Resumen

Introduccion

1. La familia de las -D-galactosidasas de Cicer arietinum

En Cicer arietinum se ha identificado una familia multigénica de f-
galactosidasas, de la que hasta el momento se han identificado 4 miembros (Esteban y
col., 2005), que pertenecen a la familia 35 de las glicosilhidrolasas (GH35) ya que
presentan el sitio activo caracteristico de esta familia. La purificacion de distintas f3-
galactosidasas de garbanzo se describid por primera vez en 1989 por Dopico y col.
Entre las P-galactosidasas estudiadas se caracterizd la PIII-Gal, presente en paredes

celulares de epicotilos de garbanzo y responsable del proceso autolitico de las mismas

(Dopico y col., 1989; 1990a).

Dada la importancia de estas enzimas en el proceso de crecimiento de epicotilos
de C. arietinum, se aislaron distintos clones que codifican (-galactosidasas cuyos
transcritos estan presentes en tejidos vegetativos en crecimiento (Esteban y col., 2003;
2005), en concreto 4 clones nombrados CanBGal-1, CanBGal-3, CanBGal-4 y
CanBGal-5 (Esteban y col., 2003; 2005), que corresponden con los genes de copia unica
denominados CanBGal-1, CanBGal-3, CanBGal-4 y CanBGal-5. Estos genes codifican
las p-galactosidasas PI-Gal, PIII-Gal, PIV-Gal y PV-Gal, respectivamente. Las
proteinas BIII-Gal y fIV-Gal son las que presentan el mayor porcentaje de aminoacidos
idénticos (un 81%), mientras que la BI-Gal y la BV-Gal no superan el 63% de la
identidad, tanto entre ellas como con respecto a las otras 2 [-galactosidasas de

garbanzo.

Las p-galactosidasas PIII-Gal, pIV-Gal y PV-Gal presentan una secuencia
hidrofobica en el extremo N-terminal de 29, 23 y 26 aminoacidos, que al ser eliminadas
de la secuencia dan lugar a proteinas maduras de 77.9, 78 y 80 kDa, que por su tamafo
pertenecen al grupo 1 de B-galactosidasas establecido por Ahn y col. (2007), con puntos
isoeléctricos (pl) teoricos de 8.06, 5.79 y 8.45, respectivamente. La proteina pI-Gal, al
igual que el resto de miembros caracterizados de la familia, presenta un péptido senal en
el extremo N-terminal de 24 aminoacidos y un pl de 8.05. Sin embargo, la proteina
madura tiene un peso molecular de 90.33 kDa, dado que presenta en su extremo C-
terminal la secuencia correspondiente al dominio similar a lectina (Esteban y col.,

2005). Estas caracteristicas determinan que la fI-Gal se incluya dentro del grupo 2 de 3-
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galactosidasas (Ahn y col., 2007), siendo la tnica de las B-galactosidasas descritas en
garbanzo encuadrada en este grupo. Todas las (3-galactosidasas muestran al menos un
sitio de N-glicosidacion. La PI-Gal y la BIII-Gal tienen solo uno mientras que la PIV-

Gal y la BV-Gal tienen cuatro y dos, respectivamente.

El andlisis de la acumulacion de los transcritos de los cuatro genes en funcioén
del o6rgano y del estado de desarrollo, asi como la localizacion de las correspondientes
proteinas ha permitido postular la participacion de cada una de las -galactosidasas en

diferentes procesos fisiologicos, aunque su funcion atn no esta totalmente establecida.

Los transcritos CanBGal-1, que se encuentran en todos los 6rganos de plantulas,
presentan un patréon de acumulacion muy similar al de CanBGal-4, indicando en ambos
casos una relacion con momentos del desarrollo en los que la tasa de elongacion es baja,
tanto en epicotilos de plantulas etioladas como en entrenudos de plantas verdes, siendo
los niveles de mRNA maximos en hojas maduras, en los entrenudos mas basales de

plantas de 11 dias y en epicotilos de ocho dias de edad (Esteban y col., 2005).

Por su parte, la proteina BI-Gal se ha detectado en 6rganos elongantes, como
epicotilos y mesocotilos en plantulas etioladas, y en los entrenudos de plantas de 11
dias, con el nivel mas bajo en el entrenudo més joven. Esta proteina se acumula
principalmente en células cuyas paredes estan sufriendo algin tipo de engrosamiento
encaminado a aumentar la rigidez de la pared celular, como por ejemplo, en células de
esclerénquima que rodean el cilindro vascular en epicotilos, o en el colénquima y fibras
del floema en tallos, que se caracterizan por presentar una pared celular primaria
engrosada para llevar a cabo su funcion como tejido de sostén en la planta (Martin y
col., 2011). Ademas, la proteina PI-Gal también se localiza en las células del floema
primario de las zonas basales y en los elementos conductores del xilema primario mas
cercanos a la zona procambial y que todavia no han completado su diferenciacion
(Martin y col., 2011), por lo que podria actuar en las primeras fases de este proceso,
antes de la completa formacion de los elementos maduros. En ejes embrionarios, la BI-
Gal se asocia al tejido vascular de las zonas mas maduras de la radicula, xilema
primario y fibras del floema, posteriores a la germinacion (Herndndez-Nistal y col.,
2014). Se ha indicado, pues, que la BI-Gal actua favoreciendo la compactacion de la
pared celular en determinados tejidos tras el cese de la elongacién y, al mismo tiempo,

permite la diferenciacion de los distintos tipos celulares, capacitandolos para desarrollar
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su funcion, como la de soporte del colénquima y de las fibras del floema, o la funcion

de transporte en el floema y xilema primarios (Martin y col., 2011).

Diferentes trabajos han abordado el estudio de la funcion de la proteina
codificada por el gen CanBGal-3, debido a la importancia que apuntaban los primeros
estudios con la proteina PIII-Gal. Esta proteina es la responsable del proceso autolitico
de las paredes celulares, como se ha indicado anteriormente (Dopico y col., 1989;
1990a) y actua sobre un arabinogalactano de la fraccion péctica de la pared celular
(Dopico y col., 1990b), incrementando su actividad durante el crecimiento de los
epicotilos (Dopico y col., 1990c). Numerosas evidencias, como el hecho de que la
maxima capacidad de la BIII-Gal para hidrolizar paredes celulares ocurra en epicotilos
de 4 dias, momento de méximo crecimiento (Dopico y col., 1991), y la correlaciéon de
los niveles de la proteina BIII-Gal con la induccidn del crecimiento por auxina (Valero y
Labrador, 1993; 1995) y con la inhibicion del crecimiento por estrés hidrico (Valero y
Labrador, 1996) permitieron establecer una clara relacion entre la actuacion de la PIII-

Gal sobre las pectinas de la pared celular y el crecimiento de los epicotilos.

La acumulacién de transcritos CanBGal-3 presenta niveles elevados durante el
crecimiento de los epicotilos, concretamente en el 4° dia después de la siembra (Esteban
y col., 2003), coincidiendo con la maxima capacidad de crecimiento del epicotilo y con
la maxima actividad autolitica (Dopico y col., 1991). A partir de ese momento, se
produce una disminucién en los niveles de transcritos, en consonancia con una
disminucién en el crecimiento del epicotilo. En epicotilos de 2 y 3 dias, que presentan
poca elongacion, no se detectan estos transcritos (Esteban y col., 2003), lo que
concuerda con la ausencia de la proteina BIII-Gal en epicotilos de estas edades (Dopico
y col., 1991). En entrenudos de plantas, los transcritos del CanBGal-3 se acumulan
mayoritariamente en el tercer y cuarto entrenudo (Esteban y col., 2005), con alta tasa de
elongacion (Jiménez y col. 2006), aunque son practicamente indetectables en el quinto
entrenudo, mas joven (Esteban y col., 2005). Asimismo, se produjo una acumulacion de
transcrito de CanBGal-3 justo después de la emergencia de la radicula y el epicotilo
durante la germinacion de las semillas (Hernandez-Nistal y col., 2006). En plantulas de
4 dias, la mayor acumulacioén de transcrito ocurre en epicotilos y en menor medida el
mesocotilos y radiculas, mientras que no aparecen en el gancho plumular y cotiledones.

En plantas adultas los transcritos CanBGal-3 se acumulan mayoritariamente en hojas
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maduras, y también estan presentes en hojas juveniles, vainas, flores y semillas (Esteban

y col., 2005).

La sobreexpresion de la proteina PIII-Gal de garbanzo en tubérculos de Solanum
tuberosum caus6 un aumento de la actividad 3-galactosidasica y -galactanasica de las
paredes celulares de los tubérculos. Como consecuencia, la composicion de la pared
celular se alterd, con una reduccion de la cantidad de galactosa (Martin y col., 2005).
Los tubérculos transformados presentaron un aumento en la cantidad de
homogalacturonano, que estaria relacionado con la reduccion del galactano unido a el
RG I como consecuencia de la actuacion de la BIII-Gal en este polisacarido péctico

(Martin y col., 2005).

La inmunolocalizacion de la III-Gal indica su actuacion en el tejido vascular en
formacion. Esta proteina se localiza en el xilema y el floema primario aunque su
presencia en elementos del xilema esta restringida a zonas donde no se ha completado la
diferenciacion como la seccion basal del epicotilo de 4 dias de edad o la seccion central
del epicotilo de 8 dias de edad, por lo que se postula un papel de la BIII-Gal relacionado
en los primeros estados de diferenciacion del xilema (Martin y col., 2013). Ademas, la
BIII-Gal podria actuar de manera coordinada con otras enzimas implicadas en este
proceso, concretamente con dos miembros de la familia de las (3-galactosidasas, la BI-
Gal y la BIV-Gal, las cuales también se encuentran presentes en el xilema primario
(Martin y col., 2008; Martin y col., 2011), y que podrian ser las responsables de la
reduccion de los niveles de galactano observados en este tejido desde el apice hasta la
base del tallo. Asi, la BIII-Gal podria actuar en los primeros estados de la formacion del
tejido vascular, permitiendo la diferenciacion celular y confiriendo la fortaleza necesaria
a la pared celular, mientras que la PI-Gal y la BIV-Gal estarian implicados en los
estados finales del desarrollo de este tejido (Martin y col., 2013). La proteina BIII-Gal,
al igual que la BI-Gal, est4 presente en ejes embrionarios asociada al tejido vascular en
6rganos de mayor edad, aunque se localizd6 de manera mas temprana que la BI-Gal

(Hernandez-Nistal y col., 2014).

Los transcritos CanBGal-4, al igual que los CanBGal-1 se acumulan en estados
mas avanzados del crecimiento de los epicotilos, aumentando progresivamente con la
edad de los mismos, desde los 2 a los 8 dias. La misma tendencia se observa en los
entrenudos de plantas adultas, donde los transcritos se acumulan en todos los
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entrenudos, excepto en los mas jovenes o apicales. En plantulas de 4 dias, la mayor
acumulacion de transcrito se observa en mesocotilos y raices y en menor medida en
epicotilos, ganchos plumulares y cotiledones. En plantas adultas, los o6rganos que
presentan los niveles mas altos de acumulacién son la raiz adulta y la vaina inmadura
(Esteban y col., 2005). Durante la germinacién, la acumulacion de transcritos del gen
CanBGal-4 comienza después de la emergencia radicular, cuando aun no ha emergido
el epicotilo, y la mayor acumulacion ocurre justo después de la emergencia del mismo

(Hernandez-Nistal y col., 2006).

La proteina BIV-Gal, al igual que ocurria con PI-Gal, se acumula de forma
especifica siguiendo el mismo patrén de sus transcritos (Martin y col., 2009), en estados
avanzados del desarrollo de epicotilos y tallos. La BIV-Gal presenta una relacion
inversa entre la capacidad de crecimiento y los niveles de proteina, mientras que los
niveles de PI-Gal presentan mds fluctuaciones (Martin y col., 2009; 2011). La
localizacion principal de la BIV-Gal es el tejido vascular, principalmente en el xilema y
floema primario. En pléntulas, también se localiza en células esclerenquimaticas
alrededor del cilindro vascular, en fibras del floema y del xilema asociadas a células
traqueales, mientras que en los tallos de plantas aparece en el colénquima y fibras del
floema. Todos estos tejidos se caracterizan por presentar una pared celular primaria
engrosada que les permite llevar a cabo su funcién como tejido de sostén en la planta
(Martin y col., 2009). Ademas, la BIV-Gal, a diferencia de la PI-Gal (Martin y col.,
2009; 2011), aparece en el xilema de tejidos apicales donde no ha cesado el crecimiento,
como son la parte apical de los epicotilos de plantulas o el entrenudo mas apical del
tallo en plantas, lo que sugiere que en esas células es donde comienza la diferenciacion
y donde la degradacién de la pared celular primaria empieza a ocurrir. Asimismo, la
BIV-Gal se localiza en ejes embrionarios juveniles y parece estar implicada en el
desarrollo de los haces vasculares en los primeros estados del desarrollo. Sorprende la
presencia de esta proteina en este estadio, ya que no se encontraron transcritos a esa
edad. Por tanto, la fuente de esta proteina en estados tempranos de la germinacion
podria ser el cotiledon, ya que la BIV-Gal es la unica -galactosidasa de la familia cuyos

transcritos estan presentes en la semilla madura (Hernandez-Nistal y col., 2014).

Los patrones de localizacion de las proteinas PIV-Gal y PI-Gal se solapan en

muchas ocasiones, lo que podria indicar funciones similares en el desarrollo de la
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planta. Sin embargo, existen diferencias estructurales entre la fIV-Gal y pI-Gal, como
la presencia en la PI-Gal del dominio de unién a carbohidratos tipico de lectinas
animales, que no se encuentra en la BIV-Gal (Esteban y col., 2005), o diferencias en el
punto isoeléctrico, presentando la BIV-Gal un pl dcido que contrasta con el pl basico del
resto de las (-galactosidasas de garbanzo. Ademads, estas dos proteinas aparecen en
ramas distintas del dendograma de frecuencias que representa las relaciones evolutivas
entre las cuatro P-galactosidasas de garbanzo y las (3-galactosidasas de otras especies
vegetales (Esteban y col.,, 2005). Todas estas diferencias, unidas a las diferencias
puntuales anteriormente sefialadas en su acumulacion y distribucion, podrian indicar
que las proteinas BIV-Gal y BI-Gal puedan tener funciones diferentes, actuando incluso

sobre diferentes sustratos.

Los transcritos CanBGal5 presentan la méaxima expresion en los momentos
iniciales del desarrollo y se acumulan en regiones que presentan tejido meristematico,
como ganchos plumulares, y en los momentos previos a la emergencia radicular
(Esteban y col., 2005; Hernandez-Nistal y col., 2006). Estos transcritos se acumulan
mayoritariamente en epicotilos de plantulas muy jovenes y descienden a medida que
aumenta la edad de los mismos. Ademads, en plantas adultas, la mayor acumulacion de
transcrito aparece en el entrenudo apical y disminuye paulatinamente hacia el entrenudo

basal, asi como en vainas y semillas jovenes (Esteban y col., 2005).

Estudios de inmunolocalizacion de la proteina BV-Gal confirman su presencia
en estados tempranos del desarrollo y en 6rganos en crecimiento activo como el gancho
plumular, epicolitos juveniles o el quinto entrenudo de planta adulta (Martin y col.,
2009). La BV-Gal estd implicada en las modificaciones de la pared celular durante los
primeros estados del desarrollo y en procesos en los que se requiere una alta tasa de
division celular seguido de una rapida expansion, como pueden ser las fases iniciales
del crecimiento del epicotilo o la formacién de las raices secundarias (Martin y col.,
2009). En el primer caso, la BV-Gal se acumula en el meristemo apical y disminuye en
las células parenquimaticas desde la zona apical hacia la basal de epicotilos, tallos y
radiculas (Martin y col., 2009). Ademas, se detecta en la zona procambial y en las
células del periciclo que estan dando lugar a las raices laterales (Martin y col., 2009). En
el proceso de germinacion, la proteina fV-Gal se localiza al inicio de la misma y esta

ampliamente distribuida en los tejidos embrionarios més juveniles, por lo que parece
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estar implicada en cambios en la pared celular que permiten la germinacién de las

semillas de garbanzo (Hernandez-Nistal y col., 2014).
2. La familia de las B-D-galactosidasas de Arabidopsis thaliana

En el genoma de A. thaliana se ha identificado una familia multigénica formada
por 17 genes que codifican (-galactosidasas de la familia GH35 (Ahn y col., 2007).
Estos genes, denominados AtBGALI a AtBGALI7, presentan entre 12 y 19 exones y, a
excepcion del AtBGAL17, podrian tener un ancestro comtn (grupo monofilético) con al
menos 7 intrones y un dominio similar a lectinas que posteriormente se perdid en
alguno de ellos (Ahn y col., 2007). Excepto el gen AtBGALI7, cuya estructura es mas
similar a la de los genes de B-galactosidasas animales que a los otros genes AtBGAL de
arabidopsis con los que presenta similitud unicamente en la region 5° del gen, el resto
de los genes AtBGAL presentan una estructura muy similar con dos zonas que codifican
los dominios Glyco hydro 35 y Glyco hydro 2 N. Ademas, el gen AtBGALI4
presenta una caracteristica diferencial, la existencia en su zona 3’ de un exdn extra que

codifica un dominio PRN1 N (dominio que aparece en los factores de splicing PRP1).

Las 17 B-galactosidasas de arabidopsis (BGAL1 a BGAL17) pertenecen a 8 de
las 9 subfamilias en las que se han dividido las [-galactosidasas vegetales (Pérez-
Almeida, 2004; Tanthanuch y col., 2008): al, a2, a4, a5, b, cl, c2 y d (no existe ninguna
[-galactosidasas de plantas superiores que pertenezca al grupo a3, exclusivo del musgo
Physcomitrella patens) (Tanthanuch y col., 2008; Gantulga y col., 2009). El grupo
mayoritario es la subfamilia al que estd formada por 6 miembros (BGAL1, BGAL?2,
BGAL3, BGAL4, BGALS, y BGALI12), mientras que el resto de las subfamilias

contiene de uno a tres miembros (Tanthanuch y col., 2008; Gantulga y col., 2009).

El estudio de las proteinas codificadas por los 17 genes de arabidopsis permite
establecer una serie de caracteristicas tedricas. Respecto a su tamaio, tienen un PM
entre 78 y 112 kDa y una longitud entre 697 y 988 aminoacidos. Esto permite incluir a
todas ellas, excepto a BGAL14 (697 aminoacidos) y a BGAL17 (988 aminoacidos), en
los 2 grupos de f-galactosidasas determinados en funcidon de su tamano. Las [3-
galactosidasas BGAL?2, 4, 5, 6, 10 y 12 pertenecen al grupo 1 y tienen entre 721 y 731
aminoacidos y las BGALL, 3, 7, 8, 9, 11, 13, 15 y 16 al grupo 2 con una longitud entre

832 y 888 aminoacidos, caracterizdndose estas Ultimas por la presencia en su extremo
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C-terminal del dominio de unién a carbohidratos similar a las lectinas (King y Davies,
1995; Ahn y col., 2007). Todas las -galactosidasas de arabidopsis, excepto BGAL14,
presentan un péptido sefial en su extremo N-terminal aunque en BGAL15 y BGAL17 no
se ha podido determinar el punto de ruptura, por lo que no esta claro si funciona como
tal (Ahn y col., 2007). Otra de las caracteristicas que puede determinarse tedricamente
es el pl, que es generalmente basico (superior a 7.23), excepto los de BGAL14 (6.56) y
BGAL15 (5.22). La presencia de un péptido sefial y el pl basico en todas las proteinas
BGAL, excepto BGAL14, 15y 17, apuntan a su localizacion en la pared celular (Ahn y
col., 2007) y la posibilidad de estar unidas a las pectinas por enlaces idnicos. Las
predicciones bioinformaticas sitian a doce de ellas en la pared celular, cuatro en el
reticulo endoplasmatico (BGALS3, 5, 11 y 16) y una en el citoplasma (BGAL14), si bien
la localizacion exacta deberd determinarse empiricamente. De hecho, algunos estudios
han establecido que las proteinas BGAL2, 4 y 5 se encuentran en la pared celular
(Gantulga y col., 2009), lo que en el caso de BGALS5 no coincide con las predicciones
bioinformaticas. Finalmente, 12 de las 17 proteinas BGAL presentan entre 1 y 9 sitios
de N-glicosilacion, lo que indica que puede tratarse de glicoproteinas; las 5 que no

presentan sitios de N-glicosilacion son BGAL3, 5,7, 11y 16 (Ahn y col., 2007).

Los resultados obtenidos en los distintos estudios realizados hasta el momento
para determinar los niveles de expresion de los genes que codifican las diferentes f3-
galactosidasas asi como la actividad de sus promotores varian en funciéon de la
metodologia empleada (Pérez Almeida, 2004; Ahn y col., 2007; Iglesias y col., 2006;
Gantulga y col., 2008; 2009; Albornos y col., 2012). Estudios realizados usando RT-
PCR (transcripcion reversa seguida de reaccion en cadena de la polimerasa) en hojas,
flores, raices, plantulas verdes y etioladas (Ahn y col.,, 2007) establecen que los
transcritos AtBGALI, AtBGAL2 y AtBGAL3 se acumulan de forma constitutiva en los
diferentes organos aunque sus mRNAs son mas abundantes en hojas, raices y flores,
mientras que el resto de los transcritos AtBGAL tienen una acumulacién mas especifica,
lo que indica que podrian participar en diferentes procesos fisiologicos. Asi, los
transcritos AtBGAL4 y AtBGALS5 no se acumulan en plantulas verdes y el resto de los
transcritos AtBGAL no se detectan ni en plantulas verdes ni etioladas. Segun estos
estudios, los transcritos AtBGALS, AtBGALII, AtBGALI3 y AtBGALI6 se detectan
unicamente en flores y el AtBGAL6 en raices. Otro grupo de genes, AtBGALY,
AtBGALI0O y AtBGALI7, si presentan transcritos en hojas y flores; los transcritos
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AtBGAL?7 se acumulan en hojas, flores y raices y finalmente, los AtBGAL12, AtBGALI14
y AtBGALIS5 no se detectan en los oOrganos analizados. Por otra parte, resultados
obtenidos usando microarrays indican que la mayoria de los transcritos AtBGAL
presentan acumulacion constitutiva en todos los tejidos, aunque se observan diferencias
notables en diferentes 6rganos y estados del desarrollo. Ademads, la utilizacion de
microarrays ha permitido determinar que algunos genes AtBGAL se inducen por estrés
biotico o abidtico, como AtBGALI que se induce por hipoxia, estrés salino o el ataque
de patoégenos. Estudios mas detallados sobre miembros concretos de esta familia de
enzimas matizan resultados obtenidos y asi, por ejemplo, parece que el gen AtBGALI2
se expresa en raices (Gantulga y col., 2009). Ademas, el estudio de la actividad de los
promotores de los genes de la subfamilia al de [-galactosidasas muestran que
AtBGALI, 2, 3 y 4 exhiben una alta actividad en células y 6érganos en expansion
(Albornos y col., 2012), lo que indicaria una implicacion en la remodelacion de la pared
celular en cotiledones, hojas, botones florales y flores. El promotor pAtBGALS5, por el
contrario, muestra un patron muy caracteristico de expresion, ya que se encuentra activo
solo en los tricomas a lo largo de todo el desarrollo de la planta. Finalmente, el
promotor pAtBGALI2 fue detectado principalmente en zonas meristematicas tales como
primordios foliares, raices secundarias emergentes y desarrollo de semillas (Albornos y

col., 2012).

Las diferencias encontradas en la acumulacion de transcritos y la actividad de
los promotores indican que las p-galactosidasas de arabidopsis pueden actuar en
diferentes funciones o intervenir en el desarrollo concreto de un determinado tejido y/o
organo de tal manera que la actividad f-galactosidasa deba darse de una forma
localizada (Gantulga y col., 2009). Actualmente, todavia no se conoce con exactitud la
funcién en el desarrollo de las diferentes [-galactosidasas de A4. thaliana, si bien se ha
propuesto que la BGAL4 pudiera estar relacionada con la movilizacion de polisacaridos
de la pared celular de 6rganos vegetativos cuando hay déficit de azucares (Lee y col.,
2007) y con la expansion celular durante la germinacion del grano de polen junto con
BGALI11 y BGALI13 (Hruba y col., 2005). Otras (-galactosidasas, como BGAL7 y
BGALS, podrian participar en la relajacion de la pared asociada con la expansion del
polen que se produce tras la mitosis de la microspora (Hruba y col., 2005). Por otro
lado, la BGALG6 esta relacionada con el desarrollo de las envueltas seminales

favoreciendo la expansion de mucilago en la semilla durante la imbibicién de la misma
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(Dean y col., 2007; Macquet y col., 2007). Finalmente, estudios realizados con mutantes
knockout del gen AtBGAL1(0 muestran que el producto de este gen actfia sobre el XG
(Sampedro y col.,, 2012). El mutante bgall(0-1 analizado presentd alteraciones
fenotipicas, como una reduccion del tamafno de los sépalos y de la silicua (Sampedro y

col., 2012).

Las p-galactosidasas de la subfamilia al pueden actuar sobre sustratos derivados
de la pared celular, contribuyendo con su actuacion a la dindmica de la misma (Ahn y
col., 2007; Tanthanuch y col., 2008; Gantulga y col., 2009). Todas ellas han mostrado
un maximo de actividad con el sustrato artificial pNP-f-D-galactopiranosido a un pH
entre 4.0-4.5 y en un rango de temperatura entre 40-50°C. Ademas las 6 isoenzimas son
capaces de hidrolizar los enlaces -(1,4) y f-(1,3) de galactooligosacaridos y tan solo la
isoenzima BGAL12 es capaz de hidrolizar los enlaces (-(1,6) (Ahn y col., 2007;
Gantulga y col., 2008; 2009). Todos estos tipos de enlaces se encuentran en los
polisacaridos pécticos de la pared celular (Zablackis y col., 1995) lo que sugiere que los

galactanos pécticos podrian ser el sustrato natural de estas enzimas.

Las tres -galactosidasas de la subfamilia al, BGAL2, BGAL4 y BGALI12, en
cuyo estudio se ha centrado el trabajo recogido en esta memoria, pertenecen al grupo 1
de P-galactosidasas (Ahn y col., 2007), presentan un pl bésico (8.61, 8.88 y 8.04
respectivamente) y un péptido senal que las dirige a la via de secrecion. Tanto los
estudios in silico como los estudios in planta (Lee y col., 2007; Gantulga y col., 2009)
localizan a las 3 proteinas en la pared celular. Ninguna de la 3 proteinas presenta en su
extremo C-terminal el dominio de union a carbohidratos similar a las lectinas (Ahn y
col., 2007). BGAL2, BGAL4 y BGAL12 son posibles glicoproteinas ya que presentan
en su secuencia dominios de N-glicosilacion, encontrandose 1 en BGAL2 y en BGALA4,
y 3 en BGAL12. No obstante, la proteina recombinante BGAL4 obtenida en un sistema
eucariota no sufre glicosilacion a diferencia de lo que ocurre con la BGAL12 (Ahn y
col., 2007; Gantulga y col., 2009), aunque no se conoce si las proteinas nativas se
encuentran glicosiladas en ninguno de los tres casos (BGAL2, BGAL4 y BGAL12). Las
proteinas BGAL2 y BGALI2 no experimentan un proceso de protedlisis
postraduccional, siendo el tamafio de la proteina madura de aproximadamente 75 KDa
(Gantulga y col., 2009), mientras que hasta el momento se desconoce si la proteina

BGALA4 sufre este procesamiento.
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La expresion de estas proteinas en un sistema heterélogo eucariota ha permitido
determinar ciertas caracteristicas de su actividad enzimatica, que en el caso de la
BGAL2, coinciden con las determinadas para la proteina nativa (Gantulga y col., 2009).
Asi, las 3 proteinas presentan un pH Optimo acido entre 4.0 y 4.5 y una temperatura
optima de 40°C. Tanto BGAL2, como BGAL4 y BGAL12 pueden hidrolizar, con
diferentes eficiencias, la galactosa de un amplio rango de sustratos de forma
independiente al aglicon, aunque son muy especificas con respecto al aziicar que liberan
ya que solo son capaces de hidrolizar f-D-galactopirandsido y, en menor medida, su
analago 6-deoxy, el fucopirandsido. Esto indica que hidrolizan los azlcares con un
grupo hidroxilo en las posiciones C3 y C4 de la molécula (Gantulga y col., 2009) y que
los carbonos C4 y C6 de la galactosa son importantes para la union al sustrato y la

catalisis realizada por estas enzimas (Ahn y col., 2007).

Como ya se ha mencionado, BGAL2, BGAL4 y BGALI2 son capaces de
hidrolizar enlaces B-(1,3) y p-(1,4) y ademéas BGALI12 puede romper enlaces -(1,6)
(Ahn y col., 2007; Gantulga y col., 2008; 2009). Estas enzimas hidrolizan galactanos
purificados con enlace -(1,4) siendo BGAL4 mas efectiva que BGAL12 y BGAL2. La
actividad de estas enzimas frente a las diferentes fracciones en que se subdivide la pared
celular no es muy alta y ninguna de ellas es capaz de hidrolizar fracciones
hemicelulésicas. De hecho, BGAL2 y BGAL4 solo son capaces de actuar sobre la
fracciébn péctica extraida con oxalato con una efectividad 4 y 5 veces menor,
respectivamente, que cuando se usan los galactanos purificados (Gantulga y col., 2008;
2009), mientras que BGALI12 actua ligeramente sobre las dos fracciones pécticas,
aunque con mas efectividad sobre la fraccion extraida con agua caliente (Gantulga y
col., 2009). Estos resultados llevaron a Gantulga y col. (2009) a proponer que estas
enzimas presentan actividad exo-galactanésica y que, posiblemente, sus sustratos en la

pared celular sean en RGI y el RGII, polisacéaridos pécticos ricos en galactanos.

Como con el resto de genes que codifican (3-galactosidasas de arabidopsis, los
resultados obtenidos de diferentes estudios sobre los niveles de transcritos de los genes
AtBGAL2, AtBGAL4 y AtBGALI12 no son siempre coincidentes. En muchas ocasiones
también se observan discrepancias entre los estudios de acumulacion de transcritos y de
proteinas que pueden ser debidas a que los procesos postranscripcionales y
postraduccionales contribuyen de manera importante a la regulacion de la actividad de

estas enzimas (Gantulga y col., 2009).
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Todavia no se ha determinado que funcion pueden tener las proteinas BGAL2,
BGAL4 y BGAL12 en la fisiologia de la planta, aunque al igual que otros miembros de
la subfamilia al, parecen desempefiar funciones importantes en la remodelacion de la
pared celular durante el crecimiento y desarrollo vegetal (Gantulga y col., 2009) y
algunos autores proponen que la funcion de BGAL12 esté relacionada con el proceso de
crecimiento (Gantulga y col., 2009). Como se ha dicho anteriormente, la BGAL4 podria
estar relacionada con la movilizacion de polisacaridos de la pared celular en condiciones
de déficit de azucares (Lee y col.,, 2007) y con la expansion celular durante la
germinacion del grano de polen junto con BGAL11 y BGALI13 (Hrubd y col., 2005).
Los datos de coexpresion génica (base de datos ATTED II, http://atted.jp/) muestran
que AtBGAL2, AtBGAL4 y AtBGALI2 coexpresan con genes que codifican proteinas
relacionadas con el metabolismo de la pared celular, como poligalacturonasas, XTHs, f3-
xilosidasas o B-arabinosidasas, lo que podria indicar que todas actfian coordinadamente

en la modificacion de los azucares de la misma.
3. Planteamiento de trabajo

La presencia de familias génicas de p-galactosidasas en plantas indica la
existencia de numerosas isoformas producidas de forma diferencial en diferentes
organos y/o momentos del desarrollo de la planta, por lo que pueden presentar

funciones especificas, desconocidas hasta el momento.

La mayoria de las p-galactosidasas vegetales actiian en la remodelacion de la
pared celular en diferentes procesos fisioldgicos, si bien el sustrato especifico de cada
una de ellas en esta estructura y su funcion en el desarrollo de la planta no estan claros.
En este proyecto vamos a trabajar con 3 3-galactosidasas de arabidopsis, codificadas
por genes de la subfamilia al (4tBGAL2, AtBGAL4 y AtBGALI12)y 2 B-galactosidasas
de garbanzo PIII-Gal y BIV-Gal con un alto grado de similitud de secuencia entre ellas
y que pueden ser ortélogos funcionales de las 3 -galactosidasas de arabidopsis. Con los
datos que se tienen hasta el momento, nuestra hipotesis de trabajo es que estas [3-
galactosidasas actian sobre las pectinas de la pared celular y que podrian estar
implicadas en procesos de relajacion y/o endurecimiento de la misma. Asi pues, el
objetivo final de este trabajo es determinar la funcién de las f-galactosidasas
seleccionadas en el desarrollo de la planta, comprobando cémo actian en la pared

celular y qué variaciones sufren las plantas, tanto en su morfologia como en la
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estructura y composicion de sus paredes celulares, cuando estas [-galactosidasas no se

producen (mutantes nulos) o cuando se encuentran en exceso (plantas transgénicas en

las que se encuentran sobreexpresadas).

El objetivo general se ha dividido en 2 grandes objetivos especificos:

1. Estudiar la funcién de dos B-galactosidasas de Cicer arietinum: PIII-Gal y fIV-Gal,

enfocandolo en los siguientes objetivos concretos:

Obtener plantas transgénicas de A. thaliana que sobreexpresen los genes
CanBGal-3 y CanBGal-4 de garbanzo, que codifican las proteinas BIII-Gal y BIV-

Gal, respectivamente.

. Determinar las variaciones morfoldgicas que provoca la produccion de las

proteinas BIII-Gal y BIV-Gal de garbanzo en plantas transgénicas de arabidopsis.

. Analizar los cambios en las proteinas de la pared celular de las plantas

transgénicas antes mencionadas, determinando las actividades [-galactosidésica y
[-galactanésica.

Comprobar la capacidad autohidrolitica de las paredes celulares de las plantas
transgénicas obtenidas en el apartado la para determinar si la BIII-Gal y BIV-Gal
de garbanzo son capaces de hidrolizar las paredes celulares de arabidopsis y que

azucares se liberan.

. Estudiar las modificaciones en la composicion y estructura de la pared celular de

las plantas transgénicas objeto de estudio, determinando su composicion en
azlcares neutros por cromatografia de gases, los principales polisacaridos y los
enlaces que los unen utilizando la espectroscopia FTIR, asi como analizar la
posible reduccion de cadenas laterales de galactano in sifu mediante la técnica de

inmunolocalizacidn con anticuerpos especificos.

2. Estudiar la funciéon de las p-galactosidasas de la subfamilia al de arabidopsis,

centrandonos en 3 de ellas AtBGAL2, AtBGAL4 y AtBGAL12, con los siguientes

objetivos especificos:

a.

Analizar la acumulacion diferencial de sus transcritos a lo largo del desarrollo de
la planta, ampliando este objetivo a los seis miembros de la subfamilia al.
Estudiar las modificaciones fenotipicas tanto morfologicas como de

composicion de la pared celular, que provoca la pérdida de funcién de los genes
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AtBGAL2, AtBGAL4 y AtBGALI2 mediante el uso de mutantes knockout, tal y

como se indica en los apartados 1b a 1d.

Resultados y Discusion

Capitulo I: Andlisis funcional de las proteinas BIII-Gal y fIV-Gal

de Cicer arietinum

Resultados

1. Construccion y analisis de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana que

sobreexpresan las proteinas BIII-Gal y fI1V-Gal de Cicer arietinum

Se construyeron plantas transgénicas de A. thaliana que sobreexpresan las ORFs
de los genes CanBGal-3 y CanBGal-4 de C. arietinum, que codifican respectivamente
las proteinas BIII-Gal y BIV-Gal bajo el control del promotor fuerte y constitutivo del
gen 35S del CaMV (p35S5). Para ello las ORFs que codifican las proteinas PIII-Gal y
BIV-Gal se amplificaron incluyendo el coddén de terminacion y los sitios de
recombinacion a#/B para llevar a cabo la recombinaciéon BP y obtener el vector de
entrada, utilizando como vector donador el pDONR201. A continuaciéon las ORFs
CanBGal-3 y CanBGal-4 se transfirieron por medio de recombinacion LR al vector de
destino (el pGWB2, que permite obtener la proteina nativa bajo el control del p355),
generando asi los vectores de expresion. (pGWB2.CanBGal-3 y pGWB2.CanBGal-4),
que se utilizaron para transformar por electroporacion la cepa C58CIm de A.
tumefaciens y continuar con el proceso de obtencion de plantas transgénicas. La
transformacion de las plantas de A. thaliana se realiz6 infiltrando 3 macetas con los
cultivos de las agrobacterias que contenian los plasmidos pGWB2.CanBGal-3 y
pGWB2.CanBGal-4, seglin se indica en el apartado 5.2 de Materiales y Métodos. Las
plantas de A. thaliana infiltradas (Ty) se crecieron hasta la produccion de semillas (T,) y
se denominaron 35S::pIII-Gal y 35S::fIV-Gal. Cada una de estas lineas T; se sembr6
en tierra para obtener semillas T,. Las plantas obtenidas a partir de estas semillas se
utilizaron para los posteriores ensayos recogidos en esta memoria.

En primer lugar se determind por Sothern blot el nimero de inserciones del
(apartado 4.8 de Materiales y Métodos). Las lineas transgénicas mas interesantes desde
el punto de vista de los estudios fenotipicos fueron las 35S::BIII-Gal 1.10, 2.3y 3.1, y

las 35S::pIV-Gal 1.2, 1.4, 3.5 y 3.8, ya que presentaron una Unica insercion, mientras
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que otras 9 lineas en total, presentaron dos inserciones (35S::BIII-Gal 1.6, 3.3 y 3.7y
35S:pIV-Gal 1.1, 1.3, 1.8, 2.8, 2.9 y 3.6). Para realizar los andlisis de expresion del
transgén (apartado 2.3 de este capitulo) se utilizaron las lineas de una Unica insercion,
asi como las lineas 35S::BIII-Gal 1.6, 3.3 y 3.7 y 35S::pIV-Gal 1.3, por si los niveles de
transcrito detectados en las de una unica insercion fuesen demasiado bajos.

Para llevar a cabo una estimacion de la acumulacion de transcritos de los
transgenes CanBGal-3 y CanBGal-4 en las plantas transgénicas 35S::BII-Gal y
358S::BIV-Gal utilizamos una aproximacion por sqRT-PCR utilizando cDNA sintetizado
a partir de RNA total de plantas de arabidopsis de 10 dias del tipo silvestre y de las
lineas transgénicas de insercion unica seleccionadas como homocigoéticas (apartado 4.4
de Materiales y Métodos). Los andlisis de los niveles de transcritos nos llevaron a
seleccionar las lineas 1.10.5 en 35S::BIII-Gal y 3.8.4 en 35S::BIV-Gal, por ser las lineas
que en el Southern blot indicaba claramente la insercion Unica del transgén en ambos

casos.
2. Caracterizacion fenotipica de las plantas 35S::8I1I-Gal

Una vez seleccionada la linea transgénica 35S::BIII-Gal, procedimos con la
caracterizacion fenotipica de las plantas obtenidas. Para ello se realizd un estudio
comparativo con plantas de tipo silvestre (WT), tanto a nivel morfologico como de
composicion y estructura de sus paredes celulares, lo que nos permitira comprobar si la
enzima PIII-Gal sobreexpresada en arabidopsis es capaz de modificar su pared celular y
actuar sobre el componente polisacaridico de las paredes de esta especie.

En primer lugar se realiz6 una comparacion morfoldgica a lo largo del desarrollo
de plantulas y plantas WT y de la linea transgénica 35S::BIII-Gal. En los estadios
tempranos del desarrollo (plantulas de 3, 5, 7 y 10 dias, tanto etioladas, como crecidas
en luz) se puede apreciar como la linea transgénica presenté un menor tamafo respecto
al WT, lo que se refleja igualmente en el peso fresco y el peso seco, siendo menor en la
linea transgénica. Respecto a la roseta, se pudo establecer que el numero de hojas a lo
largo del desarrollo fue el mismo en la linea 35S::BIII-Gal y en el WT, aunque el
diametro de la misma fue inferior en la linea transgénica respecto al WT. Si atendemos
al momento en el que ocurre la emergencia del tallo floral, se observo un ligero retraso
en las plantas 35S::BIII-Gal, con un porcentaje de emergencia a los 22 dias del 70%

frente al 86% del WT. Las diferencias en la longitud del tallo floral fueron poco
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acusadas, aunque fue ligeramente inferior en la linea 35S::BIII-Gal respecto al WT y
mas acusada en los momentos de maximo crecimiento.

A continuacion se procedié al estudio de los extractos proteicos obtenidos a
partir de las paredes celulares de las plantulas de 10 dias pertenecientes a la linea
transgénica 35S::BIII-Gal y al WT, analizando la cantidad de proteinas y las actividades
[-galactosidésica y [-galactandsica. La cantidad de pared celular obtenida a partir de la
linea transgénica 35S::BIII-Gal y del tipo silvestre y la cantidad de proteina por mg de
pared celular, no parecen guardar relacién con la presencia del transgén. Tampoco
podemos establecer una relacion directa entre la presencia del transgén y las actividades
[(-galactosidasica y [p-galactanésica, con s6lo pequefas variaciones entre la linea
transgénica y en el WT.

La PIII-Gal de C. arietinum es la enzima responsable del proceso autolitico
observado en las paredes celulares de plantulas de esta especie (Dopico y col., 1989;
1991), por lo que quisimos establecer, por una parte, si las paredes celulares de plantas
de arabidopsis presentan autolisis enzimatica y, por otra, si la sobreproduccion de la
PII-Gal influye en la misma, utilizando para ello paredes celulares de plantulas WT y
35S::pIII-Gal de 10 dias. Los resultados obtenidos indicaron una liberacioén de azucares
en las paredes celulares de plantas WT muy similar en cantidad a las que presenta la
linea transgénica 35S::pIII-Gal, muy superiores a los obtenidos en los correspondientes
controles, lo que indica que las paredes celulares de arabidopsis presentan capacidad
autohidrolitica y que la sobreproduccion de la BIII-Gal no influye en la cantidad de
azucares totales liberados. Sin embargo, si se observaron diferencias significativas en la
cantidad de azlicares reductores liberados, con valores mayores en la linea transgénica
que en el WT. El perfil de azicares neutros (analizado por cromatografia en fase
gaseosa) fue muy similar entre la linea 35S::BIII-Gal y del WT y tUnicamente se
observaron ligeras fluctuaciones. En ambos casos, la galactosa fue el azlicar liberado en
mayor proporcion, seguido de arabinosa, y glucosa.

Se procedid a continuacion a la caracterizacion de las paredes celulares,
comenzando por el analisis de la composicion en azlcares neutros de la fraccion no
celuldsica de la pared celular de plantulas de 10. La tinica diferencia estadisticamente
significativa entre la linea transgénica 35S::BIII-Gal y en el WT se observo en la
galactosa, que como hemos comentado anteriormente, es el azucar hidrolizado

principalmente por la BIII-Gal. Sorprende sin embargo, que el porcentaje de este aziicar
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fue mayor en las paredes celulares de la linea transgénica que en las correspondientes al

WT.

Una vez realizado este analisis decidimos analizar mediante espectroscopia
FTIR las paredes celulares la linea transgénica 35S:: BIII-Gal y del WT. En un principio
se analizaron las paredes celulares obtenidas de plantulas de 10 dias crecidas en
condiciones de dia largo, aunque este analisis nos permitio establecer diferencias entre
la linea 35S:: PII-Gal y el WT. Por este motivo, se decidid estudiar las paredes
celulares de plantulas de 3 dias mediante el andlisis del residuo insoluble en alcohol
(AIR). En este caso el andlisis de componentes principales (PCs) de los espectros
obtenidos, si permitio establecer diferencias entre el tipo silvestre y la linea transgénica,
que apuntan a una mayor representacion de polisacaridos pécticos, restos de acido
galacturénico y xiloglucano en las plantulas transgénicas y de glucomanano residuos

galactosil y residuos ramnosil en el WT.

Los resultados de la caracterizacion morfologica de las plantas transgénicas
358S::BII-Gal mostraron diferencias con el WT tanto a nivel del tallo floral como de las
hojas de la roseta. Asi, decidimos realizar cortes histoloégicos de estos érganos para
comprobar posibles cambios anatomicos a nivel tisular y llevar a cabo estudios de
inmunolocalizaciéon utilizando anticuerpos especificos frente a galactano (LMS5) y
homogalacturonano (LM18). El estudio se llevo a cabo sobre cortes transversales del
primer y tercer entrenudo de plantas de entre 28 y 32 dias y cortes transversales del 2°
par de hojas de roseta de plantas de 17 dias (ain en expansion). Respecto a la
distribucion del marcaje con el anticuerpo LMS5 en el tallo de plantas WT, pudimos ver
que la intensidad del mismo desciende a medida que aumenta el estado de desarrollo de
los tejidos. En las plantas 35S::BIII-Gal se observa una distribucion del galactano
similar a la encontrada en el WT, aunque con una leve diferencia en la intensidad del
marcaje en el entrenudo més basal, en concreto en el tejido cambial y en las células del
parénquima cortical. En las hojas, la intensidad del marcaje con el LMS5 en plantas
35S::pIII-Gal fue menor que la del WT, siendo esta reducciéon mas evidente en la
epidermis y las células del mesofilo. Por otra parte, la intensidad del marcaje obtenido
con el LM18 en la linea transgénica 35S::BIII-Gal fue notablemente mayor que en el
WT, a excepcion de los tejidos vasculares, que presentaron un marcaje muy tenue,

comparable al encontrado en el tipo silvestre.
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3. Analisis fenotipico de las plantas 35S::1V-Gal

Al igual que en las plantas 35S::pIII-Gal, procedimos con la caracterizacion de
las plantas obtenidas. Tras realizar un estudio comparativo a nivel morfologico con
plantas de tipo silvestre no fue posible detectar cambios en ninguno de los 6rganos ni
estados de desarrollo analizados (datos no mostrados), lo que nos llevé a realizar una
primera caracterizacion de las paredes celulares mediante espectroscopia FTIR y un
estudio de localizacién de galactano en 6rganos con distinta capacidad de elongacion,
como primera aproximacion a la caracterizacion fenotipica de las plantas.

En un principio se procedio con el andlisis de las paredes celulares obtenidas a
partir de plantulas de 10 dias crecidas en condiciones de dia largo, aunque ni el perfil de
los espectros de absorcion obtenido a partir de estas paredes, ni el andlisis de PCs nos
permitié establecer diferencias entre la linea 35S::IV-Gal y el WT. Por este motivo,
decidimos estudiar las paredes celulares de plantulas de 3 dias, crecidas tanto en
condiciones de dia largo como en oscuridad, analizando el AIR, aunque este analisis
tampoco permitid establecer diferencias entre las paredes celulares de las plantas
35S::pIV-Gal que se puedan relacionar con la presencia del transgén, al menos en estas

condiciones y estados de desarrollo.

Se estudio mediante andlisis de inmunodeteccion con el anticuerpo LMS5 la
presencia del polisacarido [-(1,4)-galactano y los posibles cambios en la linea
transgénica respecto al WT, utilizando para ello el mismo material utilizado en las
plantas 35S::BIII-Gal, entrenudos (1° y 3°) y hojas de roseta, ya que es representativo de

distintas capacidades de elongacion y de distintos tipos celulares.

Los resultados obtenidos tampoco permiten establecer diferencias entre las
plantas WT y las 35S::BIV-Gal. Si se observod en estas plantas la misma especificidad de
marcaje en funcion de los diferentes tipos celulares descrita anteriormente para este
anticuerpo, asi como la gradacion en la intensidad de la sefial en funcion del estado de
desarrollo, aunque los niveles de galactano tanto en los entrenudos como en las hojas no

presentaron variaciones significativas.
Discusion

En el presente trabajo nos propusimos producir dos de estas enzimas, pIII-Gal y

BIV-Gal, en plantas de arabidopsis, con objeto de analizar su capacidad hidrolitica sobre
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las paredes celulares en esta especie. El hecho de que estas dos enzimas se hayan
relacionado con procesos tan dispares como el crecimiento y la aut6lisis (BIII-Gal) y el
endurecimiento de la pared celular en el cese de la elongacion (BIV-Gal), nos hizo
pensar que los cambios fenotipicos observados, en caso de que los haya, nos ayudarian
a profundizar, no sélo en la funcion de estas proteinas en el desarrollo de la planta, sino

también en las funciones en este proceso de los polisacaridos por ellas hidrolizados.

Comenzamos en primer lugar analizando las plantas 35S::gIlI-Gal. Una vez
seleccionada una linea transgénica con altos niveles de transcrito y de una unica
insercion, comenzamos la caracterizacion fenotipica de las plantas mediante un estudio
morfologico que nos permitiese detectar cambios en diferentes etapas del desarrollo

(tanto en plantulas como en plantas adultas) y en los diferentes 6rganos.

Los resultados pusieron de manifiesto que la produccion en arabidopsis de la
BIII-Gal si produce cambios visibles (figuras 11 a 18), que si bien en ningun caso
suponen una alteracion dréstica de la morfologia de la planta ni la aparicion de un
fenotipo severo, todos ellos estan relacionados con una disminucién del crecimiento en

diferentes fases del desarrollo.

Asi, se observo una disminuciéon en el tamafio de las plantulas en todos los
estados estudiados, tanto en luz como en oscuridad (figuras 11 y 12) y que se tradujo a
su vez en una disminucidon del peso seco y peso fresco (figura 13). Igualmente, se
detectd una disminucion en el didmetro de la roseta (figuras 14 y 15) y en el tamafio del
tallo floral, aunque en este caso poco acusada y unicamente durante la fase de mayor
elongacion de este organo (figuras 17 y 18). Estos cambios morfologicos podrian
apuntar a que la accion de la BIII-Gal sobre las cadenas laterales de la fraccion péctica
de la pared celular estd produciendo la compactacion de la misma, contribuyendo de

esta forma a un descenso en la tasa de elongacion.

No sorprende, sin embargo, la ausencia de un fenotipo mas severo en las plantas
estudiadas. Trabajos similares muestran que la sobreexpresion de la BIII-Gal de
garbanzo en tubérculos de patata, que produjo en descenso en el contenido de galactosa
en las cadenas laterales de galactano de hasta un 50% (Martin y col., 2005), o la
expresion de una endogalactandsica fungica en este mismo sistema vegetal, que produjo
una reduccion del galactano de hasta un 70% (Sorensen y col., 2000), no se tradujeron
en una alteracion fenotipica en los tubérculos. De igual forma, mutantes de arabidopsis
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deficientes en una f-(1,4)-galactan B-(1,4)-galactosiltransferasa, que presentaban una
reducciéon de galactosa de un 28%, no mostraron ninguna alteracion morfoldgica
(Liwanag y col., 2012), mientras que la sobreexpresion de una endo [3-(1,4)-galactanasa
fingica en esta misma planta, con un marcado descenso en las cadenas laterales de
galactano, s6lo produjo un ligero retraso en la elongacion del tallo floral (igualmente
observado en las plantas 35S::pIlI-Gal, figura 16) y una reduccion en el diametro del

mismo, sin que su longitud final se viese alterada (Obro y col., 2009).

Los cambios morfologicos observados, podrian indicar cambios en las paredes
celulares de la linea transgénica, por lo que analizamos las paredes celulares,

comenzando nuestro andlisis en plantas de 10 dias crecidas en condiciones de luz.

Las cantidades de pared celular y proteina no reflejaron diferencias significativas
entre la linea trasgénica y el tipo silvestre (tabla 2), lo que indicaria que la expresion de
un Unico transgén no estaria produciendo cambios detectables en estos parametros ni
alterando las paredes de forma que se produzca un aumento de la extractabilidad de las
proteinas unidas a las mismas, ni tampoco en los niveles de actividad p-galactosidasica

y B-galactanasica (figura 19).

Como se ha indicado anteriormente, la BIII-Gal es la enzima responsable del
proceso de autolisis de las paredes celulares de epicotilos de garbanzo (Dopico y col.,
1989; 1991), y actua sobre las pectinas de la pared, en concreto sobre el
arabinogalactano unido al RG-I (Dopico y col., 1990a; b). La autdsisis se define como
un proceso de autodegradacion enzimatica de la pared celular que podria reflejar las
interacciones enzimaticas que ocurren durante el proceso de relajacion de la pared
celular previo al crecimiento en extension o en otros procesos del desarrollo que
requieren degradacion de la pared celular. Ha sido estudiada por diferentes autores en
numerosos sistemas vegetales, como fibras de algodon (Bucheli y col., 1987),
coleoptilos de arroz (Labrador y Nicolés, 1982) y de maiz (Labrador y Nevins, 1989),
epicotilos de guisante (Labrador y Nicolas, 1985; Dopico y col., 1986), raices de judia
(Wehr y col., 2004) o frutos de tomate (Rushing y Hubber, 1987; Chun y Huber, 1998),
aunque hasta el momento, no existe ningun estudios sobre este proceso en 4. thaliana.
Por tanto, era necesario en primer lugar establecer si se produce autélisis en las paredes
celulares de arabidopsis y posteriormente establecer si la sobreproduccion de la pIII-Gal

afecta a este proceso.
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Pudimos confirmar que las paredes celulares de plantulas de 10 dias de
arabidopsis presentan capacidad autohidrolitica (figura 20) y que éste es un proceso
enzimatico en el que se libera principalmente galactosa y arabinosa (figura 21), tal y
como ocurre en las paredes celulares de garbanzo (Dopico y col., 1989), lo que podria
indicar la implicacion de alguna de las p-galactosidasas en la autdlisis de las paredes

celulares de arabidopsis.

Sin embargo, las paredes celulares de la linea transgénica 35S::gIlI-Gal no
muestran diferencias con el tipo silvestre en el proceso autolitico, mas allad de un ligero
incremento en el porcentaje de azucares reductores liberados (figura 20), siendo los
perfiles de liberacion de azlcares neutros practicamente iguales. Esto podria deberse a
que la propia remodelacion de las paredes celulares durante el crecimiento de las
plantulas de arabidopsis estén limitando la disponibilidad de sustrato de la pIII-Gal o
incluso su acceso a las pectinas de estas paredes. Esto se ve apoyado por el hecho
previamente observado de que la pIII-Gal purificada de epicotilos de garbanzo de cuatro
dias, momento en el que la autdlisis y la tasa de crecimiento son maximas, es incapaz de
hidrolizar la pared celular de epicotilos de mas edad con la misma eficacia que lo hace
sobre paredes celulares de epicotilos jovenes (Dopico y col., 1991), lo que unido al
hecho de que el contenido en galactosa de las paredes celulares de los epicotilos decrece
a lo largo del crecimiento de los mismos (Mufioz y col., 1993), indica que los cambios
en la pared celular de plantulas de 10 dias impedirian observar cambios en el proceso de

autolisis.

Al analizar la composicién en azicares neutros de las paredes celulares de
plantulas de 10 dias, sorprende que el porcentaje de galactosa sea superior en la linea
transgénica 35S::pIlI-Gal que en el WT (figura 22), cuando lo que se esperaba era una
reduccion de las cadenas de galactano de la fraccion péctica, aunque este aumento de
galactosa no pudo detectarse mediante espectroscopia FTIR. Dado que se ha descrito la
actuacion de la pIII Gal en la pérdida de galactosa durante la elongacion de los
epicotilos (Martin y col., 2013) y que los cambios morfologicos apuntaban a una
implicacion de la BIII-Gal expresada en arabidopsis con la pérdida de galactosa a lo
largo del crecimiento, nos propusimos analizar los cambios en la pared celular en un
material en el que la tasa de elongacion fuese mas acusada, como es el caso de plantulas

de 3 dias, esperando que los cambios fuesen mas evidentes en este material.
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En estas plantas si se pudieron detectar cambios importantes en los perfiles de
los espectros FTIR, que apuntan a un menor contenido en restos galactosil en las plantas
35S::pIII-Gal en comparacion con el tipo silvestre, aunque quizas los resultados mas
llamativos sean los que apuntan a una mayor representacion polisacaridos pécticos,

acido galacturdnico y xiloglucano (XG) en estas paredes celulares (figuras 25 y 26).

Como hemos comentado anteriormente, la reduccion en las cadenas laterales de
galactano en tubérculos de patata por la sobreexpresion de la III-Gal (Martin y col.,
2005) o de una endogalactanésica fungica (Sorensen y col., 2000), no se traduce en una
alteracion fenotipica en los tubérculos, aunque se observa un incremento del
homogalacturonano (HGA) en el primero de los casos y del contenido en acido
galacturénico del ramnogalacturonano I (RGI) en el segundo, lo que indica que el
aumento en el contenido de estos azucares contrarresta el posible efecto que pudiera
tener la reduccion de galactano en la pared celular. Este marcado mecanismo de
compensacion tan conservado indica a su vez un papel clave de las pectinas, y en
concreto de las cadenas laterales de galactano, en las propiedades mecanicas de la pared
celular. Diversos estudios han relacionado al galactano con la capacidad de elongacion
de la pared celular. Asi, se ha demostrado su implicacion directa en la elongacion,
controlando la porosidad de la pared celular o sus propiedades viscoelasticas
(McCartney y col., 2000; 2003; Ha y col., 2005). Los modelos mas recientes de
organizacion de los distintos polisacaridos en la pared celular sefialan una interaccion
directa de las pectinas con el xiloglucano (Marcus y col., 2008; White y col., 2014), asi
como de las cadenas laterales de arabinano y galactano con las microfibrillas de
celulosa (Zykwinnska y col., 2007). Por lo tanto, la reduccion de restos galactosil y el
aumento del contenido en 4acido galacturénico y xiloglucano detectado mediante
espectroscopia FTIR, podrian estar indicando una alteraciéon de las propiedades
mecénicas de la pared celular en las plantas 35S::pIII-Gal que explicaria la reduccion

del crecimiento observada en las mismas.

Teniendo en cuenta los datos que apuntan a que las cadenas laterales de los
polisacaridos pécticos pueden tener una interaccion directa, no sélo con la celulosa sino
también con el XG (White y col., 2014), y considerando el mayor contenido en XG, y
HGA en la linea transgénica (figuras 25 y 26) al que apuntan los resultados de FTIR en
plantulas de 3 dias, cuyas paredes celulares fueron preparadas a partir del AIR, puede
que el mayor porcentaje de galactosa detectado en las paredes celulares de plantulas
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35S::pIII-Gal de 10 dias se deba a una mayor insolubilizacién de las cadenas de
galactano durante el método de extraccion utilizado, por su interaccion directa con la
fraccion hemicelulésica de la pared celular, aumentada en la linea transgénica. De
hecho, estudios recientes han demostrado la alta solubilidad en soluciones acuosas de
las pectinas (Frankova y Fry, 2015), que es especialmente marcada en arabidopsis (J.P.

Knox, comunicacién personal).

La reduccion en los restos galactosil y la compensacion por otros polisacaridos
pécticos a la que apuntaban los datos de espectroscopia FTIR, se comprobaron in muro
por técnicas de inmunomarcaje con anticuerpos especificos de galactano (LM5) y de
homogalacturonano (LM18) sobre cortes histologicos de tallos florales y hojas de
roseta, dos de los organos en los que detectamos la reduccion del crecimiento

comentada anteriormente.

En los dos entrenudos del tallo floral analizados hemos podido constatar que se
produce una pérdida de galactano a medida que disminuye la capacidad de elongacion,
observando que la intensidad del marcaje con el anticuerpo LMS5 desciende en las
plantas WT a medida que aumenta el estado de desarrollo de los tejidos, con un marcaje
fuerte y homogéneo en el tercer entrenudo y mas tenue en el entrenudo mas basal
(figura 27). Martin y col. (2013) observaron esta misma reduccién en el marcaje con el
anticuerpo LMS5 a lo largo del crecimiento de tallos de garbanzo. También en tallos de
alfalfa se ha observado una disminucion del contenido en polisacaridos pécticos a
medida que los entrenudos se desarrollan y se va produciendo la completa
diferenciacion de los distintos tejidos (Vallet y col., 1998). Jung y Engels (2002)
encontraron que se produce una reduccion del contenido en galactosa de la pared celular
en los entrenudos mas viejos de tallos de alfalfa con respecto a los jovenes. Una
degradacion similar de cadenas de galactano durante el proceso de crecimiento se ha
observado en epicotilos de guisante (Labavitch y Ray 1974), calabaza (Sakurai y col.,
1987) o hipocotilos de V. angularis (Nishitani y Masuda 1981). De igual forma, durante
el crecimiento de los hipocotilos de Vigna radiata se ha descrito la sustitucion de
cadenas de galactano altamente ramificadas por cadenas mas cortas de este polimero

(Herve du Penhoat y col., 1987).

En las plantas 35S::BIII-Gal se observa una reduccion en el marcaje con el

anticuerpo LMS5 muy evidente en el entrenudo mas basal y sobre todo en las hojas de la
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roseta (figura 27), atin en fase de expansion, lo que nos indica que la pIII-Gal es capaz
de hidrolizar su sustrato en las paredes celulares de arabidopsis. Se observan ademas
diferencias en tipos celulares concretos, como una mayor reduccion en el tejido cambial
y en las células del parénquima cortical del entrenudo basal, o en la epidermis y las
células del mesofilo de las hojas, lo que apoya que la propia estructura de la pared

celular, muy variable entre estos tipos celulares, esta regulando la accion de la pIII-Gal.

Si atendemos a la distribucion del marcaje con el anticuerpo LM18, especifico
de homogalacturonano (figura 28), podemos afirmar que se ha producido un fuerte
incremento de este polisacarido péctico en las plantas 35S::pI1I-Gal, tanto en las hojas
como en el tallo floral. Teniendo en cuenta los resultados de espectroscopia FTIR y de
los experimentos de inmunomarcaje, es evidente que se ha producido una reduccion de
las cadenas laterales de galactano en las paredes celulares que se ha visto compensada
por un marcado aumento en homogalacturonano y, a falta de una confirmacion in muro,
en xiloglucano, lo que nos permite atribuir al galactano un papel clave en el
mantenimiento de la correcta arquitectura de la pared celular en arabidopsis. Asi, la
ausencia de un fenotipo de crecimiento mas severo y de cambios morfologicos a nivel
tisular en las plantas analizadas se puede explicar por este fenomeno de compensacion
en las paredes celulares, en las que el papel estructural del galactano controlando el
grado de porosidad de la misma y por lo tanto la accesibilidad de las enzimas que
controlan el crecimiento (Konno y col., 1986b; Dopico y col., 1990b; McCartney y col.,
2000), o sus propiedades viscoelasticas, seria suplido por el incremento en estos otros

polimeros.

El papel del homogalacturonano en las propiedades mecanicas y la extension de
la pared celular ha sido ampliamente documentado (Willats y col., 2001; Derbyshire y
col., 2007; Rockel y col., 2008). Peaucelle y col. (2008) establecen que las pectinas son
un punto de control clave para el correcto desarrollo de los 6rganos en el meristemo
apical de arabidopsis, especialmente condicionado por el HGA y su grado de metil-
esterificacion. Teniendo en cuenta que las plantas 35S::pIII-Gal presentan un aumento
en los niveles de HGA, el retraso en la aparicion del tallo floral de estas plantas podria
deberse a una alteracion de las propiedades mecanicas de la pared celular, si no
suficientes para inhibir la emergencia del tallo floral, si lo bastante fuertes como para
producir un retraso en la misma. De igual forma, el aumento en HGA podria ser
responsable, junto con el posible incremento en xiloglucano, del descenso en la tasa de
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elongacion en los distintos 6rganos estudiados, ya que tanto el XG como el HGA estan
implicados en el aumento de la resistencia mecanica de la pared celular (Cavalier y col.,
2008; Derbyshire y col., 2007). Todo ello confirma que las modificaciones de las
pectinas, y en concreto de las cadenas laterales de galactano de la pared celular, son un
punto clave en el control de la elasticidad de la misma, y por lo tanto de los procesos de

crecimiento y diferenciacion a lo largo de la vida de la planta.

Al contrario de lo que ocurre en las plantas pIII-Gal, las plantas 35S::8IV-Gal no
presentan ningun cambio fenotipico, ni en su morfologia ni en sus paredes celulares, a

pesar de haber seleccionado una linea con altos niveles de expresion del transgén.

Como se ha comentado en el caso de la III-Gal, la accion de una enzima puede
estar condicionada por diferentes factores, como la propia estructura de la pared celular
en determinados tipos celulares o en momentos concretos, lo que puede impedir el
acceso a su sustrato. Sin embargo, esta hipdtesis no parece muy probable debido al
amplio rango de organos y estados de desarrollo analizados en las plantas transgénicas
358S::pIV-Gal. Por otra parte, se podria dar el caso de que los cambios producidos por la
BIV-Gal estuvieran limitados a ciertos tipos celulares que produjesen alteraciones
fenotipicas no detectables con las técnicas de andlisis utilizadas, o que quedasen

enmascaradas por la propia estructura de la pared celular.

A pesar del alto grado de homologia entre las proteinas pIII-Gal y pIV-Gal (un
81%), existen marcadas diferencias entre ellas, como en los puntos isoeléctricos (8.06 y
5.79, respectivamente) o en el numero de sitios de sitios de N-glicosilacion, uno en blIlI-
Gal y cuatro en el caso de bIV-Gal (Esteban y col., 2005). Asi, estas caracteristicas
diferenciales podrian estar condicionando las propiedades enzimaticas de la bIV-Gal,
como la especificidad de su sustrato. De hecho, en trabajos previos realizados en
nuestro grupo de investigacion se ha observado que las proteinas pI-Gal y BIV-Gal
presentan un patron de actuacion muy parecido, relacionado en ambos casos con el cese
de la elongacion y el endurecimiento de la pared celular, aunque con ligeras diferencias
en determinados tejidos y momentos del desarrollo que se han atribuido en parte a las
diferencias en la estructura y caracteristicas de ambas proteinas (Martin y col., 2008;
2011). Asi, el hecho de que no observemos alteraciones fenotipicas en las plantas
35S::8IV-Gal y si en las 35S::pIII-Gal, a pesar de que las expresion de ambas proteinas

estd controlada por el mismo promotor en ambos casos, podria estar condicionado por
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estas diferencias anteriormente comentadas, que podrian determinar diferencias a nivel
de sustrato entre pIII-Gal y pIV-Gal o incluso la actuacion en tipos celulares concretos,
lo que a su vez indicaria la necesidad de aplicar otras técnicas de estudio mds sensibles

enfocadas a la deteccion de modificaciones de la pared celular mas especificas.

Capitulo II: Analisis funcional de la subfamilia al de B-

galactosidasas de Arabidopsis thaliana

Resultados
1. Variaciones en los niveles de transcrito de los genes A\ BGAL de la subfamilia al

de A. thaliana

Los diferentes miembros de la subfamilia al de [-galactosidasas de
arabidopsis podrian estar desempefiando funciones especificas a lo largo de la vida de
la planta, por lo que se decidid analizar los niveles de transcritos AtBGAL en
diferentes momentos del desarrollo y en distintos érganos por sqRT-PCR, tal y como

se indica en el apartado 4.5.4 de Materiales y Métodos.

En primer lugar, se analizaron los niveles de transcritos en plantulas de 5y 10
dias, tanto crecidas en luz como etioladas. La acumulacion de transcritos mas alta en
la mayoria de los casos analizados fue la correspondiente a los genes AtBGALI,
AtBGAL3 y AtBGAL4, mientras que los transcritos AtBGAL2, AtBGALS y AtBGALI?2,
presentaron los niveles mas bajos, tanto en plantulas de 5 como de 10 dias. A los 5
dias, los transcritos de los genes AtBGALI, AtBGAL2 y AtBGAL3 presentaron niveles
mayores en las plantulas crecidas en luz que en las etioladas, siendo siempre mas
abundantes en la parte aérea que en la raiz. En el caso del AtBGAL4 se dio el patron
inverso, con mas acumulacion de transcritos en plantulas etioladas de 5 dias que en las
crecidas en luz. En plantulas etioladas de 10 dias los niveles de transcrito de todos los
genes AtBGAL disminuyeron de forma notable respecto a las plantulas etioladas de 5
dias, a excepcion de los AtBGALI. Ademas, en todos los casos fueron menores a los
encontrados en plantulas de 10 dias crecidas en luz, excepto en AtBGALI y AtBGALA4.
En plantulas de 10 dias crecidas en luz los transcritos AtBGALI, AtBGAL2 y AtBGAL3
en la parte aérea fueron notablemente menores que a los 5 dias, tendencia que también

se pudo observar en las raices.
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Los niveles de transcritos de los seis genes de -galactosidasas de la subfamilia
al de A. thaliana en planta se analizaron a lo largo del desarrollo en diferentes
drganos. Asi, se utilizo el 17, 2° y 3* par de hojas de roseta; la raiz de plantas de 17
dias; el 1* entrenudo 3* entrenudo de plantas de entre 28 y 32 dias, asi como los
botones florales, flores abiertas y silicuas jovenes. En las hojas de roseta los
transcritos AtBGALI y AtBGALZ2 presentaron niveles ligeramente superiores en el 2°
par que en el 1°y 3° AtBGAL3 presentd niveles muy bajos en el 1° par de hojas en
comparacion con el 2° y el 3°, mientras que ocurrid lo contrario en AtBGAL4. Los
niveles mas altos de transcrito en las raices fueron los correspondientes al gen
AtBGALI, seguidos de los de AtBGAL3 y AtBGAL4, mientras que los AtBGALS5 y 12
fueron los menos representados en este organo. Respecto a los entrenudos, los
transcritos AtBGAL4, fueron muy bajos en el 3° y muy elevados en el 1°. Esta misma
tendencia, se observo con los transcritos AtfBGAL2 y con los transcritos AtBGALS. Los
transcritos AtBGAL3 y AtBGALI presentaron valores similares en los dos entrenudos.
En la etapa reproductora cabe destacar, ademas de los altos niveles de transcritos
AtBGALI2 en los botones florales en comparacion con el resto de 6érganos estudiados,
las diferencias observadas en los transcritos AtBGAL4, que se incrementan de manera
notable en flores abiertas respecto al boton floral, para descender de forma acusada en

las silicuas jovenes.

2. Caracterizacion de mutantes knockout de p-galactosidasas de la subfamilia al de

A. thaliana

Como una segunda aproximacion al estudio de la subfamilia al de -
galactosidasas de arabidopsis, nos propusimos utilizar mutantes knockout de los genes
AtBGAL2, AtBGAL4 y AtBGALI2 (bgal2, bgal4 y bgall2 respectivamente),
seleccionados en base a la actividad de los promotores correspondientes (Albornos y
col., 2012), con el objetivo de que su caracterizacion fenotipica nos ayudase, tanto a
determinar la funcion fisioldgica de sus enzimas. Las semillas de los mutantes bgal2,
bgal4 y bgall2 (mutantes de insercion de T-DNA) se obtuvieron de la coleccion
SALK (stock SALK 022121, SALK 022796 y SALK 087787, respectivamente). Se
determinaron las lineas homocigdticas con las que se llevaron a cabo los distintos
andlisis, se analiz6 por RT-PCR a partir de cDNA de plantulas de 10 dias la ausencia

de transcritos de cada uno de los genes AtBGAL en los mutantes correspondientes. No
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se observo amplificacion en el cDNA de las lineas seleccionadas como homocigoticas,

pero si en los correspondientes tipos silvestres, lo que valida el proceso de seleccion.

Tras realizar un estudio morfoldgico de cada uno de los mutantes, no fue
posible detectar cambios respecto a sus correspondientes WT en ninguno de los
6rganos ni estados de desarrollo analizados, que cubrian todas las fases del desarrollo
tanto vegetativo como reproductor. Aun asi, decidimos realizar una caracterizacion
mas detallada de las paredes celulares de cada uno de ellos, analizando tanto las
proteinas, como la capacidad autohidrolitica y las posibles modificaciones del

componente polisacaridico.

Una vez obtenidas las paredes celulares de plantulas de 10 dias crecidas en
condiciones de dia largo de cada uno de los distintos mutantes (bgal2, bgal4 y bgall?2)
y sus respectivos tipos silvestres, se procedié en primer lugar al andlisis de las
proteinas extraidas de las mismas. Se valoré también la actividad P-galactosidasica
frente al sustrato p-nitrofenil-galactéosido en estos extractos proteicos.
Sorprendentemente, los extractos proteicos de los mutantes bgal2 y bgal4 presentaron
una mayor actividad p-D-galactosidésica que los correspondientes WT. Por su parte,

el mutante bgall2 presentd una actividad similar a la obtenida en W7/bgall2.

Los mutantes knockout de los genes AtBGAL se utilizaron para comprobar si
alguna de las p-galactosidasas objeto de estudio era la responsable del proceso
autolitico en arabidopsis. Para ello se valord la capacidad autohidrolitica de paredes
celulares de plantas de 10 dias crecidas en luz de cada uno de los mutantes y de sus
WT. La liberacién de azucar por las paredes celulares de los mutantes bgal2 y bgall2
fue mayor que en los WT (y muy superior a los controles), aunque unicamente se
pudo considerar significativa la diferencia entre bgal2. Por otra parte, los valores
obtenidos en el mutante bgal4 fueron muy similares a los obtenidos en su tipo
silvestre. Los aztcares reductores liberados presentan un patron distinto al de los
azucares totales. En este caso, las paredes de los mutantes bga/4 liberaron una menor
cantidad de azucares reductores que las de W7/bgal4. Los azlcares liberados en la
autdlisis de paredes celulares de los tres mutantes bgal y sus respectivos tipos
silvestres. En todos los casos, las proporciones de los distintos aziicares (analizados

por cromatografia en fase gaseosa) son muy similares, tanto en los mutantes como en
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los tipos silvestres. La galactosa fue el azucar liberado en mayor proporcion, seguido

de la arabinosa y, en menor medida, la ramnosa y la glucosa.

Se procedid a continuacidon a la caracterizacion de las paredes celulares,
comenzando por el andlisis de la composicion en azucares neutros de la pared celular
de plantulas de 10 dias crecidas en condiciones de luz de los tres mutantes y sus tipos
silvestres. El azicar mayoritario fue la galactosa, seguido de arabinosa, glucosa y en
menor medida y con porcentajes similares, xilosa y ramnosa. En todos los casos, los
porcentajes de manosa fueron muy bajos o indetectables. Las diferencias mas
acusadas se observaron entre bgal2 y su WT con menores proporciones de galactosa y
de xilosa en el mutante. Sin embargo, la diferencia mas acusada fue el incremento en

el porcentaje de glucosa en bgal2 respecto a su WT.

Procedimos a continuacién con el andlisis mediante FTIR de las paredes
celulares obtenidas a partir de plantulas de 10 dias crecidas en condiciones de dia
largo. Sin embargo, ni el perfil de los espectros de absorcion obtenido a partir de estas
paredes, ni el andlisis de componentes principales (PC) de los datos obtenidos nos
permitid establecer diferencias entre los mutantes bga/ y los WT. Por este motivo, se
decidi6 estudiar las paredes celulares de plantulas de 3 dias, crecidas tanto en
condiciones de dia largo como en oscuridad, analizando el residuo insoluble en
alcohol (AIR). En base a los resultados obtenidos en el andlisis cluster de los
espectros, realizamos un analisis de componentes principales (PC) para identificar, de
entre todas las variables analizadas (la absorcion en el IR de los componentes de las
paredes celulares), aquellas en que se basan las diferencias entre los grupos del
dendrograma. Se analizaron todas las plantas en funcion de los dos primeros
componentes principales (PC1 y PC2), y se observo que en los tres grupos de plantas
analizadas practicamente toda la varianza (mas de un 95%) se incluye en el PC1. Al
analizar la distribucion obtenida, vemos que el PC1, que agrupa practicamente toda la
varianza existente entre los distintos tipos de plantulas en cada uno de los casos, no
permite separar los mutantes de sus WT. Asi, mediante este andlisis, no se puede
establecer diferencias en los polimeros de la pared celular relacionadas con la

mutacion de los genes AtBGAL, al menos en estas condiciones y estados de desarrollo.

La caracterizacion morfoldgica y las pruebas bioquimicas realizadas hasta el

momento no permitieron establecer diferencias entre los mutantes bgal y los
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correspondientes WT. Finalmente, se decidio realizar cortes histologicos de distintos
organos para comprobar posibles cambios anatomicos a nivel tisular y en la distribucion
del galactano, posible sustrato de las -galactosidasas objeto de este trabajo. El estudio
se llevd a cabo sobre cortes transversales del primer y tercer entrenudo de plantas de
entre 28 y 32 dias (seleccionados, como se ha dicho anteriormente por su distinta
capacidad de crecimiento) y cortes transversales del 2° par de hojas de roseta de plantas

de 17 dias (atn en expansion).

Los resultados obtenidos no nos permiten establecer diferencias entre los
mutantes bgal y los WT, ni a nivel anatémico, ni en la distribucion de galactano. Si se
observo en estas plantas la misma especificidad de marcaje en funcidon de los diferentes
tipos celulares descrita anteriormente para este anticuerpo en el capitulo I de esta
memoria, asi como la gradacion en la intensidad de la sefal en funcion del estado de
desarrollo, aunque los niveles de galactano tanto en los entrenudos como en las hojas no

presentaron variaciones significativas.

Discusion

En Arabidopsis thaliana la familia multigénica que codifica las p-galactosidasas
de la familia GH35 estd formada por 17 genes (Ahn y col., 2007), denominados
AtBGALI a AtBGALI7. En el presente trabajo, y con el objetivo de establecer la funcion
de los miembros de la subfamilia al (que incluye AtBGALI, AtBGAL2, AtBGALS3,
AtBGAL4, AtBGALS y AtBGAL12), nos hemos propuesto estudiar la acumulacion de los
transcritos de los seis miembros de la subfamilia a lo largo del desarrollo, asi como
estudiar los cambios fenotipicos en mutantes nulos de insercion de T-DNA para los
correspondientes loci de tres miembros de esta subfamilia, en concreto del AtBGAL?2,
AtBGAL4 y AtBGALI2, correspondientes a las proteinas que presentan mas similitud
con las B-galactosidasas PIII-Gal y fIV-Gal de garbanzo.

Se ha propuesto que las proteinas BGAL de la subfamilia al estan localizadas en
la pared celular (Lee y col., 2007; Gantulga y col., 2009) y se han descrito como exo-
galactanasas capaces de actuar sobre los polisacaridos pécticos de la misma,
desempefiando funciones importantes en la remodelacion de esta estructura durante el
crecimiento y desarrollo vegetal (Gantulga y col., 2009), aunque todavia no se ha
demostrado cudles son esas funciones. Recientemente, en nuestro grupo de

investigacion, hemos determinado la actividad de los promotores de los genes AtBGAL
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de esta subfamilia, que apuntan a una posible funcion de las proteinas correspondientes
en procesos como la expansion celular (BGAL1, BGAL3 y BGAL4), la elongacion de
hipocotilos (BGAL?2), el desarrollo de los tricomas (BGALS) y en las etapas iniciales de
la diferenciacion (BGAL12) (Albornos y col., 2012). Los estudios realizados sobre la
acumulacion de transcritos de los genes que codifican (-galactosidasas mediante RT-
PCR vy andlisis de microarrays (Iglesias y col., 2006; Ahn y col., 2007; Gantulga y col.,
2008; 2009) presentan, en ocasiones, datos contradictorios. Esto, unido al hecho de que
la actividad de los promotores no tiene por qué coincidir en todos los casos con el perfil
de expresion de los genes debido a mecanismos de regulacion adicionales, hace
necesario realizar un estudio mas detallado sobre el patron de expresion de los

miembros de la subfamilia al de f-galactosidasas.

Los transcritos de los diferentes genes AtBGAL de la subfamilia al se detectaron,
en mayor o menor medida, en las plantulas de 5 y 10 dias, tanto etioladas como crecidas
en luz, lo que confirma la presencia de todos ellos en momentos iniciales del desarrollo.
Estos resultados permiten resolver las discrepancias encontradas en la bibliografia
referentes a la expresion o la no expresion de los genes AtBGAL2 y AtBGAL4 en
plantulas (Ahn y col., 2007; Gantulga y col., 2009), discrepancias que podrian deberse
al uso de distintas condiciones de crecimiento o a diferencias en la edad del material
vegetal utilizado. La presencia de estos transcritos en plantulas confirman ademas

estudios previos de la actividad de los promotores de los genes de la subfamilia

(Albornos y col., 2012).

En plantulas etioladas, destacan los altos niveles de transcritos AtBGAL4, que se
acumularon con mayores niveles a los 5 que a los 10 dias si bien esta misma tendencia
relacionada con la edad de las plantas, aunque con menores niveles de transcrito,

también se observo en el resto de genes AtBGAL, excepto en AtBGALI.

Esta mayor acumulacioén de los transcritos AtBGAL4 en las plantulas etioladas
mas jovenes podria hacernos pensar en una relacion directa de la f-galactosidasa
correspondiente con la elongacion de los hipocotilos, debido a su mayor tasa de
crecimiento en condiciones de oscuridad en este estadio. Sin embargo, debemos tener en
cuenta que en este trabajo se ha analizado de forma conjunta el hipocotilo y la radicula
de las plantulas etioladas, por lo que la diferencia en los niveles de transcrito podrian

estar condicionadas por su presencia en ambos oOrganos. De hecho, Gnicamente la
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actividad de los promotores AtBGAL2 y AtBGAL12, apuntaba a una relacion clara con la
elongacion de los hipocotilos (Marcus, 2011; Albornos y col., 2012). Ademas, si
tenemos en cuenta la baja actividad de los promotores de estos dos genes en raices de
plantas etioladas (Albornos y col., 2012) y los bajos niveles de transcritos AtBGAL2 y
AtBGALI2 encontrados en estos organos, tanto en plantulas como plantas adultas si
podemos considerar la implicacion de estas [-galactosidasas en la elongacion del
hipocotilo, a pesar de sus bajos niveles de transcrito, sin descartar la acciéon coordinada

con el resto de miembros de la familia.

Los transcritos AtBGALI, AtBGAL2 y AtBGAL3 presentan niveles muy elevados
en la parte aérea (hipocotilo, cotiledones y primeras hojas en desarrollo) de plantulas de
5 dias crecidas en luz, en comparacion con la raiz, las plantulas etioladas de la misma
edad, o incluso con la parte aérea de plantas de més edad. Considerando la alta actividad
de los promotores pAtBGALI, pAtBGAL2 y pAtBGAL3 en los cotiledones y en los
primordios foliares desde el principio del desarrollo, que va disminuyendo a medida que
estos 6rganos maduran, y la muy baja actividad de estos promotores en el hipocotilo de
plantulas de 5 dias (Albornos y col., 2012), parece probable que los niveles de
transcritos detectados se correspondan de forma mayoritaria con los cotiledones y los
primordios foliares. Asi, los altos niveles de transcritos de estos tres genes podria
apuntar a una participacion de las enzimas por ellos codificadas en las modificaciones
de la pared celular durante los primeros momentos de la expansion de los cotiledones y

primordios foliares.

En arabidopsis, como en otras plantas superiores, los cotiledones se desarrollan
durante la embriogénesis y su crecimiento después de la germinacion estd determinado
por la expansion de sus células y no por la division de las mismas (Tsukaya, 2002), lo
que podria indicar la implicacion de las f-galactosidasas BGAL1, BGAL2 y BGAL3 en
la expansion de los mismos. Se ha descrito que durante la expansion de los cotiledones
de algodon la pared celular presenta elevados niveles de actividad
endopoligalacturonasica acompanada de despolimerizacion del homogalacturonano,
reduccion de la arabinosa (Zhang y col, 2007) y variaciones en una
ramnogalacturonano liasa (Naran y col., 2007), que podrian indicar que se esta
produciendo la degradacion del componente péctico de la pared celular, necesaria para

la expansion celular (Zhang y col., 2007).
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De acuerdo con la implicacion de AtBGALI, AtBGAL2 y AtBGAL3 en la
expansion, la disminucion de transcritos de estos tres genes en la parte aérea de
plantulas de mas edad a los 10 dias, apunta a que estas P-galactosidasas estarian mas
directamente implicadas en la relajacion de la pared celular durante el inicio de
expansion de los organos foliares. Igualmente, la menor acumulacion de transcritos
AtBGALI, AtBGAL2 y AtBGAL3 en pléantulas crecidas en oscuridad, en las que la
expansion de los cotiledones es menor (Cosgrove, 1994; Quail y col., 1995), contribuye

a reforzar esta hipotesis.

En las hojas de la roseta, la actividad de los promotores AtBGALI, AtBGAL2 y
AtBGAL3 sigue la misma tendencia que en los cotiledones, con niveles altos al
comienzo de la expansion, que disminuyen al ralentizarse esta, hasta desaparecer
completamente o quedar limitada a zonas muy concretas, como el peciolo o los nervios
centrales, en hojas maduras (Albornos y col., 2012). Esta relacion con la expansion de
las hojas se confirma al analizar la acumulacion de transcritos 4tBGAL3, notablemente
mas altos en el segundo y tercer par de hojas de roseta, mas pequeiias, que en el primer
par, totalmente expandido, indicando asi la relacion de la proteina BGAL3 con la
expansion de los 6rganos foliares tanto en cotiledones como en hojas. Esta relacion no
es tan evidente entre AtBGALI y 2 y la expansion de las hojas de roseta en plantas
adultas, ya que no hay diferencias en la acumulacion de sus transcritos durante el
desarrollo de las hojas. Esto podria indicar una funcién adicional de las proteinas
BGAL1 y BGAL2 en el desarrollo de los 6rganos foliares, tal y como ya propusieron
Albornos y col. (2012) en base a la actividad de los promotores de los genes que las
codifican, que apuntaba a una implicacién de las mismas en las etapas iniciales de la
diferenciacion de los tricomas y la diferenciacion de los haces vasculares (Pérez, 2011;

Albornos y col., 2012).

Las restantes AtBGAL de la subfamilia al no parecen estar relacionadas con el
crecimiento de los o6rganos foliares. Los transcritos AtBGALS5 y AtBGALI2 estan poco
representados en estos 6rganos, siendo los menos representados de la subfamilia. No
sorprende en el caso de AtBGALS, cuyo promotor presenta una actividad muy marcada
en los tricomas de las hojas en desarrollo de la roseta y practicamente indetectable en
otras partes de este organo (Albornos y col., 2012). Los bajos niveles de transcritos
concuerdan con esta especificidad en la actividad del promotor y ayuda a esclarecer las
discrepancias encontradas en la bibliografia, en la que algunos autores sefialan altos
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niveles de transcritos del gen 4tBGALS en las rosetas (Ahn y col., 2007), mientras que
otros detectaban bajos niveles de mRNA en estos organos (Gantulga y col., 2009).
Jacoby y col. (2008) ya identificaron a AtBGAL5 como uno de los genes que se
expresan en mas altos niveles en los tricomas, junto con genes que codifican otras
enzimas relacionadas con el metabolismo de la pared, como poligalacturonasas,
pectinesterasas, o glicosiltransferasas. Asi, la acumulacion de sus transcritos, que
decrece a medida que aumenta el estado de desarrollo de las hojas, podria indicar la
participacion de la proteina correspondiente en las modificaciones iniciales de las
fracciones péctica y hemicelulésica de la pared celular, fundamentales para que el
proceso de diferenciacion de los tricomas se realice correctamente (Potikha y Delmer,

1995).

Los niveles de transcritos AtBGAL4 fueron notablemente mas elevados en el 1°
par de hojas de la roseta, mas maduro, que en el 2° y 3°, lo que descarta su relacién con
la elongacion de los 6rganos foliares y parece estar mas implicado en procesos del final
del desarrollo de los mismos. Aunque se habia descrito una posible relacion de la
actividad del promotor pAtBGAL4 con la expansion de los 6rganos foliares (Albornos y
col., 2012), los estudios de expresion del gen AtBGAL4 recogidos en la bibliografia
mostraban datos contradictorios sobre la acumulacioén de transcritos en estos érganos,
sin que se indicase en ningin caso su relacion con la expansion de los mismos (Iglesias

y col., 2006; Ahn y col., 2007; Gantulga y col., 2009).

Ademas de la participacion en expansion de érganos foliares, la idea de que las
[-galactosidasas puedan actuar en el crecimiento en elongacidén en tallos o raices,
mediante la modificacion del componente péctico de la pared celular, ha sido propuesta
por diferentes autores (Loescher y Nevins, 1972; Labavitch y Ray, 1974; Takeuchi y
col., 1980; Masuda y col., 1985; Konno y Tsumuki, 1993). Estas enzimas parecen ser
determinantes en los procesos de relajacion de la pared celular que conducen al rapido
crecimiento en longitud en diferentes materiales como los tallos y epicotilos
(O'Donoghue y col., 1998; Martin y col., 2009) o el tubo polinico (Rogers y col., 2001;
Hruba y col., 2005).

Aunque la mayor acumulacion de transcritos AtBGAL4 en plantulas etioladas
jovenes, como se ha indicado, podria hacernos pensar en una relacion directa con la

elongacion de hipocotilos, el andlisis de los transcritos AtBGAL4 en el resto de 6rganos
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analizados, sobre todo en entrenudos, parecen indicar mas bien una relacion de la
BGAL4 con los procesos finales de crecimiento, al igual que ocurre en relacion a los
organos foliares. Asi, en los entrenudos de plantas adultas los niveles de transcritos
AtBGAL4 fueron notablemente mas abundantes en los mas basales, con la elongacion
practicamente finalizada, que en los apicales, en crecimiento activo, con niveles casi

indetectables.

Como se ha sefalado en el capitulo I de esta memoria, hemos podido comprobar
que existe una gradacion en los niveles de galactano, uno de los posibles sustratos de las
[-galactosidasas de la subfamilia al, desde los entrenudos apicales de tallos florales,
con niveles altos y homogéneos en todos los tejidos, hasta las zonas mas basales, con
niveles notablemente inferiores, lo que nos permite relacionar la pérdida de este
polimero péctico con el cese de la elongacion de los entrenudos. La degradacion de
polisacaridos pécticos, y en concreto de las cadenas de galactano, a medida que se
alcanzan estados de cese de crecimiento ha sido estudiada en otros sistemas vegetales
como en hipocotilos de Vigna radiata y Vigna angularis (Nishitani y Masuda, 1981;
Herve du Penhoat y col., 1987), epicotilos de guisante (Labavich y Ray, 1974) o tallos
de alfalfa y garbanzo (Jung y Engels, 2002; Martin y col., 2013).

Esto podria indicar que las [-galactosidasas de arabidopsis cuyos genes se
expresan de forma preferente en los entrenudos mas basales, principalmente la BGAL4,
estarian implicadas en las modificaciones de la pared celular en estados avanzados de
desarrollo, disminuyendo la tasa de elongacion. No es la primera vez que se relaciona a
las B-galactosidasas con el cese de la elongacion. En garbanzo, la accion de las
proteinas PI-Gal y PIV-Gal favorecen la compactacion de la pared celular en
determinados tejidos tras el cese de la elongacion, lo que al mismo tiempo estaria
permitiendo la diferenciacion de los distintos tipos celulares en los que se localizan, que
los capacita para desarrollar su funcién, como la funcién de soporte del colénquima o de
las fibras del floema, o la funcién de transporte en el floema y xilema primarios, en los

que se localizan estas proteinas (Martin y col., 2008; 2011).

Los transcritos AtBGAL2 y 12 presentaron la misma tendencia que los AtBGAL4,
aunque con los niveles mas bajos de todos los organos vegetativos estudiados. Esto
podria estar indicando una actuacion coordinada de las proteinas BGAL2, 4 y 12 en

tejidos y tipos celulares concretos en los entrenudos mas basales, contribuyendo a las
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modificaciones de la pared celular necesarias en los procesos de diferenciacion
especificos de elementos traqueales (Ohdaira y col., 2002; Aspeborg y col., 2005), los
elementos conductores del floema o las fibras de sostén (Dolan y col., 1995; Schindler y
col., 1995; Gao y Showalter, 1999; Ohdaira y col., 2002; Aspeborg y col., 2005; Martin
y col., 2008; 2011). Unicamente los transcritos AtfBGALI presentaron mayores niveles
en el 3* que en el 1¥ entrenudo, aunque con valores notablemente mas bajos que en el
resto de organos analizados, lo que relaciona a la proteina correspondiente con el
proceso de elongacion de los mismos y podria estar indicando su implicacion en las
modificaciones de las pectinas que facilitan la actuacién de los agentes primarios de
pérdida de rigidez, como las expansinas u otras proteinas de la pared que causarian

directamente la expansion de la pared celular (Cosgrove, 2000b).

Con respecto a la posible funcién de esta familia en raices, no se ha podido
establecer una tendencia clara que relacione el estado de desarrollo de la raiz o su
capacidad de elongacion con una expresion diferencial de los genes AtBGAL. Entre
radiculas de 5 y 10 dias se encontraron variaciones minimas, observandose unicamente
una disminucion acusada en los transcritos 4tBGAL2 a los 10 dias, aunque los niveles
en ambos casos fueron muy bajos en comparacion con el resto de miembros de la
subfamilia. Tanto en radiculas como en raices de plantas adultas, AtBGALI, 3y 4
presentaron los niveles mas altos de transcritos. Si atendemos a los datos recogidos en la
bibliografia, existen discrepancias en cuanto a la expresion de los genes AtBGAL en
radiculas y raices. Algunos autores han descrito niveles altos de transcritos AtBGAL2 o
AtBGALI2 en raices en crecimiento activo (Ahn y col., 2007; Iglesias y col., 2006)
aunque, en base a la actividad de los promotores, los mas directamente relacionados con
la elongacion serian AtBGALS5 y AtBGALI2, mientras que AtBGALI, 3 y 4 se
expresarian de forma mayoritaria en la zona de maduracion y diferenciacion de tejidos

vasculares (Albornos y col. 2012).

La presencia de transcritos AtBGAL en diferentes estadios de desarrollo de las
raices refleja su implicacion en las modificaciones de la pared celular necesarias para la
diferenciacion de los distintos tejidos de las mismas. En diferentes especies, como
arabidopsis (McCartney y col., 2003; Willats y col., 2001) o lino (Vicré y col., 1998),
hay una distribucion diferencial de las pectinas y arabinogalactano proteinas (AGPs)
entre células epidérmicas de zonas con distinta capacidad de elongacion en las raices.

McCartney y col. (2003) sugieren incluso que las AGPs, cuya parte glucidica también
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es susceptible de la accion de las [-galactosidasas, podrian estar implicadas en el
metabolismo de los galactanos en la epidermis, endodermis y cértex en la zona de
maxima elongacion, bien controlando su deposicion o regulando el acceso de enzimas

hidroliticas que actiian especificamente sobre los galactanos.

Ademas, la implicacion de las B-galactosidasas en el desarrollo de la raiz se ha
descrito ampliamente en garbanzo, donde los diferentes miembros de la familia
multigénica de [-galactosidasas estan implicados en procesos como la elongacion o la
diferenciacion de las raices laterales (Martin y col., 2009), al igual que se ha propuesto
para las proteinas BGALS y BGAL12 de arabidopsis (Albornos y col., 2012), o en la
maduracion y diferenciacion de tejidos vasculares (Martin y col., 2008; 2011) al igual
que lo propuesto para las BGALI, 3 y 4 de arabidopsis (Albornos y col., 2012). En
arabidopsis, ademas, no se puede descartar la actuacion conjunta con otras [3-
galactosidasas, como la BGALI10, la unica descrita hasta el momento con actividad
frente al XG y cuyo promotor presenta una alta actividad en la zona de elongacion de

las raices (Sampedro y col., 2012).

A lo largo del desarrollo de las flores se detectaron transcritos de todos los
miembros de la subfamilia al en los dos estados analizados (boton floral y flor abierta),
siendo los transcritos AtBGALI y 3 los que presentaron niveles mas altos, aunque no se
puede establecer una relacion clara con el grado de desarrollo de los mismos. Es
destacable que los niveles de acumulacion de transcritos AtBGAL2 y AtBGAL12 fueron
mas altos en los botones florales que en flores abiertas, lo que coincide con los analisis
de actividad de los promotores y, en el caso de AtBGAL2, con los altos niveles de
transcritos detectados por Gantulga y col. (2009) y nos permite relacionar a las proteinas

BGAL2 y 12 con el desarrollo de las flores.

Durante el desarrollo de las flores se produce un fuerte metabolismo de los
distintos componentes de la pared celular. Desde el comienzo del desarrollo de los
botones florales hasta la apertura y maduracion de las flores y la senescencia de las
mismas, se produce una remodelacion de las paredes celulares muy marcada en los
organos de todos los verticilos (Smyth y col., 1990; de Vetten y Huber, 1990; del
Campillo y Lewis, 1992; Panavas y col., 1998; O'Donoghue, 2006; Singh y col., 2013),
en los que podrian participar estas dos 3-galactosidasas durante los primeros momentos

de expansion de los o6rganos florales. De hecho, se ha descrito la acumulacién de
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transcritos de [-galactosidasas en las primeras etapas del desarrollo floral, en especies

como Brassica campestris (Liu y col., 2013) o Linum usitatissimun (Hobson y

Deyholos, 2013).

Por el contrario, los transcritos 4tBGAL4 presentan niveles mas altos en flores
abiertas que en el boton floral, lo que de nuevo indica la posible implicacion de la
proteina BGAL4 en etapas tardias del desarrollo, una vez que han finalizado los
procesos de expansion celular, tal y como ocurre en 6rganos foliares o en entrenudos,
sin descartar incluso que puedan intervenir en las primeras fases del proceso de
senescencia. De hecho, en algunas especies se ha descrito un descenso en el contenido
de galactosa de la pared celular acompafiado de un aumento en la actividad f3-
galactosidasica asociada a la senescencia del perianto (de Vetten y Huber, 1990;

O’Donoghue y col., 2002; Yap y col., 2008).

Por lo que respecta a las silicuas, los transcritos mas representados son AtBGALI
y AtBGAL3. En el proceso de desarrollo del fruto de arabidopsis, Louvet y col. (2011)
han descrito un descenso en el contenido de galactosa y arabinosa que podria estar
asociado a la reduccion de las cadenas laterales del RG I, sustrato de muchas [3-
galactosidasas vegetales. Ademas, se ha documentado la importancia del metabolismo
del xiloglucano en la formacion de las silicuas. En el mutante bgall0, correspondiente a
la que, como hemos dicho anteriormente, es la Gnica galactosidasa de arabidopsis que se
ha demostrado capaz de degradar el xiloglucano, se han observado alteraciones en la
morfologia de las silicuas, en concreto una reduccién en su longitud. Esto podria
apuntar a una participacion coordinada de las B-galactosidasas en el metabolismo de la
pared celular durante las primeras etapas del desarrollo del fruto de arabidopsis.
Debemos tener en cuenta que en este trabajo no se han separado las semillas del resto
del fruto, por lo que los datos podrian estar condicionados a la expresion de los
diferentes genes AtBGAL en semillas en este estado de desarrollo, si bien cabe destacar
que no se detecto actividad de los promotores pAtBGALI y pAtBGAL3 en las mismas, ni

en silicuas maduras (Albornos y col., 2012).

Los resultados obtenidos en este trabajo han puesto de manifiesto el variado
rango de expresion de los 6 genes de la subfamilia al de P-galactosidasas de A.
thaliana, que abarca todos los estados de desarrollo de la planta y todos los organos

analizados. Si bien en muchos casos la expresion de estos genes se solapa, si se pueden
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detectar diferencias que indicarian la participacion de cada una de las isoformas en
momentos determinados del crecimiento o en la diferenciacion de estructuras

determinadas.

Para ahondar en el estudio de tres de las B-galactosidasas de esta subfamilia, en
concreto BGAL2, BGAL4 y BGALI12, nos propusimos emplear mutantes nulos de
insercion de T-DNA para los correspondientes loci, esperando que la caracterizacion
fenotipica nos ayudase a determinar la funciéon de estas enzimas en la fisiologia de la
planta. Una vez que se obtuvieron las lineas homocigdticas y se comprobd la ausencia
de transcritos de cada uno de los genes mutados en cada caso, se realiz6 una completa

caracterizacion fenotipica, tanto a nivel morfologico como de sus paredes celulares.

Se observaron algunas diferencias puntuales entre los mutantes y sus tipos
silvestres, como una mayor actividad f-galactosiddsica en extractos proteicos de
paredes celulares de plantulas de 10 dias en el mutante bgal4 respecto a su tipo silvestre,
o ligeras variaciones en las proporciones de glucosa, galactosa o xilosa en bgal2 al
analizar su composicion en azlcares neutros no celulosicos. Sin embargo, estos ligeros
cambios no se han traducido en cambios a nivel morfolégico, ni se han podido
establecer diferencias en las paredes celulares por métodos como la espectroscopia

FTIR o por técnicas de inmunolocalizacion.

De igual forma, se intentd comprobar si la ausencia de alguna de estas f-
galactosidasas inhibia o reducia el proceso de autolisis enzimatica de las paredes
celulares de arabidopsis. Unicamente se observo una ligera disminucion de este proceso
en las paredes celulares del mutante hgal4 respecto a su tipo silvestre. Por lo tanto, en
base a estos resultados, no podemos afirmar que alguna de las BGAL estudiadas sea la
responsable, al menos de forma exclusiva, del proceso autolitico de la pared celular, a
diferencia de lo que ocurre en garbanzo, en el que so6lo una [-galactosidasa es

responsable de la autolisis (Dopico y col., 1989; 1991).

La ausencia de cambios fenotipicos notables en estos mutantes nos hace pensar
que alguna otra p-galactosidasas, ya sea de la subfamilia al o no, podria estar
compensando la pérdida de funcion de las proteinas BGAL2, BGAL4 y BGALI2, lo
que indicaria la redundancia funcional entre distintos miembros dentro de esta familia

multigénica. El fendémeno de redundancia funcional no es infrecuente en el reino vegetal
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y se ha descrito en numerosas ocasiones en distintas familias multigénicas que codifican
proteinas relacionadas con el metabolismo de la pared. Por ejemplo, dentro de la familia
multigénica de las celulosa sintasas (CESA) de arabidopsis, en la que se han descrito
diez miembros (Richmond, 2000), se ha observado este fenomeno de redundancia. De
hecho, las ligeras alteraciones fenotipicas de mutantes cesa6, en los que se observa un
crecimiento anisotropico Unicamente en las células de la raiz y en hipocotilos etiolados
(Fagard y col., 2000), se ven potenciadas en dobles mutantes cesa2cesa6 (Persson y col.
2007) y cesaScesa6 (Desprez y col., 2007), en los que los fenotipos de crecimiento son
notablemente mas severos, indicando asi una compensacion funcional entre distintos
miembros de la familia. De igual forma, este fendmeno se ha observado en la familia
multigénica de XTHs de arabidopsis, compuesta por 33 miembros (Yokohama y
Nishitani, 2000; Nishitani, 2002; Osato y col., 2006), o mds recientemente en arroz,
dentro de la familia de XTHs, compuesta por 29 miembros (Yokohama y col., 2004).
En este caso, Hara y col. (2014) han observado que el silenciamiento de OsXTHI9
mediante RNAI, no produce ningin fenotipo notable, lo que estos autores atribuyen a

fenémenos de compensacion funcional por otras XTH de la familia.

Asi pues, no sorprende la ausencia de cambios fenotipicos en los mutantes
bgal2, bgal4 y bgall2, especialmente si tenemos en cuenta los perfiles de acumulacion
de transcritos de cada uno de sus miembros. Como se ha comentado a lo largo de esta
discusion, si bien es verdad que algunos de los genes presentan una expresion
caracteristica, como una mayor expresion de AtBGAL4 en las zonas en las que se esta
produciendo el cese de la elongacion, o una menor expresion de AtBGALI2 en los
distintos 6rganos analizados a lo largo del desarrollo, lo que podria apuntar a funciones
muy especificas de estas [3-galactosidasas en la fisiologia de la planta, si comparamos la
acumulacion de los transcritos de los distintos genes en cada una de las etapas de
desarrollo o zonas de la planta, podemos ver que en muchas ocasiones su expresion se
solapa, lo que podria implicar una compensacion funcional entre los distintos miembros
de la subfamilia al cuando por diferentes circunstancias una de ellos no se produce o

deja de ser funcional, lo que ocurre en los mutantes.

Esto nos plantea la necesidad de generar mutantes multiples para distintos locus
de los genes AtBGAL de esta subfamilia, esperando asi que las posibles diferencias
fenotipicas observadas en los mismos nos ayuden a establecer la funcion concreta de las
[-galactosidasas de la subfamilia al en la fisiologia de la planta.
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Conclusiones

1. Las plantas de Arabidopsis thaliana 35S::pIII-Gal transformadas con la ORF del
gen CanBGal-3 de Cicer arietinum, presentan una disminucion del crecimiento, lo que
se refleja en el tamafio de las plantulas, la longitud del tallo floral o el didmetro de la
roseta. La proteina PIII-Gal de garbanzo actia sobre las paredes celulares de
arabidopsis, modificando su composicién y estructura. En concreto, provoca una
reducciéon de galactosa que es compensada con un aumento en el contenido de
homogalacturonano y xiloglucano, indicando un papel importante de las cadenas de
galactano en la organizacion estructural de la pared celular.

2. Las plantas de arabidopsis 35S::fIV-Gal, transformadas con la ORF del gen
CanBGal-4 de C. arietinum, al contrario de lo que ocurre en las plantas 35S::BIII-Gal,
no presentan ningun cambio fenotipico, ni en su morfologia ni en sus paredes celulares,
lo que podria estar condicionado por las caracteristicas diferenciales de ambas enzimas.

3. Los transcritos de los 6 genes AtBGAL de la subfamilia al, que codifican f-
galactosidasas de la pared celular de 4. thaliana, se detectan en mayor o menor medida
a lo largo de todas las etapas de desarrollo y en todos los érganos analizados. Aunque en
ocasiones sus patrones de acumulacion se solapan, es posible detectar diferencias que
apuntan a una regulacion diferencial de cada uno de ellos.

4. Los transcritos AtBGALI, AtBGAL2 y AtBGAL3 presentan un patrén de
acumulacion similar durante la expansion de los cotiledones y las hojas de roseta, lo que
podria indicar la accién coordinada de las proteinas correspondientes en estos procesos,
si bien nuestros resultados no nos permiten descartar funciones especificas para cada
una de ellas. La acumulacién de transcritos AtBGAL4 aparece en la mayoria de los casos
asociada a estados avanzados del desarrollo, lo que podria reflejar la accion de la
proteina BGAL4 en las modificaciones de la pared celular implicadas en el aumento de
rigidez y la pérdida de la capacidad de elongacion. Finalmente, los transcritos AtBGALS
v AtBGALI2 presenta un patréon de acumulacion menos caracteristico y sus variaciones
no permiten relacionarlos de forma evidente con procesos concretos del desarrollo.

5. Los mutantes bgal2, bgal4 y bgall2 no presentan cambios fenotipicos, lo que
indicaria que otra B-galactosidasa compensaria la pérdida de funcion de las proteinas
BGAL2, BGAL4 y BGALI12, apuntando asi a un fenémeno de redundancia funcional

entre distintos miembros de esta familia multigénica.
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6. Las paredes celulares de 4. thaliana presentan capacidad autohidrolitica de
naturaleza enzimatica. En este proceso se libera galactosa y arabinosa, lo que indica que
podria estar mediada por la accion de P-galactosidasas, si bien las proteinas BGAL2,
BGAL4 y BGALI12 no parecen ser las responsable, al menos de forma exclusiva, de

este proceso.
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