, con los bancos que utiliza el

programaBLASTX, que se tratabade una poligalacturonasa.La secuenciade

nucleótidosde este fragmentopresentabauna homologíaelevadacon la de E

moniliforme. La secuenciaapareceen la figura 5.1 y en ella se señalanlos

presuntosintronesy la secuenciade aminoácidoscorrespondiente.Tres posibles

puntos de glicosilación han sido identificadosen la misma posición que en E.

moniliforme (Caprariy col., 1993b).

La posiciónde los intronesesla mismaque la de los intronesIII y IV de

E mondforme (Caprariy col., 1993b).Las secuenciasde rupturadel extremo 5’

no se ajustanperfectamentea la secuenciadescrita,GTANGT. En el primer

intrón, el penúltimonucícótidoes una T y en el segundo,el último esuna C. En

cuanto al extremo 3’, el segundo intrón sí se ajusta a la secuenciaconsenso

(T/C)AG, mientrasqueel primero tiene AAO. La longitud de los intrones,49 y

59 bases,estádentro de la encontradageneralmenteenhongosfilamentosos(49-

85).

Sehaencontradoel motivo específicoparalaspoligalacturonasasfúngicas,

CXGGHGXSIGSVG,aunqueconunamodificación,el cuartoaminoácidoaparece

una C.
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TCTGGCCATGTCATTGATGGTAACGCCCCGGCGTACTGGGATGGCGAAGGTTCTAACAAC60
5 G H V 1 D G ti G P A Y W ID O E O 5 N N 20

AAOOAGAACéCAAAgtattttccccacgacctgttgcaacagaggatatactgacttaca 120
K ID N P K 25

aagGGCCGACGATTTCATGGTTGTCAAGAAGACTACTGGCAACTCAAAOATCACAAAGGT180
P ID Id E 1 V y K 1< T T O N 5 K 1 ‘1? N L 44

AAACATCCACAATTGGCCTGTTCACTOCTTCGACATCACAOGCAOTTCACAATTOACCAT240
N 1 Q N W P V H C E ID 1 ~J? 0 5 5 Q L 7 1 64

CTCAOGOCTCATTCTTGATAACAOACTTOGCGACAAOCCCAATOGGAAOÁGCOOTAOCTT300
5 O L 1 L ID N R L O ID K P N A K 5 0 5 L 84

OCCCGGTOCGCAGAACAOCGAGGOTTTCGÁGATCTCGTCGAOTOACCACGTTACTCTOGÁ360
P A A H N 5 D O F ID 1 5 5 5 ID 1-1 NT T L ID 104

TAACATTCATOTTTATAACCAOOATOACTGTOTTOCTOTCACTTGOOOTÁCAAACATTAT420
ti 1 H NT Y N Q ID ID O NT A NT T 5 O 7 N 1 1 124

COTCTCCAACATOTACTOCTCCOOTTOTCÁTOOTCTTAOCATCOOATCTGTCOOTOOCAA480
NT 5 ti NI Y e 5 G O U (3 L 3 1 (3 3 V (3 O K 144

OAOCAACAATOTCOTCAATGOTOTTCAOTTCTTOGATTCSCACATTGTTAACAOTOAOAA540
5 ti ti NT NT N O NT Q E L ID 5 Q 1 NT ti 5 E N 164

TOOATOCCGGATCAAGTCGAACTCTOOCACAACTOOCACGgtaagCaaacaCCCaaCCCa600
OC Rl K SN SG 770 T 117

~ 660
1 A ti NT 7 Y Q 184

*

AACATTTCCCTTACCAACATCAGCAAGTATGGTOTCOATGTCCAGCACOÁCTATCTCAAC720
ti 1 5 L T ti 1 5 K Y O NT ID NT O O ID Y L ti 204
* *

OOCOOCCCTTACOOAAAGCCGACC 744
o o r Y O K P 7 312

Figura 5.1. Secuenciade nuceótidosdel fragmentoobtenidopor amplificaciónde DNA
genómicodeFORL aislamientor2 conloscebadores5’-ATCTGGCCATGTCATTGAT-3
y 5-GGTCGGCTTTCCCAGTAGG-3’.La secuenciade aminoácidosobtenidacon el
programaGeneproaparecedebajo,en ella se marcacon negrilla la secuenciaconsenso
de poligalacturonasasy conasteriscolos posiblespuntosdeN-glicosilación.Los posibles
intronesaparecenen letra minúscula.
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Regulacióntnrnscripcional

La regulacióna estenivel ha sido estudiadamedianteNorthernblot. Para

ello se realizaronhibridaciones,a 40 0C, de membranasen las quehabía RNA

obtenido de micelio crecido durante 36 horas en glucosay, micelio crecido

durante6, 48 y 60 horasen ácidogalacturónico.El fragmentode 740pb, marcado

con 32P, fue utilizado como sonda(figura 5.2). En la muestraprocedentede 36

horasenglucosaal 0,5 % no sedetectóningunabanda,mientrasqueen las demás

(6, 48 y 60 horas en ácido galacturónico) sí se detectó una banda de

aproximadamente1400bases.En el último tiempo,la cantidaddemRNA paraPG

es muy superior a la de los tiemposanteriores.

El filtro de RNA utilizado fue hibridado con una sonda de DNA

codificadorade RNA ribosómico (pREl2). En todas las muestrasfue detectada

unabandade igual intensidad(figura 5.3), por lo quela cantidaddeRNA cargado

habíasido la misma.

Paracomprobarsi había mRNA en ausenciade inductor, aunquefueraa

muy bajos niveles, fueron realizadastranscripcionesinversasa partir de las

muestras anteriores (RNA obtenido de micelio crecido durante 36 horas en

glucosay micelio crecido durante6, 48 y 60 horasen ácido galacturónico).El

producto de estas transcripcionesfue despuésamplificado con los cebadores

específicospara PG. En todos los casosfue detectadauna banda de longitud

similar a la esperadaparaamplificacionesde DNA genómico (figura 5.4A). La

membranaobtenidapor transferenciadeestasmuestrasfue hibridadaconla sonda

de poligalacturonasamarcadacon digoxigenina-l1-dUTPpor “randompriming”,

a 68 0C. En todos los casosla sondahibridabócon las bandasobtenidas(figura

5.4B).

Los RNA utilizadosen la transcripcióninversafueronamplificadostambién

con los mismoscebadoresparaver posiblescontaminacionesde DNA, como se

indica en Materialesy Métodos,pero en ningún casoaparecóbanda.
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PECTATO LIASA

Obtención de la sonda

La amplificaciónde DNA de FORIL r2 con los oligonucleótidoscPL1, a

52 0C, dio por electroforesisvariasbandas,entreellas unade tamañosuperiora

500 pb (figura 5.5). El tamaño esperadopor la secuenciadel gen peíA de

Fusariumsolani f. sp.pisi erade 636 pb. Estabandafue purificaday el fragmento

correspondientedonado.Su secuenciano presentóningunahomologíacon las

liasaspécticaspresentesen los bancosde datosque utiliza el BLASTX.

Las amplificacionesa distintastemperaturas(52, 55, 57, 60 y 62 0C) con

los oligonucleótidoscPL2 como cebadores,mostraronpor electroforesisvarias

bandas,algunasde tamañosimilar a la esperada,406 pb (figura 5.6A). El gel de

agarosa con las muestras de amplificaciones a distintas temperaturasfue

transferido a una membrana.Este filtró fue hibridado a 65 0C (condiciones

restrictivas)con la sondaobtenidapor amplificacióndel plásmidopPLg2 con

estosoligonucleótidos,marcadacon digoxigenina-11-dUTP. La hibridación dio

una bandapositiva en la zona de 400 pb (figura 5.6B). Las dos bandasque

aparecíana estaaltura fueron donadasy secuenciadas.Las colonias obtenidas

fueron hibridadastambiéncon estasonday no dieron señal o éstafue débil.

Variasdeestasúltimas fueronsecuenciadasy en ningúncasola secuenciamostró

similitud conotras secuenciasde PL presentesen los bancosde datosque utiliza

el programaBLASTX.

Para ver la eficacia de la amplificación con los segundoscebadores

utilizados,cPL2,y comocontrolpositivo, fue amplificadoDNA genómicode un

E. solaniaisladode pinos.Aparecióun fragmentodel tamañoigual al esperado,

406 pb (figura 5.7A). Esta banda hibridó con la sonda obtenidaa partir del

fragmento amplificado del plásmido pPLg2 con estos cebadores,marcada

radiactivamente(figura 5.7B).
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Figura5.2. Hibridacionestipo Northernde RNA obtenidode micelio crecidodurante36
horasen glucosa(calle 1) y, micelio crecido durante6 (calle 2), 48 (calle 3) y 60 (calle
4) horasen ácido galacturónicorestrictivo. (A) Hibridacióncon la sondade POmarcada
con ‘2P a 40 0C. (B) Hibridación con la sondapREI2 marcadacon 32P a 42 oc.

Figura5.3. (A) Gel de agarosade transcripcióninversay posterioramplificacióncon los
cebadoresespecíficosparaPO a partirde muestrasde micelio crecido durante36 horas
en glucosa(calle 1) y, micelio crecido durante6 (calle 2), 48 (calle 3) y 60 (calle 4)
horas en ácido galacturónicorestrictivo. (B) Hibridación a 68 oc con la sondade PO
marcadacon digoxigenina-l1-dUTP por “random priming”.

Figura 5.4. Gel de agarosacon los productos obtenidospor amplificación de DNA
genómicodel aislamientor2 de FORL con los cebadorescPLI a52 oc (A) y DNA del
fago lamdacortadocon la enzimade restricciónPst 1 usadocomo marcador(M).

Figura 5.5. (A) Gel de agarosacon los productos de las amplificacionesde DNA
genómicodel aislamientor2 de FORL con los cebadorescPL2 a distintastemperaturas
(52, 55, 57, 60 y 62 0C) y marcadorescalerade Gibeo (M). (B) Hibridación a 65 0c de

la membrana,obtenidapor transferenciade estasmuestras,con la sondamarcadacon
digoxigenina-11-dUTPpor amplificacióndel plásmidopPLg2 con los cebadorescPL2.

Figura 5.6. (A) Gel de agarosacon el producto obtenido por amplificaciónde DNA
genómicode un E solani aisladode pino con los cebadorescPL2. (B) Hibridacióncon
lasondaobtenidaa partirdel fragmentoqueresultade la amplificaciónde pPLg2conlos
cebadorescPL2 marcadaradiactivamente.

Figura 5.7. (A) Gel de agarosade transcripcióninversay posterioramplificacióncon los
cebadorescPL2, a partir de muestrasde micelio crecido durante36 horas en glucosa
(calle 1) y micelio crecido durante6 (calle2>, 48 (calle 3) y 60 (calle 4) horasen ácido
galacturónicorestrictivo. (B) La membranaobtenidapor transferenciade estasmuestras
fue hibridado conla sondaobtenidaapartir del fragmentoqueresultade la amplificación
de pPLg2 con los cebadorescPL2 marcadacon digoxigenina-1l-dUTP por “random
priming”.

Figura 5.8. Hibridación tipo Southernde DNA genómicode tres E oxysporutn,FORL
aislamientosr2 y r13 y FOL, digerido con Eco Rl (E) y Pst1(P) con la sondamarcada
radiactivamentea partir de un fragmentodel plásmidopPLg2.
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Regulación

Se probó la sondaobtenidaa partir del plásmidopPLg2,para estudiarla

regulacióny ver la posible obtención de la sondaa través de transcripciones

inversas,amplificadas con los cebadorescPL2. Se realizaron transcripciones

inversasapartir deRNA obtenidodemicelio crecidodurante36 horasen glucosa

y micelio crecidodurante6, 48 y 60 horasen ácidogalacturónico.El productode

estastranscripcionesfue amplificadocon los cebadorescPL2. En todos los casos

dio una bandade longitud algo inferior a la esperadapara amplificacionesde

DNA genómico,400 pb (figura 5.8A). La bandade mayor intensidadaparecíaen

cultivos de 36 horas en glucosa. La hibridación con la sonda, marcadacon

digoxigenina-11-dUTP por “random priming”, a 58 0C, dio señal en todos los

casospero con muy diferente intensidad(figura 5.8B). La muestraprocedentede

cultivos de 60 horas en ácido galacturónicodio unaseñalmuchomayor a pesar

de que, aparentemente,no erala bandaque mascantidadtenía(figura 5.8A).

Hibridación con el DNA genómico

Por último, DNA genómicode Fusarium oxysporumfue hibridadocon la

sondaobtenidaa partir del plásmidopPLg2,paraver si habíaalgunaregión en

el DNA que fuerasimilar a la secuenciadel genpeíA deE solani.Paraello DNA

de FORL, aislamientosr2 y r13, y FOL fue digerido con Eco Rl y Pst 1. En los

tres hongosse detectóuna bandapara cadadigestión. FORI aislamientor2

presentabaunabandade 11.715pb cuandosecortabaconEco Rl y unade 2.397

pb cuandosecortabacon Pst 1, en r13 se detectóuna de 11.373 pb y otra de

2.259 pb y en FOL unade 12.431 pb y otra de 2.192pb respectivamente(figura

5.9), indicando la probablepresenciade una secuenciasimilar en ambasformas

especiales.
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DISCUSIÓN

La obtención de una única banda en las amplificaciones del DNA

genómico con cebadorespara PO, basadosen las secuenciasconservadasde

diversaspoligalacturonasas(Crapari y col., 1993b), demuestrala idoneidadde

estos cebadorespara amplificar secuenciasde PG en especies y estirpes

relacionadas.La secuenciadel fragmento obtenida también presentaelevada

homologíacuandosecomparacon secuenciasde otros organismos(Patiñoy col.,

en preparación).

El estudiode la regulacióngenéticahapuestodemanifiestounaregulación

a nivel transcripcionalde, al menos,unapoligalacturonasa.Parapodercuantificar

las posiblesdiferenciasentrelos cultivos, ha sido realizadaunahibridación de los

RNA conel fragmentoobtenidoapartir de la amplificación del DNA genómico.

En la muestraprocedentede 36 horasenglucosa,no fue detectadaningunabanda

mientrasqueen las otrastresmuestras,procedentesdecultivos quehabíanestado

en presencia de ácido galacturónico, sí fue detectada una banda de

aproximadamente1400 bases.El tamañoes igual al observadopara cultivos de

r2 y r6 crecidossobreotra fuente de carbonocomo la pectina(Patiño y col., en

preparación)y similar a] obtenidoparaotros microorganismoscomoCochilobolus

carbonum (Scott-Craig y col., 1990) y Fusarium moniliforme (Caprari y col.,

1993a). La existenciade una única bandaindicaría la existenciade un único

mensajeroque da lugar a distintas formaspor modificacionespostraduccionales

o puedequeno reconozcaa otros mensajeroscodificadospor otros genes.Los

resultadosdel Southernblot de DNA genómicode r2 y r13 parecenindicar la

presenciade un gen de copia única, aunqueno se descartala posibilidadde la

existenciade otros genes,en los que susimilitud en la zonadehibridaciónno sea

elevada,quecodifiquen paraotros mensajeros(Patiño y col., en preparación).

El análisis de la transcripcióninversapermite un estudiocualitativo más
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sensible:en primer lugar sevan a transcribir a cDNA todos los mensajerosy en

segundolugar la técnicade amplificaciónva aproporcionarun númeromuy alto

de copiasde los fragmentosa los que los cebadoresse unenpor su especificidad.

Esto permite detectarniveles muy bajos de mRNA. En todas las muestras

estudiadas,procedentesdemicelio crecidodurante36 horasen glucosay micelio

crecido durante6, 48 y 60 horas en ácido galacturónico,se detectóbanda; en

todos ellos habíamRINA quecodifica parapoligalacturonasa.

El hecho de que por transcripcióninversa y amplificación de RINA

obtenidode cultivos de 36 horasen glucosa,sí sedetectebanda,pone de relieve

la existenciade mRNAparaPOenestascondiciones.No obstante,losnivelesson

tan bajos queno son detectadoscon las hibridacionestipo Northern. Cuandoel

ácidogalacturónicoestápresenteen el medio,aumentala cantidaddemRNA para

PO. Se confirma con esto lo ya expresadoen los capítulos3 y 4: el ácido

galacturónicoactúacomo inductor a nivel transcripcional.En su ausenciano se

detectaactividadporquelos nivelesde proteínatraducidadebenser insuficientes

parasu detecciónpor el métodousado.En presenciade ácido galacturónico,los

niveles de actividadaumentandesdelas 6 horas, lo queva acompañadode un

aumentoen los nivelesde mRNA, tambiéndesdelas 6 horas.

La elecciónde los cebadoresparala PL presentabamásdificultad. Ya se

hacomentadoque las secuenciasdescritasparalas liasaspécticaspresentanpoca

homología. Las secuenciasde Fuso.rium solani £ sp. pisi han sido las únicas

descritaspara el género.Estas presentanaun menor homologíacon el resto e,

incluso dentrode esteorganismo,sehandescrito genesde liasasconun 65 ó 51

% de homologíaentre ellos (Guo y col., 1995a, b). Una dificultad adicional

radicabaen la probablepoca semejanzaentre Fusarium solani y IFORL. Un

indicio de ello es la escasahomologíaque existe en el gende PO entreambos

organismos(Posaday col., 1996)

No obstante,Fusariuin oxysporumesun hongo del mismogéneroqueF.

solani, y parecemásrazonableque se asemejemás a éstequea otros génerosde
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hongoso bacterias,en los quehansido descritosgenesde liasas.Es por esto,por

lo que fueron utilizados cebadoresbasadosen la secuenciade uno de sus genes

que codificaparaPL y además,fue utilizado, como sonda,un fragmentode éste.

En primer lugarfueronelegidoscebadoresbasadosen la secuenciadel gen

peíA de Fi solani f. sp.pisi (Gonzalez-Candelasy Kolattukudy, 1992), sin tener

en cuentaposibles homologíascon otras secuencias;éstos se perfilaban como

buenoscebadoresporsuspropiedades.La amplificaciónde DNA del aislamiento

r2 de FORL con estosoligonucleótidos(cPL1) dio varíasbandasentreellas una

de tamaño similar al esperadopor la secuenciadel gende Fusarium solani. El

análisis de la secuenciade estefragmentodescartóla ideade unaposible liasa.

A continuaciónfueron elegidosunosoligonucleótidos(cPL2) que correspondían

a zonasconservadas.Las amplificacionesa distintas temperaturasmostraron

varias bandas,algunasde tamaño similar a la esperada(400 pb), que además

daban señal cuando se hibridaba con una sonda obtenida a partir de la

amplificación del plásmido pPLg2 con los mismos cebadores.Dos de estas

secuenciasfueron secuenciadas,pero tampococorrespondíana fragmentosde

liasas.

Los cebadoresutilizados (cPL2) fueron eficientesparala amplificaciónde

DNA genómico de un Fi. solani aisladode pino. La dificultad de amplificar un

fragmentodel gen en FORIL eraprobablementedebido a la pocahomologíaen

estasregiones,entreestosorganismos.No obstante,ya sehavisto queun estudio

de PGsrealizadocondistintos Fusc¿riumhademostradoqueFi solaniesla especie

másdiferente dentro del género(Posaday col., 1996).Las secuenciasde pectato

liasapodríanserbastantediferentes,aunquerecientementeha sidopurificadauna

pectatoliasade FOL cuyasecuenciaN-terminalmuestraun 100 % de homología

con la PLA de Fusarium solani f. sp. pisi (Di Prietoy Roncero,1996c).

Las hibridaciones de los productos obtenidospor amplificaciones de

transcripcionesinversascon la sondade F so/ant, abrenunapuertaa la posible

obtención de una sondapropia o, al menos,a la utilización de la sondade Fi
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solani. En las amplificaciones,la bandade mayor intensidadapareceen cultivos

de 36 horasen glucosa(cultivo en ausenciade inductor),pero la hibridacióncon

la sondaobtenidaapartir de pPLg2 da mayor señalen la muestraprocedentede

cultivosde 60 horasenácido galacturónico(presenciade inductor),situaciónmás

en consonanciacon el patrónde inducción de actividades.Los oligonucleótidos

utilizados deben amplificar otras zonas del DNA y producir una mezclade

fragmentosde tamañosimilar al esperado;espor estopor lo que, enpresenciade

glucosa,apareceuna bandade mayor intensidadque la producidapor muestras

procedentesde 60 h en ácido galacturónico.Sin embargo,cuandosehibrida con

la sonda,aparecemayorintensidaden lasmuestrasde 60 henácidogalacturónico

queen las de glucosa;hay másfragmentosprocedentesde mRiNA de liasas.El

ácidogalacturónicoactúacomoinductoranivel transcripcional:tanto enpresencia

comoen ausenciahaymRiNA paraPL pero, la adiccióndel ácido aumentarásus

nivelesconsiderablemente.El clonajede la mezclade fragmentosobtenidosa las

60 horasen ácido galacturónicoproporcionaráunamezcladeplásmidos,algunos

de los cualescontendránel fragmentodel gende una liasa.

Ante la posibilidad de utilizar la sondaobtenidaa partir del plásmido

pPLg2 fue realizadauna hibridación del DNA genómico digerido, de dos

aislamientosde FORL y del uno FOL paraver posibleshomologíasentreel gen

peíA de Fi. solani y algunaregióndel DNA de Fi oxysporum.En todos los casos

fue detectadauna bandaparacadadigestión.Al menosexisteuna región en el

DNA que presentasimilitud con la secuenciade pectato liasaA de Fusarium

solani £ sp.pisí. Puedequeexistanotrassecuenciasparaliasaspero estastendrán

pocahomología.

Aunquela utilizaciónde la sondadeFi solanipuedaser útil paraconseguir

una sondaespecificade FORL, no serásuficienteparaobtenersondasde todos

los posiblesgenesde liasas.Las secuenciasde nucleótidosobtenidasa partir de

las enzimaspurificadas, permitirán la obtención de cebadoresespecíficosque

amplifiquenprincipalmentelas regionesquecodificanparaestasenzimas.
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La obtención de sondas específicaspara poligalacturonasasy liasas

permitirárealizarestudiosdepresenciay/o regulacióndedichasenzimasin planta.



CAPÍTULO 6.

Purificacióny Caracterizaciónde las Liasasde FORL

r2.
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INTRODUCCIÓN

FORL r2 produce varias enzimas pécticasque difieren en preferencia por

sustrato,modo de accióny mecanismode la reacción (capítulo 3). Han sido

identificadastres isofonnascon actividadliasay cuatro isofonnascon actividad

poligalacturonasa(figura 3.6). De las tresliasas, la mayoritariaesla másalcalina

(pI 9,20) y muestrapreferenciapor pectina,mientrasquelas otrasdos (pís 9,00

y 8,65) por pectato.

La caracterizacióndeunaactividadenzimáticapuedeserútil paraun mejor

conocimientodel modo de acciónde estasenzimastanto en cultivo como en

planta. La presenciade variasfonnasen el medio dificulta estacaracterización,

es por tanto necesariala separaciónde las tres actividadespara un mayor

conocimiento.A pesarde queestudiosin vitro nospermitenconocerpartede las

propiedadesde las enzimas.hay que tener en cuentaque en ocasionesse han

encontradodiferenciasentrelas propiedadesde las enzimasin vitro y en tejidos

infectados(Hancock,1976).

Unaprimerapurificación,medianteprecipitaciónconsulfato amónico(40-

100 % de saturación),filtración en gel en una columnaSuperdex75HR1030,e

isoelectroenfoquepreparativoen un rango 7-11, permitió la obtenciónde una

fracciónhomogéneacon la liasade pI 9,2 (Guevaray col., 1996).Un pico con

actividadPNL fue eluido de la columnaSuperdex75HR1030conun volumende

elución que correspondíaa un peso molecular de 18 kDa. Un análisis por

isoelectroenfoqueanalíticorevelóque, mientrasqueenextractosprecipitadoscon

sulfato amónico se detectabanlas tres liasas,en el pico eluido de la columna

Superdexsólo se detectabala liasa mayoritariaen gel réplica para actividad,

mientrasqueen la tinción de plata seobservabanotrasproteínasmásácidas.Las

dos actividadesliasas con pís 9,00 y 8,65 se perdían en el primer paso de

purificación. Paraeliminar las proteínasácidascontaminantesfue necesarioun
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isoelectroenfoquepreparativoa partir del cual se obtuvo un pico mayoritariocon

actividadPNL que eluía a pHs próximosa su pI (entre 9,50y 9,12). El análisis

por isoelectroenfoqueanalíticoreveló la existenciade unaúnica bandatantopor

tinción de actividad,como por tinción de proteínas.

Una caracterizaciónde esta enzima purificada confirmó su mayor

especificidadpor pectina,un mododeacción“endo” y requerimientode CaCl2(la

adición de EDTA a las mezclasde reacciónprovocó una completaperdidade

actividad,mientrasquela adición de CaCI2 incrementóla actividad).

Este método de purificación no permitía la obtención de las otras dos

actividadesliasas.Porotraparte,el rendimientoeramuy bajo desdelos primeros

pasos,6,3 % despuésde la precipitacióncon sulfatoamónico.El objetivo de este

capítuloha sido la purificación de las tres liasasparasu caracterización,estudio

de diferenciasentreellasy posible sinergismoen la acciónconjunta.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Purificación

Obtención del filtrado fúngico. FORL r2 fue crecido en matraces

Erlenmeyerde 250 ml con 100 ml de medio salino en un agitadororbital a 150

rpm y 22 0C, tal como está descrito en el capítulo 2. Los cultivos fueron

mantenidosdurantetresdíasenglucosaal 0,5 % (w¡v) y, acontinuación,1 ml fue

transferidoa matracescon 100 ml de medio salino fresco con pectinaal 0,5 %

(w/v) dondefue mantenidodurantecuatrodías.El medio fue clarificadomediante

filtración de los cultivos a travésde filtros de fibra de vidrio (WhatmanGF/A).

UnapequeñacantidadfUe dializadaparala determinaciónde las actividadesy de

la cantidadde proteínasy el resto fue precipitado.

Precipitaciónconsulfatoamónicoy concentración.El medioclarificadofue

llevado al 40 % de saturaciónpor adiciónde sulfatoamónicoa4 0C, enagitación.

Despuésde variashorasel precipitadofue removidopor centrifugacióna30.000

gdurante30 mm.El sobrenadantefue concentradoenunacéluladeultrafiltración

(Amicon), con filtros PM1O (Diaflo). El medio concentradofue dializado y

liofilizado.

Isoelectroenfoque preparativo. El medio liofilizado fue resuspendidoen

aguay cargadoen unacolumnade 110 ml de capacidad(LKB). El gradientede

densidadfue establecidocon sorbitol [0-50 % (w¡v)]. La muestrafue añadidaa

las solucionesqueformaríanel gradiente.Anfolitas Servalyte7-9 y 9-11 (Serva)

fueronusadas,en una concentracióndel 1,2 % (w/v). El ánodo, colocadoen la

partealtade la columna,estabaformado por ácido fosfórico 0,15 M y el cátodo,

situadoen la partebaja,por hidróxidosódico0,22M. El experimentofue llevado

a caboa 7 0C, a potenciaconstante(9,6 W) y a un voltaje máximo de 1600 V.

Despuésde 48 h, fraccionesde 3 ml fueron recogieronpor la partebajade la
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Figura 6.1. Esquemadel procesode purificación.
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columna,y el pH de cadauna fue inmediatamentemedido.Las fraccionescon

actividadPNL o PL fueronrecogidasy cargadasen un segundoisoelectroenfoque

en lasmismascondiciones.En esteúltimo fueronrecogidasfraccionesde 0,25 ml.

En la figura 6.1 puedeobservarseun esquemade los pasosrealizados.

Medida de la actividad enzimáticay pmteínas

Las actividadespectíny pectato liasa fueron medidas determinandola

absorbanciaa 235 nm delproducto4,5-insaturadode la reacción,a 37 0C, según

aparecedescritoen el capitulo 2. Las medidasviscosimétricasfueronrealizadas

usandomicro-viscosímetrosOstwalda 37 0C.

La cantidaddeproteínasfue determinadapor el métododeLowry (Lowry

y col., 1951)usandoalbúminade suerobovino (Sigma) comopatron.

Isoelectmenfoqueanalítico

Las proteínasfueronseparadassegúnsu punto isoeléctricoen un rangode

pH 2-11, con un equipoLKB 2117 Multiphor II a 7 0C. Fueronutilizados geles

ultrafinos (0,4 mm) de poliacrilamida que contenían,acrilamida al 5,2 %,

bisacrilamidaal 0,17 %, 1,1 ml de anfolitas,0,6 ml depersulfatoamónicoal 1 %

y 20 pl de TEMED, en un volumentotal de 12,72ml. El gel fuepreparadosobre

un cristal silanizadoen unabandeja,Ultro Thin Layer CastingTray (Bio Rad).

Las tiras de los electrodos,que constituían el ánodo y el cátodo, fueron

empapadasen H
3P04 1 M y NaOH 0,5 M, respectivamente.

El preenfoquede las anfolitas se llevó a cabo a 5 W durante30 mm. A

continuación,10 gg de proteínasfueron aplicadasa 1 cm del ánodo,utilizando

papel Whatman.El gel fue enfocadoa 15 W con un máximo de 1400 V durante

60 mm; los aplicadoresfueron retiradosdespuésde 30 mm de enfoque.Para

estimarel pI una mezclade proteínasestandarizada(Broad pI CalibrationKit
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standards,Pharmacia)fue utilizada.

Los geles fueron teñidoscon plata parala detecciónde proteínas,con el

kit deBio-Rad,segúnlas instruccionesdel fabricante.Lasactividadesenzimáticas

fueron detectadasmediantegelesréplicade agarosaal 1 % (2 mm degrosor),que

conteníanpectinao pectatoal 0,1 % en Tris-HCI 0,05 M (pH 8,0) y CaCl2 1,5

mM, segúnel procesoexplicadoen el capítulo 3.

Electmfoirsis

Las proteínasfueron separadassegún su pesomolecular en geles de

poliacrilamidaal 12 %, de 1 mm degrosor,utilizando la cubetaMini Proteande

Bio Rad.El gel separadorfue preparadoen un volumende 20 mí, con 8 ml de

acrilamida(acrilamida30 %; bisacrilamida0,8 %), 7,5 ml de Tris-HCl 1 M pH

8,8, 100 gil de SDSal 20 %, 16 pl de TEMED y 16 ¡tI depersulfatoamónicoal

10 %. El gel concentrantefue preparadoen un volumende 10 mí, con 1,7 ml de

acrilamida, 1,25 ml de Tris-HCl 1 M pH 6,8, 50 pl de SDS al 20 %, 10 pl de

TEMED y 40 pl de persulfatoamónicoal 10 %.

Las muestras, disueltas en Tris-HCl 62,5 mM, SDS al 1 %, ¡3-

mercaptoetanolal 1 %, azul de bromofenolal 2 % y glicerol al 0,002 %, fueron

hervidasdurante4 mm. El tampónde electroforesisfue glicina 192 mM y SDS

al 0,1 % en Tris-HCl 25 mM pH 8,3. El voltaje aplicado fue de 80 y en el

procesode concentracióny de 180 V durantela separacion.

Los gelesfueronteñidoscon azul CoomasieR-250 (Sigma)al 0,1 % en

una solución de metanol:acético:agua(40:10:50), y desteñidoscon la misma

solución. Para estimar el peso molecular fueron utilizados patronesde peso

molecularentre200 y 6,5 kDa (Bio Rad).
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Caacterización

La especificidadpor el sustratofue determinadavalorandola actividad

enzimáticaen mezclasde reacciónen presenciadepectinao pectato,a la misma

concentración.

Con el fin de determinar si la degradacióndel sustratosse produce

medianteun mecanismo“endo” o “exo”, sesiguió el descensoen viscosidadde

lasmezclasde reaccióny, simultáneamente,la liberacióndelproductoinsaturado,

durante30 mm, enmezclasde reaccióncon la mismaproporciónenzima-sustrato.

La viscosidadrelativa del sustrato fue definida como 100 x (t~-t0) ¡ (t1-t0),

donde t~ esel tiempo de flujo (segundos)de la mezclade reaccióna diferentes

tiempos,t1 esel tiempo de flujo (segundos)de la mezclade reaccióna tiempo O

y t0 el tiempo de flujo (segundos)del tampón.De las curvas de descensoen

viscosidadfrente al tiempo se dedujo el t50, tiempo en el cual la viscosidad

relativadelsustratoes reducidaen un 50 %, ((t1- t0)/2) + t0. Tomandocomo 100

% los enlacesdisponiblesal principio de la reacciónfue calculadoel porcentaje

de enlacesrotos al tiempo en el que la viscosidadrelativadel sustratose había

reducidoal 50 %.

Parala determinacióndelpH óptimo seutilizó tampón Tris-HCl (pH 7,0-

9,0) o tampón glicina (pH 9,0-11,0), ambos 0,05 M. Los controles fueron

valoradossin enzima.

La temperaturaóptima fue determinadamidiendo la actividadenzimática

a temperaturasentre30 y 65
0C. Los controlesfueron valoradossin enzima.

El efectodelcalcio fue determinadoenmezclasde reacciónquecontenían

EDTA 0,005 M o distintasconcentracionesde CaCl
2 (0-0,02M).
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RESULTADOS

Purificación

El procesodepurificaciónhapermitido la separaciónde las tresactividades

liasascon doscolumnasde 1FF (figura 6.2). Lastablas 1 y 2 resumenel proceso

de purificación. Este fue seguidorealizandoisoelectroenfoquesanalíticospara

comprobarel gradode contaminacióncon otrasproteínas(figura 6.3 y 6.4). En

primer lugar, el filtrado fúngico fue precipitadohasta el 40 % para quitar la

pectinadelmedio,y acontinuaciónfue concentrado.En el primerIEF preparativo

ambasactividades,PNL y PL, fueronrecuperadasen el mismo volumen (figura

6.2A), obteniéndoseunafracciónparcialmentepurificadaqueincluíalas tresliasas

y la PME (figuras 6.3 y 6.4). En el segundoIEF preparativo(figura 6.2B) se

separaronlas tresliasasy la PME, que aparecióen unafracción contaminadacon

la liasa más básica,tal como se deducedel isoelectroenfoqueanalítico de las

fracciones(figuras 6.3 y 6.4). Las tincionesusandogelesréplicade agarosa,con

pectina o pectato,confirmó la identificación de una pectín liasa(PNL), con pI

9,20 y de dos pectato liasas (PLí y PL2) con pís de 9,00 y 8,65,

respectivamente.Las tres actividades actuabancon los dos sustratos pero

mostrabanpreferenciapor uno de ellos.

La fracción que conteníala PNL fue resueltaporelectroforesisenuna sola

bandade proteínasde pesomolecular30,5 kDa. A partir de la fracción PLI se

obtuvierondosbandasdepesosmoleculares42 y 38 kDa, mientrasque en la PL2

se detectaronvariasbandascontaminantes(figura 6.5).
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Figura 6.3. Tinciones especificasde ¡EF analítico de las fracionesobtenidasen los
distintospasosde purificación. Las actividadesfuerondetectadasusandogelesréplica de
agarosaque conteníanel respectivosustratoa pH 8,0. Calle 1: muestraprocedentedel
primer ¡EF preparativo,tinciones con geles que conteníanpectina(calle Ii) y pectato
(calle 12). Calles2, 3, 4 y 5: fraccionesobtenidasdespuésdel segundoisoelectroenfoque.
Calle 2: fracción rica en PME, teñida con gel de agarosaqueconteníapectina. Calle 3:
PNL puficada, teñidacon gel de agarosaque conteníapectina. Calle 4: PLI puficada,
teñida con gel de agarosaqueconteníapectato.Calle 5: PL2 puficada,teñida con gel de
agarosaque conteníapectato.

Figura 6.4. unción de plata del gel de isoelectroenfoqueanalítico. Calle 1: muestra
procedentedel primer ¡EF preparativo.Calle 2: fracciónrica PME. Calle 3: PNL puficada.
Calle 4: PLI puficada.Calle 5: PL2 puficada.M: marcadoresde p¡.

Figura 6.5. Tinción de platadel gel de electroforesisen SDS de las fraccionesobtenidas

en el segundoisoelectroenfoque.Calle 1: fracción quecontienea la PL2. Calle 2: PL2
puficada.Calle 3: PNL puficada.M: marcadoresde pesomolecular.
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Actividad Actividad
Paso Proteínas total específica Purificación Rendimiento

mg U U.mg1

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

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

l~ IEF 1,31 10,41 7,95 42,06 83,75

20 IEF 0,128 1,35 10,54 55,77 10,86

Tabla 6.1. Tabla resumendel procesode purificación para la pectín liasa. La actividad fue
valoradapor incrementoen A 235n en mezclasde reaccióncon pectina.

Actividad Actividad
Paso Proteínas total específica Purificación Rendimiento

mg U U.mg’

Filtrado 65,15 9,9 0,1506 - 100

Concentrado ¡3,23 8,25 0,62 4,11 83,33

10 ¡EF 1,31 8,04 6,13 40,70 81,21

20 ¡EF

PLI 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 resumendel procesode purificación para
valoradapor incrementoen A 23$wn en mezclasde reacción

las pectatoliasas.La
con pectato.

actividadfue
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Camcterización

La valoraciónde actividadespor incrementoenabsorbanciaa235nm,con

pectinao pectato,confirmó lo observadoen las tincionesde los geles.La liasa

másbásicamostrópreferenciapor pectinamientrasquelasotras dospor pectato,

aunquelas tres fueron activascon los dos sustratos(tabla 6.5).

Sustrato Relación

NaPP Pectina
N/P P/N

(U.mg1) (U.mg’)

PNL 5,36 10,54 0,5 2,0

PLí 4,79 1,76 2,7 0,4

PL2 4,82 2,55 1,9 0,5

Tabla3.3. Actividad específicade las tres liasasmedidapor incrementoen A
2350,,, con

pectato(NaPP)o pectinay relaciónentreellas.Valoressuperioresa 1 en N/Pdemuestran
preferenciapor pectatoy valores superioresa 1 en P¡N demuestranpreferenciapor
pectina.

Unavez determinadala preferenciadesustrato,cadaactividadfue valorada

con su sustrato,pectinapara la PNL y pectatopara las PLí y PL2. En primer

lugar se determinóla temperaturaóptima y, a continuación,el pH óptimo a la

temperaturaobtenidacomoóptima.Las tresactividadespresentabantemperaturas

y pHsóptimosaltos (figura 6.6). La PNL exhibió máximaactividada 55
0C y pH

10. La PLí y la PL2 a 50 0C y pH 9,5.

La adición de EDTA a las mezclasde reacción provocóuna completa

perdidade actividadde las tres liasasmientrasque la adición de CaCl
2aumentó

la actividad(figura 6.6). Paraunaconcentraciónde 0,08 % de pectinao pectato
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en las mezclasde reacción, la concentraciónóptima de cloruro de calcio fue

diferente para cada enzima, 2,5, 0,25 y 0,5 mM para PNL, PLí y PL2,

respectivamente.Aunque la concentraciónóptima de calcio para la PNL fue

mayor, su activaciónpor calcio fue menor, valores superioreso inferiores al

óptimo no modificaron en gran medida la actividad y mostró actividad en

ausenciade calcio. En el casode las PL, la actividaden ausenciade calcio fue

muy pequeñay valoresligeramentesuperioreso inferioresal óptimodisminuyeron

considerablementela actividad.

Con el fin de determinar el mecanismo de acción de las enzimas

purificadas,sevaloró el descensoenviscosidady el incrementoen A 235nmen

idénticasmezclasde reacción.Parala PNL, en el tiempo enel que la viscosidad

del sustratoseredujo al 50 %, el porcentajedeenlacesrotos fue del 0,7 % (figura

6.7). En el casode la PLí se obtuvo un 6 % de enlacesrotos paraun descenso

en viscosidaddel sustratodel 50 % (figura 6.7).

o o 100

(O ‘o
D 75

Co Co

‘o ‘oO O
2 ~50 5
(O Coa) a,
O ~325 Li‘u ‘u
C Ca, <u O>

.n
o 6 0
O O‘o

22 4 5

2 2
o o

0 10 20 0 lO 20
tiempo (mm) tiempo (mm)

Figura 6.7. Modo de acción de PNL (verde) y PL] (azul). El descenso en la viscosidad
relativade las mezclasdereacción (- - -) y la liberaciónde productosinsaturados( —)

fue determinadodurante30 mm de reacción.De las curvas de reducciónen viscosidad
relativa frentea tiempo seobtuvo el valor t50 (tiempo en el que sc reduce la viscosidad
relativadel sustratoal 50 %). A este tiempo de reacciónfue calculadoel porcentajede
enlacesrotos.Paradetallesver Materialesy Métodos.
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Sineixismo

Todas las posiblescombinacionesde liasasfueron añadidasa mezclasde

reacción que contenían ácido poligalacturónicoo pectina, determinandoel

incrementoen absorbanciaa 235 nm producidopor mm. La tabla 6.3 muestra

estasmedidas.No seobservóningún efectode sinergismoentrela PNL y alguna

de las dospectatoliasas(PLí o PL2); tanto conácidopoligalacturónicocomocon

pectina, las medidasson iguales o inferiores a la suma de las actividades

individualesmedidas.Sí seobservósinergismoentrelasdospectatoliasas,siendo

mayorcon pectato(sustratomásespecífico)que con pectina.La combinaciónde

las tres no dio sinergismo.

El efectode la PME sobrelas tresactividadesliasasfue tambiénestudiado

(tabla6.4). En presenciade pectatono hubo ningún efecto, pero en presenciade

pectinahubo sinergismoen los tres casos.

NaPP Pectina

Combinación Actividad Actividad Siner- Actividad Actividad Siner-
de enzimas medida esperada gismo medida esperada gismo

PNL¡PLI 0,0291 0,0293 0,99 0,0246 0,0396 0,62

PNL/PL2 0,0168 0,0159 1,06 0,0252 0,0341 0,74

PLl/PL2 0,0261 0,0175 1,49 0,0091 0,0081 1,12

PNL¡PLl/PL2 0,0343 0,0313 1,09 0,0325 0,0409 0,79

Tabla6.3.Degradacióndeácidopoligalacturónico(NaPP)o pectinaen mezclasde reacciónque
incluyen distintascombinacionesde liasas. La actividadfue medidacomo incrementoen A235
mili’. La actividadesperadafue calculadaapartir de la sumade las actividadesindividuales.

Los valores de sinergismoresultaronde la relaciónentrela actividad mediday la esperada;
valoressuperioresa 1 indican sinergismopositivo.
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Combinación

NaPP Pectina

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¡PLl 0,0122 0,0183 0,67 0,0294 0,0111 2,64

PME/PL2 0,0023 0,0050 0,46 0,0077 0,0057 1,37

Tabla 6.4. Degradación de ácido poligalacturánico o pectina por cada liasa en presencia de pectín
metil esterasa.La actividadfue medidacomoincrementoen A235 . min’. La actividadesperada
fue calculadaa partir de la sumade las actividadesindividuales.Los valores de sinergismo
resultaronde la relaciónentrela actividadmediday la esperada;valoressuperioresa 1 indican
sinergismopositivo.
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DISCUSIÓN

El procesode purificación ha permitido la separaciónde las tres liasas,

PNL,PLí y PL2, conunarecuperacióndel 10,86, 8,48 y 1,31 % respectivamente,

y un factorde purificaciónde aproximadamente56 parala PNL y 32 paralas dos

pectatoliasas.En primerlugar,el filtrado fúngico fue precipitadosolohastael 40

% paraquitar la pectinadelmedioy acontinuaciónconcentrado,conseguiéndose

una alta recuperacióndel 88 y 83 %, para las dos actividades,PNL y PL. Se

evitabaasí la pocarecuperaciónobtenidaen estepasomediantela precipitación

consulfato amónicoentreel 40 y 100 % desaturación(Guevaray col., 1996).En

un primer IEF preparativo,las tres liasas,PNL, PLí y PL2, y la PME eluyeron

en el mismovolumen, lo cualpermitió su separacióndel restode proteínas.Como

tercer paso de purificación fueron usadasvarias técnicas (filtración en gel,

intercambio iónico, electroforesisnativa e IEF preparativoen placa)pero en

ningún caso se obtuvo una buena separaciónya que las tres liasas son muy

similares. Mejores resultados fueron obtenidos mediante un segundo 1FF

preparativoen columna.El pico de la PNL conteníaa la enzimapura ya que se

resolvió en una sola bandade proteínas,tanto en isoelectroenfoqueanalítico

(figura 6.4) como en electroforesisen SDS(figura 6.5). En el casodelpico de la

PL1, se detectóunaúnicabandaen isoelectroenfoqueanalítico(figura 6.4) y dos

por electroforesisen SDS (figura 6.5). Estos resultadosse puedeninterpretar

asumiendola presenciade una proteína contaminantede la PL1, que tuviera

idénticopuntoisoeléctricopero distinto tamañomolecular.Estambiénposibleque

la PLí constede dos subunidadesdistintas. Estaposibilidad no ha podido ser

confirmadaya que las tres liasas de FORL r2 parecentener poca carga y no

correnbienenelectroforesisen condicionesnativas.Porúltimo, el pico de la PL2

estabacontaminado aunque la proteína mayoritaria se enfoca en un punto

isoeléctricode 8,65, correspondientea la PL2 (figura 6.4).
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La tinción usandogelesréplicadeagarosaconpectinao pectato,confirmó

un pI de 9,20 para la PNL y dc 9,00 y 8,65 para las dos PLs (PLí y PL2)

(figura6.3). Las enzimasmostrabanpuntosisoeléctricosbásicoscomola mayoría

de las liasasdescritastanto de bacteriascomoen hongos:10,1 parala pectínliasa

de R/’zizoctoniasolani (Bugbee, 1990), mayor de 10 para las pectato liasas de

Erwinia carotovorasubsp.atroseptica(Bartling y col., 1995), 10 parala pectato

liasadeAmicolata sp (Brtihlmann, 1995),de 7,5 a 10,5 paralas liasasdeErwinia

chrysanthemi(Hugouvieux-Cotte-Pattaty col., 1996), 9,4 parala pectín liasade

PseudomonasfluorescensW51(Schlemmer y col., 1987), 8,7 parala pectatoliasa

de FOL (Di Prieto y Roncero, 1996c), 8,6 para la pectín liasa de Penicillium

italicum (Alañay col., 1991)y 8,3 parala pectatoliasaA de Fusarium solani f.

sp.pisi (Crawfordy Kolattukudy, 1987).El alto pI de las liasassehaconsiderado

beneficiosopara la ruptura de sustratospécticos, ya que reduce la repulsión

electrostática entre la enzima y el sustrato negativamente cargado (Brúhlmann,

1995). No obstante, se han descrito algunas con pís ácidos como la pectato liasa

de Aspergillusnidulans,con un pI de 4,2 (Dean y Timberlake, 1989) o una de las

pectato liasas de Erwiniachrysanthemi,con un pI 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 filtración en gel, 18

kfla (Guevara y col., 1996). La discrepancia puede ser debida a interacciones

entre la enzima y el gel, que pueden provocar retrasos en la elución de algunas

proteínas, como ha sido descrito para algunas pectín liasas cuando han sido

aplicadas a este tipo de geles (Bugbee, 1990; Alaña y col., 1991). Las

interacciones entre las enzimas y el gel dan falsospesosmoleculares.Por tanto

el valor más real para la PNL es 30,5 kDa. Los pesos moleculares de las dos

bandas presentes en la fracción de la PLí son de 42 y 38 kDa, que

corresponderían a las dos subunidades de la PL 1 o bien a la PL 1 y a la proteína

contaminante.Asumiendoque la PL2 es la proteínamayoritariaen la fracción
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eluida del segundo electroenfoquepreparativo, le corresponderíaun peso

molecular de 66 kDa.

Los pesosmolecularesobtenidospor electroforesisson similares a los

descritosparaotrasliasas: 23-29kDa de las pectatoliasasde Fusarium solaní£

sp.pisi (Crawford y Kolattukudy, 1987; Guoy col., 1995a, 1995b,1996),25 kDa

paralapectatoliasadeFOL (Di Prietoy Roncero,1996c),31 kDaparala pectato

liasa de A mico/ata (Briihlmann, 1995), 32 kDa para la pectín liasa de

PseudomonasfluorescensW51(Schlemmery col., 1987), 34 kDa parala pectín

liasadePseudomonasmarginalis N6301 (Nikaidou, 1995)y Penicillium italicum

(Alañay col., 1991),35 kDa parala pectinliasade Rhizoctoniasolani (Bugbee,

1990),36,5 kDaparala pectínliasadePenicillium expansum(Silva y col., 1993),

40 kDa parapectatoliasadeAspergillusnidulans(Deany Timberlake,1989),42

kDa paralas pectatoliasasde Erwinia carotovorasubsp.atroseptica(Bartling y

col., 1995)y 89 y 55 kDalas pectín liasas(L1 y L2) deAureobasidiumpu//ulans

LV 10 (Parini y col., 1988). Sólo ha sido descritauna liasapolimérica: la pectin

liasade Phomamedicaginisvar. pinodella tiene un peso molecular de 118 kDa

y estáconstituidapor cuatrosubunidadesidénticasde 29,5 kDa (Pitt, 1988). Por

tanto, si seconfirma que la PL2 deFORL r2, constade dossubunidadesdepesos

molecularesdistintos,seriaúnica a esterespecto.

La preferenciade sustratoatribuida a las tres liasas en los estudioscon

filtrados crudos(capítulo 3) ha sido confirmadaen las fraccionespurificadas.

Tanto visualizandolas actividadesen geles réplica de agarosacon pectina o

pectato(figura 6.3), como midiendo el incrementoen absorvancia235 nm de

mezclasde reacciónconambossustratos(tabla 6.5). La PNL mostró el doble de

actividad con pectina y las otras dos (PL 1 y PL2) el doble de actividad con

pectato(tabla6.5).

Generalmentelas enzimasque degradansustratosno esterificadoso con

bajo grado deesterificaciónsedenominanpectatoliasasy cuandoel sustratoestá

altamenteesterificadose denominanpectin liasas (Rexová-Benková,1973). Se
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consideraque el sustratoóptimo para la pectato liasa es el D-galacturonano

aunquepuedenactuarsobre sustratosesterificados;algunasmantienenniveles

altos de actividad sobre sustratos parcialmente esterificados, como las pectato

liasas de Fusarium salan1 f. sp.pisi, que actúansobrepectinaesterificada(70 %)

conunaactividadaproximadamentedosvecesmenorquesobrepectato(Crawford

y Kolattukudy, 1987; Guo y col.. 1995b).No obstantehansido descritaspectato

liasas que actúan preferentementesobre sustratosparcialmenteesterificado.

Erwinia carotovorasubsp. carotovoraproduce una pectato liasa (pelB) que no es

activasobre ácidopoligalactorónicoy sí sobresustratosesterificados.La enzima

es activa sobre sustratoscon 95 % de esterificación,aunqueel máximo de

actividadseobtienesobrepectinaesterificadaal 68 % (Heikinheimoy col., 1995).

En Erwinia carotovorasubsp. atrosepticahan sido identificadastres pectatoliasas

conpreferenciapor pectinade gradode esterificación31 (Bartlingy col., 1995).

En cuanto a las pectín liasasdescritas,algunasno tienennadade actividadcon

ácido poligalacturónico,como las de Rhizoctoniaso/ant (Bugbee, 1990) y

Penicillium expansum(Silva y col., 1993); otras, en cambio, actúancon pectina

y conácidogalacturónico,comolas dospectín liasasdescritasenA ureobasidium

pullulans LV 10 (Parini, y col. 1988).El grado de esterificaciónóptimo parael

sustrato puede ser elevado como en Penicillium italicum (Alaña y col.,1991)y en

unapectin liasas(L1) de Aureobasidiumpullulans (Parini y col., 1988) o puede

serbajo (38 %), como una pectín liasa(L2) deA ureobasidiumpullulans (Parini

y col., 1988).

Liasas con similares preferencias por sustrato han sido descritas

indistintamentecomoPL o PNL. A partir de A ureobasidiumpullulans LV 10 ha

sido purificadauna liasa conespecificidadporpectinade gradode esterificación

38 a la queseha identificadocomopectínliasa(Parmniy col., 1988),mientrasque

enErwinia carotovorasubsp.a¿’rosepticahan sido identificadas tres pectato liasas

conpreferenciaporpectinade grado de esterificación31 (Bartling y col., 1995).

Las diferenciasaparecenconpectinasde alto grado de esterificación:en el caso
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de Erw¡rita apenassedetectaactividadconpectinaesterificadaal 68 % y ninguna

actividadcon pectinaal 93 % y la liasadeA ureobasidiumconservael 45 % de

actividadconpectinaesterificadaal 75 %. Porotro lado enzimascon preferencia

por sustratos68 % esterificadosy sin actividadsobreácidopoligalactorónicohan

sido identificadascomopectatoliasas(Heikinheimoy col., 1995). Como puede

verseno existeun criterio universalpara la identificación de una enzimacomo

pectín o pectatoliasa.

Las tres enzimaspresentantemperaturasóptimasaltas,55 0C parala PNL

y 50 0C paraPLí y PL2 (figura 6.6). Estastemperaturassonsimilaresa las de

otras liasas de hongosy bacterias:55 0C para la pectato liasa C de Fusarium

solaní £ sp. pisí (Guo y col., 1995b), 50 0C para la pectín liasade Penicillium

ita/icum (Alalia y col., 1991), 45 0C para la pectatoliasa de FOL (Di Prieto y

Roncero,1 996c),40 0C paralasdospectín liasasdeA ureobasidiumpul/ulansLV

10 (Parini y col. 1988), de 40 a 45 0C para la pectín liasa de Penicillium

expansum(Silva y col., 1993), y, 40, 50 y 40 0C para tres pectato liasas de

Erwinia carotovorasubsp.atroseptica(Bartling y col., 1995). Han sido descritas

liasas con temperaturasóptimas de hasta 70 0C, como la pectato liasa de

Amicolata sp (Brúhlmann, 1995) o más bajas, como la pectín liasa de

Pseudomonasmarginalis, conunatemperaturaóptimade 30 0C (Nikaidou, 1995).

Los pHs óptimos,10 paraPNL y 9,5 paraPLí y PL2 sonalcalinos(figura

6.6) como para la mayoría de las liasas. Algunas presentanpHs óptimos

ligeramentebásicos,7,5 el deuna de laspectínliasasdeA ureobasidiumpullulans

(L
2) (Parini, y col. 1988), 8,0 el de las pectín liasasde Pseudomonasmargina/is

(Nikaidou, 1995) y de Rhizoctoniaso/ant (Bugbee,1990), de 8,0 a 8,5 el de la

pectínliasadePseudomonasfluorescensW51 (Schlemmery col., 1987) y de 8,3

a 9,2 las liasasdeErw ¡rita chrysanthemt,(Hugouvieux-Cotte-Pattaty col., 1996).

Otros son más básicos,como el de la pectín liasa de Pentctlltum ttaltcum o la

pectato liasa de FOL, con pH óptimo de 9,0 (Alaña y col., 1991; Prieto y

Roncero, 1996c), las tres liasas purificadasde Fusarium solani f. sp. pisi, con
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pHs óptimosentre9,5 y 10 (Crawford y Kolattukudy, 1987; Guo y col., 1995a,

1995b, 1996), o la pectato liasa de Amtcolata sp (BrOhlmann, 1995). No

obstante,existenexcepciones,unade laspectínliasasdeA ureobasidiumpullulans

LV 10 (L1), presentaun pH óptimo ligeramenteácido,5,5 (Parini y col. 1988) y

la de Penicillium expansumneutro,7,0 (Silva y col., 1993).

Las liasasde FORL r2 muestrandependenciade calcio, siendomayoren

el casode lasdospectatoliasas(figura 6.7). El hechode que sedetecteactividad

enausenciade calciopuededebersea la presenciade pequeñascantidadesdel ión

en el sustratoutilizado, queen presenciade EDTA soneliminadasporquelación.

El calcio aumentala actividad de la mayoríade las liasas. Algunas tienen un

absolutorequerimientode calcio, comola pectinliasadePhomamedicaginisvar.

pinodella (Pitt, 1988),la pectatoliasadeAmicolata sp (Bruhlmann,1995)y las

cuatro pectato liasas descritas en Fusartum solani £ sp. pisi (Crawford y

Kolattukudy, 1987; Guo y col., 1995a, 1995b, 1996).En algunoscasos,como en

el de la pectín liasade Rhizoctoniasolani, aunqueel calcio aumentala actividad,

no es esencial(Bugbee, 1990). En Aureobasidiumpullulans LV 10 han sido

detectadasdos pectín liasas (L1 y L2) que actúanen ausenciade calcio y son

activadaspor él; la adicciónde EDTA no afectaaL1 pero sí inhibe parcialmente

a L2 (Parini y col. 1988).Por último, algunasno se ven afectadaspor calcio ni

por EDTA, como la pectín liasade Pentcillium italicum (Alaña y col., 1990),la

de Penicilltum expansum(Silva y col., 1993) o la de Pseudomonasfluorescens

W51 (Schlemmery col., 1987). En Fusarium solani f. sp.ptsi seha demostrado

que la concentraciónde calcio óptima es dependientede la concentraciónde

sustrato(Crawford y Kolattukudy, 1987). En general,pareceque enzimascon

preferenciapor pectinatienenunamenor dependenciade calcio que las enzimas

con preferenciapor pectato,comoocurrecon las liasasde FORL r2.

LaPNL muestra,comotodaslaspectínliasasdescritas,un comportamiento

de tipo “endo”, con un porcentajede enlacesrotos del 0,7 % paraun descensoen

viscosidaddel sustratodel 50 % (figura 6.7). En el casode la PLí, el 6 % de
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enlacesrotos obtenido para un descensoen viscosidaddel sustratodel 50 %

(figura 6.7) indica un comportamientorelativamente“exo”, ya que este6 % esun

valor más elevadoque los que secitan en la bibliografia para enzimasde tipo

‘endo” (Cooper, 1983).

Se ha descrito la existenciade un efecto sinergistico entre tres pectato

liasas de Erwinta carotovora subsp. atroseptica, que implica un aumentoen

actividad de dos de ellas cuandoactúansobrepectinaen presenciade la tercera

(Bartling y cols., 1995). Un efecto similar ha sido detectadoen el casode las

pectatoliasasde FORL r2, PLí y PL2, y en estecasoel sinergismosemanifiesta

paralos dossustratos,pectinay pectato,siendomayorenel casodepectato(tabla

6.3). Sin embargola presenciade PNL en las mezclasde reacciónno provocó

aumentosde actividad.Este efectopodría estarrelacionadocon la existenciade

colaboraciónentrelas dospectatoliasasen el ataqueal sustrato,lo cualmejoraría

su degradacióncuandoambasestánpresentes.La adición de unafracciónrica en

pectín metil esterasaaumentóla actividadde las tres liasas (tabla 6.4), pero en

estecasoel efectoesdetectadosolo en presenciadepectina,lo quepareceindicar

que la desmetilaciónde la pectinafavorece la acción de las liasas.Esto parece

lógico en el casode las dos pectatoliasasy en el casode la pectín liasa, solo

podría serexplicadosi existieraunapreferenciade sustratoporpectinapero con

un grado de metilación más bajo.

Algunas de las característicasde la PNL purificada pueden ser

significativasparala patogénesis.Primero,el bajo pesomolecularde la proteína

puede conferirle una alta mobilidad, esto podría ser beneficioso para su

movimiento a travésde las paredescelulares.En segundolugar, es una enzima

tipo “endo”, hechoquepuedeseresencialparala maceraciónde tejidos (Bateman

y Bashman,1976; Cooper, 1983).Las pectatoliasas,de tipo “exo” y producidas

de forma constitutiva por FORL r2 a bajos niveles (capítulo 3), podrían estar

implicadasen la movilización inicial de los sustratospécticosquedesencadenael

procesode inducción de todo el complejopéctico.
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Los dosaislamientosdeFORL, r2 y r6, presentanun comportamientomuy

similar en cuanto al crecimiento, a las polisacaridasas producidas

(poligalacturonasa,pectínliasa, j3- 1 ,4-glucanasa,avicelasay ¡3-glucosidasa)y, en

el casoparticular de las enzimaspécticas,tanto en relación a las condiciones

óptimasparasu produccióncomoconrespectoa los tipos de enzimasproducidas.

La adición de CaCI2 al medio provoca, en los dos aislamientos,una

disminución del crecimiento,de las proteínastotalesy de la producciónde las

enzimaspécticas.

Enpresenciadepectato,ademásdel descensoen los nivelesde actividades

pécticas,se produjo menor crecimientoy menor cantidadde proteínasque en

presenciade pectina.Esto indica que la utilización de pectatopor el hongo es

menoseficienteque la utilización de pectina.

El aislamientor2 producepectínliasa,pectatoliasay poligalacturonasaque

son inducidaspor ácido galacturónicoy estánsujetasa represióncatabólica.Las

primeras actividadesdetectadasen ausenciade inductor, son pectato liasa y

poligalacturonasa.La pectín liasa sólo se detecta en presencia de ácido

galacturónico.

Comparandolos cultivos tamponadosa pH 8,0 ó 5,5, no se han detectado

mayoresnivelesde liasasen los cultivos pH 8,0 como ha sido descritoen otros

hongos.Por el contrario la alcalinizacióndel medio provocaun descensoen las

tres actividadesdurantetodo el períodode cultivo.

La pectín liasa tiene un comportamientode tipo “endo”, mientrasque la

pectatoliasay la poligalacturonasatienen un comportamientode tipo “exo”. Se
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han detectadotres formas con actividad liasa, con pís de 9,20, 9,00 y 8,65, y

cuatrocon actividadpoligalacturonasa,la principal con pI 7,35, dosconpís 6,85

y 6,55, y una minoritaria con pI 9,30. También se ha detectadouna pectín

metilesterasacon un pI próximo a 9,5. Las tres liasas actúan sobrepectinay

pectatoencondicionesalcalinasy tienenun absolutorequerimientodecalcio. La

más alcalina tiene preferenciapor pectina,mientrasque las otras dos sonmás

activassobrepectato.Las poligalacturonasassonmás activasa pH ácidoy son

inhibidas por calcio.

El ácido galcturónico afecta drásticamentea la regulación a nivel

transcripcional.En comparacióncon la glucosa,disminuyetotal o parcialmente

la sintesisde numerosasproteínasmientrasque induce otras. Algunas de ellas

puedenasignarsea enzimaspécticas en basea su pesomolecular y/o punto

isoeléctrico.

En el caso del gen de poligalacturonasase ha comprobado que la

regulaciónseproducea nivel transcripcional.En presenciadeácidogalacturónico

aumentanlos niveles de RNAm, mientrasque en glucosalos niveles no son

suficientesparasu detecciónmedianteNorthern blot.

En el casode los genesde las liasase ha visto que al menosuno de ellos

tiene una regulacióna nivel transcripcional. Los nivelesde RNAm, muy bajos

en glucosa,aumentanen presenciade ácidogalacturónico.

Se ha obtenido una sonda de FORL r2, de 745 pb, para el gen de

poligalacturonasa.Su secuenciapresentauna gran homología con la de otro

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

Se ha podido comprobarla presenciade secuenciasde cierta homología
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conel gen depectatoliasade F. solaní.Apareceunacopia por genomahaploide

en FORL r2 y r13 y FOL

La pectín liasa(PNL) conpI 9,20,purificadaa homogeneidad,presentaun

pesomolecularde 30,5 kDa, habiéndoseconfirmadosu preferenciapor pectina,

su requerimientode calcio y un comportamientode tipo “endo”. La pectatoliasa

conpI de 9,00 (PL 1), purificada32 veces,seresuelvemedianteelectroforesisen

SDS en dosbandasde pesosmoleculares42 y 38 kDa, quepodríancorresponder

a dos subunidades.La pectato liasa con pI de 8,65 (PL2) ha sido purificada

parcialmentey, de los resultadosobtenidosmedianteelectroforesisen SDS, se

podríaestimarun pesomolecularde 66 kDa. Sehaconfirmadola preferenciapor

pectatoy el requerimientode calcio de ambaspectatoliasas.La dependenciade

calciode las liasasde FORL r2 es mayoren el casode las dospectatoliasas,que

muestranun comportamiento‘exo”, másmarcadoen el casode PL2.

Las tres enzimaspresentantemperaturasóptimasaltas,55 0C parala PNL

y 50 0C para PLí y PL2, y pHs óptimos alcalinos, 10 paraPNL y 9,5 paraPLí

y PL2.

Ambaspectatoliasas(PL 1 y PL2) podríancooperaren la degradaciónde

sustratospécticosya que existe sinergismoen su actuación.La adición de una

fracción rica en pectín metilesterasaaumentóla actividadde las tres liasas en

presenciade pectina, lo que pareceindicar que la desmetilaciónde la pectina

favorecela acciónde las liasas.
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