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“Grupos increiblemente pequefios de dtomos,
demasiado pequefios para poder cumplir leyes estadisticas exactas,
juegan un papel predominante en los estrictamente regulados y

ordenados acontecimientos de un ser vivo”.

Erwin Schrodinger, 1945.
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Introduccién

1.1.- EL GENERO Fusarium.

El género Fusarium fue descrito por primera vez en 1809 por Link quien lo
defini6 como especies de forma hialina, con esporas no septadas que nacian en un
estroma. Esta descripcién se hizo basandose en las observaciones de F.roseum,
primera especie descrita y debido a su falta de especificidad, se podria aplicar al menos
a 50 géneros diferentes de Hyphomycetes. El género fue validado por Fries (1821)
quien lo incluy6 en el orden Tuberculariaceae. Actualmente, con el desarrollo nuevos
métodos de identificacion, esta definiciéon ha sufrido una serie de modificaciones
quedando como: “especies con macroconidios fusoides, ligeramente curvados, septados
y con una célula basal pedicelada™ (Booth, 1971). Los microconidios y clamidosporas,

terminales o intercalares, pueden estar ausentes o presentes .

En los pasados 10 afios se ha intentado lograr una uniformidad en lo que ala
sistematica de Fusarium se refiere, y aunque se ha avanzado considerablemente, todavia
existen desacuerdos entre los diferentes estados (Liddell, 1991). Esto no es normat que
ocurra en micologia, en este caso las dificultades provienen de que las especies de
Fusarium interesan a un gran numero de cientificos y tecnélogos con escasa formacion

en micologia, que sin embrago necesitan una manera rapida para identificar este género.

El género Fusarium comprende un grupo de hongos muy variado y cosmopolita
(se han aislado especies tanto en el circulo polar Artico, como en la arena del Sahara),
es responsable de numerosas enfermedades de plantas, incluyendo marchitamientos,
podredumbres, chancros (crankers), etc., en gran variedad de especies vegetales (Booth,
1971, 1984), también es responsable de problemas durante el almacenamiento de
vegetales, alteraciones de cosechas, ya se emperazon a describir casos de podredumbres

de patatas almacenadas en 1842.

Entre los efectos que causa Fusarium en humanos y animales, se encuentran
las micosis producidas en nariz y ojos y las ulceras, a la vez que es capaz de producir
toxinas que causan enfermedad o incluso la muerte en los mismos. La produccion de
toxinas se empezo a describir en 1890 cuando en Nebraska caballos, cerdos y vacas

alimentados con grano infectado perdian el pelo. Las micotoxicosis  son
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Introduccion

envenenamientos causados por la ingestion de toxinas fungicas de que se encuentran en
alimentos alterados o dafiados por el crecimiento de hongos toxigénicos. Las toxinas
entran en el animal o en el hombre por ingestion, inhalacion, o contacto directo a traves
de 1a piel y son suficientes cantidades minimas de la misma para producir cambios
significativos en la salud del animal afectado. A altas concentraciones pueden provocar
sintomas agudos o la muerte y a bajas concentraciones tienen efectos carcinogénicos,
mutagénicos, teratogénicos o estrogénicos. Algunas de las micotoxinas que pueden ser
identificadas como toxinas de Fusarium son: la toxina alimentaria aleukia, la
zearalenona y el deoxynivalenol. Estas dos ultimas se encuentran frecuentemente en
granos de cereales y son quizés el mejor ejemplo de micotoxinas que afectan a anmmales

de granja, sus sintomas son hiperestrogenismo e infertilidad.

El género Fusarium comprende alrededor de 40 especies, que a su vez estan
agrupadas en 12 secciones. Cada seccion es en realidad un conjunto de especies
relacionadas entre si, mas de la mitad de las especies son parasitas de plantas. Booth
(1971) divide las 43 especies en cuatro grupos principales: patdgenos de plantas,
patdgenos de insectos, saprofitos y habitantes de suelo. De ellos, unas pocas especies
son capaces de hacer de puente entre los 4 grupos, es decir, atacan plantas, insectos o
son capaces de vivir activamente fuera del hospedador. De las 43, 27 especies son
patogenas de plantas verdes y entre ellos se encuentran alguno de los mas serios
patogenos del mundo agricola. Los patogenos pueden serlo de un amplio rango de
especies, o de una sola, inclusive de un solo cultivar. Ademas pueden compdrtarse
como patdgenos o vivir como saprofitos en el suelo hasta que las condiciones para su
desarrollo como patogeno sean las idoneas. Esta amplia gama de relaciones entre el
patogeno y el o los hospedadores hace que surjan términos como raza fisiologica o
forma especial, que aunque no estan incluidos en los codigos internacionales de
nomenclatura nos ayudan a describir el grado de especificidad de la relacion

hospedador-patogeno.

Una raza fisiologica se define en término de genes de resistencia en el
hospedador y esto segin la teoria de Flor (1956), gen por gen significa un nimero
comparable de genes de avirulencia/virulencia en el hongo, Es decir para n genes de

resistencia en el hospedador, existirian 2" razas fisiologicas en el patogeno. Poco se
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conoce acerca del origen espontaneo de nuevas razas de Fusarium en la naturaleza,
salvo que surgen irregular e impredeciblemente. Estas razas también pueden producirse

por mutagenos (Bonhot, 1981).

Las formas especiales (Deighton et al., 1962), son cepas morfologicamente muy
similares, que se caracterizan por su adaptacion a diferentes hospedadores, serian por lo
tanto un conjunto de cepas que atacan a una especie vegetal o a lo sumo a varias

especies de un mismo género.

Tanto las formas especiales como las razas fisiologicas no son reconocibles
morfolégicamente, solo la inoculacion y su comportamiento frente al hospedador,

permiten su identificacion,

Entre los fitopatologos es conocido este género, tanto por los dafios que ocasiona
como por la dificultad que presenta su identificacion debido a la gran variabilidad
morfologica y fisiolégica, que las especies pertenecientes a este género experimentan
frente a cualquier cambio ambiental (Booth, 1978). Este autor afirmé que no existe
ninglin misterio en la taxonomia de Fusarium, pero que si buscamos problemas, los
cultivos de Fusarium son los candidatos ideales para crearlos. Fusarium puede
adaptarse a un amplio rango de sustratos, mediante cambios morfologicos, por ejemplo
la relacion carbono/nitrogeno del medio puede influir en la longitud, forma, y septado
de las esporas e incluso a la pigmentacion del medio y de las colonias. La simple
transferencia de un cultivo viejo a diferentes medios de cultivo, nos puede hacer pensar

que estamos ante una contaminacion.

La mayoria de las enfermedades causadas en plantas por Fusarium tienen un
dificil control. Se han utilizado métodos quimicos, fisicos, biologicos y genéticos, con
diferentes niveles de éxito. En la mayoria de los casos, no se evita el desarrolio de la

enfermedad con un tinico método, sino con la unién de varios de ellos.

Dentro de Fusarium las especies que son patogenos de plantas se pueden dividir
en tres grupos principales. Los que provocan marchitamientos cuyo principal

representante es F. oxysporum, los que atacan a gramineas, principalmente F.
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moniliforme, F. graminearum, F. avenaceum 'y F. culmorum y los que provocan
podredumbres de la raiz de las plantas, entre los que se encuentra F. solani. Cada uno de
los grupos tiene factores en comuin con los otros, como la capacidad de sobrevivir en
ausencia de hospedador (Price, 1984). Las poblaciones de Fusarium pueden sobrevivir
como clamidosporas y sélo si ‘hay restos de semillas o residuos de plantas se

desarrollaran como micelio (Snyder, 1969).

1.1.1- Fusarium axysporunt.

De las 12 secciones que se incluyen en el género Fusarium (Booth, 1971),
Fusarium oxysporum es el principal representante (para algunos autores, ¢l tnico) de la
seccion Elegans. Es un hongo cosmopolita, con multiples formas especializadas
patégenas, parasita alrededor de 100 especies de plantas, incluyendo gimnospermas y

“angiospermas (Armstrong y Armstrong, 1981).

Fusarium oxysporum pertenece a los “fungi imperfecti”, que incluye hongos
(aproximadamente 300.000 especies) en los que no se conoce la reproduccion sexual,
bien porque nunca ha sido observada, porque nunca la han poseido o porque la han
perdido. En ellos solo se conocen procesos de multiplicacién vegetativa por conidios.

En este grupo se incluyen la mayoria de los hongos patogenos de plantas.

Aparte de ser el miembro mas importante, economicamente, del género
Fusarium, es también uno de los mas variables. Las estirpes parasitas son
indistinguibles morfologicamente de las saprofitas,  pero muestran diferentes

habilidades para parasitar hospedadores especificos (Booth, 1971).

Fusarium oxysporum es en primer lugar, y predominantemente, un saprofito
abundante del suelo y la materia orgénica. Ademas algunas cepas tienen una actividad
patogénica especifica, que aunque constituyen una porcién muy pequefia dentro de la
poblacidn total del suelo, causan enfermedades muy importantes en los cultivos. Dentro
de F. oxysporum, el grado de restriccion a un solo hospedador varia, algunas cepas estan
poco especializadas y causan la muerte de plantulas, necrosis y podredumbres, mientras

otras son parasitan a una unica especie, 0 incluso a un tnico cultivar, por ejemplo, F.
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oxysporum fsp. lycopersici esta restringido al género lycopersicon, mientras que F.
oxysporum f.sp. vasinfectum se ha encontrado en Cajanus, Coffea, Glycine, Gossypiium,

Hevea, Hibiscus, Medicago, Ricinus , Solanum'y Vigna.

Gordon propuso, en 1965, una lista con 66 formas especiales de Fusarium
oxysporum. Desde entonces el namero de formas especiales se ha ido incrementando,
asi Booth en 1971, propone 72 y Armstrong y Armstrong (1981) detallan hasta 77. En

muchas de ellas se han encontrado dos o mas razas fisiologicas.

El ciclo de vida de F. oxysporum incluye un crecimiento saprofitico y un
crecimiento parasitico (Fig.1), con distintas fases en cada uno de ellos (Beckmam,
1987). La fase parasitaria se inicia con la penetracion en los tejidos del hospedador y la
entrada a su sistema vascular, aunque muchas cepas de Fusarium oxysporum son
capaces de penetrar en los tejidos corticales de la raiz, las cepas especificas del
hospedador son las Unicas capaces de penetrar hasta el tejido vascular y causar
marchitez. La penetracion tiene lugar principalmente por la zona de elongacion de la
raiz vy puede facilitarse por heridas o ataques de nematodos, desde el punto de
penetracion el hongo se extiende hacia arriba por los vasos xilematicos mediante el
crecimiento miceliar y la formacion de microconidias. En estadios posteriores puede
extenderse al tejido adyacente causando necrosis que son visibles exteriormente. La
patogenesis est4 relacionada con el bloqueo de los vasos y con la formacion de enzimas
y toxinas. La fase saprofitica de crecimiento se inicia cuando los tejidos infectados del
hospedador empiezan a manifestar sintomas de senescencia y mueren. Los Fusaria
vasculares, que se ramifican por el tejido vascular invadiendo las células del
parenguima cortical, generan una substancial masa productora de clamidosporas. Estas
estructuras son las que permiten a las formas patogénicas permanecer en suelos mucho
tiempo después de que una cosecha susceptible haya sido eliminada (Burges, 1981). La
formacién de clamidosporas empieza cuando los niveles de carbohidratos descienden en
los tejidos moribundos del hospedador (Hsu y Lockwood, 1973). Conforme los tejidos
del hospedador se desintegran, las clamidosporas son liberadas al suelo,
individualmente o junto con hifas en los restos vegetales. Clamidosporas pueden
persistir de forma inactiva durante varios afios gracias a la pared fuertemente engrosada

y a las reservas almacenadas y germinar al disponer de nutrientes, por ejemplo en las
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proximidad de partes jovenes de raices o de desechos organicos del suelo, favorece la

germinacion de nuevas clamidosporas.

PARASITISMO
Infeccién

Subciclo sobre

SAPROFITISMO

plantas no

hospedadoras
Subciclo o resistentes o
sobre en condiciones

detritus Lisis limitantes

et Org4nico hifas
clamidosporas V' clamidosporas ~ ” clamidosporas

Fig.- 1: Ciclo de vida de Fusarium oxysporum. (Beckmam, 1987).

1.1.1.a - La fusariosis vascular causada por Fusarium oxysporum.

Los marchitamientos vasculares producidos por F. oxysporum ocurren en
muchos cultivos de plantas. Las especies vasculares pueden atacar a sus hospedadores
en cualquier momento del ciclo vital de los mismos, antes de la emergencia, en estado

de plantula y sobre todo, cuando la planta es adulta.

El ciclo comienza cuando las raices de plantas susceptibles entran en contacto
con las hifas del hongo que se han desarrollado en el suelo. La forma de introducirse es
a través de aberturas originadas en las raices laterales emergentes o por zonas dafiadas
mecanicamente. Una vez en el interior de las raices el hongo extiende hacia la region
del xilema. Una vez alli el hongo se extiende hacia arriba por los vasos xilematicos,
donde secreta enzimas pécticas. Las células parenquimaticas mueren, produciéndose

una coloracion marrén en todos los vasos afectados.
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Segun Tello (tesis doctoral, 1989), los sintomas son los siguientes, se produce
un marchitamiento, irreversible, generalizado de toda la planta, que se combinao no con
el amarilleamiento de las hojas mas viejas. En otras ocasiones las hojas amarillean
desde la base hasta la yema terminal deteniendo la planta su crecimiento, pero sin llegar
a morir.

En el interior de los tallos enfermos se observa un oscurecimiento, que en
ocasiones se extiende al parénquima cortical subyacente, y aparece en el exterior de los
tallos, como una estria pardo-marréon sobre la que crece el cuerpo fructifero de

F.oxysporum.

Fig.-2: Marchitamiento vascular producido por Fusarium oxysporum. a: planta madura mostrando el tipico
color amarillento. b: seccién longitudinal de un vaso en la que se muestra el oscurecimiento del sistema

vascular.

Los sintomas externos van acompafiados de un tamponamiento de los elementos
traquéales debido por un lado al crecimiento del hongo y por otro al gel que se origina
como consecuencia de la mezcla de productos pécticos originados por la actividad
enzimatica. Se producen, ademas, toxinas extracelulares que se desplazan hacia las
hojas provocando la pérdida del turgencia. Todos estos efectos combinados son
posiblemente los responsables del marchitamiento de los cultivos (Roberts y Boothroyd,
1984).

Muchas de las formas especiales de F. oxysporum incluyen parésitos

estrictamente vasculares, el mas representativo es F. oxysporum f.sp. lycopersici (FOL).
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Esta forma especializada, es responsable de la fusariosis vascular del tomate
(Lycopersicon esculentum). La primera referencia sobre la marchitez de plantas de
tomate producida por FOL es de 1895, y su presencia ha sido citada al menos en 32
paises, a menudo como responsable de grandes pérdidas econdmicas. La enfermedad
continiia apareciendo como consecuencia del cultivo intensivo de tomate. El uso de
variantes resistentes, especialmente la resistencia monogenética, ha sido y continua
siendo, hasta ahora, el principal medio de control, pero tiene el problema de la aparicion
de variedades resistentes, asi en aquellas zonas cultivadas durante varios afios con
variedades que incorporan el gen 7, dominante para la resistencia a la raza ! de FOL, ha
aparecido una nueva raza del patdgeno, la raza 2. Esta raza ha sido también controlada
por el descubrimiento y posterior incorporacion, de un nuevo gen dominante para la
resistencia, el gen /-2, En 1981 se identificd una nueva raza en Brasil, la raza 3.
También se ha localizado resistencia monogenética para esta raza, pero aun no ha sido

incorporada a las variedades comerciales.

Otro método de control de la enfermedad es la aplicacién de plaguicidas durante
el desarrollo de la planta, pero es caro y no buen resultado. También se estan estudiando
las posibilidades del control biologico, por ejemplo De Cal ef al., 1997 estan ensayando
la efectividad de Penicillum oxalicum contra Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici y
Alfonso et al, 1992, también han realizado ensayos de control biologico sobre

Fusarium oxysporum £.sp. lycopersici con varias hongos no patogenos

[.1.1.b.- La podredumbre del cuello y la raiz.

El representante tipico de esta sintomatologia es Fusarium oxysporum f. sp.

radicis lycopersici.

1.1.2.- Fusarium oxysporum {. sp. radicis lycopersici

1.1.2.a.- Distribucion.

En otofio de 1985, se detect6 en los cultivos de tomate de invernadero de la region

de Murcia, una enfermedad no descrita hasta entonces en Espafia, basindose en la

10



Introducciéon

sintomatologia y en los tests de patogenicidad se demostro que el agente causal era

Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici (FORL) (Tello y Lacasa 198 8)

La micosis producida por Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici (FORL),
segiin denominacion de Jarvis y Shoemaker (1978), ha sido inventariada en diferentes
paises: Estados Unidos (Leary y Endo, 1971; Sonoda, 1976;); Japén (Yamamoto ef ol
1974); Canada (Jarvis y Thorpe, 1976); Israel (Krikun ef ., 1982); Francia (Couteaudier,
et al.1984) y Grecia (Malathrakis, 1985).

Se tomaron muestras de todos estos lugares y se comprobd que todas ellas
producian los mismos sintomas sobre el tomate (Jarvis y Shoemaker, 1978), sin embargo,
aunque todas ellas tenian como hospedador especifico al género Lycopersicon, los
sintomas causados eran netamente distintos a los producidos por Fusarium oxysporum fsp.
lycopersici (Cooper, 1978). También se comprobo que FORL es patogeno en cultivos que
son resistentes a las razas 1 y 2 de FOL (Rowe, 1980; Sato y Araki, 1974; Yamamoto ef

al., 1974).

L1.2.b.-Sintomatologia de la "enfermedad de los invernaderos" causada por
FORL.

El hongo entra por los tejidos corticales de la raiz y el hipocétilo, la penetracién
tiene lugar principalmente por la zona de elongacién de la raiz y puede facilitarse por
heridas o ataques de nematodos. Por el camino va causando heridas en emergencias

secundarias y raices adventicias (Jarvis y Thrope, 1976).

Fig.-3: Manifestacién del parasitismo.
Comparese con la planta testigo. (Tello
v Lacasa, 1988)
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Se produce un marchitamiento irreversible generalizado a toda la planta, que se
combina, o no, con amarilleamiento de las hojas més viejas (Fig. 3). En otras ocasiones, las
hojas amarillean desde la base a la yema terminal, deteniendo su crecimiento pero sin
llegar a morir. La mayor manifestacion de sintomas ocurre cuando esta proxima la primera

cosecha de frutos; sin embargo también se observa en plantas recién transplantadas.

El sistema radicular presenta podredumbres de color marron chocolate, que en el
caso mas grave afecta en su totalidad a las raices principal y secundaria. En ocasiones,
aunque en la epidermis de la raiz principal y del cuello no hay manifestacion de dafios, la
médula presenta una podredumbre hiimeda de color marron intenso, que se extiende, no
mas de 25 centimetros, sobre la zona de transicion raiz-cuello, pudiendo el hongo ser

aislado a 1 6 2 centimetros de la "mancha marron" (Fig. 4).

Fig.~4: a: Podredumbre radicular y del cuello producida por FORL (derecha) , compérese con la planta testigo
(izquierda). b: podredumbre del cuello y de la raiz principal, necrosis vascular y emision de raices adventicias

provocadas por FORL (tcllo y Lacasa, 1988).

El xilema aparece, como una continuacion de la podredumbre medular del tallo,
con una necrosis marron, que puede remontarse hasta casi 50 centimetros de altura. En
algunas ocasiones, los tallos de las plantas enfermas, estan recorridos en su epidermis por

una necrosis marron, lineal, que puede alcanzar casi hasta la copa (Tello y Lacasa, 1988).

p—
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No de forma infrecuente, los tallos de las plantas enfermas estan recorridos en su

epidermis por una necrosis marron, lineal, que puede alcanzar casi hasta la copa.

El bongo es capaz de infectar a las semillas (Jarvis y Thrope, 1976, Sanchez et al,
1975), pero la planta infectada experimentalmente, normalmente no se marchita hasta que
se producen las condiciones adecuadas para el nacimiento de! fruto (Sato y Araki, 1974,

Sonoda, 1976; Yamamoto ef al., 1974).

Estudios ultraestructurales en tomates infectados por este organismo demuestran
que la colonizacion de la raiz es muy agresiva. La epidermis es colonizada entre las 12 y
las 24 horas despuss de la inoculacién. En esta primera etapa y un poco mas tarde (96
horas) el patogeno habitualmente esta limitado al area cortical externa, donde encontramos
células fingicas tanto intra como intercelularmente. El engrosamiento de las paredes y la
formaciéon de papilas son los principales sintomas que se manifiestan en las células

corticales, pero estan totalmente ausentes en la endodermis y en el sistema vascular.

Entre las 96 v las 120 horas las hifas se hacen visibles en la endodermis y 24 horas
mas tarde la estela vascular es colonizada, en este (iltimo paso las células parenquimatosas
reaccionan como las células corticales y la invasion de los vasos se produce directamente a

través de la lamina media y de las puntuaciones de las membranas.

En el 4rea cortical el citoplasma y las paredes se muestran totalmente desintegrados
cuando la raiz completa esta colonizada; alrededor de las 144 horas después de la

inoculacion.

Las células de la endodermis a veces estan colapsadas y presentan signos de
incipiente degradacion que se hace mas pronunciada cuando el patogeno llega al sistema
vascular. Al mismo tiempo se observan los sintomas de clorosis v la incipiente flacidez de

las hojas.

la extensiva desintegracion de la pared celular observada en estudios

ultraestructurales (Rowe, 1980; Charest ef al, 1984) indican que este hongo produce
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alteraciones vinculadas a la pared similares a las producidas por otros patogenos vasculares

como Fusarium oxysporum y Verticillivm,

La podredumbre del cuello y de la raiz es el sintoma dominante, en esta patologia,
pero también el marchitamiento puede observarse en plantas cuando estd proxima la

cosecha de frutos (Jarvis y Shoemaker, 1978; Rowe, 1980).

Charest et al., (1984) describen que la clorosis y la flacidez de las hojas se
observan incluso cuando los primeros vasos acaban de ser colonizados, indicando que la
necrosis del tejido perivascular, incluyendo el cortex y el floema primario, puede en si
misma contribuir a los sintomas det marchitamiento. Es posible, a pesar de la gravedad que

la planta pueda recuperarse parcialmente, incrementando las raices secundarias.

[.1.2.¢c.- Especificidad parasitaria.

Aparte de parasitar al tomate (Lycopersicon esculentum), FORL afecta al pimiento
(Capsicum frutescens) (Yamamoto ef al., 1974, Rowe, 1980) y a la berenjena (Solarnum
melongena) (Rowe, 1980), También se ha descrito que muchas leguminosas pueden ser

susceptibles (Jones ef af., 1991).

12.- LA PARED CELULAR

La pared es responsable de varias funciones, proporciona resistencia mecdnica,
mantiene la forma de las células, controlando la expension celular, sirve para regular el
transporte intercelular, mantener las fuentes de reserva y proteger contra otros
organismos; al mismo tiempo esta involucrada en las interacciones entre las plantas y

sus patogenos (Albersheim, 1976; Brett y Waldron, 1990).

La pared celular rica en polisacaridos es la primera linea de defensa de la planta
contra un patogeno. La pared celular es, por un lado, un soporte inerte que actua como
barrera, pero por otro lado es dinidmica y metabolicamente activa (Robinson, 1991). La
mayoria de los hongos que pretenden colonizar una planta necesitan romper esta barrera

para poder acceder a los tejidos y al mismo tiempo la degradacion de la pared proporciona
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los nutrientes que necesita el hongo para poder crecer y completar su proceso de invasion.
Se acepta, de manera mayoritaria, que el arsenal enzimatico del hongo contribuye, junto
con las fuerzas mecanicas (Howard ez af, 1991) a la degradacion de ambas, cuticula y

pared.

Seguin varios autores (Bowles, 1990; Esquerré-Tugayé ef al, 1979, Vance et al,
1980), la pared es capaz de formar recubrimientos de proteinas y lignina como respuesta
frente a la invasion de un hongo patégeno. Esto viene a confirmar que la pared no es una
estructura estatica e inerte, sino que es en realidad, una extension virtual del citoplasma

con el que mantiene una continuidad molecular (Roberts, 1990).

1.2.1 - Pared celular primaria.

Las paredes celulares primarias son las paredes de las células en crecimiento. Los
polisacaridos constituyen aproximadamente un 90% de la estructura de estas paredes.
Durante el crecimiento, los enlaces entre polisacaridos se rompen, la pared se expande y

las moléculas nuevas se insertan entre las ya existentes.

La pared celular primaria de las plantas estd compuesta por una matriz de
polisacéridos y proteinas estructurales, constituyendo un sistema bifasico (McNeil, ef al,
1984). Todo esto se coloca alrededor de Ja célula en diferentes estratos y hace que la pared

sea quimica y fisicamente robusta y estable (Carpita y Gibeaut, 1993).

Existen dos tipos de pared celular primaria en plantas: el tipo L, presente en todas
fas dicotiledoneas y algunas monocotiledoneas y el tipo II presente en especies de la
familia Poaceae y en otras monocotiledéneas proximas. (Carpita y Gibeaut, 1993). Nos

vamos a centrar en la pared celular tipo I por ser el tipo de pared de las plantas de tomate.

1.2.2.- Pared celular tipo L

La pared celular primaria tipo I (Fig. 5) comprende tres dominios estructuralmente
independientes, pero que interaccionan entre si. El primer dominio es el armazdn principal

de celulosa y xiloglucano (sobre el 50 % de la masa total de la pared), este dominio esta
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embebido en un segundo dominio que es la matriz de peh., caridos pécticos (sobre el 30 %
de la masa total de la pared). El tercer dominio independiente lo ccnstituyen las proteinas
estructurales, que normalmente son las extensinas o glicoproteinas ricas en hidroxiprolina
(HRGPs).

Fig-5: Composicion de la pared primaria tipol. Las fibras de celulosa estan entrelazadas con los xiloglucanos
(@) y todo este armazén se encuentra embebido en la matriz péctica de 4cido poligalacturénico (b) y
ramnogalacturonano con pequefios grupos poliméricos de arabinano, galactano y arabinogalactano (c).

(Carpita y Gibcaut, 1993)

La capa de celulosa esta formada por una red de microfibrillas de celulosa. Las

microfibrillas se componen de algunas docenas de cadenas lineales de B-1,4 glucano que se
condensan para formar largos cristales que tienen un ancho aproximado de 5-15 nm
McCann ef al., 1990). La estabilizacion de las moléculas dentro de las microfibrillas se
logra mediante puentes de hidrogeno entre residuos de glucosa adyacentes y entre cadenas
adyacentes. El espacio que queda entre las microfibrillas es de unos 20-40 nm y queda
ocupado por el resto de componentes de la pared, que conectan las fibras entre si (Carpita
etal , 1993).
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En este tipo de pared celular, el principal polisacarido entrelazante es el
xiloglucano, otros tipos de polisacaridos no celuldsicos se encuentran en mucho menor
proporcion (Bacic ef al,1988; Darvill ef al., 1980). Los xiloglucanos son cadenas
lineales de B-1,4 glucanos, pero al contrario que la celulosa estos poseen numerosos
residuos xiluloliticos unidos en posicién 0-6 a las unidades de glucosa de la cadena,
siguiendo un patrén regular. Unidades adicionales de galactosa o arabinosa, se pueden
unir en posicién O-2 a algunas unidades de xilosil (Bacic ef al.,1988). Hay, también,
posibles uniones de fucosa en posicion 0-2 a los restos de galactosil, lo que conllevaria
la formacién de cadenas alternas de trisacaridos (Hisamatsu ef a/. 1991). En los
primeros modelos de pared primaria de dicotileddneas se consideraba que los
xiloglucanos presentaban una configuracion lineal, estableciendo puentes de hidrégeno
con los glucanos de las microfibrillas de celulosa (Albersheim, 1976, McNeil et al,
1984). Actualmente se admite una configuraciéon regularmente ondulada en los
xiloglucanos y una doble posicién en la pared, la tradicional que defendia que el
xiloglucano esta fuertemente unido a los glucanos expuestos de las microfibrillas de
celulosa y la moderna que sostiene que los xiloglucanos se extienden entre dos
microfibrillas y se enlazan con otros xiloglucanos, lo que esta mas en concordancia con
la presencia de cantidades iguales de celulosa y xiloglucano en este tipo de paredes

(Carpita et al., 1993).

Este armazén principal constituido por celulosa y xiloglucano est entrelazado
con los polisacaridos pécticos o pectinas de la pared. Las sustancias pécticas son
polisaciridos acidos de alto peso molecular que estan ampliamente extendidas en el
reino vegetal. Son el componente principal de la lamina media (Darvill e al., 1980)
donde juegan un papel importante al ser el unico polisacarido responsable de Ia
cohesion celular. Los polimeros pécticos, que constituyen la pared, tienen varias
funciones: son agente cementante y lubricante, determinan la porosidad de Ia pared,
proporcionan superficies cargadas que modulan el pH y el balance de iones (McNeil, er
al, 1984). Las conexiones entre la pared y la membrana plasmatica mantienen la
presion osmoética (Zhu et al, 1993). La pared también sirve como sefial para el
desarrollo de respuestas frentes a patdgenos o simbiontes, por ejemplo el ataque de

insectos provoca la produccién de unas sefiales en de la pared celular que inducen la
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sintesis de moléculas de defensa en la planta (Ryan, 1990) y cuando se produce una
invasion de hongos o bacterias patégenas la pared responde mediante acumulos de

proteinas o lignina ( Bowles, 1990; Carpita y Gibeaut, 1993).

En el pasado se han utilizado un gran nimero de términos confusos para las
sustancias pécticas. En 1944 el Comité para la Revision de la Nomenclatura de las

sustancias pécticas acepto las siguientes definiciones (Sakai et al., 1993):

» SUSTANCIAS PECTICAS: Son un grupo de complejos coloidales
derivados de carbohidratos que estan presentes en las plantas y que contienen
una gran cantidad de &cido “galacturonico. Los grupos carboxilo del
galacturénico pueden estar parcialmente esterificados con grupos metilo y
parcial o completamente neutralizados por una o mas bases.

e ACIDO PECTICO: Sustancia péctica compuesta por acido poligalacturénico
'y esencialmente libre de grupos metiléster. Los pectatos son las sales de los
acidos pécticos.

e PECTINA: dcido poligalacturénico esterificado con una cantidad
considerable de grupos metiléster. Los pectinatos son las sales de la pectina.

e PROTOPECTINA: Pectina insoluble en agua fijada a los tejidos de las

plantas.

En cuanto a sus propiedades generales, la pectina es un heteropolisacarido con
galacturénico y metanol como principales componentes, y con algunos azlcares neutros
unidos. Las cadenas de pectina estan formadas por alrededor de 200 unidades de acido
galacturénico unidas por enlace enlaces «-1,4 (Fig. 6). Algunas pectinas como las del
tabaco, lino y remolacha contienen ademas restos de &cido acético. Los 2rupos
carboxilo de la pectina estdn parcialmente esterificados con metanol y algunos grupos
hidroxilo estin, a veces, parcialmente acetilados. El grado de esterificacion depende del
tipo de pectina, asi por ejemplo la pectina de manzana tiene un grado de esterificacion
de alrededor de un 70%, mientras que la de patata tiene un 31 %. En el caso de la
acetilacion ocurre exactamente igual, siendo la pectina de manzana una de las menos

acetiladas (Voragen ef al, 1986). Algunas pectinas contienen otros aziicares que se
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unen a lo largo de la cadena de poligalacturénico, como por ejemplo, galactosa,

arabinosa o ramnosa {Sakai ef al., 1993).

co,cu, CD.CH.

T H\OH M H\GH W HA\OH H

OO,CH. OO,!:H,

Fig.- 6: Estructura parcial de una molécula de pectina (Pippen, et al., 1950). Los residuos metilo estan
sciialados cn rojo y los acctilo cn azul.

El esqueleto principal, formado por 4cido poligalacturénico, esta periodicamente
interrumpido por la insercion de residuos de a-ramnopiranosa. Este heteropolimero, en
forma de barra retorcida, estd constituido por cadenas de a-14 galacturonostl
entremezclados con residuos de o-1,2 ramnosil (Lau ef al., 1985). Existen ademas cadenas
laterales con residuos de otros azucares neutros como L-arabinosil o D-galactosi! (que son
los mas frecuentes) o D- Xilosil y L-fucosil (que son menos frecuentes), unidos al carbono
3 6 4 de la ramnosa (Aspinall, 1981; Barrett y Northcote, 1965). Todo esto hace que el
esqueleto principal, liso, aparezca a veces formando regiones altamente ramificadas que se

conocen como regiones “peludas”.

Una de las propiedades caracteristicas de las regiones lisas que tienen menos de un
50% de esterificacion es que suelen formar geles mediante la unién de moléculas de calcio
(Rees, 1977). Ademis de formar complejos con moléculas de calcio, las pectinas pueden
unirse a otros iones metalicos como zinc, cobre, o hierro A través del calcio se unen dos
cadenas antiparalelas de poligalacturonico (Jarvis, 1984; Powell et al, 1982), siendo
necesarios solamente unos pocos residuos de calcio sin esterificar para formar estas
estructuras altamente estable conocidas como “caja de huevos” (Fig.7). Aparte del grado
de esterificacion, pH, y concentracion de azicar o 4cido, 1a longitud de la cadena, el grado
de polimerizacién, la temperatura y la presencia de otros iones juegan un papel

importantisimo en la formacion de los geles.
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Fig-7: Estructura ¢n forma de “caja de huevos™: tres cadenas antiparalelas de poligalacturdnico enlazadas con
calcio por las regiones no esterificadas. Las zonas esterificadas impiden la unién del calcio. (Carpita y
Gibeaut, 1993). '

El tercer dominio independiente de la pared celular primaria son las protetnas-
estructurales. Como hemos dicho las principales y mejor estudiadas de todas las proteinas
de la pared son las extensinas o glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs), la funcién
principal de estas proteinas es la de mantener o bloquear la configuracién de la pared una
vez que se ha producido la elongacion de la misma (Lamport, 1986), la extensina prepara a
la celula para que pare su crecimiento, un aumento en la cantidad de extensina de la pared
va ligado al cese del crecimiento. Las unidades de extensina pueden unirse covalentemente
entre si, constituyendo una entidad independiente de las otras dos entidades representadas
en la pared (celulosa con xiloglucanos y pectinas). Otras proteinas, que pueden ser
necesarias para bloquear el crecimiento de la pared, junto a las extensinas son las proteinas
ricas en prolina (PRPs) (Chen y Varner, 1985; Hong ef al, 1987) estas proteinas se

expresarian en mas cantidad .

Otro grupo de proteinas de la pared que parecen tener una funcién importante
son las proteinas ricas en glicina 0 GRP, estas proteinas parecen tener una configuracion
de B3-hélice, pero con su dominio C-terminal extendido hacia la membrana plasmatica.

Estas proteinas son muy importantes en la interfase entre la membrana y la pared y la
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coleccion de aminoacidos aromaticos que poseen en la cara que da a la pared podrian

servir como sitios de iniciacion para la lignificacion (Condit y Meagher, 1986).

Por Ja invasion de patdgenos se sintetizan unos elicitores que provocan un aumento
en la sintesis de extensina y el dafio mecanico lleva a un aumento de las proteinas ricas en
prolina y de las proteinas estructurales ricas en glicina (GRPs). Estos hechos han llevado a
pensar que las proteinas estructurales de Ia pared ejercen una funcién de defensa frente a

patogenos potenciales (Tierney ef al., 1988).

Ademas de estas proteinas se han detectado numerosas enzimas asociadas a la
pared celular. Todas ellas estin perfectamente adaptadas a las duras condiciones existentes
en la pared, es decir, tienen por ejemplo pHs 6ptimos entre 4 y 6. Practicamente todas son
hidrolasas u oxidorreductasas. El grado de asociacion de las enzimas a la pared celular
puede ser muy diferente segin el tipo de enzima: pueden ser solubles en el apoplasto, o

unidas covalente o iGnicamente a la pared.

1.3 ENZIMAS DEGRADADORAS DE LA PARED CELULAR

Como ya hemos comentado en el apartado anterior, la primera linéa de defensa de
las plantas frente a hongos fitopatégenos es su pared celular. La mayoria de los hongos
producen polisacaridasas que pueden alterar o degradar los distintos polisacaridos
presentes en la pared celular de plantas superiores (Bateman, 1976; Knogge, 1996). La
mayoria de los autores aceptan que el arsenal enzimatico del hongo contribuye junto con

las fuerzas mecanicas a la degradacion de la cuticula y la pared (Howard et al., 1991).

Numerosos autores (Bateman y Basham, 1976; Collmer y Keen, 1986; Cooper, -
1987, Hahn ef al, 1989) han descrito las evidencias bioquimicas que existen para
demostrar la relacion entre las enzimas que degradan la pared celular (CWDE) y el
desarrollo de los sintomas de la enfermedad. Asi podemos observar como los fragmentos
pécticos, que se liberan por la accién de las enzimas pécticas, pueden formar geles que
taponan los vasos xilemdticos, provocando estrés hidrico, que es un sintoma tipico
producido por los hongos que atacan al sistema vascular. Otros sintomas, que pueden

originarse indirectamente debido a la degradacién de las paredes celulares, son la abscision
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y la episnastia, provocadas por el aumento de etileno y las clorosis, provocadas por la
generacion de peroxido de hidrogeno, ambos (etileno y perdxido de hidrogeno) debidos a

la accidn de la glucosa oxidasa (Cooper, 1984).

La degradacion enzimatica de la pared por parte del patdgeno, no solo es
importante para la penetracion, sino que permite al hongo la obtencion de nutrientes
(Cooper, 1983). Las enzimas con actividad “endo”, es decir las que rompen al azar por
el interior de las cadenas de polisacaridos, son capaces de producir maceracién en los
tejidos, mientras que las que tienen actividad “exo0”, es decir rompen las cadenas por el
extremo, comenzando por el extremo no reductor de la cadena de polisacarido,
proporcionan nutrientes al patdogeno a partir de las sustancias pécticas de la pared del

hospedador (Bateman, 1966, Bateman y Bashman, 1976).

Es totalmente cierto que la nutrictdon del microorganismo invasor es la base
fundamental de la patogénesis y que la entrada del microorganismo es el prerrequisito
esencial de la invasion, pero las enzimas degradadoras de la pared son sefiales que
disparan otros muchos procesos fisiologicos, incluyendo las respuestas de defensa de la
planta, la activacion de muchas hormonas, y el control del crecimiento y desarrollo
{(Walton, 1994).

La interaccion entre una planta y un hongo, no siempre lleva consigo la invasion de
los tejidos de la planta y el desarrollo de los sintomas de la enfermedad. Las plantas, de
hecho, son resistentes a la mayoria de los hongos fitopatogenos y el desarrolle del hongo
normalmente se frena poco tiempo después de la penetracién. Los hongos que han
adquirido la capacidad de invadir tejidos de una planta en particular (su hospedador) y/o
neutralizar los mecanismos de resistencia han establecido la llamada ‘“‘compatibilidad
basica”. En las interacciones incompatibles, el bloqueo del desarrollo del hongo esta
normalmente causado por los mecanismos de defensa activa de la planta. El
desencadenamiento de estos sucesos estd precedido por el reconocimiento del
microorganismo por la planta. Las moléculas fingicas implicadas en el reconocimiento
hospedador-patdgeno, asi como las enzimas que degradan la pared celular, juegan un papel
muy importante en el proceso de reconocimiento y en la induccion de los mecanismos de

defensa.
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1.3.1.- Tipos de epzimas pécticas.

La gran cantidad de enzimas capaces de degradar la pared celular, refleja la
inmensa complejidad de las estructuras polisacaridicas de la pared. La mayoria de los
hongos producen un gran arsenal de enzimas capaz de despolimerizar estos polisacaridos.
Estas enzimas suelen ser glicoproteinas, inducibles cuando el hongo crece sobre paredes

celulares (De Lorenzo et al., 1996).

ENZIMA REFERENCIA (sélo se da una por cada enzima)
Enzimas pécticas
Hidrolasas
Endopoligalacturonasas Stratilova et al., 1993.
Exopoligalacturonasas Valsangiacomo vy Gessler, 1992.
Ramnogalacturonasas Schols ef af,, 1990.
Liasas
Endopectatoliasas Robertsen, 1989,
Exopectatoliasas Linhardt et al., 1986.
Endopectinliasas Linhardt et al., 1986
Exopectinliasas Linthardt et ai., 1986
Esterasas
Pectinmetilesterasas Schejter y Marcus, 1988

Ramnogalacturonano acetilesterasa

Searle Van Leeuwen, et al., 1992.

Celulasas
Endo--1,4-glicanasa {carboximetilcehilasa)
Exo-i-1,4-glucanasa
Endo-f-1 4-glucanocclobiohidrolasa
B-glucosidasa

Vincken et al., 1994,
Collings et al., 1988,
Blanchettc ef al., 1989,
Collings ef al., 1988,

Enzimas despolimerizantes de la matriz

Endo-c-1,5-arabinasa
a-L-arabinofuranosidasa
Endo-B-1,4-xilanasa

B-xilosidasa

Endo-B-1,4-glucanasa
Exo-B-1,4-glucanasa
Exo-f-1,3-glucanasa (laminarinasa)

Exo-f}-1,3 1,6~glucanasa (cincreanasa)

neutra de polisacaridos-

Flipphi et af., 1993.
Cooper 1987.
Apeletal., 1993,

Tan et al., 1987,

Gilkes et al., 1991,
Collings et al., 1988,
Stahnmann et af | 1993,
Stahnmann ef al., 1993,

Endo--1,6-glucanasa Rapp, 1989,
B-1,4-galactangsa Urbanck v Zalewska-Sobezak, 1986,
a-galactosidasa Cooper, 1984.

Tabla-1: Tipo de enzimas que degradan la pared celular producidas por hongos (De Lorenzo ef af., 1996).

Hasta el momento se han identificado varias enzimas que degradan la pared celular

(Tabla-1). El proceso de identificacion de nuevas enzimas, esté restringido al avance en el
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conocimiento de la estructura de la pared. Las CWDE que rompen enlaces poco comunes
en la pared, solo pueden ser estudiadas si sus sustratos (normalmente polimeros raros o
complejos) se purifican en cantidad suficiente y se caracterizan. Si ademas tenemos en
cuenta, que la mayoria de estas enzimas se inducen por sustrato, y estan sujetas a represion
catabolica, su estudio se limita si las condiciones de cultivo tanto in vive como in vitro no

son optimas (De Lorenzo ef al., 1996).
1.3.1.c. Enzimas pécticas.

Si tenemos en cuenta que la pectina es ¢l componente mayoritario dentro de la
pared de dicotiledoneas, las enzimas capaces de degradar la pectina, Conocidas
normalmente como “enzimas pécticas”, son las mas estudiadas de todas las CWDE. Sin

embargo su papel en la invasion y en la patogénesis no esta bien definido.

Cuando un hongo crece sobre paredes celulares, las enzimas pécticas son,
invariablemente, las primeras que se secretan (Jones ef al., 1972; Mankarios y Friend,
1980). La accidn de las enzimas parece ser un prerrequisito para la posterior actuacion
de otras CWDE (Karr y Albersheim, 1970), esta actuacion secuencial de las distintas
CWDE se explica por la mejor accesibilidad de los polimeros pécticos (Mankarios y
‘Friend, 1980; Collmer y Keen, 1986) y solamente cuando la fraccion péctica se degrada,
el resto de los componentes, que hasta entonces estaban embebidos en ella, quedan

disponibles para su degradacion.

Las enzimas pécticas, en general, presentan multitud de isoformas (Cervone, et
al., 1986b), caracteristica que puede tener un significado fisiolégico, permitiendole al
hongo ia invasién aunque las condiciones del hospedador varien y le protegiendole
frente a posibles pérdidas de patogeneicidad. Las isoformas varian en su estabilidad, su
pH 6ptimo, su actividad especifica, tipos de oligosacaridos que liberan y varia tanto la
proporcion de enzimas, como las que se producen segun crece el hongo en una u otra

fuente de carbono.

La actividad de las enzimas pécticas y en general de las CWDE puede estar

relacionada con la estrategia de la invasion, asi grandes cantidades de enzimas estan
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asociadas a una rapida destruccion del tejido. Sin embargo los hongos biotréficos o

simbiéticos producen pocas enzimas, muy bien reguladas (Cervone, 1988).

Basicamente hay dos tipos de enzimas pécticas: peetinesterasas que eliminan los
residuos metilo de la pectina, o los residuos acetilo de las regiones altamente
ramificadas de la pectina y enzimas—depolimerizantes- que pueden ser hidrolasas o
transeliminasas. Estas ltimas enzimas se pueden clasificar atendiendo a tres criterios
diferentes: sustrato que prefieren (pectina, poligalacturénico u oligogalacturonidos),
modo de ruptura (transeliminacion o hidrélisis) o por donde rompen (al azar o por el

extremo de la cadena).

Tradicionalmente bajo la denominacién de enzimas pecticas se aludia a las
enzimas capaces de degradar las regionas lisas de la pectina. Con el descubrimiento de
la existencia de regiones altamente ramificadas se han empezado a purificar y
caracterizar otras enzimas, lo que se conoce como nuevas-enzimas-péetieasque son las
que degradan las zonas ramificadas de la pectina. Entre ellas podemos encontrar
esterasas, como por ejemplo la ramnogalacturonano acetil esterasa que desacetila estos
residuos y permite la actuacion del resto de las enzimas. Podemos encontrar también
hidrolasas, como la ramnogalacturonasa A, que hidroliza los enlaces que unen la
ramnosa con el galacturénico y liasas como la Ramnogalacturonasa B, que rompe estos

mismos enlaces mediante B-eliminacion.

Dentro de las enzimas__que degradan las—regiones—lisas— estan: Las

pectinmetilesterasas, las liasas (pectin y pectato liasas) y las hidrolasas

(poligalacturonasas y polimetilgalacturonasas).

Las pectinmetilesterasas (pectin metilhidrolasas, EC 3.1.1.11) catalizan la
desesterificacion del grupo metilo de la pectina formando 4cido péctico
(poligalacturénico). Las producen tanto bacterias como hongos o plantas superiores.
Algunas de eilas son altamente especificas y atacan sélo por el extremo no reductor de
la cadena o sélo por el reductor (Miller y Macmillan, 1971). En algunos casos iones
como el calcio o el sodio estimulan a las pectinesterasas (PE), esta induccion se produce

porque estos iones se unen al 4cido poligalacturonico (producto final de estas enzimas)
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evitando asi la represion por producto final. Son enzimas normalmente inducibles por

sustrato y reprimibles por glucosa (Maldonado ef al., 1989).

scchesbebecbobebe
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Las liasas o transeliminasas llevan a cabo una ruptura transeliminativa (no
hidrolitica) del enlace a.-1, 4 glicosidico de pectatos y pectinatos que se caracteriza por
degradacién transeliminativa del polimero de pectina. Las liasas rompen el enlace
glicosidico del carbono 4 y simultaneamente eliminan el hidrégeno del carbono 5,
formandose asi un doble enlace entre el C4 y Cs del extremo no reductor del acido
galacturonico formado (Ayers ef al., 1966). En muchos aspectos (induccion, represion
catabolica...) las liasas se parecen mucho a las hidrolasas (Hubbard, ef al., 1978,

Kurowski y Dunleavy, 1976).

Segtin las preferencias de sustrato y el lugar por el que rompen las liasas se
pueden clasificar en 4 tipos diferentes:

1.- Endopectatoliasas (EC 4.2.2.2): son aquellas que catalizan la ruptura

transeliminativa al azar del enlace a-1, 4 glicosidico del acido péctico. Su pH 6ptimo es
de 8.0-10.0, son activadas por Ca>" (Lyon et al., 1986) y otros cationes divalentes como
Mg?", Co*" y Sr*, todo esto nos sugiere que un par de cadenas de acido
poligalacturénico, unidas por puentes salinos, sea su verdadero substrato. El principal
producto final de estas enzimas es el acido digalacturonico insaturado (Moran et al,,
1968a). La actividad de esta enzima, como ocurre con todas las endo decrece cuando la

cadena de sustrato se acorta.
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2.- Exopectatoliasas (EC 4.2.2.9): catalizan la ruptura transeliminativa del enlace
a-1, 4 glicosidico del acido péctico comenzando por el extremo no reductor de la
cadena. El sustrato mas pequefio que son capaces de degradar es el trimero. Su pH
optimo es igual al de las endo y también se activan por cationes divalentes (Sakai et al.,
1996).
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Fig.-10- Mecanismo de accion de las exopectatoliasas

3.- Endopectinliasas (EC 4.2.2.10): catalizan la ruptura transeliminativa al azar
del enlace a-1, 4 glicosidico de la molécula de pectina. Estas enzimas se han encontrado
en algunos hongos y raramente en bacterias (Sakai ez al., 1993). Su actuacién provoca
un descenso muy rapido de la viscosidad del sustrato. Su pH optimo va de 5 a 9 y el
calcio parece no estimular su actividad (Sakai ef al., 1993). Prefieren pectinas altamente

esterificadas y nunca atacan al poligalacturénico.
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4.- Exopectinliasas catalizan la ruptura transeliminativa del enlace «-1, 4

glicosidico de la pectina comenzando por el extremo no reductor de la cadena. Su

existencia no ha sido probada.

El ultimo tipo de enzimas que nos falta por describir son las hidrolasas que son las
que catalizan la ruptura hidrolitica del enlace a-1,4-glicosidico de la pectina o el acido
poligalacturénico. Como ocurre en el caso de las liasas, vamos a distinguir entre
polimetilgalacturonasas, si la enzima prefiere como sustrato la pectina, y

poligalacturonasas, si la enzima prefiere actuar sobre poligalacturénico.

1.- Polimetilgalacturonasas: Catalizarian la ruptura hidrolitica del enlace o-1,4-
glicosidico de la pectina, prefiriendo siempre pectinas altamente esterificadas. Esta ruptura
podra ser al azar por el interior de la cadena, en el caso de las
endopectinmetilgalacturonasas, o secuencial, comenzando por el extremo no reductor de la
cadena en el caso de las exopectinmetilgalacturonasas. Aunque son numerosos los
articulos en los que aparecen estas enzimas su existencia es bastante cuestionable, ya que
se piensa que preparaciones de poligalacturonasas, mezcladas con esterasas pueden ser
confundidas con polimetilgalacturonasas (Sakai ez al., 1996).. Ademas si el residuo no esta
totalmente esterificado, las poligalacturonasas o las pectato liasas podrian ser capaces de

romper el enlace glicosidico.

2.- Poligalacturonasas: Catalizan la ruptura hidrolitica del enlace a-1,4-glicosidico

del 4cido poligalacturénico.
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En general, mediante la accion de las poligalacturonasas el acido péctico o
poligalacturénico se degrada a &cido mono, di y trigalacturénico. Estos productos
finales se pueden generar por un mecanismo de ataque multiple a una cadena, con lo
que los productos finales se detectan rapidamente, o mediante un mecanismo de ataque
a varias cadenas a la vez, si el mecanismo elegido es este ultimo, los productos finales
de la hidrolisis se detectaran sélo tras largos periodos de actuacion de la enzima.
(Fogarty y Kelly, 1983). Hay dos métodos fundamentales de medir la actividad
poligalacturonasa. El primer grupo de ensayos se basa en la determinacién de grupos
reductores liberados como consecuencia de la hidrolisis del sustrato (Somogyi, 1952;
Nelson, 1944). El segundo grupo de ensayos estd basado en la reduccién de Ia
viscosidad del sustrato (Cappellini, 1966, Bateman, 1972). Este ultimo método tiene el
problema de su dificil estandarizacién ya que la viscosidad de la pectina puede variar
simplemente al variar el pH, la temperatura, el tampdn, la fuerza idnica, o incluso

dependiendo del tipo de pectina utilizada.

Las poligalacturonasas se pueden clasificar en 2 grupos segun su modo de

ruptura:

2.1.- Endopoligalacturonasas (EC 3.2.1.15) (endoPG): Son producidas por multitud

de hongos filamentosos (Caprari ef af., 1993; Fernandez et al., 1993, Vazquez et al., 1993),
bacterias (Fogarty y Kelly, 1983), por algunas levaduras y también por plantas superiores y
algunos nematodos parésitos de plantas (Sakai ef ., 1993). Catalizan la ruptura hidrolitica

al azar del enlace a-1,4-glicosidico del acido poligalacturénico.

Como hemos dicho las endoPG son especificas del acido péctico, si el grado de
metilacion del sustrato aumenta, la velocidad de degradacion disminuye. Los grupos
carboxilo libres parecen ser un requisito para su actividad catalitica (Jansen y
McDonnell, 1945; Koller y Neukom, 1969). La velocidad de degradacion también,
ocurre con otras endo-enzimas, disminuye seglin se va acortando la cadena de sustrato.
Hay incluso endoPG capaces de degradar el trimero, pero a mucha menor velocidad
(Rexova-Benkova y Markovic, 1976).

29



Introduccion

Fig.-12- Mecanismo de accion de las
. galacturénico . extremo reductor endopoligalacturonasas

En general la endoPG tienen un pH 6ptimo bajo, de 4.0-6.0, incluso se han descrito
enzimas con un pH optimo de 2.5 y una temperatura optima alta, de 30-40 °C (Kaji y
Okada, 1969). No se han descrito otras propiedades especificas de estas enzimas, como por

ejemplo la necesidad de coenzimas.

El ion calcio suele influir en la actividad de estas enzimas, aunque normalmente su
accion es inhibitoria, se han descrito casos en los que estimula la actividad (Sakai et al.,
1993). Las EndoPG, pueden ser constitutivas (Wimborne y Rickard, 1978), aunque lo
normal es que sean inducibles (De Lorenzo et al.,1987), produciendose la induccion por
pequefias cantidades de pectina, oligomeros o galacturénico (Cooper y Wood, 1975,
Capreri et al., 1993). Algunas endoPG son sensibles a la represion catabolica (Maldonado
et al., 1989).

2.2.- Exopoligalacturonasas (EC.3.2.1.67) (ExoPG). Catalizan la ruptura

hidrolitica ~ de un modo secuencial del enlace «-1,4-glicosidico del acido

poligalacturénico comenzando por el extremo no reductor de la cadena.

Las exoPG son menos frecuentes, o quizas no se han estudiado todavia con la
profundidad de las endoPG. Sélo han sido descritas en hongos y bacterias, siendo su modo
de accion diferente segun su procedencia. Las exoPG de hongos producen el
monogalacturénico como principal producto final y su pH Optimo va de 4,0 a 6,0. Estas
enzimas se conocen como 1,4-a-galacturonidasa o exoPGl. Las exoPG bacterianas,

producen digalacturénico como principal producto final. Comunmente se designan como
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exo-poli-a-galacturonidasa o exoPG 2 (Sakai et al., 1992). Ambas degradan siempre el

sustrato comenzando por el extremo no reductor.

En contraste con las endoPGs, las exoPGs pueden degradar el dimero, lo que hace

que este sea el sustrato mas adecuado para diferenciar este tipo de enzimas

Fig.-13.- Mecanismo de accién
. de las exopoligalacturonasas de
‘ galacturénico . extremo reductor hongos

Con respecto a las otras caracteristicas de estas enzimas como la induccion,
represion o inhibicion, son muy parecidas a las endoPGs. Para distinguir ambas enzimas
solo se necesita comparar los datos obtenidos de reduccion de la viscosidad, con los de
azucares reductores. Las endoPG se caracterizan por una fuerte reduccion de la viscosidad
del sustrato (50 %), sin apenas liberar azucares reductores (2-3 %). Las exoPGs sin
embargo necesitan hidrolizar al menos un 30 % de enlaces glicosidicos para obtener el 50

% de reduccion de la viscosidad.
1.3.1.b.-Celulasas

Las celulasas de origen fingico se pueden clasificar en 3 grupos: el primero
comprende las exoglucanasas o celobiohidrolasas que atacan las moléculas de celulosa
comenzando por el extremo no reductor, liberando secuencialmente subunidades de
celobiosa, el segundo las endo-B-14-glucanasas, que rompen al azar los enlaces
glicosidicos del interior de la cadena de celulosa y por ultimo las B-glucosidasas que

hidrolizan celobiosa y celodextrinas de bajo peso molecular. En sentido extricto solo los
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dos primeras se consideran celulasas; las Giltimas participasn en la degradacion de Ia
celulosa al hidrolizar la celobiosa que inhibe a la celobiohidrolasas por ser su producto
final. Cada grupo contiene multitud de isoenzimas. Las enzimas celuloliticas muestran
sinergismo (Hoj y Fincher, 1995), se requiere la actuacién de los tres grupos de enzimas
para conseguir la degradacion completa de la celulosa. Este proceso suele ser muy lento,
ya que el polimero de celulosa tiene naturaleza cristalina. Aunque estas enzimas se han
descrito en multitud de hongos fitopatdgenos (Bodenmann et al., 1985; Kollar, 1994), los
estudios referentes a su papel en la patogénesis son muy limitados (Cooper 1984; Sposato
etal., 1995),

L.3.1.c.- Enzimas que degradan la matriz ncutra de polisaciridos.

Muchas de las enzimas que se encuentran en los tejidos infectados se incluyen
dentro de las enzimas que degradan la matriz neutra de polisaciridos, aunque existe
muy poca informacion sobre ellas. Las xilanasas son las enzimas mas estudiadas de todas
las que degradan la matriz neutra de poliacaridos. En plantas monocotiledoneas, donde el
arabinoxilano es el principal componente de la matriz de la pared, las arabinasas y
xilanasas desempefian un papel andlogo al de las enzimas pécticas en dicotiledoneas. Por
ejemplo la xilanasa es la primera enzima secretada por Rhizoctonia cerealis cuando infecta
semillas de trigo (Cooper ef al., 1988). Las xilanasas de hongos juegan también un papel
muy importante, como elicitores de las respuestas de defensa en las plantas. Inducen la
produccion de fitoalexinas (Farmer y Helgeson, 1987), la muerte celular (Bucheli et al.,
1990) y la produccion de etileno (Fuchs ef al., 1989).

Del resto de las enzimas despolimerizantes de la matriz neutra hay muy pocos
estudios, casi todas las investigaciones se han centrado en las xilanasas. En general todas
ellas son inducibles y generalmente estin sometidas a represion catabolica (Cooper y
Wood, 1975).

[4- ELPAPEL DFTAS POLICALACTURONASAS ENLAPATOGENESIS—

De todas las enzimas capaces de degradar polisacaridos, las poligalacturonasas

actan antes que otras puedan atacar a sus sustratos (Karr y Albersheim, 1970}, son por lo
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tanto, las primeras enzimas secretadas por ciertos patogenos cuando éstos crecen sobre
paredes celulares aisladas (Jones ef al, 1972). Las poligalacturonasass “preparan” los
componentes de las paredes celulares para su degradacion por otras enzimas {English,
1972) y son capaces de inducir las respuestas de defensa en las plantas, mediante la
liberacion de fragmentos de la pared vegetal que inducen, por ejemplo, la sintesis de
fitoalexinas (Bruce y West, 1982; Walker-Simmons et al., 1983),

En hongos, a las enzimas que tradicionalmente se le ha prestado mayor atencidn es
a las endopoligalacturonasas, ya que estas enzimas son capaces de macerar los tejidos de
las plantas. Sin embargo las endoPGs liberan oligogalacturonidos con un alto grado de
polimerizacion que actian como elicitores de las respuesta de defensa de la planta (Davis
et al, 1984). La mayoria de los hongos patdgenos de plantas producen también
exopoligalacturonasas (Barthe et al, 1981; Favaron ef al., 1988; Pérez Artes y Tena, 1990;
Tenhaken y Barz, 1991; Véazquez et al., 1993). Aunque su papel en la patégenesis no se ha
estudiado con profundidad todavia, estas enzimas deben tener una funcion importante, ya
que degradan los oligogalacturénidos, liberados por las endoPG, a mondmeros inactivos
como elicitores (Favaron, ef al, 1988), es decir se ha comprobado que para que un
oligogalacturonido pueda actuar como elicitor necesita tener al menos 10 unidades de
galacturénico (De Lorenzo ef al., 1996), el mondmero y el dimero no serian por tanto

capaces de actuar como elicitores.

La importancia de las poligalacturonasas en la patogénesis, esta bien establecida
para ciertas enfermedades de plantas, caracterizadas por una rapida y extensiva
degradacion de la pared celular (Bateman y Basham, 1976). El papel de Ias
poligalacturonasas, aunque menos importante, también se reconoce en el caso de
enfermedades causadas por bidtrofos, donde sélo ocurre una minima ruptura de la pared

celular durante la penetracidon y colonizacion (Cooper, 1984).

Hay autores que defienden que la produccidon de PGs por hongos patégenos de
plantas estd asociada a su capacidad de atacar a su hospedador/es especifico/s (Cervone et
al, 1981, 1986b).También se ha dicho que la produccién y/o la actividad de las distintas
poligalacturonasas, producidas por diferentes razas de patogenos pueden estar unidas con

las especificidad de la relacion raza-cultivar. (Cervone, et al, 1986b).
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El papel de las endoPGs en la patogénesis ha sido cuestionado por diferentes
autores que han realizados experimentos de interrupcion de genes de la endoPG (Scott-
Craig et al., 1990; Di Pietro e al., 1998), y no detectan que se produzca una caida drastica
en la virulencia. Sin embargo se conoce poco acerca de la expresion in planta de estas
enzimas y puede ocurrir que el hongo este expresando otras PG s que no somos capaces de
detectar in vitro. Ademés probablemente la patogenesis sea el resultado de la unién de
varias actividades coordinadas entre st que podrian compensar la ansencia de una de ellas

con sobreexpresion de las otras.
Asi con nuestro trabajo pretendemos contribuir a un mejor conocimiento de estas

actividades para asi poder saber algo mds acerca de su papel en la infeccidn y desarrollo de

los sintomas de la enfermedad
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‘Materiales y Métodos

II.1.- ORIGEN Y MANTENIMIENTO DEL HONGO

En el presente trabajo se ha utilizado el aislamiento I3 del hongo Fusarium
oxysporum Schlecht fsp. radicis lycopersici Jarvis y Shoemaker (Jarvis y Shoemaker,
1978), proporcionado por el Dr. Tello (INIA, Madrid). Fue obtenido a partir de cultivos
monospoéricos aislados a partir de plantas de tomate (Lycopersicon esculentum.)
infectadas.

El hongo ha sido mantenido en una estufz de cultivo a 25 °C, mediante
resiembras periodicas en placas de agar patata dextrosa (PDA-Panreac). Posteriormente
las placas se almacenaban en nevera a 4 °C. El cultivo se ha mantenido a largo plazo
mediante la conservacién de esporas en glicerol al 15%, a -20°C y a—80°C.

La capacidad de infectar plantas de tomate ha sido probada periédicamente

segtin describen Sanchez y colaboradores (1975).

11.2.- CULTIVO DE LOS HONGOS.

11.2.1.-Medio inductor de pectinasas {Cruickshank, 1983).

El medio de cultivo contenia por litro de agua desionizada: 1 gr de NaOH, 3 gr
de 4cido malico, 2 gr de NO;NH,, 1 gr de Ho,POUK, 0,1 gr de SOMg x 7 H20 y 5 gr de
extracto de levadura. Las fuentes de carbono, suministradas a distintas concentraciones,
fueron: pectina de manzana (Fluka) al 1%, 4cido galacturénico (Sigma) del 0,1 al 1,5 %,
4cido poligalacturénico al 1,5%, glucosa al 1,5%, 3% y 7,5% y paredes, extraidas de la
raiz y el cuello (2 ¢m) de plantas de tomate, al 1%.

Los medios se esterilizaron en autoclave a presion durante 20 minutos a 120 °C

I1.2.2.- Preparacion de indculos.
El indculo esta constituido por una pieza de 8 mm de didmetro de micelio joven
(7 dias a 28 °C) sobre PDA.

11.2.3.- Cultivo en medio inductor.
El hongo se cultivo en estatico a 28 °C, en matraces Erlenmeyer de 100 ml, con

20 m! de medio de cultivo.

36



Materiales y Métodos

El micelio se eliminé mediante filtracién a través de papel Whatman,
conservandose los liquidos de cultivo a -20 °C, para ser utilizados como extractos

enzimaticos en las posteriores valoraciones.
11.3.-DETERMINACIONES ANALITICAS.
I1.3.1 .-Peso seco del micelio.

Para estimar el peso seco, el micelio se separé por filtracion del liquido de

cultivo y se mantuvo a 65 °C hasta obtener un peso estable.
1.3.2.- pH.

Para la medicién del pH se utiliz6 un pH-metro Crison {modelo 2001). Para
medir el pH en los geles de poliacrilamida se utilizé un electrodo de contacto (modelo
Ingold 10 453 3033).

I1.3.3.- Sustancias reductoras. Actividad poligalacturonasa.

La cantidad de sustancias reductoras presentes en una muestra problema se
determiné usando el método de Somogyi (Somogyi, 1952) y Nelson (Nelson, 1944).
‘Este método se basa en la oxidacion de azicares y sustancias reductoras por compuestos
organicos cupricos en sofucion alcalina.

El sustrato utilizado fue acido poligalacturonico al 0,1 % (p/v), en tampon
acetato 50 mM, pH 5,2. Las mezclas de reaccion que contenian 50 ul de extracto
enzimatico y 50 pl de sustrato, se incubaron 30 minutos a 37 °C. Las determinaciones
fueron siempre acompafiadas de blancos de sustrato y de los liquidos de cultivo.

Previamente se determiné que la respuesta era lineal hasta una concentracion de
glucosa anhidra 1 mM. El rango de concentraciones abarcadas fue el comprendido entre

0,01 v 0,1 mg/ml. La ecuacion de la recta obtenida fue:

Asa= 0,78 + 0,015 (r = 0,99)
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Una unidad de actividad enzimatica (UAE) se defini6 como la cantidad de

enzima que libera un pumol de azicares reductores por ml y por minuto.

I1.3.4 -Proteinas en el liquido de cultivo.

Las proteinas se valoraron segiin el método de Bradford (1976) utilizando el
reactivo y el procedimiento de Bio-Rad. Este método se basa en el cambio de absorcion
de 465 nm a 595 nm que experimenta una solucion acida de “Coomassie Brilliant Blue”
al unirse a las proteinas. Los datos de absorbancia fueron referidos a una curva patron
con albumina de suero bovino de una concentracion de 400 y Sug/ml (ensayo estandar y
microensayo). Con anterioridad se comprobé que la la lectura del espectofotémetro
aumentaba linealmente hasta una concentracion de 800 y 10 ug/ml respectivamente,

siendo las rectas de regresién para ambos casos:

Asos= 0,0009 +0,0568 (r=0,99) Ensayo estandar
Asgs= 0,0361 +0,0103 (r=0,99) Microensayo

I1.3.5.- Valoracion de la glucosa.

Para medir Ia glucosa se utiliza el equipo de analisis de Boehringer Mannhein
“Gmbh GOD-period”.

Siguiendo el protocolo se elabord una recta patron con glucosa para e! rango de
concentraciones de 2,77 mM a 0,277 mM. El tiempo de reaccion fue de 50 minutos. La
recta de regresion obtentda es:

Agro = 0,028 +0,5508 [Glucosa] mM  (r =0,99)

I1.3.6.- Soluciones tampoén.
La mayoria de las soluciones tampén se prepararon siguiendo las tablas Geigy

(Geigy, 1965) que consisten en mezclar 2 soluciones, una acida y otra basica, en

distintas proporciones segun el pH deseado.
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El tampon fosfato salino (PBS) se preparé mezclando 1,5 mM de KH,POq,, 8,5
mM de Na;HPO,, 2,7 mM de KCl y 140 mM de NaCl (concentracion final).

El Tampon TRIS salino (TBS) se preparé con TRIS HCI 50 mM pH 7.5vy0,5M
de NaCl.

11.4.- METODOS DE CONCENTRACION DE PROTEINAS
11.4-1.- Ultrafiltracion.

La ultrafiltracién separa macromoléculas disueltas en un fluido basandose en su
tamafio molecular, la conformacion y la carga de las moléculas pueden afectar a su
rendimiento.

Filtracion tangencial

Las proteinas del liquido de cultivo fueron concentradas por filtracion tangencial
mediante membranas de 10 kDa (Filtros de membrana minisette, Filtron). Este método
posee la ventaja de crear unas corrientes tangenciales que facilitan el efecto de
“barrido”, minimizando el efecto de la concentracion, que en otros casos hace que se se

colapse el filtro. El flujo tangencial es proporcionado por una bomba peristaltica.

Filtracion no tangencial
Es un método de ultrafiltracion mediante células con agitacion. Las membranas
utilizadas fueron de 30 kDa (Millipore). La filtracion se realiza mediante la presion

proporcionada por una bombona de nitrogeno.
11.4.2 - Precipitacion con dcido tinico.

La precipitacion se realizo afiadiendo a la muestra problema una solucion de
acido tanico hasta una concentracion final del 1% (Shibata y Nisizawa, 1965). Se dejo 1

hora a 4 °C y posteriormente se centrifugo durante 10 minutos a 10000 g. El precipitado

se lavo 3 veces con acetona para que se eliminasen los restos de acido tanico.
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I1.4.3.- Precipitacién con sulfato aménico.

La precipitacion se realizé afiadiendo, lentamente a la muestra problema, la
cantidad necesaria de sulfato amonico para alcanzar una concentracion final de 60, 75 y
00%. Una vez afiadida la totalidad del sulfato amonico se mantuvo 1 hora en agitacion a
4 °C. Posteriormente se centrifugd a 10000 g. durante 10 minutos. Para su posterior
utilizacién, el precipitado se disolvio y dializd para eliminar los restos de sulfato

amonico.

11.4.4 - Precipitacién con solventes orginicos.

Precipitacion con acetona
A un volumen determinado de muestra se le afiadié acetona hasta obtener una

concentracion final del 30, 60 y 80%, se mantuvo en el congelador durante 30 minutos y
posteriormente se centrifugd a 10000 g. durante 10 minutos. Finalmente el precipitado

se dejo secar en un liofilizador.

Precipitacion con etanol
Se procedio de manera similar a la precipitacion con acetona. La concentracion

final de etanol fue del 30, 60 y 80%.
IL.5.- DIALISIS.

Entre todos los pasos llevados a cabo durante el proceso de purificacion de la
proteina y cada vez que se necesitd medir la actividad poligalacturonasa o la
concentracion de proteinas, se realizaron didlisis. Estas se llevaron a cabo a 4 °C, en
bolsas de dilisis cuyo limite de exclusion es 10 kDa. Las dialisis se realizaron frente a
agua destilada o frente a tampon adecuado.

I1.6.- TECNICAS CROMATOGRAFICAS.

1.6.1.- Cromatografia liquida.
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La cromatografia liquida es capaz de separar moléculas atendiendo a diferentes
parametros fisicos o quimicos como el peso molecular, carga, punto isoélectrico,
interacciones hidrofobicas... Es una de las técnicas mas utilizadas en la purificacion de

proteinas.

molecular. Para la purificacion de la actividad poligalacturonasa se utilizo un equipo de
baja eficacia. La capacidad de la columna era 320 ml, la fase estacionaria fue Bio-Gel
P-100 (Bio-Rad) y la fase mévil tampoén succinato 20 mM pH 5,0

La columna se calibré con azul de dextrano resultando ser el volumen de
exclusion de la misma de 32 ml.

La columna fue empaquetada a un flujo de 0,25 ml/min. y corrida a un flujo de

0,20 ml/min. E! volumen de las fracciones recogidas fue de 2 ml (50 gotas).

isoeléctrico utilizamos dos tipos de sistemas:

e Sistemas de baja eficacia: Utilizamos DEAE Bio-Gel (Bio-Rad) que es un
intercambiador aniénico con grupos funcionales con dietilaminoetil. El gel
fue equilibrado con tampén acetato 50 mM pH 7,5. A este pH la actividad
poligalacturonasa no se retiene en el gel, sino que sale excluida. El paso a
través del gel se realizo por filtracion conectando el equipo de filtracion a
una bomba de vacio.

e Sistemas de alta eficacia: este tipo de columna se utiliz0 también en la
purificacién de la poligalacturonasa. La columna elegida fue Mono Q HR
5/5 (Pharmacia) y como fase movil se utilizé tampon fosfato 10 mM pH 8,2.
El flujo utilizado fiue 0,8 ml/min. Tras aplicar la muestra, las proteinas
retenidas en la columna fueron eluidas con un gradiente lineal de cloruro
sodico de 0 a 1,0 M realizado en 30 minutos.El equipo cromatogréfico
utilizado consta de los siguientes elementos: un inyector Rheodyne 7125,
una bomba de gradiente de Pharmacia LKB 2249, un detector de longitud de
honda variable de Pharmacia LKB (WM.2141) y como integrador el paquete
informatico HPLC-Manager (Version 1.0) y Nelson (5.5.5)
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11.6.2.- Cromatografia en capa fina.

Se realizd en placas de celulosa con dimensiones de 20x20 cm y 0,1 mm de
espesor, seghin el método descrito por Ried y Collmer (1986). Esta técnica fue utilizada
para identificar los productos de la reaccion catalizada por las poligalacturonasas.

E| sustrato utilizado fue &cido poligalacturénico al 0,1 % (p/v), en tampén
acetato 50 mM pH 5,2. La muestra estaba formada por una mezcla equitativa de sustrato
y solucién enzimatica. Esta fue incubada a 37 °C durante diferentes tiempos. Como
patrones se utilizaron acido monogalacturénico, acido digalacturénico y acido
trigalacturénico, al 0,1 % (p/v), en el tampén anteriormente descrito.

Fl solvente utilizado consistié en una solucién de butanol-acético-agua (5:2:3
v/v) y la solucion reveladora estaba formada por 200 ml de etanol al 96%, 24,22 mg de
Tris y 0,11 gr. de azul de bromofenol.

El procedimiento fue el siguiente: se aplicaron 20 ul de las muestras problema,
a distintos tiempos de incubacién, en las placas. Posteriormente la placa se introdujo en
posicién vertical, en una cubeta que contenia el solvente. El desarrollo se realizé
durante 5 horas a 37 °C, repitiéndose el proceso al dia siguiente para mejorar la
resolucion. Tras dejar secar las placas a temperatura ambiente, se introdujeron en la
solucién reveladora durante unos minutos. Los productos de la reaccion enzimatica

aparecen como bandas amarillas sobre el fondo azul de la placa.
IL7.- TECNICAS ELECTROFORETICAS .
I1.7.1.- Electroforesis en geles de poliacrilamida.

Las electroforesis se realizaron utilizando la cubeta “Miniprotean II” de Bio-
Rad, con geles de 1mm de espesor. Se llevaron a cabo en condiciones desnaturalizantes
(PAGE-SDS), segun el métodb descrito por Laemmli (1970). Este sistema consta de 2
geles (electroforesis discontinua), un gel separador que se polimeriza primero y un gel

concentrante que se polimeriza en la parte superior, cuyas composiciones son:

e Gel de separacion (10%): se mezclan 2,5 ml de Tris-HCL 1,5MpH 8.8, 3,25 ml
de acrilamida (29%)-bisacrilamida (0,8%), 50ul de persulfato amoénico, Sul de
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TEMED (N,N,N',N’-tetrametiletilendiamina) y 100 pl de SDS (dodecil-sulfato
sodico), levandose a un volumen final de 10 ml con agua destilada y
desionizada,

¢ Gel de concentracion: se mezelan 2,5 ml de Tris-HCL 0,5-M, pH 6,8, 1.3 ml de
acrilamida (29%)-bisacrilamida (0,8%), 50ul de persulfato amonico, 10 ul de
TEMED 100 ul de SDS. Como en el caso anterior se llevé a un volumen final de
10 ml.

" Las muestras se disolvieron en tampon de muestra que estaba compuesto por 4

mL de agua destilada, 1 ml de Tris-HCL (pH 6,8, 0,5M), 0,8 ml de glicerol, 1,6 ml de
SDS, 0,4 ml de B-mercaptoetanol y 0,2 ml de azul de bromofenol al 0,05%. Tras
disolverlas se hirvieron durante 5 minutos y se centrifugaron a 10000 g 1 minuto. El
tampon de electroforesis se prepard mezclando 3,02 g de Tris-base con 14,4 g de glicina
y con Ig de SDS por litro de agua.

El potencial aplicado para correr las muestras fue 80 V hasta que entraba la
muestra en el gel separador y 120 V durante su desplazamiento en la fase separadora.

Para la determinacién del peso molecular de la poligalacturonasa se utilizaron
los marcadores de peso molecular de amplio rango pretefiidos o sin pretefiir de Bio-Rad.
Los patones sin pretefiir eran miosina (208 kDa), B-galactosidasa (115 kDa), fosforilasa
B (97,4 kDa), BSA (79,5 kDa), ovoalbiimina (45 kDa) y anhidrasa carbodnica (31 kDa)
y los pretefiidos eran, miosina (208 kDa), B-galactosidasa (115 kDa), BSA (79,5 kDa),
ovoalbumina (49,5 kDa), anhidrasa carbonica (34,5 kDa), inhibidor de la tripsina (28,3
kDa) y lisozima (20,4 kDa).

IL.7.2.- Isoelectroenfoque analitico.

Se realizé en geles de poliacrilamida al 5%, segtn el método descrito por Grog
et al. (1980). El equipo utilizado fue Model 111 mini IEF cell de Bio-Rad. El gel
utilizado fue de 0,4 mm de espesor y su composicion era: 2.5 ml de acrilamida (29%)-
bisacrilamida (0,1%), 0,5 ml de anfolitos (Bio-Rad) de distintos rangos de pH, 1,6 ml
de glicerol al 25%, 50 ul de persulfato aménico al 10% y 5 pl de TEMED. Se completé

eon agua hasta un volumen final de 10 ml.
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Las muestras fueron aplicadas sobre papel Whatman n°® 3 y colocadas sobre el
gel lo mas alejadas posible de su punto isoeléctrico, para conseguir un mejor enfoque de
las proteinas.

Las condiciones del enfoque fueron las siguientes: preenfoque 15 minutos a 125
V, esto permite la distribucion de los anfolitos en el gel. 15 minutos a 100 V, tras
colocar las muestras sobre los aplicadores. 15 minutos a 200 V, posteriormente se
quitan los aplicadores y se deja 1 hora a 450 V. l

El gradiente formado se midié con un electrodo de superficie (ingold 10 453
3003).

11.7.3 .- Electroelucion

La electroelucién es una técnica que permite recuperar ADN o proteinas a partir
de geles de poliacrilamida o agarosa. Para electroeluir proteinas se utiliz6 el modelo 422
Electro-eluter de Bio-Rad. Después de realizar la electroforésis se localiz6 la banda de
la poligalacturonasa, mediante marcadores de peso molecular y ensayos con
anticuerpos. La banda de poligalacturonasa se separd del resto cortando esa porcion de
gel. Los trozos de acrilamida asi obtenidos se colocaron sobre un tubo de vidrio, que en
el extremo lleva un filtro poroso (para impedir el paso de la acrilamida). Y una capsula
con la membrana de ultrafiltracion donde queda retenida la proteina.

Tras rellenar éstos con tampén de electroforesis y cubrir los electrodos con este
mismo tampon se aplicé un potencial de 10 V/tubo durante 5 horas. Pasado este tiempo

fa proteina se recuperd de la capsula para poder ser utilizada.

I1.8.-METODOS DE TINCION

11.8.1.- Tincion de proteinas.

e Azul de Coomasie R-250: Finalizada la electroforesis, el gel se introduce en una
solucion de Coomasie R-250 al 0,002%, metanol al 46% y acido acético al 7,6%.

Tras 1 hora aproximadamente se destifie con una solucién de metanol-acético-agua
(30:10:60)
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e Tincion de Plata: esta tincion se realizo, como en el caso anterior, después de la

electroforesis siguiendo las instrucciones del kit “Silver Stain Plus” de Bio-Rad.
11.8.2 - Tincion de actividad por incubacion en el sustrato.

Finalizado el isoelectroenfoque los geles se lavaron con tampdn acetato 50 mM
pH 5,2 durante 15 minutos. Posteriormente se incubaron en una solucion de pectina al
1% en el mismo tampén, durante diferentes tiempos a temperatura ambiente y en
agitacion. Pasado este tiempo los geles se mantuvieron toda la noche en agitacion en
una solucién de rojo de rutenio al 0,02%. Posteriormente se lava con agua destilada.

Las bandas de actividad poligalacturonasa apareceran como bandas blancas
sobre el fondo rosa del gel y las de actividad pectinesterasa apareceran como bandas de

color rojo fuerte sobre dicho fondo.
I1.9.- TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A FILTROS DE NITROCELULOSA.

Para la transferencia de proteinas a filtros de nitrocelulosa se utilizo6 la técnica de
“Western-Blot”. Esta técnica se realizo con el sistema “Mini-Trans-Blot
Electrofophoretic Transfer Cell” de Bio-Rad. Antes de que finalice la electroforesis
segin se describe en el apartado I1.7.1, se sumergen los papeles Whatman 3M, las
esponjas y los filtros de nitocelulosa (Schleincher & Schuell BA 85 de 0,45 um) en
tampon de transferencia (3,02 g de Tris-base con 14,4 g de glicina y metanol (Merck) al
20%, por litro de agua destilada). Una vez finalizada la electroforésis se lava un nimuto

el gel en el tampon de transferencia anterirmente descrito.

Colocacién: Sobre el polo negro {negativo) del equipo de transferencia se coloca
la esponja, 1 papel whatman, el gel, la membrana de nitrocelulosa, el otro papel
whatman vy la otra esponja. El montaje debe hacerse con guantes y hay que eliminar

cuidadosamente todas las burbujas.

La transferencia se llevo a cabo a 4 °C, en agitacion, durante 45 minutos a un

voltaje constante de 100 V .
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I1.10.- CARACTERIZACION DE LA POLIGALACTURONASA.
11.10.1.- Determinacion de la naturaleza glicoproteica de la proteina.

Para saber si la poligalacturonasa era una glicoproteina se utilizé el método de
Hsi y colaboradores (1991), con esta técnica se detectan manosas terminales, que son
muy comunes en hongos y vegetales. Después de aplicar distintas concentraciones de la
proteina purificada, directamente sobre un filtro de nitrocelulosa, la membrana se lavo
durante 1 hora con solucién bloqueante (TBS + polivinilpirrolidona-360 al 2%),
posteriormente se incubd durante 1 hora en concanavalina A lecitina-biotinilada (10 pg
/ml) en la solucion bloqueante, Transcurrida la hora se lavd, 3 veces durante 10
minutos, con TBS/0,1% Triton X-100 (TTBS) y se incubd durante 1 hora con el
reactivo Vectastain ABC (Avidina, biotinilada-HRPO, laboratorios Vector), diluida
1:400 en la solucién bloqueante). Transcurrida la hora se lavé nuevamente con TTBS (3
lavados de 10 minutos).

Para revelarlo se utilizé una solucién que contenia TBS (10 ml) y un sustrato de
la peroxidasa, la diaminobencidina (5 mg), que al ser oxidada por la peroxidasa en
presencia de peroxido de hidrégeno (3ul de H,O; al 30%) producia manchas de color

marron de distinta segiin el contenido en carbohidratos.
[1.10.2.- Contenido en carbohidratos.

Para valorar los hidratos de carbono totales se utilizé el método de Trevelyan y
Harrison (1952), basado en la formacidon de derivados de furfural, a partir de los
azicares al afiadir 4cido sulfirico. El reactivo contiene 0,2 g de antrona en 100 ml de
sulfirico 14 M. El procedimiento seguido fue el siguiente: a 0,2 ml de muestra se le
afiadid 1 m! de reactivo. La muestra se hierve durante 10 minutos, se deja enfriar y se
lee a 660 nm. Tras restar el blanco del reactivo los valores se convierten en equivalentes
de glucosa, utilizando como patrén estandar una concentracién 0,5 mM de dicho azucar.
Con anterioridad se habia comprobado que la respuesta del espectofotdmetro era lineal

hasta una concentracién 1 mM de glucosa, siendo la ecuacion de regresion obtenida:

[Y]an= -0,102+1,479 Asgso
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11.10.3 - Desglicosilacion.

La desglicosilacion de realizd con la enzima endo-B-N acetilglucosaminidasa H
(endo-H, Boehringer), que libera los oligosacéridos unidos a la proteina por enlace N-
glicosidico, al hidrolizar el enlace entre los restos de N-acetilglucosamina que unen ¢l
oligosacérido a las asparaginas de la proteina (Tarentino y Maley, 1974).

La desglicosilacion se realizd con la poligalacturonasa purificada vy
desnaturalizada. Para ello la proteina purificada se hirvié durante 5 minutos con SDS al
0,06% y B-mercaptoetanol 0,1 mM.

La reaccion de desglicosilacion se llevo a cabo en tampon acetato 50 mM, pH
5,5 y azida sodica al 0,02%. La endo-H se afiadié a una concentracion final de 125
mU/mg de proteina y la mezcla de reaccion se incubo durante 16 horas a 37 °C. Los
resultados de la desglicosilacion se pusieron de manifiesto tras realizar una
electroforesis en condiciones desnaturalizantes y comparar el peso molecular de la

proteina nativa y desglicosilada.
11.10.4 -Determinacion del amino terminal de la proteina.

La determinacién del extremo amino terminal de la poligalacturonasa se llevo a
cabo mediante la degradacién de Edman. Se utilizé un secuenciador de proteinas, de
pulso liquido, modelo 494, y un analizador de PTH (feniltiohidantoina) en serie, modelo
Procise TM, ambos de Applied Biosystem. La muestra analizada consistidé en 20 pg de
la poligalacturonasa purificada por electroelucion (apartado 11.7.4) y desglicosilada

segun se indica en el apartado 11.10.3.

JL105- Determinacién de la secuencia de un péptido internc de la

poligalacturonasa.

Se hidrolizaron 200 pg de proteina, purificada por electroelucion (apartado
I1.7.4) y desglicosilada, segiin las indicaciones sefialadas en el apartado I1.10.3, con
tripsina (10 pg) en NHHCO; (0,4 M), a 37 °C durante 24 horas. Los péptidos
obtenidos fueron separados mediante una columna C18 (Hichrom) usando un gradiente

de 0-70% de acetonitrilo en 0,1% de 4cido trifluoracético (flujo 1 ml/min). La secuencia
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amino terminal del péptido fue obtenida siguiendo el mismo protocolo utilizado para la

sequenciacion del amino terminal.

11.10.6.- Anslisis de aminodcidos.

Para determinar la composicién en aminoécidos de la poligalacturonasa se
realizé una hidrélisis acida con HCL 6 N 110 °C, durante 24 horas. La proteina (20 pg),
purificada por electroelucion (apartado I1.7.4) y desglicosilada segun se indica en el
apartado 11.10.3, se disolvié en tampén y se analizé por FPLC utilizando el modelo

Biochrom 20 de Pharmacia. La deteccion se realizo con ninhidrina.

I.L11- OBTENCION DE _UNA _SONDA PARA LA _ENZIMA
EXOPOLIGALACTURONASA.

La sonda especifica para la exopoligalacturonasa fue obtenida mediante
amplificacién por PCR sobre DNA genomico de FORL r;3 usando cebadores
especificos. Estos cebadores se disefiaron basandonos en las secuencias del amino
terminal y del péptido interno respectivamente y presentan las siguientes caracteristicas:
el oligonucledtido que correspondia al N-terminal fue: 5S’AAGGTCTAYACTA
TCMGMCA 3°. M tiene un 50 % de A yun 50 % de C ¢ Y tiene un 50 % de T y un 50
% de C. El oligonucledtido que correspondia al péptido " interno  fue:
5*TCYTTGATRTCGACCCAVGC 3’ . R tiene un 50 % de G y un 50 % de A. V puede
ser C, G o A. Estos dos oligonuclectidos fueron sintetizados por Cruachem Ltd
(Glasgow-Escocia).

El DNA genémico se extrajo a partir de 1,5 g micelio congelado a —80 °C de 6
dias mediante el procedimiento disefiado por Dellaporta et al., 1983.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevé a cabo en un
termociclador (Peltier PTC-100, M.J. Research Inc.). El programa utilizado para la
amplificacion de un fragmento de exoPG consistia en: 28 ciclos (1 minuto a 94 °C -
desnaturalizacion ; , 1 minuto a 55 °C - anillamiento- 2 minutos a 72 °C — extension -)

seguido de 5 minutos a 72 °C para la extension final.
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Para la extension se utilizé la Taq polimerasa (EcoGen), segin las instrucciones
del fabricante, 2 mM de MgCl,, 200 uM de cada nucleétido, 1 pM de cada
oligonucledtido usado como cebador y 500 ng de ADN en un volumen final de 30 pl.

El producto de la reaccion de amplificacion se analizaron en un gel de agarosa al
1 % en 1x TAE (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1mM a pH 8,0) y bromuro de etidio
(1pgml™). La banda del producto obtenido, de aproximadamente 750 pb de longitud,
fue cortada y su DNA extraido utilizando el kit USBioclean (Amersham Life Science)
segun las instrucciones adjuntas.

El fragmento de DNA extraido y purificado, se clond con el kit pMOS blue
(Amersham Life Science) para productos de PCR, siguiendo las instrucciones del
fabricante. La seleccion de colonias se realizd creciendo las células a 37 °C durante una
noche en placas de LBA (LB mas ampicilina, 50 mg/ml) con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-
3-galactésido e isopropil-tio-3-D-galactosido.

Las colonias blancas se crecieron en 1,5 ml de LBA una noche a 37 °C y 250
rpm para extraer el DNA plasmidico. Una vez extraido el DNA plasmidico, segun
Sambrook et al., 1989, se comprobé que plasmidos tenian el inserto deseado. Para ello,
una parte fue digerida con EcoRI (1 unidad por reaccion) y RNasa A+T1 en el tampon
indicado por el fabricante (Amersham Life Science) a 37 °C y cargada en gel de agarosa
al 0,8 % en TAE y bromuro de etidio (Ipgmi™).

I1.12.- SECUENCIACION Y ANALISIS DE SECUENCIAS.

Una de las colonias con el inserto del tamaifio deseado se crecié de nuevo y el
DNA plasmidico se extrajo y purificoO usando el kit de “purificacién de DNA
ptasmidico” de Boehringer Mannheim.

Las secuenciaciones se¢ realizaron en la Unidad de Secuenciacion automatica de
la Universidad Complutense de Madrid en un secuenciador de DNA ABI PRISM
(Pelkin Elmer) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Una vez obtenida la secuencia, se comparé con las presentes en el “Genebank™

que utiliza el programa BLASTX (Altschul ef al., 1990).

11.13.- OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES FRENTE A LA
POLIGALACTURONASA.
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Los anticuerpos policlonales se obtuvieron inmunizando un conejo de raza
neozelandesa. Como antigeno se utilizd la poligalacturonasa purificada por
electroelucion (apartado I1.7.4). Las 3 dosis de antigeno que se inyectaron, se espaciaron
15 dias. La primera dosis consistié en 125 pg de proteina disuelta en PBS mezclada con
el adyuvante completo de Freund (Berhring), en proporcién 1:3. Fue inyectada por via
subcutanea. Las otras dos dosis estaban formada por 125 pg de proteina en PBS
mezclado con el adyuvante incompleto de Freund, en proporcion 1:3 y fueron
inyectadas por via intramuscular. Transcurridos 45 dias se extrajeron 10 ml de sangre de
la oreja del conejo y se valord la titulacion del suero mediante la técnica descrita en el
apartado 11.12. Una vez vista la titulacién de anticuerpos se desangré el conejo y la
sangre se dejé coagular a 37 °C durante I hora. El codgulo se separd de las paredes con
una pipeta Pasteur y se dejé contraer durante varias horas a 4 °C. finalmente el suero se

recogid mediante centrifugacidn y se conservo en alicuotas congeladas a ~20 °C.

IL.14.- INMUNODETECCION D

Se realizé una electroforesis como se describe en el apartado 7.1, cargando
distintas cantidades de antigeno (entre 0,25 y 1,5 ng de proteina purificada y de 30 a 50
ng de extractos enzimaticos procedentes del crecimiento en distintas fuentes de carbono
o de extractos de planta). Después de la electroforesis se realizé la transferencia a filtros
de nitrocelulosa como se describe en el apartado I1.9. Una vez finalizada la transferencia
los filtros se bloquearon, para evitar la unién inespecifica a proteinas, con leche
desnatada al 5% en PBS, en agitacion, durante 45 minutos. Transcurrido este tiempo se
mantiene toda la noche con el anticuerpo anti-poligalacturonasa a una concentracion
1:10000 en la misma leche. Después de lavarlo, con PBS, 3 veces durante 10 minutos,
el filtro se incubd durante dos horas con el anticuerpo anti-inmunoglobulina G de
conejo ligado a peroxidasa (Nordic immunological laboratories) a una concentracion
1:5000 en leche-PBS. Para revelarlo se utilizé una solucién que contenia PBS (40 ml) y
dos sustratos de la peroxidasa diaminobencidina (10 mg en 5 ml de metanol) y 4-
clorol-naftol (15mg en 5 ml de metanol), que al ser oxidados por la peroxidasa en
presencia de peroxido de hidrogeno (10ul de H20; al 30%) producia manchas de color

marron de distinta segln el contenido en carbohidratos.
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11.15.- DT-IBA (DIRECT TISSUE-BLOTTED INMUNOBINDING ASSAY).

Esta es una técnica descrita por Arie et al,, 1995. Se realizé para comprobar si
la PG se producia en tejidos de raiz infectada por Fusarium oxysporum f.sp. radicis
lycopersici. Para ello se utilizaron raices control e infectada de 14, 21 y 28 dias cedidas
por la Dra. Teresa Rodriguez del Departamento de Fisiologia Vegetal de la Facultad de
Biologia (UCM).

Esta técnica consiste en el contacto directo de una seccién de la raiz sobre una
membrana de transferencia previamente equilibrada en PBS. Tras el contacto (unos
segundos) la membrana se bloqueo, se realizo la reaccion con los anticuerpos y se

reveld como se describe en el apartado I1.14.
IL.16.- INOCULACION DE PLANTAS DE TOMATE.

La inoculacion de las plantas y las extracciones de proteinas de raiz las realizo el
equipo de la Dra. Teresa Rodriguez del Dpto. de Fisiologia Vegetal de la Facultad de
Biologia de la UCM.

El material vegetal utilizado fueron plantas de tomate (Lycopersicon esculentum)
cultivar Precodor (S&G, semillas S.A) susceptible a Fusarium oxysporum f.sp. radicis
lycopersici. Las condiciones de cultivo e inoculacion usadas fueron las descritas por De
cal et al, 1997. Se inocularon plantas de 10 dias con una suspension de microconidios

en agua, siendo la concentracion final de microconidios 10* microconidios/ml.

Para la extraccién se utilizé un tampon neutro (tampon fosfato pH 6,8 0,1 M,
NaCl 1M, DDT 10mM). La raies congeladas se homogeneizaron aftadiendole 10 ml de
tampodn de extraccion, posteriormente se centrifugé a 23000 g durante 30 minutos. Tras
la filtracion del sobrenadante, las proteinas se precipitaron con sulfato aménico al 85%
y se centrifugaron a 23000 g durante 30 minutos. Los precipitados asi obtenidos se
resuspendieron y se dializaron frente a glicina al 1%. Los extractos dializados se

liofilizaron y guardaron a —20 °C hasta su utilizacion.
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III.1.- DETERMINACION DE LAS CONDICIONES IDONEAS PARA EL
CRECIMIENTO DEL HONGO Y LA PRODUCCION DE
POLIGALACTURONASAS.

En este apartado presentamos los resultados sobre las condiciones de cultivo
para la produccion de poligalacturonasas. Se valoré tanto el peso seco, como la
actividad, las proteinas y el pH del medio a lo largo del crecimiento del hongo, en
medio liquido, con las distintas fuentes de carbono utilizadas (glucosa, pectina de

manzana, acido poligalacturénico, acido galacturdnico y paredes de tomate).

Los resultados se muestran en las siguientes figuras:
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Fig.-1: Peso seco (mg), obtenido a lo largo
del crecimiento, sobre las distintas fuentes

de carbono.
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—&— galacturonico —3— paredes

Como podemos apreciar en la figura 1 el hongo crece mejor en pectina de
manzana, su crecimiento también es bueno en glucosa y poligalacturdnico. Sin
embargo sobre paredes de tomate y sobre acido galacturénico la masa miceliar
alcanzada es siempre inferior al 50% de la obtenida con otras fuentes de carbono.

A pesar de ser el galacturonico una fuente de carbono inductora citada
habitualmente en la bibliografia, nosotros observamos que producia inhibicion del
crecimiente al menos a cuertas concentraciones. En la figura 2 podemos apreciar como
hay una concentracion critica de galacturénico, el 1% P/V. Cuando esta fuente de

carbono se incorpora a concentraciones superiores se produce una caida drastica tanto
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de la actividad poligalacturonasa, como del peso seco y las proteinas. Los ensayos se

realizaron tras 6 dias de crecimiento sobre galacturonico.

Fig.-2: Influencia de la
concentracion de galacturénico
100+ e sobre el crecimiento, la actividad
PG y las proteinas extracelulares
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En cuanto a la actividad (Fig. 3) cabe destacar la ausencia total de la misma
cuando el hongo crece sobre glucosa. Esto nos hace suponer que no se trata de una
actividad constitutiva. En presencia de los distintos inductores se aprecia un aumento
considerable de la actividad, siendo mayor en el caso de galacturénico (al 1%) y
pectina. Cuando el hongo crece sobre pectina el maximo de actividad se alcanza el dia 6
de crecimiento, mientras que en galacturénico se alcanza el maximo el dia 9. Podemos
observar una pequefia actividad apenas iniciado el crecimiento, especialmente cuando el
hongo crece sobre pectina y paredes de tomate; aunque esta actividad cuantitativamente
no parece relevante, posteriormente obsevaremos que presenta un comportamiento

diferente a la PG del dia de maxima actividad.

70

Fig.-3: Actividad poligalacturonasa
(U/ml) a lo largo del crecimiento sobre
las distintas fuentes de carbono.
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Aunque el crecimiento y la actividad sobre paredes de tomate sean bajos, hay
que tener en cuenta que la paredes de tomate que utilizamos estan sin tratar, es decir en
ellas la fraccion péctica que es el inductor real, probablemente esta poco accesible. Lo

que creemos es importante es la tendencia que siguen las curvas.

Con todos los datos obtenidos en las figura 3 podemos deducir que la actividad
poligalacturonasa es claramente inducible y que los mejores inductores de los ensayados
son la pectina y el acido galacturonico. Como hemos comentado las paredes de tomate
prodrian ser también buen inductor, si se las sometiese a un pretratamiento y por tanto

la fraccion péctica estuviese mas disponible y a una mayor concentracion.

El pH (Fig. 4) va aumentando en todos los casos con el crecimiento, desde unos
valores iniciales cercanos a 4,0 hasta unos valores proximos a 9,0 a partir del dia 6 6 7
de crecimiento, en todas las fuentes de carbono ensayadas, excepto en glucosa en la que
el maximo valor alcanzado es de pH 7'y en galacturénico en el que se alcanza el valor

de pH de 9,0 solo el dia 10 de crecimiento.

10,0 -
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Fig.- 4: Evolucion del pH a lo largo
-« 601 del crecimiento del hongo, sobre las
< 4,0 - distintas fuentes de carbono.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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—&— pectina —l—glucosa
— — poligalacturénico —@— galacturénico
—¥— paredes

La cantidad de proteinas presentes en el liquido de cultivo se cuantifico a lo
largo de todo el crecimiento, en las distintas fuentes de carbono. Los valores obtenidos

se muestran en la figura 5.
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A la vista de los resultados obtenidos, parecia que las fuentes de carbono mas
adecuadas para la produccion cuantitativa de actividad poligalacturonasa fueron la
pectina y el acido galacturénico, este Gltimo una vez solventados los problemas de

concentracion observados.

I11.2.- ISOELECTROENFOQUES ANALITICOS.

La presencia de isoformas es una caracteristica frecuente dentro de las
poligalacturonasas y los patrones isoenzimaticos suelen modificarse en funcion de las
condiciones de cultivo, ambientales incluso frente a diferente hospedador. Observamos
la presencia de isoformas producidas en las distintas fuentes de carbono mediante
isoelectroenfoques analiticos de los extractos con un rango de anfolitos de 3 a 10 y se
tifieron por actividad. En todos los casos se eligieron cuatro dias donde se habia
detectado actividad como representativos del ciclo de crecimiento del hongo. Los

resultados de estos experimentos se muestran en las figuras 6, 7, 8 y 9.

En la figura 6 podemos ver como sobre pectina se producen tanto
poligalacturonasas como pectinesterasas. En cuanto a las poligalacturonasas detectamos
gran variedad de isoformas especialmente los dias 4 y 6 de crecimiento. Las
poligalacturonasas tienen unos puntos isoeléctricos que van de 5,4 a 7,6 (pI de 5,4; 6,2;
6,8; 7,0 y 7,6), es decir podemos observar gran diversidad. Las pectinesterasas aparecen

a lo largo de todo el crecimiento, asi el dia 2 aparece una pectinesterasa con un pl de
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aproximadamente 3,5, un valor bastante acido para estas enzimas. 1 resto de los dias
aparece una Unica banda con un punto pI de 8,9. En solo 2 dias el hongo es capaz de

cambiar drasticamente de acido a basico el patron de PE.

Fig.- 6: IEF analitico del extracto
enzimatico sobre pectina de
manzana. Las flechas naranjas indica
las bandas de poligalacturonasas. Las
flechas negras corresponden a las

esterasas.

En la figura 7 podemos ver las isoformas producidas cuando el hongo crece
sobre galacturonico, como en el caso anterior se pueden observar varias bandas de
poligalacturonasa con pl que oscila entre 4,6 y 9 (pl de 4,6; 5,25; 6,4, 6,8, 7,0, 8,4 y
9,0), es decir un rango mas amplio que el detectado sobre pectina. En cuanto a las Pes
desaparece la pectinesterasa acida y se mantiene la basica, con un valor estimado de pl
de 9,3, ligeramente mas basico que sobre pectina y se detecta solamente a partir del dia

6 de cultivo.

pH 3

Fig.-7: IEF analitico del extracto
enzimatico del crecimiento sobre
galacturdnico. Las flechas naranjas
indica las bandas de
poligalacturonasas. Las flechas
negras corresponden a las esterasas

pH 10

2 4 6 3 Dias
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En la figura 8 Se puede observar el patron isoenzimatico sobre acido
poligalacturoénico. El patron de isoformas se modifica considerablemente, la variedad de
poligalacturonasas es mucho menor, detectandose solo dos bandas de poca intensidad
con pl de 5,5y 5,1. En este caso podemos apreciar 2 bandas de esterasas con pls de 8,1

la mayoritaria y 8,7, cuya intensidad va incrementando con el crecimiento.

Fig.-8: IEF de los extractos
obtenidos cuando el hongo
crece sobre poligalacturonico.
Las flechas naranjas indican las
bandas de poligalacturonasas.
Las flechas negras indican
indican las pectinesterasas.

[\
N

6 8 Dias

En la figura 9, podemos ver las isoformas cuando el hongo crece sobre extractos
paredes de tomate. El patron isoenzimatico es mas pobre en el caso de las
poligalacturonasas, apreciandose s6lo una banda el dia 3 de cultivo con un pl de
alrededor de 8,0. El resto de los dias se aprecian solo bandas de esterasas y en un amplio
rango de pH sus pl van desde 5,7 hasta 8,0, es decir el patréon isoenzimatico de

pectinesterasas es mas rico sobre paredes de tomate.

Fig.- 9: IEF de los extractos
obtenidos cuando el hongo crece
sobre paredes de tomate La flecha
naranja indica las bandas de
poligalacturonasas. las flechas negras
sefialan las pectinesterasas
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En el isoelectroenfoque realizado, con los extractos sobre glucosa, no
detectamos banda alguna lo que nos vuelve a demostrar que las poligalacturonasas

producidas por FORL no son constitutivas.

111.3.- CROMATOGRAFIAS EN CAPA FINA.

Un método ampliamente utilizado para conocer el mecanismo de accion de las
poligalacturonasas es la identificacion de los productos de la degradacion del polimero.
Para ello realizamos cromatografias en capa fina. Los ensayos se realizaron con
extractos obtenidos en todas las fuentes de carbono inductoras, se eligieron dos puntos
de la fase de crecimiento (inicio de la fase exponencial y fase estacionaria), los tiempos

de reaccion fuero, 15 minutos, 30 minutos, 2 horas y 24 horas.

En la figura 10, se muestran los productos de la actividad del extracto cuando el
agente inductor era pectina, podemos observar que hay una clara diferencia entre la
actividad que se secreta el dia 2 y la que se secreta el dia 6 de cultivo. El dia 2 la
actividad es muy lenta, por lo que a tiempos cortos no detectamos apenas productos de
reaccidn, a las 2 horas estos ya son observables y se ve que los productos obtenido son
principalmente dimero, trimero o productos de mayor tamafio. Esto nos indica que la
actividad producida el dia 2 es mayoritariamente de tipo “endo”. El monomero so6lo se
aprecia levemente a las 24 horas. La actividad producida el dia 6 es claramente de tipo

exo”, ya que desde los primeros momentos de la reaccion se detecta solamente el

monomero.

y trimero

15’ 300 2h 24h P 15 300 2h  24h

Dia 2 Dia 6

En la figura 11, se representa la cromatografia de los extractos del cultivo en

galacturénico. El comportamiento de la actividad del dia 2 es practicamente igual al de
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Fig.- 10: cromatografia en
capa fina de los extractos del
dia 2 y 6 de crecimiento sobre
pectina. P: monémero, dimero
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la actividad producida el dia 2 en pectina, es decir actividad lenta, productos finales se
detectan solamente tras tiempos lagos de incubacion y actividad tipo “endo”
mayoritariamente. En cambio el dia 6 se observa una mezcla de actividades, las hay tipo
“ex0” ya que el mondmero aparece desde los primeros momentos, pero va acompafiado
de dimero, trimero y productos de mayor tamafio, lo que nos indica que hay también
una actividad tipo “endo”, bastante activa, ya que degrada el sustrato totalmente en tan

solo 30°.

Fig.- 11: Cromatografia de los
productos de degradacion
obtenidos tras la incubacion de
los extractos sobre
galacturonico. P: monomero,
dimero y trimero

15’ 30° 2h 24h P 15> 30° 2h 24h
Dia 2 Dia 6

En la figura 12, podemos observar la cromatoplaca correspondiente a los
extractos enzimaticos del crecimiento del hongo sobre poligalacturénico. Aunque en
ambos casos la actividad producida es claramente de tipo “endo” la acumulacion de los
productos de degradacion es algo diferente. Queremos destacar la acumulacion del

trimero en los extracto de 6 dias de crecimiento.

Fig.- 12: Cromatografia de los
productos de degradacion
obtenidos tras la incubacion
de los extractos sobre
poligalacturénico. El carril P
son los patrones (monoémero,
dimero y trimero).

15> 300 2h 24h P 15° 300 2h  24h

Dia 2 Dia 6

Los resultados de la cromatografia en capa fina correspondientes a los extractos

de crecimiento sobre paredes de tomate, se pueden ver en la figura 13. En este caso al
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ser el crecimiento mas lento, se eligieron los dias 3 y 7, para intentar coger los mismos
picos de actividad que en los casos anteriores. El comportamiento de los extractos de
paredes es similar a lo que ocurre con los extractos de pectina. El dia 3 no observamos
productos de reaccion hasta los 30°, que se observan dimero, trimero y productos de
mayor tamafio. A las 2h aparece ademas el monémero , en este caso a las 24 horas solo
aparece el mondémero. Esto no indica una mezcla de actividades “endo” y “exo”. El dia
7 de cultivo solo aparece el mondmero desde los primeros instantes, lo que nos indica

que la actividad es exclusivamente de tipo “exo”.

Fig.- 13: Cromatografia de los
productos de degradacion
obtenidos tras la incubacion de
los extractos sobre paredes de
tomate. P: monémero, dimero y
trimero

15 30° 2h  24h P 15> 30° 2h  24h

Dia 3 Dia 7

A la vista de estos resultados decidimos realizar el resto de los estudios con los
extractos de crecimiento sobre pectina, ya que obtenemos bastante actividad, son los
que mas se parecen al crecimiento sobre paredes, la pectina es una fuente de carbono
barata, no tiene los problemas de concentracion del galacturénico y cuando realizamos

los isoelectroenfoque podemos observar una amplia gama de poligalacturonasas.

I11.3.1.-DEGRADACION DEL DIGALACTURONICO Y EL
TRIGALACTURONICO POR LAS PGs PRODUCIDAS EL DiA 2 Y 6 DE
CRECIMIENTO SOBRE PECTINA.

Como hemos visto en la figura 10, la actividad producida el dia 2 de cultivo
cuando el hongo crece sobre pectina, es mayoritariamente tipo “endo”, mientras que la
del dia 6 es mayoritariamente tipo “exo”. Para comprobar estos resultados y conocer

mejor el mecanismo de la degradacion, nos basamos en una caracteristica tipica de estas
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enzimas que es la diferente capacidad de ambos de enzimas para degradar el

digalacturonico y trigalacturonico.

En la figura 14 podemos comprobar como la actividad que se produce el dia 2 es
incapaz de degradar ni el dimero ni el trimero aun en periodos largos de incubacion

(24h). Esto nos confirma que realmente se trata de una endoPG.

Fig.-14: Degradacién del dimero y
del trimero por las
poligalacturonasas producidas el
dia 2 de crecimiento sobre pectina.
Las flechas indican la posicion del
monoémero, dimero y trimero
respectivamente.

30 2h 5h 24h P 300 2h 5h 24h

DIMERO TRIMERO

Cuando realizamos el mismo experimento con las PGs producidas el dia 6 de
crecimiento los resultados fueron totalmente distintos. En la figura 15 podemos
observar como ya desde los primeros instantes (5 min) el dimero se empieza a degradar
a monomero. A partir de 1h de incubacion todo el dimero se ha convertido en

monémero. Este es un comportamiento tipico de la exoPGs de hongos.

Fig.-15: Degradacion del dimero
por las PGs producidas cl dia 6 de
crecimiento sobre pectina. Las
flechas indican la posicion del
monodmero, dimero y trimero
respectivamente.

5 30° 1h 2h 5h 24h P

En la figura 16 observamos como en el caso de la degradacion del trimero por

las PGs del dia 6 ocurre igual que con el dimero, es decir desde los primeros instantes (5
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min) ya se ven los productos de degradacion del trimero (dimero y mondmero). A partir

de 1a hora de incubacion ya solamente podemos apreciar el monomero.

Fig.-16: Degradacion del trimero por
las PGs producidas el dia 6 de
crecimiento sobre pectina. Las
flechas indican la posicion del
monoémero, dimero y trimero
respectivamente.

5’ 307 1h 2h 5h 24h P

1L.4.- REPRESION POR GLUCOSA DE LA ACTIVIDAD
POLIGALACTURONASA

En el apartado 3.1 hemos podido comprobar como la actividad PG no es
constitutiva, es inducible. Queriamos comprobar si ademas, estda actividad sufria
represion catabolica por glucosa, fuente de carbono en la que no se manifestaban ni

siquiera niveles basales detectables de PG.

Para ello cultivamos el hongo en presencia de represor (glucosa) mas inductor,
en nuestro caso pectina de manzana y comprobar si aparecia o no la actividad. Los

resultados aparecen en las figuras 17 y 18.

u/ml g/l Glu

Fig.- 17: Represion por glucosa de la
actividad PG. La linea verde muestra
la glucosa residual. La linea roja la
actividad en cuando el hongo crece
sobre pectina de manzana (PM) y la
linea azul cuando el hongo crece en
pectina de manzana (PM) mas
glucosa al 1,5%.

9 10
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u/mli /1 Glu
35 9 35 Fig.- 18: Represion por glucosa de la
3 30 actividad PG. La linea verde muestra la
glucosa residual. La linea roja la actividad
25 25 en cuando el hongo crece sobre pectina de
manzana (PM) y la linea azul cuando el
20 20 hongo crece en pectina (PM) mas glucosa
15 15 al 3,5%.
10 10
5 /\ ‘ 5
0

w 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias
=PM =PM + 3,5% = Glucosa (g/l)|

En la figura 17 y 18 podemos observar como hasta que no se esta terminando la
glucosa, no empieza a aparecer la actividad. Es decir a pesar de estar presente el
inductor, no hay actividad PG hasta que el hongo no ha consumido la glucosa. La
actividad consigue recuperarse, apareciendo un primer pico que podria corresponder
con la actividad que aparece los primeros dias y un segundo pico de actividad maxima,
que en el caso del 1,5 % de glucosa casi alcanza el valor maximo de actividad que se
obtiene cuando el hongo crece solo sobre pectina y en el caso del 3,5 % de glucosa la

actividad maxima solo llega a alcanzar el 50 % de este valor.

Para confirmar estos datos se realizo otro experimento en el que el hongo crecia
sobre pectina, pero el dia 1 de crecimiento se le afiadia un pulso de glucosa de un 1,5%.
Se ve como en la figura 19, en vez de aparecer el primer pico de actividad el dia 2, no
aparece hasta el dia 5 de cultivo. El otro pico de actividad en vez del dia 6 aparece el dia

9.

u/ml o

40 Fig.- 19: Actividad PG a lo largo del
crecimiento sobre pectina (PM) (linea
roja) y cuando crece sobre pectina (PM)

30 més un pulso de glucosa del 1,5% (linca
azul). La flecha verde nos indica el

20 momento en el que hemos afiadido el
pulso.

10

0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias
P— PM = PM + Pulso de glucog]
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I11.5- CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD EXO-PG PREVIA A SU
PURIFICACION.

Como hemos dicho anteriormente  habiamos elegido los extractos de
crecimiento sobre pectina para nuesros estudios, como el dia 6 era el dia de maxima
actividad, se procedi6 a purificar la actividad mayoritaria de las producidas ese dia. Para
ello se procedio a la caracterizacion de la misma antes de su purificacion con el fin de
conocer caracteristicas de la enzima que nos pudieran ayudar a planificar un proceso de
purificaciéon lo més apropiado posible. Para ello se utilizaron como hemos dicho
extractos enzimaticos de Fusarium oxysporum f.sp. radicis Iycopersici obtenidos tras la

filtracion del hongo después de 6 dias de crecimiento sobre pectina.

II1.5.1.-_pH éptimo.

Para el estudio del pH optimo de la actividad PG, se utilizaron soluciones de
acido poligalacturénico al 0,1 % en tampones con diferentes valores de pH, todos ellos
a una concentracion 50 mM. Se cubrié un rango de pH desde 3,6 a 9,0 con los
siguientes tampones: tampon acetato (desde 3,6 hasta 5,6); tampén fosfato (desde 5,6 a
8,0) tampon Tris (desde 8,0 a 9,0).

Los resultados del estudio se muestran en la figura 20, El valor de pH al que se
obtuvo mayor actividad PG fue 5,2, conserva un 90% de actividad a pH 5,6, pero la
actividad desciende drasticamente en valores de pH por encima de 6,0 y por debajo de
4,0.

’ OO%ACI‘IVIDAD
80 Fig_.--20: pH éptimo de 1a
actividad PG en el extracto
60 enzimatico
40
20
0

0123456172829
pH
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I11.5.2.- Estabilidad al pH

Para determinar la estabilidad al pH la actividad PG se valoré en tampoén acetato
50 mM pH 5,2. El valor maximo de estabilidad se observa a pH 5,6. A pH 7,2 se
observa una estabilidad del 95%. La enzima se inactiva totalmente a por debajo de 4,0.
Queremos destacar la gran pérdida de estabilidad a valores de pH entre 6,0 y 7,0 (Fig.
21).

% ACTIVIDAD
100
80 Fig.-21: Estabilidad de la
actividad PG del extracto
60 enzimatico frente al pH.
40
20
0

01 2 3 45 6 7 8 910
pH

[11.5.3 .- Temperatura 6ptima.
Basandonos en los resultados de los apartados anteriores, la actividad se valoré

en tampodn acetato 50 mM pH 5,2, Se cubri¢ un rango de temperatura que iba de 10°C a
70 °C. Pudimos observar como la actividad iba aumentando con la temperatura hasta
alcanzar un valor maximo a 60 °C (Fig. 22), a partir de este valor la actividad sufria una

caida drastica.

o,
100 o ACTIVIDAD

0| .
8 Fig.- 22: Temperatura optima de la
actividad PG del extracto
60 | enzimatico

40+

207

K —

% 20 30 40 S0 60 70
TEMPERATURA (°C)
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I11.5.4.- Estabilidad a la temperatura.

En la figura 23 podemos observar como tras la incubacion durante 30 minutos

del extracto entre 10 y 60 °C no se observa pérdida alguna de actividad. Después de 25

minutos a 65 °C se observa una pérdida del 40 % de la actividad. La enzima se inactivo

totalmente tras mantenerla 15 minutos a 70 °C.

0 % ACTIVIDAD

10 15 20 25

TIEMPO (minutos)

[+-10-60°C -+~65°C —70°C

I11.5.5.- Afinidad por el dcido poligalacturénico.

Fig.- 23: Estabilidad de la PG del
extracto enzimatico a la
temperatura

La experiencia se realizo a pH 5,2 en tampon acetato 50 mM. En la figura 24

esta representada esta relacion, que se ajusta perfectamente al modelo cinético de

Michaelis Menten, y la representacion doble reciproca de Lineweaver-Burk. Los valores

de Ky y Vimax fueron de 1,8 mM y 3,46 x 10 U/mg, respectivamente.
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1L 5.6.- Efecto de varios iones y compuestos en la actividad poligalacturonasa.

Los resultados de este ensayo se muestran en la tabla 3.1. Esta representado el %

de actividad con respecto al control.

5 mM 2,5 mM 1 mM 0.5mM | 025mM
NaCl 100% 100% 100% 100% 100%
KCl 100% 100% 100% 100% 100%
MgSO04 71% 80% 86% 88% 97%
CoSO04 0% 37% 65% 81% 83%
CaCl; 0% 0% 83% 86% 90%
Pb(NO3); - - 40% 47% 61%
FeCls - - - 43% 51%
AgNO; - - - - -
HgCl 0% 0% 0% 0% 0%
MnSO;4 0% 0% 0% 0% 0%
CuSOy4 0% 0% 0% 0% 0%
20 mM 10 mM 5 mM 1 mM 0,5 mM
EDTA 14,5% 57% 128% 152% 127%

Tabla.-3.1: Efecto de vatios iones y compuestos sobre la actividad PG.

(— No se puede determinar porque o bien precipita el ion o interfiere con el Somogy)

Los cationes Na* y K* no producen ningiin efecto sobre la actividad, a ninguna
de las concentraciones ensayadas. La actividad PG no pudo ser medida en presencia de
Ag' a ninguna de las concentraciones ensayadas, ya que se producen interferencias con
el método de valoracién de la actividad, al afiadir el reactivo se produce una
precipitacién y un cambio de color que impide las lecturas colorimétricas. El efecto del
catién Fe’' no se pudo medir a concentraciones superiores a 0,5 mM porque el idn

precipita; a las concentraciones ensayadas produce inhibicion de la actividad. Lo mismo
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ocurrid con el Pb®" a concentraciones superiores a 1 mM. El resto de los iones
produjeron, en mayor 0 menor medida, una inhibicién de la actividad, destacando el
Hg*", el Cu®" y el Mn®* que producen inhibicion total de la actividad, incluso a la menor
de las concentraciones ensayadas (0,25 mM). El Ca?" causa inhibicion de la actividad a
concentraciones superiores a 1 mM. El Mg*" sélo inhibe la actividad un 29 % a la

concentracion mas alta de las ensayadas (5 mM).

La azida sodica (NaNs) no producia inhibicién a ninguna de las concentraciones
ensayadas (0,05, 0,25 y 0,5 mM), concentaciones que son superiores a la utilizadas en

los tampones para evitar su contaminacion.
En el caso del EDTA (etilendiamintetraacetato) se produjo una activacion en las
concentraciones mas bajas de las ensayadas (0,5; 1 y 5 mM), pero a partir de ese punto

la actividad comenzo a inhibirse (10 y 20 mM).

I[L6.-PURIFICACION DE LA EXQPOLIGALACTURONASA.

I11.6.1.- Concentracion.

Se partio de caldo de cultivo de Fusarium oxysporum f.sp radicis lycopersici con
maxima actividad poligalacturonasa (6 dias, con pectina de manzana como fuente de

carbono).

Para determinar el método mas adecuado para la concentracion de la enzima, se
comparé el rendimiento (porcentaje de actividad después de la concentracion con
respecto a la actividad inicial) y el grado de purificacién (cociente de la actividad
especifica después y antes del método de concentracion) obtenidos después de la
concentracidn por ultrafiltracién (tangencial y no tangencial) y por precipitacion de las

proteinas por cuatro métodos distintos (ver materiales y métodos apartado 2.4).

Los resultados se pueden observar en la tabla 3.2.
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Liguido de cultivo .

Etanol 30% | 1606 |~ 917 66 241 0.4
Etanol 60% 4.452 25,4 128 34,7 0,64
Etanol 80% 0 0 67 0 0
Acetona 30% 400 2.3 68 58 0,1
Acetona 60% 3.032 17 128 23,6 0,43
Acetona 80% [ 1269 73 310 4.1 0,07
Acido tanico 3.256 18,6 177 18 0,3
Filtracién no tangencial | 13.523 77 19 | 695 1.3
Filtracion tangencial 16.886 96,5 186 90,7 1,6
Sulfato aménico 60% 3.322 18 142 23 0.4
Sulfato amonico 75% 10.160 58 155 63,5 12
Sulfato aménico 90% 17.185 98 272 63,2 1,17 —|

Tabla 3.2: Rendimiento y grado de purificacién de la PG obtenidos tras la concentracién de las proteinas
por difcrentes métodos.

En la tabla 3.2 podemos comprobar como los mejores rendimientos se obtienen
con la precipitacién con sulfato aménico al 90% (98%) y con la ultrafiltracion
" tangencial (96,5%).

La actividad especifica mas alta se obtuvo cuando utilizamos la filtracién
tangencial (90,7%). Por tanto el método mas rapido y eficaz para concentrar grandes
volimenes es la ultrafiltracion tangencial. Cuando se trata de volimenes pequefios se
utilizaron otros métodos como la ultrafiltracion no tangencial o las precipitaciones con

sulfato aménico.

I1.6.2.- Cromatografia de exclusién molecular Bio-Gel P100—

El extracto enzimatico concentrado y dializado, se sometié a una cromatografia
en una columna de Bio-Gel P100 (Bio-Rad). La cromatografia se realizé al pH y las

condiciones que se muestran en el apartado 11.6.1.1.
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El perfil cromatografico se muestra en la figura 25. En ella podemos observar
que la curva de absorcién a 280 nm, parametro indicativo de la cantidad de proteina,
muestra un pico en torno a la fraccion 38, que coincide con el pico de actividad

poligalacturonasa.

Las fracciones con actividad se juntaron y en este paso se obtuvo un rendimiento

del 62,3 % y un factor de purificacion del 18,01 % (Tabla 3.2).

Absorbancia a 280 nm Act. Poligalacturonasa (Ul)

1,4 160
1,2 | 7\ 1140

1 1120

& 1100 Fig.- 25: Perfil cromatografico del

0,8 ' crudo enzimatico aplicado a una
0.6 80  columna de Bio-Gel P100.

’ 160
0,4 \’ 40
0,2 - - 20

0 Bl —— ] 0

I 30 35 40 45 50 55 60 65

N° de Fraccion

—Proteinas --Poligalacturonasa

11.6.3.- Cromatografia en Mono-Q.

El pl es una caracteristica propia de cada enzima, por esta razon decidimos
utilizar una columna de intercambio iénico de alta eficacia, en el siguiente paso de
purificacién. En la preparacién de la muestra las fracciones con actividad PG
procedente de la cromatografia en Bio-Gel P100 se concentraron hasta

aproximadamente 1 ml por filtracion no tangencial y se dializaron.

En el perfil cromatografico obtenido a 280 nm (Fig. 26) se observa un pico
mayoritario de proteina bastante simétrico, con un tiempo de retencion de 12,2 minutos,
que coincide con la actividad poligalacturonasa. En los dos siguientes picos, con
tiempos de retencion de 13,62 y 14,76 también se encontré actividad PG. Estos picos se

denominaron PGy, PG, y PG; respectivamente.
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Absorbancia (280 nm)

Fig.-26: Perfil cromatogrifico obtenido
tras apticar la muestra a una columna
Mono-Q

ad
10

15

Tiempo de retencion {min)

20 25

I11.6.4.- Resultado global del proceso de guriﬁcacién.

El resultado global del proceso de purificacién se muestra en la tabla 3.3,

obteniendose para la PG, un rendimiento global de 8,6 % y un factor de purificacion de

32,58.
Etapa Proteinas | Actividad |A. especifica | Purificacion | Rendimiento
(mg) (UAE) (UAE/mg) %
Extracto crudo 1439 1757,79 12,21 1,0 100
Concentracion y Dialisis 34,90 1406,23 40,29 3.3 80
Bio-Gel P100 7.1 1091,7 153,1 12,54 62,11
PG, 0,38 151,17 397,81 32,58 8.6
Mono-Q PG; 0,61 113,56 186,16 19,26 8,1
PGs 0,74 119,39 161,33 13,40 6,8
Tabla.- 3.3: Proceso de purificacion de la PG
Ii.7.- CARACTERIZACION DE LA PG,

Todos los ensayos realizados a continuacion se llevaron a cabo con la PG, ya

que esta fue la enzima mayoritaria del complejo producido por FORL el dia 6 de

crecimiento sobre pectina.
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111.7.1.- Modo de accién.

El modo de accion de la enzima purificada se estudié por cromatografia en capa
fina. Analizamos los productos de la reaccion enzimatica tras 5 minutos, 30 minutos 2

horas y 24 horas. Los resultados obtenidos se aprecian en la figura 27.

Desde el primer momento de la reaccion, hasta las 24 horas, sOlo se aprecia
liberacion de 4cido monogalacturénico, lo que sugiere un modo de accion claramente

terminal, es decir la enzima es una exoPG.

Fig.-27: Modo de accion de
la PG, a diferentes tiempos.
P: monogalacturénico.

P 5’ 30° 2h 24h

111.7.2.- Masa molecular.

La determinacién de la masa molecular de la enzima se llevé a cabo mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida condiciones desnaturalizantes, tratando la

muestra con SDS.

KDa.
97,4 —P wnn
66 —b e ¥ | 4— PG Fig.- 28: SDS-PAGE dc la
proteina purificada. P: patrones
e de masa molecular.
5 —» ‘
31 —p| e
P

73



Resultados

El Rf estimado fue 4,3 cm. Mediante la recta de regresion, obtenida a partir de
proteinas de masa molecular conocida, se calculé una masa molecular aproximado de
68000 Da. (Fig. 28).

I11.7.3.- Punto isoeléctrico.

La determinacion del punto isoeléctrico de la PG; se llevé a cabo mediante IEF,
como se describe en el apartado I1.7.2 de materiales y métodos. El punto soeléctrico de

la enzima estaba en torno a 6,6. (Fig.29)

pH 10
Fig.- 29: IEF de la PG,
tefiido con rojo de rutenio
‘_ 696
pH3

I11.7.4. pH éptimo.

Se llevd a cabo de la misma manera que con el extracto enzimatico. Los

resultados obtenidos se muestran en la figura 30.

100 % ACTIVIDAD
% Fig.- 30: pH 6ptimo de la exo-PG,
60
40
20
A B WA

01 2 3 45 6 7 8 9
pH
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Como se puede apreciar en la figura 30, el pH dptimo de la enzima se encuentra
en torno a 5,6. Su actividad era inapreciable en valores de pH inferiores a 4,5 y entre pH

6,0 y 7,2. La actividad se recupera, en parte, a partir de este valor.

111.7.4 .- Estabilidad frente al gH.

Para valorar la estabilidad frente al pH de la enzima purificada se procedio de
igual manera que con el extracto. La enzima, como podemos observar en la figura 31,
presenta su maxima estabilidad a pH 5,6, inactivandose totalmente a valores infenores a
4,0 y entre pH 6,0y 6,8.

% ACTIVIDAD
00 . !

1
80 \-

60 Fig.- 31.- Estabilidad frente al pH de
la PG].
40
20
0 4L

I11.7.5.- Temperatura 6Etima de la PG,.

Los resultados se muestran en la figura 32:

% ACTIVIDAD

100
80
60
Fig.-32: Temperatura 6ptima ~ de
40 la PG,
20

% 36 30 40 50 60 70
TEMPERATURA (°C)
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Los resultados fueron muy parecidos a los obtenidos con el crudo enzimatico, es
decir la actividad fue aumentando desde los 10 °C hasta los 60 °C, situandose en este

punto su valor maximo de actividad. A partir de esta temperatura la actividad desciende.

I11.7.6.- Estabilidad frente a la temperatura.

La enzima purificada se muestra un poco mas sensible frente a la temperatura,
que el extracto enzimatico. Sin embargo los resultados son bastante similares. La
estabilidad es méaxima hasta los 50°C, descendiendo un 10% su actividad tras 20
minutos a 60 °C. La inactivacion de la enzima es total después de 15 minutos a 65 °C o
5 minutos a 70 °C. Los resultados se pueden observar el la figura 33.

9 A 1
100: % DE ;CTIV DAD

80

60 Fig.- 33: Estabilidad frente a la
temperatura de la PG,.

40

20

0o 5 10 15 20 25 30
TIEMPO (minutos)
=10-50°C ~ 60°C =-65°C -+70°C |

111.7.7.- Afinidad por distintos sustratos de la exoPG.

Los ensayos se realizaron a 37 °C utilizando tampon acetato pH 5,2 50 mM.

Uelocidad

10-3

8.60 [ +
1.20
0.80 4

0.40

Fig.-34: Representacion
dela K, ¥ Vimax de la
enzima purificada,
utilizando como sustrato
el acido poligalacturénico.

0.00 2.00 4.00 " .00 " .00
Lsubstratol




Resultados

En la figura 34 podemos observar como cuando utilizamos poligalacturonico
como sustrato la relacion se ajusta al modelo de Michaelis-Menten. De la representacion
de Lineweaver-Burk se obtienen unos valores de Ky, de 6,44 x 10" mM y de Viax de
1,8413 x 10° U/mg.

En la figura 35 se puede ver como cuando utilizamos digalacturénico como
sustrato, también se consigue el ajuste al modelo de Michaelis-Menten. Como en el caso
anterior, de la representacion de Lineweaver-Burk se obtienen unos valores de Ky, de
1,17 y de Vmax de 2,06 x 107 U/mg,

Velocidad

19-3

1.20 i

1.00

0.80 ] Fig.-35: Representacion de
Kn ¥ Vi de la enzima

0.60 1 purificada, wtilizando como

.40 sustrato el digalacturénico.

.20

0.00 4 T Y T T T T T T T
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00
Isubstratol

-

El dltimo sustrato que probamos fue el trigalacturénico, los ensayos se.
realizaron con estos tres sustratos porque son esenciales para comprobar que realmente
se trata de una actividad tipo “exo”. Cuando realizamos los ensayos con el trimero
comprobamos como se ajusta también a de Michaelis-Menten. De la representacion de
Lineweaver-Burk se obtienen unos valores de K de 0,99 y de Vinax de 1,9 x 107 U/mg
fdo

1.20 1

1,00 1
Fig.-36: Representacion de
K ¥ Vi de la cnzima

purificada, utilizando como
sustrato el trigalacturdnico.

0.80

0.60 1

Uelocidad

0.40 1

0,20 1

0.00 . . r r . y ; : r . r
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 101

[Suhﬁt%ato]

77



Resultados

I11.7.8.- Naturaleza glicoproteica de la proteina.

La naturaleza glicoproteica de la proteina se determiné mediante el método
descrito en el apartado I1.7.2. de materiales y métodos. Tras resuspender las muestras en
tampon adecuado se aplicaron en una membrana de nitrocelulosa. Las concentraciones
de proteina aplicadas fueron, 0,5 pg, 1pg y 5 ug. Como control positivo se utiliz6é 1ug
de una proteina glicosilada (olel). Tras la incubacion y el revelado se comprobé como,
en todas las concentraciones ensayadas, el resultado era positivo, es decir la enzima era

una glicoproteina (Fig. 37).

Fig.- 37: Deteccion de
glicoproteinas. Las flechas indican
las distintas concentraciones de
PG;. Ole 1 (1 pg), es un control

positivo.

ole 1

0,5 pg

I11.7.9.- Contenido en carbohidratos.

Una vez conocido que nuestra enzima era una glicoproteina procedimos a
intentar averiguar el porcentaje de aziicares que tenia la proteina. Se realizé mediante el
método de Trevelyan y Harrison (1952), este método se basa en la reaccion de la
antrona con la proteina, ésta libera los carbohidratos de la proteina inespecificamente, es
decir sin tener en cuenta si las uniones son de tipo O o N-glicosidicas. Se estimo6 que el

contenido total de carbohidratos de la proteina era de aproximadamente un 29 %.

I11.3.10.- Desglicosilaciéon de la proteina.

El objeto de tratar la PG; con endo-B-N-acetil glucosaminidasa H (endo-H) es

liberar los oligosacaridos unidos por enlaces N-glicosidicos, al hidrolizarse el enlace
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entre los dos restos de N-acetil-glucosamina que unen el oligosacarido a la asparagina

de la proteina.

En la figura 38 podemos comprobar como tras la desglicosilacién con endo-H, la
masa molecular de la proteina desciende considerablemente, pasando a ser

aproximadamente unos 50 kDa..

Fig.- 38: Desglicosilacion
de 1a PG,

‘—" PG1
#e M— PG, desglicosilada

Si tenemos en cuenta que el porcentaje de azucar estimado para la proteina
mediante desglicosilacién con endo-H es practicamente igual al obtenido por mediante
la reaccion con la antrona y que los intentos de desglicosilar la proteina con enzima que
rompen los enlaces O-glicosidicos han resultado infructuosos, podemos deducir que esta
enzima ademas de estar fuertemente glicosilada, todos sus azucares estan unidos a la

proteina mediante uniones N-glicosidicas.

TI1.7.11.-Secuencia del_amino terminal y de un péptido interno de la proteina

La secuencia del extremo amino terminal se determiné utilizando PG purificada
mediante DEAE y electroelucién. Para poder secuenciar el extremo amino, la enzima se

tuvo que desnaturalizar y desglicosilar. Tras este proceso la secuencia obtenida fue:

X—X—Arg-Lys—Val—Tyr-Thr-Ile—Arg-His—Ser-Lys-Asn—Asp—Asn-Asp-X-Val-Ser-Ser

Para conseguir el péptido interno la PGy desnaturalizada y desglicosilada se
hidrolizé con tripsina. Los péptidos asi obtenidos se separaron mediante una columna

C,s. De todos los picos 6 picos mayoritarios obtenidos se eligid el mas simétrico, con

79



Resultados

mayor absorbancia a 254 nm, descartando los que salian al principio o al final de la

elucion de la columna. La secuencia de este péptido interno fue:

Ala-Trp-Val-Asp-Ile-Gly-Asp-Asp-X-Phe-Ser-Pro-Pro

I11.7.12.- Composiciéon de aminoacidos.

En la tabla 3.4 podemos observar la composicién de aminoacidos de la PGy. El
numero de residuos/molécula se ha obtenido teniendo en cuenta la masa molecular de la

proteina desglicosilada.

Aminoacido |N° residuos/molécula
As- (DY) 57
Thr (T) 34
Ser (8S) 42
Gl- (E)Q) 46
Gly (G) 96
Ala (A) 44
Cys (C) 2
Val (V) 27
Met (M) 4
Ile (I) 21
Leu (L) 29
Tyr (Y) 4
Phe (F) 21
His (H) 9
Lys (K) 33
Arg (R) 13
Pro (P) 22

Tabla.- 3.4: Composicién dc aminodcidos de 1a PG,. Estan cxpresados cn residuos por molécula.

111.8.-OBTENCION N DE UNA SONDA PARA LA EXO-PG.

N R A A e ———————

La amplificacion de DNA de FORL, usando como cebadores unos
oligonucledtidos degenerados obtenidos a partir de las secuencias del N-terminal y del
péptido interno de la proteina, dio un Gnico fragmento de 753 pb. Después de clonar

este fragmento y secuenciarlo se comprobo, con los bancos que utiliza el programa
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BLASTX (Altschul ef al., 1990), que presentaba similitud de secuencia con las Gnicas

secuencias de exoPGs de hongos publicadas, por lo que se concluyé que se trataba

efectivamente de un fragmento codificador de una exoPG. La secuencia aparece en la

figura 39. Gracias a los datos de transcripcion inversa obtenidos por Posada (Congreso

Nacional de Fitopatologia, 1998), se han podido localizar los 3 intrones (que aparecen

en minuscula) y se ha podido deducir la secuencia de aminoicidos. También se han

localizado los posibles sitios de glicosilacion (aparecen subrayados).

AAGGTCTACACTATCAGACATAGTAAGAACGACAACGATGATGTCTCGTCAGAG
K v ¥y T I R H S K N D N D D V 5 5 E

TTCTATARGGGCTTGAAGARGGCGAACAAGGGAGGTACTCTGTACCTCCCCAAG
F Y X 6 L, K K A N K G G T L Y L P K

GGTCAGACTTTTGTCATTGGAAAGCCCCTTGATCTCACCTTTTTGAATGATATT
G ¢ T F V I ¢6 K P L DL T F L N D I

CATGTTCATCTTGAGGGTGAGATTAAGTTTACCAATGATACGGAGTATTGGCAG
H v H L E G E I K F T N D T E Y W Q

AAGAATGTTTATAAGCATCCTTTCCAGgtatgtcactgaaaccttcatgatgag
K N VvV Y K H P F Q intron I

ttgagactaatggttgtagAACTCGATCATGTTCTGGAAGTGGGGTGGCAAGAA
N 8§ I M F W K W G G K N

CATCRAGCTTTACGGAAAGGGTGTTCTGAACGGTAACGGTCAGCGATGGTGGAA
I K L Y G K GGV L NG NG Q R W W N

CGgtatgacccctcttatcatattttaggtcatattctaacaatatgcaghAGTT
E intron II F

TGCCGGCAAGGAGATTCTTGACACTACCAACGCCTACCTCCGACCTATTCTGET
A ¢ K E I L D T TN AY L R P I L F

CTATGCTCAGRACGCCACCAACCTGGACATCCAGGGAGTTCACTTCAAGGACTC
Yy A Q NA TN L D I Q GV HF K D S

CCCCTGCTGGACCAATTTTGTCGTCACCTgtaaggaaccctageccaagtectga
P C W T N F v v T 38 intron III

tgatcatgtactgatattcttctagCCAAGGACATCTCGTTCAAGGACGTCATC
K D I 8 F K D VvV I

TGCACTGCTCGCTCCACCAACGCCACTGCTCTTCCCAAGAACACTGACTTCTTT
¢ T A R S TN AT AUL P KN T D F F
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GACTCCCTGAACGTTGAGAACCTCAATGTTGAGCGTGCCTGGGTCGATATC 753
b $§ L NV E N L N V E R A W vV D I 203

Fig.- 39 Sccuencia de nucledtidos del fragmento obtenido por amplificacion de DNA genémico de
FORL. La secuencia de aminoacidos obtenida aparece debajo. Los intrones estan en letra mintiscula. Los
posibles sitios de glicosilacidn estan subrayados.

1I1.9.- OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES FRENTE A LA PG,

Los anticuerpos policlonales frente a la exoPG, purificada por electroelucion,
fueron obtenidos como se indica en el apartado II.13 de materiales y métodos. La
titulacion de los sueros obtenidos se determind mediante la técnica de “Dot-blot”
utilizando distintas diluciones de suero con el anticuerpo frente a la exoPG (1:250,
1:500, 1:1000, 1:5000 y 1:10000) y distintas concentraciones de enzima purificada (1,5
ng, 1,0 ng, 0,5 ng, 0,25 ng, 0,10 ng, 0,05 ng y 0,02 ng). De los resultados obtenidos
seleccionamos la dilucion de suero 1:10000 ya que era suficiente para detectar la banda
de poligalacturonasa con nitidez. En cuanto a la concentracion de proteina, los

resultados del “Dot-blot” se muestran en la figura 40.

Fig.- 40: Dot-Blot con distintas
concentraciones de proteina
purificada.

0,02 005 0,1 025 05 1,0 1,5 ng

Los anticuerpos constituyeron una buena herramienta y con ellos realizamos
varios experimentos, unos encaminados a detectar la enzima en los extractos de cultivo
con las distintas fuentes de carbono y otros a detectar la presencia de la enzima en raices

de planta infectada y ver su evolucion a lo largo de la infeccion.
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I11.9.1. Deteccion de Ia enzima en extractos procedentes del crecimiento en distintas

fuentes de carbono.

Para realizar estos experimentos, primero hicimos una electroforesis, en

condiciones desnaturalizantes, con los extractos obtenidos tras el crecimiento en las

distintas fuentes de carbono, para asi ver el patron de bandas obtenido en cada caso. Los

resultados se muestran en la figura 41

kDa.
Fig.-41.- SDS-PAGE con 50 pg de los
208 _—p extractos obtenidos tras el crecimiento en
distintas fucntes de carbono: PM  (pectinz
11s —» de manzana), G (glucosa), PG
974 —Pp (poligalacturdnico), GAL (galacturénico)
PAR (paredes). El carril P son los patrone
795 —p La flecha azu! indica la posicién
PC » aproximada de 1a exoPG.
45 —»
31T —»

P PM G PG GAL PAR

Podemos ver como aparentemente existe una banda proteica con una movilidad
similar a la de la exoPG que se aprecia con mas intensidad en el caso de los extractos de
pectina y acido galacturonico. En el caso de la glucosa se aprecia el patron proteico mas

complejo.

Mediante “inmunoblotting” de los extractos obtenidos con fuentes de carbono
inductora y no inductoras (30 ng de proteina total), solo detectamos una sefial especifica
en los extractos obtenidos sobre pectina (Fig. 42). En el resto de los casos
(galacturdnico, paredes de tomate y poligalacturénico) solo se puede detectar la banda si

cargamos el gel con 1 pg de proteina total, con lo que aumentan las sefiales
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inespecificas, es decir no aparece solo la banda correspondiente a la PG sino también

otras bandas que nos hacen pensar en una reaccion inespecifica.

208

115 Fig.- 42.- Inmuncblot de los extractos de

795 crecimiento en pectina. La P indica el carril
’ de los patrones de masa Molecular,

49.5

34,5
28,3

20,4

PM P

I11.9.2.- Inmunodeteccion de la exoPG en planta infectada.

Se hicieron dos tipos ensayos con raices infectadas y raices control. En los
primeros ensayos se procedio a la extraccion de las proteinas totales de la raiz control e
infectada y se realizd con ellas un “Western-Blot”. El segundo grupo de ensayos se
realizé mediante el contacto directo de las raices infectadas y control con una membrana
de transferencia (DT-IBA). En ambos casos el revelado fue mediante anticuerpos. Las
raices y los extractos proteicos de las mismas fueron suministrados por la Dra. Teresa

Rodriguez del Departamento de Fisiologia Vegetal de la Facultad de Biologia (UCM).

Los primeros ensayos se realizaron mediante “Western-blot” con 120 ng de
proteina total por carril. Las proteinas fueron extraidas de raiz y cuello de planta de
doce dias tanto sin infectar como infectada con FORL. Tras el revelado con los
anticuerpos se puso de manifiesto la existencia de una banda de movilidad
electroforética similar a la exoPG purificada de FORL, que solamente aparecia en los
extractos proteicos correspondientes a la raiz de planta infectada. En el carril de la raiz
control no se apreciaba banda alguna. Estos datos nos confirman la expresion in planta

de la exoPG de FORL. Los resultados del “inmunoblot™ se muestran en la figura 43.
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208
4+ Fig.- 43; Inmuno-Blot realizado con
‘ 115 planta control (carril A) y planta
: carril P corresponde a los patrones de
_“ masa molecular.la flecha azul indica 1a

La preparacion de los extractos proteicos de plantas es una tarea tediosa por lo
que procedimos a utilizar la técnica DT-IBA que es mucho mas rapida y directa y nos

conduce a resultados similares.

Dentro de estos experimentos se realizaron unos con raiz infectada por FORL y
una raiz control ambas de 28 dias, se eligid este dia por ser en el que presentaba
sintomas mas patentes. Realizamos un corte en la zona de la raiz proxima al cuello y se
puso el disco asi obtenido en contacto directo con la membraba de transferencia. Tras
revelarlo con los anticuerpos contra la exoPG podemos observar como la sefial de la raiz
infectada es muy superior a la de la raiz control (siempre se espera alguna sefial en el

control debido a la homologia de las exoPG de planta y hongo) (Fig. 44)

Raiz
control
Fig.- 44: DT-IBA realizado con raiz
control y raiz infectada de 28 dias.
|- Raiz
: infectada con
FORL

También se realizaron experimentos con raices de planta infectada y recogida en
tres momentos diferentes en cuanto al desarrollo de los sintomas de la enfermedad. los
resultados se muestran en la figura 45. Podemos observar como la sefial va aumentando
conforme aumenta la edad de la planta. Los sintomas externos de la infeccién tambien

se van haciendo mas patentes conforme aumenta la edad de la planta. El dia 14
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empiezan a aparecer los primeros sintomas y el dia 28 la raiz estd practicamente

necrosada.

Fig.- 45: DT-HIBA de raices
infectadas por FORL de
diferentes edades (14, 21 y 28
dias)

14 21 28  Dias

[L10.- ENSAYOS CON PGIPs;: PROTEINAS INHIBIDORAS DE LA
POLIGALACTURONASA.

Las PGIP son una familia de proteinas especializadas en el reconocimiento e
inhibicion de las endopoligalacturonasas. Hasta ahora sdlo se ha descrito que estas

enzimas son capaces de inhibir a endoPG fiingicas y no de otro origen.

Nuestros ensayos fueron realizados con la exoPG purificada y dos proteinas
inhibidoras, la PGIP I es una proteina inhibidora aislada de Phaseolus vulgaris que es
capaz de unirse a endoPG purificada de Aspergillus niger, pero no a la endoPG
purificada de Fusarium moniliforme, La PGIP 11, esta también fue tambien purificada a
partir de extractos Phaseolus vulgaris y esta si es capaz de interaccionar con la endoPG
de Fusarium moniliforme. Todos los inhibidores fueron purificados y cedidos por el Dr.

Felice Cervone de la Universidad “la Sapienza”, en Roma.

Se comprobd el tanto por ciento de inhibicidn que sufria la exoPG con diferentes
concentraciones de inhibidor. Los ensayos se realizaron usando como sustrato el acido
poligalacturénico al 0,1% en tampoén acetato 50 mM pH 5,2, es decir las mismas
condiciones que cualquier otro ensayo de actividad. La temperatura de incubacion fue
37°C.

En la figura 46 podemos observar como con la PGIP 1 se produce inhibicion de
la exoPG. El 100 % de inhibicién se alcanza con 1 pg de proteina inhibidora y son

suficientes 300 ng de proteina para producir un 90 % de inhibicion.
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OF Sbipini
100 % inhibicion
Fig.- 46: Efecto inhibitorio
80 producido por la PGIP I sobre la
exoPG.
60
40
20
13
0 150 300 450 600 750 900 1000

ng de PGIP |

Cuando ensayams el efecto del PGIP II observamos que esta proteina también
consigue inhibir a la exoPG, en este caso el 90 % de inhibicion se consigue con 100 ng
de proteina y el 100% de inhibicién con 400 ng de la misma (Fig. 47), es decir este

inhibidor actua mas eficazmente sobre la exoPG .

% inhibicion
—
Fig.- 47: Efecto inhibitorio
60 producido por la PGIP 11 sobre
la exoPG.
20
0%
0 100 200 300 400

ng de PGIP 1l

Con estos resultados podemos decir que los dos inhibidores producidos por la
misma planta, actuan de distinta manera frente a la exoPG, ambos son capaces de

inhibirla aunque con distinta eficacia.
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Discusion

Con la llegada de! cultivo intensivo de tomate en invernadero, el hongo
Fusarium oxysporum f£sp. radicis lycopersici Jarvis y Shoemaker (FORL) (Jarvis y
Shoemaker, 1978) se convirti6 en un serio problema. Los aislamientos de FORL
producen dafios en variedades con genes de resistencia frente a las razas 1 y 2 de
Fusarium oxysporum fsp. lycopersici (Sacc.) Snyd y Hans (FOL) que causa la
podredumbre vascular del tomate. Aunque la resistencia a FORL se ha incorporado a
algunos cultivares comerciales, la enfermedad sigue siendo un serio problema en
amplias zonas del hemisferio Norte (Beckman, 1987, Brammall y Higgins, 1988 a,
Katan ef a/ 1991; Kuninaga y Yokosawa, 1991; Tello y Lacasa, 1988).

Se han realizado numerosos estudios ultraestructurales (Brammall y Higgins,
1988 a, 1988 b; Charest et al, 1984), a veces completados con técnicas citoquimicas
(Benhamou et al., 1988, 1989 b, 1990 a, 1990 b, 1990 ¢, 1991, Chamberland, et /.,
1985, 1989) en los que se describe el mecanismo de penetracion del hongo a través de
los tejidos de la raiz infectada. La colonizacién del hongo por FORL esta asociada con
modificaciones en las paredes de las células del hospedador incluyendo la interrupcion o
incluso la pérdida de las matrices de la 1amina media. Todo esto implica la produccion,
por parte del hongo, de enzimas “degradadoras de la pared celular” (Brammall y
Higgins, 1988 a; Charest ef @/, 1984). También se han localizado en los tejidos de las
raices infectadas por FORL, los productos de la degradacion de enzimas pécticas y los
estudios ultraestructurales llevados a cabo sugieren que FORL causa una degradacion

localizada de la pared celular (Benhamou, 1990 a).

IV.1.- DETERMINACION DE LAS CONDICIONES IDONEAS PARA EL
CRECIMIENTO DEL _HONGO Y LA PRODUCCION _ DE
POLIGALACTURONASAS.

Entre todas las enzimas pécticas que estin implicadas en la degradacion de la
pared celular, nosotros nos hemos centrado en la poligalacturonasas (PG). Segun varios
autores estas enzimas son las primeras que actGian sobre el sustrato (Karr y Albersheim,
1970), y son las primeras secretadas por los patogenos cuando estos crecen sobre

paredes vegetales (Jones er al., 1972). Estas enzimas, asimismo, estan implicadas en la
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induccion de los mecanismos de defensa en las plantas (Benhamou et al, 1990 a;

Cervone ef al., 1987).

Las enzimas pécticas suelen ser inducibles por sustratos pécticos como la
pectina, el acido poligalacturénico, el 4cido galacturénico o paredes vegetales (Garcia-
Maceira ef al., 1997, Fraissinet-Tachet y Fevre, 1996; Blanco et al., 1994; Riou et al ,
1992; Siéssere et al., 1992; Polizeli et al., 1991

En la figura 1 podemos observar como la mejor fuente de carbono para el
crecimiento del hongo es la pectina, pero el hongo crece también bien cuando los
sustratos elegidos son poligalacturénico o glucosa. Estos resultados son comparables
con los obtenidos por otros autores (Pardo ef al,, 1991, Siéssere ef al., 1992). En paredes
vegetales su crecimiento es mas lento alcanzando valores méaximos de peso seco
inferiores a la mitad de lo que se alcanza con la pectina. Esto se puede deber, al método
de extraccion de las paredes que no consigue un enriquecimiento en la fraccion péctica,
a la poca accesibilidad de la fuente de carbono y a que la solubilidad de la paredes ¢s

limitada.

El dia de maximo crecimiento en galacturdnico es el dia 9, siendo el peso seco
inferior a 1/3 de lo que se observa en pectina. Hemos observado que el galacturénico no
puede superar el 1% en el medio de cultivo, superando esta concentracion el hongo no
solo no crece apenas sino que no produce enzimas pécticas. Otros autores han
observado el efecto del galacturénico sobre el crecimiento. Esto también ha sido
observado en otros microorganismos como Venturiag inaequalis (Kollar, 1998)
Penicillium frequentans (Siessere et al,1992), ambos observan como el hongo es
incapaz de crecer a altas concentraciones de galacturénico y en todos los casos crece
mejor en pectina. Guevara et al, (1997) utilizan en sus cultivos galacturdnico
encapsulado, que van liberando al medio en pequeiias dosis, precisamente para evitar el

efecto negativo de una concentracion inicial alta sobre el crecimiento.

En cuanto a la actividad poligalacturonasa (figura. 3) podemos observar como
existe una marcada induccién cuando utilizamos pectina, galacturdnico (1%), o

poligalacturonico. Cuando el hongo crece sobre paredes de tomate, la induccion parece
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mas pobre, pero si tenemos en cuenta que el creciminneto también es escaso, la
actividad especifica resultante es similar a la obtenida con pectina. La glucosa actua

como represor de la sintesis de estas enzimas.

Estos resultados concuerdan con los encontrados en la bibliografia, Guevara et
al, 1997 demuestran que las poligalacturonasas de FORL r; se inducen cuando se
utiliza galacturénico como fuente de carbono y se reprimen cuando se utiliza glucosa.
Garcia Maceira, concluye que las poligalacturonasas de FOL se inducen por
poligalacturonico, pero si detectan niveles basales con glucosa, por lo tanto existen una
sintesis constitutiva que es inducible por poligalacturénico y parcialmente reprimible
por glucosa. Riou ef al, 1992 en sus estudios en Sclerotinia sclerotiorum detectan que
son la pectina y el poligalacturénico los mejores inductores de las enzimas pécticas.
Ellos también detectan niveles basales en glucosa. Blanco et al, 1994 comprueban como
las poligalacturonasas en Saccharomyces cerevisie se inducen por galactosa,
galacturénico y poligalacturénico y se reprimen por glucosa. En general, todas las
enzimas pécticas son inducibles, algunas tienen niveles basales constitutivos, aunque
esto no es generalizado, por ejemplo, los resultados obtenidos por De Lorenzo ef al,
1987, son bastante similares a los nuestros, es decir las poligalacturonasas Fusarium
moniliforme se inducen cuando el hongo crece sobre pectina, pero no es posible detectar

actividad poligalacturonasa cuando el hongo crece sobre glucosa.

Cuando utilizamos galacturénico como fuente de carbono observamos como al
superar el 1% P/V en el medio se produce una caida drastica de la actividad. Con un
1,15% de este metabolito en el medio la actividad sc reduce mas de un 20%. Este
efecto habia sido constatado ya por numerosos autores. Leone y Van Den Heuvel en
Bomrytis cinerea crece sobre galacturonico 2 mM se induce la actividad
poligalacturonasa, sin embargo cuando crece sobre galacturénico 10 mM se reprime la
actividad PG. Con los experimentos que realizan pueden concluir que el galacturénico
no inhibe a la actividad PG, sino que la reprime. Es decir el galacturénico al ser el
producto final de una reaccion lo que produce es una represion por producto final de la
sintesis. Cuando la concentracion supera el 1% la actividad disminuye. Estos resultados
indican que el galacturénico es un inductor que puede ejercer a su vez como “represor

catabolico” cuando su concentracion en el medio supera la que son capaces de utilizar
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las células del hongo. Hay otros casos descritos en la bibliografia en los que el hongo no
produce enzimas pécticas cuando crece sobre galacturénico (Dean y Timberlake, 1989).
Todos estos resultados nos hacen pensar que el galacturonico no es el mejor inductor
para la sintesis de poligalacturonasas, y que en caso de utilizarlo, hay que realizar
primero un estudio y determinar la concentracion idénea. Siessere ef al., 1992 también
concluyen, tras sus estudios con Sclerotinia sclerotiorum que el galacturénico no es el

unico, ni el mejor inductor para la sintesis de enzimas pécticas.

ra

IV.2 - ISOELECTROENFOOQUES ANALITICOS

La plasticidad en cuanto a la capacidad de producir diferentes isoformas tiene un

gran interés fisioldgico.

Las isoformas de poligalacturonasa y pectinesterasa producidas por FORL van
cambiando a lo largo del ciclo de crecimiento, normalmente aumentan en nimero e
intensidad de bandas conforme aumenta la edad del cultivo. Lo mismo ocurre con
Botrytis cinerea (Magro et al., 1980), creciendo sobre pectina de citrico, en este caso es
el dia 14 el de mas nimero de bandas de actividad y el de bandas mas intensas; el dia 7
es el dia con menos bandas. Leone y Van Den Heuvel (1987), trabajando también con
Botritis cinerea, pero en este caso creciendo en un medio base suplementado con
paredes vegetales, ven como el niimero de bandas es muy escaso los primeros y como
van aumentando en nimero e intensidad las mismas, alcanzandose la maxima variedad
los dias 6 y 7. Riou et al,, 1992 observan como en Sclerotinia sclerotiorum aparecen 4

nuevas bandas a lo largo del crecimiento, que no estan presentes los primeros dias.

El nimero de bandas de PG y PE también varia en FORL segin la fuente de
carbono que utilicemos, asi en nuestro caso la mayor variedad de PGs se produce
cuando utilizamos galacturonico o pectina (Fig. 6 y 7) como fuentes de carbono. Con
poligalacturénico (Fig. 8) solo se detectan 2 bandas de PG y con paredes de tomate solo
1 (Fig. 9). En cambio cuando estudiamos las PEs, el maximo numero de bandas se
observa cuando el hongo crece sobre paredes. Esto probablemente sea debido a que la
alta esterificacion de las paredes. El bajo niimero de bandas de poligalacturonasa

probablemente se deba a que las paredes con las que hemos trabajado no han sufrido en
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al proceso de extraccion ningun enriquecimiento en la fraccién péctica; probablemente

la molécula inductora para otras PGs no esta accesible.

Otros autores han descrito ya la influencia de la fuente de carbono en la
produccion de enzimas. Asi Marciano ef al,, 1982, observan como el patrén de PGs
obtenido cuando el micelio crece sobre pectina es diferente que cuando crece sobre
poligalacturénico. Leone y Van Den Heuvel (1986) también observan como en 5.
cinerea el patron de PGs cambia drasticamente cuando variamos la fuente de carbono,
asi la mayor variedad se produce cuando el hongo crece sobre paredes. En este caso
incluso se observa como las isoformas varian en funcién de la concentracion de la
fuente de carbono. Guevara et al, 1997, observan como en FORL el patrdén de PGs,
liasas y PE, varia segun la fuente de carbono utilizada y su concentracion, apareciendo o
desapareciendo isoformas y modificando su intensidad segun la fuente de carbono que
se utilice. Di Pietro y Roncero (1996) obtienen unos resultados parecidos en FOL, en su
caso sdlo aparece una banda en glucosa; el niimero e intensidad de bandas se incrementa
en el resto de las fuentes de carbono ensayadas y se puede observar como en
poligalacturénico hay una mayor induccion de PGs acidas, mientras que en pectina se
inducen mas las PGs neutras; en poligalacturonico aparece una banda nueva, con un pl

aproximado de 8.7,

Algunos autores han intentado utilizar los patrones de isoformas para estudios de
taxonomia y tipos patogénicos como las formas especiales o razas, sin embargo con los
datos que disponemos en la actualidad el analisis isoenzimatico de FORL esta lejos de
proporcionar una relacion clara entre el polimorfismo isoenzimatico y formas
patogénicas. En muchos casos se han encontrando mas diferencias en el patron
isoenzimatico entre aislamientos de la misma forma especial que entre distintas formas

especiales (Scala ef a/. 1981).

Centrandonos en la pectina y el galacturonico, que son en nuestro caso los
mejores inductores, el patrén de isoformas obtenido el dia de maxima actividad es
similar al obtenido por otros autores. Scala et al.,, (1981) observan que en Fusarium
oxysporum aparecen 2 bandas mayoritarias con pl 6,75 y 7,20; Di Pietro y Roncero

(1996) observan que cuando FOL crece en pectina las bandas mayoritarias tienen unos
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pl de 6,75 y 7,0 aproximadamente; Fernandez ez al., 1992 también obtienen en FOL y
FORL creciendo en pectina bandas mayoritarias con pl de 7,0 y alrededor de 6,7. En
nuestro caso tanto en pectina como en galacturénico aparece una banda mayoritaria con

pI alrededor de 7,0. En ambos casos aparece también una banda con pl alrededor de 6,6.
La existencia de multiples isoformas es importante por varias razones:

® Primero, es esencial que el patrén con un mismo inductor varie a lo largo del
tiempo, ya que enzimas que son importantes en los primeros estados de la
induccion, pasan a ser ineficaces en cultivos mas viejos cuando los grandes
polimeros son desplazados por otros oligbmeros mas pequefios. Cuando esto
ocurre estas enzimas iniciales deben ser reemplazadas por otras con distintas
propiedades bioquimicas que produciran productos més ficilmente

asimilables por el hongo

* En segundo lugar la existencia de multiples isoformas le confiere una ventaja
afladida al patogeno, le permite que se adaptarse mejor a diferentes
condiciones ambientales, le da mayor flexibilidad y/o le hace que sea mas
activo y estable dentro de unos hospedadores que dentro de otros, es decir
segtin en el hospedador que se encuentre producira unas isoformas distintas

que le hacen serestable dentros de ese hospedador, pero no de otros.

Las mltiples isoformas podrian ser el resultado evolutive de un patrén simple
de enzimas, que debido a cambios en el hospedador o en el ambiente, va variando. De
acuerdo con esto mas poligalacturonasas implican mayores oportunidades para inducir
enfermedad en distintos patégenos (Magro ef al, 1980, Marciano, et al, 1982;
Wijesundera ef al., 1984; Forster y Rasched, 1985; Pérez Artés y Tena, 1990)

La existencia de multiples isoformas en unos casos es debida a la existencia de
varios genes como ocurre por ejemplo en Slerofinia sclerotiorum, Aspergillus niger |
Aspergillus sp. (Martel et al,1996; Reymond ef al, 1994, Bussink et al, 1992;
Stratilova ef al., 1993,) o, en el caso de que exista un Gnico gen, se deberan a

modificaciones post-transcripcionales, diferencias en los patrones de glicosilaciéon o
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proteolisis después de la secrecién como ocurre en Fusariun moniliforme {(Caprari et
al., 1993 a, De Lorenzo ef al., 1987).

IV.3.- CROMATOGRAFIAS EN CAPA FINA.

Con esta técnica intentamos conocer los tipos de oligosacaridos liberados y
distinguir asi las actividades de tipo “endo” de las de tipo “exo”. Los estudios se
realizaron por un lado para conocer mas profundamente el complejo multienzimatico
producido por el hongo y por otro para ver cuales eran las condiciones idoneas para la
produccién de actividad exopoligalacturonasa, que era la actividad que nosotros

queriamos purificar y caracterizar.

La mayoria de los hongos patogenos de plantas producen los dos tipos de
enzimas (Aguilar et al, 1991; Riou ef al., 1991; Fernandez et al., 1993; Sakai ef al.,
1993).

Ambas enzimas, no solo difieren en el mecanismo de accién sino que ademas se
les supone distinto papel durante Ia patogénesis. Las endoPGs son enzimas capaces de
producir maceracién en los tejidos y muerte celular (Bateman y Bashman, 1976;
Cooper, 1983). Debido a esta capacidad de macerar tefidos serian muy importantes a la
hora de la penetracion del patégeno (Huang y Allen, 1997). Estas enzimas generan
oligogalacturénidos que probablemente estin mmplicados en la induccién de los
mecanismos de defensa de la planta (Walton, 1994). Las exoPGs, sin embargo son
capaces de liberar azicares simples a partir del polimero que servirian para sostener el
crecimiento del patogeno, la induccion de nuevas enzimas y completar el proceso de
invasion, incluso algunos autores (Riou ef al,, 1991) han afirmado que las exoPGs con

la ayuda de esterasas serian capaces de macerar un tejido.

En nuestro caso podemos observar como Fusarium oxysporum fsp. radicis
lycopersici produce también una mezcla de ambas actividades, en todas las fuentes de
carbono ensayadas excepto cuando el hongo crece en poligalacturénico en el que
Unicamente somos capaces de detectar actividad endopoligalacturonasa. En el dia

correspondiente al primer pico de actividad, los productos finales que se obtienen son
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mayoritariamente dimero, trimero u oligébmeros de mayor tamafio, se acumula el dimero
y no detectamos el mondmero ni siquiera a tiempos largos de reaccion (24 horas). Todo
esto nos hace pensar que aunque exista una mezcla de actividades la mayoritaria es de
tipo “endo”. Segun algunos autores (Kubicek, ef al., 1993; Martel ef al.,, 1998, Huang y
Allen, 1997) estas enzimas que se producen en los primeros momentos serian muy
importantes a la hora de iniciar el proceso inductivo, estas son esenciales para la
degradacion inicial del polimero liberando productos que reprimirian su sintesis e

inducirian la secrecién de otras enzimas con distintas propiedades bioquimicas.

Cuando estudiamos el comportamiento de los extractos correspondientes al
segundo pico de actividad vemos que excepto en los de crecimiento sobre
poligalacturonico, el comportamiento es radicalmente distinto. Aqui ya vemos que
aparece ya actividad tipo “exo0”, mezclada con “endo”, en el caso de los extractos de
galacturdnico, o sola, en el caso de los extractos de crecimiento sobre paredes de tomate
o pectina. La actividad “exo” seria muy importante proporcionando nutrientes al hongo,
ya que libera el mondmero que es un producto facilmente asimilable por el mismo. En
los extractos de pectina observamos un comportamiento tipico de una
exopoligalacturonasa de hongos, es decir liberacion exclusiva del monomero incluso a

tiempos cortos (15 min) y la incapacidad de degradar totalmente el sustrato.

En el caso de galacturénico observamos como existe una mezcla de ambos tipos
de actividades, ya desde los primeros momentos somos capaces de detectar actividad
exo puesto quese libera el mondémero, y a los 30 min ya apreciamos como el trimero y
el dimero producidos por la endo van desapareciendo {(gracias a la accion de la actividad
exo, Gnica capaz de degradarlos}). También observamos la acciéon de la endo, bastante

activa, ya que en 30 minutos ya no detectamos sustrato (poligalacturonico).

En el caso de crecimiento sobre paredes el comportamiento es practicamente

igual al de la pectina.

En poligalacturénico, como ya hemos comentado, somos incapaces de detectar
ningun tipo de actividad exo, se va acumulando el trimero como principal producto de

reaccion, es decir todas caracteristicas tipicas de una ruptura tipo endo.
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IV.3.1.- Degradaciéon del digalacturdénico vy el trigalacturénico por las PGs

producidas el dia 2 v 6 de crecimiento sobre pectina

Ya centréndonos en el crecimiento sobre pectina de manzana estudiamos la
degradacion del dimero y el trimero por las enzimas producidas por FORL los dias 2 y 6
de crecimiento, para comprobar realmente que la del dia 2 se trataba de una actividad

tipo endo y la del dia 6 de una actividad tipo exo.

En la actividades con comportamiento tipo endo la eficacia de la degradacion va
disminuyendo conforme la cadena de polimero se va acortando, normalmente son
incapaces de degradar el dimero y si degradan el trimero lo hacen a una velocidad
bajisima (Sakai, ef al., 1993). Estas son caracteristicas que no cumplen las actividades
tipo exo, por lo que un buen mecanismo para conseguir distinguirlas suele ser su

diferente comportamiento frente al dimero y trimero.

La actividad producida el dia 2 es incapaz de degradar el dimero y el trimero afin
en periodos de incubacion largos (24 horas), es decir, un comportamiento tipico de
actividades endo (Fig.-14). Ademas observamos que la formacion de trimero es mayor
que la de dimero indicando que solo los oligogalacturénidos de tamafio mayor al
tetramero son degradados por degradados por la enzima. En la literatura hay algunos
ejemplos de endoPGs que son capaces de degradar trigalacturénidos (Rexova-Benkova
y Markovick, 1976), sin embargo estas enzimas suelen degradarlo a mucha menor
velocidad que los oligosacaridos, por ejemplo Saccharomyces fragilis degrada el
trimero a una velocidad de 1/50 la velocidad con que degrada el tetrasacarido y en el

caso de Aspergillus niger la relacion es 1/20.

La actividad producida el dia 6 es capaz de degradar ambos sustratos. Cuando el
sustrato es el dimero, ya desde los 5 min. va apareciendo el monémero como producto
de reaccion; a la hora ya se ha degradado el sustrato totalmente, apareciendo soélo el
monoémero (Fig.- 15). Cuando el sustrato es el trimero ocurre lo mismo, es decir desde
los primeros instantes de la reaccion (5 min.) ya detectamos los productos de la reaccion
(mondémero y dimero); cuando se alcanza una hora de reaccion todo el dimero ¢l trimero

ha pasado a monémero.
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Con este comportamiento podemos afirmar que las actividades producidas el dia
2 y el dia 6 por FORL cuando crece en pectina son distintas, teniendo claramente la del

dia 2 un comportamiento tipo endo y la del dia 6 tipo exo.

IV.4.- REPRESION POR GLUCOSA DE LA POLIGALACTURONASA

La actividad poligalacturonasa necesita para producirse, la existencia en el
medio de cultivo de un inductor. En glucosa no se detectaban ni siquiera niveles

basales.

Las poligalacturonasas de hongos muestran una gran variabilidad en cuanto a la
regulacion de su produccion (De Lorenzo et al., 1987, Robson ef al., 1989). Numerosos
autores habian descrito el hecho de que las poligalacturonasas se reprimian por glucosa
(De Lorenzo et al., 1987, Kester ef al., 1996; Blanco et al., 1994; Pardo et al., 1991) y
sin embargo aunque la glucosa normalmente actue como represor, en muchas otras su
sintesis no es reprimida por este metabolito (Riou ef al., 1991; Riou, ef al., 1992; Leone
y Van Den Heuvel, 1986). En todos estos casos si el inductor esta presente en el medio
se produce la sintesis de estas enzimas, independientemente de los niveles de glucosa

presentes en el medio.

Para comprobar si esta actividad, ademas de ser inducible, se reprimia por
glucosa realizamos una serie de experimentos que consistian en iniciar el crecimiento

del hongo con un metabolito inductor junto con glucosa.

Con estos experimentos hemos podido comprobar claramente como la glucosa
reprime la sintesis de PG, ya que aGn en presencia de inductor somos incapaces de
detectar la actividad PG, hasta que los niveles de glucosa en el medio son cercanos a
cero. Una vez que se termina la glucosa el hongo es capaz de iniciar su proceso
inductivo, logrando producir niveles de actividad proximos a los del cultivo en medio
inductor, aunque la aparicién de las actividades se retrasa (Fig.- 17 y 18). Estos
resultados son similares a los obtenidos por Polizeli ef al, (1991) trabajando con
Neurospora crassa, ellos observan como cuando el hongo crece sobre pectina se

produce induccién de la actividad, pero cuando se mezcla la pectina con glucosa se
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produce una represién de la actividad poligalacturonasa y el caracter inductor no se
puede observar hasta que la glucosa no desaparece del medio. Fraissinet y Fevré (1996),
demuestran como las poligalacturonasas producidas por Sclerotinia sclerotiorun son
‘reprimidas por glucosa. Ellos afiaden un 2% de glucosa a cultivos con diferentes
concentraciones de galacturénico (metabolito inductor) y ven como la glucosa evita la
sintesis de todas las enzimas pectinoliticas. El efecto represor de la glucosa se nota

incluso en la marcada reduccion de los niveles de proteinas extracelulares.

En los extractos en los que se habia afiadido el pulso de glucosa, la aparicion de
la actividad PG se retrasa hasta después del dia 4, aunque posteriormente el valor de
actividad maxima es mayor, probablemente debido a la mayor masa de micelio (Fig.-
19). Estos resultados son muy parecidos a los obtenidos por Siessere ef al., (1992), ellos
afiaden un pulso de glucosa al inicio del cultivo y a las 12 horas cuando Penicillium
frequentans esta creciendo sobre pectina, en el primer caso observan como la aparicion
de la actividad se retrasa, y en el segundo caso, en el que ya habia aparecido la
actividad, observan como al afiadir el pulso los niveles de actividad se estabilizan, y no
vuelven a aumentar hasta que la glucosa no se ha consumido. El que los niveles de
actividad permanezcan estables nos indica que la glucosa no inactiva a la
poligalacturonasa, sino que simplemente reprime su sintesis. Pardo er al, (1991)
obtienen resultados similares trabajando con Geotrichum lactis, en este caso la adicion
de glucosa el dia 3 de crecimiento a cultivos en medios inductores, reprime la sintesis
de PG, manteniéndose estables los niveles de PG que existian en el momento de la

adicion.

Nuestros resultados son corroborados por los obtenidos por Posada (Congreso
Nacional de Fitopatologia, 1998) sus experimentos se centran en el control genético de
la sintesis de los genes de exoPG y endoPG de FORL, demostrando que la sintesis de
ambos esta regulada a nivel transcripcional, no apareciendo mensajeros cuando el
hongo esta creciendo en glucosa, es decir la sintesis de ambos es reprimida por glucosa

(Patifio et al., 1997).
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1V.5.- CARACTERIZACION DE LA EXQPG PREVIA A SU PURIFICACION.

Como ya hemos comentado las condiciones elegidas para obtener exoP(G para su
posterior purificacion fueron 6 dias de crecimiento en estatico, utilizando como fuente
de carbono inductora la pectina de manzana, debido a varios motivos:

e No presentaba problemas de concentraciones criticas por encima de las

cuales no creciese el hongo o no se produjese induccion.

e El dia 6 de cultivo se producen exclusivamente actividades exo.

e El patrén isoenzimatico es el mas parecido al obtenido sobre plantas de

tomate.

En el disefio de un proceso optimo de purificacion hay que tener en cuenta
distintos parametros: maximizar el rendimiento y la pureza y minimizar el nimero de
pasos y el coste global del proceso. Para ello se realizé un estudio previo de la actividad
poligalacturonasa del extracto enzimatico con el fin de conocer las condiciones optimas
para la manipulacién del mismo. Esto nos sirvié también para conocer las condiciones

dptimas para valorar la actividad.

En cuanto a la temperatura a la que debiamos realizar los procesos, no hubo
ningan problema debido a que se trata de una actividad bastante estable a temperatura
ambiente, sobre todo en los pasos iniciales de la purificacion. No se utilizé la
temperatura 6ptima de la actividad para las valoraciones por ser excesivamente alta y

porque se obtienen buenos resultados con la temperatura utilizada.

Se estudio la influencia de varios iones y compuestos en la actividad, entre los
resultados obtenidos destaca la influencia del calcio sobre la actividad, este produce un
fuerte efecto inhibitorio que se hace patente ya a concentraciones bajas (0,25 mM); a
concentraciones superiores a 1mM somos incapaces de detectar la actividad, este efecto
ya habia sido descrito por numerosos autores (Pagel y Heitefuss, 1990; Polizeli e al.,
1991; Garcia Maceira ef al., 1997) y se debe probablemente a interferencias con el
sustrato, mas que a un efecto directo sobre la enzima (Riou, er al., 1991). El calcio
forma complejos insolubles con el sustrato, la formacion de puentes de calcio actua

como barrera frente a la degradacion del polimero. A concentraciones altas de calcio se
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produce la formacién de una especie de gel que restringe la movilidad enzimatica y
puede ser causa de adsorcion de la enzima. Cooper (1978), trabajando con diferentes
aislamientos de Fusarium oxysporum detecta inhibicion de la actividad, pero son
necesarias concentraciones mas altas de calcio (10 mM) para que este efecto se haga
patente. Nuestros resultados son mas parecidos a los obtenidos por Pérez Artes y Tena
(1990), ellos trabajando con Fusarium oxysporum f.sp. ciceri detectan inhibicion de la
actividad a partir de 0,5 mM. Resultados similares obtienen Vazquez ef al., (1986)
trabajando con poligalacturonasas de Alternaria alternata. La influencia que ejerce el
calcio sobre la actividad PG es uno de los factores que se utilizan a la hora de
diferenciar una PG de una PL, ya que estas lltimas no solo no se inhiben por calcio,

sino que es un cofactor necesario para su actividad.

La actividad disminuye también cuando afiadimos otros cationes divalentes
como Mg?*, Mn**, Cu*" o Co**, resultados que concuerdan con otros encontrados en la
bibliografia (Pagel y Heitefuss, 1990; Polizeli ef al., 1991; Riou, et al., 1992).

Un ion que también tiene un efecto caracteristico es el mercurio, este provoca
inhibicion total de la actividad incluso a concentraciones bajas (0,25 mM), esto es
debido, probablemente, a la presencia de grupos tiol en el centro activo de la enzima y
es una caracteristica tipica de las exoPG, que no es compartida por las endoPGs. El
efecto del mercurio sobre la actividad exoPG ya habia sido descrito por algunos autores
(Garcia Maceira ef al., 1997; Riou ef al., 1992; Martel et al., 1996).

El EDTA también influye en la actividad, este compuesto es un agente quelante
de cationes divalentes, como el calcio que como hemos visto inhibe a la actividad PG.
Cuando la concentracién de EDTA no supera 5 mM notamos una influencia positiva
sobre la actividad (mas actividad que en el control), esto probablemente es debido a que
esta eliminando restos de calcio u otros iones presentes en el cultivo en cantidades muy

pequeifias pero que pueden llegar a afectar a la actividad.
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IV.6.- PURIFICACION DE LA EXOPOLIGALACTURONASA.

La purificacién de la exoPG tuvo bastantes dificultades debido entre otras cosas
a que no se trataba de una actividad mayoritaria en el extracto, a que la carga neta de la
proteina no debia ser muy alta por lo que habia que utilizar pH extremos en las
columnas de intercambio para conseguir unirla a las matrices de la columna y
fundamentalmente a la presencia de pigmentos en la muestra que dificulta todos los
pasos de la purificacion y cuando se utilizaros métodos para eliminarlo observamos una

notable pérdida de actividad, ya que debe contribuir a la estabilizacion de la proteina.

En el primer paso de un proceso de purificacion es necesario separar €l mayor
nimero posible de impurezas y concentrar lo méximo posible las proteinas que nos
interesan de las presentes en el extracto enzimatico. Este paso debe ser lo mas rapido y
sencillo posible. De los métodos ensayados para concentrar volumenes grandes
elegimos la filtracion tangencial ya que era con el que mas actividad especifica y grado
de purificacién obteniamos. El rendimiento era un poco superior cuando precipitabamos
con sulfato amoénico al 90%, pero este método tiene varios inconvenientes, primero es
mas caro que la filtracion tangencial, segundo es un meétodo mas lento y labérioso, ya
que el sulfato aménico, para obtener este rendimiento, hay que afiadirlo en frio,
lentamente y después centrifugar en frio y tercero después de esto hay que dializar
-durante bastante tiempo, con varios cambios de tampén ya que es dificil eliminar los
restos de sulfato aménico. Con la filtracion tangencial, el extracto sale dializado en el

tampon que elijamos.

El resto de los métodos ensayados ofrecié peores resultados, el unico que se
acercaba mas a los dos citados con anterioridad fue la filtracién no tangencial. Este
método fue el elegido en los otros pasos de la purificacion, cuando queriamos

concentrar volimenes pequefios.

El siguiente paso de la purificacién fue una cromatografia de exclusion
molecular (Bio-Gel P100), con este paso se pretendio eliminar la mayor parte del color
presente en la muestra y al mismo tiempo eliminar las proteinas con distinta masa

molecular que la nuestra. El rendimiento obtenido en este paso fue un 63%, semejante o
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un poco superior al obtenido por otros autores en un paso similar de purificacion de
exoPG (Martinez et al., 1991, Pardo et al., 1991; Riou et al., 1992).

El siguiente paso de la purificacion fue un intercambio idnico en columna de alta
eficacia (Mono-Q), equilibrada en tampon fosfato pH 8.2. con este paso lograbamos
separar un pico mayoritario de actividad PG que fue la que denominamos PG, aunque
aparecia actividad PG en otros 2 picos mas. Tenemos que recordar que el dia 6
aparecian varias formas de poligalacturonasa, alguna de ellas probablemente se habra
perdido en los pasos anteriores de purificacion (en los que también habia actividad en el
extracto descartado), las que quedaban se separan en este ultimo paso. En este paso, por
tanto logramos purificar casi 33 veces la PGy con un rendimiento de 8,6. La PGy asi

obtenida era totalmente homogénea.

Aungue el rendimiento global del proceso de purificaciéon parece pequefio, es
superior a otros descritos en la bibliografia para exoPGs, asi por ejemplo la exoPG de
Aspergillus tubingensis el rendimiento fue de un 2,3% (Kester et a/, 1996) y en
Alternaria mali se han purificado tres exoPGs con rendimientos de un 4,7; 6,0 y 6,4%.
(Nozaki et al., 1997). Sin embargo en el caso de una exoPG de Fusarium oxysporum
f.sp. melonis el rendimiento fue bastante superior (27,8 %) a pesar de que los pasos
utilizados para su purificacion fueron semejantes a los nuestros (Martinez ef a/, 1991).
Aungue en los isoelectroenfoques no se detectan bandas de poligalacturonasa con pl tan
alto como 8,25, con pH inferiores a este valor no conseguimos que la proteina se una a
la columna. Esto puede ser debido a que la exoPG tenga poca carga neta y esto unido a
interferencias con el tampon (el tampon fosfato tiene carga negativa y puede competir
con la proteina en su union al lecho positivo de la columna), hace que el pH que
tenemos que usar sea tan alto, pudiendo contribuir a inestabilizar algo la enzima
(aungue es bastante estable a ese pH). Cuando probamos con una columna de lecho
negativo, pasaba practicamente igual, teniamos que usar unos pH muy bajos para
conseguir que la proteina se pegara a la columna. Esta opcion se descart6 porque la

enzima es menos estable a pH bajos.

La proteina asi purificada nos sirvi6 para su posterior caracterizacion (pH

optimo, estabilidad al pH, temperatura 6ptima, estabilidad a la temperatura, masa
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molecular, pI, modo de accion de la enzima, ensayos de afinidad por distintos sustratos,
comprobacion de que era una glicoproteina y ensayos con inhibidores), pero en algunos
casos necesitibamos una cantidad mayor de enzima (produccion de anticuerpos,
obtencién de la secuencia amino terminal y de un péptido interno y composicion de
aminoacidos), en estos casos la proteina se purificdé mediante electroelucion y
posteriormente se precipita con etanol para quitarle el color. Con esto conseguimos una
purificacion mas rapida y eficaz, pero tiene inconvenientes, primero se deben conocer
las caracteristicas de la enzima y segundo que s6lo se puede usar en ensayos en los que
no sea necesario que la enzima mantenga la actividad, ya que la enzima electroeluida

practicamente no tiene actividad.

IV.7.- CARACTERIZACION DE LA PG,

La PG; es una exoPG con una masa molecular de 68 kDa, similar o incluso igual
a la de otras exoPG descritas (Kester ef al., 1996; Riou ef al., 1992, Garcia-Maceira ef
al., 1997, Nozaki ef al., 1997) cuyas masas moleculares oscilan entre 60 y 80 kDa. Las
endoPG son generalmente mas pequefias oscilando su masa molecular entre 30 y 45
kDa (Martel ez al., 1996; Arie et al., 1998; Di Pietro et al., 1998; Clay et al., 1997). No
es una proteina formada por varias subunidades, caracteristica que comparte con el resto

de las poligalacturonasas.

La PG, es una glicoproteina, la parte glucidica de la enzima es aproximadamente
un 29%, es decir un porcentaje bastante elevado que confiere gran estabilidad a la
enzima, pero al mismo tiempo complica considerablemente los intentos de romper o
secuenciar la proteina. Casi todas las poligalacturonasas descritas en la bibliografia son
glicoproteinas (Strand et al., 1975; De Lorenzo ef al., 1987, Arie et al., 1998; Nozaki et
al., 1997; Di Pietro y Roncero, 1996) y en general estan fuertemente glicosiladas, esta
caracteristica suele ser comin entre las proteinas extracelulares. En el caso de las
poligalacturonasas generalmente la unién del azicar a la proteina se produce
exclusivamente mediante enlaces N-glicosidicos, caracteristica compartida también por
la PGy, ya que conseguimos desglicosilarla totalmente mediante enzimas, como la endo-

H que rompen exclusivamente este tipo de enlace.
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El pl de la PG, es aproximadamente 6,5, en este caso suele haber mas
variabilidad entre la poligalacturonasas, ya que como hemos comentado normalmente
un aislamiento secreta varias isoformas dependiendo de las caracteristicas del cultivo.
Normalmente el rango de pl de las PGs suele estar entre 3,8 a 7,5 (Magro et al., 1980).
El pI de la PG, es bastante similar al estimado para una exoPG de Fusarium oxysporum
f.sp. melonis (Martinez et al., 1991) y para una exoPG de Fusarium oxysporum f.sp.

lycopersici (Garcia-Maceira et al., 1997).

El pH optimo de la PG, coincide con los estudios realizados acerca del pH
optimo de las PGs, las cuales presentan en general, tanto si son endo como exo, valores
de pH optimo entre 4,0 y 6,5 (Keon et al., 1991; Martinez ef al., 1988; Pérez Artes y
Tena, 1989). La drastica reduccion de la estabilidad al pH observada entre pH 6,0 y 7.0,
se debe probablemente a que en este intervalo de valores se encuentra el pl de la
enzima. Es sabido que el pH al cual una proteina presenta un minimo de solubilidad es
su pl, definido como aquel valor de pH en el que la proteina no presenta carga eléctrica.
En estas condiciones no existe repulsion electrostatica entre las moléculas tendiendo

estas a coalescer y precipitar. La proteina precipitada pierde su actividad.

En cuanto a la temperatura 6ptima de la PG, es similar a otras exoPGs de
Fusarium oxysporum fsp. lcopersici (Garcia-Maceira et al., 1997, Di Pietro vy
Roncero; 1996), Fusarium oxysporum f.sp. ciceri (Pérez Artes y Tena, 1990) y algo
superior a otras citadas en la bibliografia para Pseudomonas solanacearum (Schell et
al., 1988) Alternaria mali (Nozaki et al., 1997), Aspergillus tubingensis (Kester et al.,
1996), Geotrichum lactis (Pardo et al., 1991) o Sclerotinia sclerotiorum (Riou et al.,
1991), todas estas PGs tienen una temperatura optima en torno 40 °C, inactivindose
parcial o totalmente a temperaturas proximas a la optima de la PG, de FORL (60 °C).
Esta enzima también es bastante estable a la temperatura haciendo falta 15 min a 65 °C
para inactivarla totalmente. Su termoestabilidad es superior a la de otras enzimas
pécticas de hongos (Ishii ef al.,1975; Baldwin ef al., 1989) incluidas la mayoria de las
anteriormente citadas, aunque es semejante a la de las pectinliasas de Penicilliun
italicum (Alafia ef al., 1991). Esta alta estabilidad puede ser debida a su alto contenido

en azicares, que de alguna manera ayuden a su plegamiento y la estabilicen.
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Segiin Rombouts (1980), la K, para la hidrélisis de su sustrato de la mayoria de
las PGs es inferior a 1 mg/ml, aunque también se han descrito PGs con valores de Kg
superiores a este valor como la de Neurospora crassa con Ky, de 5,0 mg/ml (Polizelli et
al., 1991). En nuestro caso los valores se ajustan al modelo propuesto por Rombouts,
siendo la Kn para el poligalacturénico de 0,64 mM (0,13 mg/ml), la Kn para el
digalacturénico de 1,17 mM (0,24 mg/ml) y la Km para el trigalacturonico de 0,99 mM
(0,20 mM). Las Ky, para el dimero y el trimero son muy parecidas a las obtenidas por
Kester et al., (1996), para una exoPG de Aspergillus tubingensis. Estos autores
sostienen que la K, v 1a Vimax dependen del grado de polimerizacién de la cadena de
sustrato, los valores de K. decrecen (en oligogalacturonidos con grado de
polimerizacion de 2 a 7) con el incremento de la longitud de la cadena. En nuestro caso
también ocurre ya que la K, del trimero es mas pequefia que la del dimero. Otros
autores obtienen K para exoPG con el dimero y el trimero como sustrato mas
pequefias que las nuestras, este es el caso de Nozaki et al., 1997, que obtiene valores

considerablemente mas pequefios en 3 exoPGs de Alternaria mali.

El valor de la Ky para el polimero fue semejante al obtenido por Pardo ef al.,
1991, ellos obtienen una Ky, de 0,09 mg/m! en una exoPG de Geotrichum lactis. Sin
embargo entre las Ky, de la exoPG publicadas observamos diferencias abismales, los
valores van desde K, para el poligalacturénico de 0,09 mg/ml hasta valores como los
observados para una exoPG de FOL de 25 mg/ml (Garcia Maceira et al., 1997), pasando
por los de una exoPG Fusarium oxysporum f.sp. melonis (Martinez et al., 1991), los de
la exoPG de Aspergillus tubingensis (Kester et al., 1996) y los de una exoPG de
Neurospora crassa, que son de 1,2 mg/ml, 3,2 y 5,0 mg/ml. Ademds de estar diferencias
observamos datos contradictorios como los observados por Garcia-Maceira ef al.,
(1997) que obtienen valores de K, mas altos para el poligalacturénico que para la
pectina, siendo el primero el sustrato tipico de las poligalacturonasas y el segundo el de

las polimetilgalacturonasas.

Como vemos hay pocos estudios hechos con las Kq y los resultados no son muy
homogéneos, esto puede ser debido a que los sustratos son polimeros complejos muchos
de ellos dificiles de obtener o a la escasez de exoPGs purificadas y la dificultad que

conlleva su purificacion que hace que se realicen pocos estudios de este tipo.
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Como siguiente paso nos planteamos conocer la composicién de aminoacidos de
la proteina, como hemos dicho hay pocas exoPG purificadas y de estas solo 3 exoPG de
hongos tienen publicada su composicion de aminoécidos, la de Aspergilius tubingensis,
Cochliobolus carbonun y Fusarium oxysporum f. sp. Iycopersici. En la tabla 4.1

podemos ver las composiciones de aminocidos de las 4 exoPGs.

Tabla 4.1.- Composicién de aminodcidos de las exoPGs de FORL, A. niger (Kester ef al.,
1996), C. carbonum (Scott-Craig ef al., 1998) y FOL (obtenido mediante el BLASTX).

Estas 4 exoPG se diferencian en el tamafio, como hemos dicho la masa
molecular de 1a exoPG FORL es 68 kDa (50 kDa desglicosilada), la de C. carbonun,
(Scott-Craig ef al., 1998) es 60 kDa (45 kDa desglicosilada), la de Aspergillus
tubingensis (Kester et al., 1996) es 78 kDa (entre 52 y 55 kDa desglicosilada) y la de
FOL (Garcia-Maceira et al., 1997) es 63 kDa (45 kDa, desglicosilada), estas diferencias
en tamafto podrian explicar parte de las diferencias observadas, es decir a mayor tamaiio
mayor nimero de aminoacidos, en general. Las exoPG de FOL y C. carbonum son las
mas semejantes a nivel dg aminoacidos, y también lo son en cuanto a masa molecular

una vez dwlicosilada la proteina.
E "‘ “!
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En nuestro caso, podemos observar que el aminoacido mayoritario es la glicina,
este es un aminoacido polar sin carga, y su pequefio residuo contribuye al plegamiento
de la proteina. La alanina, treonina y la serina, suelen ser aminoacidos bastante
mayoritarios en las poligalacturonasas (Reymond et al., 1994, Fraissinet —Tachet ez al.,
1995). En nuestro caso también lo son. Las mayores homologias, entre todos los hongos
citados, en cuanto a nimero de residuos de aminodcido por molécula en concreto se
dan en la treonina, serina, valina y metionina. Entre FORL, FOL y A.tubingensis
también es similar el nimero de histidinas por molécula y entre FORL, 'A.tubingensis y

C. carbonum es similar el nimero de argininas siendo muy superior en el caso de FOL.

Cabe destacar el bajo nimero de cisteinas que tiene nuestra exoPG si lo
comparamos con el resto, es decir nuestra molécula tendria pocos puentes disulfuro, que

se forman entre residuos de cisteina libres.

En cuanto a la basicidad de la proteina, la més basica parece ser la de FOL y la
menos basica la de A. tubingensis. Estos resultados obtenidos a partir del niimero de
aminoacidos basicos por molécula coinciden con los publicados sobre su punto
isoeléctrico, ya que la de FOL tiene un pi de 7,0 y la de A. tubingensis tiene un pl entre
3,7y4,2.

IV.8.- OBTENCION DE UNA SONDA PARA LA EXOPG

Para obtener la sonda necesitabamos obtener la secuencia amino terminal de la
proteina y la secuencia de un péptido interno (o bien la secuencia de 2 péptidos internos
alejados entre si). La obtencién de la secuencia amino terminal fue bastante complicada
ya que, como hemos dicho, la proteina esta fuertemente glicosilada y plegada, esto hizo
que los primeros intentos nos dieran como resultado que el extremo amino estaba
bloqueado, en otras exoPG ha ocurrido lo mismo (Scott-Craig ef al., 1998; Garcia-
Maceira ef al., 1997), nosotros tras desglicosilar y desnaturalizar la proteina
conseguimos secuenciar el amino, por lo que probablemente este no estuviese
bloqueado debido a modificaciones de aminoacidos, sino que debido a la alta

concentracion de azicares y al plegamiento, la secuenciacidn era imposible. Una vez
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obtenida la secuencia amino terminal, pudimos compararla con otras secuencias
publicadas hasta el momento, 3 de distintas exoPG de A. mali, una de A. tubingensis y
otra de FOL (tabla 4.2) y podemos observar que no presenta nada en comun con ellas,
esto no es extrafio, ya que el extremo amino es la parte de las proteinas que mas
variaciones sufre entre proteinas homologas, ademas el nimero de secuencias amino de
exoPG es todavia muy reducido. Esta falta de homologia también se ha observado

dentro de las endoPG donde el nimero de trabajos es mas numeroso.

FORL: X-X-R-K-V-Y-T-I-R-H-S-K-N-D-N-D-X-V-S-S-
A. tubingensis”: M-R-L-T-H-V-L-S-H-T-L-G-L-L-A-L-G-A-T-A
FOLZ L-A-F-N-V-P-S-K-P-P

A maii® 1 A-K-T-T-T-R-P-Y-S-T-W-M-A-G-S-P-L-S-K-G

II: A-K-T-T-T-R-P-Y-S-T-W-M-S-S-P-L-S-K-G
lIt: A-K-T-T-T-R-P-Y-S-T-W-M-P-L-P-L-S-K-G

Tabla 4.2: Comparacion de! extremo amino terminal de exoPG de hongos . ('Kester et al.,
1996; ’Di Pietro y Roncero, 1956; *Nozaki et al., 1997).

Como hemos comentado con anterioridad, la obtencion del péptido interno fue
complicada ya que romper esta proteina tan glicosilada no es facil. A pesar de ello
obtuvimos varios picos de los cuales se eligid el méas simétrico para su secuenciacion.

Se secuenciaron 12 aminoacidos, tamafio suficiente para los estudios posteriores.

La amplificacién de ADN de FORL, usando como cebadores las secuencias
basadas en los extremos amino terminal y péptido interno de la proteina, nos dio como
resultado un fragmento de 755 pb que correspondia a la secuencia parcial del la exoPG.
Utilizando el BLASTX (Altschul ef al., 1997) observamos como las secuencias con las
que presenta mas homologia son con las tres Gnicas exoPGs de hongos secuenciadas
hasta ahora. Presenta una homologia a nivel de proteina del 50 % con la de C.
carbonum, del 38 % con la de A. tubingensis y del 40 % con la de FOL,; a nivel de DNA
gendmico, los porcentajes disminuyen un poco, esto es logico debido a que no estan
eliminados los intrones que son las zonas del gen con menor grado de similitud, en este
caso las homologias son de un 40% con la de C. carbonum y de un 31% con las de A.
tubingensis y FOL, a la que mas se parece como hemos visto, es a la de C. carbonum,

tanto a nivel de DNA como de proteina.
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El nGmero y posicion de los intrones no es similar a los presentes en C.
carbonum o A. niger. Este no es un hecho extrafio ya que la posicion y el mimero de
intrones tampoco se conserva entre los genes de las endo PG de hongos filamentosos,

incluyendo a Fusarium (Arie et al., 1998, Capari et al., 1993b, Scott-Craig., 1990)

El fragmento que ha sido secuenciado es la zona del gen que presenta menor
numero de secuencias conservadas, ya que los fragmentos conservados estan en su
mayoria a partir del residuo aminoacidico 250, el Unico fragmento conservado que
aparece en esta zona es el fragmento NTD (posiciones 182, 183 y 184), que es una
secuencia conservada entre todas la poligalacturonasas, ya sean endo o exo, de hongos,
bacterias o plantas. Los motivos conservados parecen estar relacionado con la afinidad

por el sustrato o con funciones cataliticas.

También hemos podido comprobar que nuestra secuencia, y en general las
exoPG presentan mayor homologia con las PGs de plantas que con las endoPGs de
hongos (Kester et al., 1996).

La obtencion de la sonda ha hecho posible la realizacion de estudios sobre el
control genético del gen codificador para la exoPG y el escrutinio de la libreria

gendémica de FORL para obtener la secuencia del gen completo.

IV.9.- OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES FRENTE A LA PG,
La obtencion de anticuerpos nos permite localizar la enzima en diferentes
situaciones (planta infectada, distintos aislamientos del hongo, distintos hongos,

distintos estados de induccion, etc).

Nosotros obtuvimos anticuerpos policlonales contra la exoPG purificada y
pudimos comprobar mediante DOT-BLOT, que estos anticuerpos son bastante sensibles
(detectan una concentracién de proteina purificada de 0,1 ng, aunque normalmente
utilizamos 10 ng, con una diluciéon de anticuerpo 1:10000), asi por gjemplo los

anticuerpos obtenidos por Riou et al, (1992) para una exoPG de Sclerotinia
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sclerotiorum detectan 2 ug de proteina purificada con una dilucién de anticuerpo
1:2000.

Para corroborar los estudios previos realizados sobre de la induccién de la
poligalacturonasa, realizamos un Wester-Blot con extractos de crecimiento en las
distintas fuentes de carbono. Como podemos ver en la Fig. 42, la banda de masa
molecular equivalente a la exoPG solo aparece en los cultivos de pectina. En el resto de
las fuentes de carbono no aparece sefial con una concentracion de protéina total de 30
ng. Recordemos que en galacturénico o poligalacturénico la actividad mayoritaria no
era de tipo exo, aun asi si aumentamos la cantidad de proteina a 600 ng somos capaces
de detectar sefial todas las fuentes de carbono inductoras; para detectar alguna sefial en
los extractos de glucosa debemos aumentar hasta 1 pg la concentracion de proteina. En

ambos casos a esta sefial le acompafian una serie de sefiales inespecificas.

Mediante inmunoensayos realizado con extractos de raiz de planta control y raiz
de planta infectada y por métodos directos utilizando raices de planta infectadas y
control, pudimos observar mediante estas dos técnicas que la exoPG se expresa en
tejidos infectados y que los niveles de sefial van aumentando paralelamente al desarrollo
de los sintomas de la enfermedad. Los sintomas comienzan a aparecer a los 14 dias,
incrementandose a partir de ese momento hasta los 28 dias donde la podredumbre

alcanza a todo el sistema radicular.

También hemos comentado la homologia que existe entre las poligalacturonasas
en general, que presentan bastantes secuencias conservadas, y en particular entre las
exoPG de hongos y las poligalacturonasas de plantas, lo que explicaria la sefial que
aparece en la planta control. Estos datos concuerdan con los encontrados para por Arie
et al., (1998), ellos trabajan con endoPGs de Fusarium oxysporum, y también detectan
una pequefia sefial en planta control. Este hongo es vascular, por lo que los ensayos se

realizan con tallo de planta.

IV.10- _ENSAYOS CON PROTEINAS _INHIBIDORAS DE LA
POLIGALACTURONASA.
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Las PGIP (proteinas inhibidoras de las PGs) han sido encontradas en una gran
variedad de plantas y se consideran factores importantes para la resistencia de plantas
frente a hongos patégenos al reconocer moléculas no propias. La interaccion es un
prerrequisito para el funcionamiento, no sélo de los mecanismos de defensa $INO
también de la percepcion que conduce a la incopatibilidad (Abu-Goukh y Labavitch,
1983; Anderson y Albersheim, 1972; Brown, 1984, Fielding, 1981; Hoffman y Turner,
1982).

Todas las dicotileddneas examinadas tienen PGIPs asociadas a su pared primaria
que pueden inhibir a las endoPGs secretadas por hongos patogenos (Albersheim y
Anderson, 1971; Hoffman y Turner, 1982, 1984), pero no a las PGs de plantas,
bacterias u otros microorganismos (Cervone ef al., 1990). De la interaccion 0 no entre
PG y PGIP depende el grado de inhibicion, modificaciones por ejemplo en la
glicosilacion de los inhibidores en plantas transgénicas son suficientes para explicar
diferencias de especificidad entre las distintos PGIPs. Las endoPGs se unen fuertemente
a la pared de los hospedadores y parece que esta union se realiza a través de las PGIPs.

Hasta el momento no se han determinado sitios de unién similares para las exoPGs.

La inhibicién in vitro de endoPG por PGIP tiene como resultado la existencia
prolongada en la mezcla de digestion de oligémeros con alto grado de polimerizacion
activos en los mecanismos de defensa (Bruce y West, 1982; Cervone ef al., 1987; Davis
et al., 1986, Walker-Simmons ef al., 1983). A partir de estos resultados se ha propuesto
la hipétesis de que las PGIPs desempefian un papel fundamental en la resistencia a
patogenos fiingicos, al favorecer la formacion de oligosacéridos de un tamafio apropiado
para inducir las respuestas de defensa (Cervone ef al., 1987). La activacion de estos
mecanismos asi como la lignificacién y la sintesis de fitoalexinas depende del grado de
polimerizacion de los oligobmeros formados (Brown y Adikaram, 1982; Cervone ef al,,
1981); el mono y digalacturénico no tendrian este efecto como moléculas activas para la

induccidn de los mecanismos de defensa.

Las PGIPs no son proteinas tnicas, sino que pertenecen a una superfamilia de
proteinas especializadas en el reconocimiento de moléculas no propias y solo

recientemente se han empezado a estudiar y caracterizar.
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Hasta ahora todos los trabajo publicados hacen referencia a las endoPGs
(Fielding, 1981; Cervone et al., 1987, De Lorenzo ef al., 1990; Bruce y West; 1982,
Laffite ef al., 1984, Fisher et al., 1973 etc). Nosotros pensamos que hasta ahora se han
realizado pocos ensayos con exoPGs, probablemente durante mucho tiempo se les
consideré enzimas menos eficaces en la degradacion de sustratos complejos. En los
ultimos tres afios después de algunos resultados contradictorios en los estudios de
interrupcion génica con endoPGs se ha desencadenado un gran interés en las exoPGs y

podriamos estar ante un mecanismo mas sofisticado.

Nuestros ensayos demuestran que la exoPG se inhibe con las PGIP (Fig. 46 y
47), aunque estudios previos realizados con estos mismos inhibidores frente a endoPGs
de A. niger, F. moniliforme, FOL (Desiderio ef al., 1997) demuestran que estas PGIP
inhiben mas eficazmente a varias endoPGs que a nuestra exoPG, ya que en todos los
casos son necesarias concentraciones al menos 5 veces mayores para conseguir el
100% de inhibicion de la actividad. La menor inhibicion de las exoPG, como ocurre en
nuestro caso o la incapacidad de inhibicién en el caso de la exoPG de FOL (Di Pietro y
Roncero, 1996), podria ser una ventaja para aquellos hongos que tienen la capacidad de
liberar en los primeros momentos de la infeccién exoPG, de esta manera lograrian
escapar de la interaccion con las PGIPs, y se liberarian oligomeros mas pequefios no

vinculados a la induccion de resistencia.

IV.11.- EVIDENCIAS DE LA IMPLICACION DE LAS
POLIGALACTURONASAS EN LA PATOGENESIS.

La principal barrera contra los patdgenos es la pared celular de las plantas rica
en polisacaridos. La mayoria de los patdgenos necesitan romperla para acceder a los
tejidos de la planta y por este motivo secretan una serie de enzimas capaces de degradar
los polimeros de la pared. Invariablemente, cuando un hongo crece sobre paredes de
planta, las primeras enzimas que se secretan son las enzimas pécticas, seguidas de
celulasas y hemicelulasas (Jones ef al., 1972); su accion sobre las paredes es un
prerrequisito para la degradacion de la pared por otras enzimas, solo una vez que han

actuado las enzimas pécticas, y en particular las poligalacturonasas, la celulosa y
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hemicelulosa se hace accesible y asi se liberan los inductores de las celulasas y
hemicelulasas. Todo esto ha contribuido al interés que siempre han despertado la

poligalacturonasas.

Se han realizado numerosos estudios para intentar comprobar la implicacion de
las poligalacturonasas en la patogénesis. Numerosos autores han resefiado diferentes
evidencias bioquimicas de la correlacion entre las enzimas degradadoras de la pared
celular y los sintomas de las enfermedades (Bateman y Basham, 1976; Collmer y Keen,
~ 1986; Cooper, 1987; Hanh et al., 1989); mediante anticuerpos contra la endoPG se ha
visualizado el mecanismo de penetracion del hongo y se ha podido observar como esta
enzima se localiza en las proximidades del patogeno y no en otros lugares mas alejados
(Clay et al., 1997) y citoquimicamente se ha podido observar la presencia de acido
galacturdnico (producto de degradacion de la pectina) en tejidos infectados por FORL,
en las proximidades del patogeno (Benhamou ef al., 1990c; Chamberland ef al., 1989),
lo que corrobora la implicacion de enzimas pectinoliticas sobre la paréd celular durante

la entrada del patogeno.

Carder ef al., 1987, con un estudio realizado con 46 aislamientos de 4 especies
distintas de Verticillum sugieren que una alta produccion de poligalacturonasas es un
prerrequisito para la alta virulencia de los aislamientos, es decir los aislamientos que

producen bajos niveles de PGs son menos virulentos que los que producen altos niveles.

Otros autores (Keon ef al., 1990) demuestran como la maceracion en los tejidos
es proporcional a la concentracion de PGs. Las PGs de C. lindemuthianum actuando

solas pueden macerar el tejido y matar protoplastos.

Las endoPGs han sido muy estudiadas por su ataque al azar y su posiblidad de
macerar tejidos (Bateman y Basham, 1976; Keon et al., 1987), a las exoPGs se les ha
prestado menos atencion y siempre se les atribuyé un papel secﬁndario, sin embargo en
los Gltimos afios estan comenzando a despertar gran interés (Kester et al., 1996; Di
Pietro et al., 1996; Garcia —Maceira et al., 1997.
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A nivel genético los estudios se han encaminado a la interrupcion de un gen
concreto y ver las consecuencias sobre los sintomas de la enfermedad, o bien en intentar
clonar un gen en un microorganismo que no produzca otras enzimas pécticas para ver la
implicacion de una proteina en particular o mediante mutantes que carezcan de la

enzima que quemos estudiar.

En cuanto a los experimentos de clonaje y sobreexpresion, Lei et al., 1985,
comprueban como una PG purificada de Erwinia es capaz de causar maceracion en
tejidos de zanahoria y patata. Para demostrar que realmente la maceracion es debida a
esta enzima y no a posibles contaminaciones, clonan el gen de la PG y lo expresan en £.
coli, estas células son capaces de macerar tejidos, es decir ellos concluyen que la PG

sola es capaz de producir maceracion.

Hay numerosos experimentos desarrollados con mutantes que carecen de
endoPG, por ejemplo Ried y Collmer en 1988, trabajando con un mutante de Erwinia
chrisantemi que tiene mutado el gen de la endo y no produce liasas, habian comprobado
como la exoPG que produce es capaz de macerar tejidos. Schell et al., 1988 trabajando
con Pseudomonas solanacearum ven como mutantes que carecen de la endoPG
mayoritaria tienen menos virulencia que los controles sin mutar, pero no la reducen

totalmente

Los trabajos de interrupciéon de genes son numerosos, Di Pietro ef al., 1998,
observan como el gen PG1 que esta muy conservado en F. oxysporum, no es esencial
para la patogénesis, esto lo comprueban mediante ruptura de este gen en FOL y
comprobando como el hongo es capaz de producir la enfermedad a pesar de carecer de
este gen. Este hongo aunque no produzca endoPG, produce al menos 2 exoPGS y una
liasa que podrian ser capaces de producir la enfermedad, en ausencia de la endo. Scott-
Craig et al., 1990, realizan también experimentos de ruptura del gen de la endoPG y
ven como el patogeno conserva al menos entre un 25 y un 35% de actividad PG residual
que atribuyen a una exo. Ellos comprueban que el mutante sigue siendo patogeno, por
lo que concluyen que la endo no es esencial para la patogénesis y que como este hongo

no produce liasas las exoPG deberian ser suficientes para provocar la enfermedad.
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Como hemos dicho aunque et papel crucial de la patogénesis se le habia
atribuido a las endoPGs ya son muchos los experimentos que cuestionan que sean las
Unicas enzimas implicadas y comienzan a dar un papel transcendental en el desarrollo
de la enfermedad a las exoPG. Pérez-Artes ef al., 1990, han comprobado como la raza 5
de Fusarium oxysporum f.sp. ciceri que sélo produce pectinliasas y exoPGs es capaz de
provocar en la planta flacidez y desecacion que llevan a la muerte de la misma tras 20
dias de la inoculacién del hongo. Algunos autores han comprobados como las exoPGs
solas o con ayuda de las esterasas son capaces de macerar tejidos (Pérez-Artes y Tena,
1990; Scott-Craig et al., 1990) y juegan un papel muy importante en la nutriciéon del
hongo (He y Collmer, 1990).

Las enzimas pécticas, en general, actian de manera concertada a la hora de
degradar la pectina y nutrir al patogeno, esta coordinacion es muy importante durante la
patogénesis. Normalmente el mecanismo de la patogénesis es concertado y complejo,
por lo que la pérdida de un solo gen no suele afectar totalmente a la virulencia. Por todo
esto nosotros pensamos que con experimentos de mutagénesis dirigida no se puede
asegurar ni descartar la implicacion de una enzima en la patogénesis, ya que no sabemos
si otras enzimas pécticas presentes en el aislamiento se estan sobreexpresando para
suplir la ausencia de esta o si simplemente son suficientes por si solas para causar la
enfermedad. Ademas puede haber varios genes de endo o exoPGs en un mismo

aislamiento que no se expresen al tiempo sino solo cuando las condiciones lo requieran.

Los fracasos en el control de las enfermedades provocadas por fusarium a pesar
del uso de métodos convencionales como fungicidas, agentes de biocontrol, suelos
mejoradoé, cultivos resistentes etc. puede deberse al pobre conocimiento de los
mecanismos de desarrollo de la enfermedad y de la fisiologia y bioquimica del patégeno
(Arie et al., 1998).

Si esta exoPG es o no un factor determinante en la especificidad forma especial-
hospedador y en el desarrollo de los sintomas, todavia no estd claro. En nuestro caso,
los experimentos que hemos realizado con anticuerpos parece hablar a favor de la
implicacion de la exoPG en la patogénesis, ya que esta se expresa en planta infectada.

La exoPG parece ser una de las enzimas implicadas en la patogénesis, pero
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probablemente no es la unica responsable, como hemos comentado, es un mecanismos

muy complejo en el que estaran implicadas ademas otras enzimas.

Estudios posteriores con la sonda obtenida, nos ayudarin a aportar mas
evidencias. La existencia presumiblemente de una tinica copia por genoma de este gen
es un buen hallazgo y constituira un buén candidato para la interrupcién génica y poder

asi evaluar la importancia en el desarrollo de los sintomas de la exoPG.
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Conclusiones

1.- La actividad poligalacturonasa se induce por la presencia en el medio de cultivo de
acido galacturénico, acido poligalacturénico, pectina de manzana, y extractos de
paredes de tomate. El acido galacturénico produce una inhibicién tanto del crecimiento
como de la actividad cuando se afiade al medio a una concentracion superior al 1%. No
se ha detectado actividad alguna en cultivos con glucosa como fuente de carbono,

incluso en presencia de inductor.

2.- FORL produce, cuando crece sobre fuentes de carbono inductoras, varias isoformas
con actividad pectinesterasa o poligalacturonasa en un amplio rango de pH. La mayor
variedad de poligalacturonasas se produce en los extractos sobre pectina de manzana y

la mayor variedad de esterasas en el crecimiento sobre paredes de tomate.

3.- En los primeros momentos del crecimiento, FORL produce una mezcla de
goligalacturonasas tanto de tipo endo como exoPG, en todas las fuentes de carbono
inductoras estudiadas, excepto en poligalacturonico que produce exclusivamente
endoPGs. Posteriormente produce exclusivamente exoPGs cuando los inductores son
pectina y paredes de tomate, exclusivamente endoPGs cuando el inductor es

poligalacturénico y una mezcla de ambas cuando el inductor es galacturonico.

4.- Se ha disefiado un método para purificar a homogeneidad la poligalacturonasa
mayoritaria de las producidas el dia 6 de crecimiento sobre pectina de manzana, este

método permite purificar la enzima 32 veces con un rendimiento del 8,6 % .

5.- La caracterizacion de la enzima permite asignarle una masa molecular aproximada
de 68 kDa. Se trata de una exopoligalacturonasa, con un pl de 6,6, un pH 6ptimo de 5,6
y una temperatura 6ptima de 55- 60 °C. La exoPG es un glicoproteina con un alto grado
de glicosilacion. Todos los aziicares estan unidos a la proteina mediante uniones N-
glicosidicas. La masa molecular de la proteina desglicosilada es aproximadamente 50
kDa.

6.- La exoPG es capaz de degradar tanto el poligalacturénico como el trigalacturonico y
digalacturénico con unas K., respectivas de 0,64, 0,99 y 1,17 y unas Vmax de 1,84 x

102, 1,9 x 10 y 2,06 x 10 respectivamente.
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7.- El amino terminal no presenta homologias con otros de exo o endoPGs publicados
en la bibliografia. Gracias a la secuencia amino y a la de un péptido interno de la
proteina se ha podido obtener una sonda para la exoPG. El fragmento obtenido tiene
753 pb, tres intrones y 3 sitios de glicosilacion y presenta homologia con las unicas

secuencias de exoPGs secuenciadas.

8.- Se han obtenidos anticuerpos policlonales frente a la exoPG mediante los cuales

hemos podido detectar la proteina en raiz de infectada.
9.- Las proteinas inhibidoras de las poligalactronasas (PGIPs) ensayadas son capaces de

inhibir a la exoPG, aunque se necesitan cantidades superiores que las utilizadas para
inhibir a endoPGs.
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