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Introducción

1.1.-EL GÉNEROFusanum

.

El géneroFusarium fúe descritopor primera vez en 1809 por Link quien lo

definió como especiesde forma hialina, con esporasno septadasque nacíanen un

estroma.Esta descripciónse hizo basándose en las observacionesde F.roseum,

primeraespeciedescritay debidoa su falta de especificidad,se podríaaplicar al menos

a 50 génerosdiferentesde Hyphomycetes.El génerofUe validado por Fries (1821)

quien lo incluyó en el ordenTuberculariaceae.Actualmente,con el desarrollonuevos

métodosde identificación, esta definición ha sufrido una serie de modificaciones

quedandocomo: “especiesconmacroconidiosflisoides, ligeramentecurvados,septados

y conunacélulabasalpedicelada”(Booth, 1971).Los microconidiosy clamidosporas,

terminaleso intercalares,puedenestarausenteso presentes.

En los pasados10 añosse ha intentadolograruna uniformidad en lo que a la

sistemáticadeFusariumserefiere, y aunqueseha avanzadoconsiderablemente,todavía

existendesacuerdosentrelos diferentesestados(Liddell, 1991).Estono esnormalque

ocurra en micología, en estecaso las dificultadesprovienende que las especiesde

Fusaríuminteresanaun gran númerode científicosy tecnólogosconescasaformación

en micología,quesin embragonecesitanunamanerarápidaparaidentificarestegénero.

El géneroFusariumcomprendeungrupode hongosmuy variadoy cosmopolita

(sehan aisladoespeciestanto en el circulo poíarÁrtico, como en la arenadel Sahara),

es responsablede numerosasenfermedadesde plantas, incluyendo marchitamientos,

podredumbres,chancros(crankers),etc., en granvariedaddeespeciesvegetales(Booth,

1971, 1984), también es responsablede problemasdurante el almacenamientode

vegetales,alteracionesde cosechas,ya seemperazona describircasosde podredumbres

depatatasalmacenadasen 1842.

Entrelos efectos que causaFusariwn en humanosy animales,seencuentran

las micosis producidasen nariz y ojos y las úlceras,a la vez que escapazde producir

toxinas que causanenfermedado incluso la muerteen los mismos.La producciónde

toxinas se empezoa describiren 1890 cuandoen Nebraskacaballos, cerdosy vacas

alimentados con grano infectado perdían el pelo. Las micotoxicosis son
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Introducción

envenenamientoscausadospor la ingestiónde toxinasfringicasde que seencuentranen

alimentosalteradoso dañadospor el crecimientode hongostoxigénicos.Las toxinas

entranenel animalo en el hombrepor ingestión,inhalación,o contactodirecto através

de la piel y son suficientescantidadesmínimasde la misma para producir cambios

significativosen la saluddel animal afectado.A altasconcentracionespuedenprovocar

síntomasagudoso la muertey a bajasconcentracionestienenefectoscarcinogénicos,

mutagénicos,teratogénicoso estrogénicos.Algunasde las micotoxinasque puedenser

identificadas como toxinas de Fusaríum son: la toxina alimentaria aleukia, la

zearalenonay el deoxynivalenol.Estas dos últimas se encuentranfrecuentementeen

granosde cerealesy sonquizásel mejor ejemplode micotoxinasqueafectana animales

de granja,sussíntomassonhiperestrogenismoeinfertilidad.

El géneroFusarium comprendealrededorde 40 especies,que a su vez están

agrupadasen 12 secciones.Cada secciónes en realidad un conjunto de especies

relacionadasentre sí, más de la mitad de las especiessonparásitasde plantas.Booth

(1971) divide las 43 especiesen cuatro grupos principales: patógenosde plantas,

patógenosde insectos,saprófitosy habitantesde suelo. De ellos, unaspocasespecies

soncapacesde hacerde puenteentrelos 4 grupos,esdecir, atacanplantas,insectoso

son capacesde vivir activamentefuera del hospedador. De las 43, 27 especiesson

patógenasde plantasverdesy entreellos se encuentranalguno de los más serios

patógenosdel mundo agrícola.Los patógenospuedenserlo de un amplio rango de

especies,o de una sola, inclusive de un solo cultivar. Además puedencomportarse

comopatógenoso vivir como saprófitosen el suelohastaque las condicionesparasu

desarrollocomopatógenoseanlas idóneas.Estaamplia gama de relacionesentre el

patógenoy el o los hospedadoreshaceque surjantérminos como razafisiológica o

forma especial, que aunqueno están incluidos en los códigos internacionalesde

nomenclatura nos ayudan a describir el grado de especificidad de la relación

hospedador-patógeno.

Una raza fisiológica se define en término de genes de resistenciaen el

hospedadory esto segúnla teoría de Flor (1956), gen por gen significa un número

comparablede genesde avirulencia/virulenciaen el hongo,Es decir paran genesde

resistenciaen el hospedador,existirían 2~ razasfisiológicas en el patógeno. Pocose
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Introducción

conoceacercadel origenespontáneode nuevasrazasde Fusariwn en la naturaleza,

salvo que surgenirregulare impredeciblemente.Estasrazastambiénpuedenproducirse

pormutágenos(Bonhot, 1981).

Las formasespeciales(Deightontú aL, 1962),son cepasmorfológicamentemuy

similares,que se caracterizanporsu adaptacióna diferenteshospedadores,serianpor lo

tanto un conjunto de cepasque atacana una especievegetal o a lo sumo a varias

especiesde un mismo género.

Tanto las formas especialescomo las razasfisiológicas no son reconocibles

morfológicamente,solo la inoculación y su comportamientofrente al hospedador,

permitensuidentificación.

Entrelos fitopatólogosesconocidoestegénero,tantopor los dañosqueocasiona

como por la dificultad que presentasu identificación debido a la gran variabilidad

morfológicay fisiológica, que las especiespertenecientesa estegéneroexperimentan

frente a cualquiercambio ambiental (Booth, 1978). Este autor afirmó que no existe

ningún misterio en la taxonomíade Fusarium,pero que si buscamosproblemas,los

cultivos de Fusarium son los candidatosideales para crearlos. Fusar¡um puede

adaptarseaun amplio rangode sustratos,mediantecambiosmorfológicos,porejemplo

la relación carbono/nitrógenodel medio puedeinfluir en la longitud, forma, y septado

de las esporase incluso a la pigmentacióndel medio y de las colonias.La simple

transferenciade un cultivo viejo adiferentesmediosde cultivo, nospuedehacerpensar

que estamosanteunacontaminaclon.

La mayoríade las enfermedadescausadasen plantaspor Fusar¡um tienenun

dificil control. Sehanutilizado métodosquímicos, fisicos, biológicosy genéticos,con

diferentesnivelesde éxito. En la mayoríade los casos,no seevita el desarrollode la

enfermedadconunúnicométodo,sino con la unión de variosde ellos.

DentrodeFusarium las especiesqueson patógenosde plantassepuedendividir

en tres grupos principales: Los que provocan marchitamientoscuyo principal

representantees E oxysporum, los que atacan a gramíneas, principalmenteE.
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monihforme, E graminearum, E. avenaceumy E. c-ulmorum y los que provocan

podredumbresde la raiz de las plantas,entrelos que se encuentraE. so/ant.Cadauno de

los grupostiene factoresen comúncon los otros, como la capacidadde sobrevivir en

ausenciade hospedador(Price, 1984>. Las poblacionesde Fusariumpuedensobrevivir

como clamidosporasy sólo si hay restos de semillas o residuos de plantas se

desarrollaráncomo micelio (Snyder,1969).

1.1.1-Fusariumoxvsporum

.

De las 12 seccionesque se incluyen en el géneroFusarium (Booth, 1971),

Fusariumoxysporumesel principal representante(paraalgunosautores,el único) de la

sección Elegans. Es un hongo cosmopolita, con múltiples formas especializadas

patógenas,parasitaalrededorde 100 especiesde plantas,incluyendo gimnospermasy

angiospermas(Armstrongy Armstrong,1981).

Fusar¡um oxysporumpertenecea los “fl¡ngi imperfecti”, que incluye hongos

(aproximadamente300.000especies)en los que no se conocela reproducciónsexual,

bien porquenuncaha sido observada,porque nunca la han poseídoo porquela han

perdido. En ellos sólo seconocenprocesosde multiplicación vegetativapor conidios.

En estegruposeincluyenla mayoríadelos hongospatógenosde plantas.

Aparte de ser el miembro más importante, económicamente,del género

Fusariwn, es también uno de los más variables. Las estirpes parásitas son

indistinguibles morfológicamente de las saprófitas, pero muestran diferentes

habilidadesparaparasitarhospedadoresespecíficos(Booth, 1971).

Fusarium oxysporwnes en primer lugar, y predominantemente,un saprófito

abundantedel sueloy la materiaorgánica.Ademásalgunascepastienenuna actividad

patogénicaespecífica,que aunqueconstituyenuna porción muy pequeñadentro de la

poblacióntotal del suelo,causanenfermedadesmuy importantesen los cultivos. Dentro

de E oxysporum,elgradoderestricciónaun solo hospedadorvaria, algunascepasestán

pocoespecializadasy causanla muertede plántulas,necrosisy podredumbres,mientras

otrassonparasitana una única especie,o incluso a un único cultivar; por ejemplo,E.
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oxysporumf. sp. lycopers¡c¡estárestringidoal género lycopers¡con,mientrasque E.

oxysporumf.sp. vas¡nfectumseha encontradoen Cajanus,Coifea, Glycine, Gossypiium,

Hevea,Hibiscus,Medicago,Ricinus,Solanumy Vigna.

Gordon propuso,en 1965, una lista con 66 formas especialesde Fusarium

oxysporum.Desdeentoncesel númerode formasespecialesseha ido incrementando,

asíBooth en 1971, propone72 y Armstrongy Armstrong (1981)detallanhasta77. En

muchasde ellassehanencontradodoso másrazasfisiológicas.

El ciclo de vida de F oxysporum incluye un crecimiento saprofitico y un

crecimientoparasítico(Fig. 1), con distintas fasesen cadauno de ellos (Beckmam,

1987).La faseparasitariase inicia con la penetraciónen los tejidosdel hospedadory la

entradaa su sistema vascular, aunque muchascepasde Fusarium oxysporumson

capacesde penetrar en los tejidos corticales de la raíz, las cepas específicasdel

hospedadorson las únicas capacesde penetrar hasta el tejido vascular y causar

marchitez.La penetracióntiene lugar principalmentepor la zonade elongaciónde la

raíz y puede facilitarse por heridas o ataquesde nematodos;desde el punto de

penetraciónel hongo se extiendehacia arriba por los vasosxilemáticosmedianteel

crecimientomiceliar y la formación de microconidias.En estadiosposteriorespuede

extenderseal tejido adyacentecausandonecrosisque sonvisibles exteriormente.La

patogenesisestárelacionadacon el bloqueode los vasosy con la formaciónde enzimas

y toxinas.La fase saprofiticade crecimientoseinicia cuandolos tejidos infectadosdel

hospedadorempiezana manifestarsíntomasde senescenciay mueren.Los Fusaria

vasculares,que se ramifican por el tejido vascular invadiendo las células del

parenquimacortical, generanunasubstancialmasaproductorade clamidosporas.Estas

estructurasson las que permitena las formaspatogénicaspermaneceren suelosmucho

tiempo despuésde queunacosechasusceptiblehayasido eliminada(Burges,1981).La

formaciónde clamidosporasempiezacuandolos nivelesde carbohidratosdesciendenen

los tejidos moribundosdel hospedador(Hsu y Lockwood, 1973). Conformelos tejidos

del hospedador se desintegran, las clamidosporas son liberadas al suelo,

individualmente o junto con hifas en los restosvegetales.Clamidosporaspueden

persistirde formainactivadurantevarios añosgraciasa la paredfUertementeengrosada

y a las reservasalmacenadasy germinaral disponerde nutrientes,porejemplo en las
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proximidad de partesjóvenesde raíceso de desechosorgánicosdel suelo,

germinaciónde nuevasclamidosporas.

favorecela

Fig.- 1: Ciclo devida deFusariumoxysporum.(Beckmam,1987).

I.1.í.a - La fusariosisvascularcausadapor Fusariumoxysporum.

Los marchitamientosvascularesproducidos por E. oxysporumocurren en

muchoscultivos de plantas.Las especiesvascularespuedenatacara sus hospedadores

en cualquiermomentodel ciclo vital de los mismos,antesde la emergencia,en estado

de plántulay sobretodo,cuandolaplantaesadulta.

El ciclo comienzacuandolas raícesde plantassusceptiblesentranen contacto

conlas hifas del hongo que se han desarrolladoen el suelo.La formade introducirsees

a travésde aberturasoriginadasen las raíceslateralesemergenteso porzonasdañadas

mecánicamente.Una vez en el interior de las raícesel hongo extiendehacia la región

del xilema. Una vez allí el hongo seextiendehacia arriba por los vasosxilemáticos,

dondesecretaenzimaspécticas.Las células parenquimáticasmueren,produciéndose

unacoloraciónmarrónen todoslos vasosafectados.

clamidosporas clamidosporas clamidosporas

8





Introducciónu
Esta forma especializada,es responsablede la flisariosis vascular del tomate

(Lycopersiconesculeníum).La primera referenciasobre la marchitez de plantasde

tomateproducidapor FOL esde 1895, y su presenciaha sido citadaal menosen 32

países,a menudo como responsablede grandespérdidaseconómicas.La enfermedad

continúaapareciendocomo consecuenciadel cultivo intensivo de tomate. El uso de

variantesresistentes,especialmentela resistenciamonogenética,ha sido y continua

siendo,hastaahora,el principal mediodecontrol, perotieneel problemade la aparición

de variedadesresistentes,así en aquellaszonas cultivadasdurantevarios años con

variedadesqueincorporanel genl,dominanteparala resistenciaa la raza 1 de FOL, ha

aparecidounanuevarazadel patógeno,la raza2. Estarazaha sido tambiéncontrolada

por el descubrimientoy posterior incorporación,de un nuevo gen dominanteparala

resistencia,el gen 1-2. En 1981 se identificó una nueva razaen Brasil, la raza 3.

Tambiénseha localizadoresistenciamonogenéticaparaestaraza,pero aúnno ha sido

incorporadaa las variedadescomerciales.

Otro métododecontrol de la enfermedadesla aplicaciónde plaguicidasdurante

el desarrollode la planta,peroescaroy no buenresultado.Tambiénseestánestudiando

lasposibilidadesdel control biológico, por ejemploDeCal el aL, 1997estánensayando

la efectividadde Peníc¡llumoralicum contraFusarium oxysporumf sp. lycopersici y

Alfonso el aL, 1992, también han realizado ensayosde control biológico sobre

Fusariumoxysporumf. sp. lycopers¡ciconvariashongosno patógenos

1.1.1 .b.- La podredumbre del cuello y la raíz.

El representantetípico de esta sintomatologíaes Fusarium oxysporum£ sp.

radicis lycopersici.

1.1.2.-FusariumoxvsnorumE. sp.radicis iveoversicí

.

1.1 .2.a.- Distribucion.

En otoñode 1985, sedetectóen los cultivos de tomatede invernaderode la región

de Murcia, una enfermedadno descrita hastaentoncesen España,basándoseen la

lo
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No de forma infrecuente,los tallos de las plantasenfermasestánrecorridosen su

epidermisporunanecrosismarrón,lineal, quepuedealcanzarcasihastala copa.

El hongo escapazde infectara las semillas(Jarvisy Thropé,1976; Sánchezel al.,

1975),pero la plantainfectadaexperimentalmente,normalmenteno se marchitahastaque

seproducenlas condicionesadecuadasparael nacimientodel fruto (Satoy Araki, 1974;

Sonoda,1976;Yamamotoelal., 1974).

Estudiosultraestructuralesen tomatesinfectadospor este organismodemuestran

quela colonizaciónde la raíz esmuy agresiva.La epidermisescolonizadaentrelas 12 y

las 24 horasdespuésde la inoculación.En estaprimeraetapay un poco más tarde(96

horas)el patógenohabitualmenteestálimitado al áreacortical externa,dondeencontrarnos

célulasifingicas tanto intra como intercelularmente.El engrosamientode las paredesy la

formación de papilas son los principales síntomasque se manifiestanen las células

corticales,peroestántotalmenteausentesen la endodermisy en el sistemavascular.

Entrelas 96 y las 120 horaslas hifas sehacenvisiblesen la endodermisy 24 horas

mástardela estelavascularescolonizada,en esteúltimo pasolas célulasparenquimatosas

reaccionancomolas célulascorticalesy la invasiónde los vasosseproducedirectamentea

travésde la láminamediay de las puntuacionesde lasmembranas.

Enel áreacorticalel citoplasmay las paredessemuestrantotalmentedesintegrados

cuando la raíz completaestá colonizada; alrededorde las 144 horas despuésde la

inoculación.

Las células de la endodermisa veces están colapsadasy presentansignosde

incipientedegradaciónque sehacemáspronunciadacuandoel patógenollega al sistema

vascular.Al mismotiempo seobservanlos síntomasde clorosisy la incipienteflacidezde

las hojas.

La extensiva desintegración de la pared celular observada en estudios

ultraestructurales(Rowe, 1980; Charestel aL, 1984) indican que este hongo produce
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alteracionesvinculadasa la paredsimilaresa lasproducidasporotrospatógenosvasculares

comoFusariumoxyspon¿my Verlicillium.

La podredumbredel cuello y de la raízesel síntomadominante,en estapatología,

pero también el marchitamientopuede observarseen plantascuando estápróxima la

cosechade frutos(Jarvisy Shoemaker,1978;Rowe,1980).

Charestel aL, (1984) describenque la clorosis y la flacidez de las hojas se

observanincluso cuandolos primerosvasosacabande ser colonizados,indicandoque la

necrosisdel tejido perivascular,incluyendo el cortexy el floema primario, puedeen sí

mismacontribuira los síntomasdel marchitamiento.Es posible,apesarde la gravedadque

la plantapuedarecuperarseparcialmente,incrementandolasraícessecundarias.

I.í.2.c.- Especificidad parasitaria.

Apartede parasitaral tomate(Lycopersiconesculentum),FORL afectaal pimiento

(Capsicurnfrulescens)(Vamamotoel aL, 1974; Rowe, 1980)y a la berenjena(Solannm

melongena)(Rowe, 1980),Tambiénse ha descritoque muchasleguminosaspuedenser

susceptibles(JonescIa!., 1991).

1.2.-LA PARED CELULAR

.

La paredes responsablede variasfUnciones, proporcionaresistenciamecánica,

mantienela formade las células,controlandola expensióncelular, sirve pararegularel

transporteintercelular, mantener las fUentes de reserva y proteger contra otros

organismos;al mismo tiempo estáinvolucradaen las interaccionesentrelas plantasy

suspatógenos(Albersheim, 1976;Brett y Waldron,1990).

La paredcelularrica en polisacáridoses la primera linea de defensade la planta

contraun patógeno.La paredcelular es, por un lado, un soporte inerte que actúacomo

barrera,pero por otro lado es dinámicay metabólicamenteactiva (Robinson,1991). La

mayoríade los hongosque pretendencolonizaruna planta necesitanromperestabarrera

parapoderaccedera los tejidosy al mismotiempola degradaciónde la paredproporciona
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los nutrientesquenecesitael hongoparapodercrecery completarsu procesode invasion.

Se acepta,de maneramayoritaria,que el arsenalenzimáticodel hongo contribuye,junto

con las fUerzasmecánicas(Howardel aL, 1991) a la degradaciónde ambas,cutícula y

pared.

Según varios autores(Bowles, 1990; Esquerré-Tugayéel aL, 1979; Vaneeel aL,

1980), la paredescapazde formarrecubrimientosde proteínasy lignina como respuesta

frentea la invasiónde un hongopatógeno.Esto vienea confirmarquela paredno esuna

estructuraestáticae inerte, sino que es en realidad,una extensiónvirtual del citoplasma

con el quemantieneunacontinuidadmolecular(Roberts,1990).

1.2.1.-Pared celular primaria

.

Las paredescelularesprimarias sonlas paredesde las célulasen crecimiento.Los

polisacáridosconstituyenaproximadamenteun 90% de la estructurade estasparedes.

Duranteel crecimiento,los enlacesentrepolisacáridosse rompen, la paredse expandey

las moléculasnuevasscinsertanentrelasya existentes.

La pared celular primaria de las plantas está compuestapor una matriz de

polisacáridosy proteínasestructurales,constituyendoun sistemabifásico (MeNeil, el aL,

1984).Todo estosecolocaalrededorde la célulaen diferentesestratosy haceque la pared

seaquímicay físicamenterobustay estable(Carpitay Gibeaut,1993).

Existen dostipos de paredcelularprimariaen plantas:el tipo 1, presenteen todas

las dicotiledóneasy algunasmonocotiledóneasy el tipo II presenteen especiesde la

familia Poaceaey en otrasmonocotiledóneaspróximas.(Carpitay Gibeaut, 1993). Nos

vamosacentrarenla paredcelulartipo 1 porserel tipo de paredde lasplantasdetomate.

1.2.2.-Paredcelular tipo 1

.

La paredcelularprimariatipo 1 (Fig. 5) comprendetresdominiosestructuralmente

independientes,pero queinteraccionanentresí. El primerdominio esel armazónprincipal

de celulosay xiloglucano(sobreel 50 % de la masatotal de la pared),estedominio está
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En este tipo de pared celular, el principal polisacárido entrelazantees el

xiloglucano,otrostipos de polisacáridosno celulósicosse encuentranen muchomenor

proporción (Bacic el a/.,1988; Darvilí el al., 1980). Los xiloglucanos son cadenas

linealesde ¡3-1,4 glucanos,pero al contrario que la celulosaestosposeennumerosos

residuosxilulolíticos unidos en posición 0-6 a las unidadesde glucosade la cadena,

siguiendoun patrónregular.Unidadesadicionalesde galactosao arabinosa,sepueden

unir en posición0-2 a algunasunidadesde xilosil (Bacie el a/.,1988).Hay, también,

posiblesunionesde flicosa en posición0-2 a los restosde galactosil,lo queconllevaría

la formación de cadenasalternas de trisacáridos (Hisamatsuel al. 1991). En los

primeros modelos de pared primaria de dicotiledóneas se considerabaque los

xiloglucanospresentabanuna configuraciónlineal, estableciendopuentesde hidrógeno

con los glucanosde las microfibrillas de celulosa(Albersheim, 1976; McNeil el al.,

1984). Actualmente se admite una configuración regularmenteondulada en los

xiloglucanos y una doble posición en la pared, la tradicional que defendíaque el

xiloglucano estáfUertementeunido a los glucanosexpuestosde las microfibrillas de

celulosa y la moderna que sostiene que los xiloglucanos se extienden entre dos

mícrofibrillas y se enlazancon otrosxiloglucanos,lo que estámásen concordanciacon

la presenciade cantidadesigualesde celulosay xiloglucano en estetipo de paredes

(Carpitae/aL, 1993).

Este armazónprincipal constituido por celulosay xiloglucanoestáentrelazado

con los polisacáridosDécticos o pectinas de la pared. Las sustanciaspécticasson

polisacáridosácidosde alto pesomolecularque estánampliamenteextendidas en el

reino vegetal. Son el componenteprincipal de la lámina media (Darvilí el al., 1980)

donde juegan un papel importante al ser el único polisacáridoresponsablede la

cohesióncelular. Los polimeros pécticos, que constituyen la pared, tienen varias

fUnciones: son agentecementantey lubricante,determinanla porosidadde la pared,

proporcionansuperficiescargadasquemodulanel pH y el balancede iones(McNeil, el

aL, 1984). Las conexionesentre la pared y la membranaplasmática mantienenla

presión osmótica (Zhu el al., 1993). La pared también sirve como señal para el

desarrollode respuestasfrentes a patógenoso simbiontes, por ejemplo el ataquede

insectosprovocala producciónde unas señalesen de la paredcelular que inducenla
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síntesisde moléculasde defensaen la planta (Ryan, 1990) y cuando seproduceuna

invasión de hongos o bacteriaspatógenasla paredrespondemedianteacumulosde

proteínaso lignina ( Bowles, 1990; Carpitay Gibeaut,1993).

En el pasado sehan utilizado un gran númerode términos confUsospara las

sustanciaspécticas. En 1944 el Comité para la Revisión de la Nomenclaturade las

sustanciaspécticasaceptólas siguientesdefiniciones(Sakaiel al., 1993):

• SUSTANCIAS PÉCTICAS: Son un grupo de complejos coloidales

derivadosde carbohidratosqueestánpresentesen las plantasy que contienen

una gran cantidad de ácido galacturónico. Los grupos carboxilo del

galacturónicopuedenestarparcialmenteesterificadoscon gruposmetilo y

parcialo completamenteneutralizadosporunao másbases.

• ÁCIDO PÉCTICO:Sustanciapécticacompuestaporácidopoligalacturónico

y esencialmentelibre de gruposmetiléster.Los pectatosson las salesde los

ácidospécticos.

• PECTINA: ácido poligalacturónico esterificado con una cantidad

considerablede gruposmetiléster.Los pectinatossonlas salesde la pectina.

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

plantas.

En cuantoa sus propiedadesgenerales,la pectinaes un heteropolisacáridocon

galacturónicoy metanolcomo principalescomponentes,y con algunosazúcaresneutros

unidos. Las cadenasde pectinaestánformadasporalrededorde 200 unidadesde ácido

galacturónicounidaspor enlaceenlacesa-1,4 (Fig. 6). Algunaspectinascomo las del

tabaco, lino y remolachacontienen ademásrestos de ácido acético. Los grupos

carboxilo de la pectinaestánparcialmenteesterificadoscon metanol y algunosgrupos

hidroxilo están,a veces,parcialmenteacetilados.El gradode esterificacióndependedel

tipo de pectina,así porejemplo la pectinade manzanatiene un gradode esterificación

de alrededorde un 70%, mientrasque la de patatatiene un 31 %. En el caso de la

acetilaciónocurreexactamenteigual, siendo la pectinade manzanauna de las menos

acetiladas(Voragen el aL, 1986). Algunaspectinas contienenotros azúcaresque se
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unen a lo largo de la cadena de poligalacturónico,como por ejemplo, galactosa,

arabinosao ramnosa(SakaicIa!., 1993).

0 0
CO.CIS 14 014 C0

1CH$ COK 00,04,

o
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o

flg.- 6: Estructuraparcial de una moléculade pectina (Pippen,et al., 1950). Los residuosmetilo están

senaladosen rojo yíosacetiloenazul.

El esqueletoprincipal, formadopor ácidopoligalaeturónico,está periódicamente

interrumpidopor la inserciónde residuosde a-ramnopiranosa.Esteheteropolímero,en

forma de barra retorcida, está constituido por cadenasde ct-1,4 galacturonosil

entremezcladoscon residuosde a-í,2ramnosil(Lau el al., 1985).Existenademáscadenas

lateralescon residuosde otrosazúcaresneutroscomoL-arabinosilo D-galactosil(que son

los másfrecuentes)o D- Xilosil y L-flicosil (que sonmenosfrecuentes),unidosal carbono

3 ó 4 de la ramnosa(Aspinalí, 1981; Barrett y Northcote, 1965). Todo estohaceque el

esqueletoprincipal,liso, aparezcaavecesformando regionesaltamenteramificadasquese

conocencomoregiones“peludas”.

Unade laspropiedadescaracterísticasde las regioneslisasquetienenmenosde un

50%de esterificaciónesquesuelenformargelesmediantela unión demoléculasde calcio

(Rees,1977). Ademásde formarcomplejoscon moléculasde calcio, las pectinaspueden

unirsea otros ionesmetálicoscomo zinc, cobre,o hierro A travésdel calcio seunen dos

cadenasantiparalelasde poligalacturónico(Jarvis, 1984; Powell el al., 1982), siendo

necesariossolamenteunos pocosresiduosde calcio sin esterificar para formar estas

estructurasaltamenteestableconocidascomo “caja de huevo?’ (Fig.7). Aparte del grado

de esterificación,pH, y concentraciónde azúcaro ácido, la longitudde la cadena,el grado

de polimerización, la temperatura y la presenciade otros iones juegan un papel

importantísimoen la formaciónde los geles.
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a

Hg-7:Estructuraenformade“caja dehuevos”:trescadenasantiparalciasdepoligalactunSuicoenlazadascon

caldopor las regionesno esterificadas.Las zonasesterificadasimpiden la unión del calcio. (Carpita y

Gibcaut,1993).

El tercer dominio independientede la paredcelular primaria son las proteínas

estructurales.Comohemosdicho las principales y mejorestudiadasde todaslas proteínas

de la paredsonlas extensinaso glicoproteinasricasen hidroxiprolina(HRGPs),la fUnción

principalde estasproteínasesla de mantenero bloquearla configuraciónde la pareduna

vezquesehaproducidola elongaciónde la misma(Lamport, 1986), la extensinapreparaa

la célulaparaqueparesu crecimiento,un aumentoen la cantidadde extensinade la pared

va ligado al cesedel crecimiento.Las unidadesde extensinapuedenunirsecovalentemente

entresí, constituyendounaentidadindependientede las otrasdosentidadesrepresentadas

en la pared (celulosa con xiloglucanos y pectinas). Otras proteínas,que pueden ser

necesariasparabloquearel crecimientodela pared,junto a las extensinassonlas proteínas

ricas en prolina (PRPs) (Chen y Vamer, 1985; Hong el aL, 1987) estasproteínasse

expresaríanen máscantidad.

Otro grupode proteínasde la paredque parecenteneruna fUnción importante

sonlas proteínasricasen glicina o GRP, estasproteínasparecentenerunaconfiguración

de 13-hélice,pero con su dominio C-terminalextendidohacia la membranaplasmática.

Estasproteínasson muy importantesen la interfaseentrela membranay la paredy la

A
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colecciónde aminoácidosaromáticosque poseenen la caraque daa la paredpodrían

servircomo sitios de iniciaciónparala lignificación (Condity Meagher,1986).

Porla invasiónde patógenossesintetizanunoselicitoresqueprovocanun aumento

en la síntesisde extensinay el dañomecánicolleva aun aumentode las proteínasricasen

prolinay de las proteínasestructuralesricasen glicina (GRPs).Estoshechoshanllevadoa

pensarque las proteínasestructuralesde la paredejercenunafunciónde defensafrentea

patógenospotenciales(Tiemeyeta!, 1988).

Además de estasproteínasse han detectadonumerosasenzimasasociadasa la

paredcelular. Todasellasestánperfectamenteadaptadasa lasdurascondicionesexistentes

en la pared,esdecir, tienenporejemplopHs óptimosentre4 y 6. Prácticamentetodasson

hidrolasasu oxidorreductasas.El grado de asociaciónde las enzimasa la paredcelular

puedesermuy diferente segúnel tipo de enzima:puedensersolublesen el apoplasto,o

unidascovalenteo iónicamenteala pared.

1.3 ENZIMAS DEGRADADORASDE LA PARED CELIJLAR

.

Comoyahemoscomentadoen el apartadoanterior,la primeralíneade defensade

las plantasfrente a hongosfitopatógenosessu paredcelular. La mayoríade los hongos

producen polisacaridasasque pueden alterar o degradarlos distintos polisacáridos

presentesen la paredcelular de plantassuperiores(Bateman,1976; Knogge, 1996). La

mayoríade los autoresaceptanqueel arsenalenzimáticodel hongo contribuyejunto con

lasfuerzasmecánicasala degradacióndela cutículay la pared(Howardeta!, 1991).

Numerososautores(Batemany Basham, 1976; Colímer y Keen, 1986; Cooper,

1987; Hahn el a!, 1989) han descrito las evidenciasbioquímicas que existen para

demostrarla relación entre las enzimas que degradanla pared celular (CWDE) y el

desarrollode los síntomasde la enfermedad.Así podemosobservarcomo los fragmentos

pécticos,que seliberan por la acción de las enzimaspécticas,puedenformar gelesque

taponanlos vasos xilemáticos, provocandoestrés hídrico, que es un síntomatípico

producidopor los hongosque atacanal sistemavascular.Otros síntomas,que pueden

originarseindirectamentedebidoala degradaciónde las paredescelulares,sonla abscisión
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y la episnastia,provocadaspor el aumentode etileno y las clorosis,provocadaspor la

generacióndeperóxidode hidrógeno,ambos(etilenoy peróxidode hidrógeno)debidosa

la acciónde laglucosaoxidasa(Cooper, 1984).

La degradaciónenzimáticade la pared por parte del patógeno,no solo es

importanteparala penetración,sino que permite al hongo la obtenciónde nutrientes

(Cooper,1983).Las enzimascon actividad“endo”, esdecir las que rompenal azarpor

el interior de las cadenasde polisacáridos,son capacesde producirmaceraciónen los

tejidos,mientrasquelasquetienenactividad“exo”, esdecirrompenlas cadenaspor el

extremo, comenzandopor el extremo no reductor de la cadena de polisacárido,

proporcionannutrientesal patógenoa partir de las sustanciaspécticasde la pareddel

hospedador(Bateman,1966;Batemany Basliman,1976).

Es totalmentecierto que la nutrición del microorganismoinvasor es la base

fUndamentalde la patogénesisy que la entradadel microorganismoesel prerrequisito

esencialde la invasión, pero las enzimasdegradadorasde la paredson señalesque

disparanotrosmuchosprocesosfisiológicos, incluyendolas respuestasde defensade la

planta, la activación de muchashormonas,y el control del crecimientoy desarrollo

(Walton, 1994).

La interacciónentreunaplantay un hongo,no siemprelleva consigola invasiónde

los tejidos de la plantay el desarrollode los síntomasde la enfermedad.Las plantas,de

hecho,sonresistentesa la mayoríade los hongosfitopatógenosy el desarrollodel hongo

normalmentese frena poco tiempo despuésde la penetración.Los hongos que han

adquiridola capacidadde invadir tejidos de una plantaen particular(su hospedador)y/o

neutralizarlos mecanismosde resistencia han establecidola llamada“compatibilidad

básica”. En las interaccionesincompatibles,el bloqueo del desanollodel hongo está

normalmente causado por los mecanismosde defensa activa de la planta. El

desencadenamientode estos sucesos está precedido por el reconocimiento del

microorganismopor la planta. Las moléculasifingicas implicadasen el reconocimiento

hospedador-patógeno,asícomolas enzimasquedegradanlaparedcelular,jueganun papel

muy importanteen el procesode reconocimientoy en la inducciónde los mecanismosde

defensa.
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1.3.1.- Tinos de enzimasnécticas

.

La gran cantidadde enzimascapacesde degradarla pared celular, refleja la

inmensacomplejidadde las estructuraspolisacarídicasde la pared. La mayoría de los

hongosproducenun gran arsenalde enzimascapazdedespolimerizarestospolisacáridos.

Estasenzimassuelenserglicoproteinas,induciblescuandoel hongo crecesobreparedes

celulares(DeLorenzoeta!, 1996).

ENZIMA
Enzimaspécticas
Hidrolasas

Endopoligalacturonasas
Exopoligalacturonasas
Ramnogalacturonasas

Liasas
Endopectatoliasas
Exopectatoliasas
Endopectinliasas
Exopectinliasas

Esterasas
Pectimnetilesterasas
Raninogalacturonanoacetilesterasa

Celulasas
Endo-B-1,4-glucanasa(caxtoximetilcelulasa)
Exo-13-1,4-glucanasa
Endo-B-1,4-glucanocclobiohidrolasa
8-glucosidasa

Enzimasdespolimerízantesde la matriz

REFERENCIA(s&o sedaunapor cadaenzima)

Stxatilova eta!, 1993.
Valsangiacomoy Gcssler,1992.
Sehoiseta?.,1990.

Robertsen,1989.
Linhardt eta!.,1986.
Linhardt eta!, 1986
Linliardt eta!., 1986

Schejtery Marcus,1988
SearleVanLceuwen,eta!.,1992.

Vinckeneta!., 1994.
Collings eta!, 1988.
Blanehcttcel aL, 1989.
Collingseta!., 1988.

neutrade polisacáridos

Endo=Á-1,5-arabinasa
ct-L-arabinofuranosidasa
Endo-B-1,4-xilanasa
ft-xilosidasa
Endo-13-1,4-glucanasa
Exo-B-1,4-glucanasa
Exo-ftd,3-glucanasa(laimnarinasa)
Exo-B-1,3 1,6-glucanasa(cincreanasa)
Endo-B-í,6-glucanasa
8-1,4-galactanasa
ct-galactosidasa

Tabla-ItTipo deenzimasquedegradanlaparedcelularproducidasporhongos(De Lorenzoel aL, 1996).

Flipphi elaL, 1993.
Cooper1987.
Apel elal., 1993.
Tanela).,1987.
Gilkeselal., 1991.
Collingsel al., 1988.
Stabnmannetal., 1993.
Stahmr¡annelal., 1993.
Ram,1989.
Urbaneky Zalewska-Sobaals1986.
Coaper,1984.

Hastael momentosehanidentificadovariasenzimasquedegradanlaparedcelular

(Tabla-1). El procesode identificaciónde nuevasenzimas,estárestringidoal avanceen el
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conocimientode la estructurade la pared.Las CWDE querompenenlacespoco comunes

en la pared,sólo puedenserestudiadassi sus sustratos(normalmentepolímerosraroso

complejos)se purifican en cantidadsuficientey se caracterizan.Si ademástenemosen

cuenta,quela mayoríade estasenzimasseinducenpor sustrato,y estánsujetasarepresión

catabólica,su estudioselimita si las condicionesde cultivo tanto ¡ti vivo como¡ti vitro no

sonóptimas(DeLorenzoel al., 1996).

1.3.1.c. Enzimas pécticas.

Si tenemosen cuentaque la pectinaesel componentemayoritario dentrode la

pared de dicotiledóneas,las enzimas capaces de degradarla pectina, Conocidas

normalmentecomo“enzimaspécticas”,sonlas másestudiadasde todaslas CWDE. Sin

embargosu papelen la invasióny en la patogénesisno estábiendefinido.

Cuando un hongo crece sobre paredescelulares, las enzimas pécticas son,

invariablemente,las primerasquese secretan(Jonesel al., 1972; Mankarios y Friend,

1980). La acciónde las enzimaspareceserun prerrequisitoparala posterioractuación

de otrasCWDE (Karr y Albersheim, 1970),estaactuaciónsecuencialde las distintas

CWDE se explicapor la mejor accesibilidadde los polímerospécticos(Mankarios y

Friend, 1980; Colímery Keen, 1986)y solamentecuandola fracciónpécticasedegrada,

el resto de los componentes,que hastaentoncesestabanembebidosen ella, quedan

disponiblesparasu degradación.

Las enzimaspécticas,en general,presentanmultitud de isoformas(Cervone,et

al., 1986b), característicaque puedetenerun significadofisiológico, permitiendoleal

hongo la invasión aunquelas condicionesdel hospedadorvaríen y le protegiendole

frentea posiblespérdidasdepatogeneicidad.Las isoformasvaríanen su estabilidad,su

PH óptimo, su actividadespecífica,tipos de oligosacáridosque liberan y variatanto la

proporciónde enzimas,como las que seproducenseguncreceel hongo en una u otra

fuentede carbono.

La actividad de las enzimaspécticasy en generalde las CWDE puedeestar

relacionadacon la estrategiade la invasión, así grandescantidadesde enzimasestán
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asociadasa una rápidadestruccióndel tejido. Sin embargolos hongosbiotróficos o

simbióticosproducenpocasenzimas,muybienreguladas(Cervone,1988).

Básicamentehay dostipos de enzimaspécticas:Dectinesterasasque eliminanlos

residuos metilo de la pectina, o los residuos acetilo de las regiones altamente

ramificadasde la pectinay enzimasdeuolimerizantes,que puedenser hidrolasaso

transeliminasas.Estas últimas enzimasse puedenclasificar atendiendoa trescriterios

diferentes:sustrato que prefieren (pectina, poligalacturónicou oligogalacturónidos),

modo de ruptura(transeliminacióno hidrólisis) o por donderompen(al azaro por el

extremode la cadena).

Tradicionalmentebajo la denominaciónde enzimas pecticas se aludía a las

enzimascapacesde degradarlas regionaslisas de la pectina.Con el descubrimientode

la existencia de regiones altamente ramificadasse han empezadoa purificar y

caracterizarotrasenzimas,lo que seconocecomo nuevasenzimasnécticas,que sonlas

que degradanlas zonas ramificadasde la pectina. Entre ellas podemosencontrar

esterasas,comoporejemplola ramnogalacturonanoacetilesterasaquedesacetilaestos

residuosy permite la actuacióndel restode las enzimas.Podemosencontrartambién

hidrolasas, como la ramnogalacturonasaA, que hidroliza los enlacesque unen la

ramnosaconel galacturónicoy ¡¡asascomo la RamnogalacturonasaB, querompeestos

mismosenlacesmediante¡3-eliminación.

Dentro de las enzimas que degradan las regiones lisas están: Las

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

(poligalacturonasasy polimetilgalacturonasas).

Las pectinmetilesterasas (pectin metilhidrolasas, EC 3.1.1.11) catalizan la

desesterificación del grupo metilo de la pectina formando ácido péctico

(poligalacturónico).Las producentanto bacteriascomo hongoso plantassuperiores.

Algunasde ellasson altamenteespecificasy atacansólo porel extremono reductorde

la cadenao sólo por el reductor(Miller y Macmillan, 1971). En algunoscasosiones

comoel calcioo el sodio estimulana las pectinesterasas(PE),estainducciónseproduce

porqueestosiones seunenal ácidopoligalacturónico(productofinal de estasenzimas)
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En general, mediantela acción de las poligalacturonasasel ácido péctico o

polígalacturónicose degradaa ácido mono, di y trigalacturónico.Estos productos

finales se puedengenerarporun mecanismode ataquemúltiple a una cadena,con lo

quelos productosfinalessedetectanrápidamente,o medianteun mecanismode ataque

avariascadenasa la vez, si el mecanismoelegidoesesteúltimo, los productosfinales

de la hidrólisis se detectaransólo tras largos períodosde actuaciónde la enzima.

(Fogarty y Kelly, 1983). Hay dos métodosfundamentalesde medir la actividad

poligalacturonasa.El primer grupo de ensayossebasaen la determinaciónde grupos

reductoresliberadoscomoconsecuenciade la hidrólisis del sustrato(Somogyi, 1952;

Nelson, 1944). El segundogrupo de ensayosestá basado en la reducción de la

viscosidaddel sustrato(Cappellini, 1966;Bateman,1972).Esteúltimo métodotiene el

problemade sudificil estandarizaciónya que la viscosidadde la pectinapuedevariar

simplementeal variar el pH, la temperatura,el tampón, la fuerza iónica, o incluso

dependiendodel tipo depectinautilizada.

Las poligalacturonasasse puedenclasificar en 2 grupossegunsu modo de

ruptura:

2.1.-Endopoli~alacturonasas(EC 3.2.1.15)(endoPG):Sonproducidaspormultitud

de hongosfilamentosos(Caprarieta!, 1993;Fernándezeta!, 1993,Vázquezeta!, 1993),

bacterias(Fogartyy Kelly, 1983),por algunaslevadurasy tambiénporplantassuperioresy

algunosnematodosparásitosde plantas(Sakaiel aL, 1993).Catalizanla rupturahidrolítica

al azardel enlacea-1 ,4-glicosídicodel ácidopoligalacturónico.

Comohemosdicholas endoPOson específicasdel ácidopéctico,si el gradode

metilación del sustratoaumenta,la velocidad de degradacióndisminuye. Los grupos

carboxilo libres parecen ser un requisito para su actividad catalítica (Janseny

MeDonnelí, 1945; Koller y Neukom, 1969). La velocidadde degradacióntambién,

ocurrecon otrasendo-enzimas,disminuyesegúnseva acortandola cadenade sustrato.

Hay incluso endoPGcapacesde degradarel trímero, pero a muchamenor velocidad

(Rexová-Benkováy Markovic, 1976).
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dos primerasse considerancelulasas;las últimas participasnen la degradaciónde la

celulosaal hidrolizar la celobiosaque inhibe a la celobiohidrolasaspor ser su producto

final. Cadagrupocontienemultitud de isoenzimas.Las enzimascelulolíticasmuestran

sinergismo(Hoj y Fincher, 1995), serequierela actuaciónde los tresgruposde enzimas

paraconseguirla degradacióncompletade la celulosa.Esteprocesosueleser muy lento,

ya que el polímero de celulosatiene naturalezacristalina. Aunqueestasenzimasse han

descritoen multitud de hongosfitopatógenos(Bodenmanneta!, 1985;Kollar, 1994), los

estudiosreferentesa su papelen la patogénesissonmuy limitados(Cooper 1984; Sposato

eta!, 1995).

l.3.1.c.-Enzimasquedegradanla matrizneutradepolisacáridos.

Muchasde las enzimasque seencuentranen los tejidos infectadosse incluyen

dentrode las enzimasque degradan la matriz neutra de polisacáridos, aunque existe

muy pocainformaciónsobreellas. Lasxilanasassonlas enzimasmásestudiadasdetodas

las quedegradanla matrizneutrade poliacáridos.En plantasmonocotiledoneas,dondeel

arabinoxilanoes el principal componentede la matriz de la pared, las arabinasasy

xilanasasdesempeñanun papelanálogoal de las enzimaspécticasen dicotiledóneas.Por

ejemplola xilanasaesla primeraenzimasecretadaporRlñzocíoníacereaiscuandoinfecta

semillasde trigo (Coopereta!, 1988). Las xilanasasde hongosjuegantambiénun papel

muy importante,como elicitoresde las respuestasde defensaen las plantas.Inducen la

producciónde fitoalexinas(Farmer y Helgeson,1987), la muertecelular (Bucheli el a!,

1990)y la produccióndeetileno(Fuchseta!, 1989).

Del restode las enzimasdespolimerizantesde la matriz neutrahay muy pocos

estudios,casitodaslas investigacionessehan centradoen las xilanasas.En generaltodas

ellas son inducibles y generalmenteestán sometidasa represióncatabólica(Cooper y

Wood,1975).

[4.- EL PAPEL DE LAS POLIGALACTIJRONASAS EN LA PATOGÉNESIS

.

De todas las enzimascapacesde degradarpolisacáridos,las poligalacturonasas

actúanantesqueotraspuedanatacarasussustratos(Karr y Albersheim,1970),sonpor lo
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tanto, las primerasenzimassecretadaspor ciertospatógenoscuandoéstos crecensobre

paredescelularesaisladas(Jonesel a!, 1972). Las poligalacturonasass“preparan” los

componentesde las paredescelularespara su degradaciónpor otras enzimas(English,

1972) y son capacesde inducir las respuestasde defensaen las plantas,mediantela

liberación de fragmentosde la pared vegetalque inducen, por ejemplo, la síntesis de

fitoalexinas(Brucey West, 1982;Walker-Simmonseta!, 1983).

En hongos,a las enzimasquetradicionalmentesele haprestadomayoratenciónes

a las endopoligalacturonasasya que estasenzimasson capacesde macerarlos tejidos de

las plantas.Sin embargolas endoPGsliberan oligogalacturónidoscon un alto grado de

polimerizaciónque actúancomo elicitoresde las respuestade defensade la planta(Davis

el a!, 1984). La mayoría de los hongos patógenosde plantas producen también

exopoligalacturonasas(Bartheel al, 1981;Favaroneta!, 1988;PérezArtesy Tena,1990;

Tenhakeny Barz, 1991;Vázquezelal., 1993).Aunquesu papelen la patógenesisno se ha

estudiadocon profundidadtodavía,estasenzimasdebentenerunafunción importante,ya

que degradanlos oligogalacturónidos,liberadospor las endoPG,a monómerosinactivos

como elicitores (Favaron,el aL, 1988), es decir se ha comprobadoque para que un

oligogalacturónidopuedaactuarcomo elicitor necesitateneral menos 10 unidadesde

galacturónico(De Lorenzoel al., 1996), el monómeroy el dímerono seríanpor tanto

capacesde actuarcomoelicitores.

La importanciade las poligalacturonasasen la patogénesis,estábien establecida

para ciertas enfermedadesde plantas, caracterizadaspor una rápida y extensiva

degradación de la pared celular (Bateman y Basham, 1976). El papel de las

poligalacturonasas,aunque menos importante, también se reconoce en el caso de

enfermedadescausadasporbiótrofos, dondesólo ocurreuna mínima rupturade la pared

celulardurantela penetracióny colonización(Cooper, 1984).

Hay autoresque defiendenque la producciónde POs porhongospatógenosde

plantasestáasociadaa sucapacidadde atacara suhospedador/esespecifico/s(Cervoneel

al, 1981, 1986b).Tambiénseha dicho que la produccióny/o la actividadde las distintas

poligalacturonasas,producidaspordiferentesrazasde patógenospuedenestarunidascon

las especificidadde la relaciónraza-cultivar.(Cervone,etaL,1986b).
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El papel de las endoPOsen la patogénesisha sido cuestionadopor diferentes

autoresque hanrealizadosexperimentosde interrupciónde genesde la endoPO(Scott-

Craigeta!, 1990;Di Pietroel aL, 1998),y no detectanqueseproduzcaunacalda drástica

en la virulencia. Sin embargose conocepoco acercade la expresiónin planta de estas

enzimasy puedeocurrir queel hongoesteexpresandootrasPOsqueno somoscapacesde

detectar¡ti vitro. Ademásprobablementela patógenesisseael resultadode la unión de

variasactividadescoordinadasentresí quepodríancompensarla ausenciade unade ellas

consobreexpresiónde lasotras,

Así con nuestrotrabajopretendemoscontribuir a un mejor conocimientode estas

actividadesparaasípodersaberalgomásacercade supapelen la infeccióny desarrollode

los síntomasde la enfermedad
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Materiales y Métodos

111.-ORIGEN Y MANTENIMIENTO DEL HONGO

En el presentetrabajo se ha utilizado el aislamientorí3 del hongo Fusar¡wn

oxysporum SchlechtE sp. radicis Iycopersic¡ilarvis y Shoemaker(Jarvis y Shoemaker,

1978),proporcionadoporel Dr. Tello (INIA, Madrid). Fue obtenidoa partir de cultivos

monospóricosaislados a partir de plantas de tomate (Lycopersiconesculentuin.)

infectadas.

El hongo ha sido mantenido en una estufa de cultivo a 25 0C, mediante

resiembrasperiódicasenplacasdeagarpatatadextrosa(PDA-Panreac).Posteriormente

las placas se almacenabanen neveraa 4 0C. El cultivo se ha mantenidoa largopíazo

mediantela conservacióndeesporasen glicerol al 15%, a —20 0C y a—80 0C.

•La capacidadde infectar plantasde tomate ha sido probadaperiódicamente

segúndescribenSánchezy colaboradores(1975).

11.2.-CULTIVO DE LOS HONGOS

.

11.2.1.-Medioinductor dc pectinasas(Cruickshank, 1983).

El medio de cultivo conteníapor litro de aguadesionizada:1 grdeNaOH, 3 gr

deácidomálico, 2 & deNO
3NIt, 1 gr de H2P04K, 0,1 gr de SO4Mgx 7 H20 y 5 grde

extractode levadura.Las fuentesdecarbono,suministradasa distintasconcentraciones,

fueron:pectinade manzana(Fluka) al 1%,ácidogalacturónico(Sigma)del 0,1 al 1,5 %,

ácidopoligalacturónicoal 1,5%,glucosaal 1,5%,3% y 7,5%y paredes,extraídasde la

raíz y el cuello (2 cm) deplantasde tomate,al 1%.

Losmediosseesterilizaronen autoclavea presióndurante20 minutosa 120
0C

11.2.2.-Preparacióndeinóculos.

El inóculo estáconstituidoporunapiezade 8 mm dediámetrode micelio joven

(7díasa28 0C) sobr¿PDA.

11.2.3.-Cultivo enmedio inductor.

El hongo se cultivó en estáticoa 28 0C, en matracesErlenmeyerde 100 mí, con

20 ml de mediode cultivo.
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El micelio se eliminó mediante filtración a través de papel Whatman,

conservándoselos liquidos de cultivo a —20 0C, para ser utilizados como extractos

enzimáticosen las posterioresvaloraciones.

11.3 -DETERMINACIONES ANALÍTICAS

.

11.3.1.-Pesosecodel micelio.

Para estimar el peso seco, el micelio se separópor filtración del líquido de

cultivo y semantuvoa65 0C hastaobtenerunpesoestable.

11.3.2.-pH.

Para la medición del pH seutilizó un pH-metro Crison (modelo 2001). Para

medirel pH en los gelesdepoliacrilamidaseutilizó un electrodode contacto(modelo

Ingold 104533033).

11.3.3.-Sustanciasreductoras.Actividad poligalacturonasa.

La cantidadde sustanciasreductoraspresentesen una muestraproblema se

determinóusandoel métodode Somogyi (Somogyi, 1952) y Nelson(Nelson, 1944).

Estemétodosebasaenla oxidaciónde azúcaresy sustanciasreductorasporcompuestos

orgánicoscúpricosen soluciónalcalina.

El sustratoutilizado fue ácido poligalacturónicoal 0,1 % (p/v), en tampón

acetato50 mM, pH 5,2. Las mezclasde reacción que contenían50 pl de extracto

enzimáticoy 50 ~iIde sustrato,seincubaron30 minutosa37 0C. Las determinaciones

fueronsiempreacompañadasde blancosdesustratoy deloslíquidosde cultivo.

Previamentesedeterminóque la respuestaeralineal hastaunaconcentraciónde

glucosaanhidra1 mM. El rangode concentracionesabarcadasfue el comprendidoentre

0,01 y 0,1 mg/ml.ta ecuaciónde la rectaobtenidafue:

A
5~g 0,78 + 0,015(r = 0,99)
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Una unidad de actividad enzimática(IJAE) se definió como la cantidad de

enzimaquelibera un pmol de azúcaresreductoresporml y porminuto.

11.3.4.-Proteínasen el liquido de cultivo.

Las proteínassevaloraronsegúnel método de Bradford (1976) utilizando el

reactivoy el procedimientode Bio-Rad.Estemétodose basaenel cambiode absorción

de465 nm a 595 nm queexperimentaunasoluciónácidade“CoomassieBrilliant Blue”

al unirsea las proteínas.Los datosde absorbanciafueronreferidosa una curvapatrón

con albúminadesuerobovino de unaconcentraciónde 400 y SIig/ml (ensayoestándary

microensayo).Con anterioridadse comprobóque la la lectura del espectofotómetro

aumentabalinealmentehastauna concentraciónde 800 y 10 j.tg/ml respectivamente,

siendolas rectasde regresiónparaamboscasos:

A595=0,0009+ 0,0568 (r = 0,99)Ensayoestándar

A595= 0,0361+ 0,0103 (r =0,99) Microensayo

11.3.5.-Valoración de la glucosa.

Paramedir la glucosase utiliza el equipode análisisdeBoehringerMannhein

“Gmbh GOD-period”.

Siguiendoel protocoloseelaboróunarectapatrónconglucosaparael rangode

concentracionesde2,77 mM a 0,277 mM. El tiempode reacciónfue de 50 minutos.La

rectade regresiónobtenidaes:

A6ío = 0,028+ 0,5508[Glucosa]mM (r = 0,99)

11.3.6.-Solucionestampón.

La mayoríade las solucionestampón seprepararonsiguiendolas tablasGeigy

(Geigy, 1965) que consistenen mezclar2 soluciones,una ácida y otra básica, en

distintasproporcionessegúnel pH deseado.
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El tampónfosfato salino (PBS) sepreparómezclando1,5 mM de KH2PO4, 8,5

mM deNa2HPO4,2,7 mM de KCI y 140 mM de NaCí (concentraciónfinal).

El TampónTRIS salino(TBS) sepreparócon TRIS HCI 50 nIM pH 7,5 y 0,5 M

deNaCí.

11.4.-MÉTODOSDE CONCENTRACIÓNDE PROTEINAS

11.4-1.-Ultraflltración.

La ultrafiltración separamacromoléculasdisueltasen un fluido basándoseen su

tamañomolecular,la conformacióny la cargade las moléculaspuedenafectara su

rendimiento.

Filtracióntangencial

Lasproteínasdel liquido de cultivo fueronconcentradasporfiltración tangencial

mediantemembranasde 10 kDa (Filtros de membranaminisette,Filtron). Estemétodo

poseela ventaja de crear unascorrientes tangencialesque facilitan el efecto de

“barrido”, minimizandoel efectode la concentración,que en otroscasoshacequese se

colapseel filtro. El flujo tangencialesproporcionadoporunabombaperistáltica.

Filtraciónno tan2encial

Es un métodode ultrafiltración mediantecélulascon agitación.Las membranas

utilizadas fueron de 30 kDa (Millipore). La filtración se realizamediantela presión

proporcionadaporunabombonade nitrógeno.

11.4.2.-Precipitacióncon ácidotánico.

La precipitaciónse realizó añadiendoa la muestraproblemauna soluciónde

ácidotánicohastaunaconcentraciónfinal del 1% (Shibatay Nisizawa, 1965). Se dejó 1

horaa 4
0C y posteriormentesecentrifugódurante10 minutosa 10000g. El precipitado

selavó3 vecesconacetonaparaqueseeliminasenlos restosde ácidotaníco.
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11.4.3.-Precipitaciónconsulfatoamónico.

La precipitación se realizó añadiendo,lentamentea la muestraproblema, la

cantidadnecesariade sulfatoamónicoparaalcanzarunaconcentraciónfinal de 60, 75 y

90%.Una vezañadidala totalidaddel sulfato amónicose mantuvo1 horaen agitacióna

4 0C. Posteriormentese centrifugó a 10000 g. durante10 minutos. Parasu posterior

utilización, el precipitado sc disolvió y dializó para eliminar los restos de sulfato

amónico.

11.4.4.-Precipitación con solventesorgánicos.

Precipitaciónconacetona

A un volumen determinadode muestrasele añadióacetonahastaobteneruna

concentraciónfinal del 30, 60 y 80%,semantuvoen el congeladordurante30 minutosy

posteriormentesecentrifugóa 10000 g. durante10 minutos.Finalmenteel precipitado

sedejosecaren un liofilizador.

Precipitacióncon etanol

Seprocedióde manerasimilar a la precipitacióncon acetona.La concentración

final de etanol fue del 30, 60 y 80%.

11.5.-DIALISIS

.

Entretodos los pasosllevadosa cabo duranteel procesode purificación de la

proteína y cada vez que se necesitó medir la actividad poligalacturonasao la

concentraciónde proteínas,se realizarondiálisis. Estasse llevaron a caboa 4 0C, en

bolsasde diálisis cuyo límite de exclusiónes10 kDa.Las diálisis serealizaronfrentea

aguadestiladao frenteatampónadecuado.

11.6.-TECNICASCROMATOGRAFICAS

.

1.6.1.-Cromatografia liquida.
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La cromatografialíquidaescapazde separarmoléculasatendiendoa diferentes

parámetrosfisicos o químicos como el peso molecular, carga, punto isoélectrico,

interaccioneshidrófobicas...Esuna de las técnicasmásutilizadasen la purificaciónde

proteínas.

11.6.1.1.-Exclusiónmolecular: sebasaen la separaciónde moléculasporsu peso

molecular.Parala purificacióndela actividadpoligalacturonasaseutilizó un equipode

bajaeficacia.La capacidadde la columnaera 320 mí, la faseestacionariafue Bio-Gel

P-100(Bio-Rad)y la fasemóvil tampónsuccinato20 mM pH 5,0.

La columna se calibró con ázul de dextranoresultandoser el volumen de

exclusiónde la mismade 32 ml.

La columnafue empaquetadaa un flujo de 0,25 mí/mm, y corridaa un flujo de

0,20 mí/mm. El volumende las fraccionesrecogidasfue de2 ml (50 gotas).

11.6.1.2.-Intercambioiónico: sebasaen la separaciónde moléculasporsu punto

isoeléctricoutilizamosdostipos de sistemas

• Sistemasde bajaeficacia: UtilizamosDEAE Bio-Gel (Bio-Rad) que esun

mtercambiadoraniónico con gruposfuncionalescon dietilaminoetil. El gel

fue equilibradocon tampónacetato50 mM pH 7,5. A estepH la actividad

poligalacturonasano seretieneen el gel, sino que saleexcluida.El pasoa

travésdel gel se realizópor filtración conectandoel equipo de filtración a

unabombade vacío.

• Sistemasde alta eficacia: este tipo de columnase utilizó también en la

purificaciónde la poligalacturonasa.La columnaelegidafue Mono Q HR

5/5 (Pharmacia)y como fasemóvil seutilizó tampónfosfato 10 mM pH 8,2.

El flujo utilizado fue 0,8 mí/mm. Tras aplicar la muestra,las proteínas

retenidasen la columna fueron eluidascon un gradientelineal de cloruro

sódico de O a 1,0 M realizadoen 30 minutosEl equipo cromatográfico

utilizado constade los siguienteselementos:un inyector Rheodyne7125,

unabombade gradientede PharmaciaLKB 2249,undetectorde longitudde

hondavariablede PharmaciaLKB (WM.2141)y comointegradorel paquete

informáticoHPLC-Manager(Versión1.0) y Nelson(5.5.5)
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11.6.2.-Cromatografia en capa fina.

Se realizó en placasde celulosacon dimensionesde 20x20 cm y 0,1 mm de

espesor,segúnel métododescritoporRedy Colimer (1986).Estatécnicafue utilizada

paraidentificar los productosdela reaccióncatalizadaporlas poligalacturonasas.

El sustratoutilizado fUe ácido poligalacturónicoal 0,1 % (p/v), en tampón

acetato50 mM pH 5,2. La muestraestabaformadaporunamezclaequitativade sustrato

y soluciónenzimática.Éstafue incubadaa 37 0C durantediferentestiempos. Como

patrones se utilizaron ácido monogalacturónico,ácido digalacturónico y ácido

trigalaeturónico,al 0,1 % (p/v), en el tampónanteriormentedescrito.

El solventeutilizado consistióen una soluciónde butanol-acético-agua(5:2:3

y/y) y la soluciónreveladoraestabaformadapor200 ml de etanolal 96%, 24,22mg de

Tris y 0,11 gr. de azulde bromofenol.

El procedimientofue el siguiente: seaplicaron20 ~ilde las muestrasproblema,

a distintostiemposde incubación,en las placas.Posteriormentela placaseintrodujo en

posición vertical, en una cubeta que conteníael solvente.El desarrollo se realizó

durante5 horas a 37 0C, repitiéndoseel procesoal día siguiente para mejorar la

resolución.Tras dejar secarlas placasa temperaturaambiente,se introdujeron en la

solución reveladoraduranteunos minutos. Los productosde la reacciónenzimática

aparecencomobandasamarillassobreel fondoazul de la placa.

11.7.-TECNICASELECTROFORETICAS

.

11.7.1.-Electroforesisengelesdepoliacrilamida.

Las electroforesisse realizaronutilizando la cubeta“Miniprotean II” de Bio-

Rad,con gelesde ímm deespesor.Se llevarona caboen condicionesdesnaturalizantes

(PAGE-SDS),segúnel métododescritoporLaemmii (1970).Estesistemaconstade 2

geles(electroforesisdiscontinua),un gel separadorque sepolimerizaprimeroy un gel

concentrantequesepolimerizaen lapartesuperior,cuyascomposicionesson:

• Gel de separación(10%): semezclan2,5 mi de Tris-HCL 1,5 M pH 8,8, 3,25 mi

de acrilamida(29%)-bisacrilamida(0,8%), 50~~i de persulfatoamónico,Sgl de
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TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina>y 100-pI de SDS- (dodecil-suWato

sódico), llevándose a un volumen final de 10 ml con agua destilada y

desionizada.

• Gel daconcentración:semezclan2,5-mldc TÚS-HCL 0~5-M, pH 6,&, 1,3- mide

acrilamida(29%)-bisacrilamida(0,8%), SOgí de persulfatoamónico, 10 pl de

TEMED 100 pl de SDS. Comoen el casoanteriorsellevó a un volumenfinal de

10 ml.

Las muestrassedisolvieronen tampón de muestraque estabacompuestopor4

mL de aguadestilada,1 ml de Tris-HCL (pH 6,8, 0,5M), 0,8 ml de glicerol, 1,6 ml de

SDS, 0,4 ml de 13-mercaptoetanol y 0,2 ml de azul de bromofenolal 0,05%. Tras

disolverlasse hirvieron durante5 minutosy secentrifugarona 10000 g 1 minuto. El

tampónde electroforesissepreparómezclando3,02g de Tris-basecon 14,4 g deglicina

y con lg de SDS porlitro de agua.

El potencial aplicadopara correr las muestrasfue 80 y hastaque entraba la

muestraen el gel separadory 120 y durantesu desplazamientoen la faseseparadora.

Parala determinacióndel pesomolecularde la poligalacturonasase utilizaron

los marcadoresde pesomolecularde amplio rangopreteñidoso sin preteñirde Bio-Rad.

Los patonessin preteñireranmiosina (208 kDa), ¡3-galactosidasa(115 kDa), fosforilasa

B (97,4kDa), BSA (79,5kDa),ovoalbúmina(45 kDa) y anhidrasacarbónica(31 kDa)

y los preteñidoseran, miosina(208 lcDa), ¡3-galactosidasa(115 kDa), BSA (79,5kDa),

ovoalbúmina(49,5kDa), anhidrasacarbónica(34,5 kDa), inhibidor de la tripsina (28,3

kDa) y lisozima(20,4kDa).

11.7.2.-Isoelectroenfoqueanalitico.

Se realizó en gelesde poliacrilamidaal 5%, segúnel métododescritoporGrog

el aL (1980). El equipo utilizado fue Model 111 mini 1FF celí de Bio-Rad. El gel

utilizado fue de 0,4 mm de espesory su composiciónera: 2,5 ml de acrilamida(29%)-

bisacrilamida(0,1%),0,5 ml de anfolitos (Bio-Rad) de distintosrangosde pH, 1,6 ml

deglicerol al 25%, 50 pl de persulfatoamónicoal 10%y 5 pl de TEMED. Secompletó

eonaguahastaun volumenfinal de 10 ml.
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Las muestrasfueron aplicadassobrepapelWhatmann0 3 y colocadassobreel

gel lo másalejadasposiblede supuntoisoeléctrico,paraconseguirun mejorenfoquede

lasproteínas.

Lascondicionesdel enfoquefueronlas siguientes:preenfoque15 minutosa 125

V, esto permite la distribuciónde los anfolitos en el gel. 15 minutos a 100 V, tras

colocar las muestrassobrelos aplicadores.15 minutos a 200 V, posteriormentese

quitan los aplicadoresy sedeja 1 horaa450 V.

El gradienteformadose midió con un electrodode superficie (ingold 10 453

3003).

11.7.3.-Electroelución

La electroeluciónesuna técnicaquepermiterecuperarADN o proteínasa partir

degelesde poliacrilamidao agarosa.Paraelectroeluirproteínasseutilizó el modelo422

Electro-eluterde Bio-Rad.Despuésde realizarla electroforésisse localizó la bandade

la poligalacturonasa,mediante marcadores de peso molecular y ensayos con

anticuerpos.La bandade poligalacturonasaseseparódel restocortandoesaporciónde

gel. Los trozosdeacrilamidaasíobtenidossecolocaronsobreun tubo de vidrio, que en

el extremolleva un filtro poroso(paraimpedirel pasode la acrilamida).Y una cápsula

con lamembranade ultrafiltracióndondequedaretenidala proteína.

Trasrellenaréstoscon tampónde electroforesisy cubrir los electrodoscon este

mismotampónseaplicóun potencialde 10 y/tubodurante5 horas.Pasadoestetiempo

laproteínaserecuperóde la cápsulaparapoderserutilizada.

11.8.-METODOSDE TINCIÓN

11.8.1.-Tinción de proteínas.

• Azul de CoomasieR-250: Finalizada la electroforesis, el gel se introduce en una

solución de CoomasieR-250 al 0,002%,metanol al 46% y ácido acéticoal 7,6%.

Tras 1 horaaproximadamentese destiñecon unasoluciónde metanol-acético-agua

(30:10:60)
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• unción de Plata: estatinción serealizó, como en el caso anterior, despuésde la

electroforesissiguiendolas instruccionesdel kit “Silver StainPlus” deBio-Rad.

11.8.2.-Tinción deactividadpor incubaciónen el sustrato.

Finalizadoel isoelectroenfoquelos gelesselavaroncontampónacetato50 mlvi

pH 5,2 durante15 minutos.Posteriormentese incubaronen una soluciónde pectinaal

1% en el mismo tampón, durantediferentes tiempos a temperaturaambientey en

agitación. Pasadoestetiempo los gelessemantuvierontoda la nocheen agitaciónen

unasoluciónde rojo de rutenioal 0,02%.Posteriormenteselavaconaguadestilada.

Las bandas de actividad poligalacturonasaapareceráncomo bandasblancas

sobreel fondo rosadel gel y las de actividadpectinesterasaapareceráncomobandasde

colorrojo fuertesobredicho fondo.

11.9.- TRANSFERENCIA DE PROTEÍNAS A FILTROS DE NITROCELULOSA

.

Parala transferenciade proteínasa filtros de nitrocelulosaseutilizó la técnicade

“Western-Blot”. Esta técnica se realizó con el sistema “Mini-Trans-Blot

ElectrofophoreticTransferCell” de Bio-Rad. Antes de que finalice la electroforesis

segúnse describeen el apartado11.7.1, se sumergenlos papelesWhatman3M, las

esponjasy los filtros de nitocelulosa(Schleincher& Schuell HA 85 de 0,45 pm) en

tampóndetransferencia(3,02 g deTris-basecon 14,4 g deglicina y metanol(Merck) al

20%,por litro de aguadestilada).Unavezfinalizadala electroforésisse lavaun nimuto

el gel en el tampóndetransferenciaanterirmentedescrito.

Colocación:Sobreel polo negro(negativo)del equipode transferenciasecoloca

la esponja, 1 papel whatman, el gel, la membranade nitrocelulosa,el otro papel

whatmany la otra esponja.El montajedebehacerseconguantesy hay que eliminar

cuidadosamentetodaslas burbujas.

La transferenciase llevó a caboa 4 0C, en agitación, durante45 minutosa un

voltajeconstantede 100V.
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11.10.-CARACTERIZACIÓN DE LA POLIGALACTURONASA

.

11.10.1.-Determinaciónde 1. naturalezaglicoproteicade la proteina.

Parasabersi la poligalacturonasaeraunaglicoproteinaseutilizó el métodode

Hsi y colaboradores(1991),con estatécnicasedetectanmanosasterminales,que son

muy comunesenhongosy vegetales.Despuésde aplicardistintasconcentracionesde la

proteínapurificada,directamentesobreun filtro de nitrocelulosa,la membranase lavó

durante 1 hora con solución bloqueante(TBS + polivinilpirrolidona-360 al 2%),

posteriormenteseincubó durante1 horaen concanavalinaA lecitina-biotinilada(10 gg

/ml) en la solución bloqueante.Transcurridala hora se lavó, 3 veces durante 10

minutos, con TBS/O,l% Triton X-100 (TTBS) y se incubó durante 1 hora con el

reactivo Vectastain ABC (Avidina, biotinilada-HIRPO, laboratorios Vector), diluida

1:400en la soluciónbloqueante).Transcurridala horase lavó nuevamentecon TTBS (3

lavadosde 10 minutos).

Para revelarlo seutilizó unasoluciónque conteníaTBS (10 mí) y un sustratode

la peroxidasa,la diaminobencidina (5 mg), que al ser oxidadapor la peroxidasaen

presenciade peroxido de hidrógeno(3pl de 11202 al 30%) producíamanchasde color

marrónde distintasegúnel contenidoen carbohidratos.

11.10.2.-Contenidoencarbohidratos.

Paravalorarlos hidratosde carbonototalesseutilizó el métodode Trevelyany

Harrison (1952), basadoen la formación de derivadosde flirfural, a partir de los

azúcaresal añadirácidosultUrico. El reactivocontiene0,2 g de antronaen 100 ml de

sulfurico 14 M. El procedimientoseguidofue el siguiente: a 0,2 ml de muestrasele

añadió1 ml de reactivo.La muestrasehiervedurante10 minutos, sedejaenfriar y se

leea660 nm. Trasrestarel blancodelreactivolos valoresse conviertenenequivalentes

de glucosa,utilizandocomopatrónestándarunaconcentración0,5 mM dedichoazucar.

Con anterioridad sehabíacomprobadoque la respuestadel espectofotómetroera lineal

hastaunaconcentración1 mM de glucosa,siendola ecuaciónde regresiónobtenida:

[Y],,,~= -0,102+1,479A~
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1110.3 - Desglicosilac¡ón.

La desglicosilaciónde realizó con la enzima endo-13-N acetilglucosaminidasa11

(endo-H,Boehringer),que libera los oligosacáridosunidosa la proteínapor enlaceN-

glicosídico,al hidrolizar el enlaceentrelos restosde N-acetilglucosaminaque unenel

oligosacáridoa las asparaginasde la proteína(Tarentinoy Maley, 1974).

La desglicosilación se realizó con la poligalacturonasa purificada y

desnaturalizada.Paraello la proteínapurificadase hirvió durante5 minutoscon SDS al

0,06%y 13-mercaptoetanol0,1 mM.

La reacciónde desglicosilaciónse llevó a caboen tampónacetato50 mM, pH

5,5 y azidasódicaal 0,02%.La endo-Hseañadió a una concentraciónfinal de 125

mU/mg de proteínay la mezclade reacciónse incubó durante16 horasa 37 0C. Los

resultados de la desglicosilación se pusieron de manifiesto tras realizar una

electroforesisen condicionesdesnaturalizantesy compararel peso molecular de la

proteínanativay desglicosilad&

II. 10.4.-Determinacióndel aminoterminalde la proteína.

La determinacióndel extremoaminoterminalde la poligalacturonasase llevó a

cabo mediantela degradaciónde Edman. Se utilizó un secuenciadorde proteínas,de

pulso líquido, modelo494, y unanalizadorde PTH(feniltiohidantoina)en serie,modelo

ProciseTM, ambosde Applied Biosystem.La muestraanalizadaconsistióen 20 pg de

la poligalacturonasapurificada por electroelución(apartado 11.7.4) y desglicosilada

segúnseindicaen el apartado11.10.3.

11.10.5.- Determinación de la secuencia de un péptido interno de la

poligalacturonasa.

Se hidrolizaron 200 ~ig de proteína, purificada por electroelución(apartado

11.7.4)y desglicosilada,segúnlas indicacionesseñaladasen el apartado11.10.3, con

tripsina (10 pg) en NIi
1HCO3 (0,4 M), a 37

0C durante24 horas. Los péptidos

obtenidosfUeronseparadosmedianteunacolumnaCl 8 (Hichrom)usandoun gradiente

de 0-70%de acetonitriloen 0,1% de ácidotrifluoracético(flujo 1 ml/mm). La secuencia
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aminoterminaldel péptidofue obtenidasiguiendoel mismo protocoloutilizado parala

sequenciacióndel aminoterminal.

11.10.6.-Análisis deaminoácidos.

Para determinar la composiciónen aminoácidosde la poligalacturonasase

realizóunahidrólisisácidaconHCL 6 N 110 0C, durante24 horas.La proteína(20 pg),

purificada por electroelución(apartado11.7.4) y desglicosiladasegúnse indica en el

apartado11.10.3, se disolvió en tampón y se analizó por FPLC utilizando el modelo

Biochrom20 de Pharmacia.La detecciónserealizóconninhidrina.

11.11.- OBTENCIÓN DE UNA SONDA PARA LA ENZIMA

EXOPOLIGALACTURONASA

.

La sonda específica para la exopoligalacturonasafue obtenida mediante

amplificación por PCR sobre DNA genómico de FORIL r
13 usando cebadores

específicos.Estos cebadoresse diseñaronbasándonosen las secuenciasdel amino

terminaly del péptidointernorespectivamentey presentanlas siguientescaracterísticas:

el oligonucleótido que correspondíaal N-terminal fue: 5’AAGGTCTAYACTA

TCMGMCA 3’. M tiene un 50% de A y un 50% de CeY tiene un 50% de T y un 50

% de C. El oligonucleótido que correspondía al péptido interno fue:

5’TCYTTGATRTCGACCCAVGC 3’ . Rtieneun 50%de O y un 50% de A. V puede

ser C, G o A. Estos dos oligonucleótidos fueron sintetizadospor CruachemLtd

(Glasgow-Escocia).

El DNA genómicose extrajo a partir de 1,5 g micelio congeladoa—80
0C de 6

díasmedianteelprocedimientodiseñadoporDellaportaelal, 1983.

La reacción en cadena de la polimerasa(PCR) se llevó a cabo en un

termociclador(Peltier PTC-100, M.J. ResearchInc.). El programautilizado para la

amplificación de un fragmentode exoPOconsistíaen: 28 ciclos (1 minuto a 94 0C -

desnaturalización-‘ 1 minuto a 55 0C - anillamiento-2 minutosa 72 0C — extensión-)

seguidode 5 minutosa72 0C parala extensiónfinal.
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Parala extensiónseutilizó la Taqpolimerasa(EcoGen),segúnlas instrucciones

del fabricante, 2 mM de MgCI2, 200 pM de cada nucleótido, 1 pM de cada

oligonucleótidousadocomocebadory 500ng deAUN enun volumen final de 30 pl.

El productode la reacciónde amplificaciónseanalizaronen un gel de agarosaal

1 % en lx TAE (Tris-acetato40 mM y EDTA lmM a PH 8,0) y bromurode etidio

(1pgmF5. La bandadel productoobtenido, de aproximadamente750 pb de longitud,

fue cortaday su DNA extraídoutilizando el kit USBioclean(AmershamLife Science)

segúnlas instruccionesadjuntas.

El fragmento de DNA extraído y purificado, se clonó con el kit pMOS blue

(AmershamLife Science) para productosde PCR, siguiendo las instruccionesdel

fabricante.La selecciónde coloniasse realizó creciendolas célulasa 37
0C duranteuna

nocheenplacasde LBA (LB másampicilina,50 mg/mí) con5-bromo-4-cloro-3-indolil-

¡3-galactósidoe isopropil-tio-13-D-galactósido.

Las coloniasblancas secrecieronen 1,5 ml deLBA una nochea 37 0C y 250

rpm para extraer el DNA plasmidico. Una vez extraído el DNA plasmidico, segun

Sambrookel al., 1989,secomprobóqueplásmidosteníanel insertodeseado.Paraello,

unapartefue digeridacon EcoRI(1 unidadporreacción)y RNasaA+T1 en el tampón

indicadoporel fabricante(AmershamLife Science)a37 0C y cargadaengel de agarosa

al 0,8 % en TAE y bromurode etidio (ípgmr’).

11.12.-SECUENCIACIÓNY ANÁLISIS DE SECUENCIAS

.

Unade las coloniascon el insertodel tamañodeseadosecreció de nuevoy el

DNA plasmídico se extrajo y purificó usando el kit de “purificación de DNA

plasmídico”de BoehringerMannheim.

Lassecuencíacionesserealizaronen la Unidad de Secuenciaciónautomáticade

la UniversidadComplutensede Madrid en un secuenciadorde DNA AHí PRISM

(PelkinElmer) siguiendolas instruccionesdel fabricante.

Unavezobtenidala secuencia,secomparócon las presentesen el “Genebank”

queutiliza el programaBLASTX (Altschul eta!., 1990).

11.13 - OBTENCIÓN DE ANTICUERPOS POLICLONALES FRENTE A LA

POLIGALACTURONASA

.
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Materiales y Métodos

Los anticuerpospoliclonales se obtuvieron inmunizando un conejo de raza

neozelandesa. Como antígeno se utilizó la poligalacturonasa purificada por

electroelución(apartado11.7.4).Las 3 dosisde antígenoqueseinyectaron,se espaciaron

15 días.La primeradosisconsistióen 125 pg de proteínadisueltaen PBS mezcladacon

el adyuvantecompletode Freund(Berhring), en proporción1:3. Fue inyectadaporvía

subcutánea.Las otras dos dosis estabanformada por 125 pg de proteína en PBS

mezclado con el adyuvante incompleto de Freund, en proporción 1:3 y fueron

inyectadasporvíaintramuscular.Transcurridos45 díasseextrajeron10 ml de sangrede

la orejadel conejoy se valoró la titulación del sueromediantela técnicadescritaen el

apanado11.12. Una vez vista la titulación de anticuerposse desangróel conejo y la

sangresedejócoagulara 37 0C durante1 hora.El coáguloseseparóde las paredescon

unapipetaPasteury sedejócontraerdurantevariashorasa 4 0C. finalmenteel suerose

recogiómediantecentrifugacióny seconservóen alicuotascongeladasa—20 0C.

11.14.- INMUNODETECCIÓNDE LA POLIGALACTURONASA

.

Se realizó una electroforesiscomo se describeen el apartado7.1, cargando

distintascantidadesde antígeno(entre0,25 y 1,5 ng de proteínapurificaday de 30 a 50

ng de extractosenzimáticosprocedentesdel crecimientoen distintasfuentesde carbono

o de extractosde planta).Despuésde la electroforesisserealizóla transferenciaafiltros

denitrocelulosacomo sedescribeen el apartado11.9. Unavez finalizadala transferencia

los filtros se bloquearon,para evitar la unión inespecífica a proteínas,con leche

desnatadaal 5% en PBS,en agitación,durante45 minutos.Transcurridoestetiempo se

mantienetoda la nochecon el anticuerpoanti-poligalacturonasaa una concentración

1:10000en la misma leche. Despuésde lavarlo,con PBS, 3 vecesdurante10 minutos,

el filtro se incubó durantedos horas con el anticuerpoanti-inmunoglobulinaG de

conejo ligado a peroxidasa(Nordic immunological laboratories)a una concentración

1:5000en leche-PES.Para revelarloseutilizó unasoluciónqueconteníaPBS (40 mí) y

dos sustratosde la peroxidasadiaminobencidina (10 mg en 5 ml de metanol) y 4-

clorol-nafiol (lSmg en 5 ml de metanol), que al ser oxidadospor la peroxidasaen

presenciade peroxidode hidrógeno(lOpí de 11202 al 30%) producíamanchasde color

marrónde distintasegúnel contenidoen carbohidratos.
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11.15-DT-IBA (DIRECT TISSIJE-BLOTTEDINMTJNOBINDTNG ASSAY)

.

Esta esunatécnicadescritaporArle et al., 1995. Se realizó paracomprobarsi

la PO seproducíaen tejidos de raíz infectadapor Fusarium oxysporumf. sp. radicís

lycopers¡ctParaello seutilizaron raícescontrol e infectadade 14, 21 y 28 díascedidas

porla Dra. TeresaRodríguezdelDepartamentode FisiologíaVegetalde la Facultadde

Biología (UCM).

Estatécnicaconsisteen el contactodirecto deuna secciónde la raíz sobreuna

membranade transferenciapreviamenteequilibradaen PBS. Tras el contacto(unos

segundos)la membranase bloqueo,se realizó la reaccióncon los anticuerposy se

revelócomosedescribeen elapartado11.14.

1L16.- INOCULACIÓN DE PLANTAS DE TOMATE

La inoculaciónde las plantasy las extraccionesde proteínasde raízlas realizóel

equipode la Dra. TeresaRodríguezdel Dpto. de Fisiología Vegetal de la Facultadde

Biología de la UCM.

El materialvegetalutilizado fueronplantasde tomate(Lycopersiconesculentum)

cultivar Precodor(S&G, semillas SA) susceptiblea Fusar¡um oxysporumf.sp. radicis

lycopers¡c¡.Lascondicionesde cultivo e inoculaciónusadasfueronlas descritasporDe

calet al., 1997. Se inocularonplantasde 10 díascon una suspensiónde microconidios

en agua,siendola concentraciónfinal demicroconidiosi04 microconidios/mí.

Parala extracciónseutilizó un tampónneutro(tampónfosfato pH 6,8 0,1 M,

NaCí 1M, DDT l0mM). La raiescongeladassehomogeneizaronafiadiendole10 ml de

tampónde extracción,posteriormentesecentrifUgóa 23000 g durante30 minutos.Trás

la filtración del sobrenadante,las proteínasse precipitaroncon sulfato amónicoal 85%

y se centrifugarona 23000 g durante30 minutos.Los precipitadosasí obtenidosse

resuspendierony se dializaron frente a glicina al 1%. Los extractos dializados se

liofilizaron y guardarona—20 oc hastasu utilización.
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Resultados

111.5.- CARACTERIZACIÓN DE LA ACTiVIDAD EXO-PG PREVIA A SU

PURIFICACIÓN

.

Como hemos dicho anteriormente habíamos elegido los extractos de

crecimientosobrepectinapara nuesrosestudios,como el día 6 erael día de máxima

actividad,seprocedióapurificar laactividadmayoritariade las producidasesedía. Para

ello se procedió a la caracterización de la misma antes de su purificación con el fin de

conocercaracterísticasde la enzimaque nospudieranayudara planificarunprocesode

purificación lo más apropiadoposible. Para ello se utilizaron como hemos dicho

extractosenzimáticosde Fusariumoxysporumf. sp. radicis lycopersici obtenidostrasla

filtracióndel hongodespuésde 6 díasde crecimientosobrepectina.

111.5.1.- pH óptimo

.

Parael estudiodel pH óptimo de la actividadPO, seutilizaron solucionesde

ácidopoligalacturónicoal 0,1 % en tamponescon diferentesvaloresde pH, todosellos

a una concentración50 mM. Se cubrió un rango de pH desde 3,6 a 9,0 con los

siguientestampones:tampónacetato(desde3,6 hasta5,6); tampónfosfato (desde5,6 a

8,0) tampónTris (desde8,0 a9,0).

Los resultadosdel estudiosemuestranen la figura 20. El valor de pH al que se

obtuvo mayoractividadPO fue 5,2, conservaun 90% de actividada pH 5,6, pero la

actividaddesciendedrásticamenteen valoresde pH porencimade 6,0 y por debajode

4,0.
o/0ACFIVmAD

10
Hg.-20: pH óptimo de la
actividadPO enelextracto80
enzimático60

0
0123456789

pH
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111.5.2.-Estabilidadal pH

Para determinar la estabilidad al pH la actividadPO se valoréen tampónacetato

50 mMpH 5,2. El valor máximo de estabilidad se observa a pH 5,6. A pH 7,2 se

observaunaestabilidaddel 95%. La enzimase inactivatotalmenteapordebajode 4,0.

Queremosdestacarla granpérdidade estabilidada valoresde pH entre6,0 y 7,0 (Fig.

21).

o

Fig.-21: Estabilidaddela
actividadPCI delextracto
enzimáticofrenteal pH.

pH

111.5.3 .- Temperatura óptima

.

Basándonosen los resultadosde los apartadosanteriores,la actividadsevaloró

en tampónacetato50 mM pH 5,2. Secubrió un rangode temperaturaque ibade 10 0C a

70 0C. Pudimosobservarcomo la actividadiba aumentandocon la temperaturahasta

alcanzarun valor máximo a 643 oc (Pig. 22),apartir de estevalor la actividadsufríauna

caídadrástica.

Hg.- 22: Temperaturaóptimadela
actividadPC delextracto
enziniltico
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111.5.6.-Efecto de varios ionesy comnuestosen la actividad fol¡2alacturonasa

.

Los resultadosde esteensayosemuestranen la tabla3.1. Estárepresentadoel %

de actividadcon respectoal control.

5mM 2,5 mM lmM 0,5 mI’A 0,25 mM

NaCí 100% 100% 100% 100% 100%

KCI 100% 100% 100% 100% 100%

MgSO4 71% 80% 86% 88% 97%

CoSO4 0% 37% 65% 81% 83%

CaCI2 0% 0% 83% 86% 90%

Pb(N03)2 - - 40% 47% 61%

FeCl3 - 43% 51%

AgNO3 -

HgCI2 0% 0% 0% 0% 0%

MnSO4 0% 0% 0% 0% 0%

CuSO4 0% 0% 0% 0% 0%

Tabla.-3.1: Efecto devarios ionesy compuestossobrelaactividadPCI.

Nose puede determinar porqsle o bien precipita el ion o interfiere con el Sornogy)

Los cationesNa’ y K~ no producenningúnefectosobrela actividad,a ninguna

de las concentracionesensayadas.La actividadPG no pudo sermedidaen presenciade

Ag~ aningunade las concentracionesensayadas,ya que seproduceninterferenciascon

el método de valoración de la actividad, al añadir el reactivo se produce una

precipitacióny un cambiode color queimpide las lecturascolorimétricas.El efectodel

catión Fe
3~ no sepudo medir a concentracionessuperioresa 0,5 mM porque el ión

precipita;a las concentracionesensayadasproduceinhibiciónde la actividad.Lo mismo
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ocurrió con el Pb2~ a concentracionessuperioresa 1 mM. El resto de los iones

produjeron,en mayor o menor medida,una inhibición de la actividad,destacandoel

Hg2t el Cu2~y el Mn2~ queproduceninhibicióntotal de laactividad,inclusoala menor

de las concentracionesensayadas(0,25 mM). El Ca2~ causainhibición de la actividada

concentracionessuperioresa 1 mM. El Mg2~ sólo inhibe la actividadun 29 % a la

concentraciónmásalta de las ensayadas(5 mM).

La azidasódica(NaN
3) no producíainhibición a ningunade las concentraciones

ensayadas(0,05,0,25 y 0,5 mM), concentacionesque son superioresa la utilizadasen

los tamponesparaevitar su contaminación.

En el casodel EDTA (etilendiamintetraacetato)seprodujounaactivaciónen las

concentracionesmásbajasde las ensayadas(0,5; 1 y 5 mM), pero a partir de esepunto

laactividadcomenzóainhibirse(10y 20 mlvi).

III.6.-PIJRIFICACIÓN DE LA EXOPOLIGALACTURONASA

.

111.6.1.-Concentración

.

Se partiódecaldode cultivo de Fusaríumoxysporumf.sp radicis lycopersicicon

máxima actividadpoligalacturonasa(6 días, con pectinade manzanacomo fUente de

carbono).

Paradeterminarel métodomásadecuadoparala concentraciónde la enzima,se

comparó el rendimiento(porcentajede actividad despuésde la concentracióncon

respectoa la actividad inicial) y el grado de purificación (cocientede la actividad

específicadespuésy antes del método de concentración)obtenidosdespuésde la

concentraciónpor ultrafiltración(tangencialy no tangencial)y porprecipitaciónde las

proteínasporcuatrométodosdistintos(ver materialesy métodosapartado2.4).

Los resultadossepuedenobservaren la tabla3.2.
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Tabla 3.2: Rendimiento y grado de purificacióndela PCobtenidostraslaconcentracióndelasproteínas

pordifcrcntcsmétodos.

En la tabla3.2 podemoscomprobarcomo los mejoresrendimientosseobtienen

con la precipitación con sulfato amónico al 90% (98%) y con la ultrafiltración

tangencial(96,5%).

La actividad específicamás alta se obtuvo cuandoutilizamos la filtración

tangencial(90,7%).Portanto el métodomás rápido y eficazpara concentrargrandes

volúmeneses la ultrafiltración tangencial.Cuandosetrata de volúmenespequeñosse

utilizaronotros métodoscomo la ultrafiltración no tangencialo las precipitacionescon

sulfato amónico.

111.6.2.-Cromato2rafia de exclusiónmolecular Bio-Gel P100

.

El extractoenzimáticoconcentradoy dializado,sesometióa una cromatografia

en una columnade Bio-Gel P100(Bio-Rad).La cromatograflaserealizó al pH y las

condicionesquesemuestranen el apartado11.6.1.1.
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Hg.-26: Perfil cromatográficoobtenido
tras aplicar la muestra a una columna
Mono-Q

25

111.6.4.-Resultadoglobal del procesodepurificación

.

El resultadoglobal del procesode purificación se muestraen la tabla 3.3.,

obteniendoseparala PO1 un rendimientoglobal de 8,6 % y un factor de purificaciónde

32,58.

Etapa Proteínas

(mg)

Actividad

(UAE)

A. específica

(UAE/mg)

Purificación Rendimiento

Extractocrudo 143,9 1757,79 12,21 1,0 100

Concentracióny Diálisis 34,90 1406,23 40,29 3,3 80

Bio-OelPlO0 7,1 1091,7 153,1 1214 62,11

PO1 0,38 151,17 397,81 32,58 8,6

Mono-Q PO2 0,61 113,56 186,16 19,26 8,1

PO3 0,74 119,39 161,33 13,40 6,8

Tabla.-3.3: Procesodepurificaciónde la PC

111.7.-CARACTERIZACIÓN DE LA PG1

Todos los ensayosrealizadosa continuaciónse llevaron a cabo con la PO1 ya

que esta fue la enzimamayoritariadel complejo producido por FORIL el día 6 de

crecimientosobrepectina.
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Como se puedeapreciaren la figura 30, el pH óptimo de la enzimaseencuentra

entomoa 5,6. Suactividaderainapreciableenvaloresde pH inferioresa4,5 y entrepH

6,0 y 7,2. Laactividadserecupera,en parte,apartir de estevalor.

111.7.4.-Estabilidadfrenteal pH

.

Paravalorar la estabilidadfrenteal pH de la enzimapurificadase procedióde

igual maneraque con el extracto.La enzima,como podemosobservaren la figura 31,

presentasu máximaestabilidadapH 5,6, inactivandosetotalmenteavaloresinferioresa

4,0 y entrepH 6,0 y 6,8.

Hg.- 31.- Estabilidadfrenteal pH de
la PCI1.

pH

111.7.5.-Temperatura óptima de la PG1

.

Los resultadossemuestranen la figura 32:

% ACTIVIDAD
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F¡g.-32:Temperaturaóptima de
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En la figura 34 podemosobservarcomo cuandoutilizamos poligalacturónico

como sustratola relaciónseajustaal modelode Michaelis-Menten.De la representación

de Lineweaver-Burk se obtienen unos valores de K<,., de 6,44 x l0~1 mMy de Vmax de

1,8413x i03 U/mg.

En la figura 35 se puedever como cuando utilizamos digalacturónicocomo

sustrato,tambiénseconsigueel ajusteal modelo deMichaelis-Menten.Comoen el caso

anterior, de la representaciónde Lineweaver-Burkseobtienenunosvaloresde K,,-, de

1,l7ydeVmaxde2,06Xí0~3 U/mg.

ir3
+
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1.00
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•c 0.90
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Hg.-35: Representaciónde
Km y V.nax dela enzima
purificada,utilizandocomo
sustratoel digalacturónico.

El último sustrato que probamos fUe el trigalacturónico, los ensayosse.

realizaroncon estostres sustratosporquesonesencialesparacomprobarque realmente

setrata de una actividadtipo “exo”. Cuandorealizamoslos ensayoscon el trimero

comprobamoscomo seajustatambiéna de Michaelis-Menten.De la representaciónde

Lineweaver-Burkseobtienenunosvaloresde Km de 0,99 y de V,,,~,<de 1,9 x j~-3 U/mg

+ +
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Hg.-36: Representaciónde
Km y V,~ dela enzima
purificada,utilizandocomo
sustratoel trigalacturórnco.
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entrelos dos restosde N-acetil-glucosaminaque unenel oligosacáridoa la asparagina

de la proteína.

En la figura 38 podemoscomprobarcomo trasla desglicosilacióncon endo-H,la

masa molecular de la proteína desciende considerablemente,pasando a ser

aproximadamenteunos50 kDa..

208

115 Hg.- 38: Desglicosilación
97,4 delaPCI1

PG1

PG, deselicosilada
45

31

Si tenemosen cuentaque el porcentajede ázucarestimadopara la proteína

mediantedesglicosilaciónconendo-Hesprácticamenteigual al obtenidopormediante

la reaccióncon laantronay que los intentosde desglicosilarla proteínaconenzimaque

rompenlos enlaces0-glicosídicoshanresultadoinfructuosos,podemosdeducirque está

enzima ademásde estar fUertemente glicosilada, todos sus azúcaresestán unidos a la

proteínamedianteunionesN-glicosidicas.

111.7.11.-Secuenciadel amino terminal y de un péptido interno de la proteína

La secuenciadel extremoamino terminalsedeterminóutilizandoPO1 purificada

medianteDEAE y electroelución.Parapodersecuenciarel extremoamino, la enzimase

tuvo quedesnaturalizary desglicosilar.Trasesteprocesola secuenciaobtenidafUe:

~

Paraconseguirel péptido interno la PO1 desnaturalizaday desglicosiladase

hidrolizó con tripsina. Los péptidosasí obtenidossesepararonmedianteuna columna

C18. Detodos los picos 6 picos mayoritariosobtenidosseeligió el más simétrico, con
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mayorabsorbanciaa 254 nm, descartandolos que salíanal principio o al final de la

elución de la columna.La secuenciade estepéptidointernofUe:

111.7.12.-Composicióndeaminoacidos

.

En la tabla 3.4 podemosobservarla composiciónde aminoácidosde la PO1. El

númerode residuos/moléculaseha obtenidoteniendoen cuentala masamolecularde la

proteínadesglicosilada.

Aminoácido N
0 residuos/molécula

57
34

Ser(S) 42
46

Gly (0) 96
Ma(A) 44
Cys(C) 2
Val (V) 27
Met~ 4
Ile(I) 21

Leu~) 29
T~(Y) 4
Phe(F) 21

Lys(K) 33

13
22

Tabla.- 3.4: Composicióndeaminoácidosdc la PQ.Estánexpresadosenresiduospormolécula.

111.8.-OBTENCIÓNDE UNA SONDAPARA LA EXO-PG

.

La amplificación de DNA de FORL, usando como cebadores unos

oligonucleótidosdegeneradosobtenidosa partir de las secuenciasdel N-terminal y del

péptido internode la proteína,dio un único fragmentode 753 pb. Despuésde donar

estefragmentoy secuenciarlose comprobó,con los bancosque utiliza el programa
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BLASTX (Altschul et al., 1990),que presentabasimilitud de secuenciacon las únicas

secuenciasde exoPOsde hongospublicadas,por lo que se concluyó que se trataba

efectivamentede un fragmentocodificador de una exoPO.La secuenciaapareceen la

figura 39. Graciasa los datosde transcripcióninversaobtenidosporPosada(Congreso

Nacionalde Fitopatología,1998),sehan podidolocalizar los 3 intrones(que aparecen

en minúscula)y se ha podido deducir la secuenciade aminoácidos.Tambiénsehan

localizadolos posiblessitios de glicosilación(aparecensubrayados).

AACICITCTACACTATCAGACATACITAAGAACCIACAACGATCIATGTCTCSTCACIAG54
K y Y T 1 R H 5 1< N D N D ID V 5 5 E 18

TTCTATAACICICICTTCIAAGAAGGCCIAACAAGGCIACICITACTCTCITACCTCCCCAACI108
E Y K CI L K 1< A N K CI CI T L Y L P K 36

GGTCACIACTTTTCITCATTCICIAAACICCCCTTCIATCTCACCTTTTTGAATCIATATT 162
CI Q T E’ V 1 CI K E L ID L T E’ L N ID 1 54

CATCITTCATCTTGAGGGTGAGATTAAGTTTACCAATGATACGGACITATTCICICAG216
E V H L E CI E T 1< E’ T N ID T E Y W Q 72

AACIAATCITTTATAACICATCCTTTCCAGgtatgtCactgaaaCCttCatgatgag 270
K N V Y K E E F Q intron 1 81

ttgagactaatggttgtagAACTCCIATCATCITTCTCICIAACITCIGGGTCIGCAAGAA 324
NS 1 MF W KW CI CI 1< N 93

CATCAACICTTTACGGAAAGCIGTGTTCTGAACCIGTAACGGTCAGCCIATGCITGGAA378
1 K L Y CI K CI V L N CI N CI Q R VV IV N 111

CCIgtatgacccctcttatcatattttaggtcatattctaacaat&tgCagACITT 432
E intron II E’ 113

TGCCCIGCAACICIACIATTCTTCIACACTACCAACCICCTACCTGCCIACCTATTCTCITT486
A CI 1< E £ L ID T T N A Y L R E 1 L E’ 131

CTATGCTCAGAACCICCACCAACCTCICIACATCCACIGGAGTTCACTTCA.ACICIACTC540
Y A Q N A T N L ID 1 Q CI V H E K D 5 149

~ 594
F C VV T N E’ V V ~]? 5 intron III 159

tgatcatgtactgatattcttctagCCAAGGACATCTCGTTCAAGCIACGTCATC 648
K ID 1 5 E K ID V 1 168

TGCAGTCICTCGCTCCACCAACGCCACTGCTCTTCCCAACIAACACTCIACTTCTTT702
C T A R 5 T N A T A L E K N T ID F E 186
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CIACTCCCTCIAACCITTGACIAACCTCAATCITTCIACICCITCICCTCIGGTCCIATATC 753
ID S L N V E N L N V E R A VV y ID 1 203

Hg.- 39: Secuenciade nucleátidos del fragmentoobtenidoporamplificaciónde DNAgenómicode

FORL. La secuenciadeaminoácidosobtenidaaparecedebajo.Los intronesestánenletraminúscula.Los

posiblessitiosde glicosilaciónestánsubrayados.

111.9.-OBTENCIÓN DE ANTICUERPOS POLICLONALES FRENTE A LA PG1

Los anticuerpospolíclonalesfrente a la exoPO,purificada por electroelución,

fUeron obtenidoscomo se indica en el apartado11.13 de materialesy métodos.La

titulación de los suerosobtenidosse determinó mediantela técnica de “Dot-blot”

utilizando distintas diluciones de suerocon el anticuerpofrente a la exoPO(1:250;

1:500, 1:1000, 1:5000y 1:10000)y distintasconcentracionesde enzimapurificada(1,5

ng, 1,0 ng, 0,5 ng, 0,25 ng, 0,10 ng, 0,05 ng y 0,02 ng). De los resultadosobtenidos

seleccionamosla dilución de suero1:10000ya que erasuficienteparadetectarla banda

de poligalacturonasacon nitidez. En cuanto a la concentraciónde proteína, los

resultadosdel “Dot-blot” semuestranen la figura 40.

Hg.- 40: Dot-Blot condistintas
concentracionesdeproteína
purificada.

0,02 0,05 0,1 0,25 0,5 1,0 1,5 ng

Los anticuerposconstituyeronuna buenaherramientay con ellos realizamos

varios experimentos,unosencaminadosa detectarla enzimaen los extractosde cultivo

con las distintasfrentesde carbonoy otrosadetectarla presenciade la enzimaen raíces

deplantainfectaday ver su evolucióna lo largodela infección.

- * *4
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111.9.1. Deteccióndc la enzimaen extractos orocedentesdel crecimiento en distintas

fuentes de carbono

.

Para realizar estos experimentos,primero hicimos una electroforesis,en

condicionesdesnaturalizantes,con los extractosobtenidostras el crecimiento en las

distintasfUentesde carbono,paraasíverel patrónde bandasobtenidoen cadacaso.Los

resultadossemuestranen la figura41

kDa. ________________________

F¡g.-41.- SDS-PAGE con50 pg delos
208 extractosobtenidostrasel crecimientoen

distintasfrentesdecaitono:PM (pectini
115 demanzana),G (glucosa),PO
97,4 (poligalacturónico),GAL (galacturónico)

PAR (paredes).El carrilP sonlos patrone
79,5 La flechaazul índicalaposición

aproximadadela exoPO.

45

31 —*

P PM O PO OAL PAR

Podemosver como aparentementeexisteunabandaproteicacon una movilidad

similar a la de laexoPOque seapreciacon masintensidadenel casode los extractosde

pectinay ácidogalacturónico.En el casode la glucosase apreciaelpatrónproteicomás

complejo.

Mediante“inmunoblotting” de los extractosobtenidoscon fUentesde carbono

inductoray no inductoras(30 ng de proteínatotal), sólo detectamosunaseñalespecífica

en los extractos obtenidos sobre pectina (Fig. 42). En el resto de los casos

(galacturónico,paredesdetomatey poligalacturónico)sólosepuededetectarla bandasi

cargamosel gel con 1 gg de proteína total, con lo que aumentanlas señales
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inespecificas,es decir no aparecesólo la bandacorrespondientea la PO sino también

otrasbandasquenoshacenpensaren unareaccióninespecifica.

115 Hg.- 42.-Inmunoblot de losextractos decrecimientoen pectina. La P índica el canil
de lospatronesdemasaMolecular.

49.5

34,5W
28,3

20,4
PM P

111.9.2.-Inniunodetecciónde la exoPGen planta infectada

.

Se hicieron dos tipos ensayoscon raíces infectadasy raícescontrol. En los

primerosensayosseprocedióa laextracciónde las proteínastotalesde la raízcontrole

infectaday serealizó con ellas un “Western-Blof. El segundogrupo de ensayosse

realizómedianteel contactodirectode las raícesinfectadasy controlconuna membrana

de transferencia(DT-IIBA). En amboscasosel reveladofUe medianteanticuerpos.Las

raícesy los extractosproteicosde las mismasfUeron suministradospor la Dra. Teresa

Rodríguezdel Departamentode FisiologíaVegetalde laFacultadde Biología (UCM).

Los primerosensayosse realizaron mediante“Western-blot” con 120 ng de

proteínatotal por carril. Las proteínasfUeron extraídasde raíz y cuello de plantade

doce días tanto sin infectar como infectadacon FORI. Tras el revelado con los

anticuerpos se puso de manifiesto la existencia de una banda de movilidad

electroforéticasimilar a la exoPO purificada de FORL, que solamenteaparecía en los

extractosproteicoscorrespondientesa la raiz de plantainfectada.En el carril de la raíz

controlno seapreciababandaalguna.Estosdatosnos confirmanla expresiónin planta

de la exoPOde FORL. Los resultadosdel “inmunoblot” se muestranen la figura43.
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208
4- Hg.- 43: lnmuno-Blot realizadocon
4- ~ plantacontrol (carril A) y planta
4- InfectadaconFORL (carrilE). El

79,5 carril P correspondealos patronesde
masamolecular.laflechaazulindicala

4- ~ bandadePO.

E A P

La preparaciónde los extractosproteicosde plantasesunatareatediosapor lo

que procedimosa utilizar la técnica DT-IIBA que esmuchomásrápiday directay nos

conducearesultadossimilares.

Dentrode estosexperimentosserealizaronunoscon raíz infectadaporFORL y

una raíz control ambasde 28 días, se eligió estedía por ser en el que presentaba

síntomasmáspatentes.Realizamosun corteen lazonade la raízpróximaal cuello y se

pusoel disco así obtenidoen contactodirecto con la membrabade transferencia.Tras

revelarlocon los anticuerposcontrala exoPOpodemosobservarcomola señalde la raíz

infectadaesmuy superiora la de la raíz control (siempreseesperaalgunaseñalen el

control debidoa la homologíade las exoPOde plantay hongo)(Fig. 44)

Raíz
control

Hg.- 44:DT-IBA realizadoconraiz
controly raízinfectadade28 días.

Raíz
infectada con

__________ FORL

Tambiénserealizaronexperimentosconraícesde plantainfectaday recogidaen

tresmomentosdiferentesen cuantoal desarrollode los síntomasde la enfermedad.los

resultadossemuestranen la figura 45. Podemosobservarcomo la señalva aumentando

conformeaumentala edadde la planta. Los síntomasexternosde la infeccióntambíen

se van haciendo más patentesconforme aumentala edad de la planta. El día 14
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14 21 28 Días

empiezana aparecerlos primeros síntomasy el día 28 la raíz estáprácticamente

necrosada.

Hg.- 45: DT-IBA de raíces
infectadas por FORL de
diferentesedades(14, 21 y 28
días)

111.10.- ENSAYOS CON PGLPs: PROTEÍNAS INHIBIDORAS DE LA

POLIGALACTURONASA

.

Las POIP sonuna familia de proteínasespecializadasen el reconocimientoe

inhibición de las endopoligalacturonasas.Hasta ahorasólo se ha descrito que estas

enzimassoncapacesdeinhibir aendoPOtúngicasy no de otro origen.

NuestrosensayosfUeron realizadoscon la exoPO purificada y dos proteínas

inhibidoras, la PO]? 1 esuna proteínainhibidoraaisladade Phaseolnsvulgaris que es

capazde unirse a endoPOpurificada de Aspergillus niger, pero no a la endoPO

purificadadeFusariummoniliforme;La PO]?II, estátambiénfue tambienpurificadaa

partirde extractosPhaseolusvulgarísy estasí escapazde interaccionarcon la endoPO

deFusartummonil<forme. Todoslos inhibidoresfUeronpurificadosy cedidosporel Dr.

FeliceCervonede laUniversidad“la Sapienza”,enRoma.

Secomprobóeltantoporciento deinhibición quesufríala exoPOcondiferentes

concentracionesde inhibidor. Los ensayosse realizaronusandocomo sustratoel ácido

poligalacturónicoal 0,1% en tampón acetato 50 mM pH 5,2, es decir las mismas

condicionesquecualquierotro ensayode actividad.La temperaturade incubaciónfUe

370C.

En la figura 46 podemosobservarcomo con la PO]? 1 seproduceinhibición de

la exoPO.El 100 % de inhibición se alcanzacon 1 ig de proteínainhibidora y son

suficientes300 ng deproteínaparaproducirun 90 % de inhibición.
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Hg.- 46: Efecto inhibitorio
producidoporla PGIP1 sobrela
exoPO.

Cuandoensayamsel efectodel POIP II observamosque estaproteínatambién

consigueinhibir a la exoPO,enestecasoel 90 % deinhibición seconsiguecon 100 ng

de proteínay el 100%de inhibición con 400 ng de la misma (Fig. 47), esdecir este

inhibidor actuamáseficazmentesobrelaexoPO.

F¡g.-47: Efectoinhibitorio
producidoporla PGIP II sobre
la exoPG.

Con estosresultadospodemosdecir que los dos inhibidores producidospor la

misma planta, actuande distinta manerafrente a la exoPO,ambos son capacesde

inhibiría aunquecondistintaeficacia.

inhibicion
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150 300 450 600 750 900 1000
ng de PGIP 1

% inhibicion
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80
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Discusión

Con la llegada del cultivo intensivo de tomate en invernadero, el hongo

Fusar¡um oxysporumf. sp. radicís lycopersici Jarvisy Shoemaker (FORL) (Jarvisy

Shoemaker,1978) se convirtió en un serio problema. Los aislamientos de FORL

producendañosen variedadescon genesde resistenciafrente a las razas 1 y 2 de

Fusarium oxysporum f.sp. lycopers¡ci (Sace.) Snyd y Hans (FOL) que causa la

podredumbrevasculardel tomate. Aunquela resistenciaa FORL se ha incorporadoa

algunos cultivares comerciales, la enfermedadsigue siendo un serio problema en

amplias zonasdel hemisferio Norte (Beckman, 1987; Brammall y Higgins, 1988 a;

Katanelal 1991;Kuninagay Yokosawa,1991;Tello y Lacasa,1988).

Se han realizadonumerososestudiosultraestructurales(Brammall y Higgins,

1988 a, 1988 b; Charestel al., 1984),a vecescompletadoscon técnicascitoquímicas

(Benhamouel aL, 1988, 1989b, 1990 a, 1990b, 1990c, 1991; Chamberland,el al,

1985, 1989)en los que sedescribeel mecanismode penetracióndel hongoatravésde

los tejidos de la raíz infectada.La colonizacióndel hongopor FORL estáasociadacon

modificacionesenlas paredesde las célulasdel hospedadorincluyendola interrupcióno

incluso la pérdidade las matricesde la láminamedia. Todo esto implica la producción,

por partedel hongo, de enzimas “degradadorasde la pared celula? (Brammall y

Higgins, 1988 a; Charestel al., 1984). Tambiénsehan localizadoen los tejidosde las

raícesinfectadasporFORL, los productosde la degradaciónde enzimaspécticasy los

estudiosultraestructuralesllevadosa cabosugierenque FORL causauna degradación

localizadade laparedcelular (Benhamou,1990a).

lvi.- DETERMINACIÓN DE LAS CONDICIONES IDÓNEAS PARA EL

CRECIMIENTO DEL HONGO Y LA PRODUCCIÓN DE

POLIGALACTURONASAS

.

Entretodas las enzimaspécticasque estánimplicadasen la degradaciónde la

paredcelular,nosotrosnoshemoscentradoen la poligalacturonasas(PO). Segúnvarios

autoresestasenzimasson las primerasqueactúansobreel sustrato(Karr y Albersheim,

1970), y son las primeras secretadaspor los patógenoscuandoestos crecen sobre

paredesvegetales(Jonesel al., 1972).Estasenzimas,asimismo,estánimplicadasen la
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inducción de los mecanismosde defensaen las plantas (Benhamouel al., 1990 a;

CervoneelaL, 1987).

Las enzimas pécticas suelen ser inducibles por sustratospécticos como la

pectina,el ácidopoligalacturónico,el ácidogalacturónicoo paredesvegetales(García-

Maceirael al., 1997;Fraissinet-Tachety Fevre, 1996; Blancoel al., 1994; Riou el al.,

1992; SiéssereelaL, 1992;Polizeli elaL, 1991

En la figura 1 podemosobservarcomo la mejor frente de carbonopara el

crecimiento del hongo es la pectina, pero el hongo crece tambiénbien cuando los

sustratoselegidosson poligalacturónicoo glucosa. Estos resultadosson comparables

conlos obtenidosporotrosautores(PardocId.,1991,Siéssereelal., 1992). En paredes

vegetalessu crecimientoes más lento alcanzandovalores máximos de peso seco

inferioresa la mitad de lo que se alcanzacon la pectina.Estose puededeber,al método

de extracciónde lasparedesqueno consigueun enriquecimientoen la fracciónpéctica,

a la pocaaccesibilidadde la fUente de carbonoy a que la solubilidadde la paredeses

limitada.

El díade máximo crecimientoen galacturónicoesel día 9, siendo el pesoseco

inferiora 1/3 de lo queseobservaen pectina.Hemosobservadoqueel galacturónicono

puedesuperarel 1% en el medio de cultivo, superandoestaconcentraciónel hongo no

sólo no crece apenas sino que no produce enzimas pécticas. Otros autores han

observadoel efecto del galacturónicosobre el crecimiento. Esto también ha sido

observado en otros microorganismoscomo Venluria ¡naequalis (Kollar, 1998)

Penicilhumfrequeníans(Siessereel aL,1992), ambos observancomo el hongo es

incapazde crecera altasconcentracionesde galacturónicoy en todos los casoscrece

mejor en pectina. Ouevara el al., (1997) utilizan en sus cultivos galacturónico

encapsulado,quevan liberandoal medio enpequeñasdosis,precisamenteparaevitar el

efectonegativode unaconcentracióninicial altasobreel crecimiento

En cuantoa la actividadpoligalacturonasa(figura. 3) podemosobservarcomo

existe una marcada inducción cuando utilizamos pectina, galacturónico (1%), o

poligalacturónico.Cuandoel hongo crece sobreparedesde tomate,la inducciónparece
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más pobre, pero si tenemosen cuenta que el creciminneto también es escaso,la

actividadespecificaresultantees similar a la obtenidacon pectina.La glucosaactua

comorepresorde la síntesisde estasenzimas.

Estosresultadosconcuerdancon los encontradosen la bibliografia, Ouevarael

aL, 1997 demuestranque las poligalacturonasasde FORL r2 se inducencuando se

utiliza galacturónicocomo fUente de carbonoy se reprimencuandoseutiliza glucosa.

García Maceira, concluye que las poligalacturonasasde FOL se inducen por

poligalacturónico,pero si detectannivelesbasalesconglucosa,por lo tanto existenuna

síntesisconstitutiva que esinducible por poligalacturónicoy parcialmentereprimible

porglucosa.Riou el al, 1992 en sus estudiosen Scleroíiniascleroíiorwndetectanque

son la pectinay el poligalacturónicolos mejoresinductoresde las enzimaspécticas.

Ellos tambiéndetectannivelesbasalesen glucosa.Blancoel al, 1994 compruebancomo

las poligalacturonasasen Saccharomycescerevisie se inducen por galactosa,

galacturónicoy poligalacturónicoy se reprimen por glucosa. En general, todas las

enzimaspécticasson inducibles, algunastienen nivelesbasalesconstitutivos, aunque

estono es generalizado,por ejemplo,los resultadosobtenidosporDe Lorenzoel al.,

1987, sonbastantesimilaresa los nuestros,es decir las poligalacturonasasFusarium

moniliformeseinducencuandoel hongocrecesobrepectina,perono esposibledetectar

actividadpoligalacturonasacuandoel hongo crecesobreglucosa.

Cuandoutilizamos galacturónicocomo fuente de carbonoobservamoscomo al

superarel 1% P/V en el medio seproduceuna caídadrásticade la actividad.Con un

1,15% de estemetabolito en el medio la actividadsereducemás de un 20%. Este

efectohabíasido constatadoya por numerososautores.Leoney Van Den Heuvel en

Bolryíis cinerea crece sobre galacturónico 2 mM se induce la actividad

poligalacturonasa,sin embargocuandocrecesobregalacturónico10 mM sereprimela

actividadPO. Con los experimentosque realizanpuedenconcluir que el galacturónico

no inhibe a la actividadPO, sino que la reprime. Es decir el galacturónicoal ser el

productofinal de unareacciónlo queproduceesuna represiónporproductofinal de la

síntesis.Cuandola concentraciónsuperael 1% la actividaddisminuye.Estosresultados

indicanque el galacturónicoesun inductorque puedeejercera su vez como “represor

catabólico”cuandosu concentraciónen el medio superala que soncapacesde utilizar
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las célulasdel hongo.Hay otroscasosdescritosen la bibliograflaen los que el hongono

produceenzimaspécticascuandocrecesobregalacturónicomeany Timberlake,1989).

Todos estosresultadosnoshacenpensarque el galacturónicono es el mejor inductor

parala síntesisde poligalacturonasas,y que en caso de utilizarlo, hay que realizar

primeroun estudioy determinarlaconcentraciónidónea.Siessereel aL, 1992 también

concluyen,tras sus estudioscon Scleroíiniascleroliorum que el galacturónicono es el

único,ni el mejor inductorparala síntesisde enzimaspécticas.

IV.2.- ISOELECTROENFOOUESANALÍTICOS

.

La plasticidaden cuantoa la capacidadde producirdiferentesisoformastieneun

graninterésfisiológico.

Las isoformasde poligalacturonasay pectinesterasaproducidasporFORL van

cambiandoa lo largo del ciclo de crecimiento,normalmenteaumentanen númeroe

intensidadde bandasconformeaumentala edaddel cultivo. Lo mismo ocurre con

Bolrytis cinerea(Magroel al., 1980), creciendosobrepectinade cítrico, en estecasoes

el día 14 el de másnúmerode bandasde actividady el de bandasmás intensas;el día7

esel díacon menosbandas.Leoney Van DenHeuvel(1987),trabajandotambiéncon

Bo&’riíis cinerea, pero en este caso creciendoen un medio base suplementadocon

paredesvegetales,ven como el númerode bandasesmuy escasolos primerosy como

vanaumentandoen númeroeintensidadlas mismas,alcanzándosela máximavariedad

los días6 y 7. Riou el al., 1992observancomo en Sclerotíniascleroliorumaparecen4

nuevasbandasa lo largodel crecimiento,queno estánpresenteslos primerosdías.

El númerode bandasde PO y PE tambiénvaría en FORL segúnla fuentede

carbonoque utilicemos, así en nuestrocaso la mayor variedad de POs se produce

cuandoutilizamos galacturónicoo pectina(Fig. 6 y 7) como fUentesde carbono.Con

poligalacturónico(Fig. 8) sólo sedetectan2 bandasde PO y conparedesde tomatesólo

1 (Fig. 9). En cambio cuandoestudiamoslas PEs, el máximo númerode bandasse

observacuandoel hongocrecesobreparedes.Estoprobablementeseadebido a que la

alta esterificaciónde las paredes.El bajo número de bandasde poligalacturonasa

probablementesedebaa que las paredescon las quehemostrabajadono han sufridoen
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al procesode extracciónningún enriquecimientoen la fracción péctica;probablemente

lamoléculainductoraparaotrasPUsno estáaccesible.

Otros autores han descrito ya la influencia de la fUente de carbono en la

producciónde enzimas.Así Marciano el aL, 1982, observancomo el patrón de POs

obtenido cuando el micelio crece sobrepectinaes diferenteque cuandocrece sobre

poligalacturónico.Leone y Van Den Heuvel (1986) también observancomo en B.

cinereael patróndePOscambiadrásticamentecuandovariamosla fUente de carbono,

así la mayor variedadseproducecuandoel hongo crece sobreparedes.En estecaso

incluso se observacomo las isoformasvarían en función de la concentraciónde la

fuentede carbono.Ouevarael aL, 1997, observancomo en FORI el patrónde POs,

liasasy PE, varíasegúnla fUentede carbonoutilizaday suconcentración,apareciendoo

desapareciendoisoformasy modificandosu intensidadsegúnla fUente de carbonoque

seutilice. Di Pietroy Roncero(1996)obtienenunosresultadosparecidosen FOL, en su

casosólo apareceuna bandaenglucosa;el númeroeintensidadde bandasse incrementa

en el resto de las fUentes de carbono ensayadasy se puede observar como en

poligalacturónicohay una mayor inducciónde POs ácidas,mientrasque en pectinase

inducenmás las POs neutras;en poligalacturónicoapareceunabandanueva,con un pI

aproximadode 8.7.

Algunosautoreshanintentadoutilizar los patronesde isoformasparaestudiosde

taxonomíay tipos patogénicoscomolas formasespecialeso razas,sin embargocon los

datosque disponemosen la actualidadel análisis isoenzimáticode FORL estálejosde

proporcionar una relación clara entre el polimorfismo isoenzimático y formas

patogénicas.En muchos casosse han encontrandomás diferencias en el patrón

isoenzimáticoentreaislamientosde la mismaformaespecialque entredistintasformas

especiales(ScalaelaL 1981).

Centrándonosen la pectina y el galacturónico,que son en nuestro caso los

mejoresinductores,el patrón de isoformas obtenido el día de máxima actividades

similar al obtenido por otros autores.Scalael al., (1981) observanque en Fusarium

oxysporumaparecen2 bandasmayoritariascon pI 6,75 y 7,20; Di Pietro y Roncero

(1996)observanque cuandoFOL creceen pectinalas bandasmayoritariastienenunos
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pI de 6,75 y 7,0 aproximadamente;Fernándezel aL, 1992 tambiénobtienenen FOL y

FORL creciendoen pectinabandasmayoritariascon pI de 7,0 y alrededorde 6,7. En

nuestrocasotantoen pectinacomoen galacturónicoapareceuna bandamayoritariacon

pI alrededorde 7,0. En amboscasosaparecetambiénunabandacon pI alrededorde 6,6.

La existenciade múltiplesisoformasesimportanteporvariasrazones:

• Primero,esesencialqueel patróncon un mismo inductorvaríea lo largodel

tiempo, ya que enzimasque son importantesen los primerosestadosde la

inducción, pasana serineficacesen cultivos másviejos cuandolos grandes

polímerossondesplazadospor otrosoligómerosmáspequeños.Cuandoesto

ocurreestasenzimasinicialesdebenserreemplazadasporotrascon distintas

propiedades bioquímicas que producirán productos más fácilmente

asimilablesporel hongo

• En segundolugarla existenciade múltiples isoformasleconfiereunaventaja

añadida al patógeno, le permite que se adaptarsemejor a diferentes

condicionesambientales,le da mayorflexibilidad y/o le haceque sea más

activo y establedentrode unoshospedadoresque dentrode otros, esdecir

segúnen el hospedadorque seencuentreproduciráunasisoformasdistintas

quele hacenserestabledentrosdeesehospedador,perono de otros.

Las múltiples isoformaspodríanserel resultadoevolutivo de un patrónsimple

de enzimas,quedebidoa cambiosenel hospedadoro en el ambiente,va variando.De

acuerdocon estomás poligalacturonasasimplican mayoresoportunidadesparainducir

enfermedaden distintos patógenos(Magro el aL, 1980, Marciano, el al., 1982;

Wijesunderael al., 1984;Forstery Rasehed,1985;PérezArtésy Tena,1990)

La existenciade múltiples isoformasen unoscasosesdebidaa la existenciade

vanosgenescomo ocurrepor ejemplo en Sierotinia sclerotiorum,Aspergíllusníger

Aspergillus sp. (Martel el aL,1996; Reymond el aL, 1994, Bussink el al., 1992;

Stratilova el aL, 1993,) o, en el caso de que exista un único gen, se deberána

modificacionespost-transcripcionales,diferenciasen los patronesde glicosilación o

94



Discusión

proteolisisdespuésde la secreción como ocurreen Fusariuminonil</orme (Capraríel

aL, 1993 a, DeLorenzoeta)?, 1987).

IV.3.- CROMATOGIiAFÍAS EN CAPA FINA

.

Con esta técnica intentamosconocerlos tipos de oligosacáridosliberadosy

distinguir así las actividadesde tipo “endo” de las de tipo “exo~~. Los estudios se

realizaronpor un lado paraconocermás profundamenteel complejo multienzimático

producidoporel hongoy porotro paraver cualeseran las condicionesidóneasparala

producción de actividad exopoligalacturonasaque era la actividad que nosotros

queríamospurificar y caracterizar.

La mayoría de los hongospatógenosde plantasproducenlos dos tipos de

enzimas(Aguilar el al, 1991; Riou el aL, 1991; Fernándezel aL, 1993; Sakai el al?,

1993).

Ambasenzimas,no solo difieren en el mecanismode acciónsino que ademásse

les suponedistinto papeldurantela patogénesis.Las endoPOsson enzimascapacesde

producir maceraciónen los tejidos y muerte celular (Batemany Bashman,1976;

Cooper, 1983).Debidoa estacapacidadde macerartejidos seríanmuy importantesa la

hora de la penetracióndel patógeno(Huang y Alíen, 1997). Estasenzimasgeneran

oligogalacturónidosque probablementeestán implicados en la inducción de los

mecanismosde defensade la planta (Walton, 1994). Las exoPOs,sin embargoson

capacesde liberar azúcaressimplesa partir del polímeroque serviríanparasostenerel

crecimientodel patógeno,la inducción de nuevasenzimasy completarel procesode

invasión, inclusoalgunosautores(Riou el aL, 1991) han afirmado que las exoPOscon

la ayudade esterasasseríancapacesde macerarun tejido.

En nuestro caso podemosobservarcomo Fusarium oxysporumf sp. radícis

lycopersícíproducetambiénuna mezclade ambasactividades,en todaslas fluentesde

carbonoensayadasexcepto cuando el hongo crece en poligalacturónicoen el que

únicamentesomos capacesde detectaractividad endopoligalacturonasa.En el día

correspondienteal primer pico de actividad, los productosfinalesque seobtienenson
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mayoritariamentedímero,trímerou oligómerosde mayortamaño,seacumulael dímero

y no detectamosel monómeroni siquieraatiemposlargosde reacción(24 horas).Todo

estonoshacepensarque aunqueexistauna mezclade actividadesla mayoritariaesde

tipo “endo”. Segúnalgunosautores(Kubicek,el al., 1993; Martelel al., 1998, Huangy

Alíen, 1997) estasenzimasque se producenen los primeros momentosserían muy

importantesa la hora de iniciar el procesoinductivo, estas son esencialespara la

degradacióninicial del polímero liberando productosque reprimirían su síntesis e

induciríanla secreciónde otrasenzimascon distintaspropiedadesbioquímicas.

Cuando estudiamosel comportamientode los extractos correspondientesal

segundo pico de actividad vemos que excepto en los de crecimiento sobre

poligalacturónico,el comportamientoes radicalmentedistinto. Aquí ya vemos que

apareceya actividadtipo “exo”, mezcladacon “endo”, en el caso de los extractosde

galacturónico,o sola,en el casode los extractosde crecimientosobreparedesde tomate

o pectina.La actividad“exo” seríamuy importanteproporcionandonutrientesal hongo,

ya queliberael monómeroque esun productofácilmenteasimilableporel mismo. En

los extractos de pectina observamos un comportamiento típico de una

exopoligalacturonasade hongos,esdecir liberaciónexclusivadel monómeroinclusoa

tiemposcortos(15 mm) y la incapacidadde degradartotalmenteel sustrato.

Enel casode galacturónicoobservamoscomoexisteunamezclade ambostipos

de actividades,ya desdelos primerosmomentossomoscapacesde detectaractividad

exo puestoqueselibera el monómero,y a los 30 mm ya apreciamoscomo el trimero y

el dímeroproducidosporla endovan desapareciendo(graciasa laacciónde la actividad

exo, únicacapazde degradarlos).Tambiénobservamosla acciónde la endo, bastante

activa,yaque en 30 minutosyano detectamossustrato(poligalacturónico).

En el caso de crecimiento sobreparedesel comportamientoes prácticamente

igual al de la pectina.

En poligalacturónico,como ya hemoscomentado,somosincapacesde detectar

ningúntipo de actividadexo, seva acumulandoel trímerocomo principal productode

reacción,esdecirtodascaracterísticastípicasde unaruptura tipo endo.
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IV.3.1.- Degradación del digalacturónico y el trigalacturónico por las PGs

producidas el día 2 y 6 de crecimientosobrepectina

Ya centrándonosen el crecimientosobre pectinade manzanaestudiamosla

degradacióndel dímeroy el trímeroporlas enzimasproducidasporFORL los días2 y 6

de crecimiento,paracomprobarrealmenteque la del día 2 setratabade una actividad

tipo endoy ladel día6 de unaactividadtipo exo.

En la actividadescon comportamientotipo endola eficaciade la degradaciónva

disminuyendoconforme la cadenade polímero se va acortando,normalmenteson

incapacesde degradarel dímero y si degradanel trímero lo hacena una velocidad

bajísima(Sakai,el aL, 1993). Estassoncaracterísticasque no cumplenlas actividades

tipo exo, por lo que un buen mecanismopara conseguirdistinguirlas suele ser su

diferentecomportamientofrenteal dímeroy trímero.

La actividadproducidael día2 esincapazdedegradarel dímeroy el trímeroaún

en periodos de incubación largos (24 horas), es decir, un comportamientotípico de

actividadesendo(Fig.-14).Ademásobservamosque la formaciónde trímero esmayor

que la de dímero indicando que sólo los oligogalacturónidosde tamaño mayor al

tetrámerosondegradadospor degradadospor la enzima.En la literaturahay algunos

ejemplosde endoPOsque soncapacesde degradartrigalacturónidos(Rexova-Benková

y Markovick, 1976), sin embargo estasenzimassuelen degradarloa mucha menor

velocidad que los oligosacáridos,por ejemplo Saccharomycesfragilis degradael

tnmeroa una velocidadde 1/50 la velocidadcon que degradael tetrasacáridoy en el

casodeAspergíllusníger la relaciónes1/20.

La actividadproducidael día6 escapazde degradarambossustratos.Cuandoel

sustratoesel dímero,ya desdelos 5 mm. va apareciendoel monómerocomo producto

de reacción;a la hora ya seha degradadoel sustratototalmente,apareciendosólo el

monómero(Fig.- 15). Cuandoel sustratoesel trímeroocurrelo mismo, esdecir desde

los primerosinstantesde la reacción(5 mm.) ya detectamoslos productosde la reacción

(monómeroy dímero);cuandosealcanzaunahorade reaccióntodo el dímeroel trímero

ha pasadoamonómero.
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Con estecomportamientopodemosafirmar que las actividadesproducidasel día

2 y el día6 por FORL cuandocreceen pectinason distintas,teniendoclaramentela del

día2 uncomportamientotipo endoy la del día6 tipo exo.

IV 4- REPRESION POR GLUCOSA DE LA POLIGALACTURONASA

La actividad poligalacturonasanecesitapara producirse, la existenciaen el

medio de cultivo de un inductor. En glucosano se detectabanni siquiera niveles

basales.

Las poligalacturonasasde hongosmuestranunagran variabilidaden cuantoa la

regulaciónde su producción(DeLorenzoeta)., 1987;Robsonel al., 1989).Numerosos

autoreshabíandescritoel hechode que las poligalacturonasasse reprimíanporglucosa

(DeLorenzoeta)?, 1987;Kestereta)?, 1996; Blancoel a)?, 1994; Pardoel al?, 1991)y

sin embargoaunquela glucosanormalmenteactúecomo represor,en muchasotrassu

síntesisno esreprimidaporestemetabolito(Riou el al., 1991;Riou, el al., 1992;Leone

y VanDenHeuvel, 1986).Entodosestoscasossi el inductorestapresenteen el medio

seproducela síntesisde estasenzimas,independientementede los nivelesde glucosa

presentesen el medio.

Paracomprobarsi estaactividad, ademásde ser inducible, se reprimía por

glucosarealizamosuna seriede experimentosque consistíanen iniciar el crecimiento

del hongocon un metabolitoinductorjunto con glucosa.

Con estosexperimentoshemospodido comprobarclaramentecomo la glucosa

reprime la síntesisde PO, ya que aún en presenciade inductor somosincapacesde

detectarla actividadPO, hastaque los nivelesde glucosaen el medio soncercanosa

cero. Una vez que se termina la glucosael hongo es capaz de iniciar su proceso

inductivo, lograndoproducir nivelesde actividadpróximosa los del cultivo en medio

inductor, aunque la aparición de las actividadesse retrasa(Fig.- 17 y 18). Estos

resultadosson similares a los obtenidospor Polizeli el al., (1991) trabajandocon

Neurosporacrassa, ellos observancomo cuando el hongo crece sobre pectina se

produceinducción de la actividad,pero cuando se mezclala pectinacon glucosase
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produceuna represiónde la actividadpoligalacturonasay el carácterinductorno se

puedeobservarhastaquela glucosano desaparecedel medio. Fraissinety Fevré(1996),

demuestrancomo las poligalacturonasasproducidaspor Sclerolínia sc)eroliorum son

reprimidas por glucosa. Ellos añadenun 2% de glucosa a cultivos con diferentes

concentracionesde galacturónico(metabolito inductor)y ven como la glucosaevita la

síntesisde todas las enzimaspectinolíticas.El efecto represorde la glucosase nota

incluso en lamarcadareducciónde los nivelesde proteínasextracelulares.

Enlos extractosen los que se habíaañadidoel pulsode glucosa,la apariciónde

la actividadPO se retrasahastadespuésdel día 4, aunqueposteriormenteel valor de

actividadmáximaesmayor,probablementedebido a la mayormasade micelio (Fig.-

19). Estosresultadossonmuy parecidosa los obtenidosporSiessereeta!., (1992),ellos

añadenun pulso de glucosaal inicio del cultivo y a las 12 horascuandoPenicillium

frequeníansestácreciendosobrepectina,en el primer casoobservancomo la aparición

de la actividad se retrasa,y en el segundocaso, en el que ya había aparecidola

actividad,observancomo al añadirel pulso los nivelesde actividadseestabilizan,y no

vuelven a aumentarhastaque la glucosano seha consumido.El que los niveles de

actividad permanezcanestables nos indica que la glucosa no inactiva a la

poligalacturonasa,sino que simplementereprime su síntesis. Pardo el a), (1991)

obtienenresultadossimilarestrabajandocon Geolrichumladis, en estecasola adición

de glucosael día 3 de crecimientoa cultivos en medios inductores,reprime la síntesis

de PO, manteniéndoseestableslos niveles de PO que existían en el momento de la

adición.

Nuestrosresultadossoncorroboradospor los obtenidospor Posada(Congreso

Nacionalde Fitopatología,1998) susexperimentosse centranen el control genéticode

la síntesisde los genesde exoPOy endoPOde FORL, demostrandoque la síntesisde

ambosestá reguladaa nivel transcripcional,no apareciendo mensajeroscuando el

hongoestácreciendoen glucosa,esdecirla síntesisde ambosesreprimidaporglucosa

(Patiñoel a)., 1997).
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IV.5.- CARACTERIZACIÓN DE LA EXOPG PREVIA A SU PURIFICACION

.

Comoya hemoscomentadolas condicioneselegidasparaobtenerexoPOparasu

posteriorpurificaciónfueron 6 díasde crecimientoen estático,utilizando como fuente

de carbonoinductoralapectinade manzana,debidoavariosmotivos:

• No presentabaproblemasde concentracionescríticas por encima de las

cualesno crecieseel hongoo no seprodujeseinduccion.

• El día 6 de cultivo se producenexclusivamenteactividadesexo

• El patrón isoenzimáticoes el más parecido al obtenido sobre plantasde

tomate.

En el diseño de un procesoóptimo de purificación hay que teneren cuenta

distintosparámetros:maximizarel rendimientoy la purezay minimizar el númerode

pasosy el costeglobal del proceso.Paraello serealizóun estudioprevio de laactividad

poligalacturonasadel extractoenzimáticocon el fin de conocerlas condicionesóptimas

parala manipulacióndel mismo.Esto nos sirvió tambiénparaconocerlas condiciones

óptimasparavalorarla actividad.

En cuantoa la temperaturaa la que debíamos realizarlos procesos,no hubo

ningúnproblemadebidoa que setrata de una actividadbastanteestablea temperatura

ambiente, sobre todo en los pasos iniciales de la purificación. No se utilizó la

temperaturaóptimade la actividadparalas valoracionespor serexcesivamentealta y

porqueseobtienenbuenosresultadoscon la temperaturautilizada.

Se estudiola influenciade varios ionesy compuestosen la actividad,entrelos

resultadosobtenidosdestacala influenciadel calcio sobrela actividad,esteproduceun

fuerteefecto inhibitorio que se hacepatenteya a concentracionesbajas(0,25 mM); a

concentracionessuperioresa 1 mlvi somosincapacesde detectarla actividad,esteefecto

ya habíasido descritopor numerososautores(Pagely Heiteffiss, 1990; Polizeli el al.,

1991; OarcíaMaceira et aL, 1997) y sedebeprobablementea interferencias con el

sustrato,masque a un efecto directo sobrela enzima(Riou, el a)., 1991). El calcio

forma complejosinsolublescon el sustrato,la formación de puentesde calcio actúa

comobarrerafrentea ladegradacióndel polímero.A concentracionesaltasde calciose
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producela formación de una especiede gel que restringela movilidad enzimáticay

puedesercausade adsorciónde la enzima.Cooper(1978), trabajandocon diferentes

aislamientos de Fusaríum oxysporumdetecta inhibición de la actividad, pero son

necesariasconcentracionesmás altasde calcio (10 mM) paraque esteefecto se haga

patente.Nuestrosresultadosson másparecidosa los obtenidosporPérezArtesy Tena

(1990),ellos trabajandocon Fusariumoxysporurnf sp. cicerí detectaninhibición de la

actividad a partir de 0,5 mM. ResultadossimilaresobtienenVázquezel al., (1986)

trabajandocon poligalacturonasasde A/ternaria a)lernata. La influencia que ejerceel

calcio sobre la actividad PO es uno de los factoresque se utilizan a la hora de

diferenciarunaPO de una PL, ya que estasúltimas no sólo no seinhiben por calcio,

sinoque esun cofactornecesarioparasu actividad.

La actividad disminuye también cuandoañadimos otros cationes divalentes

como Mg2~, Mn2~, Cu2~o Co2t resultadosque concuerdancon otros encontradosen la

bibliografla(Pagely Heitetluss,1990;Polizeli el al., 1991;Riou, eta)?,1992).

Un ion que tambiéntiene un efecto característicoes el mercurio,esteprovoca

inhibición total de la actividad incluso a concentracionesbajas(0,25 mM); esto es

debido,probablemente,a la presenciade grupostiol en el centro activo de la enzimay

esuna característicatípica de las exoPO,que no es compartidapor las endoPOs.El

efectodel mercuriosobrelaactividadexoPOya habíasido descritopor algunosautores

(García Maceira eta).,1997;Riou el a),, 1992;Marteleta)., 1996).

El EDTAtambién influye en la actividad, este compuesto es un agente quelante

de cationesdivalentes,como el calcio que como hemosvisto inhibe a la actividadPO.

Cuandola concentraciónde EDTA no supera5 mM notamosuna influenciapositiva

sobrela actividad(másactividadque en el control),estoprobablementeesdebidoa que

estaeliminandorestosde calcio u otros ionespresentesen el cultivo en cantidadesmuy

pequeñasperoquepuedenllegar aafectara la actividad.
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IV.6.- PURIFICACIÓN DE LA EXOPOLIGALACTURONASA

.

La purificación de la exoPO 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

proteína no debía ser muy alta por lo que había 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 purificación y cuando se utilizaros métodos para eliminarlo observamos una

notable pérdida de actividad, ya que debe contribuir a la estabilización de la proteína.

En el primer paso de un proceso de purificación es necesario separar el mayor

número posible de impurezas y concentrar lo máximo posible las proteínas que nos

interesan de las presentes en el extracto enzimático. Este paso debe ser lo más rápido y

sencillo posible. De los métodos ensayados para concentrar volúmenes grandes

elegimos la filtración tangencial ya que era con el que más aciividad específica y grado

de purificación obteníamos. El rendimiento era un poco superior cuando precipitábamos

con sulfato amónico al 90%, pero este método tiene varios inconvenientes, primero es

más caro que la filtración tangencial, segundo es un método más lento y laborioso, ya

que el sulfato amónico, para obtener este rendimiento, hay que añadirlo en frío,

lentamente y después centrifugar en frío y tercero después de esto hay que dializar

durante bastante tiempo, con varios cambios de tampón ya que es dificil eliminar los

restos de sulfato amónico. Con la filtración tangencial, el extracto sale dializado en el

tampón que elijamos.

El resto de los métodos ensayados ofreció peores resultados, el único que se

acercaba más a los dos citados con anterioridad fue la filtración no tangencial. Este

método fue el elegido en los otros pasos de la purificación, cuando queríamos

concentrarvolúmenespequeños.

El siguiente paso de la purificación fue una cromatografia de exclusión

molecular (Rio-Gel P100), con este paso se pretendió eliminar la mayor parte del color

presente en la muestra y al mismo tiempo eliminar las proteínas con distinta masa

molecular que la nuestra. El rendimiento obtenido en este paso fue un 63%, semejante o

102



Discusión

un poco superioral obtenidopor otros autoresen un pasosimilar de purificaciónde

exoPO(Martínezeta)?, 1991;Pardoel a)?, 1991;Riouel a)?, 1992).

El siguientepasode la purificaciónfUe un intercambioiónico en columnade alta

eficacia (Mono-Q), equilibradaen tampón fosfato pH 8.2. con estepasolográbamos

separarun pico mayoritariode actividadPO que fUe la quedenominamosPO1, aunque

aparecíaactividad PO en otros 2 picos más. Tenemosque recordarque el día 6

aparecíanvarias formasde poligalacturonasa,algunade ellasprobablementese habrá

perdidoen los pasosanterioresde purificación(en los quetambiénhabíaactividadenel

extractodescartado),las quequedabanseseparanen esteúltimo paso.En estepaso,por

tanto logramospurificar casi 33 vecesla PO1 con un rendimientode 8,6. La POí así

obtenidaeratotalmentehomogénea.

Aunqueel rendimientoglobal del procesode purificación parecepequeño,es

superiora otrosdescritosen la bibliografia paraexoPOs,así por ejemplo la exoPOde

Aspergí/luis lubingensisel rendimientofue de un 2,3% (Kester el al., 1996) y en

A/ternaria mali se han purificadotres exoPOscon rendimientosde un 4,7; 6,0 y 6,4%.

(Nozakiel al., 1997). Sin embargoen el casode una exoPOde Fusariumoxysporum

f. sp. me/onisel rendimientofue bastantesuperior(27,8 %) a pesarde que los pasos

utilizadosparasupurificaciónfueronsemejantesa los nuestros(Martínezel al, 1991).

Aunqueen los isoelectroenfoquesno sedetectanbandasde poligalacturonasaconpI tan

alto como 8,25,con pH inferioresaestevalor no conseguimosque laproteínase unaa

la columna.Estopuedeserdebidoa quela exoPOtengapocacarganetay estounidoa

interferenciascon el tampón(el tampónfosfato tienecarganegativay puedecompetir

con la proteína en su unión al lecho positivo de la columna), hace que el pH que

tqiemos que usar sea tan alto, pudiendocontribuir a inestabilizar algo la enzima

(aunqueesbastanteestablea ese pH). Cuandoprobamoscon una columnade lecho

negativo, pasabaprácticamenteigual, teníamosque usar unos pH muy bajos para

conseguirque la proteínase pegaraa la columna. Estaopción se descartéporquela

enzimaesmenosestablea pH bajos.

La proteína así purificada nos sirvió para su posterior caracterización(pH

óptimo, estabilidad al pH, temperaturaóptima, estabilidada la temperatura,masa
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molecular,pI, modo de acciónde laenzima,ensayosde afinidadpordistintossustratos,

comprobaciónde queeraunaglicoproteinay ensayoscon inhibidores),pero en algunos

casosnecesitábamosuna cantidad mayor de enzima (producción de anticuerpos,

obtenciónde la secuenciaamino terminal y de un péptido interno y composiciónde

aminoácidos),en estos casos la proteína se purificó mediante electroelución y

posteriormenteseprecipitacon etanolparaquitarleel color. Con estoconseguimosuna

purificaciónmásrápiday eficaz, perotiene inconvenientes,primerosedebenconocer

las característicasde la enzimay segundoque sólo sepuedeusaren ensayosen los que

no sea necesarioque la enzimamantengala actividad,ya que la enzimaelectroeluida

prácticamenteno tieneactividad.

IV.7.- CARACTERIZACIÓN DE LA PG1

La PO1esunaexoPOcon unamasamolecularde 68 kDa, similar o incluso igual

a la de otrasexoPOdescritas(Kestereta)?,1996; Riou et al., 1992; Oarcía-Maceirael

a)., 1997;Nozaki el al., 1997)cuyasmasasmolecularesoscilanentre60 y 80 kDa. Las

endoPOsongeneralmentemás pequeñasoscilandosu masamolecularentre30 y 45

kDa (Marteleta)?,1996;Arie eta!., 1998; Di Pietroeta)?, 1998; Clayeta)?, 1997).No

esunaproteínaformadaporvariassubunidades,característicaquecompartecon el resto

de las poligalacturonasas.

La PO1 esunaglicoproteina,la parteglucídicade la enzimaesaproximadamente

un 29%, es decir un porcentajebastanteelevado que confiere gran estabilidada la

enzima,pero al mismo tiempo complicaconsiderablementelos intentos de rompero

secuenciarla proteína.Casi todaslas poligalacturonasasdescritasen la bibliografia son

glicoproteinas(Strandeta)?,1975; DeLorenzoeta!., 1987;Arie el al., 1998;Nozakiel

a)., 1997; Di Pietroy Roncero,1996)y en generalestánfuertementeglicosiladas,esta

característicasueleser común entre las proteínasextracelulares.En el caso de las

poligalacturonasasgeneralmentela unión del azúcar a la proteína se produce

exclusivamentemedianteenlacesN-glicosídicos,característicacompartidatambiénpor

la PO1,ya queconseguimosdesglicosilarlatotalmentemedianteenzimas,como la endo-

H querompenexclusivamenteestetipo de enlace.
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El pI de la PO1 es aproximadamente6,5, en este caso suele haber más

variabilidadentrela poligalacturonasas,ya que como hemoscomentadonormalmente

un aislamientosecretavarias isoformasdependiendode las característicasdel cultivo.

Normalmenteel rangode pI de lasPOssueleestarentre3,8 a 7,5 (Magro eta!., 1980).

El pI de la PO1 esbastantesimilar al estimadoparaunaexoPOdeFusariumoxysporum

f, sp. melonis (Martínezel a!., 1991) y parauna exoPGde Fusarium oxysporumf.sp.

)ycopersici(García-Maceiraelal., 1997).

El pH óptimo de la POi coincide con los estudiosrealizadosacercadel pH

óptimo de las POs, las cualespresentanen general,tantosi son endocomo exo,valores

de pH óptimo entre4,0 y 6,5 (Keon eta!., 1991; Martínezel a)., 1988; PérezArtes y

Tena,1989).La drásticareducciónde laestabilidadal pH observadaentrepH 6,0 y 7,0,

se debeprobablementea que en este intervalo de valoresse encuentrael pI de la

enzima.Es sabidoque el pH al cual unaproteínapresentaun mínimo de solubilidades

su pI, definidocomo aquelvalor depH en el quelaproteínano presentacargaeléctrica.

En estascondicionesno existe repulsiónelectrostáticaentre las moléculastendiendo

estasacoalescery precipitar.La proteínaprecipitadapierdesu actividad.

En cuanto a la temperaturaóptima de la PO1 es similar a otras exoPOsde

Fusarium oxysporumf. sp. )ycopersici (García-Maceirael a!., 1997; Di Pietro y

Roncero;1996),Fusariumoxysporumf.sp. cicerí (PérezArtes y Tena, 1990) y algo

superiora otrascitadasen la bibliografia paraPseudomonassolanacearum(Schell el

al., 1988)Alternaría mali (Nozakiel a),, 1997),Aspergí)/ustubingensis(Kesterel a).,

1996),Geolrichum ladis (Pardoel a)., 1991) o Scleroliniasclerot¡orum (Riou el al.,

1991),todasestasPOs tienenuna temperaturaóptima en tomo 40
0C, inactivándose

parcial o totalmentea temperaturaspróximasa la óptima de la PO
1 de FORL (60

0C).

Estaenzimatambiénesbastanteestablea la temperaturahaciendofalta 15 mm a 65 0C

para inactivaría totalmente. Su termoestabilidades superiora la de otras enzimas

pécticasde hongos(Ishii el al.,1975;Baldwin el al., 1989) incluidasla mayoríade las

anteriormentecitadas, aunquees semejantea la de las pectinliasasde Penidil/lun

italicum (Alañael a)., 1991).Estaaltaestabilidadpuedeserdebidaa su alto contenido

en azúcares,que de algunamaneraayudena suplegamientoy la estabilicen.
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SegúnRombouts(1980),la Km parala hidrólisisde su sustratode la mayoríade

las POsesinferior a 1 mg/mí, aunquetambiénsehan descritoPOscon valoresde K11

superioresa estevalor comola de NeurosporacrassaconKm de 5,0 mg/ml (Polizelli et

al., 1991). En nuestrocaso los valoresseajustanal modelo propuestoporRombouts,

siendo la Km para el poligalacturónicode 0,64 mM (0,13 mg/mí); la Km para el

dígalacturónicode 1,17 mM (0,24mg/mí) y la Km parael trigalacturónicode 0,99 mM

(0,20 mM). Las Km parael dímeroy el trímero sonmuy parecidasa las obtenidaspor

Kester et al., (1996), para una exoPO de Aspergí/)ustubingensís.Estos autores

sostienenque la Km y la Vmax dependendel grado de polimerizaciónde la cadenade

sustrato, los valores de Km decrecen (en oligogalacturónidos con grado de

polimerizaciónde 2 a 7) conel incrementode la longitud de la cadena.En nuestrocaso

tambiénocurreya que la Km del trímero es más pequeñaque la del dímero. Otros

autoresobtienen Km para exoPO con el dímero y el trímero como sustrato más

pequeñasque las nuestras,estees el casode Nozaki el a)., 1997, que obtienevalores

considerablementemáspequeñosen 3 exoPOsdeA)ternariamali.

El valor de la Km parael polímerofue semejanteal obtenidopor Pardoel al.,

1991, ellos obtienenuna Km de 0,09 mg/ml en una exoPOde Geolrichumladis. Sin

embargoentrelas Km de la exoPOpublicadasobservamosdiferenciasabismales,los

valoresvan desdeKm parael poligalacturónicode 0,09 mg/ml hastavalorescomo los

observadosparaunaexoPOde FOL de 25 mg/ml (GarcíaMaceiraelal., 1997),pasando

por los de unaexoPOFusariumoxysporumf.sp. me/onis(Martínezel al., 1991), los de

la exoPO de Aspergíllustubingensis (Kester el a)?, 1996) y los de una exoPOde

Neurosporacrassa,quesonde 1,2 mg/mí,3,2 y 5,0 mg/ml. Ademásde estardiferencias

observamosdatos contradictorioscomo los observadospor Garcia-Maceirael a).,

(1997) que obtienenvalores de Km más altos para el poligalacturónicoque para la

pectina,siendoel primeroel sustratotípico de las poligalacturonasasy el segundoel de

las polimetilgalacturonasas.

Comovemoshay pocosestudioshechoscon las Km y los resultadosno sonmuy

homogéneos,estopuedeserdebidoaquelos sustratossonpolímeroscomplejosmuchos

de ellos dificiles de obtenero a la escasezde exoPOspurificadasy la dificultad que

conlíevasupurificaciónquehaceque serealicenpocosestudiosde estetipo.
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Como siguientepasonosplanteamosconocerla composiciónde aminoácidosde

la proteína,como hemosdichohay pocasexoPOpurificadasy de estassolo 3 exoPOde

hongostienenpublicadasu composiciónde aminoácidos,la de Aspergí/luistubingensis,

Codh/ioboluscarbonun y Fusarium oxysporumf. sp. )ydopersidi. En la tabla 4.1

podemosver las composicionesde aminoácidosde las 4 exoPOs.

Amitacidd FQRL
—

57

A,tub¡ngensis G.óarbonurn FOL

65 67 65
Thr(T) 34 34 26 35

42 42 40 42
GI-<EMQ) 46 27 30 26

~GINÚG) 41 46 ~~‘S5~
Ala (A) 44 20 27 27

~CV¡(CY 2 11 11
Val (V) 27 29 33 32
Met}M1~ 4 4 7

21 30 36 27
~Leu<Ly:i~~29’*i~. 33 30
Tyr(Y) 4 19 13 17
p¡j~j~y$7:~:~: 9

9
9

¶5 19 15

His(H) 9 3 8
17 ~-28 ~

Arg R 13 11 10 21
Pro{P) 22 14 18 18

Tabla 4.1.- Composición de aminoácidos de las exoPGs de FORL, A. niger <Kester et al.,
1996), C. carbonum (Scott-Craiget aL, 1998) y FOL (obtenido mediante el BLASTX).

Estas 4 exoPG se diferencian en el tamaño, como hemos dicho la masa

molecularde la exoPOFORL es68 kDa(50 kDadesglicosilada),la de C. darbonun,

(Scott-Craig el a)., 1998) es 60 kDa (45 kDa desglicosilada),la de Aspergíl/us

tubingensis (Kester elal., 1996)es78 kDa(entre52 y 55 kDa desglicosilada)y la de

FOL (Oarcía-Maceirael aL, 1997)es63 kDa (45 kDa, desglicosilada),estasdiferencias

en tamañopodríanexplicarpartede las diferenciasobservadas,esdecira mayortamaño

mayornúmerode aminoácidos,en general.Las exoPGde FOL y C. darbonumson las

mássemejantesa nivel do aminoácidos,y también lo son en cuantoa masamolecular

unavezd¶~lícosiladalaproteína.
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En nuestrocaso,podemosobservarque el aminoácidomayoritarioes la glicina,

esteesun aminoácidopolar sin carga,y supequeñoresiduocontribuyeal plegamiento

de la proteína. La alanina, treonina y la serma, suelen ser aminoácidosbastante

mayoritariosen las poligalacturonasas(Reymondel al., 1994; Fraissinet—Tachetel al.,

1995).En nuestrocasotambiénlo son.Las mayoreshomologías,entretodoslos hongos

citados,en cuantoa númerode residuosdeaminoácidopormolécula en concretose

dan en la treonina, sen, valina y metionina. Entre FORL, FOL y A.tubingensis

también es similar el número de histidinas por molécula y entre FOR?L, A.tubingensisy

C. carbonumessimilar el número de argininas siendo muy superior en el caso de FOL.

Cabe destacarel bajo número de cisteinasque tiene nuestra exoPO si lo

comparamos con el resto, es decir nuestra molécula tendría pocos puentes disulfliro, que

se forman entre residuos de cisteina libres.

En cuanto a la basicidad de la proteína, la más básica parece ser la de FOL y la

menos básica la de A. tubingensis.Estos resultados obtenidos a partir del número de

aminoácidos básicos 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. tubingensistiene un pl entre

3,7 y 4,2.

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

Para obtener la sonda necesitabamos obtener la secuencia amino terminal de la

proteína y la secuencia de un péptido interno (o bien la secuencia de 2 péptidos internos

alejados entre sí). La obtención de la secuencia amino terminal fUe bastante complicada

ya que, como hemos dicho, la proteína está fUertemente glicosilada y plegada, esto hizo

que los primeros intentos nos dieran como resultado que el extremo amino estaba

bloqueado, en otras exoPO ha ocurrido lo mismo (Scott-Craig el al., 1998; García-

Maceira el al., 1997), nosotros tras desglicosilar y desnaturalizar la proteína

conseguimos secuenciar el amino, por lo que probablemente este no estuviese

bloqueado debido a modificaciones de aminoácidos, sino que debido a la alta

concentración de azúcares y al plegamiento, la secuenciación era imposible. Una vez
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obtenida la secuenciaamino terminal, pudimos compararlacon otras secuencias

publicadashastael momento,3 de distintasexoPOde A. mali, unade A. tubingensisy

otrade FOL (tabla4.2) y podemosobservarque no presentanadaen comúncon ellas,

esto no es extraño,ya que el extremo amino es la partede las proteínasque más

variacionessufreentreproteínashomólogas,ademásel númerode secuenciasaminode

exoPOes todavía muy reducido.Esta falta de homologíatambién se ha observado

dentrode las endoPOdondeel númerode trabajosesmásnumeroso.

FORL: X-X-R-K-V-Y-T-l-R-H-S-K-N-D-N-D-X-V-S-S-
A. tubíngensist: M-R-L-T-H-V-L-S-H-T-L-G-L-L-A-L-G-A-T-A
FOL2: L-A-F-N-V-P-S-K-P-P
A. mali3 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
III: A-K-T-T-T-R-P-Y-S-T-W-M-P-L-P-L-S-K-G

Tabla 4.2: Comparación del extremo amino terminal de exoPO de hongos. (1Kester et al.,
1996; 2~¡ Pietro y Roncero, 1996; 3Nozaki et al., 1997).

Como hemoscomentadocon anterioridad,la obtencióndel péptido internofUe

complicadaya que romper estaproteínatan glicosiladano es fácil. A pesarde ello

obtuvimosvarios picos de los cualesse eligió el mássimétricopara su secuenciación.

Sesecuenciaron12 aminoácidos,tamañosuficiente paralos estudiosposteriores.

La amplificación de ADN de FORL, usandocomo cebadoreslas secuencias

basadasen los extremosamino terminaly péptido internode la proteína,nos dio como

resultadoun fragmentode 755 pb quecorrespondíaa la secuenciaparcial del la exoPO.

Utilizandoel BLASTX (Altschul el al., 1997)observamoscomolas secuenciascon las

que presentamás homologíason con las tres únicasexoPOsde hongossecuenciadas

hasta ahora. Presentauna homología a nivel de proteínadel 50 % con la de C.

darbonum,del38 % con la deA. tubingensisy del 40 % con la de FOL; a nivel de DNA

genómico,los porcentajesdisminuyenun poco, esto es lógico debido a que no están

eliminadoslos intrones que sonlas zonasdel gencon menorgradode similitud, en este

casolas homologíassonde un 40% con la de C. darbonumy de un 31% con las de A.

tubingensisy FOL, a la que más se parececomo hemosvisto, esa la de C. carbonum,

tantoa nivel deDNA como de proteína.
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El númeroy posición de los intrones no es similar a los presentesen C.

darbonumo A. niger. Esteno esun hechoextrañoya que la posicióny el númerode

intronestampocose conservaentrelos genesde las endo PO de hongosfilamentosos,

incluyendoaFusarium(Arie elal., 1998,Caparieta)., 1993b,Scott-Craig.,1990)

El fragmentoque ha sido secuenciadoes la zonadel gen que presentamenor

numero de secuenciasconservadas,ya que los fragmentosconservadosestánen su

mayoríaa partir del residuo aminoacídico250, el único fragmento conservadoque

apareceen estazonaes el fragmentoNID (posiciones182, 183 y 184), que es una

secuenciaconservadaentretodasla poligalacturonasas,ya seanendoo exo, de hongos,

bacteriaso plantas.Los motivos conservadosparecenestarrelacionadocon la afinidad

porel sustratoo con fUncionescatalíticas.

También hemos podido comprobarque nuestrasecuencia,y en general las

exoPOpresentanmayorhomologíacon las POs de plantasque con las endoPOsde

hongos(Kesterela)., 1996).

La obtenciónde la sondaha hechoposible la realizaciónde estudios sobreel

control genético del gen codificador para la exoPO y el escrutinio de la librería

genómicade FORL paraobtenerla secuenciadelgencompleto.

1V.9.- OBTENCIÓN DE ANTICUERPOS POLICLONALES FRENTE A LA PG1

La obtención de anticuerposnos permite localizar la enzima en diferentes

situaciones (planta infectada, distintos aislamientos del hongo, distintos hongos,

distintosestadosde inducción,etc).

Nosotros obtuvimos anticuerpos policlonalescontra la exoPO purificada y

pudimoscomprobarmedianteDOT-BLOT, queestosanticuerpossonbastantesensibles

(detectanuna concentraciónde proteína purificada de 0,1 ng, aunquenormalmente

utilizamos 10 ng, con una dilución de anticuerpo 1:10000), así por ejemplo los

anticuerpos obtenidos por Riou el al., (1992) para una exoPO de Sd)erotinia
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sclerotiorumdetectan2 pg de proteínapurificada con una dilución de anticuerpo

1: 2000.

Para corroborar los estudios previos realizadossobre de la inducción de la

poligalacturonasa,realizamosun Wester-Blot con extractosde crecimiento en las

distintas fuentesde carbono. Como podemosver en la Fig. 42, la banda de masa

molecularequivalentea la exoPOsólo apareceen los cultivos de pectina.En el restode

las fuentesde carbonono apareceseñal conuna concentraciónde proteínatotal de 30

ng. Recordemosque en galacturónicoo poligalacturónicola actividadmayoritaria no

erade tipo exo, aúnasí si aumentamosla cantidadde proteínaa 600 ng somoscapaces

de detectarseñaltodaslas fuentesde carbonoinductoras;paradetectaralgunaseñalen

los extractosdeglucosadebemosaumentarhasta1 pg la concentraciónde proteína.En

amboscasosa estaseñalle acompañanunaseriede señalesinespecíficas.

Medianteinmunoensayosrealizadocon extractosde ralz de plantacontroly raíz

de planta infectada y por métodosdirectosutilizando raícesde planta infectadas y

control, pudimos observarmedianteestasdos técnicasque la exoPO se expresaen

tejidos infectadosy quelos nivelesde señalvanaumentandoparalelamenteal desarrollo

de los síntomasde la enfermedad.Los síntomascomienzana aparecera los 14 días,

incrementándosea partir de ese momento hastalos 28 días donde la podredumbre

alcanzaatodoel sistemaradicular.

Tambiénhemoscomentadola homologíaqueexisteentrelas poligalacturonasas

en general, que presentanbastantessecuenciasconservadas,y en particularentre las

exoPOde hongosy las poligalacturonasasde plantas,lo que explicaría la señalque

apareceen la plantacontrol. Estos datosconcuerdancon los encontradosparapor Arie

el a!., (1998),ellos trabajancon endoPOsde Fusariumoxysporum,y tambiéndetectan

unapequeñaseñalen plantacontrol. Estehongoesvascular,por lo que los ensayosse

realizancontallo de planta.

IV 10.- ENSAYOS CON PROTEINAS INHIBIDORAS DE LA

POLIGALACTURONASA

.
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LasPO]? (proteínasinhibidorasde las POs) han sido encontradasen una gran

variedadde plantasy seconsideranfactoresimportantesparala resistenciade plantas

frente a hongospatógenosal reconocermoléculasno propias. La interacción es un

prerrequisito para el funcionamiento,no sólo de los mecanismosde defensa sino

tambiénde la percepciónque conducea la incopatibilidad (Abu-Ooukh y Labavitch,

1983;Andersony Albersheim,1972; Brown, 1984; Fielding, 1981; Hoffman y Tumer,

1982).

Todaslas dicotiledóneasexaminadastienenPOII’s asociadasa su paredprimaria

que puedeninhibir a las endoPOssecretadaspor hongospatógenos(Albersheim y

Anderson, 1971; Hoffman y Turner, 1982, 1984), pero no a las POs de plantas,

bacteriasu otros microorganismos(Cervoneel al., 1990). De la interaccióno no entre

PO y PO]? dependeel grado de inhibición, modificacionespor ejemplo en la

glicosilación de los inhibidores en plantastransgénicasson suficientespara explicar

diferenciasde especificidadentrelas distintosPOIIPs.Las endoPOsse unenfUertemente

a la paredde los hospedadoresy parecequeestaunión se realizaa travésde lasPOLPs.

Hastael momentono sehandeterminadositios de unión similaresparalas exoPOs.

La inhibición in vitro de endoPOpor POLP tiene como resultadola existencia

prolongadaen la mezclade digestión de oligómeroscon alto gradode polimerización

activosen los mecanismosde defensa(Brucey West, 1982;Cervoneela)., 1987;Davis

eta!., 1986;Walker-Simmonsel a)., 1983).A partir de estosresultadosseha propuesto

la hipótesis de que las POIPsdesempeñanun papel fundamentalen la resistenciaa

patógenosfungicos,al favorecerla formaciónde oligosacáridosde untamañoapropiado

parainducir las respuestasde defensa(Cervoneel al., 1987). La activación de estos

mecanismosasí comola lignificación y la síntesisde fitoalexinasdependedel gradode

polimerizaciónde los oligómerosformados(Brown y Adikaram, 1982; Cervoneel a).,

1981);el mono y digalacturónicono tendríanesteefectocomo moléculasactivasparala

inducciónde los mecanismosde defensa.

Las POIPsno sonproteínasúnicas,sino que pertenecena una superfamiliade

proteínas especializadasen el reconocimiento de moléculas no propias y sólo

recientementesehan empezadoaestudiary caracterizar.
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Hasta ahora todos los trabajo publicadoshacen referencia a las endoPOs

(Fielding, 1981; Cervoneel al., 1987; De Lorenzoel a)?, 1990; Bruce y West; 1982;

Laffite el al., 1984,Fisherel al., 1973 etc).Nosotrospensamosque hastaahorase han

realizadopocosensayoscon exoPOs,probablementedurantemucho tiempo se les

consideróenzimasmenoseficacesen la degradaciónde sustratoscomplejos.En los

últimos tres añosdespuésde algunosresultadoscontradictoriosen los estudiosde

interrupcióngénica con endoPOsse hadesencadenadoun graninterésen las exoPOsy

podríamosestaranteun mecanismomássofisticado.

Nuestrosensayosdemuestranque la exoPOse inhibe con las PO]? (iFig. 46 y

47), aunqueestudiospreviosrealizadoscon estosmismosinhibidoresfrentea endoPOs

de A. niger, E moniftforme,FOL (Desiderioel al., 1997)demuestranque estasPO]?

inhiben más eficazmentea variasendoPOsque a nuestraexoPO,ya que en todos los

casosson necesarias concentracionesal menos 5 vecesmayorespara conseguirel

100%de inhibición de la actividad.La menorinhibiciónde las exoPO,como ocurreen

nuestrocasoo la incapacidadde inhibiciónen el casode la exoPOde FOL (Di Pietroy

Roncero,1996),podríaserunaventajaparaaquelloshongosquetienen lacapacidadde

liberar en los primerosmomentosde la infección exoPO, de estamaneralograrían

escaparde la interaccióncon las POJPs,y se liberaríanoligómerosmáspequeñosno

vinculadosa la inducciónde resistencia.

IVíl.- EVIDENCIAS DE LA IMPLICACIÓN DE LAS

POLIGALACTURONASAS EN LA PATOGENESIS

.

La principal barreracontralos patógenosesla paredcelular de las plantasrica

en polisacáridos.La mayoríade los patógenosnecesitanromperlapara accedera los

tejidos de la planta y porestemotivo secretanunaseriede enzimascapacesde degradar

los polímerosde la pared.Invariablemente,cuandoun hongo crecesobreparedesde

planta, las primerasenzimas que se secretanson las enzimas pécticas,seguidasde

celulasasy hemicelulasas(Jonesel al., 1972); su acción sobrelas paredeses un

prerrequisitoparala degradaciónde la paredpor otras enzimas,sólo una vez que han

actuado las enzimaspécticas,y en particular las poligalacturonasas,la celulosa y
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hemicelulosase hace accesibley así se liberan los inductores de las celulasasy

hemicelulasas.Todo esto ha contribuido al interés que siemprehan despertadola

poligalacturonasas.

Sehan realizadonumerososestudiosparaintentar comprobarla implicaciónde

las poligalacturonasasen la patogénesis.Numerososautoreshan reseñadodiferentes

evidenciasbioquímicasde la correlaciónentrelas enzimasdegradadorasde la pared

celular y los síntomasde las enfermedades(Batemany Basham,1976;Colímery Keen,

1986; Cooper, 1987;Hanheta!, 1989); medianteanticuerposcontrala endoPOse ha

visualizadoel mecanismode penetracióndel hongo y seha podidoobservarcomoesta

enzimaselocalizaen las proximidadesdel patógenoy no en otros lugaresmásalejados

(Clay el al., 1997) y citoquimicamentese ha podido observarla presenciade ácido

galacturónico(productode degradaciónde la pectina)en tejidos infectadospor FORL,

en lasproximidadesdel patógeno(Benhamouel a)., 1990c;Chamberlandel al., 1989),

lo que corroborala implicaciónde enzimaspectinolíticassobrela paredcelular durante

laentradadel patógeno.

Carderel a)., 1987,con un estudiorealizadocon 46 aislamientosde 4 especies

distintas de Vertic’i)lum sugierenque una alta producciónde poligalacturonasases un

prerrequisitoparala alta virulencia de los aislamientos,es decir los aislamientosque

producenbajosnivelesdePOssonmenosvirulentos quelos queproducenaltosniveles.

Otros autores(Keoneta!., 1990)demuestrancomo la maceraciónen los tejidos

esproporcionala la concentraciónde POs. Las POs de C. lindemuthianumactuando

solaspuedenmacerarel tejidoy matarprotoplastos.

Las endoPOshan sido muy estudiadaspor su ataqueal azary su posiblidadde

macerartejidos (Batemany Basham,1976; Keon et al., 1987),a las exoPOsseles ha

prestadomenosatencióny siemprese les atribuyóun papelsecundario,sin embargoen

los últimos añosestáncomenzandoa despenargran interés(Kester et al., 1996; Di

Pietroel al., 1996; García—Maceiraet al., 1997.
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A nivel genéticolos estudios se han encaminadoa la interrupciónde un gen

concretoy ver las consecuenciassobrelos sintomasde la enfermedad,o bienen intentar

donarungenen un microorganismoque no produzcaotrasenzimaspécticasparaver la

implicación de una proteína en particular o mediantemutantesque carezcande la

enzimaquequemosestudiar.

En cuantoa los experimentosde clonajey sobreexpresión,Lei el a)., 1985,

compruebancomouna PO purificada de Erwinia es capazde causarmaceraciónen

tejidos de zanahoriay patata.Parademostrarque realmentela maceraciónesdebidaa

estaenzimay no a posiblescontaminaciones,donanel gende laPO y lo expresanenE.

doli, estascélulas soncapacesde macerartejidos, esdecir ellosconcluyenque la PO

solaescapazdeproducirmaceración.

Hay numerososexperimentosdesarrolladoscon mutantes que carecen de

endoPO,por ejemploRied y Colímer en 1988, trabajandocon un mutantede Envinia

dhrisantemiquetienemutadoel gende la endoy no produceliasas,habíancomprobado

como la exoPOque produceescapazde macerartejidos. Schellel al., 1988 trabajando

con Pseudomonasso)anacearumven como mutantes que carecende la endoPO

mayoritariatienen menosvirulenciaque los controlessin mutar, pero no la reducen

totalmente

Los trabajosde interrupciónde genes son numerosos;Di Pietro el aL, 1998,

observancomo el gen POl que estámuy conservadoen E. oxysporum,no esesencial

para la patogénesis,esto lo compruebanmedianteruptura de este gen en FOL y

comprobandocomo el hongo escapazde producirla enfermedadapesarde carecerde

estegen. Estehongoaunqueno produzcaendoPO,produceal menos2 exoPOSy una

liasaquepodríansercapacesde producirla enfermedad,en ausenciade la endo. Scott-

Craig el aL, 1990, realizantambiénexperimentosde ruptura del gen de la endoPOy

ven comoelpatógenoconservaal menosentreun 25 y un 35%de actividadPOresidual

que atribuyenauna exo. Ellos compruebanque el mutantesiguesiendopatógeno,por

lo que concluyenque la endono esesencialparala patogénesisy que comoeste hongo

no produceliasaslas exoPO deberíansersuficientesparaprovocarla enfermedad.
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Como hemos dicho aunqueel papel crucial de la patogénesisse le había

atribuido a las endoPOsya son muchoslos experimentosque cuestionanque seanlas

únicasenzimasimplicadasy comienzana dar un papeltranscendentalen el desarrollo

de laenfermedada las exoPO.Pérez-Arteseta!., 1990,hancomprobadocomo la raza5

deFusariumoxysporumf. sp. ciceri que sólo producepectinliasasy exoPOsescapazde

provocaren la plantaflacidezy desecaciónque llevan a la muertede la mismatras 20

días de la inoculacióndel hongo. Algunosautoreshancomprobadoscomo las exoPOs

solaso con ayudade las esterasassoncapacesde macerartejidos (Pérez-Artesy Tena,

1990; Scott-Craigel a)., 1990) y jueganun papelmuy importanteen la nutrición del

hongo(Hey Colímer, 1990).

Las enzimaspécticas,en general, actúande maneraconcertadaa la hora de

degradarlapectinay nutrir al patógeno,estacoordinaciónesmuy importantedurantela

patogénesis.Normalmenteel mecanismode la patogénesisesconcertadoy complejo,

por lo quela pérdidade un solo genno sueleafectartotalmentea la virulencia.Por todo

estonosotrospensamosque con experimentosde mutagénesisdirigida no se puede

asegurarni descartarla implicaciónde unaenzimaen la patogénesis,ya queno sabemos

si otras enzimas pécticaspresentesen el aislamientose estánsobreexpresandopara

suplir la ausenciade estao si simplementeson suficientespor si solaspara causarla

enfermedad.Ademáspuede haber varios genesde endo o exoPOs en un mismo

aislamientoqueno seexpresenal tiemposino sólo cuandolas condicioneslo requieran.

Los fracasosen el controlde las enfermedadesprovocadasporFusariumapesar

del uso de métodosconvencionalescomo fUngicidas,agentesde biocontrol, suelos

mejorados, cultivos resistentesetc. puede deberse al pobre conocimiento de los

mecanismosde desarrollode laenfermedady de la fisiología y bioquímicadel patógeno

(Arie el al., 1998).

Si estaexoPOeso no un factordeterminanteen la especificidadformaespecial-

hospedadory en el desarrollode los síntomas,todavíano estáclaro. En nuestrocaso,

los experimentosque hemos realizadocon anticuerposparecehablar a favor de la

implicación de la exoPOen la patogénesis,ya que estase expresaen planta infectada.

La exoPG parece ser una de las enzimas implicadas en la patogénesis,pero
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probablementeno es la únicaresponsable,como hemoscomentado,esun mecanismos

muy complejoen el queestaránimplicadasademásotrasenzimas.

Estudios posteriorescon la sonda obtenida, nos ayudarána aportar más

evidencias. Laexistenciapresumiblementede una únicacopiaporgenomade estegen

esun buenhallazgoy constituiráun buéncandidatoparala interrupcióngénicay poder

asíevaluarla importanciaenel desarrollode los síntomasde la exoPO.
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Conclusiones

1.- La actividad poligalacturonasa seinduce por la presenciaen el medio de cultivo de

ácido galacturónico, ácido poligalacturónico,pectina de manzana,y extractos de

paredesde tomate.El ácidogalacturónicoproduceunainhibición tanto del crecimiento

como de la actividadcuandoseañadeal medio aunaconcentraciónsuperioral 1%.No

se ha detectadoactividad algunaen cultivos con glucosa como fuente de carbono,

incluso en presenciade inductor.

2.- FORL produce,cuandocrece sobrefuentesde carbonoinductoras,varias isoformas

con actividadpectinesterasao poligalacturonasaen un amplio rangode pH. La mayor

variedadde poligalacturonasasse produceen los extractossobrepectinade manzanay

la mayorvariedaddeesterasasen el crecimientosobreparedesde tomate.

3.- En los primeros momentos del crecimiento, FORL produce una mezcla de

poligalacturonasastanto de tipo endo como exoPO,en todas las fuentesde carbono

inductoras estudiadas,excepto en poligalacturonico que produce exclusivamente

endoPOs.Posteriormenteproduce exclusivamenteexoPOscuandolos inductoresson

pectina y paredes de tomate, exclusivamenteendoPOs cuando el inductor es

poligalacturónicoy unamezclade ambascuandoel inductoresgalacturónico.

4.- Se ha diseñadoun método para purificar a homogeneidadla poligalacturonasa

mayoritaria de las producidasel día 6 de crecimientosobrepectinade manzana,este

métodopermitepurificar la enzima 32 vecesconun rendimientodel 8,6 %.

5.- La caracterizaciónde la enzimapermite asignarleunamasamolecularaproximada

de 68 kDa. Se tratade unaexopoligalacturonasa,con un pI de 6,6, un pH óptimo de 5,6

y unatemperaturaóptimade 55- 60 0C. La exoPOesun glicoproteinacon un alto grado

de glicosilación. Todos los azúcaresestánunidos a la proteínamedianteunionesN-

glicosídicas.La masamolecularde la proteínadesglicosiladaes aproximadamente50

kDa.

6.- La exoPOescapazde degradartantoelpoligalacturónicocomoel trigalacturónicoy

digalacturónicoconunasKm respectivasde 0,64, 0,99y 1,17y unasVmaxde 1,84 x

10% 1,9 x y 2,06 x í03 respectivamente.
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7.- El amino terminalno presentahomologíascon otros de exo o endoPOspublicados

en la bibliografia. Gracias a la secuenciaamino y a la de un péptido interno de la

proteínaseha podido obteneruna sondaparala exoPO.El fragmentoobtenidotiene

753 pb, tres intronesy 3 sitios de glicosilación y presentahomologíacon las únicas

secuenciasde exoPOssecuenciadas.

8.- Se han obtenidosanticuerpospoliclonalesfrente a la exoPOmediantelos cuales

hemospodido detectarla proteínaen raízde infectada.

9.- Las proteínasinhibidorasde las poligalactronasas(PO]?s)ensayadassoncapacesde

inhibir a la exoPO,aunquesenecesitancantidadessuperioresque las utilizadaspara

inhibir aendoPOs.
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