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Introducción 

Las β-galactosidasas (EC 3.2.1.23) se caracterizan por su capacidad de hidrolizar residuos 

β-D-galactosil del extremo no reductor de los β-D-galactósidos. Se incluyen en 4 familias de 

enzimas glicósido hidrolasas (GH) (GH1, 2, 35 y 42). Los miembros de la familia GH35 pueden 

presentar las actividades β-galactosidásica, exo-β-glucosaminidásica, exo-β-(1,4)-

galactanásica y β-(1,3)-galactosidásica y se encuentran tanto en procariotas como en 

eucariotas, si bien el 70 % de las enzimas de esta familia se encuentran en plantas (Jefferson 

y col., 1987). 

En plantas superiores, las β-galactosidasas pertenecientes a la familia GH35 están 

codificadas por familias multigénicas. Todas estas proteínas presentan la secuencia 

correspondiente al posible sitio activo de la familia GH35: G-G-P-[LIVM](2)-x-x-Q-x-E-N-E-

[FY]. La mayoría de las β-galactosidasas vegetales presentan una región fuertemente 

hidrofóbica en su extremo amino terminal (N-terminal), (King y Davies, 1995; Smith y Gross, 

2000; Kotake y col., 2005; Martín y col., 2005; 2008; 2009; Figueiredo y col., 2011), y uno o 

más posibles sitios de glicosilación (Smith y col., 1998; Smith y Gross, 2000; Esteban y col., 

2005; Ahn y col., 2007; Tanthanuch y col., 2008; Liu y col., 2013). Además de su localización 

en la pared celular, las β-galactosidasas podrían también encontrarse en el retículo 

endoplasmático, el aparato de Golgi, las vacuolas, la membrana celular, el citoplasma, los 

cloroplastos, las mitocondrias o los lisosomas (Tanthanuch y col., 2008; Hobson y Deyholos, 

2013; Liu y col., 2013). Las β-galactosidasas extracelulares se extraen de la pared celular con 

altas concentraciones de sales, lo que significa que están asociadas a la misma por enlaces 

iónicos. Se ha propuesto que las β-galactosidasas se agrupan en 2 clases en función de su 

actividad: la clase I con actividad exo-β-(1,4)-galactanasa y que actuaría sobre las pectinas y 
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el XG, y la clase II con actividad sobre los enlaces β-(1,3) y β-(1,6) que actuarían sobre las 

AGPs (Kotake y col., 2005). 

Las β-galactosidasas, que pertenecen a la familia GH35, presentan un amplio rango de 

pesos moleculares (PM). Se han aislado β-galactosidasas relativamente pequeñas, con un 

PM entre 23.71 y 60 kDa y por otra parte, se han descrito β-galactosidasas con un PM 

cercano a 75 kDa en garbanzo (Esteban y col., 2005). Otras presentan PM más altos, 

mayores incluso de 100 kDa.  

En función del tamaño de la proteína codificada se han establecido 2 grupos de β-

galactosidasas de pared celular. El grupo 1 incluye las que tienen entre 721 y 731 

aminoácidos, como tres de las cuatro descritas en garbanzo (Esteban y col., 2005) o 6 de las 

17 descritas en arabidopsis (Ahn y col., 2007). El grupo 2 incluye proteínas de un tamaño 

notablemente mayor, de entre 832 y 888 aminoácidos, como la βI-Gal de garbanzo (Esteban 

y col., 2005), las codificadas por 9 de los 17 clones aislados en arabidopsis (Ahn y col., 2007). 

El mayor tamaño de las proteínas de este grupo se debe, principalmente, a la presencia de 

aproximadamente 100 aminoácidos en su extremo carboxilo terminal (C-terminal), 

presentando en esta zona residuos conservados, en particular siete residuos de cisteína 

característicos de los dominios similares a lectinas descritos en distintas especies animales 

(Ozeki y col., 1991; Honoso y col., 1999), que sugiere una capacidad similar para unirse a 

carbohidratos. La presencia de este dominio podría permitir la unión específica de las β-

galactosidasas a determinados azúcares, incrementando así la eficiencia en la liberación de 

galactosa, aunque aún no se ha podido establecer de forma inequívoca su significado 

funcional (Trainotti y col., 2001; Ahn y col., 2007). 

El pH óptimo para la actividad β-galactosidásica es variable en las distintas enzimas, pero 

generalmente suele ser entre 3.0 y 5.0 (Dopico y col., 1990a; Ross y col., 1994; Smith y 

Gross, 2000; Kotake y col., 2005). Las β-galactosidasas son inhibidas por mercurio (Hg2+) 

(Yamasaki y Konno, 1987; Sekimata y col., 1989; Dopico y col., 1990a). 

Función de las β-galactosidasas en el desarrollo vegetal 

Las β-galactosidasas de plantas participan en numerosos procesos fisiológicos a lo largo 

del desarrollo vegetal donde distintas isoformas pueden actuar en diferentes fases del 

mismo. En concreto, las β-galactosidasas que se encuentran en la pared celular se han 

relacionado con la degradación de los polímeros de la misma durante el crecimiento en 

longitud de órganos vegetativos (Tanimoto y Pilet, 1978; Konno y col., 1986a; b; Dopico y 
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col., 1990b), el desarrollo y la maduración de los frutos (Ross y col., 1993; Kang y col., 1994; 

Ali y col., 1998) o la movilización de reservas (de Alcántara y col., 1991; King y Davies, 1995).  

En numerosas ocasiones se ha establecido una relación entre las β-galactosidasas y el 

crecimiento en dicotiledóneas y se ha postulado que las β-galactosidasas participan en los 

procesos de modificación de los polisacáridos pécticos de la pared celular durante este 

proceso (Masuda y col., 1985; Konno y col., 1986a; Dopico y col., 1990b) y en la rotura de 

enlaces entre polisacáridos que tiene lugar durante el proceso de desensamblaje de la pared 

celular (Keegstra y Albersheim, 1970; Murray y Bandurski, 1975). 

Dentro de los polisacáridos pécticos, los AGs son determinantes de las propiedades 

mecánicas de la pared celular (Katsu y Kamisaka, 1983) y el RGI con cadenas laterales de 

AGs, juega un papel importante en las propiedades viscoelásticas de la misma (Sakurai y col., 

1987a; b). Las modificaciones en galactanos y AGs durante el crecimiento están mediadas 

por la acción de las β-galactosidasas, como se ha descrito en garbanzo (Dopico y col., 1989; 

1990a). 

Las β-galactosidasas también intervienen en el proceso autolítico de las paredes 

celulares, que podría reflejar las modificaciones de la pared celular durante la extensión.  

Por otra parte, algunas β-galactosidasas de lino presentan altos niveles de transcritos 

asociados al engrosamiento de la pared celular secundaria, concretamente en diferentes 

estadios del desarrollo de las fibras del floema y del xilema durante el crecimiento del tallo y 

raíces (Roach y col., 2011; Hobson y Deyholos, 2013). 

Las β-galactosidasas también se han relacionado con el desarrollo de frutos, 

especialmente en los primeros estadios del desarrollo, cuando se produce un crecimiento 

celular importante que determina el aumento de tamaño del mismo. La degradación de las 

cadenas laterales de AGI por las β-galactosidasas afecta tanto a la solubilidad como al 

tamaño molecular de las pectinas. Por tanto, la capacidad de estas enzimas para modificar 

las pectinas es importante en estados de desarrollo del fruto en los que éstos están 

creciendo rápidamente y se sintetiza nuevo material de la pared celular. 

Las β-galactosidasas también son responsables de determinadas modificaciones del XG, 

polisacárido hemicelulósico con un papel fundamental en la expansión de la pared celular. 

Sampedro y col. (2012) han demostrado que el gen AtBGAL10 es el único miembro descrito 

de la familia de β-galactosidasas de arabidopsis capaz de actuar sobre el XG.  
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Además de su papel en el crecimiento de los frutos, también se ha descrito la actuación 

de diversas β-galactosidasas en la maduración de los mismos. Diversos estudios pusieron de 

manifiesto que en frutos de diferentes especies se produce una marcada pérdida de 

residuos galactosil durante la maduración (Knee, 1978; Gross y Wallner, 1979; Yamaki y col., 

1979; Redgwell y col., 1992; Yoshioka y col., 1994) y posteriormente identificando genes, se 

purificaron diversas isoformas de β-galactosidasas relacionadas con el proceso de 

ablandamiento de los frutos. También se ha demostrado la implicación de las β-

galactosidasas en la movilización de reservas tras la germinación de las semillas, actuando 

sobre polisacáridos de pared celular con función de reserva, como son los XGs y los 

galactanos.  

Finalmente, también se ha demostrado la participación de las β-galactosidasas en la 

senescencia y la abscisión, procesos en los que se produce una fuerte modificación del 

componente polisacarídico de la pared celular condicionado por variaciones en la actividad y 

síntesis de diversas enzimas hidrolíticas de la misma (Brown, 1997; Patterson, 2001; 

Brummell y col., 2004).  

β-D-galactosidasas de Cicer arietinum 

Los genes CarBGal1, CarBGal3, CarBGal4 y CarBGal5 de garbanzo codifican las β-

galactosidasas βI-Gal, βIII-Gal, βIV-Gal y βV-Gal, respectivamente. Las proteínas βIII-Gal y 

βIV-Gal son las que presentan el mayor porcentaje de aminoácidos idénticos (un 81 %), 

mientras que la βI-Gal y la βV-Gal no superan el 63 % de identidad, tanto entre ellas como 

con respecto a las otras 2 β-galactosidasas de garbanzo. 

Las βIII-Gal, βIV-Gal y βV-Gal presentan una secuencia hidrofóbica en el extremo N-

terminal, que al ser eliminadas de la secuencia dan lugar a proteínas maduras de 77.9, 78.0 y 

80.0 kDa, que por su tamaño pertenecen al grupo 1 de β-galactosidasas establecido por Ahn 

y col. (2007), con pIs teóricos de 8.06, 5.79 y 8.45, respectivamente. La proteína βI-Gal 

también presenta un péptido señal en el extremo N-terminal y un pI de 8.05. Sin embargo, la 

proteína 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 características determinan que la βI-Gal se incluya dentro del grupo 2 de β-

galactosidasas (Ahn y col., 2007). Todas las β-galactosidasas muestran al menos un sitio de 

N-glicosidación. Las 4 β-galactosidasas de garbanzo se localizan en la pared celular (Martín y 

col., 2008; 2009; 2011; 2013) y su localización específica, junto con el análisis de la 
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acumulación de los transcritos, a lo largo del crecimiento y en distintos órganos ha ayudado 

a relacionarlas con distintas etapas del desarrollo, aunque la función específica de cada una 

de ellas no está aun establecida.  

Los genes CarBGal1 y CarBGal4 presentan un patrón de acumulación de transcritos muy 

similar, indicando en ambos casos una relación con momentos del desarrollo en los que la 

tasa de elongación es baja. Así, presentan mayores niveles en estados más avanzados del 

crecimiento de los epicotilos, aumentando progresivamente con la edad de los mismos, 

(Esteban y col., 2005). Las proteínas βI-Gal y βIV-Gal se acumulan principalmente en células 

cuyas paredes están sufriendo algún tipo de engrosamiento encaminado a aumentar la 

rigidez de la pared celular, como por ejemplo, en células de esclerénquima y colénquima, las 

fibras del floema o los elementos conductores, tanto del floema como del xilema (Martín y 

col., 2008; 2011).  

El gen CarBGal3 codifica la proteína βIII-Gal responsable del proceso de autólisis in vitro 

de paredes celulares de epicotilos de garbanzo (Dopico y col., 1989; 1990a) actuando sobre 

un arabinogalactano de la fracción péctica de la pared celular (Dopico y col., 1990b). 

Además, in vivo, la βIII-Gal es capaz de hidrolizar las cadenas de galactano de las paredes 

celulares de tubérculos de patata que sobreexpresan el gen CarBGal3, lo que confirma su 

actuación sobre el componente pectídico de la pared celular y permite que estas paredes 

adquieran capacidad autohidrolítica (Esteban y col., 2003; Martín y col., 2005).  

Los transcritos CarBGal3 se acumulan en los momentos de máximo crecimiento de 

órganos elongantes y disminuyen al reducirse este proceso (Esteban y col., 2003; 2005), no 

detectándose en órganos no elongantes (Esteban y col., 2005). Dentro de su actuación en la 

pared celular durante el desarrollo, la βIII-Gal parece tener un papel fundamental en la 

diferenciación del floema primario, dada su localización exclusiva en los elementos 

conductores de este tejido en los tallos, que coincide con la reducción de galactano 

observada en este tipo celular. La βIII-Gal parece intervenir en las etapas iniciales de 

diferenciación del xilema primario y de las fibras del floema, (Martín y col., 2013), tejidos en 

los que podría actuar de manera coordinada con la βI-Gal y la βIV-Gal, si bien están en 

etapas posteriores del desarrollo (Martín y col., 2008; Martín y col., 2011).  

Finalmente, CarBGal5 presentan la máxima acumulación de sus transcritos en los 

momentos iniciales del desarrollo y en regiones que se caracterizan por presentar tejido 

meristemático (Esteban y col., 2005; Hernández-Nistal y col., 2006). La inmunolocalización 

de la proteína βV-Gal confirman su presencia en estados tempranos del desarrollo y en 
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órganos en crecimiento activo (Martín y col., 2009). La βV-Gal está 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 división celular seguido de una rápida expansión 

(Martín y col., 2009). 

β-D-galactosidasas de Arabidopsis thaliana 

En el genoma de A. thaliana se ha identificado una familia multigénica formada por 17 

genes que codifican β-galactosidasas de la familia GH35 (Ahn y col., 2007). El grupo 

mayoritario es la subfamilia a1 que está formada por 6 miembros (BGAL1, BGAL2, BGAL3, 

BGAL4, BGAL5, y BGAL12) (Tanthanuch y col., 2008; Gantulga y col., 2009). En este trabajo 

nos centramos en el estudio de la subfamilia a1 ya que es la que tiene mayor similitud de 

secuencia con las β-galactosidasas de garbanzo. 

Respecto a su tamaño, tienen un PM entre 80.6 y 93.7 kDa y una longitud entre 724 y 856 

aminoácidos. En función de su tamaño las β-galactosidasas BGAL2, 4, 5 y 12 pertenecen al 

grupo 1 y las BGAL1 y BGAL3 al grupo 2, caracterizándose estas últimas por la presencia en 

su extremo C-terminal del dominio de unión a carbohidratos similar a las lectinas (King y 

Davies, 1995; Ahn y col., 2007). Todas estas β-galactosidasas presentan un péptido señal en 

su extremo N-terminal y un pI básico, superior a 8 en todos los casos, excepto BGAL1 (7.23). 

La presencia de un péptido señal y su pI básico apuntan a su localización en la pared celular 

(Ahn y col., 2007) y a la posibilidad de estar unidas a la misma por enlaces iónicos. Las 

predicciones bioinformáticas sitúan a 4 de ellas en la pared celular (BGAL1, 2, 4 y 12) y a dos 

en el retículo endoplasmático (BGAL3 y 5), si bien la localización exacta deberá determinarse 

empíricamente. Finalmente, todas estas BGAL, a excepción de BGAL3 y BGAL5 presentan 

sitios de N-glicosilación.  

Estas enzimas pueden actuar sobre sustratos derivados de la pared celular, 

contribuyendo con su actuación a la dinámica de la misma. Su expresión en sistemas 

heterólogos eucariotas ha permitido determinar que todas ellas pueden hidrolizar, con 

diferentes eficiencias, la galactosa de un amplio rango de sustratos de forma independiente 

al aglicón, aunque son muy específicas con respecto al azúcar que liberan, ya que solo son 

capaces de hidrolizar β-D-galactopiranósido y, en menor medida, el fucopiranósido. 

Presentan un máximo de actividad con el sustrato artificial pnp-β-D-galactopiranósido a pH 

entre 4.0-4.5 y a temperaturas cercanas a 40 °C. Además, las 6 isoenzimas son capaces de 

hidrolizar los enlaces β-(1,4) y β-(1,3) de galactooligosacáridos y además la isoenzima 
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BGAL12 es la única capaz de hidrolizar los enlaces β-(1,6) (Ahn y col., 2007; Gantulga y col., 

2008; 2009).  

En nuestro grupo de investigación, hemos encontrado que los transcritos de los 6 genes 

AtBGAL de la subfamilia a1, se detectan en mayor o menor medida a lo largo de todas las 

etapas de desarrollo y en todos los órganos analizados, aunque con diferencias en sus 

niveles que apuntan a una regulación diferencial de cada uno de ellos (Izquierdo, 2015). Los 

transcritos AtBGAL1, AtBGAL2 y AtBGAL3 presentan un patrón de acumulación similar 

durante la expansión de los cotiledones y las hojas de roseta, lo que podría indicar la acción 

coordinada de las proteínas correspondientes en este proceso. Por otra parte la 

acumulación de transcritos AtBGAL4 aparece en la mayoría de los casos asociada a estados 

avanzados del desarrollo, lo que podría reflejar la acción de la proteína BGAL4 en las 

modificaciones de la pared celular implicadas en el aumento de rigidez y la pérdida de la 

capacidad de elongación. Finalmente, los transcritos AtBGAL5 y AtBGAL12 presenta un 

patrón de acumulación menos característico y sus variaciones no permiten relacionarlos de 

forma evidente con procesos concretos del desarrollo (Izquierdo, 2015). 

Los datos recogidos en la literatura sobre la acumulación de las proteínas BGAL no 

coincide, en todos los casos, con los niveles de transcrito, lo que puede deberse a que los 

procesos postranscripcionales y postraduccionales contribuyen de manera importante a la 

regulación de la cantidad de estas enzimas (Gantulga y col., 2009). BGAL1 y BGAL12 se 

acumulan de forma preferente en la raíz, principalmente en las zonas elongantes y asociadas 

a las células del xilema (Gantulga y col., 2009). Por otra parte, la proteína BGAL2 se 

mantiene a niveles bajos y constantes en los diferentes órganos de la planta (Gantulga y col., 

2008), mientras que BGAL5 se acumula de forma preferente en órganos verdes, como las 

hojas caulinares, las hojas de roseta y el tallo floral (Gantulga y col., 2008).  

Nuestro grupo de investigación abordó el estudio de la actividad de los promotores de los 

genes AtBGAL de la subfamilia a1 de β-galactosidasas (Albornos y col., 2012). Se estableció 

que pAtBGAL1, 3 y 4 muestran un patrón de actividad similar, muy alta en células y órganos 

en expansión que desciende con la edad (Albornos y col., 2012), y los resultados indican una 

implicación de las proteínas correspondientes en la remodelación de la pared celular en 

cotiledones, hojas, botones florales y flores. La actividad del pAtBGAL2 muestra una clara 

relación con la elongación del hipocotilo de plántulas crecidas en luz y oscuridad y se 

detectó también durante la expansión de cotiledones, hojas de roseta y caulinares. Su 

actividad es intensa en los primeros estadios del desarrollo de flores y frutos. El pAtBGAL5, 
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por el contrario, es el único que se encuentra activo en los tricomas a lo largo de todo el 

desarrollo de la planta, indicando una alta especificidad de la proteína BGAL5 y su 

implicación en los cambios de la pared celular que acompaña a la formación de los tricomas. 

La actividad del pAtBGAL5 fue también alta en radículas y raíces, excepto en las zonas 

meristemáticas de estos órganos, y durante la formación de las semillas. Finalmente, la 

actividad del promotor pAtBGAL12 se detecta principalmente en zonas meristemáticas tales 

como primordios foliares, raíces secundarias emergentes y semillas en desarrollo (Albornos 

y col., 2012), lo que sugiere una función en los procesos de diferenciación.  

Estos resultados indican que las β-galactosidasas de arabidopsis pueden actuar en 

diferentes funciones o intervenir en el desarrollo concreto de un determinado tejido y/u 

órgano, sin descartar la acción coordinada de alguna de estas enzimas. Sin embargo, en la 

actualidad, todavía no se conoce con exactitud la función en el desarrollo de estas β-

galactosidasas. 

Planteamiento de trabajo 

La presencia en plantas de familias génicas que codifican β-galactosidasas indica la 

existencia de numerosas isoformas, que pueden ser producidas en diferentes órganos y/o 

momentos del desarrollo y podrían realizar funciones específicas. La mayoría de las β-

galactosidasas vegetales actúan en la remodelación de la pared celular en diferentes 

procesos fisiológicos, si bien el/los sustratos de cada una de ellas en esta estructura, así 

como su función en el desarrollo de la planta no están totalmente esclarecidos. 

El objetivo general de este trabajo es determinar la función de 2 miembros de la familia 

génica de β-galactosidasas de garbanzo (βI-Gal y βV-Gal) y de 3 β-galactosidasas de 

arabidopsis, codificadas por genes de la subfamilia a1 (AtBGAL1, AtBGAL3 y AtBGAL5), en el 

desarrollo de la planta, estableciendo cómo actúan en la pared celular y las posibles 

alteraciones que pueden sufrir las plantas, tanto en su morfología como en la estructura y 

composición de sus paredes celulares, cuando estas β-galactosidasas no se producen 

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

encuentran sobreexpresadas). Además, y para llevar a cabo estudios de especificidad de 

sustrato, se producirán en un sistema heterólogo para obtener en gran cantidad de manera 

que, posteriormente, puedan realizarse estudios de especificidad de sustrato.  

El objetivo general se ha dividido en 3 grandes objetivos específicos: 
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Objetivo 1: Estudiar la función de las β-galactosidasas de Cicer arietinum: βI-Gal y βV-Gal. 

Cuatro miembros de la familia génica de β-galactosidasas en C. arietinum han sido 

ampliamente caracterizados, como se ha expuesto en la introducción de esta memoria, 

aunque la función específica de las mismas aún no está determinada. Para avanzar en el 

conocimiento de dos de estas proteínas, y considerando que C. arietinum, cuyo genoma se 

ha secuenciado recientemente, es una especie muy difícil de transformar genéticamente, se 

decidió utilizar la planta modelo A. thaliana de la que existen numerosas herramientas 

moleculares y se puede transformar genéticamente. Los datos que se tienen hasta el 

momento apuntan a que las β-galactosidasas de garbanzo actúan sobre las pectinas de la 

pared celular y que podrían estar implicadas en procesos de relajación y/o endurecimiento 

de la misma. Por consiguiente, la producción de las β-galactosidasas de garbanzo en plantas 

de arabidopsis podría causar alteraciones en la morfología de las plantas y en la estructura 

de sus paredes celulares, que nos permitiera asociar estas proteínas con una función 

concreta. Así, nuestro objetivo es estudiar la función de las proteínas βI-Gal y βV-Gal de 

garbanzo, mediante la expresión en Arabidopsis de los genes que las codifican. 

Para realizar este objetivo se construirán plantas transgénicas de A. thaliana que 

sobreexpresen los genes CarBGal1 y CarBGal5 de garbanzo, que codifican las proteínas βI-

Gal y βV-Gal, respectivamente. Considerando que el lugar en que se localiza una proteína a 

nivel celular determina el rango de sus funciones, se establecerá la localización subcelular de 

las proteínas producidas, analizando si se localizan en la pared celular, mediante la 

producción de plantas transgénicas que sobreexpresen las proteínas βI-Gal de garbanzo 

fusionadas a la proteína verde fluorescente (eGFP). 

Posteriormente, se analizarán las posibles variaciones morfológicas que provoca la 

producción de las proteínas en las plantas transgénicas y se determinarán las modificaciones 

que la sobreexpresión de las β-Gal de garbanzo causan en las paredes celulares de 

arabidopsis. Los cambios en la composición en azúcares neutros de las paredes celulares se 

analizarán por cromatografía de gases y la estructura de los polisacáridos de la pared por 

espectroscopía FTIR. Las alteraciones en el contenido de los distintos polisacáridos se 

analizarán mediante técnicas inmunológicas con anticuerpos específicos. 

Objetivo 2: Estudiar la función de β-galactosidasas de Arabidopsis thaliana. 
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Los 6 genes que forman la subfamilia a1 de la familia génica de las β-galactosidasas de 

arabidopsis codifican proteínas que se localizan en la pared celular, y para las que se ha 

postulado una actuación como exogalactanasas sobre los polisacáridos pécticos de la pared 

celular remodelando la misma durante el desarrollo, aunque no se conoce la función 

específica de cada una de ellas. Estas proteínas presentan gran similitud de secuencia con 

las β-galactosidasas de C. arietinum, por lo que la comparación de los resultados obtenidos 

entre los objetivos 1 y 2 de este trabajo podría permitirnos establecer si alguna de estas 

enzimas de arabidopsis es ortólogo funcional de las β-galactosidasas de garbanzo.  

Se establecieron los siguientes objetivos específicos:  

a. Analizar la acumulación de los transcritos AtBGAL en distintas condiciones de 

crecimiento.  

El análisis comparativo entre los niveles de transcritos AtBGAL cuando la planta está 

sometida a tratamientos que inducen el crecimiento o que reflejan situaciones de 

estrés nos ayudará a relacionar cada miembro de la familia con los procesos en los que 

podría participar. 

Para desarrollar este objetivo se determinarán por sqRT-PCR (transcripción reversa 

acoplada a PCR semicuantitativa) los niveles de cada transcrito en plántulas de A. 

thaliana, evaluando los cambios producidos en la acumulación de transcritos cuando la 

planta crece en presencia de distintos fitorreguladores u otras sustancias relacionadas 

con el crecimiento, las interacciones bióticas y el estrés abiótico. 

b. Estudiar la función de las proteínas BGAL1, BGAL3 y BGAL5 de la subfamilia a1, 

mediante el análisis de mutantes de pérdida de función (knockout).  

La eliminación de la producción de una determinada proteína mediante la mutación del 

gen que la codifica puede causar alteraciones en las plantas mutantes que nos indiquen 

la función que dicha proteína realiza en la planta WT. En el caso de las β-galactosidasas 

de pared celular es de esperar que los mutantes presenten alteraciones en la 

composición y estructura de la misma, aunque hay que considerar la posible 

redundancia funcional debido a la presencia de hasta 17 β-galactosidasas en 

arabidopsis. Este objetivo se ha centrado en el estudio de tres de las seis β-

galactosidasas de la subfamilia a1: BGAL1, BGAL3 y BGAL5.  

Para realizar este objetivo se utilizarán, en primer lugar, mutantes sencillos en los genes 

AtBGAL1, AtBGAL3 y AtBGAL5 que codifican las tres proteínas seleccionadas. 
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Posteriormente y, para evitar una posible redundancia funcional entre las β-

galactosidasas de arabidopsis, se generarán dobles mutantes bgal1/bgal3. La elección 

del doble mutante se hace en base a la actividad los promotores de sus genes (Albornos 

y col. 2012). 

En todos los mutantes, se analizarán las posibles variaciones morfológicas que 

presenten a lo largo del desarrollo y se determinarán las modificaciones que la 

mutación de los genes que codifican las BGAL causan en la actividad β-galactosidásica 

de la pared celular, para comprobar si la redundancia funcional afecta a la actividad 

enzimática específica, y en la composición y estructura de las paredes celulares. Los 

análisis se realizarán de la misma forma que en el objetivo 1 

c. Estudiar la función de las proteínas BGAL1, BGAL3 y BGAL5 de la subfamilia a1, 

mediante el análisis de plantas que las sobreexpresen. 

Al igual que en el objetivo 1, se generarán plantas transgénicas de A. thaliana que 

sobreexpresen los genes que codifican las proteínas BGAL1, BGAL3 y BGAL5 de 

arabidopsis, lo que nos permitirá profundizar en el conocimiento de la función de estas 

enzimas e intentar establecer si son ortólogas de las β-galactosidasas de garbanzo 

estudiadas en este trabajo.  

El análisis de las posibles alteraciones morfologías de las plantas transgénicas y de sus 

paredes celulares se realizará como en el objetivo 1. 

Objetivo 3: Producción de β-galactosidasas en sistemas heterólogos. 

El establecimiento del sustrato específico sobre el que actúan los diferentes miembros de 

las familias génicas de β-galactosidasas en cada especie vegetal, así como la determinación 

de su características bioquímicas son aspectos importantes para el conocimiento de su 

función. Para ello, es requisito previo disponer de las proteínas activas en suficiente 

cantidad, produciéndolas en un sistema adecuado. Así, nuestro objetivo es producir las 4 β-

galactosidasas de C. arietinum y las 6 β-galactosidasas de la subfamilia a1 de A. thaliana. 

Para alcanzar este objetivo, se utilizarán tres abordajes o metodologías diferentes, 

comparando resultados y estableciendo posteriormente el más adecuado para una mejor 

producción de las proteínas de interés:  
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-Producir las β-galactosidasas en un sistema procariota, en concreto Escherichia coli, 

que permita una clonación y una producción rápida.  

-Producir las β-galactosidasas en un sistema vegetal que genere gran cantidad de 

biomasa, utilizando cultivos celulares de células indiferenciadas de A. thaliana que se 

obtendrán a partir de las plantas transgénicas generadas en el objetivo 1 de este 

trabajo. 

-Expresar de manera transitoria las ORFs de las β-galactosidasas en hojas de Nicotiana 

benthamiana por agroinfiltración, utilizando un vector que permite una transcripción de 

alto rendimiento. 

Resultados y discusión 

Sección I: Análisis funcional de β-galactosidasas de Cicer arietinum 

Resultados 

La sobreexpresión de proteínas en plantas transgénicas es una metodología que permite 

el estudio de la función de las mismas, analizando los cambios fenotípicos que se producen 

en la planta. Se construyeron plantas transgénicas de A. thaliana que sobreexpresan las 

ORFs CarBGal1 y CarBGal5 de C. arietinum bajo el control del promotor fuerte y constitutivo 

del gen 35S del CaMV (p35S) en los vectores binarios pK7WG2 y pGWB2, respectivamente. 

Estos vectores se introdujeron en A. tumefaciens por electroporación y se transformó A. 

thaliana con estas agrobacterias mediante el método de inmersión floral. Además, para 

comprobar que la proteína producida en este sistema vegetal se dirige a la pared celular, se 

construyeron plantas transgénicas de A. thaliana que expresan la proteína βI-Gal de C. 

arietinum fusionada a la eGFP dirigida por el mismo promotor constitutivo. Para este estudio 

se utilizó el vector binario pKFWG2 y se siguieron los pasos anteriormente comentados. El 

estudio mediante microscopía confocal determinó que la proteína βI-Gal-eGFP se localiza en 

la pared celular de las plantas de arabidopsis. 

Para el análisis fenotípico de las plantas 35S::β-Gal se analizaron el número de 

inserciones mediante Southern Blot en la T2 y los niveles de transcrito por sqRT-PCR en la T3 

seleccionándose las líneas 3.5.4 de las 35S::βI-Gal y la 3.13.2 de 35S::βV-Gal por poseer una 

única inserción y altos niveles de transcrito.  
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Morfológicamente no se encontraron diferencias entre el WT y las líneas transgénicas 

seleccionadas en ninguno de los órganos ni estadios del desarrollo analizados. El análisis de 

la distribución de polisacáridos de pared celular mediante espectroscopía FTIR permitió 

establecer diferencias entre las plántulas de 3 d transgénicas y el WT crecidas en oscuridad 

en el componente principal 2 (PC2) que acumula un máximo de 14.83 % de la varianza. Los 

datos parecen indicar una menor representación de β-D-(1,4)-galactano, restos de galactosa 

y arabinosa y HG en 35S::βI-Gal. Las 35S::βV-Gal podrían tener menor representación de HG, 

ác. urónicos, arabinoglucuronoxilanos y galactomananos. 

Se estudió la composición de la pared celular de órganos en distinto estado de desarrollo 

utilizando anticuerpos específicos de pared celular y realizando un ELISA sobre 3 fracciones 

de pared celular distintas. Respecto al análisis de las distintas fracciones de hipocotilos de 4 

y 7 d se encontró que la mayor parte del β-D-(1,4)-galactano se solubilizaba en la fracción 

H2O, mientras que el HG se extrajo preferentemente con CDTA. El β-D-(1,4)-galactano 

presentó en el WT valores más altos a los 4 d que a los 7 d en la fracción H2O. La planta 

transgénica presentó más β-D-(1,4)-galactano a los 4 d en la fracción H2O en comparación 

con el WT, a los 7 d, en cambio, los valores son ligeramente inferiores. Por otra parte, los 

niveles de HG (LM18) en el WT son mayores a los 4 d que a los 7 d en la fracción H2O. En los 

hipocotilos 35S::βV-Gal a los 4 d se observaron descensos evidentes de HG en las fracciones 

H2O y CDTA, mientras que en el KOH apareció un incremento notorio. A los 7 d también 

apareció un descenso en CDTA a la vez que un incremento en H2O y KOH, siempre en 

relación al WT. 

De manera general en todos los órganos adultos de las tres plantas, en la fracción H2O y 

en CDTA estuvieron representados todos los polisacáridos analizados en mayor o menor 

medida. La fracción KOH se encontró enriquecida en XG mientras que el resto de epítopos 

apenas estuvieron representados. Los resultados obtenidos en las plantas WT en los 2 

entrenudos analizados, indicaron que la fracción H2O de los entrenudos en crecimiento 

estaba más enriquecida en β-D-(1,4)-galactano, α-L-(1,5)-arabinano y HG metilesterificado 

(LM18, JIM7 y LM20) que la de los entrenudos basales. En la fracción CDTA el β-D-(1,4)-

galactano y el α-L-(1,5)-arabinano presentaron niveles similares entre los dos entrenudos, 

sin embargo el HG esterificado fue más abundante en los entrenudos basales. Por último, en 

la fracción KOH todos los polisacáridos estudiados presentaron niveles similares en los 

entrenudos del WT, estando está fracción enriquecida en XG (LM25). 
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Si comparamos los entrenudos (tanto apical como basal) de las plantas transgénicas con 

el WT, las mayores diferencias las encontramos en el caso de las plantas 35S::βI-Gal. En 

estas plantas hay una ligera reducción de β-D-(1,4)-galactano soluble en H2O y una 

reducción notable en CDTA, tanto en el entrenudo apical como en el basal. En la fracción de 

KOH, en cambio, hay un ligero incremento en el entrenudo apical y un ligero descenso en el 

basal. La señal asociada al LM6 descendió en las fracciones de CDTA de los dos entrenudos. 

El LM13 por el contrario, mostró una señal mucho mayor en la fracción H2O del entrenudo 

apical. Los niveles de LM19 estuvieron menos representados en la fracción H2O de ambos 

entrenudos de las plantas transgénicas, mientras que JIM7 y LM20 en esta fracción fueron 

extremadamente superiores en ambos entrenudos. El HG reconocido por LM18 mostró 

descensos en las 3 fracciones del entrenudo apical de las plantas 35S::βI-Gal, mientras que 

en el entrenudo basal hubo un incremento en la fracción H2O y un ligero descenso en la de 

CDTA. También fueron destacables los cambios en el XG, con valores inusualmente altos en 

la fracción H2O de los entrenudos 35S::βI-Gal apicales y muy reducidas respecto al WT en las 

fracciones CDTA y KOH en ambos entrenudos. 

Por otra parte, las plantas 35S::βV-Gal presentaron menos variaciones. El nivel de β-D-

(1,4)-galactano en los entrenudos apicales fue ligeramente inferior en la fracción H2O de las 

plantas transgénicas 35S::βV-Gal, mientras que en la de CDTA se produjo un descenso 

notorio y en la de KOH hubo un aumento de casi 3 veces con respecto al WT. En los 

entrenudos basales, en la fracción H2O se observó un ligero aumento respecto al WT y en las 

otras dos fracciones la tendencia fue la misma que la hallada en los entrenudos apicales. La 

señal del LM6 fue ligeramente menor en la fracción H2O de los entrenudos apicales y mayor 

en los basales. En las otras dos fracciones los resultados fueron similares entre los dos 

entrenudos analizados, esto es, apareció un descenso muy acusado en la facción de CDTA en 

comparación con el WT y niveles similares en la de KOH, siempre en relación al WT. El 

arabinano lineal (LM13) solo presentó valores más reducidos en el entrenudo basal de 

35S::βV-Gal. Las alteraciones del HG fueron más moderadas en estas plantas transgénicas. 

En el entrenudo en crecimiento se observó un ligero aumento en las fracciones de agua y 

KOH, mientras que en la fracción de CDTA el descenso observado fue notable. En el 1º 

entrenudo también se detectó un aumento de HG en la 1ª fracción analizada siendo en este 

órgano casi el doble. Los niveles de XG (LM25) variaron muy poco en los entrenudos 

transgénicos 35S::βV-Gal. Cabe destacar el descenso de más de un 50 % en la fracción de 

CDTA de los entrenudos apicales y los sutiles aumentos en las fracciones de agua y KOH de 

los entrenudos más maduros. 
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En el 2º par de hojas de roseta del WT los niveles de los distintos polisacáridos en cada 

una de las fracciones fueron muy similares a los observados en los entrenudos. En las hojas 

de las plantas 35S::βI-Gal se observaron descensos de β-D-(1,4)-galactano en agua y CDTA. 

Por el contrario, en KOH, se observó un aumento muy acusado. El α-L-(1,5)-arabinano 

mostró niveles inferiores con todos los anticuerpos usados exceptuando en KOH donde el 

nivel es similar al WT. Como ocurriera en los entrenudos los epítopos reconocidos por JIM7 y 

LM20 están mucho más representados en la fracción de agua. El HG no mestilesterificado 

(LM19), en cambio, desciende al 50 % y el LM18 únicamente varía en la fracción de CDTA, 

disminuyendo. El XG disminuyó su representación en la fracción de CDTA.  

En las plantas 35S::βV-Gal se observó una representación ligeramente mayor del LM5 y 

LM6 en las fracciones de agua y CDTA. El LM19 sufrió un descenso acusado y el LM18 está 

mucho más representado en esta fracción y en la de CDTA.  

Finalmente, el análisis de las fracciones de la pared celular de raíces, mostró una vez más 

un patrón en el WT similar al encontrado en los entrenudos. De nuevo en las plantas 35S::βI-

Gal en relación al WT se detectaron marcados descensos en los epítopos reconocidos por 

LM5, LM6 y LM13, y LM18 y LM19, tanto en H2O como en CDTA, aunque JIM7 y LM20 

estuvieron mucho más representados en H2O. Por último, LM25 en este órgano estaba más 

representado en H2O pero menos en CDTA y KOH en comparación con el WT.  

Las plantas 35S::βV-Gal presentaron variaciones más moderadas que las que presentaron 

las plantas 35S::βI-Gal. Cabe destacar aumentos discretos en LM5 (H2O y CDTA) y descensos 

más notables LM6, JIM7 y LM18 en la fracción H2O. 

Se completo el estudio de composición por órganos con EDC. La proporción de los 

diferentes polisacáridos en las 3 fracciones fue similar a la mencionada en el apartado 

anterior. En el entrenudo apical de las plantas 35S::βI-Gal se observaron niveles más bajos 

de todos los epítopos analizados en la fracción H2O en comparación con el WT. En la fracción 

de CDTA las disminuciones fueron más evidentes que en la fracción anterior utilizando los 

anticuerpos LM5, BR12 y JIM7. Cabe destacar que en esta fracción la subpoblación más 

neutra de XG que aparece en el WT, no se detectó en las plantas 35S::βI-Gal, apareciendo 

una subpoblación en la zona ligeramente ácida. En la última fracción únicamente 

aparecieron señales para el manano y para el XG, cuyas partes más ácidas se vieron 

claramente reducidas en las plantas transgénicas y la población de glucuronoxilano (LM28) 

desapareció.  
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En cuanto a los entrenudos basales, se observó una tendencia similar a la encontrada en 

los apicales. En la fracción KOH, las dos subpoblaciones de LM11 y LM28 desaparecieron en 

las plantas 35S::βI-Gal y las curvas del LM21 y del XG se vieron muy reducidas en la parte 

más ácida de las mismas.  

En las hojas cabe destacar que en la fracción CDTA hay un descenso generalizado de 

todos los polisacáridos en las plantas transgénicas en comparación con el WT. En la fracción 

KOH se observa que el pico correspondiente al LM21 detectado en las plantas WT aparece 

desdoblado en dos en las plantas transgénicas. 

Tras analizar las raíces de las plantas 35S::βI-Gal se advirtió que en la fracción H2O todos 

los polisacáridos estaban menos representados que en el WT. La fracción de CDTA exhibió 

disminuciones de los polisacáridos reconocidos por LM5, BR12, RU2 y LM18. Por último la 

población de manano se desdobló en dos y desaparecieron las subpoblaciones neutras del 

xilano y glucuronoxilano que aparecieron en el WT. 

Aparecieron diferencias en las proporciones de los polisacáridos en el WT según se 

analizaron los hipocotilos a los 4 d (en crecimiento activo) o a los 7 d (crecimiento casi 

finalizado). Así, los valores obtenidos con LM19, JIM7, LM25 y LM21 fueron más altos a los 4 

d que a los 7 d, mientras que los de RU2 fueron mucho mayores a los 7 d. Los hipocotilos 

35S::βV-Gal a los 4 d presentaron una población de RU2 incipiente, sin embargo, las 

poblaciones de HG estaban muy reducidas. El análisis de los hipocotilos transgénicos 

produjo un perfil idéntico al observado en el WT en la fracción de CDTA a los 4 d si bien los 

valores obtenidos fueron mayores en todos los casos. Comparando la fracción de KOH de las 

plantas transgénicas 35S::βV-Gal de 4 d con el WT, se vio que el XG, el HG y el RGI no 

esterificado estaban más representados. Los cambios encontrados a los 7 d siguieron la 

misma tendencia que a los 4 d.  

Los distintos análisis realizados hasta el momento indicaron variaciones en la 

composición de las paredes celulares de las plantas 35S::βI-Gal y 35S::βV-Gal en 

comparación con el WT. Por ello, se decidió analizar si se producían cambios en la 

distribución de los polisacáridos de la pared celular mediante técnicas de inmunolocalización 

sobre cortes histológicos y, en las plántulas 35S::βV-Gal también sobre raíces completas.  

Las diferencias más notables en los hipocotilos de 4 d entre las plantas WT y 35S::βV-Gal 

se observaron en las secciones marcadas con RU2 (RGI). En los cortes 35S::βV-Gal se observó 

un incremento de la señal en la epidermis y en el parénquima y un descenso en el tejido 
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vascular. El anticuerpo LM25 (XG) presenta una intensidad de marcaje incrementa sus 

niveles en la planta transgénica en las células de la epidermis. 

En el  entrenudo más apical, la intensidad del marcaje con el LM5 es alta y homogénea en 

todos los tejidos, aunque solo se encuentran diferencias evidentes entre el WT y las plantas 

transgénicas 35S::βI-Gal, con fluorescencia reducida. El marcaje con BR12 y LM10 en las 

plantas 35S::βI-Gal presenta niveles inferiores de intensidad para estos polisacáridos.  

En el análisis de la distribución de los anticuerpos en el entrenudo más basal, se encontró 

que el LM5 en las plantas 35S::βI-Gal y 35S::βV-Gal este epítopo está menos representado 

que en el WT. Por otra parte, el marcaje con el anticuerpo RU2, es ligeramente más intenso. 

El epítopo reconocido por LM18 muestra en las plantas 35S::βI-Gal y 35S::βV-Gal niveles 

ligeramente superiores en las fibras interfasciculares y notablemente menores en el 

parénquima medular y cortical. El marcaje con JIM7 y LM20 aumenta en las plantas 

transgénicas.  

En el segundo par de hojas el anticuerpo LM5 en las plantas transgénicas muestran un 

evidente descenso de la fluorescencia. Únicamente las plantas 35S::βI-Gal presentan 

variaciones en los niveles de α-L-(1,5)-arabinano. En las 35S::βV-Gal se observa un reducción 

de la fluorescencia asociada al RU2. Finalmente el LM18 muestra variaciones en las plantas 

transgénicas, con una fluorescencia superior.  

El último órgano analizado fueron las raíces. En las plantas transgénicas, el marcaje con 

RU2 está claramente disminuido. 

Para completar la caracterización de las plántulas 35S::βV-Gal analizamos la zona más 

distal de las radículas de plantas de 10 d mediante la inmunolocalización en superficie. En las 

raíces de las plantas transgénicas el marcaje del LM5 es mucho más intenso, sin embargo el 

del LM6 está notablemente reducido. El LM19 está mucho más representado en el ápice y 

en la zona de elongación de las raíces transgénicas que en las del WT.  

Discusión 

Las paredes celulares de las plantas 35S::βI-Gal tienen menor cantidad de galactano 

(LM5) en comparación con el WT, siendo más evidente en las fracciones H2O y CDTA. Como 

hemos indicado anteriormente, esta reducción en los niveles de galactano no se traduce en 

cambios en la morfología de las plantas, a pesar de la implicación de este polímero en las 

propiedades mecánicas de la pared celular (McCartney y col., 2000; 2003; Ha y col., 2005), 

como pone de manifiesto la menor cantidad de galactano en el 1er entrenudo (con pared 
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celular más rígida) que en el 3er entrenudo en las plantas WT, hecho observado en distintas 

especies (Labavitch y Ray, 1974; Nishitani y Massuda, 1981; Jung y Engels, 2002; Martín y 

col., 2013). La ausencia de cambios morfológicos puede deberse a mecanismos de 

compensación por otros polímeros de la pared celular, como se ha demostrado en 

tubérculos de patata transgénica, en los que la reducción de galactano por la producción de 

una β-galactosidasa vegetal (Martín y col., 2005) o una endogalactanasa fúngica (Sorensen y 

col., 2000), se acompañó de un incremento del HG en el primero de los casos y del 

contenido en ácido galacturónico del RGI en el segundo, indicando que estos  aumentos 

contrarrestan el efecto que pudiera tener la reducción de galactano en la pared celular, 

evitando alteraciones morfológicas. 

Las plantas 35S::βI-Gal también presentan alteraciones en el HG con respecto al WT, 

dependiendo del grado de metilesterificación del HG y de la fracción de pared celular 

analizada. El grado de metilesterificación del HG determina en gran medida las propiedades 

mecánicas de la pared celular. Así, en los entrenudos que ya no se elongan disminuye la 

cantidad de HG altamente esterificado (reconocido por JIM7 y LM20) reflejando la 

importancia de eliminar estos restos metilo para obtener paredes celulares rígidas (Jian y 

col., 2005; Hongo y col., 2012). En las plantas 35S::βI-Gal tanto los epítopos reconocidos por 

LM18 (HG parcialmente esterificado) como por el LM19 (HG no esterificado), presentan 

niveles inferiores al WT en las fracciones H2O y CDTA en todos los órganos analizados, 

mientras que el HG con alto grado de esterificación (reconocido por JIM7 y LM20) presenta 

niveles superiores al WT en la fracción H2O. El aumento de HG altamente esterificado en 

plantas 35S::βI-Gal, con respecto al WT podría reflejar un mecanismo de compensación 

mecánica frente a la pérdida de galactano. Esto estaría indicando un cambio biosintético 

desde un tipo de polisacárido a otro (Willats y col., 2001) o un cambio en las proporciones 

entre el HG altamente esterificado y parcialmente o nada esterificado. 

Se ha establecido que el galactano disminuye en paredes celulares que han dejado de 

crecer y que durante la diferenciación de fibras de lino, algodón o en el floema del garbanzo 

hay un metabolismo muy activo de galactano (Gorshkova y col., 1996; 2005; Morvan y col., 

2003; Martín y col., 2008; Singh y col., 2009). Más recientemente, se ha propuesto que el 

galactano puede contribuir a la resistencia mecánica de la pared por su interacción directa 

con la celulosa en fibras de chopo (Gorshkova y col., 2015) e incluso se ha visto que la 

regulación de sus niveles es determinante en la formación de fibras en arabidopsis (Gondolf 

y col., 2014). La producción de βI-Gal lleva a una pérdida de galactano en las fibras 

interfasciculares en las plantas 35S::βI-Gal con respecto al WT indicando un metabolismo 



Resumen 19 

 

activodel galactano también en el entrenudo basal de arabidopsis, con las implicaciones que 

pudiera tener en la estructura de la pared celular. Esta disminución de galactano se ha visto 

compensada por un aumento de HG parcialmente metilesterificado (LM18) que, como se ha 

comentado anteriormente, es determinante en el aumento de rigidez de la pared celular 

(Hongo y col., 2009). Sin embargo, esta compensación entre pérdida de galactano y 

aumento de HG parcialmente esterificado no es un fenómeno general en el desarrollo de las 

plantas 35S::βI-Gal. De hecho, se observa una reducción de este HG (LM18) en las células del 

parénquima de los entrenudos y un incremento en las células del mesófilo en las hojas, 

aunque en ambos tipos celulares tiene lugar el descenso de galactano. Por otra parte, las 

discrepancias en la acumulación del HG con alto grado de metilesterificación (LM20) que 

disminuye en el parénquima medular del 3er entrenudo de las plantas 35S::βI-Gal con 

respecto al WT, apuntan a que la regulación de los niveles de HG y su grado de 

metilesterificación en las plantas transgénicas 35S::βI-Gal depende del órgano o incluso del 

tipo celular concreto, sin que se pueda establecer un patrón determinado en relación a las 

modificaciones inducidas por la βI-Gal, como indican también los perfiles EDC. En este 

sentido se debe tener en cuenta la flexibilidad funcional del HG, ya que un mismo nivel de 

metilesterificación de este polímero se ha relacionado tanto con fenómenos de aumento de 

rigidez como de relajación de la pared celular dependiendo del órgano o tejido (revisado 

recientemente por Bidhendi y Geitmann, 2016). 

Diferentes trabajos defienden la interacción directa entre las pectinas y el XG (Cumming y 

col., 2005; Popper y Fry, 2008; Franková y Fry, 2013) lo que coincide con los resultados 

obtenidos en todos los órganos analizados de plantas WT de arabidopsis, ya que se ha 

detectado la presencia de XG (LM25) en las fracciones H2O y CDTA, típica de pectinas, en 

todos los órganos analizados. Así, una de las dos subpoblaciones del XG, la que eluye más 

tardíamente y por tanto tiene características más ácidas, coeluye de forma clara con el HG 

en todos sus estados de metilesterificación (LM19, LM18, JIM7 y LM20) y con el RGI (RU2) y 

sus cadenas laterales de arabinano (BR12, LM13) y galactano (LM5). Además, los perfiles 

EDC en la fracción CDTA ponen de manifiesto que la reducción en los niveles de XG entre el 

3er y el 1er entrenudo en plantas WT se debe a la desaparición de la subpoblación neutra (de 

elución más temprana) en el 1er entrenudo, detectándose únicamente la subpoblación de 

XG que interacciona con las pectinas. Por otra parte podemos destacar que en las raíces de 

plantas WT, se ha detectado en la fracción KOH una subpoblación adicional de XG 

ligeramente menos ácida que la que coeluye con las pectinas, y que se podría corresponder 
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con las moléculas de XG que contienen ácido galacturónico implicadas en el crecimiento de 

los pelos radiculares (Peña y col., 2012). 

Así, la producción de la βI-Gal de garbanzo en plantas de arabidopsis causa importantes 

alteraciones tanto en el contenido de XG de sus paredes celulares como en su distribución. 

La marcada disminución, ya mencionada, del galactano asociado al RGI en la fracción CDTA, 

provoca la desaparición de la subpoblación de XG que interacciona con las pectinas y la 

aparición de una subpoblación en una zona de elución más temprana, que podría 

interaccionar con componentes menos ácidos de la pared. En cultivos celulares de 

arabidopsis (Popper y Fry, 2008) y en tallos etiolados de guisante (Cumming y col., 2005) se 

ha postulado que la interacción entre las pectinas y el XG se produce principalmente por 

medio de las cadenas laterales neutras del RGI, bien durante la síntesis de XG y de las 

cadenas de arabinano y galactano, o bien directamente en la pared celular. Nuestros 

resultados apoyan la segunda propuesta, al establecer que es la pérdida de galactano en las 

propias paredes celulares de las plantas 35S::βI-Gal, lo que causa una pérdida de interacción 

del XG con el componente péctico. 

En las plantas 35S::βI-Gal, la reducción en la población más neutra del XG de la fracción 

KOH se acompaña por la completa desaparición de xilano (LM11)/glucuronoxilano (LM28) 

(se observa especialmente en entrenudos basales) lo que implicaría que estas paredes 

celulares deberían presentar una menor rigidez que las correspondientes paredes celulares 

del tipo WT, aunque no se observen cambios morfológicos evidentes. En otros casos, como 

en el mutante irx8 de arabidopsis que presenta niveles reducidos de xilano y HG, esto 

conlleva defectos severos a nivel de pared celular secundaria (Persson y col., 2005; 2007). Se 

ha propuesto que la proteína IRX8 estaría implicada en la síntesis de algún polisacárido 

péctico que controle la deposición de hemicelulosas (Persson y col., 2007; Hao y Mohnen, 

2014), por lo que la correcta deposición de xilanos dependería de la integridad del resto de 

la pared celular. En plantas WT de arabidopsis, los mayores niveles de xilanos aparecen en 

las fibras interfasciculares, y es este mismo tejido el que presenta las mayores variaciones en 

las paredes celulares de las plantas 35S::βI-Gal (reducción de galactano, aumento del HG). 

Por tanto, la ausencia de xilanos en la fracción KOH de las plantas transgénicas puede 

deberse a su falta de deposición por cambios en la integridad de la pared celular; a una 

mayor interacción con el componente péctico o incluso con la subpoblación de XG 

detectada en la fracción CDTA de las plantas 35S::βI-Gal, aunque esta hipótesis deberá ser 

confirmada. 
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Las paredes celulares de plantas 35S::βV-Gal no presentaron una disminución en los 

niveles de galactano (LM5) con respecto al WT tan generalizada como en las 35S::βI-Gal. 

Únicamente se observó una reducción clara en las fracciones H2O y CDTA del 3er entrenudo y 

en la CDTA del 1°, si bien solo se pudo confirmar in muro sobre cortes histológicos de los 

entrenudos basales, en los que resulta llamativo que la reducción de galactano sea muy 

marcada en las fibras interfasciculares, al igual que ocurría en las plantas 35S::βI-Gal. Por 

otra parte, en las hojas de la roseta, en las que no se aprecian variaciones en los niveles de 

galactano respecto al WT en ninguna de las fracciones analizadas, sí se observa una 

reducción en el marcaje con el anticuerpo LM5 in muro. Es posible que la subpoblación de 

galactano cuya reducción detectada in muro, sea la que menos interacciona con otros 

componentes de la pared celular y por eso se detecta más fácilmente en estudios de 

inmunolocalización.  

A parte de esa disminución no generalizada del galactano en las plantas 35S::βV-Gal no se 

han detectado grandes variaciones en las paredes celulares de estas transgénicas salvo la 

reducción del arabinano reconocido por LM6 (pentasacárido de α-(1,5)-L-arabinano) en 

ambos entrenudos y el incremento del HG parcialmente esterificado (LM18) en el entrenudo 

basal  y en las hojas. Esta última variación se encuentra principalmente en las fibras 

interfasciculares de los entrenudos y en el mesófilo de las hojas  que es precisamente donde 

la reducción del galactano es muy acusada, lo que coincide con lo encontrado en las plantas 

35S::βI-Gal. Así, al menos en estos tipos celulares concretos, la reducción de galactano 

puede estar siendo compensada por un aumento en los niveles de HG parcialmente 

metilesterificado. 

Sección II: Análisis funcional de la subfamilia a1 de β-galactosidasas de 

Arabidopsis thaliana 

Resultados 

La acumulación de transcritos se analizó en plántulas de 4 d expuestas a distintos 

tratamientos (relacionados con el crecimiento y desarrollo, y con el estrés biótico y abiótico) 

con respecto a las plantas control crecidas en condiciones normales. El IAA y las GA 

produjeron una disminución de algunos de los transcritos, mientras que se incrementaron 

otros. La aplicación de BL produjo un aumento significativo de los transcritos. En el caso de 

AtBGAL12 la aplicación conjunta de IAA con BL produjo un efecto sinérgico, el tándem BL y 

H3BO3 también provocó aumentos de AtBGAL12. El tratamiento con ZR aumentó los niveles 
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de la mayoría AtBGAL. Cuando las plántulas se trataron con ABA, ET y SA se produjo un 

incremento de los transcritos. La hormona que provocó cambios más drásticos fue el MeJa 

provocando reducciones muy severas. 

Decidimos profundizar en el estudio de la subfamilia a1 de β-galactosidasas de 

arabidopsis, utilizando mutantes knockout por inserción de T-DNA de los genes AtBGAL1 

AtBGAL3 y AtBGAL5. Una vez seleccionadas las líneas homocigotas para la inserción, se 

analizó por RT-PCR la ausencia de transcritos de cada uno de los genes AtBGAL en los 

mutantes correspondientes. 

Se realizó un estudio comparativo respecto a las plantas WT a nivel morfológico pero no 

fue posible detectar cambios respecto a sus correspondientes WTs en ninguno de los 

órganos de la planta durante todas las fases de desarrollo, tanto vegetativo como 

reproductor. 

La cantidad de pared celular y de proteína por mg de pared celular extraída obtenida en 

cada uno de los mutantes no presentó variaciones significativas respecto a los 

correspondientes WTs. La actividad β-galactosidásica en los extractos proteicos obtenidos 

de paredes celulares de plántulas de 10 d de los mutantes y sus correspondientes WTs 

también presentaron niveles muy similares entre ellos. 

Se valoró la capacidad autohidrolítica de las paredes celulares de plantas de 10 d crecidas 

en luz de cada uno de los mutantes y de sus WTs no observándose diferencias entre plantas. 

La liberación de azúcares (totales y reductores) de las paredes celulares extraídas de los 

mutantes y la caracterización de los mismos por cromatografía en fase gaseosa presentó 

valores similares entre plantas. El azúcar liberado en mayor proporción en todos los casos 

fue la galactosa, seguido de la arabinosa y, en menor medida, la glucosa y la ramnosa.  

Las diferencias en los perfiles de absorción de los estudios de FTIR de cada mutante 

respecto a su WT en los mutantes bgal creciendo en luz presentan diferencias tanto en la 

región de la huella digital característica de los polisacáridos de la pared celular como en la 

región característica de los enlaces carboxílicos, enlaces fenólicos y grupos amino. Se realizó 

un análisis de componentes principales (PC) donde el PC2 permitió separar distintos grupos 

a pesar de que el porcentaje de varianza incluido es muy bajo.  

El análisis de la composición en azúcares neutros de la fracción no celulósica de la pared 

celular de plántulas de 10 d crecidas en luz de los tres mutantes y sus WTs indicó que, en 

general, el azúcar mayoritario fue la galactosa, seguido de glucosa, arabinosa y en menor 
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medida y con porcentajes similares, xilosa y ramnosa. Se observaron algunas diferencias 

entre los bgal y sus WT, siendo las más acusadas las proporciones de glucosa.  

La distribución del marcaje con el anticuerpo LM5 en el tallo (entrenudo apical y basal) y 

en hojas de roseta de plantas de arabidopsis no permitió establecer diferencias entre los 

mutantes bgal y sus WTs, ni a nivel anatómico, ni en la distribución de galactano.  

Los niveles de transcritos de los genes AtBGAL de la subfamilia a1 en los mutantes 

knockout modifican su representación. Así, en el mutante bgal1, AtBGAL3 y AtBGAL5 

aumentan. En bgal3 se acumularon más todos los transcritos, en bgal5, en cambio, se 

produce una disminución en todos ellos. 

Debido a la ausencia de cambios fenotípicos en los mutantes bgal nos planteamos la 

obtención de mutantes múltiples. Generamos un doble mutante bgal1/bgal3 en 

homocigosis y comprobamos la ausencia de transcritos de los genes AtBGAL1 y AtBGAL3. 

En la comparación morfológica a lo largo del desarrollo entre las plántulas y plantas WT y 

las bgal1/bgal3 se pudo apreciar que los hipocotilos del doble mutante presentaban una 

menor longitud respecto al WT, siendo las longitudes finales del 3er y 4º entrenudo del tallo 

floral mucho menores en bgal1/bgal3. 

Tras el estudio morfológico se procedió al estudio de los extractos proteicos obtenidos a 

partir de las paredes celulares de las plántulas de 10 d crecidas en condiciones de día largo, 

tanto del WT como del bgal1/bgal3. La cantidad de pared celular obtenida no presentó 

variaciones significativas respecto al WT pero si atendemos a la cantidad de proteína 

extraída por mg de pared celular, se puede ver que es ligeramente superior en el caso del 

doble mutante. Sin embargo, no se tradujo en diferencias en la actividad β-galactosidásica, 

puesto que en el WT y en bgal1/bgal3 fueron muy similares. 

Tras estos análisis, y teniendo en cuenta los cambios fenotípicos observados en el doble 

mutante bgal1/bgal3, se procedió a la caracterización de las paredes celulares extraídas de 

diferentes órganos y en distintos momentos del desarrollo, para intentar relacionar las 

posibles modificaciones en su composición y estructura con la función de las β-

galactosidasas ausentes en estas plantas. Para ello se analizó la composición en azúcares 

neutros de las paredes celulares y se determinaron los niveles relativos y la distribución de 

los mismos por técnicas de inmunodetección.  

Se identificaron los polímeros de la pared celular de plántulas bgal1/bgal3 de 3 d crecidas 

en día largo y oscuridad mediante espectroscopía FTIR, al igual que se hizo con los mutantes 
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simples. Sin embargo, los resultados no fueron concluyentes. Por este motivo, decidimos 

analizar la composición en azúcares neutros de sus paredes celulares por cromatografía de 

gases. Al comparar los porcentajes del WT con los del doble mutante no se encontraron 

diferencias significativas. 

Los cambios morfológicos encontrados sugerían diferencias en la composición de la 

pared celular del doble mutante, por lo que se decidió realizar un análisis más detallado 

utilizando anticuerpos específicos de distintos polisacáridos. Se extrajeron y fraccionaron las 

paredes celulares de diferentes órganos y se analizaron mediante ELISA y EDC  

Las paredes celulares de hipocotilos de plántulas etioladas bgal1/bgal3 de 2 y 4 d 

presentaron un aumento de galactano en relación al WT. A los 7 d, en cambio, apenas hay 

diferencias en los valores de este polisacárido entre bgal1/bgal3 y el WT. La representación 

de HG en el doble mutante es muy superior a la del WT. 

El perfil encontrado en los entrenudos en el doble mutante es muy similar al del WT. 

Únicamente destaca el claro descenso de LM6, una señal notablemente mayor en H2O y 

ligeramente menor en CDTA del HG parcialmente esterificado y una clara disminución del 

XG en la fracción en CDTA que se vio acompañada por un aumento en la en KOH.  

En el 2º par de hojas de roseta el nivel de β-D-galactano del doble mutante fue superior 

que en el WT. El HG no metilesterificado descendió ligeramente y el parcialmente 

esterificado fue mayor en el doble mutante. El XG presentó en estas plantas niveles 

ligeramente más bajos. 

Finalmente, en el análisis de las fracciones de la pared celular de raíces se observaron 

aumentos de galactano de más de un 50 % en las fracciones en el doble mutante. Todos los 

epítopos asociados al HG disminuyen su presencia en las paredes celulares del mutante 

bgal1/bgal3.  

Los estudios de EDC complementaron la información obtenida por ELISA. En los 

hipocotilos del doble mutante de 4 y 7 d se vieron incrementos de las señales de casi todos 

los epítopos analizados en la fracción H2O. En la fracción KOH apareció una subpoblación 

ácida de XG que coeluía con el HG. En el entrenudo apical la señal de todos los epítopos 

sufrió disminuciones en comparación con las obtenidas en el WT. El valor alcanzado por el 

XG (LM25) en la fracción KOH fue superior en la zona ligeramente ácida en la que eluían las 

fracciones ligeramente ácidas en comparación con el WT, además en esta misma región, la 

población de glucuronoxilano (LM28) que apareció en el WT desaparece en bgal1/bgal3. A 
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pesar de las modificaciones encontradas en el componente polisacarídico del entrenudo en 

crecimiento, en el entrenudo basal, no se encuentra ninguna variación en los perfiles de EDC 

del doble mutante en relación al WT En las hojas cabe destacar que en el mutante la señal 

de LM5, LM18 y LM19 fue superior, así como en la zona de elución más ácida de la fracción 

soluble en CDTA. 

Finalmente en la fracción H2O de las raíces se evidenció un incremento en la señal del 

LM5 que se vio acompañada por un descenso de la del resto de. En la fracción CDTA el 

incremento de galactano en bgal1/bgal3 fue el doble. En la fracción KOH la subpoblación 

neutra de xilano (LM11) en bgal1/bgal3 desapareció, mientras que la ácida, incrementó su 

valor, resultado que se observó también con el glucuronoxilano (LM28).  

Para completar la caracterización de las plántulas doble mutante se analizó la zona más 

distal de las radículas de plantas de 10 d crecidas en condiciones de día largo mediante la 

inmulocalización en superficie. El marcaje del galactano (LM5) y del arabinano (LM6) se 

puede observar una reducción de la señal en el doble mutante. La señal del anticuerpo 

LM19 estuvo mucho más representada en el bgal1/bgal3. Por el contrario, el LM18 mostró 

un marcado descenso en todas las zonas de la raíz. 

En los hipocotilos de plántulas etioladas de 4 d del doble mutante aumenta el marcaje de 

las cadenas laterales de azúcares neutros; el XG, al contrario, mostró niveles ligeramente 

inferiores en casi todos los tejidos. Cuando se analizó la zona más apical del 3er entrenudo se 

vio un leve incremento en la señal del LM5 y BR12 en relación al WT. En el doble mutante, a 

diferencia del WT, el marcaje del LM20 está distribuido de forma uniforme en toda la pared 

celular. En los entrenudos basales apareció un leve descenso de β-D-(1,4)-galactano, RGI y 

HG esterificado en bgal1/bgal3. En las hojas de roseta se dio el incremento más notable en 

los niveles de β-D-(1,4)-galactano y un descenso en el marcaje asociado a RU2 (RGI). Estos 

cambios se vieron compensados por un descenso en los niveles de LM18. Por último, las 

raíces de las plantas bgal1/bgal3 también mostraron un ligero incremento en los niveles de 

galactano en todos los tejidos.  

Decidimos construir plantas transgénicas de A. thaliana que sobreexpresaran las ORFs 

AtBGAL1, AtBGAL3 y AtBGAL5 de A. thaliana clonándolas en el vector pK7WG2 bajo el 

control del promotor p35S y analizar los cambios fenotípicos que se producen en las 

mismas. Estos vectores se introdujeron en A. tumefaciens por electroporación y se 

transformó A. thaliana con estas agrobacterias mediante el método de inmersión floral. 

Además, para comprobar que la proteína producida en este sistema vegetal se dirige a la 
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pared celular, se construyeron plantas transgénicas de A. thaliana que expresaran estas 

proteínas fusionadas a la eGFP dirigida por el mismo promotor constitutivo. Para este 

estudio se utilizó el vector binario pKFWG2 (BGAL1-eGFP) y el pGWB5 (BGAL3-eGFP y 

BGAL5-eGFP) y se siguieron los pasos anteriormente comentados. El estudio mediante 

microscopía confocal determinó que estas enzimas se localizan en la pared celular de las 

plantas de arabidopsis. 

Para el análisis fenotípico de las plantas 35S::BGAL se analizaron el número de 

inserciones mediante Southern Blot  en la T2 y los niveles de transcrito por sqRT-PCR en la T3 

seleccionándose las líneas 1.12.2 de las 35S::BGAL1, la 1.11.2 de 35S::BGAL3 y 1.7.2 de las 

35S::BGAL5 por poseer una única inserción y altos niveles de transcrito.  

Morfológicamente no se encontraron diferencias entre el WT y las líneas transgénicas 

seleccionadas en ninguno de los órganos ni estadios del desarrollo analizados. El análisis de 

la distribución de polisacáridos de la pared celular no permitió establecer diferencias entre 

las plántulas de 3 d transgénicas y el WT crecidas en luz u oscuridad ni en el PC1 ni en el PC2 

que acumulan ambos más del 99 % de la varianza. 

En el análisis de la distribución de β-D-galactano in muro de los entrenudos de las tres 

plantas 35S::BGAL fue posible detectar una disminución de los niveles del mismo en las 

plantas transgénicas. Esta reducción es más evidente en las plantas 35S::BGAL1. 

Discusión 

El único aumento significativo en los niveles de transcritos de los genes AtBGAL tras el 

tratamiento con IAA, hormona directamente relacionada con procesos de elongación y 

expansión, se produce en AtBGAL3 (y en menor medida AtBGAL12), mientras que en el 

resto de genes AtBGAL (a excepción de AtBGAL5) los transcritos descienden tras la 

aplicación de auxinas. A pesar de la clara relación de las auxinas con la elongación de los 

tallos (Stepanova y col., 2008), no se ha relacionado previamente a la proteína BGAL3 con 

este proceso. Sin embargo, sí podría reflejar su implicación en la elongación del hipocotilo, 

a lo que apuntaba también el hecho de que el promotor pAtBGAL3 sea activo en la base de 

los hipocotilos en plántulas etioladas de 5 d (Albornos, 2011), zona en la que la elongación 

es más acusada al comenzar el crecimiento de este órgano (Gendreau y col., 1997). El 

efecto inductor del IAA en los transcritos AtBGAL3 también apoyaría la propuesta relación 

de la proteína BGAL3 con la expansión en los cotiledones tras la germinación, proceso 

modulado por las auxinas (Lewis y col., 2009) y con la expansión inicial de las hojas 
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(Albornos y col., 2012; Izquierdo, 2015). En estos órganos, las auxinas regulan la 

especificación y la diferenciación de los primordios foliares en su etapa de división (Ljung y 

col., 2001) y controlan el desarrollo de los tejidos vasculares (Sieburth, 1999; Mattsson y 

col., 2003), sin que se haya demostrado de forma inequívoca la participación de esta 

hormona en el control de la expansión de hojas (Keller y col., 2004). 

Los transcritos AtBGAL4 presentan una fuerte inducción tras el tratamiento con BL y 

son los únicos que muestran una clara inducción por H3BO3, aunque sorprende que el 

tratamiento conjunto con estas dos sustancias apenas tenga efecto. Se conoce desde hace 

años el papel del boro en el desarrollo de los elementos conductores del xilema, en la 

lignificación y, de forma general, en procesos que coinciden al aumento de la rigidez de la 

pared celular por su capacidad de unión al RGII (Lewis, 1979; Lovatt, 1985; Ishii y col., 

1999). Se ha visto que no solo la aplicación conjunta de H3BO3 con BL puede tener efectos 

en la fisiología de la planta (Kubo y col., 2005) sino que aplicado de forma individual, 

también puede inducir la expresión de determinados genes relacionados con el 

metabolismo de la pared celular (Surgun y Bürün, 2015). Trabajos anteriores llevados a 

cabo en nuestro grupo han relacionado la proteína BGAL4 con el aumento de rigidez de la 

pared celular y el cese de elongación, estando los transcritos AtBGAL4 especialmente 

representados en el entrenudo más basal del tallo floral o en las hojas totalmente 

expandidas (Izquierdo, 2015) y la actividad del promotor frecuentemente asociada al 

cilindro vascular en el hipocotilo y las raíces (Albornos y col., 2012). Además, AtBGAL4 

presenta una clara inhibición durante la inducción del crecimiento mediada por 

compuestos volátiles orgánicos producidos por rizobacterias (Zhang y col., 2007) y su 

promotor presenta cierta actividad asociada a las fibras interfasciculares del tallo floral 

(Koizumi y col., 2009). Todo esto, unido al hecho de que los transcritos AtBGAL4 son los 

que presentan una mayor represión por IAA, llegando a ser la mitad que en el control 

correspondiente, nos permite afirmar que la proteína BGAL4 interviene en las 

modificaciones de la pared celular que conducen al aumento de rigidez. 

Por último, al igual que en AtBGAL3, se observa una fuerte reducción de los transcritos 

AtBGAL5 y especialmente, AtBGAL12  tras el tratamiento con MeJA. De hecho, es la única 

hormona a la que responde AtBGAL5. En este sentido, los resultados obtenidos de las 

variaciones de niveles de transcrito AtBGAL5 por diferentes sustancias no permiten 

apuntar una posible función para la proteína BGAL5, salvo si consideramos que la actividad 

del promotor de este gen es muy alta en la zona de elongación de la raíz (Albornos y col., 
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2012) y el MeJA es un inhibidor del crecimiento de este órgano (Staswick y col., 1992), por 

lo que el efecto de esta hormona sobre el gen AtBGAL5 estaría más relacionado con el 

proceso de crecimiento que con la defensa. Así, BGAL5 podría ser responsable de las 

modificaciones de la pared celular que conduzca a la elongación de la raíz, lo que se apoya 

igualmente por la ausencia de efecto inductor del IAA sobre los transcritos 

correspondientes. Respecto al AtBGAL12, los resultados son más complejos de interpretar, 

ya que si bien su promotor también es muy activo en la zona de elongación de la raíz 

(Albornos y col., 2012), los niveles de sus transcritos se ven aumentados tanto por factores 

inductores del crecimiento, como inhibidos por el MeJA, lo que claramente lo relaciona 

con el proceso de crecimiento. Pero además los transcritos AtBGAL12 se ven 

incrementados por ABA o ET, también inhibidores en algunos procesos del crecimiento 

(Vanstraelen y Benková, 2012), por lo que no podemos descartar la implicación de 

proteína BGAL12 en distintos mecanismos de respuesta a las plantas frente a condiciones 

adversas, sobre todo considerando los bajos niveles de transcritos AtBGAL12 que se 

observan durante el desarrollo de arabidopsis en condiciones basales (Izquierdo, 2015) y 

su fuerte inducción por todos los tratamientos relacionados con el estrés. 

La caracterización fenotípica del doble mutante bgal1/bgal3 (una vez obtenido y llevado 

a homocigosis  puso de manifiesto que la ausencia de las proteínas BGAL1 y BGAL3 

produce una reducción de la longitud de los órganos en crecimiento activo, como son los 

hipocotilos (de manera más acusada en los más jóvenes) y los entrenudos más apicales del 

tallo floral. No se detectaron cambios morfológicos en las hojas ni en los cotiledones, a 

pesar de que, como se ha discutido anteriormente, ambas β-galactosidasas parecen 

relacionadas con la expansión de estos órganos. El papel de estas proteínas en la 

elongación del hipocotilo se encuentra apoyada en el hecho de que los promotores 

pAtBGAL1 y pAtBGAL3 son activos en la base de los hipocotilos en plántulas etioladas de 5 d 

(Albornos, 2011), como se ha dicho, zona con elongación muy acusada (Gendreau y col., 

1997), y a que los transcritos AtBGAL3 se inducen por IAA y BL, hormonas directamente 

relacionadas con la elongación.  

Los cambios morfológicos apuntaban a que se estuvieran produciendo cambios en las 

paredes celulares del doble mutante bgal1/bgal3 que produjeran esa inhibición del 

crecimiento. Aunque los primeros análisis no permitieron apreciar diferencias notables 

entre la pared celular del doble mutante y el WT, un análisis más detallado mediante 

técnicas inmunológicas nos permitió establecer importantes diferencias. Entre ellas el 
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aumento generalizado del β-D-(1,4)-galactano (LM5) que se acompaña de cambios diversos 

en función del órgano analizado y de su grado de desarrollo. 

Las paredes celulares de hipocotilos de plántulas etioladas de 2 y 4 d, que presentan un 

crecimiento muy activo y cuya longitud se reduce de forma evidente en el doble mutante, 

presenta los cambios más acusados en su composición. En estas paredes celulares se ha 

detectado un marcado incremento en los niveles de galactano (LM5) que es muy acusado 

en la epidermis, tejido clave en el control de la elongación (Bret-Harte y Talbott, 1993). 

Estos resultados nos permiten afirmar que las cadenas de galactano son cruciales para 

determinar el crecimiento de los hipocotilos de arabidopsis, como ya había sido propuesto 

en epicotilos y tallos de garbanzo (Seara y col., 1988; Martín y col., 2013) de tal manera 

que cuando se limita su hidrólisis, sobre todo, en la epidermis, su crecimiento disminuye, 

indicando que es necesario que estos polímeros se degraden para que el crecimiento se 

produzca. Además, es la supresión de BGAL1 y BGAL3 lo que conduce a este incremento 

en galactano, lo que indica que este es su sustrato en la pared celular, como ya se había 

determinado para otras β-galactosidasas (Buckeridge y col., 2000; Martín y col., 2005). 

Además, a medida que la tasa de crecimiento del hipocotilo es menor, las paredes 

celulares del doble mutante se enriquecen en XG, especialmente de aquellos que eluyen al 

comienzo de la aplicación del gradiente salino. En la pared celular de los hipocotilos de 

más edad aparece incluso una subpoblación ácida de XG que no aparece en el WT y que 

coeluye con HG con bajo grado de metilesterificación (LM19) y con RGI (RU2), polímeros 

mucho más abundantes en el doble mutante. El conjunto de cambios observados en la 

pared celular de los hipocotilos del doble mutante contribuyen a su menor longitud, 

indicando además que el galactano juega un papel importante en las interacciones del XG 

con el resto de componentes de la pared celular. De hecho, y como comentaremos más 

adelante, las alteraciones de las paredes celulares del 3er entrenudo de las plantas 

bgal1/bgal3, que también presenta una menor longitud respecto al WT, apuntaron 

igualmente en esta dirección. 

Cuando se analizan plantas adultas, el aumento de galactano del doble mutante solo se 

detecta claramente en las hojas y las raíces, lo que concuerda con los altos niveles de 

transcritos AtBGAL1 y AtBGAL3 y de actividad de los promotores correspondientes en 

estos órganos (Albornos y col., 2012; Izquierdo, 2015). Sin embargo, el resto de 

polisacáridos en hojas y raíces, no presentan variaciones tan acusadas como en los 

hipocotilos, hecho igualmente observado en los análisis EDC. 
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El cambio más destacable en las paredes celulares de entrenudos del doble mutante es el 

aumento de una subpoblación más ácida de XG (LM25) en la fracción KOH del tercer 

entrenudo con respecto al WT, al igual que en los hipocotilos. Además, es especialmente 

significativo que esta subpoblación más ácida de XG solo se detecte en los órganos de las 

plantas bgal1/bgal3 en los que se observa reducción del crecimiento, los hipocotilos y el 3er 

entrenudo, y no se observe en las raíces y las hojas, en los que también se produce un 

aumento de galactano, lo que nos permite afirmar que esta subpoblación de XG que se 

produce en respuesta a la pérdida de actividad BGAL1 y BGAL3 está directamente implicada 

en el control de la elongación. 

Se ha descrito previamente que las cadenas laterales neutras del RGI podrían 

interaccionar de forma directa tanto con las microfibrillas de celulosa (Zykwinska y col., 

2005) como con el XG (Cosgrove, 2009; Popper y Fry, 2008), por lo que algunos autores han 

propuesto que podría existir una competencia directa entre las pectinas y el XG por su unión 

a la celulosa (Park y Cosgrove, 2015). Considerados de forma conjunta, los resultados 

recogidos en las Secciones I y II de esta memoria apoyarían la hipótesis de que son las 

cadenas laterales neutras las que podrían estar modulando las interacciones entre los 

distintos polisacáridos de la pared celular. Así, el hecho de disponer de dos sistemas 

vegetales para modificar las cadenas de galactano en sentidos opuestos, reducirlas en el 

caso de las plantas 35S::βI-Gal de C. arietinum y aumentarlas en el caso de las plantas 

bgal1/bgal3, nos permite precisar el posible papel de este polisacárido en la arquitectura de 

la pared celular. Teniendo en cuenta la correlación entre los niveles de XG detectados en la 

fracción KOH en los dos tipos de plantas (disminuidos en las plantas que sobreproducen la 

βI-Gal y aumentados respecto al WT en el doble mutante y ambos en la misma zona del 

gradiente de elución), podemos afirmar que el galactano, y en consecuencia las β-

galactosidasas, son claves en el control de la organización de los distintos dominios de la 

pared celular y estarían regulando el grado de interacción no solo entre las pectinas y el 

resto de polisacáridos, sino también entre las hemicelulosas y la celulosa, jugando un papel 

clave en el crecimiento vegetal.  

En este punto y, como una herramienta adicional para determinar la función de estas β-

galactosidasas y el papel de sus posibles sustratos en la organización estructural en distintos 

momentos del desarrollo, decidimos generar plantas transgénicas de arabidopsis que 

sobreprodujeran las proteínas BGAL1, BGAL3 y BGAL5 (35S::BGAL1, 35S::BGAL3 y 

35S::BGAL5, respectivamente).  
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Tras seleccionar las plantas transgénicas de inserción única que presentaban los 

mayores niveles de transcrito procedimos con la caracterización de las mismas. A pesar de 

que no se detectaron diferencias morfológicas ni cambios en los espectros FTIR de las 

paredes celulares de plántulas de 3 d entre las plantas 35S::BGAL y el WT, un primer 

análisis sobre la distribución de β-D-(1,4)-galactano (LM5) in muro sí apunta a cambios en 

la pared celular inducidas por la sobreproducción de las distintas proteínas BGAL. De 

forma general se detecta una disminución en la señal del anticuerpo LM5 en las plantas 

35S::BGAL, especialmente marcada en el entrenudo basal, si bien cada una de las 3 plantas 

transgénicas generadas presenta un patrón de marcaje diferente. Dependiendo de la 

proteína producida, la reducción de galactano respecto al WT es más acusada en un tipo 

celular concreto, como en las células parenquimáticas de las plantas 35S::BGAL1 y 

35S::BGAL3, o en los tejidos vasculares o las fibras interfasciculares en 35S::BGAL5. Así, la 

acción de las diferentes BGAL dependería de la estructura concreta de la pared celular en 

los diferentes tipos celulares, lo que a su vez podría depender de su distinta composición y 

de la posible especificidad de sustrato de estas proteínas, como se ha propuesto para las 

proteínas βI-Gal y βV-Gal (Sección I), lo que en caso de confirmarse ayudará a esclarecer la 

función de estas proteínas y las interacciones de sus sustratos con el resto de 

componentes de la pared celular. 

Sección III: Producción de β-galactosidasas en sistemas heterólogos 

Resultados 

Para ahondar en el estudio de la función de cada una de las β-galactosidasas tanto de 

garbanzo como de arabidopsis analizadas en este trabajo, sería necesario determinar su 

sustrato en la pared celular, lo que hace imprescindible obtenerlas en cantidad suficiente y 

de forma activa para lo que se precisa producirlas en algún sistema heterólogo  

En un principio se intentó producir la proteína βI-Gal de garbanzo utilizando un 

organismo procariota como E. coli. Para poner a punto el sistema se clonó la ORF CarBgal1 

en el vector de expresión pET28a(+) y se transformó con él la cepa bacteriana 

Rosetta™(DE3). Mediante electroforesis en SDS-PAGE se pudo determinar que el máximo de 

producción de βI-Gal se produce a las 3 horas tras la inducción con IPTG, aunque ésta 

aparece en la fracción correspondiente a los cuerpos de inclusión (IB). Los IB se solubilizaron 

mediante su resuspensión en Na-acetato 20 mM pH 5 con urea 2 M, concentraciones más 
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bajas precipitaban los IB. Esta concentración era demasiado elevada para llevar a cabo los 

estudios de actividad enzimática, lo que nos impidió comprobar la actividad β-

galactosidásica de βI-Gal en el extracto proteico y pasamos a la siguiente aproximación.  

En este caso, la puesta a punto del sistema, se realizó a partir de plantas de arabidopsis 

WT, 35S::βI-Gal y 35S::βV-Gal. La inducción de la división celular en los explantos permitió 

obtener numerosos callos en aproximadamente un mes, si bien los callos procedentes de las 

plantas transgénicas de arabidopsis presentaron un aspecto menos friable y más 

marronáceo.  

La cantidad total de proteína es mucho mayor en el medio de cultivo que en el callo o 

paredes celulares aisladas. En el WT la cantidad de proteína es mayor que en las muestras 

35S::βI tanto en el medio de cultivo como en los callos, sin embargo, en las CW purificada es 

menor. Tras realizar una electroforesis en SDS-PAGE se encontró que en ninguno de los 

casos se observa una banda que presentara el tamaño estimado para la βI-Gal (90.3 KDa). La 

actividad β-galactosidásica en los extractos 35S::βI-Gal es notablemente menor que en el 

WT. 

Como última aproximación se clonaron las ORFs de las distintas β-galactosidasas de 

garbanzo y arabidopsis en el vector pEAQ y posteriormente se transformó la cepa AGL1 de 

A. tumefaciens que se utilizaría para la infiltración de las hojas de N. benthamiana.  

Se infiltraron hojas de N. benthamiana y se recogieron a los 4, 6 y 12 d tras la misma. Los 

niveles de producción de las distintas β-galactosidasas en los distintos tiempos analizados 

muestran fluctuaciones entre ellos. A los 4 d tras la infiltración únicamente se detectan 

bandas diferenciales en los análisis por SDS-PAGE correspondientes a βIII-Gal, βIV-Gal, 

BGAL2 y BGAL4. Cuando se retrasa la recogida de las hojas hasta los 6 d tras la infiltración, 

las proteínas que se producían a los 4 d aumentan de cantidad y además es posible detectar 

bandas correspondientes a βI-Gal, βV-Gal, BGAL1 y BGAL5. Finalmente, retrasar la recogida 

de la hoja hasta los 12 d tras la infiltración no favorece la producción de ninguna proteína. 

Además, los valores de actividad específica más altos de las 4 β-galactosidasas de garbanzo 

se corresponden con las mayores cantidades de proteína detectada en la electroforesis.  

Discusión 

Nuestro grupo de investigación ha establecido que la βIII-Gal de garbanzo presenta 

actividad sobre los polisacáridos pécticos hidrolizando el enlace β-(1,4)-Gal (Dopico y col., 

1990b; Martín y col., 2005). Sin embargo, se desconocía la actividad de las enzimas βI-, βIV- 
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y βV-Gal, y por otra parte, no disponíamos de un sistema para producir estas proteínas 

activas a gran escala, por lo que decidimos abordar este objetivo utilizando una o dos β-

galactosidasas de garbanzo para la puesta a punto del sistema de producción.  

Teniendo en cuenta todo lo anterior, decidimos desarrollar como primera estrategia, la 

producción de la βI-Gal de garbanzo en E. coli, utilizando una cepa que resolviera el 

problema de los codones preferentes que ocurre cuando se quieren producir β-

galactosidasas vegetales en organismos procariotas (B. Dopico, comunicación personal). Sin 

embargo, tras varios intentos de optimización del método, la βI-Gal siempre se acumula 

como cuerpos de inclusión, lo que no sirve para nuestros estudios ya que el plegamiento 

irregular de esta proteína la inactiva. En estos casos es posible disgregar los cuerpos de 

inclusión con altas concentraciones de urea y su eliminación lenta y progresiva por diálisis 

secuencial facilitaría el correcto replegamiento de la proteína (Yamaguchi y Miyazaki, 2014). 

No obstante, esta aproximación no funcionó con la βI-Gal ya que se formaron de nuevo 

estos agregados cuando redujimos la concentración de urea por debajo de 2M. Por lo tanto, 

este sistema fue descartado, a pesar de que se ha descrito como válido para la expresión de 

β-galactosidasas y otras hidrolasas de pared celular (Yuan y col., 2001; Lee y col., 2007). 

Dado que habíamos construido plantas transgénicas de arabidopsis que sobreexpresaban 

las β-galactosidasas de garbanzo, la segunda estrategia que intentamos desarrollar consistió 

en producir estas enzimas en cultivos celulares de células indiferenciadas establecidas a 

partir de estas plantas transgénicas. Esta técnica combina las ventajas de la producción en 

cultivos de organismos unicelulares antes mencionadas y además presenta la capacidad de 

realizar todas las modificaciones postraduccionales típicas de plantas (Hellwig y col., 2004), 

lo que es muy importante en las enzimas objeto de estudio, puesto que algunas de ellas 

pueden ser proteínas glicosiladas que no se procesan adecuadamente en E. coli ni en P. 

pastoris. Además, la correcta glicosilación favorece la secreción de las proteínas al 

apoplasto, facilitando así su extracción (Xu y col., 2011). 

La menor tasa de crecimiento y el aspecto necrosado de los callos generados a partir de 

las plantas transgénicas 35S::βI-Gal y 35S::βV-Gal (utilizadas para poner a punto el sistema), 

sugería que la producción de las βI- y βV-Gal en estos callos modificaba la pared celular y 

comprometía la viabilidad celular. Esto mismo quedaba reflejado en el menor peso fresco de 

las células en suspensión obtenidas a partir de células 35S::βI-Gal con las que proseguimos la 

puesta a punto de esta estrategia. Tras el análisis de los extractos proteicos obtenidos del 

medio de cultivo, de las suspensiones celulares y de las paredes celulares purificadas de 
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estas células no fue posible detectar la βI-Gal ni un mayor nivel de actividad β-

galactosidásica. Este hecho podría deberse a la acción de las proteasas, cuyos niveles 

pueden potenciarse de forma muy marcada frente a la producción de proteínas foráneas en 

cultivos celulares vegetales (Doran, 2006), lo que a su vez podría ser responsable del 

aumento en la cantidad de proteínas en los extractos obtenidos de las células 35S::βI-Gal en 

suspensión y de sus paredes celulares, así como de la ausencia de actividad β-

galactosidásica. Por todo ello, esta estrategia se descartó para la producción de β-

galactosidasas activas. 

Finalmente, la tercera estrategia permitió alcanzar el objetivo buscado. En ella se realizó 

la expresión transitoria de las ORFs que codifican las 4 β-galactosidasas de garbanzo y las 6 

de arabidopsis en hojas de Nicotiana benthamiana por agroinfiltración. Previamente, 

nuestro grupo de investigación había intentado la producción de las β-galactosidasas de 

garbanzo mediante esta estrategia utilizando los vectores pGWB2 y la cepa GV3101 de A. 

tumefaciens, aunque en ningún caso se consiguieron niveles de expresión detectables (I. 

Martín, comunicación personal). Así, para abordar esta estrategia de nuevo se utilizaron los 

vectores de la serie pEAQ-HT (Sainsbury y col., 2009) y la cepa AGL1 de A. tumefaciens. Estos 

vectores presentan una serie de modificaciones que incrementan la producción de las 

proteínas de interés, como la presencia de las regiones 5’- y 3’-UTR modificadas del RNA-2 

del virus del mosaico de Vigna unguiculata (CPMV) flanqueando la secuencia del gen que se 

expresa (Sainsbury y Lomonossoff, 2008) y la inserción en el mismo T-DNA de la secuencia 

que codifica la proteína P19 del tombusvirus del tomate (TBSV), supresora del 

silenciamiento inducido por RNA (Sainsbury y col., 2009). Los cambios en la elección del 

vector y de la cepa de agrobacteria han permitido que esta estrategia sea un éxito y hemos 

conseguido producir formas activas de β-galactosidasas de garbanzo y arabidopsis, siendo 

posible detectar la mayoría de ellas mediante SDS-PAGE. 

En general la producción de estas β-galactosidasas es más alta en hojas recogidas 6 d 

postinfiltración, excepto en el caso de la βIV-Gal de garbanzo (12 d) y de las BGAL3 y BGAL12 

que no fueron detectadas mediante electroforesis, indicando su baja producción o la 

necesidad de optimizar esta estrategia para obtener estas 2 enzimas concretas. El único 

aspecto que necesita ser analizado en mayor profundidad es el procesamiento al que 

posiblemente se vea sometida en N. benthamiana la proteína βIV-Gal de garbanzo, ya que 

presenta dos bandas de aproximadamente 70  y 90 KDa en lugar de 78 KDa, peso estimado 

para esta proteína. 
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Independientemente de la mayor o menor cantidad de proteína producida en cada caso, 

lo que queda demostrado es que presentan actividad enzimática frente al sustrato artificial 

pnp-β-D-galactósido y por lo general el nivel de actividad se correlaciona con la intensidad 

de la banda correspondiente, salvo en las proteínas BGAL1 y BGAL2 que se detectan de 

forma clara a los 6 d, aunque la actividad β-galactosidásica es mayor en las hojas recogidas 4 

d post infiltración. Por último, tenemos que destacar que las hojas infiltradas con la 

construcción pEAQ/BGAL1 que produce la proteína BGAL1 de arabidopsis presentaron un 

aspecto necrosado, más severo a medida que se retrasaba su recogida, lo que podría indicar 

que las modificaciones mediadas por la BGAL1 en la pared celular de N. benthamiana 

inducen su degradación tal y como ocurre en una infección necrótica, por lo que este efecto 

debe ser analizado en profundidad.  

Así pues, hemos establecido una estrategia rápida y que permite obtener las β-

galactosidasas activas en elevada cantidad lo que facilitará el estudio de la actividad de las 

mismas y la caracterización de su sustrato específico. 

Conclusiones 

1. La transformación de las plantas de Arabidopsis thaliana con las ORFs de los genes 

CarBGal1 y CarBGal5 de Cicer arietinum, que codifican las β-galactosidasas βI-Gal y βV-Gal, 

causa modificaciones en la composición y estructura de sus paredes celulares, aunque no se 

detectan alteraciones morfológicas en las plantas transgénicas respecto al WT. Las 

diferencias entre los efectos inducidos por las proteínas βI-Gal y βV-Gal en la pared de 

arabidopsis podrían deberse a la propia estructura de ambas β-galactosidasas que 

condicionaría su actuación sobre diferentes sustratos de la pared celular.  

 

2. La βI-Gal de garbanzo producida en arabidopsis causa una reducción de las cadenas 

laterales neutras de β-(1,4)-galactano de su pared celular, acompañada por una reducción 

de las cadenas de α-(1,6)-arabinano, lo que provoca una disminución del contenido de XG y 

otras hemicelulosas extraídas con álcali. Esto indicaría que son las cadenas laterales de 

arabinano y galactano las que controlan el grado de interacción de los polisacáridos 

hemicelulósicos con el resto de componentes de la pared celular.  

 

3. La producción de la β-galactosidasa βV-Gal de garbanzo en arabidopsis causa 

cambios en el componente péctico de sus paredes celulares, que se reflejan en alteraciones 
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en los niveles de ramnogalacturonano I, arabinano y homogalacturonano con distinto grado 

de metilesterificación, cambios que son dependientes del tejido y de la edad de la planta. La 

ausencia de cambios marcados en los niveles de galactano podría reflejar que su sustrato es 

otro componente de la pared celular. 

 

4. La regulación transcripcional de los 6 genes AtBGAL que codifican las β-

galactosidasas de la subfamilia a1 de arabidopsis en respuesta a agentes relacionados con la 

inducción o inhibición del crecimiento, o con la respuesta a estrés, nos permite confirmar o 

matizar funciones propuestas previamente para las proteínas BGAL. El fuerte aumento de 

los transcritos AtBGAL3 con hormonas inductoras del crecimiento indicaría la participación 

de BGAL3 en los procesos de expansión y elongación. BGAL4 estaría implicada en el cese del 

crecimiento y el aumento rigidez de la pared, como se deduce de la fuerte represión de sus 

transcritos por IAA o su inducción por H3BO3. Finalmente, la fuerte represión de los 

transcritos AtBGAL5 y AtBGAL12 por MeJA, indica la participación de las proteínas 

correspondientes, entre otros procesos, en la elongación de la raíz.  

 
5. Los distintos miembros de la subfamilia a1 de β-galactosidasas de arabidopsis 

presentan redundancia funcional, como indican las variaciones de los transcritos AtBGAL en 

los mutantes de pérdida de función bgal1, bgal3 y bgal5, en los que no se producen las 

proteínas BGAL1, BGAL3 y BGAL5, todas ellas localizadas en la pared celular. Esto podría 

explicar la ausencia de cambios morfológicos y de variaciones drásticas en la capacidad 

autohidrolítica y en la composición de sus paredes celulares. 

 
6. La pérdida de función de las proteínas BGAL1 y BGAL3 en el doble mutante 

bgal1/bgal3 provoca una disminución del crecimiento, reflejada en una menor longitud de 

los hipocotilos y de los entrenudos apicales del tallo floral, ambos en crecimiento activo. En 

las paredes celulares de estos órganos se detecta un aumento de las cadenas de galactano 

que induce un aumento del XG extraído con álcali, confirmando el papel de estas cadenas de 

galactano en el crecimiento y en la regulación de las interacciones entre las pectinas y las 

hemicelulosas. 

 
7. Las plantas transgénicas de arabidopsis que sobreproducen las proteínas BGAL1, 

BGAL3 y BGAL5 presentan una reducción de los niveles de galactano que se localiza en 

distintos tejidos en función de la β-galactosidasa producida. Esto indicaría una actuación 
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diferencial de cada una de estas enzimas en función de la estructura característica de la 

pared en los distintos tipos celulares, lo que a su vez podría depender de variaciones en la 

especificidad de sustrato. 

 

8. La producción de β-galactosidasas vegetales en hojas de Nicotiana benthamiana por 

expresión transitoria de sus ORFs es el método más eficiente, entre los analizados, para 

obtener proteínas activas en gran cantidad. Las 4 β-galactosidasas de garbanzo y las 6 β-

galactosidasas de la subfamilia a1 de arabidopsis presentan actividad frente a sustratos 

artificiales, como el pnp-β-D-galactopiranósido.  

 

Conclusión final: El hecho de disponer de dos sistemas experimentales para modificar las 

cadenas de galactano de la pared celular en sentidos opuestos, reducirlas en el caso de las 

plantas que sobreproducen β-galactosidasas, como las plantas 35S::βI-Gal, y aumentarlas en 

mutantes de pérdida de función, caso de los mutantes bgal1/bgal3, nos permite precisar el 

posible papel de este polisacárido en la arquitectura de la pared celular. Teniendo en cuenta 

la correlación entre los niveles de XG extraídos con álcali en los dos tipos de plantas, 

disminuidos en las plantas 35S::βI-Gal, y aumentados en el mutante bgal1/bgal3, podemos 

afirmar que el galactano, y en consecuencia las β-galactosidasas, son claves en el control de 

la organización de los distintos dominios de la pared celular y estarían regulando el grado de 

interacción no sólo entre las pectinas y el resto de polisacáridos, sino también entre las 

hemicelulosas y la celulosa, jugando un papel clave en el crecimiento vegetal. 
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