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MAL Maltosa

MAN Manosa
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MS-10
NacCl
PIC
PVPP
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RCV
RG I
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SAC
SOR
TDZ
XIL
ZEA
a-Araf
a-Gal
a-Xil
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B-Xil

Igual MC

MC suplementado con 150 ppm de acido ascorbico
Sales minerales y vitaminas de Murashige y Skoog (1962)
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Diez subcultivos en MS

Cloruro de sodio

Acido 4-Amino-3,5,6-tricloro-piridina-2-carboxilico (Picloram)
Polivinilpolipirrolidina

Rafinosa

Ramnosa

Reguladores del crecimiento vegetal
Ramnogalacturonano |

Ramnogalacturonano 11

Sacarosa

Sorbitol

Tidiazuron

Xilosa

Zeatina

Alfa-L- Arabinofuranosidasa
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Resumen

Esta tesis es la primera investigacion a escala sobre los niveles de
actividad de glicosidasas de pared celular en respuesta a una variedad de
reguladores del crecimiento vegetal y de azlcares, y a concentraciones
variables de sacarosa en cultivos de callos de frutos. Se detectaron
actividades a-L-arabinofuranosidasa, a- y B-D-galactosidasa, a- y B-D-
xilosidasa, y B-D-glucosidasa en las fracciones extraidas de cultivos de
callos de manzana (Malus > domestica) con agua y con una solucion
reguladora con alta concentracion salina. Las enzimas de la fraccion
liberada con NaCl estdn muy probablemente asociadas con la pared
celular. La actividad result6 modulada diferentemente por doce
reguladores del crecimiento vegetal (4cido indol-3-acético, acido 1-
naftalenacético, acido indol-3-butirico, picloram, acido 2,4-
diclorofenoxiacético, cinetina, zeatina, N6-(2-isopentenil) adenina, 6-
bencilaminopurina, tidiazurén, acido abscisico, y acido giberélico)
adicionados a callos que habian perdido sus requerimientos por
reguladores del crecimiento vegetal especificos (fendmeno de

habituacion).

La presencia y concentracion de sacarosa también moduléo de
diferentes maneras y en distinto grado la actividad de las seis glicosido
hidrolasas vegetales extraidas de cultivos de callos de manzana, tanto de
la fraccién soluble en agua como de la fraccion liberada con NaCl. La
actividad B-D-glucosidasa se increment6 ante la carencia de sacarosa y la
adicion de sacarosa disminuy6 esa actividad en ambas fracciones, en un

medio basal de Murashige y Skoog sin (MS) o con (MC) reguladores del

I!ﬂ QS!THNSTINGIUHN IJIIEHE 1
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crecimiento vegetal. Las actividades a-L-arabinofuranosidasa, B-D-
galactosidasa y B-D-xilosidasa de la fraccidon soluble en solucién salina
alcanzaron su nivel maximo cuando se adicion6 sacarosa 0,045 M al
medio MS, declinando a concentraciones mayores de sacarosa. La
actividad a-D-galactosidasa y a-D-xilosidasa alcanzé el maximo nivel
cuando se aplicé sacarosa 0,045 M y no disminuy6 significativamente en
callos suplementados con sacarosa 0,09 M. Cuando se analizaron los
efectos de la presencia o ausencia de reguladores del crecimiento
vegetal, las actividades [-D-glucosidasa, a-D-galactosidasa, [-D-
galactosidasa, a-D-xilosidasa y B-D-xilosidasa de la fraccién soluble en
solucion salina resulté ser mas elevada en MS que en MC. La B-D-
glucosidasa puede estar asociada positivamente con ciertas condiciones
de estrés tales como la presencia de picloram, la ausencia de otros
reguladores del crecimiento vegetal, o la carencia de ciertos azuUcares
(siendo una excepcion el manitol, considerado inerte desde un punto de
vista metabdlico), indicando que las paredes celulares probablemente
funcionen como un reservorio adicional de compuestos carbonados que

provee hidratos de carbono bajo situaciones criticas.

Para determinar si los efectos del azlUcar son especificos de la
sacarosa, se evaluaron otros azUcares (glucosa, fructosa, galactosa,
maltosa, lactosa, rafinosa, sorbitol y manitol) con o sin el suplemento de
reguladores del crecimiento vegetal. En general, los azucares-alcohol
(manitol, sorbitol) y algunos monosacaridos (fructosa y glucosa en
particular) fueron mejores inductores de las actividades a-L-
arabinofuranosidasa, B-D-galactosidasa y B-D-xilosidasa provenientes de

la fraccion salina, que los disacaridos (sacarosa, maltosa y lactosa) o que
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el trisacarido rafinosa. Esta tendencia no se extendié a todas las glicsido
hidrolasas evaluadas dado que los callos suplementados con sacarosa
mostraron en los extractos salinos una actividad a-D-galactosidasa mas
elevada que los suplementados con glucosa, galactosa, sorbitol o manitol.
Estos resultados muestran que los azucares suplementados como fuentes
de carbono a los cultivos de tejido de callos también pueden modular la
actividad de glicésido hidrolasas de pared celular. La modulacién es
diferente para cada glicosidasa, especifica del azucar y, al menos en el
caso de la sacarosa, dependiente de la concentracion. Los resultados
también sugieren la existencia de interacciones regulatorias entre los
reguladores del crecimiento vegetal y los azUcares como parte de una red
intrincada de deteccidon y sefalizacion. La combinacion de reguladores del
crecimiento vegetal, el tipo y la concentracion de azucares deberian
tenerse en consideraciéon para maximizar la actividad de las glicésido

hidrolasas para estudios enzimaticos adicionales.

Las funciones estructurales de las paredes celulares no permiten por
lo general variaciones pronunciadas del contenido total de pectinas y
glicanos de matriz. Sin embargo, esta tesis provee evidencia de que la
adicion de diferentes reguladores del crecimiento vegetal puede
determinar el metabolismo de la pared celular en cultivos de tejidos de
callos. Cambios significativos en la composicion de la pared celular
tuvieron lugar en presencia de tres reguladores del crecimiento vegetal
diferentes: picloram, &acido abscisico y &cido giberélico. Los cambios
incluyeron alteraciones en el contenido de &cidos urénicos y de azucares
neutros totales, como también en los espectros de monosacaridos y en la

relacion arabinosa/galactosa. Asimismo, resultaron modificados
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significativamente los patrones de distribucion del tamafio de los
polimeros pécticos y hemicelulésicos. Estos estudios probablemente
permitan nuevas oportunidades para definir medios de cultivo *hechos a
medida’ con fines especificos, dado que los niveles de reguladores del
crecimiento vegetal son capaces de modificar la configuraciéon de los

polisacaridos de la pared celular en la biomasa vegetal generada de novo.
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Abstract

This thesis is the first broad-scale investigation on cell wall
glycosidase activity levels in response to a range of plant growth
regulators and sugars and to varying concentrations of sucrose in fruit
callus cultures. a-L-Arabinofuranosidase, a- and B-D-galactosidase, a- and
B-D-xylosidase, and [p-D-glucosidase activities were detected in the
soluble fraction extracted with water and in the NaCl-released fraction
extracted with a high-salt concentration buffer from apple (Malus x
domestica) callus cultures. Enzymes from the NaCl-released fraction are
probably associated with the cell wall. The activity was found to be
differently modulated by the addition of twelve plant growth regulators
(indole-3-acetic acid, 1l1-naphthaleneacetic acid, indole-3-butyric acid,
picloram, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, Kkinetin, zeatin, N6-(2-
isopentenyl) adenine, 6-benzylaminopurine, thidiazuron, abscisic acid, and
gibberellic acid) to callus that had lost their requirement for specific plant

growth regulators (“habituation” phenomenon).

Also, sucrose presence and concentration modulated in different ways
and to different extents the activity of the six plant glycoside hydrolases
extracted from apple callus cultures, both in the water soluble fraction and
in the NaCl-released fraction. B-D-Glucosidase activity increased because
of sucrose starvation and the addition of sucrose decreased [3-D-
glucosidase in both fractions, from calli grown in a Murashige and Skoog’s
basal medium with (MC) or without (MS) plant growth regulators. a-L-

Arabinofuranosidase, B-D-galactosidase and B-D-xylosidase activities in

Ahgctract 5
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the NaCl-released fraction reached a maximum when 0.045 M sucrose was
added to the MS medium with an ensuing decline at higher sucrose
concentrations. a-D-Galactosidase and a-D-xylosidase activities reached a
maximum when 0.045 M sucrose was supplied and did not decline
significantly in 0.09 M sucrose-supplied calli. When the effects of PGR
presence or absence were analysed, B-D-glucosidase, a-D-galactosidase,
B-D-galactosidase, a-D-xylosidase and B-D-xylosidase activities in the
NaCl-released fraction were found to be higher in MS than in MC. B-D-
glucosidase may be positively associated with certain stress conditions
such as the presence of picloram, absence of other plant growth
regulators, or sugar starvation (except for mannitol which is inert from a
metabolic point of view), thus indicating that cell walls are likely to
function as an additional carbon-storage pool that provides carbohydrates

under critical situations.

To assess whether sugar effects were sucrose-specific, other sugars
(glucose, fructose, galactose, maltose, lactose, raffinose, sorbitol and
mannitol) were tested, with or without PGR supplementation. In general,
sugar alcohols (mannitol, sorbitol) and some monosaccharides (fructose
and glucose in particular) were better inducers of a-L-arabinofuranosidase,
B-D-galactosidase and B-D-xylosidase activities from the NaCl-released
fraction than disaccharides (sucrose, maltose, and lactose) or the
trisaccharide raffinose. This trend was not widespread to all the glycoside
hidrolases assessed since sucrose-supplemented calli displayed higher a-
D-galactosidase in the NaCl-released fraction than those supplemented

with glucose, galactose, sorbitol or mannitol. These results show that
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sugars supplied to callus tissue cultures as a carbon source can also
modulate glycoside hydrolase activity. Modulation is different for each
glycoside hydrolase, sugar-specific and, at least in the case of sucrose,
concentration-dependent. Results also suggest the existence of regulatory
interactions between plant growth regulators and sugars as part of an
intricate sensing and signalling network. Combination of plant growth
regulator, sugar type and concentration should be taken into account to

maximize each glycoside hydrolase activity for further enzyme studies.

The structural functions of cell walls do not generally allow for
pronounced variations of the total pectin and matrix glycan content.
Nevertheless, this thesis provides evidence that the addition of different
plant growth regulators can rule cell-wall metabolism in fruit callus
cultures. Significant cell wall compositional changes took place in the
presence of three different plant growth regulators: picloram, abscisic acid
and gibberellic acid. Changes included alterations in the uronic acid and
total neutral sugar content, as well as in the monosaccharide spectra and
arabinose/galactose ratio. Also, the size distribution patterns of pectic and
hemicellulosic polymers were significantly modified. These studies will
probably grant new opportunities to define "tailor-made" culture media for
specific purposes since the levels of plant growth regulators can modify
the configuration of cell-wall polysaccharides in de novo built plant

biomass
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CAPITULO 1

Introduccion general
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1.1- Composicion de la pared celular: panorama
general

La pared celular es un compartimiento dinamico, altamente
organizado compuesto por polisacaridos, proteinas y compuestos de
naturaleza fendlica (Carpita & Gibeaut, 1993). La pared celular desempefia
un papel crucial en la determinacion del crecimiento y del desarrollo de la
célula vegetal, experimentando continuas modificaciones durante Ila
expansion y diferenciacion celular. No todas las funciones de la pared
celular son estructurales, sino que algunas moléculas participan en procesos
de reconocimiento celular, reacciones metabdlicas de sintesis vy
degradacion, o aspectos relacionados a la defensa de las plantas.

La composicion y disposicion de los polimeros que componen la pared
celular varian entre especies, entre tejidos de la misma especie, entre
células individuales e inclusive entre regiones de la misma pared que rodea
un protoplasto (Carpita & Mc. Cann, 2000).

Existen doce diferentes restos glicosilos constitutivos de todas las
paredes primarias, aunque en diferentes cantidades. Estos restos glicosilos
incluyen las hexosas (D-glucosa; D-manosa; D-galactosa y L-galactosa), las
pentosas (D-xilosa y L-arabinosa), las 6-deoxi hexosas (L-ramnosa y L-
fucosa) y los acidos hexuroénicos (acido D-galacturénico y acido D-
glucurdnico). El acido D-galacturénico estad presente tanto como 4&cido
cuanto como su derivado metil esterificado en el C6. Las paredes primarias
contienen también un resto pentosilo ramificado (D-apiosa) y un resto
glicosilo &cido ramificado (4cido acérico). En menor medida, se presentan

algunos cetoazucares y restos mono-O-metil glicosilos. Todos los restos
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hidrocarbonados citados constituyen los hidratos de carbono presentes en
las diferentes fracciones de la pared celular. Varios capitulos de este trabajo
de tesis se centraron en la investigacion de enzimas capaces de liberar
cuatro de los restos glicosilos anteriormente citados: D-glucosa, D-
galactosa, D-xilosa y L-arabinosa.

Los polisacaridos constituyentes de las paredes celulares se encuentran
formados por largas cadenas de monosacaridos unidos covalentemente en
diferentes posiciones.

En el modelo mas consensuado, la pared celular de las plantas esta
compuesta por moléculas de glicanos que se unen a través de secciones de
longitud relativamente corta a areas restringidas de celulosa, formando el
marco constitutivo de la pared celular primaria. Este marco de xiloglucano-
celulosa, esta embebido en una matriz péctica amorfa, compuesta por
poliurénidos y otros componentes menos abundantes, que incluyen
compuestos fendlicos, proteinas estructurales, enzimas y moléculas
receptoras.

La celulosa es un homopolisacarido compuesto exclusivamente por
moléculas de glucosa. Se encuentra dispuesta con arreglos paracristalinos
(microfibrillas) conformados por cadenas de B-1,4-D-glucosa unidas entre si
por puentes de hidrégeno. Estas microfibrillas de celulosa interactian en
diferentes niveles segun la especie y el tejido con los glicanos de matriz
(vulgarmente conocidos con el nombre genérico de “hemicelulosas” los
cuales pueden encontrarse recubriendo las microfibrillas o actuando de
puente entre microfibrillas hasta formar una red (Brummell & Harpster,

2001).
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Los xiloglucanos se cuentan entre los polimeros que
mayoritariamente conforman las hemicelulosas en las plantas. Consisten en
cadenas lineales de [B-1,4-D-glucosa con numerosos restos de a-xilosa
unidos en posicion 6 de las unidades de glucosa, algunos de las cuales
pueden a su vez encontrarse sustituidos con B-D-galactosa, a-L-arabinosa o
a-L-fucosa. La estructura y distribucién molecular de estas cadenas laterales
de los xiloglucanos varia segun la especie y el tejido vegetal (Vincken et al.,
1997).

Otro componente mayoritario de los glicanos de matriz son los
glucuro-arabinoxilanos que poseen una cadena principal de polimeros de D-
xilosa con uniones B-(1—4) y ramificaciones de a-L-arabinosa y acido o-D-
glucuroénico.

Entre los componentes hemicelulésicos en plantas se encuentran en
menores cantidades los mananos, los galactomananos y los
galactoglucomananos.

La rigidez estructural y la fuerza de la pared celular dependen de la
integridad de la red formada por celulosa y glucanos entrelazados. La
modificacion de los xiloglucanos (XiG) catalizada por las enzimas es un
proceso clave para la expansion durante el crecimiento celular (Talbott &
Ray, 1992).

Los polisacaridos pécticos constituyen cerca de un tercio de las
paredes celulares de las plantas dicotiledéneas (Carpita & Gibeaut, 1993).
La matriz péctica de la célula vegetal es una mezcla compleja de
polisacaridos ramificados ricos en acido b-galacturénico. Los espacios entre
la red de celulosa-glicanos de matriz son ocupados por estas pectinas

altamente hidratadas, que se entrecruzan mediante uniones éster y
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mediante uniones i6nicas de calcio. Por su parte, la matriz de celulosa-
hemicelulosa se une a las pectinas mediante enlaces covalentes entre los
Xiloglucanos y las pectinas (Thompson & Fry, 2000).

Los homogalacturonanos (HG), polimeros de ramnogalacturonano |
(RG 1) y ramnogalacturonano Il (RG I1), son los principales componentes de
esta fraccion. Los HGs son cadenas de acido (1—4) «-D-galacturénico, no
ramificadas y metilesterificadas, secretadas por el aparato de Golgi y
desestificadas por pectinmetilesterasas en grado variable en ciertos
dominios de la pared celular. Los RG | son heteropolimeros ramificados de
(1-»2) oa-D-ramnosa alternados con restos de acido (1-4) o-D-
galacturénico que portan cadenas laterales de restos neutros de (1—»4) B-D-
galactosa y/o (1—5) o-L-arabinosa, predominantemente unidos a las
unidades de ramnosa del esqueleto en O-4. El xilogalacturonano y el RG 1l
son los dos homogalacturonanos modificados presentes en la pared celular.
El xilogalacturonano posee ramificaciones laterales de xilosa sobre una
cadena principal de unidades de acido galacturénico. La molécula de RG Il
presenta un esqueleto de HG con cadenas laterales de diversos azucares
que incluyen apiosa, &cido acérico, metil-fucosa, y metil-xilosa. Su
estructura se encuentra altamente conservada en las plantas superiores, lo
que sugiere una importante funcién a pesar de su poca abundancia relativa.
Los complejos RG Il contribuyen a la resistencia a la tensidén de las paredes
vegetales (Ryden et al., 2003). El RG | es un heteropolimero formado por
unidades repetidas del disacarido (1—2) a-D-ramnosa-(1—4) &acido o-D-
galacturénico. Otros polisacaridos compuestos principalmente de azlcares
neutros, tales como arabinanos, galactanos y arabinogalactanos, se unen en

la posiciéon 4 a las unidades de ramnosa, para dar lugar a la formaciéon de
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cadenas laterales. La mayor variabilidad que presentan las sustancias
pécticas se observa en la composicion de las cadenas laterales de azucares
neutros.

Se han propuesto diferentes roles para los polimeros pécticos,
incluyendo su participacion en el grado y tamafo de la porosidad de las
paredes, en las propiedades mecanicas de la pared, en la regulaciéon de la
adhesién célula-célula, en la expansion celular, en la modulacién del pH y
balance i6nico, en la sefializacion (oligosacarinas), en el reconocimiento de
la presencia de ciertos patégenos y en eventos de la diferenciacion celular y
organogeénesis (Reiter et al., 1997).

Si bien los componentes mas abundantes de las paredes celulares
son los polisacaridos, también se encuentran proteinas formando parte de la
red estructural y algunos componentes de naturaleza fendlica (como el
acido ferdlico y el acido p-cumarico). Las proteinas estructurales que
existen en la pared celular son proteinas ricas en hidroxiprolina, ricas en
glicina, ricas en prolina, extensinas y proteinas de arabinogalactanos. Las
proteinas estructurales pueden formar una red adicional, interactuando con
la matriz péctica o entre si.

Si bien se conoce con bastante detalle cuales son los componentes
que forman parte de las paredes celulares, la forma en que se encuentran
dispuestos y la interaccion que existe entre las diferentes fracciones,
muchos detalles de la interaccibn entre polimeros aun permanecen
confusos.

En los ultimos afios se han realizado extensas revisiones para
estudiar la complejidad estructural de estos componentes de la pared

celular y el modo de relacion entre ellos. Este conocimiento es fundamental
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para interpretar los cambios que ocurren a lo largo de la vida de las paredes

celulares y la accion de las enzimas que operan sobre estas estructuras.

1.2- Modificaciones en las paredes celulares de
tejidos de frutos

Al igual que sucede con las estructuras creadas por el hombre, la vida
de las paredes celulares vegetales involucran la fabricacion de los
materiales constitutivos, su transporte al sitio de construccion, el
ensamblaje de los bloques de construccién para conformar el armazén de la
estructura, la remodelacion de la arquitectura cuando se requiere, y su
desensamblaje y demolicién final. Por su importancia agricola y comercial,
la mayor parte de los estudios realizados al presente sobre la pared celular
se enfocaron en su desensamblaje durante los procesos del ablandamiento
de los frutos, de la abscisiéon de 6rganos y de la germinacion de semillas
(Rose et al., 2003). Estos procesos involucran una despolimerizaciéon neta, a
menudo llamada “desensamblaje”, para remarcar su connotacion de
proceso altamente coordinado mas que de degradacion inespecifica. El
proceso de desensamblaje involucra probablemente la accidon sinérgica de
diferentes enzimas o familias de enzimas que, modificando la pared celular,
pueden mediar en la accién de otras (Brummell, 2006; Vicente et al., 2007;
Bennett & Labavitch, 2008; Goulao & Oliveira, 2008). En menor medida
aunque con no menor profundidad, se emprendieron los estudios relativos a
la biosintesis de la pared celular (Doblin et al., 2003), su ensamblaje y
reorganizaciéon (Cosgrove, 2003). Todos esos estudios condujeron a una
mayor apreciacion de la complejidad y de la naturaleza multifuncional de la

pared celular primaria. Esta es hoy considerada una estructura compleja y
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altamente dinamica que muestra variaciones temporales y espaciales
sustanciales en su arquitectura y composicion, lo cual se produce a través
de la accibn de enzimas que coordinan la sintesis, deposicidn,
reorganizacion y desensamblaje selectivo de la pared. La modulacion de la
accion de estas enzimas especificas de pared celular se asocia con el
programa de desarrollo y en respuesta a estimulos externos.

La mayoria de los cientificos concuerdan en que los cambios en la
morfologia de los tejidos y 6rganos que ocurren durante el crecimiento y
desarrollo de la planta resultan en buena medida de una divisién y un
agrandamiento celular controlados junto con la modificaciéon estructural y la
reorganizacién de los componentes de la pared, y la sintesis e insercion de
material nuevo en la pared existente (Cosgrove, 1999; Rose & Bennett,
1999; Meijer & Murray, 2001; Smith, 2001). Sin embargo, los factores
bioquimicos y fisicos que regulan las modificaciones de la pared y su
expansibn no son totalmente comprendidos (Cosgrove, 2003). Las
identidades y los modos de accion de las sintasas de polisacaridos y de
otras glicosiltransferasas que median la biosintesis de los polisacaridos no
celulésicos mas importantes siguen intrigando a los cientificos, sin bien se
buscan modernas aproximaciones sistémicas (genéticas, bioquimicas y
funcionales) para conocer la biosintesis de la pared celular en plantas
(Farrokhi et al., 2006).

Por otra parte, en las ultimas décadas se ha brindado particular
atencion a los cambios en la firmeza operados en los frutos que, por mucho,
han sido estudiados a nivel mundial mas intensamente. Esto no se debe a
que se considere a la firmeza mas importante para la calidad final del pro-

ducto que otros factores como el color o el aroma, sino porgue un
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ablandamiento prematuro de los frutos virtualmente asegura que los
mismos se deterioren rapidamente durante su vida en postcosecha,
sucumbiendo a los dafios mecénicos y a la acciéon de agentes patégenos,
limitando sus posibilidades de transporte y almacenamiento y afectando,
por lo tanto, con mayor gravedad e inmediatez la estructura de costos.
Dado que varias de las enzimas objeto de estudio de esta tesis fueron
investigadas con mayor asiduidad en relacién con el ablandamiento de los
frutos, se hace una referencia general a esta cuestidon a continuacion.

El ablandamiento de los frutos estd acompafiado por la
despolimerizacion y solubilizacion de diferentes polisacaridos de la pared
celular que incluye pectinas y glicanos de matriz —a menudo acompafados
por la reorganizacion de los mismos—, y por el elevado nivel de expresion de
genes, proteinas y actividades enziméticas asociadas al desensamblaje de
dicha pared (Brummell & Harpster, 2001; Giovannoni, 2001; Brummell,
2006; Bennett & Labavitch, 2008; Goulao & Oliveira, 2008).

Los cambios en la estructura de la pared celular estan asociados a la
disolucion de la lamina media y a la disgregacion de la pared celular
primaria.

Las modificaciones que ocurren en los polisacaridos pécticos son
resultantes de dos procesos principales: solubilizacion y/o despolimerizaciéon
dependiendo del fruto analizado, ya que es frecuente que existan marcadas
diferencias en el patréon de degradacion de la pared celular entre frutos de
variedades de una misma especie. En frutos de manzano, el ablandamiento
de los mismos ocurre sin una extensa despolimerizacion de los polisacaridos
de la pared en general y con pequefia despolimerizacion y solubilizacion de

pectinas en particular (Yoshioka, et al., 1992; Percy et al., 1997), a
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diferencia de lo que ocurre en otros frutos climatéricos modelos, como el
tomate, donde la modificacibn mas importante en la pared consiste en una
despolimerizacién y solubilizacién masiva de poliurénidos (Brummell &
Labavich, 1997) y despolimerizacion de los glicanos de matriz (Tong &
Gross, 1988).

Conjuntamente con la solubilizacibn de pectinas, la pérdida de
azucares neutros de las cadenas laterales de las pectinas es otro de los
mecanismos que ocurren durante la maduracion de los frutos. La pérdida de
galactosa es muy pronunciada en especies como tomate, pimiento, melén y
manzana, pero no se verifica en todas las especies (revisado por Brummell,
2006). Por ejemplo, en peras europeas y damascos, la arabinosa y la xilosa
respectivamente son los principales azUcares neutros que se pierden
durante la maduracion (Gross & Sams, 1984). Las ciruelas europeas no
manifiestan pérdidas de magnitud de arabinosa o galactosa (Gross & Sams,
1984), diferenciandose de otras especies del mismo género, como los
duraznos, con moderada pérdida de galactosa y arabinosa (Brummell et al.,
2004 a), y las ciruelas japonesas, con pérdidas importantes de arabinosa
(Ponce et al., 2010). La despolimerizacion de pectinas y la pérdida de
galactosa y arabinosa incrementan la porosidad de las paredes, que
inicialmente limita asi el acceso de las enzimas hidroliticas a sustratos
especificos (Baron-Epel et al., 1988).

Uno de los cambios de la pared celular que suele correlacionarse mas
estrechamente con las variaciones de la firmeza de los frutos es la
despolimerizacién de los glicanos de matriz. Se detectd la disminucion del
peso molecular de los glicanos de matriz en los frutos de préacticamente

todas las especies investigadas (ver Brummell, 2006 y referencias alli
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incluidas). Entre los glicanos de matriz se destacan los xiloglucanos,
presentes en mayor abundancia en las fracciones mas fuertemente unidas a
la pared celular. Por otra parte, se observan pocos cambios en el peso
molecular de los glucomananos y xilanos, unidos débilmente a la celulosa.

En general, se considera que Ila celulosa no presenta
despolimerizaciones de importancia durante el ablandamiento de los frutos
de la mayoria de las especies (Brummell, 2006).

Para analizar si las paredes celulares experimentaron modificaciones
de sus componentes, se deben obtener las fracciones enriquecidas en los
principales grupos de polimeros, para lo cual las paredes deben ser
aisladas, inactivadas sus enzimas y extraidas secuencialmente (Brummell &
Harpster, 2001; Brummell, 2006).

Las metodologias variaron con el tiempo y con el material vegetal
(Brummell, 2006), pero en todos los casos las extracciones se realizan en
varios pasos. Frecuentemente se utilizan los siguientes agentes
extractantes:

1. Agentes quelantes como CDTA o EDTA, que remueven
los puentes de calcio de la pared, solubilizando las pectinas unidas
mediante enlaces ionicos.

2. Na,COs;, que por de-esterificacion libera las pectinas
unidas a la pared mediante enlaces covalentes; este tratamiento
también rompe uniones éster entre moléculas de pectina
solubilizadas, resultando en pectinas extraibles de relativo bajo peso
molecular.

3. Alcalis suaves como KOH 1 M 6 4 % (0,7 M), que

solubiliza la matriz de glicanos débilmente unidos en la pared (esta
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fraccion usualmente contiene solo pequefias cantidades de
xiloglucanos y son principalmente glicanos de entrecruzamiento como
glucomananos y glucuronoarabinoxilanos).

4. Alcalis fuertes como KOH 4M o 24% (4,3 M), lo que
provoca la liberacion de glicanos fuertemente unidos en la pared, por
medio de la ruptura de puentes de hidrégeno que los ligan con la
celulosa, sin que se produzca disolucién de las microfibrillas de
celulosa. ElI residuo obtenido luego de esta extraccion es
principalmente celulosa.

En algunos casos se puede realizar una extraccion previa a todos
estos pasos con agua para solubilizar las pectinas unidas muy labilmente a

la pared celular.

1.3- Glicosidasas asociadas a la pared celular en

frutos

En los dltimos quince afios se han investigado intensamente
numerosas enzimas que tienen por sustrato variados polimeros de la pared
celular de los frutos, en busqueda de aquéllas que pudieren considerarse
claves para el ablandamiento (Brummell & Harpster, 2001; Sozzi, 2004;
Brummell, 2006; Vicente et al., 2007; Bennett & Labavitch, 2008; Goulao &
Oliveira, 2008). Al bloquear la expresiéon de los genes codificantes, sin
modificar otros caracteres organolépticos, se determind que ciertas enzimas
juegan un papel critico en la pérdida de firmeza. Son ejemplos de ello la
enzima pectato liasa en frutilla (Jiménez-Bermudez et al., 2002), la
expansina LeExpl en tomate (Brummell et al., 1999), y la B-D-

galactosidasa |1, codificada por el gen TBG 4, en tomate (Smith et al.,
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2002). Este ultimo caso resulta emblematico, porque en los afos
precedentes se sostuvo que ciertas glicosidasas dependientes del etileno
estarian involucradas en el ablandamiento de los frutos (Sozzi et al., 1998).
Tiene ademas suma relevancia econdmica el hecho de que la supresion de
la actividad de wuna (glicosidasa genere tan fuerte impacto en el
ablandamiento del fruto, que permanece 40% mas firme, y que presenta
una sobrevida en almacenamiento de 2 semanas respecto del control
(Smith et al., 2002). Dado que varias glicosidasas fueron investigadas mas
profundamente en frutos, se hara referencia seguidamente a aquellas que
seran objeto de estudio en esta tesis.

Durante el ablandamiento de la mayoria de los frutos, uno de los
cambios mas importantes que ocurre en las paredes celulares es la pérdida
de restos de galactosa y/o arabinosa de los polimeros de pared celular
(Gross & Sams, 1984; Redgwell et al., 1997; Sozzi, 2004; Brummell, 2006).
La galactosa es un componente de los diversos polisacaridos que forman la
pared celular incluyendo galactanos, arabinogalactanos, galactomananos,
galactoglucomananos, fucogalactoxiloglucanos, ademas de glicoproteinas de
pared. Sin embargo, aparece principalmente como restos galactosilos
presentes en ramificaciones laterales del RG | de las pectinas, 0 como
polisacarido independiente formando la cadena principal de galactanos sin
ramificaciones, o con ramificaciones de arabinosa (arabinogalactanos)
(Carpita & Gibeaut, 1993).

La a-D-Galactosidasa (a-Gal; EC 3.2.1.22) es un tipo de
exoglicosidasa capaz de hidrolizar uniones a-galactosidicas. La presencia de
este tipo especifico de enzimas es esperable en especies que transportan la

mayoria de sus asimilados carbonados como oligosacaridos conteniendo a-
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D-galactésidos. Sin embargo, los polisacaridos de pared celular contienen
una baja concentracion galactosa unida mediante uniones a-. Se
encontraron a-Gal en tomate, durazno, pera, naranjas, melén, olivo,
goldenberry y uva (revisado por Sozzi, 2004; Sozzi & Civello, 2005). Si a-
Gal tiene algun rol en el ablandamiento de los frutos, es aun desconocido.
Sin embargo, en la pared celular existen componentes que bien pueden ser
objetivos potenciales para esta enzima. La a-Gal podria clivar restos a-1,4-
galactésidos, que son componentes menores del RG II (O'Neill et al, 1990).
Las [B-D-galactosidasas (B-Gal; EC 3.2.1.23) son enzimas que
hidrolizan restos galactésidos unidos mediante uniones B-1,4 a otro hidrato
de carbono o a una fraccion no carbonada. Se han descubierto numerosas
B-Gal en frutos de diversas especies constituyendo familias de isoformas,
codificadas por familias multigénicas. La mas destacada y estudiada es la de
tomate (Smith et al., 2000). Sin embargo, no todos los genes estarian
relacionados con la maduracion. Se propuso que la accion de algunas B-Gal
estaria relacionada con el crecimiento como medio de liberacion de energia
almacenada. En frutos de tomate en maduraciéon, la regulacion de dos
miembros de una familia de genes de galactosidasa se vincula con la
liberacién de galactanos y con la consiguiente pérdida de firmeza y de
cohesion de los tejidos (Smith et al., 2002; Moctezuma et al., 2003),
seflalando un rol directo de la galactosa constitutiva de las cadenas laterales
de las pectinas en el mantenimiento de la resistencia de la pared. Ross et
al. (1994) verificaron la actividad in vitro de una [-galactosidasa de
manzana sobre polisacaridos de pared celular. Alternativamente, las B-Gal
podrian ejercer un papel indirecto ya que su accidon aumentaria el tamafio

de poro, facilitando la exposicién de la cadena principal del RG | a la accion
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de otras enzimas hidroliticas (Brummell & Harpster, 2001; Vicente et al.,
2007; Bennett & Labavitch, 2008).

Por lo tanto, los galactanos de pectinas parecen estar asociados con
diversos aspectos de las propiedades mecanicas de la pared celular,
incluyendo la extensibilidad y la firmeza, el grado de adhesion entre células
y el tamafo de la porosidad. La accion de las galactosidasas en la
degradacion de los galactanos de las pectinas podria entonces influir en las
propiedades de los tejidos, y en frutos podria resultar en la pérdida de
firmeza. Sin embargo en tejidos en crecimiento podria resultar en cambios
de la extensibilidad (O’'Donoghue et al., 2009).

Las a-L-arabinofuranosidasas (a-L-arabinofuranésido
arabinofuranohidrolasas, EC 3.2.1.55; a-Araf) tendrian una funciéon similar a
las B-galactosidasas, al actuar sobre las ramificaciones ricas en arabinosa
del esqueleto del RG I. Si bien existen varias isoformas de a-Araf durante
toda la ontogenia del fruto de tomate, una es exclusivamente activa durante
la maduracién y dependiente del etileno: la misma atacaria fracciones
pécticas de la pared celular (Sozzi et al., 2002a; 2002b).

La hidrdlisis completa de los arabinoxilanos de la pared celular
requeriria la accion adicional de endo-B-1,4-D-xilanasas o 1,4-B-xilano
endohidrolasas (EC 3.2.1.8), como asi también de [(-D-xilosidasas (EC
3.2.1.37; B-Xil). Las B-Xil no han sido estudiadas en detalle en frutos
climatéricos, aunque ambas actividades se encuentran presentes en palta
(Ronen et al., 1991) y en frutos de numerosas especies (revisado por Sozzi,
2004; Sozzi & Civello, 2005). En algunos casos, no se detecta actividad de
B-Xil in vitro, por ejemplo en manzanas (Dick et al., 1990), aunque puede

deberse al uso de metodologias poco apropiadas para su extraccion y
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determinacion (Sozzi & Civello, 2005). Por otra parte, la determinacion de
actividad contra sustratos de sintesis puede no reflejar la actividad in vivo.

Siempre considerando a los frutos climatéricos, Itai et al. (1999)
informaron la existencia de un clon de B-Xil asociada con la maduracién y
senescencia de otra Pomoidea, la pera japonesa. En durazno, la expresion
del gen PpAz152 -que muestra homologia con genes de B-Xil putativos—
resulté ser independiente del etileno (Ruperti et al., 2002). En tomate, dos
diferentes cDNAs (LeXYL1 y LeXYL2) mostraron diferentes patrones de
expresion, el primero relacionado con el desarrollo del fruto y el segundo
con la maduracién, aunque ambos resultaron ser independientes del etileno
(Itai et al., 2003). En frutos no climatéricos, la expresion del clon FaXyl/1l en
frutilla resulta dependiente de la maduraciéon (Martinez et al., 2004). La
enzima B-Xil podria estar involucrada en el proceso de ablandamiento,
aunque el contenido total de xilosa de la pared celular no cambia
apreciablemente durante la maduracién en la mayoria de los frutos (Gross &
Sams, 1984). Este hecho sugiere una reorganizacion de los polimeros
hemicelulésicos dentro de la pared, mas que una digestion de los mismos
que conlleve la solubilizacion o movilizacién de productos de hidrélisis a
reservorios celulares para un metabolizacién posterior (Sozzi, 2004).

Los residuos a-D-xilosilos aparecen usualmente como cadenas
laterales unidas a glucanos o galacturonanos por medio de uniones a-1,6.
Las a-D-xilosidasas (a-Xil; EC 3.2.1.) son enzimas capaces de modificar los
oligosacaridos componentes de los xiloglucanos en tejidos de plantas.
Fueron encontradas en epicétilos de arvejas tratados con auxinas (O’Neill et
al., 1989), cotiledones de plantulas de taco de reina (Tropaeolum majus)

(Fanutti et al., 1991) y hojas de coliflor (Sampedro et al., 2001). En frutos,
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se informaron bajos niveles de actividad de la enzima a-Xil en olivo
(Heredia et al., 1993) y pimiento (Biles et al., 1997), utilizando p-nitrofenil
xilopirandsido como sustrato. O'Neill et al. (1989) purificaron una a-Xil de
plantulas de arveja que no actla sobre sustratos cromogénicos (p-
nitrofenil-a-D-xilopirandsido), pero que son capaces de clivar uniones a-
xilosidicas especificas de oligosacaridos de xiloglucanos. La actividad a-Xil
podria también desempefar un papel clave por el hecho de que los
oligosacaridos carentes de restos xilosilos en el extremo no reductor son
probablemente incapaces de actuar como aceptores de la enzima
xiloglucano endotransglicosilasa (XET; EC 2.4.1.207; Lorences & Fry, 1993).
De esta manera, la actividad de la enzima a-Xil podria regular la actividad
de la enzima XET in muro y, por lo tanto, intervenir en procesos como el
crecimiento o ablandamiento de tejidos en caso de que estos requieran de
la enzima XET.

Las B-D-glucosidasas (B-D-glucésido glucohidrolasas, EC 3.2.1.21; B-
Glu) se encuentran también ampliamente distribuidas en frutos como
manzana, tomate, naranja, melén, durazno, damasco, ciruela, cereza y
goldenberry (Sozzi, 2004). Estas enzimas han sido purificadas parcialmente
en muy pocos frutos, todos ellos no climatéricos: naranja (Cameron et al.,
2001) y cereza dulce (Gerardi et al., 2001). Suelen presentar actividad
contra una variada gama de disacaridos (celobiosa, laminaribiosa y
genciobiosa entre otros). La B-Glu de cereza dulce presenta ademas
actividad contra prunasina. Algunos miembros de esta familia de enzimas se
localizan en el apoplasto y citosol, mientras que otros encuentran anclaje
exclusivamente en la pared celular (Gerardi et al., 2001). El estudio de

estas enzimas resulta particularmente atractivo, porque muchos
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compuestos responsables del aroma de estos frutos son resultantes de
hidrdlisis de uniones glucosidicas (ver, para manzana, Schwab & Schreier,
1990). En manzana, la mayor parte de la actividad B-Glu esta relacionada
con la pared celular, dado que se requiere una elevada fuerza i6nica para la
extraccion de la enzima (Dick et al., 1990). Solamente se ha publicado el
aislamiento de un gen en frutos (denominado pBAN EU89), a partir de la
cascara de banana, cuya expresion es dependiente de la maduracién y que
codifica para una proteina cuya secuencia guarda similitud con la de una -
Glu (Drury et al., 1999).

Como se comentd anteriormente, muchas glicosidasas estan
presentes como familias de isoformas. Mientras algunos miembros de una
dada familia pueden atacar ciertas fracciones de la pared celular, es posible
que no todos estén involucrados en el metabolismo de dicha pared. No soélo
se desconoce su distribucion temporal en la ontogenia del fruto o sus
sustratos in vivo, sino que tampoco se conoce su distribucidn espacial entre
los diferentes tejidos, ni su regulacién. Sin embargo, un punto resulta mas
llamativo aun: similares enzimas de pared celular y estructuras poliméricas
se encuentran presentes en la mayoria de los frutos, pero la textura de los
mismos y la forma en que éstos se ablandan resultan radicalmente
diferentes. Esto sefiala que la presencia de una determinada familia de
enzimas en diferentes especies no asegura el cumplimiento de la misma
funcion in vivo y refleja el amplio rango de mecanismos involucrados en la
despolimerizacion de la pared celular que afectan las propiedades texturales
de los frutos. De alli que el fruto de cada especie constituye, en buena
medida, un modelo propio y exclusivo de maduracion, y las extrapolaciones

de una especie a otra pocas veces resultan validas (Sozzi & Civello, 2004).

RARIDINE i



Paula ALAYON LUACES CAPITULO 1

1.4- La manzana como especie objeto de estudio

Las manzanas se encuentran entre las frutas frescas de consumo masivo
que mas incrementaron su popularidad desde 1970 (How, 1993). Las
estadisticas no solo reflejan el crecimiento en su consumo, particularmente
en paises desarrollados como los EE.UU., sino las importantes oscilaciones
de afo en afio en el consumo de manzanas per capita. Estas modificaciones
en los niveles de consumo en plazos cortos no son exclusivas de las
manzanas y resultan de cambios en los niveles de suministro mas que de
cambios en la demanda. Las cosechas abundantes conllevan mas elevados
niveles de consumo per capita, y la disponibilidad de producciones locales
puede asimismo incrementar el consumo (Putnam & Allshouse, 1991).

Durante la campafia 2007-2008, las principales zonas productoras de
manzana de Argentina produjeron 750.200 toneladas de manzanas, de las
cuales el 28% tuvieron por destino la exportacion. De éstas, el 49,4% de la
produccion corresponde a ‘Red Delicious’, y 19,3% adicional a ‘Granny
Smith’, en tanto que el cultivar temprano ‘Gala’ contribuyd con el 20,3 %
(Anuario Estadistico 2008, Fundacion Barrera Zoofitosanitaria Patagonica).
El desarrollo del transporte de larga distancia favorecié la disminucién de la
importancia de la proximidad al mercado y facilitdé la concentracién de la
produccién en areas con elevada especializacion situadas en las provincias
de Rio Negro, Mendoza y Neuquén. Mas aun, la industria de la manzana
estad experimentando en el mundo un periodo de intensa competencia que
algunos economistas han descrito como un “estado de hipercompetencia”
(Eklund Axelson & Axelson, 2000).

Sin embargo, esta concentracién de la produccion no ha eliminado las

producciones locales: muchos productores en diferentes areas del pais han
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desarrollado producciones exitosas basadas principalmente en la venta
directa a los consumidores, comercios y cadenas de supermercados
préximas, aprovechando la llegada mas temprana y rapida al mercado y la
frescura de sus productos. Los estudios de preferencia realizados con
consumidores de manzanas demostraron que los habitos de consumo
desarrollados durante la infancia tienen un impacto significativo en la dieta
de los adultos (Krebs-Smith et al., 1996) y que los cultivares consumidos en
la casa paterna mantienen una influencia decisiva en las predilecciones de
los hijos (Cheng et al., 1996). Las preferencias por manzanas propias de la
region también parecen estar fuertemente influidas por la familiaridad por
dichos cultivares (CIiff et al., 1999). Por otra parte, variados estudios han
demostrado que la calidad de las manzanas es mas importante para los
consumidores que el precio, siempre que éste varie dentro de un rango
comercial razonable. De hecho, la elasticidad cruzada de precios indica que
los citricos pueden convertirse en substitutos de las manzanas, de forma
que un incremento desmesurado en los precios de éstas Ultimas provoca un
incremento en el consumo de citricos en detrimento del de manzanas, y
viceversa (Richards, 1999; Richards & Patterson, 2000). Estas situaciones
pueden conspirar contra una deseable variedad en la dieta.

Durante su ontogenia, el fruto atraviesa diversas etapas caracterizadas
por una serie de continuos cambios metabdlicos. Luego de la fecundacion,
la divisién celular inicial y el cuaje, el fruto experimenta tres etapas
fisiolégicas fundamentales: crecimiento, maduracion y senescencia. La
etapa de mayor complejidad es la de la maduracion, en la cual se distinguen
dos fases: la maduracion fisiolégica y la maduraciéon organoléptica (Reid,

2002). La primera, que asegura las posibilidades ulteriores del fruto de
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alcanzar la madurez organoléptica, sélo se completa adecuadamente con la
permanencia del fruto en el arbol. La madurez organoléptica es el proceso
por medio del cual las frutas adquieren las caracteristicas sensoriales que
las definen como comestibles, es decir, olfativa, gustativa y visualmente
atractivas para su consumo (Reid, 2002) En un fruto climatérico como la
manzana, esta etapa se puede completar tanto en el arbol como separado
de él (postcosecha). El climaterio respiratorio en frutos fue descrito por
primera vez por Kidd & West en 1924 utilizando manzanas en sus ensayos.
La produccion de CO, se incrementa entre 50 y 100% durante la
maduracion organoléptica, mientras que la produccion de etileno,
fitohormona gaseosa que regula la maduracién organoléptica, aumenta
simultaneamente unas 1000 veces. El ablandamiento, el cambio de color de
fondo de verde a amarillo, la formacion de ceras epicuticulares, y la sintesis
de compuestos aromaticos se encuentran directamente asociados a dicho
climaterio (Knee, 1993). Sin embargo, la dindmica de la maduracién y
varios de sus principales indicadores varian sustantivamente, dependiendo
del cultivar estudiado (Gussman et al., 1993).

En el caso particular de las manzanas de cultivares tempranos, una de
las mayores debilidades es su ablandamiento acelerado durante Ila
maduracion. Este problema es particularmente serio en el producto
cosechado tardiamente, que suele presentar un mayor porcentaje de
descarte en el mercado. Las manzanas manifiestan por lo general una muy
buena respuesta a las bajas temperaturas y atmaodsferas controladas,
aunque existe una variaciéon importante que depende del cultivar (revisado
por Kupferman, 1997). Los cultivares tempranos han sido los menos

estudiados, particularmente los producidos en zonas subtropicales.
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1.5- El cultivo del manzano cv Anna en Corrientes

El manzano crece espontaneamente en montes de Europa y Asia
Central. Por su adaptacion a un amplio rango de condiciones climaticas, a
diversos suelos y sistemas de cultivo, el manzano se cultiva extensamente
en Europa, Norte y Sud América, Nueva Zelanda, Australia y Asia. Sus
cultivares se cuentan en gran ndmero en la mayoria de los paises con
climas templados (Janick et al., 1996).

Este cultivo es conocido por su alto requerimiento en unidades de
frio. Sin embargo, existen grandes diferencias entre cultivares, con
oscilaciones de requerimientos que van desde las 200 a las 1400 horas de
frio (Samson, 1991). La mayoria de los cultivares antiguos presentan
requerimientos de frio mas acentuados para la ruptura de su dormicién de
sus yemas. En la actualidad y merced al mejoramiento genético, se cuenta
con cultivares de bajos requerimientos de frio y frutos de buena calidad.

La Fruticultura en el Nordeste Argentino se limita basicamente a
cultivos citricolas (naranjas, mandarinas y limones). Casi no existen
plantaciones fruticolas comerciales de importancia de otras especies. Esto
genera la necesidad de buscar alternativas fruticolas agronémicamente
factibles y econdmicamente viables que brinden a los productores un cultivo
intensivo y rentable para diversificar la producciéon de frutas de la zona. En
el Noreste Argentino practicamente no se registran estudios con materiales
de manzanos de bajos requerimientos de frio, con excepcion de algunas
evaluaciones de plantaciones de manzanos realizadas en el INTA Cerro Azul,
provincia de Misiones. Las plantaciones comerciales de la provincia de

Misiones nuclean unas 20 hectareas de pequefios productores. Las mismas
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tienen alrededor de 10 afios de implantacién y cuentan con cultivares
provenientes de Brasil.

En la Provincia de Corrientes, en la localidades de Capital, San Luis
del Palmar y Santa Rosa, se producen manzanas de los cultivares Anna,
Eva, Anabella, y Caricia, de bajos requerimientos de frio, sobre los
portainjertos MM111, EM9 y pie correntino, este ultimo de importancia local.
Las plantas de mas edad en estos montes son de 8 afios.

Existen trabajos experimentales en ejecucion con el fin de evaluar el
comportamiento vegetativo y reproductivo de estos cultivares en dos
montes ubicados en las localidades de San Luis del Palmar y en el Campo
Experimental de la FCA-UNNE, en Corrientes Capital. Los resultados
preliminares indican que, si bien todos los cultivares cumplimentan los
requerimientos de unidades de frio (dado que tienen lugar tanto la floracion
como la fructificacién), el cv. Anna presenta el mejor comportamiento, tanto
por su productividad como por la calidad y tamafio de sus frutos. Sin
embargo, no se registran trabajos vinculados con el cultivo de callos in vitro
de este cultivar, o el estudio de enzimas de pared celular.

El cultivar Anna es el resultado del cruzamiento de “"Red Hadassiya” x
“Golden Delicious” efectuado en Doar Na Shomron, Israel, por Abba Stein
en 1959 (Brooks, 1972). Su cultivo se ha extendido ampliamente por las
zonas subtropicales del mundo por sus bajos requerimientos de horas de
frio (150 a 200 horas). Sus frutos son redondo-cénicos a conicos-alargados,
con fondo amarillo y coloracién rojo-rosada (Figura 1.1). En San Luis del
Palmar la cosecha es en la segunda quincena de noviembre y por ser un

cultivar de cosecha temprana se caracteriza por la rapida pérdida de
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firmeza de sus frutos, lo cual se traduce en menores posibilidades de

comercializacion.

FIG 1.1: Manzana cultivar Anna en San Luis del Palmar Corrientes.
1.6- El cultivo in vitro como sistema de estudio

El cultivo de tejidos consiste en el aislamiento de una porcion de la
planta (explante), proporcionandole artificialmente las condiciones fisicas y
guimicas apropiadas para que las células expresen su potencial intrinseco o
inducido (Roca & Mroginski, 1993).

El cultivo aséptico in vitro de células, tejidos, 6rganos y sus
componentes bajo condiciones fisicas y quimicas definidas constituye una
herramienta importante, tanto para estudios basicos como aplicados. Sus
origenes, que se remontan hasta los inicios del siglo XX, se deben al
cientifico aleméan Haberlandt. Los primeros estudios se realizaron en cultivos
de enraizamiento, cultivo de embriones y el primer cultivo de callos. El
periodo entre 1940 y 1960 fue marcado por el desarrollo de nuevas técnicas
y por el mejoramiento de aguellas que estaban en uso. Fue la disponibilidad
de esas técnicas las que lideraron la aplicacién del cultivo de tejidos en seis
grandes areas: comportamiento celular (que incluye citologia, nutricion,
metabolismo, morfogénesis, embriogénesis y patologia), modificacion de

plantas y mejoramiento, plantas libres de patdgenos, almacenamiento de
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germoplasma, propagacion clonal y formacién de productos (principalmente
metabolitos secundarios), éstos ultimos iniciados a mediados de la década
de 1960. En la década de 1990 continud la expansion de la aplicaciéon de las
técnicas de cultivo in vitro, a un gran numero de especies vegetales.
Actualmente el cultivo in vitro de células sigue siendo una herramienta para
el estudio de areas basicas de la biologia de plantas y bioquimica y ocupa
un lugar de gran importancia en estudios de biologia molecular y
biotecnologia (Thorpe, 2007).

Las células de las plantas son “totipotentes”, lo cual significa que: 1)
cada célula cultivada retiene la totalidad de la informacién genética de la
planta madre; 2) cada célula esta potencialmente preparada para reproducir
toda esta informacién y, en consecuencia, 3) cada célula es capaz de
regenerar un nuevo individuo.

El cultivo de células de plantas recibi6 mucha atencibn como
potencial fuente de sintesis y extracciéon de productos naturales (Bourgaud
et al, 2001), como asi también constituyendo un sistema para el estudio de
procesos metabdlicos (Dougall, 1980).

Los callos, son masas de células desorganizadas, provenientes del
cultivo de érganos o tejidos diferenciados, que presentan una proliferacion
continua, acelerada y de apariencia desorganizada. Las respuestas
cualitativas y cuantitativas del crecimiento del callo en cultivo involucran un
sinergismo estrecho y complejo entre el origen del tejido usado para la
primera induccién, la composiciéon del medio y las condiciones fisicas que
prevalecen durante esta etapa (Barba Alvarez, 1991).

A diferencia de los sistemas que involucran plantas enteras, el cultivo

in vitro de callos, que crece bajo condiciones controladas elimina los efectos
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del ambiente que inciden sobre los procesos fisioldgicos que puedan suceder
en la planta, érgano o tejido que se desea estudiar.

El cultivo in vitro de callos representa un sistema biolégico artificial
que provee una fuente de tejido conveniente y facil de manejar, que puede
regenerarse con relativa rapidez y desde donde se pueden obtener sin
dificultad las enzimas asociadas a la pared celular que, como se detallara
mas adelante, son objeto de nuestro estudio. Por otra parte este sistema de
cultivo in vitro de callos también permite realizar una gran amplitud de
estudios que involucran la adicién de reguladores del crecimiento vegetal y
de diferentes tipos y concentraciones de hidratos de carbono al medio de
cultivo, en niveles similares a los fisioldégicos. Por las ventajas previamente
sefaladas, el cultivo in vitro de callos constituye el sistema de estudio

utilizado en esta tesis.

1.7- Objetivo general

El objetivo general de esta tesis fue estudiar la modulacion in vitro de
la composicion de la pared celular, la variacion de la actividad de glicosil
hidrolasas asociadas a la pared celular resultante de la influencia de
reguladores del crecimiento y de azlcares, y la posible incidencia de los
niveles de actividad de esas enzimas sobre la cambios operados en la

pared, utilizando callos cultivados de manzana ‘Anna’ como sistema.
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2.1. Introduccion

El cultivo de in vitro de tejidos vegetales puede ser definido como un
conjunto muy heterogéneo de técnicas que presentan en comun la
caracteristica de que una parte separada del vegetal (explante) se cultiva
asépticamente en un medio artificial de composiciéon quimica definida y se
incuba en condiciones ambientales controladas (Mroginski et al., 2004).
Todas y cada una de las fases que involucra esta técnica, necesarias para
llegar a un objetivo exitoso, estan condicionadas por factores propios de
cada etapa. Uno de los principales factores a tener en cuenta es el objetivo
que se persigue con el cultivo in vitro. Por nombrar algunos, esta técnica
puede ser aplicada para la obtencion de plantas con sanidad controlada,
micropropagacion, obtencion de hibridos interespecificos, obtencién de
plantas haploides, produccibn de sustancias utiles, conservacion e
intercambio de germoplasma o para abordar estudios basicos.

Cuando se utiliza esta técnica para realizar estudios basicos, lo que
se busca en muchos casos es la obtencidon de un sistema de callos (masas
de células no organizadas) para estudiar algun proceso fisioldgico particular.

A menudo resulta interesante el uso del cultivo in vitro de tejidos
porque representa un sistema biolégico artificial que simplifica las complejas
interrelaciones que existen entre las distintas partes de una planta entera,
inclusive dentro de un Unico 6rgano. Buenos ejemplos de ello son el cultivo
de varias especies para el estudio de la floracién in vitro (Scorza, 1982;
Rastogi & Sawhney, 1989; Dickens, 1990; Chia et al., 1999) y de la

fructificacion in vitro (Tisserat & Galletta, 1995; Franklin et al., 2000; Bohdi
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Padma & Leung, 2003). Estas técnicas brindan también una valiosa ayuda
para estudiar la rizogénesis in vitro (De Klerk et al., 1999). El cultivo in
vitro de microestacas de portainjentos de manzanas ofrece numerosas
ventajas para el estudio de mecanismos y respuestas involucrados ante la
presencia de situaciones de estrés salino y osmdético (Molassiotis et al.,
2006). También se utilizan suspensiones celulares de gramineas para el
estudio del efecto de graminicidas sobre el metabolismo de los lipidos (Price
et al., 2003).

Desde hace tiempo se utiliza en manzanas el sistema de cultivo in
vitro de callos para abordar diversos estudios (ver revision en Skirvin et al.,
1986). Este sistema se utilizé para realizar variadas investigaciones basicas
en manzana (Tabla 11.1).

La seleccion del explante estd condicionada por lo que se quiere
estudiar. Por eso, la correcta eleccién del mismo puede definir la obtencién
0 no de las respuestas buscadas. Para esta eleccibn es necesario tener en
cuenta la edad fisiolégica del 6rgano de donde se obtendra el material, la
época del afo, el tamafio del explante, y las caracteristicas particulares del
mismo como ser la presencia de tejidos altamente susceptibles a la
oxidacion, como es el caso de la pulpa de manzana por la acciéon de
polifenol oxidasas (Nicolas et al., 1994).

La introduccion exitosa del material estd intimamente relacionada al
manejo de la asepsia, que es uno de los principales problemas que se
presenta cuando se quieren establecer los cultivos. La contaminacion de los
explantes con diversos tipos de microorganismos ocurre principalmente por
las condiciones altamente predisponentes del ambiente de cultivo para la

proliferacién de microorganismos indeseados.
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El medio de cultivo que se le proporciona al explante es el que en

gran escala define la respuesta de dicho explante. Un medio de cultivo esta

basicamente compuesto por una fuente carbonada, nutrientes minerales,

sustancias vitaminicas, sustancias reguladoras del crecimiento y, en el caso

de medios semisélidos, un agente gelificante. La modificacion de los tipos,

concentracion o combinaciéon de estos componentes podria modular de

manera diferencial el metabolismo del tejido objeto de estudio.

Afio Objetivo Autor/es
Primer cultivo exitoso de tejidos de
1958 Letham
frutos de manzana
1970 Estudio de las bases fisiologicas del Nitsch et al.
cultivo de tejidos de pulpa de manzana

Intento de correlacionar la textura de

1977 los frutos con caracteristicas de Wallner
crecimiento de los callos.
1979 Dete(?cién y cgracterizacién de una Negm y Loescher
sorbitol deshidrogenasa en callos
Analisis de metodologia para aislar
1985 proteinas y peroxidasas a partir de Berger et al.
callos
1986 Estudio de la ac;u_on fltop_atogenos Beech y Gessler
(Venturia inequalis)
1988 Analisis bioquimico del perfil lipidico en Prabha et al.
callos y frutos de manzana

Estudio de metabolitos primarios y el

2006 metabolismo de acidos organicos en Prabha et al.
manzanas
Importancia de la arginina
2006 descarboxilasa en respuesta a estrés Liu et al.
salino en callos

Tabla 11.1: Diversos estudios realizados en manzanas utilizando la técnica
de cultivo in vitro de callos.

Entre las principales limitaciones sefaladas para la introduccién in

vitro de manzana, se cita el ennegrecimiento de los explantes (Wanstreet,

1982). Esta oxidacion (“browning”) es debida principalmente a la presencia
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de polifenol oxidasas (PPO; EC 1.10.3.1) que son exudadas de la superficie
cortada, reaccionando con compuestos presentes en el medio de cultivo.
Estos componentes pueden ser toxicos para el explante, causando inclusive
la muerte del mismo. La eliminacién o disminucién de esta oxidacion puede
lograrse con la incorporacion de agentes antioxidantes al medio de cultivo,
como por ejemplo el acido ascodrbico.

La incubacién de los cultivos se debe llevar a cabo bajo condiciones
controladas de temperatura, calidad e intensidad de Iluz, fotoperiodo,
humedad atmosférica e higiene.

Para establecer un protocolo exitoso que nos permita generar un

sistema de estudio, es necesario ajustar todos y cada uno de estos factores.
2.2. Objetivos

Los objetivos de este trabajo fueron establecer un protocolo efectivo
para la obtencion de callos provenientes de pulpa de manzana cv Anna y
utilizarlo como sistema para el estudio de los efectos moduladores de
diferentes sustancias sobre seis glicésido hidrolasas: a-L-
arabinofuranosidasa [a-Araf; EC 3.2.1.55], B-D-glucosidasa [B-Glu; EC
3.2.1.21], a y B-D-xilosidasa [a-Xil y B-Xil; EC 3.2.1.- y EC 3.2.1.37,
respectivamente] y a y B-D-galactosidasa [a-Gal y B-Gal; EC 3.2.1.22- y EC

3.2.1.23, respectivamente] asociadas a pared celular.

2.3. Materiales y Métodos

2.3.1. Material vegetal
Los frutos de manzanos (Malus x domestica Borkh.) de donde se

obtuvieron los explantes provinieron de plantas del cultivar Anna injertado
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sobre el portainjerto "Pie Correntino” implantadas en una finca particular en
el afio 2001 en la localidad de San Luis del Palmar situada a 25 km al
sudeste de Corrientes Capital (58° 49" W, 27° 28’ S; Altura: 60 m.s.n.m.).

El lote consta de media hectarea con plantas conducidas en
espaldera, en un marco de plantaciéon de 2 m entre plantas y 4 m entre
lineos, implantadas en un suelo franco arcilloso con caracteristicas molicas,
con materia organica 1,7%, pH 6.2; fosforo 5 ppm (Bray-Kurtz N°1) y calcio
5,6 cmol kg™ con una profundidad efectiva de suelo de aproximadamente
100 cm.

‘Anna’ pertenece a los cultivares de bajo requerimiento de horas de
frio. Es el resultado del cruzamiento de ‘Red Hadassiya’ x ‘Golden Delicious’
efectuado en Doar Na Shomron, Israel, por Abba Stein en 1959 (Brooks &
Olmo, 1972). Su cultivo se extendié ampliamente en las zonas subtropicales
del mundo por sus bajos requerimientos de horas de frio (150 a 200 horas)
y por su buen comportamiento agronémico. Sus frutos son redondo-cénicos
a conicos-alargados, con fondo amarillo y coloracién de cobertura rojo-
rosada. El periodo de cosecha registrado en Corrientes se extiende desde la

segunda quincena de noviembre hasta la primera de diciembre.

"Pie Correntino” (PC) es un pie criollo, probablemente proveniente de
semilla, implantado en la localidad de San Luis del Palmar. Posee un porte

semivigoroso, buen comportamiento sanitario y ante situaciones de sequia.

En estudios previos realizados en la Catedra de Fruticultura de la
FCA-UNNE en convenio con un productor se evalué el comportamiento

agronémico de la combinacion.
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2.3.2. Cultivo in vitro de tejidos

Los explantes fueron obtenidos de frutos de manzanas inmaduras de
75 dias después de plena floracién. De acuerdo con Skirvin et al. (1986) la
desinfeccién consistié en colocar los frutos sin pelar en etanol 70% durante
un minuto, seguido por la inmersién durante 30 minutos en solucién de
hipoclorito de sodio 1,8% con el agregado de dos gotas de Tween®.
Transcurrido el tiempo de inmersidn se enjuagaron las frutas cuatro veces
en una cadmara de flujo laminar con agua destilada estéril. En los
tratamientos que involucraron frio, la desinfeccion y los enjuagues se
realizaron con agua a 5 °C.

Previo al cultivo, se pelaron tajadas de los frutos. El cultivo se realizé
sin luz directa a fin de evitar la oxidacion de los explantes. Cada explante
consistié en un cubo de 5 mm de lado, proveniente del hipanto (“corteza” o
“pulpa”) obtenido a una profundidad de 1 cm desde la capa externa del
hipanto (“cascara”).

Los medios de cultivo se dispensaron en tubos de 11 mL (3 mL de
medio de cultivo/tubo) que fueron cubiertos con papel de aluminio y
esterilizados en autoclave a 0,101 MPa durante 20 minutos. El pH de todos
los medios de cultivo se ajustd a 5,8 con el agregado de KOH o HCI, previo
a la adicion de agar 0,65% (Sigma, A1296). Los trozos de “pulpa” se
cultivaron individualmente en tubos de vidrio

El medio de cultivo de iniciacibn estuvo compuesto por las sales
minerales y vitaminas de Murashige & Skoog (1962) (MS) suplementados
con 2,4-D 1 mg L* y BAP 0,1 mg L* como reguladores vegetales del

crecimiento y sacarosa 3% como fuente de energia (MC).
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Los explantes se cultivaron (1/tubo) en camara de flujo laminar,
recubriéndolos con Resinite AF50®. Posteriormente, los cultivos se ubicaron
en condiciones de oscuridad (camara oscura) a temperatura controlada de
27 + 2 °C para su incubacion.

Los callos obtenidos luego de 30 dias de incubacion se repicaron a
medio de cultivo de iniciacion fresco, elimindndose tejido de “pulpa”
excedente. Cada 30 dias, se subcultivaron los callos en el mismo medio de
cultivo fresco, con el objetivo de obtener volumen de material de estudio en

activo crecimiento (Figura 11.1).

FIG II. 1: Cultivo in vitro de pulpa de manzana. a) Frutas de manzana
inmaduras, b) procesos de desinfeccion en flujo laminar, c) obtencion de

explante y cultivo.
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2.3.3. Tratamientos

2.3.3.1. Seleccion del explante

Con el objetivo de evaluar que estadio de crecimiento de los frutos
era el méas apropiado para obtener callos, se utilizaron como explantes
manzanas de la variedad Anna cultivadas en San Luis del Palmar Corrientes
en dos momentos del crecimiento del fruto: a los 75 dias después de plena
floracion (frutos inmaduros) y luego de 110 dias después de plena floracion
(frutos maduros). Los explantes en ambos casos consistieron en un cubo de
5mm de lado, provenientes del hipanto (“corteza” o “pulpa”) a una

profundidad de 1 cm desde la capa externa del hipanto (“cascara”).

2.3.3.2. Medio de cultivo de acondicionamiento

Con el objeto de disminuir los problemas de contaminacién vy
“aclimatar” al tejido a las condiciones in vitro se utiliz6, de acuerdo con
Cheng (1978) y previo al cultivo de induccién, un medio de cultivo de
acondicionamiento compuesto por sales minerales y vitaminas de Murashige
y Skoog (1962) suplementado con 3% de sacarosa como fuente carbonada
(MA). Los explantes fueron mantenidos en este medio durante una semana.
Al cabo del mismo se eliminaron los explantes contaminados o que

presentaban ennegrecimiento.

2.3.3.3. Medio de cultivo
El medio de cultivo de induccion fue el propuesto por Pech et al.
(1975) compuesto por las sales minerales y vitaminas de MS suplementado
con1 mgL?*24-Dy 0.1 mgL?* de BAP mas 3% de sacarosa como fuente

de energia (MC 1).
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2.3.3.4. Ennegrecimiento

Con el objeto de disminuir el ennegrecimiento de los explantes se
ensayol el efecto antioxidante del acido ascérbico en cultivo de pulpa de
manzana ‘Anna’. Se empled sal sodica de acido ascérbico 150 ppm,
incorporandola tanto al medio de cultivo de acondicionamiento (MAa) como
al medio de inducciéon (MC 2).

Considerando que en la oxidacion interviene principalmente la accién
de distintas isoformas de una enzima se hipotetizé que, si se realizaba todo
el proceso de cultivo a bajas temperaturas, se podria reducir el
ennegrecimiento de los explantes. Para ello se evalu6 el efecto del frio como
condicién favorable para disminuir los efectos indeseables de la oxidaciéon. A
tal efecto, se tratdé a los frutos de ambas edades en condiciones de

temperatura ambiente y con frio (5°C) desde cosecha hasta su cultivo.

2.3.4. Cultivo e Incubacion

Con el objetivo de disminuir los efectos nocivos de la oxidacion, el
cultivo se realizé6 en camara de flujo laminar disminuyendo al méaximo la
iluminaciéon (2 pumol m™2 s™). Los explantes fueron cultivados e incubados

como se describié anteriormente.

2.3.5. Parametros analizados y analisis estadistico

En todos los tratamientos se midieron: obtencién de callos (callo),
explantes sin respuesta (sin), explantes contaminados (c) y explantes
ennegrecidos (e) informando los resultados en porcentaje. Se cultivaron 25
tubos por tratamiento con tres repeticiones independientes de cada uno.
Los resultados se presentan como medias * el desvio estandar. Se

determinaron las diferencias significativas por ANOVA y se compararon las

RARIUNNE i



Paula ALAYON LUACES CAPITULO 2

medias de los tratamientos por medio de la prueba de Tukey (p<0,05)

(Anexos Tabla A.1).

2.4. Resultados y Discusion

Luego de 7 dias de cultivo de los explantes, se observé en algunos de
ellos el inicio de la formacion de callos. El aspecto de los explantes y la
diferenciacion de callos variaron, independientemente del tratamiento. En
algunos casos no se observd ningun sintoma de oxidacién y presencia de
callos blancos trasparentes (Figura Il. 2 a y b). Otros explantes tomaron
coloracion marrén (probablemente por la oxidaciobn del mismo) y, sin
embargo, en los mismos también se diferenciaron callos (Figura ll. 2 c y d).
Otros explantes se volvieron totalmente marrones (ennegrecidos) sin
observarse en ellos formacion de callos (Figura Il. 2 e y f). Por altimo, un
grupo de ellos no tomaron ninguna coloracién en particular pero tampoco
dieron callos (sin respuestas).

En todos los casos, la desinfeccion propuesta dio muy buenas
respuestas en el cultivo de frutas inmaduras. Sin embargo, practicamente
se obtuvieron explantes contaminados en todos los tratamientos de frutos
maduros, y hasta 20% en los tratamientos en los que se subcultivaron los
explantes de MA a MC 1 y a MC 2 (Figura 11.3). Sin embargo en estos
mismos tratamientos la utilizacion de frio disminuy6 entre 3,6 y 3,75 veces
la infeccidon respectivamente, observandose un comportamiento similar ante

el uso de frio en todos los tratamientos de frutas maduras.
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FIG II. 2: Respuestas obtenidas del cultivo in vitro de pulpa de manzana. (a
y b) callos blancos transparentes, sin oxidacion apreciable en el explante. (c
y d) callos provenientes de explantes que sufrieron ennegrecimiento. (e y f)

callos notablemente ennegrecidos de los cuales no se diferenciaron callos.
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FIG II. 3: Explantes contaminados (c) y ennegrecidos (e), expresados en
porcentaje, provenientes del cultivo in vitro de pulpa de manzanas maduras

con y sin tratamiento de frio.

En el caso del cultivo de manzanas inmaduras, el porcentaje de
infeccion fue muy bajo (4%) o nulo en la mayoria de los tratamientos
(Figura Il. 4), con y sin utilizacion de frio, demostrandose asi que el
protocolo de desinfeccidbn propuesto es sumamente conveniente para la
introduccion in vitro de frutas de manzana inmaduras.

Indudablemente, el ennegrecimiento de los explantes inhibe el
desarrollo de los mismos e inclusive causa su muerte. En el caso de los
frutos maduros (Figura 11.3) tratados sin frio, el Unico tratamiento en que
no se observaron explantes ennegrecidos fue en el tratamiento en el que se
cultivd directamente en MC 1, siendo 10,67% la oxidaciobn maxima cuando
los explantes tratados sin frio fueron cultivados una semana en MAa previo

al repique en el MC 1. Sin embargo, cuando los frutos maduros fueron
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tratados con frio, s6lo se observaron explantes ennegrecidos en los
tratamientos a MA a MC 1y a MC 2 (9,72% vy 9,33% respectivamente),
sugiriendo que la adicibn de un compuesto antioxidante al medio de
acondicionamiento, conjuntamente con la utilizacion de frio, fueron
tratamientos efectivos para evitar la oxidacion de la pulpa de manzana
proveniente de frutos maduros. En el caso del cultivo de frutos inmaduros,
todos los tratamientos fueron altamente efectivos para impedir la oxidacion,
ya gque no se obtuvieron explantes ennegrecidos en ninguno de los
tratamientos (Figura Il. 4). Estos resultados sugieren que la causa de la
ausencia de oxidaciéon en el cultivo de estos explantes radica en factores
intrinsecos de los mismos. Es probable que estos explantes contengan
menores niveles de PPO, principal causante de oxidacibn enzimatica en
manzana (Haruta et al. 1999).

En todos los tratamientos se obtuvieron callos (Figura Il. 5y 1l. 6).

El maximo porcentaje de callos obtenidos del cultivo de pulpa de
manzanas maduras se observé en el tratamiento en el que los explantes
tratados con frio, se cultivaron directamente en MC 1 (85,33%) (Figura Il.
5) no habiéndose encontrado diferencias significativas (<0,005) entre los
tratamientos con y sin frio en ninguno de los medios de cultivo ensayados.
Se encontraron diferencias en los explantes de frutos maduros sin
respuestas, que alcanzaron 44, 44% y 43,06% en los tratamientos de MAa

subcultivados a MC 1 y a MC 2 con frio respectivamente.
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FIG II. 4: Explantes contaminados (c) y ennegrecidos (e), expresados en

porcentaje, provenientes del cultivo

inmaduras con y sin tratamiento de frio.
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FIG II. 5: Callos obtenidos (callo) y explantes sin respuesta (sin),

expresados en porcentaje, provenientes del cultivo in vitro de pulpa de

manzanas maduras con y sin tratamiento de frio.

R

RIUNNE ™

REPOSITORIO INSTITUCIONAL UNNE

438



Paula ALAYON LUACES CAPITULO 2

El cultivo de frutos inmaduros dio muy buenas respuestas en la
diferenciacion de callos, obteniéndose en todos los tratamientos porcentajes
superiores a 65% (Figura Il. 6). Se encontraron diferencias entre el uso o
no de frio en los tratamientos de MA a MC 1, de MA a MC 2 y cultivados
directamente en MC 2. Sin embargo no hubieron diferencias en los
tratamientos de MAa subcultivado a MC 1 y a MC 2 y -cultivados
directamente en MC 1. La obtenciéon de callos en los explantes cultivados
directamente en MC 1 y MC 2 y tratados con frio fue de 100%. Los
explantes sin respuestas no superaron el 29,33% (de MA a MC 2 sin frio)
habiéndose encontrado diferencias significativas entre el uso y no de frio en
los tratamientos de MA a MC 1; de MA a MC 2 y cultivados directamente en

MC 2, coincidiendo con los encontrado en la obtencion de callos.
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Callos obtenidos y explantes sin respuesta (%)
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Tratamiento o )
B sin frio Ocon frio

FIG II. 6: Callos obtenidos (callo) y explantes sin respuesta (sin),
expresados en porcentaje, provenientes del cultivo in vitro de pulpa de

manzanas inmaduras con y sin tratamiento de frio.
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CAPITULO 2

Basados en los resultados obtenidos, se propone un protocolo para

obtencion de callos por medio del cultivo in vitro de pulpa de manzana

(Figura 11.7).

FIG 11.7: Protocolo propuesto para la obtencion de callos provenientes

de frutos de manzana cv Anna por medio de cultivo in vitro.

EXPLANTE

DESINFECCION

USO DE FRIO

ANTIOXIDANTES

ACONDICIONAMIENTO

MEDIO DE CULTIVO

INCUBACION

Pulpa de manzanas de 75 dias

después de plena floracion.

Frutos sin pelar, alcohol 70%
durante 1’, solucion de hipoclorito
de sodio 1,8%, dos gotas de
Tween® durante 30 minutos.
Cuatro enjuagues con agua

destilada estéril.

Traslado de la fruta y soluciones

de desinfeccién a 5°C.

Sin antioxidantes.

Sin medio de cultivo de

acondicionamiento

Sales minerales y vitaminas de
Murashige y Skoog (1962)
suplementados con 2,4-D 1 mg L™
y BAP 0,1 mg L™ + sacarosa 3%
(MC)

(RIS 3 I

En oscuridad a 27 + 2 °C
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CAPITULO 3

Efecto de reguladores del
crecimiento en la modulacion

in vitro de glicosidasas asociadas
a pared celular
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3.1. Introduccion

Las glicosil hidrolasas (EC 3.2.1.) son un grupo de enzimas
ampliamente estudiadas (Davies et al., 2005) que hidrolizan uniones
glicosidicas entre dos o mas hidratos de carbono o entre un hidrato de
carbono y un compuesto no hidrocarbonado. A pesar del logro de avances
sustanciales en el conocimiento de las multiples funciones de las
glicosidasas en plantas, muchos otros aspectos permanecen auln
desconocidos. Varias glicosil hidrolasas de las plantas (GHPS) se encuentran
unidas a la pared celular donde pueden potencialmente cortar restos
terminales no reducidos de varios homo y heteropolisacaridos de pectinas y
hemicelulosas, como asi también de diferentes glicoconjugados (Rose et al.,
2003; Sozzi, 2004). A pesar de que estas proteinas son vitales en la
remodelacion de la pared celular, en el metabolismo energético, en la
sefalizacién y en la defensa durante el crecimiento y desarrollo, y en las
repuestas ante situaciones de estrés (Farrokhi et al., 2006), la complejidad
estructural de los polisacaridos que conforman la pared celular hace
dificultosa la determinaciéon de los sitios especificos en donde estas enzimas
podrian producir cambios funcionales significativos en la pared celular. Mas
aun, algunas de estas GHPs son enzimas multifuncionales. A la inversa,
otras GHPs no se encuentran unidas a la pared celular, son capaces de
reconocer uniones localizadas en diferentes moléculas aunque sus sustratos
especificos y funciones son aun indefinidos.

Muchas de las investigaciones realizadas en el estudio de Ila
regulaciéon de glicosil hidrolasas se realizaron mayoritariamente en

microorganismos debido principalmente a su potencial valor industrial en la
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bioconversion de hemicelulosas y pectinas. Sin embargo, los progresos en el
estudio y analisis de la modulacion de GHPs por reguladores del crecimiento
vegetal (RCV) en tejidos vegetales son limitados debido a diferentes
problemas que obstaculizaron las investigaciones en esta area del
conocimiento. Para realizar estudios en Organos intactos de plantas se
requieren infiltraciones por vacio, o la pulverizacion o inmersién de los
6rganos vegetales en soluciones de diferentes RCV. Estas metodologias son
poco precisas, ya que la entrada y distribucién de los RCV en el tejido
vegetal son inciertas debido a las barreras naturales que presentan los
6rganos a la difusion. Ademas, los tratamientos a cada 6rgano vegetal
deberian ser diferentes, dependiendo de la morfologia y anatomia particular
de cada tejido y 6rgano objeto de estudio. Por ejemplo sumergir frutas en
soluciones concentradas de RCV puede inducir estrés quimico (Sozzi et al.,
2000; Vendrell, 1988). Otra metodologia para estudiar las respuestas
fisiolégicas a la aplicacion de diferentes concentraciones y tipos de RCV se
basa en la utilizacion de 6rganos separados de la planta. Sin embargo este
método genera cortes o heridas en los 6rganos utilizados, induciendo la
liberacion de etileno. Como excepcion, Sozzi et al. (2002) demostraron la
utilidad del uso de 6rganos separados de la planta cuando éstos resultan
incapaces de producir o de percibir el etileno. Utilizando discos de pericarpo
de tomate antisentido para la enzima &cido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico sintasa, incapaces de sintetizar etileno ante situaciones de dafio
al tejido, estos autores excluyeron la interaccidon entre los RCV aplicados y
el etileno producido por el corte del fruto.

El cultivo de frutos y del céliz (Cohen, 1996; Ishida et al., 1993),

como asi también el cultivo in vitro de callos (Liu et al., 2006) se
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utilizaron para caracterizar diferentes aspectos del metabolismo de los
frutos. El cultivo in vitro de callos representa un sistema bioldgico
artificial que provee una fuente de tejido conveniente y facil de manejar,
que puede regenerarse relativamente rapido y del cual se podrian
potencialmente obtener sin dificultad las enzimas asociadas a la pared
celular, objeto de nuestro estudio. Por otra parte este sistema de cultivo
in vitro de callos también permite realizar una gran amplitud de estudios
que involucran la adicion de niveles fisiolégicos de RCV como asi
también de otros metabolitos al medio de cultivo.

Sin embargo, no hay trabajos cientificos publicados previamente
acerca de la presencia de GHPs en callos de frutos en general ni de
manzanas en particular, ni sobre la modulacion de su actividad potencial

por diferentes RCV.

3.2. Objetivos

El objetivo de este trabajo fue verificar la presencia de seis GHPs: a-
L-arabinofuranosidasa [a-Araf; EC 3.2.1.55], B-D-glucosidasa [B-Glu; EC
3.2.1.21], a- y B-b-xilosidasa [a-Xil y B-Xil; EC 3.2.1.- y EC 3.2.1.37,
respectivamente] y a- y B-D-galactosidasa [a-Gal y B-Gal; EC 3.2.1.22 y EC
3.2.1.23, respectivamente] en callos de manzana cultivados in vitro, y

evaluar su modulacion por la adicion de diferentes RCV.

3.3. Materiales y Métodos

3.3.1. Ensayo con reguladores del crecimiento
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El material vegetal y la introduccién del mismo in vitro se realiz6
segun el protocolo descripto en el Capitulo 2.

Para reducir el efecto de los RCV naturales a su minima expresion, los
callos fueron subcultivados una vez (MS-1) o diez veces (MS-10) cada 30
dias en MS fresco sin suplemento de hormonas, con el agregado de
sacarosa 3% como fuente carbonada. El crecimiento de los callos en un
medio basal privado de RCV se debe al denominado “fendmeno de
habituacién” (en inglés, “habituation”). Este fenédmeno fue inicialmente
descripto en zanahorias por Gautheret (1942), y posteriormente fue
observado en cultivo de callos de otras especies incluyendo tabaco, girasol y
maiz (Meins & Binns, 1977; Henderson, 1954; Hawes et al., 1985). Este
término ha sido dado a todos aquellos cambios heredables relacionados a
los requerimientos de nutrientes (en especial a los requerimientos de RCV)
que surgen del sistema del cultivo in vitro de células. Por lo tanto, cuando
un cultivo pierde su requerimiento original de auxinas o citocininas, nos
referimos a cultivos “habituados a la carencia de auxinas o citocininas”
(Meins, 1989). Inclusive en algunos casos los cultivos pueden llegar a
“habituarse” a la carencia o ausencia de mas de un compuesto (Butcher,
1973). Este fue el caso del cultivo in vitro de callos de manzanas, que
perdieron sus requerimientos de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 6-
bencilaminopurina (BAP) continuando su proliferacion aun cuando se
subcultivaron numerosas veces a medio de cultivo sin suplemento de
hormonas.

Luego de diez subcultivos en MS + sacarosa 3%, se agregaron 5 mg
L' de cada RCV al medio basal. Los doce RCV ensayados fueron: a) éacido

indolacético (AlA); b) acido naftalenacético (ANA) y &acido indolbutirico

~ “imiento en la modulacion in vitro... 55

RARIUNNE




Paula ALAYON LUACES CAPITULO 3

(IBA), dos auxinas de sintesis; ¢) 2,4-D y picloram (Pic), dos auxinas que,
segun la concentracion utilizada, pueden manifestar propiedades de
herbicidas; d) cinetina (KIN), zeatina (ZEA) y N°-(2-isopentenil)adenina
(2iP), tres citocininas naturales; e) BAP y tidiazurén (TDZ), dos citocininas
de sintesis; f) acido abscisico (ABA); y g) acido giberélico (AG3). También se
analiz6 el posible efecto de dos RCV combinados en MC.

Luego de 30 dias de cultivo, se cosecharon los callos en activo
crecimiento, se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -70 °C
hasta ser utilizados para la obtenciéon de los extractos. Todos los reactivos
utilizados fueron de Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA). Se realizaron
tres repeticiones independientes de cada tratamiento con regulador, para

cada enzima y extracto enzimatico (ver mas adelante) en estudio.

3.3.2. Determinacion de actividades enzimaticas

Cada extracto de las GHPs fue obtenido a partir de 0,5 g de
muestras de callo. El tejido de callo fue molido en mortero frio, con el
agregado de 1 mL de agua destilada estéril, a la cual se le adicion6
polivinilpolipirrolidona 1,5%  (p/v). La suspension obtenida fue
homogeneizada y centrifugada a 10000 g durante 5 minutos a 4 °C. El
sobrenadante recuperado se denomind “fraccién soluble en agua” (FSA). Se
repitié este procedimiento tres veces y en cada sobrenadante se determiné
la presencia de actividad enziméatica.

Posteriormente se resuspendié el precipitado en 1 mL de solucion
reguladora acido acético / acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5, conteniendo NaCl

1,4 M. Luego de 30 minutos a 4°C, la suspension se centrifugé a 10000 g
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durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante recuperado se denomind
“fraccion iénica” (FI).

Se midi6 la actividad de a-Araf, B-Glu, a-Xil, B-Xil, a-Gal y B-Gal
utilizando los p-nitrofenil glicésidos correspondientes como sustratos, a
saber: p-nitrofenil a-L-arabinofurandsido, p-nitrofenil B-bD-glucésido, p-
nitrofenil a y B-b-xilésido y p-nitrofenil a y B-bD-galactésido respectivamente.

La mezcla de reaccion estaba compuesta por: 100 pL de extracto
enziméatico (o dilucién apropiada), 100 pL del sustrato p-nitrofenil glicésido
13 mM correspondiente a cada enzima, 125 pL de solucion reguladora &cido
citrico / citrato de sodio 100 mM, pH 4,5, y 100 yL de albumina de suero
bovino (BSA) 0,1% (p/v). Luego de 1 hora de incubacién a 37 ©C, se detuvo
la reaccion con el agregado de 425 pyL de carbonato de sodio 0,13 M. Los
blancos para cada enzima (tiempo 0) se prepararon con el agregado de
Na,CO; previo a la adicidon del sustrato. Las absorbancias se midieron a 400
nm y se utiliz6 como estandar p-nitrofenol libre. La unidad de actividad
enzimatica se definié como la cantidad de enzima que cataliza la liberacion
de 1 pg de p-nitrofenol min™ mg™® de proteina. Los célculos de actividad
enzimatica se basaron en diluciones que dieran un incremento linear de p-
nitrofenol libre luego de un periodo de incubacién de 2 horas. Se realizaron
tres mediciones independientes por cada enzima y cada tratamiento de
RCV.

Se determiné la concentracion de proteinas mediante el método de
tincién con Coomasie Blue G utilizando los reactivos de Bio Rad (Bio Rad,

Richmond, CA, USA) y BSA como estandar.
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3.3.3. Parametros analizados y analisis estadistico

Se preparo y se midié la actividad de tres repeticiones independientes
de cada tratamiento de RCV por cada glicosidasa y los resultados se
muestran como media + el desvio estandar de esas tres repeticiones. Se
determinaron las diferencias significativas por ANOVA utilizando el paquete
estadistico PC-SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC). Se comprobaron los
supuestos de homogeneidad de varianzas y normalidad del modelo
propuesto, mediante el test de Levene y el test de Shapiro-Wilk
respectivamente. Cuando estos supuestos no se cumplieron, los datos
fueron transformados a rangos (Conover & Iman, 1981) para su posterior
andlisis. Cuando el valor de F resulté significativo, se compararon las
medias de los tratamientos mediante la prueba de Tukey (P < 0,05).

(Anexos Tablas A .2y A.3)

3.4. Resultados y Discusion

3.4.1. Actividades enzimaticas

Las actividades enzimaticas de a-Araf, a- y B-Xil y B-Glu fueron
detectadas principalmente en la FI (Figuras 111.1, 111.3 y 111.4 b).

En muchas publicaciones se describe la separaciéon de las “proteinas
de pared celular” por medio de una homogeneizacién inicial del tejido en
una solucién reguladora de baja fuerza i6nica o en agua (FSA), seguida de
varios y sucesivos lavados del pellet para remover las proteinas solubles,
previo a la extraccibn con una solucidbn reguladora con una alta
concentracion de sales (Fl). Sin embargo, algunas proteinas cargadas

positivamente pueden permanecer unidas idnicamente a la pared celular
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aun cuando la membrana haya sido destruida, ya que los acidos
poligalacturénicos que componen las pectinas podrian actuar como una
matriz polianidnica. En este trabajo, se asume que la mayor parte de la
actividad enzimatica obtenida por la homogeneizacién del tejido en una
solucién salina con fuerte capacidad reguladora (FI) proviene de proteinas
de la pared celular, considerando que la clasificacion final de estas
glicosidasas depende de la verificacibn de su localizacién subcelular
utilizando métodos tales como la inmunolocalizacion.

En callos MS-10 se observé una disminucion de un 43% en la
actividad de a-Araf en la FlI (Figura IlIl.1 b) respecto a MS1 y un 50%
respecto a MC. El suplemento de AIA, ANA e IBA (auxinas de sintesis), ABA
y AG; al medio de cultivo incrementaron la actividad a-Araf en la FI
respecto a MS-10, un 93%, 51%, 131%, 127% y 186% respectivamente.
En cambio, la adicién de Pic, y en menor medida de 2,4-D disminuyeron la
actividad de esta enzima en esta fraccion (Figura 111.1 b). La actividad de a-
Araf en la FI proveniente de callos tratados con AG; fue aproximadamente
5135% mas elevada que aquella proveniente de callos tratados con Pic. a-
Araf fue la Unica de las enzimas estudiadas en la cual la actividad manifesto
el mismo comportamiento en los diferentes tratamientos, cuando
comparamos la FSA y la Fl, independientemente del valor absoluto de dicha
actividad (Figura 111.1).

La actividad de a-Araf en la FSA proveniente de callos tratados con
AlA, ABA o AG; fue mas elevada que aquella proveniente de callos
suplementados con Pic (Figura Ill1.1 a). Itai el al. (2003) sugirieron que el
gen LeARF1 proveniente de frutos de tomate es negativamente regulado

por etileno, mientras que Sozzi et al. (2002) encontraron tres a-Araf, cuya
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actividad era diferencialmente modulada por auxinas de sintesis, acido
giberélico o etileno, sosteniendo la idea de que la actividad total de a-Araf
en tomate es proveniente de una familia de enzimas cuyos integrantes
responden a diferentes controles enddgenos durante el crecimiento y
maduracion del fruto.

Se ha descripto que la actividad de a-Araf aumenta en manzanas
maduras (Dick et al., 1990; Goulao et al., 2007; Yoshioka et al., 1995),
mientras que los contenidos de arabinosa disminuye durante la
sobremadurez (Pefia & Carpita, 2004). Mas aun, la actividad de a-Araf fue
detectada no soélo en frutos en desarrollo sino también en estadios
tempranos del desarrollo del fruto, tanto en manzana (Goulao et al., 2007)

como en pera asiatica (Tateishi et al., 1996).
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FIG III.1: Actividad especifica (unidades enzimaticas) de a-L-
arabinofuranosidasa en (a): la fracciéon soluble en agua y en (b) la fraccion
idnica, provenientes del cultivo in vitro de callos de pulpa de manzana,

tratados o no con diferentes reguladores del crecimiento vegetal.
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Interesantemente, el perfil de actividad de a-Araf es consecuente con
el patrén de expresion de MdAF1 (Goulao et al., 2008) el cual muestra una
alta similitud con el clon PpARF2 proveniente de pera asiatica (Tateishi et
al., 2005). En callos, la actividad de a-Araf puede estar asociada a la
existencia de restos arabinosilos en las cadenas laterales de las pectinas,
influyendo sobre la adhesion “célula - célula”.

B-Glu también esta ampliamente distribuida en frutas (Sozzi, 2004)
incluyendo en manzanas donde solo se detectd una baja actividad utilizando
4-metilumbeliferil-4-B-D-glucésido (Dick et al., 1990). La actividad B-Glu en
la FSA fue apenas detectable en la mayoria de los tratamientos y ausente
en callos tratados con ABA (Figura I11.4 a). Sin embargo, la actividad B-Glu
en la FSA detectada en extractos provenientes de callos tratados con Pic,
fue 28 veces mayor en comparacion con el tratamiento MS-10. Sumado a
esto, B-Glu fue la Unica de las enzimas estudiadas cuya actividad en la Fl se
increment6 4,2 veces luego de 10 subcultivos (MS-10 vs MS-1 Figura 111.1
b), comportamiento que se repitié con la adicion de Pic al medio de cultivo.
Asi, la modulacién positiva de B-Glu podria asociarse con ciertas condiciones
de estrés, como la presencia de Pic y/o la ausencia de RCV (MS-10). De
hecho, un gen homdlogo a B-Glu se expresa en manzanas exclusivamente
durante el proceso de infeccion de frutas por Penicillium expansum
(Sanchez-Torres & Gonzalez-Candelas, 2003). B-Glu ha sido detectada en
suspensiones celulares en un amplio rango de especies, incluyendo
zanahoria (Konno et al., 1996). En cerezas, la liberacion de glucosa
proveniente de la pared celular por accion de B-Glu sugiere que esta enzima
puede cumplir un rol en el metabolismo de pared celular (Gerardi et al.,

2001).
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En manzanas y en otras especies, B-Glu también estaria involucrada
en la hidrdlisis enzimética de glicoconjugados de frutas que tienen un papel
importante como precursores del sabor (Kramer et al., 1991; Schwab &
Schreier, 1988). Muchos metabolitos componentes del sabor (por ejemplo
derivados del acido shikimico, y compuestos terpénicos) son tipicamente
conjugados de glucosa como B-D-glucopirandsidos sin aroma, o formas mas
complejas de diglicésidos con glucosa formando nuevos conjugados con una
segunda unidad de azlUcar (por ejemplo a-arabinofuranosa, B-D-

Xilopiranosa, etc.).
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FIG II1.2: Actividad especifica (unidades enzimaticas) de B-D-glucosidasa en
(a): la fraccion soluble en agua y en (b) la fraccion idnica, provenientes
del cultivo in vitro de callos de pulpa de manzana, tratados o no con

diferentes reguladores del crecimiento vegetal.

En nuestros experimentos la actividad de a-Xil en la FSA no fue
afectado por los sucesivos subcultivos de los callos (actividad en MS-10 vs
MS-1) (Figura 111.2 a) ni por la adicion de la mayoria de los RCV (AlA,
auxinas de sintesis, KIN, BAP y AG3). En la FSA, la actividad de a-Xil
disminuy6 en extractos provenientes de callos tratados con 2,4-D, Zea,

TDZ, y ABA, vy fue totalmente inhibida en aquellos tratados con Pic. Por otro
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lado, la actividad de a-Xil en la FlI fue notablemente incrementada por el
subcultivo de los callos (MS-10 vs MS-1) (Figura 111.2 b), y solamente en el
tratamiento con Pic se observo niveles de actividad de a-Xil similares a los
obtenidos en MS-1. En la Fl la actividad de a-Xil se incrementé 5,4 veces
respecto a MS-1 en callos cultivados con 2,4-D. Interesantemente, se
encontré que la a-Xil de epicétilos de arveja tratados con 2,4-D clivan
especificamente una de las uniones a-xilosidicas de sustratos oligosacaridos

del xiloglucano (O” Neill et al., 1989).

0,5 0,5

04 f 04

0,3 03 1
0,2 0,2
0,1 ’j_‘ H 0,1
0,0 . . . Ij__l . 0,0

¢ '1 T °" o e~° ST E S FE ELAEETLESTS SIS

Actividad a-Xil

FIG III.3: Actividad especifica (unidades enziméticas) de a-D-xilosidasa en
(a): la fracciéon soluble en agua y en (b) la fraccién idnica provenientes
del cultivo in vitro de callos de pulpa de manzana, tratados o no con

diferentes reguladores del crecimiento vegetal.

La actividad a-Xil podria también ser critica por el hecho de que los
oligosacéaridos carentes de restos xilosilos en el extremo no reductor son
probablemente incapaces de actuar como aceptores de la enzima
Xiloglucano endotransglicosilasa (EC 2.4.1.207; Lorences & Fry, 1993). De

esta manera, la actividad de a-Xil podria disminuir la presencia de
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oligosacaridos vacantes para la transglicosilacion durante el desarrollo de
los callos.

La existencia de B-Xil fue verificada en un amplio rango de especies
frutales (Sozzi, 2004) pero no fue detectada en manzana utilizando 4-
metilumbeliferil-4-B-D-xilésido como sustrato (Dick et al., 1990). Los
subcultivos realizados en medios de cultivo sin suplemento de RCV no
afectd los niveles de actividad de B-Xil ni en la FSA ni en la FI (MS-10 vs
MS-1) (Figura 111.3 a y b). Los callos tratados con 2iP, AIA y AGs;
presentaron niveles mayores de actividad B-Xil que aquellos tratados con
Pic, por cuyo agregado no se detectd actividad B-Xil en esta fraccion (Figura
111.3 a). En contraste, la actividad B-Xil en la FI en callos tratados con AG3;
se incrementdé aproximadamente un 188% mientras que aquellos
tratamientos con auxinas con actividad herbicida (Pic, 2,4-D) o citocininas
naturales disminuyeron la actividad B-Xil en esta fraccion respecto a MS-10

(Figura 111.3 b).
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FIG III.4: Actividad especifica (unidades enzimaticas) de B-D-xilosidasa en

(a): la fraccion soluble en agua y en (b) la fraccion idnica, provenientes

del cultivo in vitro de callos de pulpa de manzana, tratados o no con

diferentes reguladores del crecimiento vegetal.
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El transcripto de PpAz152, que revela gran homologia con B-Xil de
plantas, se induce en durazno por la maduracién del fruto, la senescencia
foliar y la presencia de heridas, pero también fue detectado en estadios
tempranos del desarrollo de los frutos, y en todos los estadios del desarrollo
de las flores (Ruperti et al., 2002). Este transcripto no fue afectado por la
inhibicibn de la percepcibn de etileno. Por el contrario, el 1-
metilciclopropeno neutralizé parcialmente el incremento de la actividad de
B-Xil durante la maduraciéon de la pera europea (Trinchero et al., 2004), lo
que sugiere que esta enzima podria estar involucrada en un amplio rango
de procesos fisiolégicos, modulada por factores del desarrollo y hormonales
que varian segun tejidos y especies.

En la FSA, la actividad a-Gal disminuyd aproximadamente a la mitad
luego de 10 subcultivos respecto a MS-1, recuperando parcialmente este
nivel de activad en los tratamientos con ABA y AGs. Sin embargo, el
suplemento de los RCV no modificé significativamente la actividad de esta
enzima respecto a MS-10 en esta fraccion (Figura I11.5 a). En la FI, no se
observaron diferencias en la actividad a-Gal entre MS-1 y MS-10. Sin
embargo, el tratamiento con Pic redujo la actividad de esta enzima en un
81% respecto a la observada en el tratamiento MS-1. Las citocininas
ensayadas y el ABA disminuyeron la actividad a-Gal entre 50 y 15% sin
encontrarse diferencias significativas respecto a MS-1. El AGz moduld
positivamente la actividad a-Gal con un aumento de 1,75 veces respecto a
MS-1 (Figura I11.5 b).

Aunque el rol especifico que tiene a-Gal en el ablandamiento de
frutos es aun impreciso, hay componentes de la pared celular que pueden
ser blancos potenciales de esta enzima. a-Gal tiene la capacidad de clivar
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restos a-1,4-galactosilos que son constituyentes del ramnogalacturonano Il

Kim et al. (2002) describen que una a-galactosidasa de arroz actua sobre

restos a-galactosilos terminales y de cadenas laterales de los oligosacaridos

del galactomanano. Sin embargo, las funciones de a-Gal pueden diferir

entre isoformas y tejidos.

20 b
18 |
16 |
14
12 t
10

Actividad a-Gal

o N A O ©
T T T T

|

&

C;
WV ¢

PO P I FOL ST
AR N M

i

R Qv

¥ Q

y o
¥ ©

35

FIG III.5: Actividad especifica (unidades enzimaticas) de a-bp-galactosidasa

en (a): la fraccion soluble en agua y en (b) la fraccidon idnica,

provenientes del cultivo in vitro de callos de pulpa de manzana, tratados

0 no con diferentes reguladores del crecimiento vegetal.

Se observé una disminucién significativa en la actividad B-Gal en la

FSA de MS-10, que fue 2,9 veces menor a la detectada en MS-1. El

suplemento con auxinas, citocininas y AGs no modularon significativamente

la actividad de esta enzima en esta fraccion. Sin embargo, al igual que lo

observado para B-Glu, se detecté un importante efecto del Pic en la

actividad B-Gal (Figura 111.6 a). La actividad B-Gal en la FSA fue 394% mas

elevada con el suplemento de Pic respecto a la encontrada en MS-10.
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No se encontraron diferencias en la actividad de B-Gal en la Fl entre
MS-1 y MS-10. Entre las auxinas que pueden tener accion herbicida, Pic
disminuyd la actividad de B-Gal en la FlI 3,3 veces respecto a 2,4-D,
tratamiento que no presentd diferencias significativas con MS-10 en esta
fraccion (Figura 111.6 b). La accion del AG; difirié de todos los otros RCV, ya
que moduld positivamente la actividad de B-Gal en la FI, con un incremento
de 9,2 veces comparada con KIN. Esta respuesta coincide con lo encontrado
por Sozzi et al. (2002) donde el AG; modulé positivamente la actividad de

dos isoformas de B-Gal.
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FIG III.6: Actividad especifica (unidades enzimaticas) de B-D-galactosidasa
en (a): la fraccion soluble en agua y en (b) la fraccion idnica
provenientes del cultivo in vitro de callos de pulpa de manzana, tratados

0 no con diferentes reguladores del crecimiento vegetal.

Es ampliamente conocido que las giberelinas estan involucradas en
muchos procesos fisiolégicos, incluidos la estimulacion de la division celular
y el incremento de la expansion celular. La presencia de galactanos
asociados con la inducciéon de la elongacién en cultivos celulares de
zanahoria, muestran que los galactanos de pectinas podrian coadyuvar a la

extensibilidad de la pared (Willats et al., 1999). Los galactanos de pectinas
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parecen estar asociados con determinados aspectos de las propiedades
mecanicas de la pared celular, incluyendo la extensibilidad, la firmeza, la
adhesién entre células y el control de la porosidad de la pared celular. Por lo
tanto, la accidon de las B-galactosidasas en la degradacion de galactanos de
pectinas podria influir en las propiedades de los tejidos, y en tejidos en
crecimiento podria resultar en cambios de la extensibilidad (O’'Donoghue et
al., 2009).

Debido a los diferentes perfiles de actividades en la FSA y en la Fl en
respuesta al suplemento de los cultivos de callos con varios RCV, no deberia
descartarse la existencia de isoformas cuyos genes/actividades estuviesen
gobernados por diferentes mecanismos de regulacién. Por otro lado, las
actividades de a-Araf, B-Glu y B-Xil estarian principalmente asociadas con la
pared celular.

Las actividades de las GHPs analizadas son diferencialmente
moduladas por auxinas, citocininas, acido abscicico y acido giberélico. Asi,
el suplemento de diferentes RCV podria tener un rol en el metabolismo de
pared celular de los callos cultivados y podria ofrecer una nueva
oportunidad para definir la composicion y calidad de la pared celular en
tejidos vegetales.

El aprovechamiento del denominado fendmeno de “habituacién”
(callos que contindan su proliferacion aun cuando han sido transferidos a un
medio de cultivo sin RCV) podria ser una importante herramienta para
entender la regulacion de una plétora de genes y enzimas secretadas a la

pared celular.
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3.4.2. Aspecto exo-morfoldgico y crecimiento de los callos
Pasados los 30 dias de incubacién, se realiz6 una caracterizacion
exomorfolégica de los callos sometidos a los diferentes tratamientos
hormonales. Se observd que los callos obtenidos variaron en consistencia y
color (Figura I111.7).

MC: callos semi-friables de color blanco. Muy buen crecimiento.

MS-1: callos de color amarillo claro, semi-compactos, muy buen
crecimiento.

MS-10: callos de color beige oscuro, con formaciones blancas compactas,
poco friables. Escaso crecimiento.

AIA: callos poco friables, con formaciones blancas compactas. Bajo
crecimiento.

ANA: callos amarillos, friables, con algunas formaciones blancas
compactas. Buen crecimiento.

IBA: callos heterogéneos, con zonas amarillas friables, blancas trasltcidas
y zonas blancas compactas. Buen crecimiento.

2,4-D: callos con zonas blancas friables y amarillas semi-compactas. Buen
crecimiento.

PIC: callos homogéneos, blancos traslicidos, con textura “espumosa”. Muy
buen crecimiento.

KIN: callos amarillos semi-compactos con formaciones blancas compactas.
Buen crecimiento.

ZEA: callos amarillos con formaciones blancas compactas. Muy buen
crecimiento.

2iP: callos amarillos, friables con algunas formaciones blancas. Muy buen
crecimiento.

BAP: callos homogéneos amarillos, compactos, poco friables. Buen
crecimiento.

TDZ: callos de color beige, de textura blanda pero no friables, “corchosos”.
Muy buen crecimiento.

ABA: callos poco friables de color amarillo, con formaciones blancas. Buen

crecimiento.
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AG3: callos compactos, de color beige con formaciones blancas. Poco

crecimiento.

BAP ABA

FIG III.7: Aspecto exomorfoldgicos de callos sometidos a los efectos de

diferentes tratamientos hormonales.
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Siguiendo una escala visual se midio el crecimiento de los callos sometidos
a los diferentes tratamientos hormonales (Tabla 111.1). Los callos MC,
MS-1 y aquellos suplementados con Pic y TDZ alcanzaron mayor
crecimiento, en tanto que aquellos sometidos a diez subcultivos (MS-10)
y aquellos suplementados con AIA son los que evidenciaron un

crecimiento menor.

Tabla III. 1: Crecimiento callos con tratamientos hormonas luego de 30 dias
de incubacion.

Escala 1 a 5:
1 (muy bajo) los callos crecieron 2 veces el tamafio inicial.

2 (bajo) los callos crecieron 3 veces el tamafio inicial.
3 (moderado) los callos crecieron 4 veces el tamafio inicial.
4 (alto) los callos crecieron 5 veces el tamario inicial.

5 (muy alto) los callos crecieron mas de 5 veces el tamafio inicial.

. Crecimiento de los callos
Tratamiento

(escala 1-5)
MC 4.95 + 0.60
MS-1 4.90 + 0.31
MS-10 1.85 + 0.67
AlA 2.05 + 0.69
ANA 3.05 + 0.60
IBA 2.90 £ 0.72
2,4-D 2.95 + 0.69
PIC 4.80 = 0.41
KIN 2.95 + 0.69
ZEA 3.90 + 0.79
2iP 4.20 £ 0.77
BAP 3.10 £ 0.64
TDZ 4.80 + 0.41
ABA 3.80 = 0.70
AG3 2.30 = 0.80

Cada valor representa la media = el desvio estandar de 20 muestras
independientes.
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CAPITULO 4

Efecto de diferentes
concentraciones de sacarosa en
la modulacion in vitro de
glicosidasas asociadas a pared
celular
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4.1. Introduccion

Durante la vida de las plantas, los hidratos de carbono juegan un rol
importante en varias funciones fisiolégicas. Los azuUcares no son sélo una
fuente crucial de carbono y de energia, sino que también actian como
moléculas de sefalizacion, adquiriendo importantes funciones regulatorias
al principio de la evolucién de las plantas, tanto en el metabolismo general,
en los mecanismos de resistencia al estrés, en el crecimiento y en el
desarrollo. Ese papel de los azucares como moléculas de sefializacion y sus
profundos efectos en el crecimiento y desarrollo de las plantas resultdé cada
vez mas evidente (Koch, 2004).

La sacarosa (SAC) es el hidrato de carbono mas ampliamente
utilizado como fuente carbonada en cultivo in vitro de tejidos vegetales
(Murashige & Skoog, 1962; Thorpe, 1982). Esto se debe probablemente a
que la SAC es el hidrato de carbono que se encuentra presente en la savia
elaborada de la mayoria de las especies vegetales. Esta claro que la
hidrodlisis y el transporte de la SAC en plantas tiene un rol regulatorio en la
distribucién del carbono y en la generacion de sefiales (Rolland et al.,
2006). Sin embargo, la regulacion por azlcares en las plantas es un
mecanismo sumamente complejo. Las plantas, como organismos
autotroficos, tienen tejidos y 6rganos exportadores de azucares (fuente) e
importadores de azucares (destino), y las sefales por azucares son
generadas en fuentes variadas y, por tanto, en diferentes sitios de las
plantas. Ademas, la fotosintesis, el metabolismo del carbono y su
distribuciéon, estan sujetos a una rigurosa regulacién por retroalimentacion

(feed-back). Ademas de la fotosintesis y de la descomposicion de la SAC y
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del almidén, es probable que la hidrdlisis de polisacaridos de pared celular
también constituya un mecanismo de generacion de sefiales. A esto se
suma que una parte esencial de la sefalizacion mediada por azucares en
plantas presenta intricadas interacciones con hormonas vegetales.

Se han realizado importantes progresos en las investigaciones acerca
de la percepciéon de un azucar, pero los avances en la identificaciéon de
hidratos de carbono que modulen la actividad de glicésido hidrolasas en
tejidos vegetales fueron escasos. En Arabidopsis thaliana, la expresion de
algunos genes de glicosido hidrolasas que se asumen codificantes de
enzimas que liberan restos glicosilos de la pared celular, aumentan en
respuesta a condiciones de estrés como oscuridad, deficiencia de azUcares,
senescencia e infecciones (Contento et al., 2004; Fujiki et al., 2001; Lee et
al., 2004).

Sin embargo, la realizacion de estudios acerca de condiciones de
disminucién o abundancia de azucar en plantas enteras es dificil de llevar
adelante debido a la complejidad de las interacciones fuente-destino, a las
respuestas ante diferentes seflales por azlcares, y a la cerrada integracion
de una compleja red de interacciones de sefiales gobernado por hormonas
vegetales, nutrientes y condiciones ambientales (Rolland et al., 2006). De
hecho, diferentes problemas dificultan la investigaciéon en esta area ya que,
como se describié en el capitulo 3, la entrada y distribucién de reguladores
del crecimiento y de azucares en érganos completos de plantas es incierta.

Para disminuir los efectos de interferencia que pudieran existir en
plantas enteras u Organos, este estudio se realizé utilizando el cultivo de
tejidos de callos de manzana, que es un sistema biolégico artificial que

provee una fuente de material de estudio facil de manipular, que puede ser
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rapidamente regenerado (Liu et al., 2006) y a partir del cual se pueden
obtener enzimas de pared celular sin dificultades, como se verificara en los

estudios correspondientes al capitulo 3 de esta Tesis.

4.2. Objetivos

El objetivo de este trabajo fue dilucidar si la actividad de seis
glicésido hidrolasas: a-L-arabinofuranosidasa [a-Araf; EC 3.2.1.55], B-D-
glucosidasa [B-Glu; EC 3.2.1.21], a y B-D-xilosidasa [a-Xil y B-Xil; EC
3.2.1.- y EC 3.2.1.37, respectivamente] y a y B-D-galactosidasa [a-Gal y B-
Gal; EC 3.2.1.22 y EC 3.2.1.23, respectivamente] de callos de manzana
resulta afectada por la concentracion de SAC, con o sin el suplemento de

reguladores del crecimiento vegetal (RCV).

4.3. Materiales y Métodos

El material vegetal y la introduccion del mismo por cultivo in vitro se
realiz6 siguiendo el protocolo descripto en el Capitulo 2.

Los callos fueron subcultivados 3 veces en medio de cultivo con y sin
suplemento de RCV, utilizando SAC 3% como fuente carbonada.

El experimento consistio en subcultivar los callos en el MS y en MC,
suplementados con tres concentraciones decrecientes de SAC: 0,09 M;
0,045 My O M. Luego de 30 dias de cultivo los callos fueron cosechados,
congelados con N, liquido y conservados a -70 °C hasta su analisis.

Se prepararon y midieron las actividades especificas de tres muestras
independientes por cada tratamiento y por cada glicosidasa siguiendo el

protocolo descripto en el Capitulo 3. Una unidad de actividad enzimatica se
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defini6 como 1 pg de p-nitrofenol liberado min™ mg™ de proteina. Los
resultados se presentan como media * desvio estandar de las tres
repeticiones. Las diferencias significativas se determinaron por ANOVA de
dos vias utilizando el paquete estadistico PC-SAS (SAS Institute Inc., Cary,
NC). Se comprobaron los supuestos de homogeneidad de varianzas y
normalidad del modelo propuesto, mediante la prueba de Levene y la
prueba de Shapiro-Wilk respectivamente. Cuando estos supuestos no se
cumplieron, los datos fueron transformados a rangos (Conover & Iman,
1981) para su posterior andlisis. Cuando el valor de F resultd significativo,
se compararon las medias de los tratamientos mediante la prueba de Tukey

(P < 0,05) (Anexos Tabla A.4).

4.4. Resultados y Discusion

Con el objetivo de investigar el posible efecto de la concentraciéon de
SAC en la modulacidon de la actividad enzimatica de seis glicosil hidrolasas,
no se agregd SAC (control) o se adicion6 SAC 0,045 M o 0,09 M al medio de
cultivo, con o sin el suplemento de RCV. Las enzimas a-Araf, B-Glu, B-Xil y
B-Gal fueron principalmente detectadas en la FI (Figuras IV.1, IV.2, IV.4 y
IV.6 ) por lo que se asume son proteinas relacionadas a la pared celular, ya
que fueron obtenidas luego de la homogeneizacibn con una solucidon
reguladora salina luego de sucesivos lavados del pellet con agua para
remover las proteinas citosélicas. Sin embargo, las actividades a-Xil y a-Gal
fueron muy evidentes tanto en la FSA como en la FlI de callos de manzana

(Figuras IV.3 y 1V.5).
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Cuando se analizaron los efectos de la presencia o ausencia de RCV,
se encontré que en la FSA las Unicas enzimas que presentaron diferencias
significativas en sus actividades ante la adicion de RCV fueron a-Xil y B-Xil
(Anexo Tabla A.4). Las actividades B-Glu, a-Xil, B-Xil, a-Gal y B-Gal de la FI
fueron mayores (p<0,05) en MS que en MC, sin embargo no se encontraron
diferencias significativas en la actividad a-Araf en esta fracciéon. Esto
concuerda con los resultados anteriormente descriptos en los que las
actividades a-Araf, B-Glu, B-Xil, a-Gal y B-Gal no se incrementan ante la
adicion de 2,4-D o BAP respecto a MS (Capitulo 3).

Cuando se analiza la concentracion de SAC, la actividad a-Araf
proveniente de FSA de callos (Figura IV.1 a) cultivados en MS suplementado
con SAC 0,045 M, fue mas elevada que con SAC 0,09 My O M (2,36 y 2,81

veces respectivamente).

40

7 160
6 H @ BFSAMS b mFIMS
OFSAMC 120 } OFIMC
50
<
5 47
i 80
- 3
=
S 2r
<

e |

0 0,045 0,09 0 0,045 0,09
Sacarosa (M) Sacarosa (M)

o -_—
T
o

FIG 1V.1: Actividad especifica (unidades enzimaticas) de a-L-
arabinofuranosidasa (a): en la fraccion soluble en agua (FSA) y (b): en la
fraccion idnica (FI), provenientes del cultivo in vitro de callos de pulpa de
manzana, tratados (barras grises) o no (barras negras) con diferentes
reguladores del crecimiento vegetal y suplementados con tres

concentraciones de sacarosa.
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La actividad a-Araf de la FI mostré una tendencia similar, siendo
aproximadamente 1660% y 440% mas elevada en callos cultivados en MS
suplementados con SAC 0,045 M que aquellos que fueron suplementados
con SAC 0,09 My O M respectivamente (Figura IV.1 b).

La actividad B-Glu se increment6 en condiciones de carencia de SAC y
la adicion de SAC disminuyd la actividad B-Glu tanto en la FSA como en la
FI, independientemente de la concentracién aplicada y del suplemento de
RCV (Figura IV.2 a y b). La actividad B-Glu en la FSA se increment6 4,69
(MS) y 8,14 (MC) veces sin SAC respecto al tratamiento con SAC 0,09 M.
Esta diferencia puede atribuirse a la ausencia de SAC, ya que no se
encontraron diferencias significativas por el suplemento o no de RCV en
esta fraccion (Anexo Tabla A.4). El comportamiento de la actividad B-Glu
fue similar en la FI (Figura 1V.2 b), donde la ausencia de SAC incremento
2,41 veces la actividad B-Glu respecto al tratamiento con SAC 0,09 M sin
suplemento de RCV y 8,11 veces en MC. En los tratamientos con 0,045 M y
0,09 M de la FI, la tendencia en la actividad B-Glu fue similar a la
encontrada en la FSA, aunque en esta fraccion se hallaron diferencias
significativas por el suplemento de RCV (Anexo Tabla A.4).

Nuestros resultados coinciden con los informados por Lee et al.
(2007) quienes encontraron que la expresion del gen codificante de B-Glu
(At3g60140) en Arabidopsis se producia luego de 12 horas de privacion de
SAC. Ademas, la expresion de este gen (también llamado gen 2 inducible
por la oscuridad) que putativamente codifica para una proteina B-Glu
vinculada a la pared celular, es regulada en respuesta a la oscuridad o
senescencia de las hojas (Fujiki et al., 2001) sugiriendo una relacién con

condiciones de estrés. En callos la actividad B-Glu también fue modulada
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positivamente bajo condiciones de carencia de RCV o adiciobn de Pic
(Capitulo 3) y podria estar involucrada en la utilizacion de B-glucésidos
conjugados como fuente carbonada. Esto puede ocurrir también bajo otras
condiciones de estrés, como senescencia de hojas o inhibicion de la
fotosintesis (Fujiki et al., 2001; Mohapatra et al., 2010).

La B-Glu se encuentra ampliamente difundida en especies procariotas
y eucariotas catalizando la hidrdlisis de uniones B-D-glicosidicas en una

variedad de conjugados naturales de B-glicésidos (Poulton, 1990).
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FIG 1IV.2: Actividad especifica (unidades enzimaticas) de B-D-glucosidasa
(a): en la fraccién soluble en agua (FSA) y (b): en la fraccién idnica (FI)
provenientes del cultivo in vitro de callos de pulpa de manzana, tratados
(barras grises) o no (barras negras) con diferentes reguladores del

crecimiento vegetal y suplementados con tres concentraciones de sacarosa.

La actividad a-Xil en la FSA fue en aumento a medida que se
incremento la concentracion de SAC independientemente del suplemento de
RCV (Figura 1V.3 a). La actividad a-Xil aumenté 200% en MS y 300 % en
MC cuando la SAC se increment6 de O a 0,09 M (p<0,05). EIl

comportamiento fue similar en la FI de MC, siendo la actividad a-Xil 13
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veces mas elevada en la concentracion 0,045 M respecto a O M (Figura 1V.3

a).
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FIG 1IV.3: Actividad especifica (unidades enzimaticas) de a-D-xilosidasa (a):
en la fraccién soluble en agua (FSA) y (b): en la fraccion idnica (FI)
provenientes del cultivo in vitro de callos de pulpa de manzana, tratados
(barras grises) o no (barras negras) con diferentes reguladores del

crecimiento vegetal y suplementados con tres concentraciones de sacarosa.

La actividad B-Xil de la FSA de MS con SAC 0,045M fue 2 veces
mayor que la observada en el tratamiento de MS sin SAC (Figura 1V.4 a).

En la FI la actividad B-Xil se incrementd 4,52 veces en callos
cultivados en MS tratados con SAC 0,045 M, en comparacion con aquellos
desprovistos de SAC. En cambio, la actividad B-Xil de la FI disminuyé 97%
en callos cultivados en MS suplementados con SAC 0,09M en comparacion

con aquellos suplementados con SAC 0,045M (Figura IV.5 b).
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FIG 1V.4: Actividad especifica (unidades enzimaticas) de B-D-xilosidasa (a):
en la fraccion soluble en agua (FSA) y (b): en la fraccion idnica (FI)
provenientes del cultivo in vitro de callos de pulpa de manzana, tratados
(barras grises) o no (barras negras) con diferentes reguladores del
crecimiento vegetal y suplementados con tres concentraciones de sacarosa.

La actividad a-Gal en la FSA alcanzé el maximo cuando los callos se
suplementaron con SAC 0,045M (p<0,05) pero no disminuyo
significativamente cuando la concentracion de SAC fue elevada a 0,09 M,
independientemente de la presencia de RCV (Figura IV.5 a). La actividad a-
Gal méaxima en la FI se verificd en los medios de cultivo suplementados con
SAC 0,045 - 0,09M (Figura 1V.5 b).

Como sucede con otras glicosidasas, la presencia de SAC modula
positivamente la actividad a-Gal en callos, cuyo comportamiento puede
diferir de otros sistemas en plantas. Chrost et al. (2004) encontraron que

dos genes codificantes de isoenzimas de a-Gal en hojas primarias de cebada

son inducidas por la senescencia causada por el sombreado de las mismas.
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FIG 1V.5: Actividad especifica (unidades enzimaticas) de a-D-galactosidasa
(a): en la fraccion soluble en agua (FSA) y (b): en la fraccion idnica (FI)
provenientes del cultivo in vitro de callos de pulpa de manzana, tratados
(barras grises) o no (barras negras) con diferentes reguladores del

crecimiento vegetal y suplementados con tres concentraciones de sacarosa.

La B-Gal en pared celular cataliza la hidrdlisis terminal de residuos B-
D-galactopirandsidos de varios polisacaridos pécticos (galactanos vy
arabinogalactanos, tipicas cadenas laterales de ramnogalacturonanos) y
hemicelulésicos (galactomananos y galactoglucomananos, etc). En
manzanas, se probé que la expresion génica de B-Gal no es especifica de un
tejido (Goulao et al., 2008). La actividad B-Gal en la FSA no present6
diferencias entre tratamientos, independientemente del suplemento de RCV
(Figura IV.6 a). En MS la actividad B-Gal en la FlI se increment6
aproximadamente 4,9 y 4 veces en cultivos suplementados con SAC 0,045
M en comparacioén con aquellos sin SAC o con SAC 0,09M respectivamente

(Figura 1V.6 b).

* - riones de sacarosa en la modulacion... 82

I!ﬂ REPOSITORIO INSTITUG. ONAL UNNE




Paula ALAYON LUACES CAPITULO 4

40 500
a B FSAMS b BFI MS
30 | OFSAMC 400 OFI MC
©
g 300 |
o 20
_-g 200
&
1 -
- “l - -‘\
0 1 1 0 1 1
0 0,045 0,09 0 0,045 0,09
Sacarosa (M) Sacarosa (M)

FIG 1V.6: Actividad especifica (unidades enzimaticas) de B-D-galactosidasa
(a): en la fraccion soluble en agua (FSA) y (b): en la fraccion idnica (FI)
provenientes del cultivo in vitro de callos de pulpa de manzana, tratados
(barras grises) o no (barras negras) con diferentes reguladores del

crecimiento vegetal y suplementados con tres concentraciones de sacarosa.

Ante la adicion de diferentes concentraciones de SAC, las actividades
a-Araf, B-Xil y B-Gal de de la FlI provenientes de callos cultivados en MS
manifestaron un comportamiento similar. No resulta extrafio encontrar una
asociacion en los cambios de los niveles de actividad a-Araf y B-Xil, lo que
se reitera en otros ensayos de esta tesis (ver mas adelante), siendo que
existen (glicosidasas vegetales bifuncionales que presentan ambas
actividades in vitro (Tateishi et al., 2005; Di Santo et al., 2009)

Se identificaron tres clases de enzimas en plantas que degradan
arabinoxilanos: endoxilanasas (EC 3.2.1.8), B-Xil y a-Araf. Las
endoxilanasas y las B-Xil serian responsables del clivaje de la cadena
principal de los xilanos, de forma endégena o en su unidad terminal
respectivamente, mientras que las a-Araf podrian remover cadenas
laterales de arabinosa de xilanos u oligoxilanos (Minic & Jouanin, 2006;

Minic, 2008).
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La modulacién de B-Gal y de B-Xil por la adicibn de SAC pareciera
diferir segun la especie y el sistema utilizado. En Arabidopsis, Lee et al.
(2007) examinaron la expresion de genes putativos codificantes de enzimas
B-Gal y B-Xil las cuales podrian intervenir en modificaciones de polimeros de
la pared celular. La induccién de estos genes fue reprimida en suspensiones
celulares cultivadas en MS con SAC 3%, y se encontré6 acumulacion de
proteinas B-Gal durante la privaciéon de SAC.

Por el contrario, la actividad B-Glu se incrementé en condiciones de
carencia de SAC y la adicion de SAC disminuyo la actividad B-Glu tanto en
la FSA como en la Fl, independientemente de la concentracion aplicada y
del suplemento de RCV.

Las diferencias encontradas entre nuestras experiencias y las
realizadas por Lee et al. (2007) podrian atribuirse a las especies y los
sistemas utilizados. Sin embargo el aumento de actividad enzimatica en
sustratos deficitarios en SAC refuerza la hipétesis de que estas hidrolasas
asociadas a la pared celular podrian estar moduladas por la deficiencia de
hidratos de carbono. Las diferencias a menudo notables en los
comportamientos de todas las enzimas estudiadas al comparar los
resultados obtenidos en la FI y en la FSA sugiere la presencia de isoformas
citosdlicas y asociadas a la pared celular. Por otra parte, los resultados
obtenidos sugieren que las paredes celulares no sélo proveen de soporte
fisico a las células de las plantas, sino que también operarian como

reservorio de hidratos de carbono ante situaciones deficitarias.
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CAPITULO 5

Efecto de diferentes hidratos de
carbono en la modulacion in vitro
de glicosidasas asociadas a pared
celular
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5.1. Introduccién

Los polisacaridos de pared celular son los compuestos organicos mas
abundantes encontrados en la naturaleza y un gran ndmero de proteinas
identificadas por analisis proteébmicos de la pared celular actiuan sobre
hidratos de carbono. Numerosas enzimas y proteinas estan involucradas en
la estructura y regulacibn metabdlicas de polimeros diversos de la pared
celular (Showalter, 1993). Esto incluye a las GHPs (EC 3.2.1.) las cuales
detentan numerosas funciones de gran importancia en el metabolismo de la
pared celular, en la defensa de las plantas, en los mecanismos de
sefalizaciéon, en la movilizacibn de reservas almacenadas y en la
reorganizacion de glicanos (Henrissat et al., 2001; Minic et al., 2007; Minic,
2008). A pesar de los importantes progresos realizados para aclarar las
multiples funciones de las GHPs, una cantidad de aspectos permanecen aun
desconocidos. Las funciones asignadas a las GHPs son provisorias debido a
sus sustratos in vivo, las consecuencias de sus funciones biolégicas in muro
y la potencial entrada de azlcares provenientes de pared celular en rutas
metabdlicas intracelulares no ha sido aun totalmente dilucidado (Jamet et
al., 2006).

Numerosas GHPs estan unidas a la pared celular donde podrian
potencialmente clivar restos glicosilos terminales no reducidos de homo y
heteropolisacaridos de pectinas y hemicelulosas, como asi también de
diferentes glicoconjugados (Rose et al., 2003; Sozzi, 2004). La complejidad
estructural de los polisacaridos de la pared celular torna dificil la
determinacién de los sitios especificos en donde estas enzimas pueden

producir cambios funcionales significativos en la pared celular. Por otro
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lado, hay otras GHPs que no estan unidas a la pared celular y que pueden
reconocer uniones localizadas en diferentes moléculas (por ejemplo,
citosodlicas) pero sus sustratos especificos y funciones estan aun en estudio.
A esto se suma que, aparentemente, algunas GHPs serian enzimas
multifuncionales, con dominios cataliticos pertenecientes a diferentes
“familias” de enzimas.

Es indiscutible la participacion de Ilos hidratos de carbono
cumplimentando diversas funciones fisiologicas durante la vida de las
plantas, siendo no solo fuentes cruciales de carbono y de energia, sino
también moléculas de sefializacibn que han adquirido una importante
funciéon regulatoria controlando el metabolismo, resistencia al estrés,
crecimiento y desarrollo.

En algunos casos los genes/enzimas de las plantas estan
directamente modulados por hidratos de carbono y aparecen como parte de
un sistema béasico que responde a la disponibilidad de nutrientes. A pesar
de las exhaustivas revisiones publicadas sobre varios aspectos de la
regulacion por azucares en plantas (Koch, 1996, 2004; Rolland et al., 2006;
Smeekens, 2000), quedan por dilucidar los mecanismos exactos
involucrados en la funcién de los azlicares como moléculas de sefializacion y
su ambito de accidén. No resulta sorpresivo que intrincadas interacciones
regulatorias con hormonas vegetales constituyan una parte esencial de la
red de percepcién y sefializaciéon en la que intervienen los azucares.

Los azUcares por si mismos pueden sefalizar modificaciones en la
expresion génica y en la actividad enzimatica de forma similar a las
hormonas. Mientras que las hormonas son moléculas funcionales dentro de

un rango de concentraciones que varia entre los nano a micromolar, los
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azucares participan en metabolismos intermediarios en rangos de
concentracién de milimolares. La percepcién de un azucar (“sugar sensing”)
puede ser definido como la interaccién entre una molécula de azlcar y una
proteina sensor de forma tal que se genere una sefal. Esta sefial inicia
luego una cascada de transduccién de sefiales que resulta en respuestas
celulares, tales como alteraciones de la expresiéon génica y de la actividad
enziméatica (Smeekens, 2000).

La utilizacion del cultivo in vitro como sistema controlado nos ofrece
una herramienta adecuada para abordar estudios fisiolégicos de la actividad
de GHPs en callos de manzanas ante la adicion de diferentes hidratos de

carbono.

5.2. Objetivos

El objetivo de este trabajo fue caracterizar la modulacién de la
actividad de seis glicosil hidrolasas: a-L-arabinofuranosidasa [a-Araf; EC
3.2.1.55], B-D-glucosidasa [B-Glu; EC 3.2.1.21], a y B-D-xilosidasa [a-Xil y
B-Xil; EC 3.2.1.- y EC 3.2.1.37, respectivamente] y a y B-D-galactosidasa
[a-Gal y B-Gal; EC 3.2.1.22 y EC 3.2.1.23, respectivamente] provenientes
de callos de manzana por la adicibn de nueve hidratos de carbono
diferentes con o sin el suplemento de reguladores del crecimiento vegetal
(RCV).

5.3. Materiales y Métodos

El material vegetal y la introduccion del mismo por cultivo in vitro se

realiz6 siguiendo el protocolo descripto en el Capitulo 2.

e carbono en la modulacion... 88

RARIUNNE



Paula ALAYON LUACES CAPITULO 5

Previo a los tratamientos, los callos fueron subcultivados 5 veces en
el medio basal (MS) y en el medio de cultivo de induccion (MC)

suplementados con sacarosa 3% como fuente carbonada.

Para analizar el efecto de diferentes hidratos de carbono se

suplement6 al MS y al MC con los siguientes azlcares:

a) tres monosacaridos: glucosa (GLU), fructosa (FRU) y galactosa

(GAL);

b) tres disacaridos: sacarosa (SAC), maltosa (MAL) y lactosa (LAC);
¢) un trisacarido: rafinosa (RAF)

d) dos azucares-alcohol: sorbitol (SOR) y manitol (MAN).

Luego de 30 dias de cultivo se midié el crecimiento de los callos por

medio de la siguiente escala visual:
1: muy poco crecimiento, los callos crecieron 2 veces el tamaio
inicial;
2: poco crecimiento, los callos crecieron 3 veces el tamafio inicial;
3: crecimiento moderado, los callos crecieron 4 veces el tamafo
inicial;
4: buen crecimiento, los callos crecieron 5 veces el tamario inicial.
Por tratamiento se evaluaron 20 réplicas independientes (tubos).
Luego los callos se cosecharon, se congelaron con N, liquido y se
mantuvieron a -70°C hasta su andlisis.

Se prepararon y midieron las actividades especificas de tres muestras

independientes por cada tratamiento y por cada glicosidasa siguiendo el
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protocolo descripto en el Capitulo 3. Una unidad de actividad enzimética se
definié6 como 1 pg de p-nitrofenol min™* mg™ de proteina. Los resultados se
presentan como media *+ desvio estandar de las tres repeticiones.

Las diferencias significativas se determinaron por ANOVA de dos vias,
considerando las variables “azucar” y “RCV”, utilizando el paquete
estadistico PC-SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC). Se comprobaron los
supuestos de homogeneidad de varianzas y normalidad del modelo
propuesto, mediante la prueba de Levene y la prueba de Shapiro-Wilk,
respectivamente. Cuando estos supuestos no se cumplieron, los datos
fueron transformados a rangos (Conover & Iman, 1981) para su posterior
andlisis. Cuando el valor de F resulté significativo, se compararon las
medias de los tratamientos mediante la prueba de Tukey (P<0,05) (Anexos

Tablas A.5; A.6y A.7).

5.4. Resultados y Discusion

Diferentes analisis genéticos revelaron extensas interacciones entre
azucares y la sefalizacion por hormonas vegetales (Rolland, 2006). Para
valorar si los efectos observados en el capitulo 4 son SAC-especificos, se
analizaron otros azlcares con y sin suplemento de RCV.

Las actividades de las GHPs en cultivos de callos mostraron diferentes
comportamientos cuando fueron cultivados en MS o en MC. Aunque no se
establecieron patrones generales de actividad cuando los cultivos fueron
suplementados con azucares y RCV simultaneamente, los callos que fueron
cultivados en MS y suplementados con la mayoria de los azUcares
mostraron actividades a-Araf, B-Glu, B-Xil y B-Gal en la FI mas elevadas

que aquellos gque crecieron en MC (Figuras V.1, V.2, V.4 y V.6 b). Por el

e carbono en la modulacion... 920

RARIUNNE



Paula ALAYON LUACES CAPITULO 5

contrario las actividades a-Xil y a-Gal de la FI fueron practicamente iguales
0 mas elevadas en MC, exceptuando el caso de adicion de manitol (Figuras
V.3 y V.5 b). En la FSA B-Glu, a-Gal y B-Gal presentaron diferencias
significativas atribuidas al suplemento o no de RCV, mientras que en la Fl
estas diferencias fueron detectadas para todas las GHPs (Anexos Tablas A.5
y A.6).

La actividad de B-Glu de la FI fue siempre mayor en callos que
crecieron en ausencia de RCV, y el alcance del incremento en comparacion
con aquellos que crecieron con el suplemento de RCV fue ampliamente
dependiente del azicar adicionado al medio: GLU (26%), RAF (49%), SAC
(74%), SOR (84%), LAC (85%), GAL (115%), MAL (116%), MAN (120%) y
FRU (450%).

En la mayoria de los casos, el tipo de azucar suplementado al medio
modifica la actividad de las glicosidasas y esto se vuelve mas notable en la
FI debido a los altos niveles de actividad de las GHPs encontrados en esta
fase.

Algunos monosacaridos (FRU en particular) fueron mejores
inductores de actividad de a-Araf, B-Xil y B-Gal de la FI que los disacaridos
(SAC, MAL y LAC) o trisacaridos (RAF) y tan buenos inductores como
azucares-alcoholes (MAN y SOR) (Figuras V.1, .V4 y V.6 b). FRU y MAN
fueron mas efectivos (p< 0,05) para elevar la actividad de a-Araf de la FI
que SAC, MAL, LAC y RAF, mientras que GLU y SOR fueron mas efectivos
que SAC y MAL (Figura V.1 b). Los callos provenientes de medios de cultivo
suplementados con FRU, GLU y MAN alcanzaron una mayor actividad B-Gal

de la FI que aquellos suplementados con SAC, MAL o LAC (Figura V.6 b).
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También la actividad de B-Xil de la FI fue mas elevada en callos cuyos
medios de cultivo fueron suplementados con MAN, GLU, FRU o SOR que
aquellos suplementados con SAC, MAL, RAF o LAC (Figura V.4 b y Anexo
Tabla A.7).

Por consiguiente, los resultados obtenidos en callos de manzana son
contrarios a aquellos encontrados en otras especies y sistemas. Lee et al.
(2007) encontraron en Arabidopsis que la expresion de B-Gal (At5g56870) y
B-Xil (At5g49360) son reprimidas en suspensiones celulares que crecieron
en medios de cultivo suplementados con GLU, GAL y FRU, y un efecto
similar se encontré con la utilizacion de SAC. Nuestros experimentos con
callos de manzanas muestran que algunos de estos monosacaridos pueden
inducir actividades mas elevadas que SAC para B-Xil y B-Gal de la FI.

MAN indujo actividades B-Glu en la FI mas elevadas (p<0,05) que
SAC, GLU, GAL, MAL, LAC, RAF y SOR y, asimismo, actividades B-Glu en la
FSA mas altas que ningun otro hidrato de carbono ensayado (Figuras V.2 a
y b). En suspensiones celulares de Arabidopsis, el gen de B-Glu
(At3g60140) es reprimido por GLU, FRU Y GAL pero no por MAN (Lee et al.,
2007).

A pesar de que la SAC es el principal producto de la fotosintesis y el
azucar de transporte en plantas por antonomasia, mucho efectos de
sefializacion durante el crecimiento y metabolismo pueden ser atribuidos a
la accion de las hexosas producidas por la hidrélisis de la SAC -GLU y FRU-
0 a metabolitos derivados (Rolland, 2006). Si bien la SAC es la fuente de
energia carbonada mas ampliamente utilizada en el cultivo in vitro de
plantas, en nuestros experimentos la SAC -al igual que los otros dos

disacaridos evaluados— no indujeron las mayores actividades de las GHPs,
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excepto para a-Gal y a-Xil de la FI. Si algunas GHPs promueven el
desmantelamiento de polisacaridos de la pared celular y contribuyen a
cambios en la arquitectura de la misma, algunos monosacaridos como GLU
y FRU podrian estar involucrados en mecanismos que modulan el
metabolismo de las GHPs en callos de manzana.

Los disacaridos como SAC, MAL y LAC, consisten en dos
monosacaridos unidos covalentemente por una unién O-glicosidica, que se
forma cuando el grupo hidroxilo de un azucar reacciona con el carbono
anomeérico de otro. Las diferencias encontradas en las actividades a-Araf, B-
Xil y B-Gal de la FI (Figuras V.1, V.4 y V.6 b), en callos tratados con una
concentracion equimolar de monosacaridos y disacaridos, sugieren la
incapacidad de las células de los callos de metabolizar completamente los
disacaridos, probablemente debido a la pérdida de capacidad para
escindirlos.

La RAF es considerada un hidrato de carbono de trasporte y reserva
en muchas especies vegetales (constituyente de la serie de oligosacaridos
de RAF) y también puede cumplir roles de proteccion durante la maduracion
y sequia, y de crioproteccion en plantas resistentes a las heladas
(Bachmann & Keller, 1995). En nuestros experimentos en los callos tratados
con RAF, los niveles de actividad de las GHPs fueron estadisticamente
comparables con los obtenidos a partir de callos tratados con SAC. Resulta
interesante que, tanto los tratamientos con SAC como con RAF, mostraron
niveles relativamente altos de actividad a-Gal en la FI (Figura V.5b). Es
probable que los niveles de a-Gal detectados en callos tratados con RAF
sean debido a la liberacion de SAC, considerando que la mayoria de la a-Gal

aislada a partir de 6rganos de plantas tienen una alta afinidad por RAF y es

e carbono en la modulacion... 93

RARIUNNE



Paula ALAYON LUACES CAPITULO 5

capaz de hidrolizarla en GAL y SAC (Keller & Pharr, 1996; Carmi et al.,
2003).

MAN y SOR son dos azucares-alcoholes ampliamente distribuidos en
las plantas, juegan un rol clave en su metabolismo y son productos
primarios de la fotosintesis que estan involucrados en las respuestas a
diferentes tipos de estrés bidtico y abidtico (Moing, 2000). Considerando
que varias GHPs de pared celular son positivamente reguladas bajo
condiciones de estrés como oscuridad, falta de azulcares, senescencia o
infeccion (Contento et al., 2004; Fujiki et al., 2001; Lee et al., 2004)
podriamos esperar una respuesta al suplemento de estos alditoles.

Es bien conocida la incidencia del SOR en la familia de las Rosaceas.
Sin embargo el MAN causé respuestas mas profundas en las GHPs
estudiadas, particularmente en la B-Glu, tanto en la FSA como en la FI
(Figura V.2 a y b). Metabdlicamente hablando, el MAN es considerado
practicamente inerte en cultivos de tejidos, debido a su baja tasa de
consumo y de catabolismo. Por ello el aumento de los niveles de actividad
de diferentes GHPs de pared celular (a-Araf y B-Xil de la FI y B-Glu de la
FSA y FI), en callos cultivados en medios suplementados con MAN, podrian
también ser atribuidos a los potenciales de soluto celulares. Dado que otros
azucares como la GLU son rapida y altamente metabolizados en los cultivos
de tejidos (lo cual no sucede con el MAN), las diferencias en la actividad de
glicosidasas de la pared celular podrian estar relacionadas con la actividad
celular y/o con la presion osmética del medio de cultivo a través de los 30
dias de duracion del experimento.

La modulaciéon positiva de la actividad B-Glu por la adicion de MAN a

los callos fue drastica: en callos tratados con MAN, la actividad B-Glu de la
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FSA fue de 4,2 (MS) y 11 (MC) veces mas elevada en comparacién con
aquellos tratados con SAC, mientras que la actividad B-Glu de la FI fueron
3,14 (MS) y 2,5 (MC) veces mas elevada respectivamente (Figuras V.2 ay
b). La actividad B-Glu podria estar positivamente asociada con ciertas
condiciones de estrés como la presencia de Picloram y/o la deficiencia de
RCV (tratado en el Capitulo 3). Se encontr6 en manzana que un gen
homdélogo a B-Glu se expresa exclusivamente durante el proceso de
infeccion de la frutas por Penicillium expansum (Sanchez-Torres et al.,
2003). A pesar de que el MAN estéa usualmente asociado con respuestas de
estrés, también se lo vinculdé con la regeneracion de paredes celulares de
protoplastos (Blaschek et al., 1981; Ochatt et al., 1988) sugiriendo que tal
vez B-Glu tenga un rol en el metabolismo de la pared celular modulado por
MAN. De cualquier manera, la modulacién por MAN es especifico para cada
GHP, ya que los callos tratados con MAN mostraron una disminuciéon de
actividad a-Xil (Figura V.3 b) y a-Gal (Figura V.5 b) de la FI en comparacion
con callos tratados con SAC.

Aunque el crecimiento de los callos fue menor en los medios de
cultivos sin reguladores del crecimiento vegetal (MS) (Tabla V.1), las
actividades a-Araf, B-Glu, B-Xil y B-Gal de la FI, es decir, vinculadas a la
pared celular fueron mayores en este medio de proliferacibn que en
aquellos suplementados con reguladores del crecimiento. Ademas, los callos
que crecieron en medios de cultivo suplementados con MAN crecieron muy
poco (Tabla V.1) y en ellos también se detecté una alta actividad a-Araf, B-
Glu, B- Xil y B- Gal de la Fl. Esto podria abonar la hipétesis de que el
crecimiento de los callos esta inversamente correlacionado con la actividad

de estas enzimas de pared. Sin embargo, no se ha encontrado una
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correlacion inversa definitiva entre el crecimiento de los callos y la actividad
de estas glicosidasas de pared para todos los diferentes azUcares
ensayados. Por ejemplo, las callos que crecieron en medios de cultivo
suplementados con SOR fueron mas grandes que aquellos que crecieron en
medios suplementados con MAN (Tabla V.1) y sin embargo no se
encontraron diferencias significativas en la actividad B-Gal de la FI entre
estos azUcares (Figuras V.6.b). Los callos suplementados con SAC o SOR
mostraron crecimientos similares (Tabla V.1) pero los niveles de actividad
a-Araf (Figura V.1.b), B-Xil (Figura V.4.b) y a-Gal (Figura V.5.b) de la FI
fueron significativamente diferentes. El crecimiento observado en callos por
el suplemento de SAC y GLU fue similar (Tabla V.1), pero a-Araf (Figura
V.1.b), B-Xil (Figura V.4.b), a-Gal (Figura V.5.b) y B-Gal (Figura V.6.b) de la
FI fueron diferentes. Si la actividad de estas glicosidasas de pared celular
tiene mas relaciéon con la calidad de la pared celular que con la proliferacion
de los callos es una hipoétesis que merece mayores investigaciones.

No resulta sorprendente encontrar que B-Xil de la FlI presenté un
comportamiento similar a a-Araf de esa misma fraccion (Figuras V.4 by V.1
b). Esta similitud en el comportamiento de B-Xil y a-Araf también se detect6
respecto a la concentracion de SAC (Capitulo 4 - Figuras 1IV.4 y IV.1b). En
muchas plantas los genes de a-Araf/B-Xil codifican proteinas bifuncionales
gue manifiestan actividades a-Araf y B-Xil in vitro (Tateishi et al., 2005; Di
Santo et al., 2010) pero que en polisacaridos naturales de pared celular sélo

son capaces de catalizar la liberacién de arabinosa (Tateishi et al., 2005).
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FIG V.1: Actividad especifica (unidades enziméaticas) de a-L-
arabinofuranosidasa (a): en la fracciéon soluble en agua (FSA) y (b): en
la fraccion idnica (FI) provenientes del cultivo in vitro de callos de pulpa
de manzana, tratados (barras grises) o no (barras negras) con
reguladores del crecimiento vegetal y suplementados con diferentes

fuentes carbonadas
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FIG V.2: Actividad especifica (unidades enzimaticas) de B-D-glucosidasa
(a) en la fraccién soluble en agua (FSA) y (b): en la fraccion idnica (FI)
provenientes del cultivo in vitro de callos de pulpa de manzana, tratados
(barras grises) o no (barras negras) con reguladores del crecimiento

vegetal y suplementados con diferentes fuentes carbonadas
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FIG V.3: Actividad especifica (unidades enziméaticas) de a-D-xilosidasa

(a): en la fraccion soluble en agua (FSA) y (b): en la fraccién idnica (FI)

provenientes del cultivo in vitro de callos de pulpa de manzana, tratados

(barras grises) o no (barras negras) con reguladores del crecimiento

vegetal y suplementados con diferentes fuentes carbonadas.
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FIG V.4: Actividad especifica (unidades enzimaticas) de B-D-xilosidasa

(a) en la fraccién soluble en agua (FSA) y (b): en la fraccién iénica (FI)

provenientes del cultivo in vitro de callos de pulpa de manzana, tratados

(barras grises) o no (barras negras) con reguladores del crecimiento

vegetal y suplementados con diferentes fuentes carbonadas.
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FIG V.5: Actividad especifica (unidades enzimaticas) de a-D-
galactosidasa (a): en la fraccion soluble en agua (FSA) y (b): en la
fraccion idnica (FI) provenientes del cultivo in vitro de callos de pulpa de
manzana, tratados (barras grises) o no (barras negras) con reguladores

del crecimiento vegetal y suplementados con diferentes fuentes

carbonadas.
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FIG V.6: Actividad especifica (unidades enzimaticas) de p-D-
galactosidasa (a): en la fraccion soluble en agua (FSA) y (b): en la
fraccion idnica (FI) provenientes del cultivo in vitro de callos de pulpa de
manzana, tratados (barras grises) o no (barras negras) con reguladores
del crecimiento vegetal y suplementados con diferentes fuentes
carbonadas.
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TABLA V.1: Efecto de diferentes hidratos de carbono en el crecimiento
de los callos.

Los callos de manzana fueron cultivados en medio de cultivo
suplementados con 1 mg L™ de 2,4-D y 0,1 mg L™ BAP (MC) y sin
reguladores del crecimiento vegetal (MS) en combinacion con los
siguientes azucares en concentracion 0,09 M: sacarosa (SAC); glucosa
(GLU), fructosa (FRU); galactosa (GAL);, maltosa (MAL); lactosa (LAC);
rafinosa (RAF); sorbitol (SOR) y manitol (MAN). Luego de 30 dias de
cultivados se evalud el crecimiento de los callos siguiendo la siguiente
escala: 1, muy poco crecimiento, (los callos crecieron 2 veces el tamafio
inicial); 2, poco crecimiento, (los callos crecieron 3 veces el tamafho
inicial); 3, crecimiento moderado, (los callos crecieron 4 veces el
tamafo inicial); 4, buen crecimiento, (los callos crecieron 5 veces el
tamafo inicial). Cada valor representa la media + el desvio estandar de

20 repeticiones independientes.

Crecimiento de los callos

Azicar
MS MC
SAC 3,05 + 0,60 3,85 + 0,37
GLU 3,15 = 0,67 3,90 = 0,31
FRU 2,15 + 0,67 3,90+ 0,31
GAL 2,00 =+ 0,65 2,95 + 0,60
MAL 2,10 = 0,64 3,85 + 0,37
LAC 2,05 + 0,69 2,05 =+ 0,6
RAF 3,10 = 0,55 3,15 + 0,59
SOR 3,00 £+ 0,65 3,85 £ 0,37
MAN 1,25+ 0,44 1,15 = 0,37
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CAPITULO 6

Cambios en la composicion de la
pared celular de callos de manzana
dependientes de su exposicion a
diferentes reguladores del

crecimiento
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6.1. Introducciéon

La pared primaria de las células es una estructura dinamica
involucrada en roles esenciales a lo largo de la vida de las plantas,
incluyendo crecimiento y desarrollo de la célula vegetal. Sin embargo, no
todas las funciones de la pared celular son estructurales, sino que algunas
moléculas pueden participar en procesos de reconocimiento celular,
reacciones metabdlicas de sintesis y degradacién, respuestas a factores
ambientales o aspectos relacionados a la defensa de las plantas (Carpita &
Gibeaut, 1993).

A pesar de que los componentes que forman las paredes celulares,
principalmente polisacaridos y proteinas son comunes a diferentes especies,
las cantidades, composicion y disposicion de los mismos difieren entre tipos
de células, e incluso pueden diferir dentro de microdominios de la pared de
una misma célula (Freshour et al., 1996; Willats et al., 2001).

La pared celular se encuentra expuesta a continuas modificaciones
durante el crecimiento y diferenciacién celular y puede sufrir alteraciones
acorde a necesidades especificas de los diferentes tipos de células. Los
cambios que ocurren en los tejidos y en la morfologia de érganos durante el
desarrollo de la plantas, se atribuyen a modificaciones y reorganizaciones
de los componentes de la pared celular y a la sintesis y deposicién de
nuevos materiales en paredes celulares preexistentes (Meijer & Murria,
2001). También las cantidades y componentes de la pared celular pueden
sufrir cambios durante el crecimiento celular (Derbyshire et al., 2007) y en
respuesta a distintos tipos de estrés, tanto bidticos como abidticos (Vorwerk

et al., 2004; Martinez et al., 2007).
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Entre las modificaciones que suceden en la pared celular, son
ampliamente reconocidas las que ocurren durante la maduracion de los
frutos. Estudios bioguimicos indican que los cambios estructurales y
reordenamientos de la pared celular durante la maduracién de frutos ocurre
tanto en pectinas como en glicanos de matriz, como resultado, al menos en
parte, de la actividad de enzimas y proteinas de pared celular provenientes
de algunas familias que promueven el crecimiento y extension de los
tejidos. Numerosas enzimas y proteinas estan involucradas en la disposicion
y regulacion metabdlicas de los diversos polimeros de la pared celular
(Showalter, 1993) y es probable que el desensamblaje de la compleja red
que compone esta estructura involucre la accidén sinérgica de diferentes
enzimas, donde una familia de enzimas que modifican la pared celular
pueden mediar la actividad de otra (Goulao, et al. 2008).

Por lo tanto, las plantas deben involucrar mecanismos regulatorios
que controlen la biosintesis de los componentes que forman la pared de los
diferentes tipos de células, la sintesis de las cantidades exactas de los
componentes y el ensamblaje de los mismos en la ubicaciéon correcta, para
alcanzar la heterogeneidad observada en los diferentes tipos de células.
Entre los factores que estan implicados en la regulacion de la biosintesis y
modificaciones de la pared celular se citan a los reguladores del crecimiento
vegetal (RCV) (Fry, 1989; Catala et al., 1997; Hutchison et al., 1999; Yeo
et al., 2004). Mas aun, se ha determinado que los RCV tienen efectos
regulatorios sobre seis glicésido hidrolasas asociadas a la pared celular
(Capitulo 3) y que interactuan de forma diferente con distintos azulcares en

la modulacion de la actividad de esas enzimas (Capitulo 4), por lo que se
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podria sospechar la existencia de modificaciones en la pared celular
moduladas por RCV y mediadas por estas enzimas.

Si bien la influencia de los RCV sobre la composicién y caracteristicas
de la pared celular se ha estudiado en diversos 6rganos vegetativos en
elongacion, ha sido muy poco estudiada en callos de tejidos vegetales en

general y de frutos en particular.

6.2. Objetivos

El objetivo de este trabajo fue verificar la posibilidad de inducir
modificaciones en los polisacaridos que componen la pared celular de
células indiferenciadas de callos de manzana por exposicion en cultivo in

vitro al suplemento de RCV.

6.3. Materiales y Métodos

6.3.1. Material vegetal y tratamientos

El material vegetal y la introduccion del mismo por cultivo in vitro se
realiz6 siguiendo el protocolo descripto en el Capitulo 2.

Previo a la realizacion de los tratamientos, los callos provenientes del
cultivo de induccién compuesto por las sales minerales y vitaminas de
Murashige & Skoog (1962) (en adelante denominado MS o “control”)
suplementado con &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 1 mg L* y 6-
bencilaminopurina (BAP) 0,1 mg L* mas sacarosa 3% (en adelante
denominado MC), se subcultivaron 5 veces en MS sin el suplemento de RCV.
Los tratamientos consistieron en el cultivo de callos en MS suplementado

con picloram (Pic), acido abscisico (ABA) o acido giberélico (AGs), en todos
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los casos en una concentracion de 5 mg L™. Esos tratamientos se
contrastaron con MS sin el suplemento de RCV (control) y con MC (cultivo
de induccion inicial), todos suplementados con sacarosa 3% como fuente

carbonada.

Luego de 30 dias de cultivo los callos se cosecharon, se congelaron

con N, liquido y se mantuvieron a -70°C hasta su analisis.

6.3.2. Obtencion y fraccionamiento de la pared celular

La obtenciéon y el fraccionamiento de la pared celular se efectudé de
acuerdo con protocolos previos, detallados por Sozzi et al. (2002 b) y
Brummell et al. (2004 a) con algunas modificaciones. Se homogeneizaron
20 g de callos en mortero utilizando 4 volumenes de etanol 80% frio (4 °C),
y la mezcla se llevé a ebullicion durante 30 min; luego se enfrid y filtré a
través de papel Whatman GF/C. El material insoluble retenido se lavd con
abundante etanol 95% y se resuspendié en 3 voliumenes (60 mL) de
cloroformo:metanol (1:1); posteriormente se agitdé durante 15 minutos y se
filtr6. El material retenido se lavé con 2 volumenes adicionales (40 mL) de
la misma mezcla de solventes, y finalmente se lavd con acetona hasta su
decoloracion, obteniéndose el extracto crudo de pared celular (residuo
insoluble en alcohol, RIA). El RIA se secd bajo campana a temperatura
ambiente y luego fue pesado.

Se tomaron 3 g de RIA y se agitaron en 300 mL de solucion de
timerosal 0,02% [p/v]. Se eliminé al sobrenadante; luego, el pellet se
extrajo secuencialmente con CDTA 0,05 M en NaOAc 0,05 M, pH 6, vy
timerosal 0,02% [p/v] durante 24 h, y con Na,CO3; 0,1 M en NaBH,; 0,1 mM

durante 24 h, obteniéndose los extractos enriquecidos en pectinas unidas
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por uniones idnicas y covalentes, respectivamente. Posteriormente, se trato
el residuo de pared celular despectinado con KOH 4% en NaBH, 0,1% (p/v)
durante 24 h y luego con KOH 24% en NaBH,4; 0,1% (p/v) durante igual
periodo de tiempo, obteniéndose las fracciones de glicanos de matriz unidos
a la celulosa de forma mas laxa o mas estrecha, respectivamente. Dichas
extracciones dieron lugar a las fracciones solubles en KOH 4% y en KOH
24%, respectivamente. En el caso de las fracciones solubles en KOH, se
ajustd el pH a 5 con acido acético glacial. Se dializaron todas las fracciones
exhaustivamente durante 2 dias contra agua corriente y otros 2 dias a 4 °C,

contra agua destilada y posteriormente se liofilizaron.

6.3.3. Determinacion de azlcares totales

Se empled el método colorimétrico del fenol-acido sulfarico utilizando
glucosa como estandar (Dubois et al., 1956). A 0,5 mL de solucién
conteniendo hasta 80 pg mL™ de hidratos de carbono se le adicionaron 0,5
mL de fenol 5% (p/v) y se mezclaron. Luego se agregaron 2,5 mL de acido
sulfarico (98%, grado analitico) directamente sobre la superficie de la
soluciéon a fin de asegurar un calentamiento maximo y se dejaron reposar
10 min. Transcurrido este tiempo, los tubos se agitaron en un vortex y se
mantuvieron 20 min a temperatura ambiente. En forma paralela se prepard6
un blanco con agua destilada. Finalmente se determind la absorbancia a
490 nm (longitud de onda correspondiente a la absorcibn maxima para
glucosa), y se cuantificé el contenido de hidratos de carbono totales. El
resultado se expresé como porcentaje de azucar anhidro (x162/180). La
proporcion de azlcares neutros fue determinada luego de descontar el

contenido de acidos urdnicos del de azulicares totales. Para esto, la reacciéon
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de fenol-acido sulfurico se llevé a cabo con acido galacturénico como
estandar, el cual mostré6 una relaciobn de absorbancia de 0,28 contra la

misma masa de glucosa (Ponce et al., 2010).

6.3.4. Determinacion de acidos urdnicos

La cuantificaciéon de acidos urénicos se realizé de acuerdo al método
del m-hidroxidifenilo (Filisetti-Cozzi & Carpita, 1991) usando acido
galacturénico como estandar, expresandose como unidades anhidro. Se
tomaron alicuotas de la soluciéon de la muestra de polisacarido conteniendo
hasta 200 nmol de acido hexurdnico y se diluyeron con agua hasta 0,4 mL.
Posteriormente se agregaron 40 uL de solucibn de acido
sulfamico/sulfamato de potasio 4 M (pH 1,6) a cada tubo y se agitaron en
un vortex. Sobre los tubos colocados en bafio de hielo se adicionaron 2,5
mL de solucion de tetraborato de sodio 0,0125 M en acido sulfarico
concentrado, grado analitico. Nuevamente se agitaron los tubos, y se
llevaron a un bafio de agua a 100 °C durante 30 min. Luego se colocaron en
un bafio de hielo para alcanzar la temperatura ambiente rapidamente y se
les agregaron 80 puL de solucion de m-hidroxidifenilo 0,15% en hidréxido de
sodio 0,5%. Finalmente se agitaron los tubos, se dejaron reposar 5 a 10
minutos y se ley6 la absorbancia a 525 nm. Esta mezcla permanece estable
durante 1 hora. Se prepardé un blanco con agua destilada y se utilizé 4cido
galacturénico de concentracion 80 pg mL™ como patron. Se realizaron tres
repeticiones de cada determinacién y los resultados se muestran como

media + el desvio estandar de esas repeticiones.
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6.3.5. Cromatografia de exclusion

A los fines de analizar la distribucion del tamafio de los polisacaridos,
se examinaron las fracciones obtenidas mediante cromatografia de
exclusiéon por geles. Se disolvieron 3 mg de las fracciones solubles en CDTA
y en Na,CO; en 0,8 mL con imidazol 0,4 mg mL™ y el agregado de 0,2 mL
de NH;ACO 1M (pH 5). Las muestras fueron centrifugadas vy
cromatografiadas a baja presiéon empleando una columna de Sepharose®
CL-2B (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) (30 cm x 0,9 cm) eluida a
temperatura ambiente con NH4AcO 0,2 M, pH 5 (Brummell et al., 2004 a).
En el caso de las fracciones solubles en KOH 4% y en KOH 24%, éstas
fueron disueltas en NaOH 0,1M, cambiandose la fase por Sepharose® CL-6B
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) y eluyéndose a temperatura
ambiente con NaOH 0,1 M. Las fracciones fueron colectadas y sobre cada
alicuota se determinaron los azlUcares totales siguiendo el protocolo

detallado en 6.3.3.

6.3.6. Determinacion de los azicares neutros

La determinacion de los azucares neutros se realizé analizando por
cromatografia gaseosa los derivados correspondientes de los polisacaridos
hidrolizados. Los azUcares componentes determinados fueron: ramnosa
(Ram), fucosa (Fuc), arabinosa (Ara), xilosa (Xil), manosa (Man), galactosa

(Gal) y glucosa (Glu).

6.3.6.1. Hidrolisis reductiva
El agar es un polimero de la agarobiosa, un disacarido compuesto de
D-Gal y 3,6-anhidro-L-galactosa. En condiciones de hidrélisis &cida, la

unidad de 3,6-anhidrogalactosa se degrada para generar un derivado del
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furfural. Para evitar esta degradacion se han desarrollado metodologias que
combinan reacciones para hidrolizar el residuo 3,6-anhidrogalactosidico y
modificarlo rapidamente in situ. De esta manera se cuantifica la 3,6-
anhidrogalactosa, que se utilizara para evaluar la interferencia que pudiera
aparecer por el uso del agar como agente gelificante de los medios de
cultivo de los callos. Por medio de cromatografia gas-liquido del agar
utilizado en los experimentos se estableci6 que la relacion Gal/3,6-
anhidrogalactosa fue 1:0,89.

Se utilizé el método de Stevenson & Furneaux (1991), modificando el
segundo periodo de hidrdlisis a 2 h.

A 2 mg de polisacarido contenidos en un vial se les agregaron 0,4 mL
de acido trifluoroacético (TFA) 3 My 0,1 mL de una solucién conteniendo 80
ng mL™ de 4-metilmorfolina borano (MMB). Se cerré el vial y se llevo a 80
©C durante 30 min. Luego se dejo enfriar y se agregaron nuevamente 0,1
mL de MMB. La solucion resultante se llevo a estufa a 121 ©C durante 2 h.

Una vez enfriado el vial se volvieron a afadir 0,2 mL de MMB, para
luego evaporar el solvente bajo corriente de aire seco a 50 °C. El producto
de hidrdlisis se dej6é en desecador al vacio durante al menos 2 h.

Los alditoles generados se acetilaron con anhidrido acético (0,2 mL) y
TFA (0,2 mL) a 55-60 °C. Luego se colocaron en estufa a 60°C por 10 min
mas. Una vez alcanzada la temperatura ambiente, las soluciones se
extrajeron con 1 mL de la mezcla cloroformo-agua (1:1). Los extractos
cloroférmicos recuperados se lavaron tres veces con 1 mL de solucién
saturada de bicarbonato de sodio y dos veces con 1 mL de agua destilada.
Finalmente los extractos se secaron con sulfato de sodio anhidro y se

evaporaron a sequedad. El residuo obtenido se disolvié en 20 pL de
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cloroformo inmediatamente antes de ser inyectado en el cromatégrafo de

gases.

6.3.6.2. Cromatografia Gas-Liquido

Se utilizé una columna capilar SP-2330. El flujo del gas portador fue
de 1 mL min™ y la presiéon en cabeza de columna fue de 15 psi (= 1,02
atm). Se realiz6 una corrida isotérmica a 220 °C y las temperaturas del
inyector y detector fueron de 240 ©C.

Las cromatografias gas-liquido se realizaron en un cromatoégrafo
Hewlett Packard 5890 A equipado con un detector de ionizacién de llama
(FID) y un integrador HP 3395. Se utiliz6 nitrégeno como gas portador y las
corridas se efectuaron con una relaciéon de split 80:1. Se utilizé una columna
capilar SP-2330 (Supelco), de 30 m de largo, 0,25 mm de diametro interno
y 0,20 pm de espesor de la fase liquida. Se descont6 la Gal que provenia

del agar (6.3.6.1).

6.4. Resultados y Discusion

6.4.1. Acidos urdnicos y azlicares neutros

Con el objetivo de analizar el posible efecto de los RCV sobre la
composicion de los polisacaridos de la pared celular de callos de manzana,
éstos fueron expuestos en cultivo in vitro a medios de cultivo
suplementados con Pic, ABA, y AGs, evaludndose ademéas MS como control
y MC.

El tratamiento del RIA con CDTA y Na,CO; provee fracciones ricas en

pectinas, con altos contenidos en &cidos uroénicos (Figura V1.1 a y b). En la
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fraccion soluble en CDTA, el contenido de acidos urdnicos de las paredes
celulares de los callos control se redujo ~57% respecto del nivel observado
en los callos MC, mientras que en la fraccién soluble en Na,COs, el nivel de
acidos uroénicos del control se incrementé ~48% respecto de los callos MC.
En estas fracciones, el contenido de acidos urénicos en callos tratados con
Pic fue 128% y 22% mas elevado que el control, respectivamente. En la
fraccion soluble en CDTA, solamente los callos tratados con Pic alcanzaron
niveles de acidos uronicos similares a los de los callos MC, en tanto que los
restantes tratamientos mostraron valores similares a los del control. En la
fraccion soluble en Na,CO3, el tratamiento con ABA aumento6 los niveles de
acidos urdnicos en ~45% y el AGs disminuyd los niveles en ~18% respecto
del control (Figura V1.1 a 'y b).

El contenido de &cidos urénicos en callos tratados con Pic, ABA 'y AG3
en la fraccion soluble en KOH 4%, rica en glicanos de matriz, fue 36%, 26%
y 22% menor respectivamente, que en el control, que a su vez fue 30%
menor que en MC (Figura V1.1 c¢). En la fraccién soluble en KOH 24%, todos
los tratamientos presentaron menores contenidos de acidos urénicos que el
control, que ademas superé a MC (Figura VI.1 d). Los niveles de acidos
urénicos registrados en las paredes celulares de callos son mas elevados a
los encontrados en paredes celulares de frutos como ciruela japonesa
(Ponce et al., 2010), o melén (Rose et al., 1998), independientemente de
su estado de madurez. Las fracciones solubles en KOH 4% vy 24%
correspondientes a callos tratados con Pic mostraron los niveles mas bajos
de é&cidos urénicos de todos los tratamientos (8,23 y 7,06 mg g ! RIA,
respectivamente), presentando valores proximos a los observados en

frutos. Sin embargo, los diferentes contenidos de acidos urénicos tanto en
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fracciones pécticas como en fracciones de glicanos de matriz ante el
suplemento de RCV de nuestros experimentos difieren a los sefialados por
Yeo et al. (2004), quienes no encontraron diferencias en el contenido de
acidos uroénicos en paredes celulares de Phaseolus vulgaris cultivadas in
vitro con o sin la presencia de RCV.

Los valores de azucares neutros (Figura VI.1 e-h) provienen de un
calculo complejo en el que, de la medicidbn de azucares totales, se restd
aquella de acidos uroénicos. Los callos tratados con Pic mostraron el mayor
contenido de azucares neutros en la fraccion soluble en CDTA, pero
presentaron un contenido similar de azlcares neutros al de MC y al del
control en la fracciéon soluble en Na,CO; (Figura V1.1 e y f). El tratamiento
con ABA dio lugar a los niveles mas bajos de azUcares neutros en las
fracciones pécticas (3,5 mg g en la fraccion soluble en CDTAy 4 mg g en
la fraccion soluble en Na,CO3). En cambio, los callos tratados con AGs;
tuvieron niveles relativamente bajos de azucares neutros en la fraccion
péctica soluble en CDTA (8 mg g™*) aunque mas elevados en la fraccion
soluble en Na,CO; (14 mg g™*). Tanimoto & Huber (1997) detectaron niveles
mas bajos de azucares neutros en la pared celular de 4 zonas de raices de
poroto en activo crecimiento tratadas con AGs respecto del control sin ese
regulador.

Por otra parte, los niveles de azucares neutros en la fraccion soluble
en KOH 4% fueron similares en los callos tratados con Pic, ABA y AGs;,
superiores a MC e inferiores al control (Fig. VI.1 g), en tanto que los callos
tratados con AG; mostraron niveles inferiores de azlcares neutros a todos
los demas tratamientos en la fraccion soluble en KOH 24% (Fig. VI.1 h). En

suspensiones celulares de Phaseolus vulgaris, Yeo et al. (2004) encontraron
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diferencias en el contenido de azUcares totales en pectinas de bajo peso
molecular, mientras que no se detectaron diferencias en pectinas de alto
peso molecular o en las fracciones de glicanos de matriz con o sin
suplemento de 2,4-Dy cinetina.

Las pectinas unidas i6nicamente a la pared celular (fraccion soluble
en CDTA) o por uniones covalentes (fraccion soluble en Na,COs3) resultaron
ricas en Ara y Gal y en menor medida en Ram, probablemente integrantes
del ramnogalacturonano I (RG 1), mientras que otros azUcares nheutros
como Xil, Fuc, Man y Glu tuvieron una pobre representaciéon en estas
fracciones (Figura VI1.2). Excepcion de ello fueron los niveles alcanzados por
Xil y Glu en la fracciéon soluble en CDTA de los callos control, que superaron
los niveles de Ram. Ara y Gal fueron, por mucho, los azlUcares neutros de
mayor importancia en estas fracciones, y los que registraron mayores
variaciones entre tratamientos en la fracciéon soluble en CDTA (Figura VI.2).
En esta fraccion rica en pectinas unidas idbnicamente a la pared, el contenido
relativo de Ara de los callos control disminuyé 54% respecto de los callos
MC, mientras que el de Gal aumentd 74%. La Glu y la Xil también
aumentaron 6,8 y 2,2 veces en el control respecto de MC. En la fracciéon
soluble en Na,CO;, no se observaron variaciones drasticas entre
tratamientos para Ara, Gal y Ram aunque, en extractos provenientes de
callos cultivados en el medio de induccién (MC), las concentraciones de Ara
fueron mayores y las de Gal menores que en las de callos subcultivados en
MS y suplementados o no con RCV (Figura VI.2). Algunos informes previos
indican la existencia de altos contenidos de arabinanos y bajos de
galactanos en zonas meristematicas de &pices radicales de zanahoria con

elevada densidad celular, y en suspensiones celulares cultivadas en medios
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con suplemento de 2,4-D (Willats et al., 1999). En cambio, bajos niveles de
(1,4)-B-galactano se localizaron en paredes celulares de células en
proliferacién, aunque se observdé su rapida acumulacibn en paredes
celulares inducidas para elongacion, donde el (1,5)-a-arabinano se encontré
casi ausente. Esto indica la regulacion que podrian desempefiar las cadenas
laterales de polisacaridos pécticos en RGI en relacién a la proliferacion y
diferenciacion de células de plantas. La relacibn Ara/Gal se considera
indicadora de la importancia relativa de las cadenas laterales de Ara y Gal
en las pectinas (ramificaciones de arabinanos, galactanos o
arabinogalactanos), mientras que la relacion (Ara+Gal)/Ram estima la
importancia relativa del total de azUcares neutros componentes de las
cadenas laterales de RG I. Resulta de interés sefialar que la relacion Ara/Gal
fue similar en todas las fracciones provenientes de callos cultivados en
medio de induccién MC (Figura V1.3 a). En las fracciones pécticas, los callos
subcultivados en MS (control), y los tratados con Pic, ABA y AGs mostraron
menores niveles de Ara, mayores niveles de Gal (Figura VI.2) y relaciones
Ara/Gal menores que los callos obtenidos del medio de induccién MC (Figura
VI1.3). Interesantemente MC fue el Unico de estos medios de cultivo en
donde los callos fueron semi-friables, ya que los demas tratamientos
generaron callos de apariencia compacta o semi-compacta (Capitulo 3,
Figura 111.7). La disminucion de la relacion Ara/Gal ante el agregado de AG3
se observé en otros sistemas, tales como las zonas maduras o en
elongacion de raices de poroto, en las que el AG; modula las paredes
celulares conformando poliurénidos con bajo contenido de Ara y alto de Gal,
aunque la proporciéon de Ara y de Gal difiere significativamente entre las

diferentes secciones morfogénicas (Tanimoto & Huber, 1997). Asimismo,
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Kikuchi et al. (1996) encontraron que las cadenas laterales de las pectinas
de callos de zanahoria se modificaban durante el cambio de un estado
embriogénico a otro no-embriogénico, observando que la relacién Ara/Gal
correlacionaba con el tamafio de los grupos de células. Por otra parte, se
observé una relacion Ara/Gal muy baja en callos “nolac” (‘non-organogenic
callus with loosely attached cells’) de tabaco, caracterizados por la poca
adhesion entre sus células (lwai et al., 2001) y la ausencia de cadenas
laterales de Ara en RG |. Esto no ocurre en ninguno de los tratamientos de
los callos de manzana (Figura VI1.5) y sugiere una vez mas la importancia de
la presencia de arabinanos para la cementacion de las células de los callos.
Ademdas de su contenido en Glu, los glicanos de matriz unidos en
forma laxa presentaron una riqueza considerable en Ara y, en mucha menor
medida, en Gal y Xil (Figura VI1.2). Los niveles de Glu, mucho mas elevados
que los de Xil, implican que en esta fraccion podrian predominar los
glucanos o xiloglucanos mas que los xilanos. Tanto los niveles de Ara como
de Glu mostraron cambios importantes entre tratamientos. En la fracciéon
soluble en KOH 4%, el contenido de Ara de los extractos de callos tratados
con Pic, ABA y AG; super6é al del extracto del tratamiento control en
aproximadamente en 2, 1,9 y 1,5 veces respectivamente. El control mostro
los niveles mas elevados de Glu (52,6 mol %) y los mas bajos de Ara (19,8
mol %), en tanto que se detectaron los niveles mas altos de Ara (41,3 mol
%) y mas bajos de Glu (31,9 mol %) en los extractos obtenidos de callos
tratados con Pic. Cabe mencionar que también los niveles de Ara de los
extractos pécticos solubles en CDTA y en Na,CO; provenientes de callos
tratados con Pic fueron relativamente elevados (36,5 y 48,7 mol %), so6lo

superados por los del control (Fig. VI.2). Esto puede vincularse a la casi

" la pared celular de callos de manzana... | 115

I;l ! QS!‘T[%UJINS“MGI;HN;I: UEE



Paula ALAYON LUACES CAPITULO 6

nula actividad de la enzima a-L-arabinofuranosidasa asociada a pared
celular en callos tratados con Pic, puesta de manifiesto en el capitulo 3 de
esta tesis (Figura. 111.1. b). Los tratamientos con ABA y AG; dieron lugar a
niveles mas elevados de actividad a-L-arabinofuranosidasa (Figura I11.1. b)
y niveles menores de Ara, tanto en las fracciones pécticas como en la
fraccion soluble en KOH 4%.

Respecto de los restantes azUcares neutros, se destacd la
participacion mayor de Xil en las fracciones solubles en KOH 4% y KOH
24% provenientes de callos cultivados en medio de induccién MC, y una
disminucién relativa de 40% y 42%, respectivamente, en las provenientes
del control. La aplicacion de Pic, ABA o AG; no restaurd los niveles relativos
de Xil alcanzados en MC.

En la fraccion soluble en KOH 24%, tanto los contenidos relativos de
Glu como los de Ara no resultaron muy disimiles entre tratamientos. Para
Glu se verificd el menor valor en extractos de callos cultivados en MC (20,4
mol %) y el maximo en el control (27,6 mol %), en tanto que para Ara se
registr6 el minimo relativo en el tratamiento con Pic (27 % mol) y el
maximo en el tratamiento con ABA (33,2 % mol). Las mayores diferencias
relativas entre tratamientos se registraron para la Xil, con el valor minimo
registrado para el control (15,5 % mol) y el maximo para MC (26,4 % mol).

La presencia de porcentajes pequefios de Man y Fuc en las fracciones
ricas en glicanos de matriz (mayor presencia relativa de Man en la fraccion
extraida con KOH 4%, y de Fuc en la fraccién extraida con KOH 24%) esta
tipicamente asociada a la existencia de mananos, galactomananos,
galactoglucomananos y a xiloglucanos fucosilados, componentes habituales

de las fracciones hemicelul6sicas.
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La deteccién de Ara y de Gal en abundancia en los glicanos de matriz
en general, y en la fraccion soluble en KOH 4% unida a la celulosa en forma
mas laxa en particular, sugiere la presencia de RG | con diferentes grados
de ramificaciones laterales de Ara o de Ara y Gal, segun el tratamiento
aplicado a los callos. Asimismo, se observé una mayor disparidad entre
tratamientos en la relacién Ara/Gal que en la relacion (Ara + Gal)/Ram,
tanto en la fraccion soluble en KOH 4% como en la soluble en KOH 24%
(Figura VI.3). Se detectaron valores mayores para el indice (Ara +
Gal)/Ram en los extractos de KOH 4%, independientemente del
tratamiento, sugiriendo la presencia de RG | mas ramificado. En los
extractos de Na,CO; y en los de KOH 24% provenientes de los callos
tratados con ABA, el indice (Ara + Gal)/Ram mostré valores mayores que
en los restantes tratamientos como Pic, sugiriendo que el ABA induciria la
presencia de un RG | mas ramificado, tanto en la fraccidon péctica Na,CO;
como en la hemicelulésica extraida con KOH 24%.

Resulta interesante remarcar que la variacion en los niveles de Ara
entre tratamientos fue mucho mas marcada en las fracciones solubles en
CDTA y KOH 4%, intermedia en la fraccion soluble en Na,CO3; y muy escasa
en la fraccion extractable con KOH 24%. Esto podria indicar la existencia de
diferentes poblaciones de Ara presentes en locaciones variadas dentro de la
pared celular (Ponce et al., 2010). La poblacién de Ara existente en la
fraccion soluble en KOH 249% podria ser menos susceptible a la degradacion
enzimadtica y sus niveles de Ara permanecerian relativamente estables entre
tratamientos. Redgwell et al. (1997) encontraron arabinogalactanos
pécticos de alto peso molecular muy fuertemente asociados a la celulosa en

frutos de distintas especies. Ponce et al. (2010) detectaron una situacién
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similar en ciruela japonesa, mientras que Brummell et al. (2004 b) hallaron
cantidades sustanciales de compuestos pécticos en extractos alcalinos de
durazno. La riqueza en arabinogalactanos parece dependiente del sistema y
del regulador utilizado. Por ejemplo, la aplicaciobn de acido indolacético
estimuld la disminucién del contenido en arabinosa y galactosa en epicoétiles
de Vigna angularis en consonancia con la induccién del crecimiento

(Nishitani & Masuda, 1981).

6.4.2. Efecto de los reguladores del crecimiento vegetal sobre
la masa molecular de los polisacaridos pécticos

La cromatografia de exclusibn por tamafio selecciona los
componentes de una muestra de acuerdo con su tamafio molecular, segin
su capacidad para atravesar el entramado de los geles que constituyen la
fase estacionaria. En las fracciones de CDTA se observo en los diferentes
tratamientos un pico marcado correspondiente a moléculas de tamario
intermedio (fracciones 15-16), siendo definido y de mayor magnitud en el
control y levemente mas ancho y de menor magnitud en los callos inducidos
en MC y en los tratados con Pic (Figura V1.4 a-c). La curva correspondiente
al extracto de CDTA proveniente de callos tratados con ABA mostré un
corrimiento del pico hacia fracciones de mayor peso molecular (fracciones
13-14; Figura VI1.4. d), en tanto que la curva correspondiente a AGz mostr6
una polidispersion mas marcada, con presencia sustancial de polimeros de
alto y de bajo tamafo no observable en los otros tratamientos (Figura V1.4
e). Los polimeros pécticos de raices tratadas con AG; también mostraron
especies de una masa molecular mayor no observables en raices no

tratadas, tanto en la zona de elongacibn como en la zona basal de
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maduracion (Tanimoto & Huber, 1997). Sin embargo, los RIA obtenidos de
callos tratados con diferentes RCV no registraron en general una alta
presencia de poliurénidos de alto peso molecular en esta fraccion, a
semejanza de lo encontrado por Ponce et al. (2010) para estadios
inmaduros de frutos de ciruela japonesa, pero a diferencia de lo hallado en
pimiento (Harpster et al., 2002), tomate (Brummell & Labavitch, 1997),
durazno (Brummell et al., 2004 b) y palta (Huber & O”Donoghue, 1993),
cuyos frutos inmaduros presentan poliurénidos de alto peso molecular en
esta fraccion.

La extraccion con Na,CO; libera por desesterificacion las pectinas
unidas a la pared mediante enlaces covalentes. Este tratamiento también
puede romper uniones éster entre moléculas de pectinas solubilizadas,
resultando en pectinas extractables de peso molecular relativamente bajo.
En esta fracciéon las paredes celulares de los callos obtenidos en el medio de
induccién (MC) y de los callos control y tratados con AG; presentaron un
pico de polimeros de tamafio molecular intermedio, aunque en este ultimo
caso ligeramente desplazado hacia especies de mayor tamafo molecular
(Figura V1.4 f, g, j). En los extractos derivados de callos cultivados con ABA
se observé un pico de mucha mayor magnitud, aunque constituido por
moléculas de similar tamafo, acompafado de porcentajes menores de
moléculas de tamafos elevados y bajos (Figura VI.4 i). Diferente fue el
perfil de exclusion de los extractos derivados de callos tratados con Pic que
presenté dos picos, uno de moléculas de alto peso molecular y otro
integrado por especies de menor peso molecular que las observadas en los

restantes tratamientos (Figura V1.4 h).
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6.4.3. Efecto de los reguladores del crecimiento vegetal sobre
la masa molecular de los glicanos de matriz

En las fracciones ricas en glicanos de matriz solubles en KOH 49%b, los
perfiles cromatograficos presentaron dos picos en todos los tratamientos,
uno muy agudo de alto peso molecular, practicamente coincidente con el
volumen de exclusion (Vy), y otro mas ancho y de menor peso molecular
(Figura VI.5 a-e). Esta distribucion se asemeja a la observada en otros
sistemas, como los estadios inmaduros de ciruela japonesa (Ponce et al.,
2010). En callos de manzana, la diferencia entre tratamientos se aprecia a
través de la magnitud de los picos. El pico correspondiente a pesos
moleculares elevados mostré6 magnitudes decrecientes siguiendo el
siguiente orden: ABA > control > Pic > MC > AGs. El pico correspondiente a
los extractos de callos tratados con ABA alcanzé una magnitud 66% mayor
que el de los extractos tratados con AGs;. Por otra parte, el pico
correspondiente a pesos moleculares mas bajos mostré6 magnitudes
decrecientes siguiendo el siguiente orden: control > AG3; > MC — ABA > Pic,
siendo la magnitud del pico correspondiente a los callos control 50% mayor
que la del pico de callos tratados con Pic.

El primer pico de polimeros de alto peso molecular observado en la
fraccion KOH 4% en todos los tratamientos coincide con el encontrado para
la misma fracciéon en melén (Rose et al., 1998) y en arveja (Talbot & Ray,
1992 a). En estos sistemas, la composiciéon del pico de alto peso molecular
involucra altos contenidos de Ara y Gal y en menor proporciéon Ram, los
cuales podrian atribuirse a la presencia de grandes moléculas de
arabinogalactanos, posiblemente compuestos por subunidades de

arabinanos y galactanos unidas glicosidicamente. También se ha informado
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la presencia de patrones similares en el fraccionamiento de las
hemicelulosas extraidas de tejidos vegetativos con bajas concentraciones de
alcali Nishitani & Masuda, 1983; Lorences & Zarra, 1987; Lorences et al,
1987).

Algunos modelos de la pared celular primaria proponen la presencia
de macromoléculas unidas covalentemente a polisacaridos no celulésicos:
xiloglucanos a arabinogalactanos, arabinogalactanos a pectinas y pectinas a
proteinas estructurales. Se ha sefialado que muchos de los componentes
poliurénidos de la pared celular pueden ser quimicamente extractables bajo
condiciones relativamente suaves, sin la concomitante liberacion de
Xiloglucanos, arabinogalactanos y otras hemicelulosas. Sin embargo no
deberia excluirse la posibilidad de uniones covalentes entre un pequefio
subconjunto de pectinas, arabinogalactanos y poblaciones de xiloglucanos.
La coeluciéon inusual de una masa de alto peso molecular de xiloglucanos
con polimeros ricos en Gal y Ara y pequefas cantidades de Ram por una
extraccion quimica con alcali suave, de la que se espera rompa uniones
labiles de glicanos de matriz, podria sugerir uniones covalentes entre
polimeros de arabinogalactanos y xiloglucanos. Es probable que el segundo
pico de polisacaridos de menor peso molecular corresponda a xiloglucanos.

Al relacionar la distribucién de los perfiles de exclusion (Figura VI.5)
con los analisis de composicién de azucares neutros correspondientes a la
fraccion soluble en KOH 4% (Figura VI. 2), se detectdé que los tratamientos
con Pic y ABA mostraron contenidos de Ara (41,3 y 36,9 mol%
respectivamente) y de Ram (4,4 y 4 mol %) mas elevados que el
tratamiento con AGs (28,3 mol% de Ara y 3,8 mol% de Ram), y que por el

contrario este ultimo tratamiento dio lugar a un mayor contenido de Glu que

_' lapared celular de callos de manzana... | 121

I;l ! QS!TMNSTIMGI;]HN;L’ UEE




Paula ALAYON LUACES CAPITULO 6

los tratamientos con Pic y ABA (43; 31,9 y 34,4 mol%). Estos resultados
sugieren un mayor contenido de arabinanos en los tratamientos de Pic y
ABA, que eluirian con el pico de polisacaridos de mayor peso molecular
(Figura V1.4 c y d) y, por otra parte, un mayor contenido de xiloglucanos en
el tratamiento con AGj;, que eluirian en el pico correspondiente a
polisacaridos de menor peso molecular (Figura V1.5 e).

En los glicanos de matriz fuertemente unidos a la celulosa y solubles
en KOH 24%, los perfiles cromatograficos no cambiaron sustancialmente
entre tratamientos (Figura V1.5 f-j), mostrando en todos los casos un pico
amplio de polimeros de tamafio molecular medio, con un pequefio hombro
que eluydé aproximadamente en la fraccion 6, éste ultimo mas marcado en
el tratamiento con ABA. Sin embargo, las magnitudes de los picos fueron
mucho mayores para los extractos obtenidos de callos tratados con ABA y

Pic que con AGs, resultando intermedias para el control y MC.
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FIG VI.1: Contenido de &cidos urdnicos (mg g*RIA) (a-d) y contenido de
azucares neutros (mg g'RIA) (e-h) en diferentes fracciones de la pared
celular de callos provenientes del cultivo in vitro de pulpa de manzana

tratadas con diferentes reguladores del crecimiento vegetal.
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FIG VI. 2: Composicién de azicares neutros (mol x 100 mol ) de
fracciones de pared celular de pectinas y glicanos de matriz de callos
provenientes del cultivo in vitro de pulpa de manzana tratadas con

diferentes reguladores del crecimiento vegetal.
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FIG VI.5: Perfiles de cromatografia de exclusion de callos provenientes del
cultivo in vitro de pulpa de manzana tratadas con diferentes reguladores del
crecimiento vegetal. Fraccion soluble en KOH 4% (a-e) y fraccion soluble
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Conclusiones

Las paredes celulares proveen a las plantas de resistencia y
proteccién, y ademas representan la fuente mas abundante de biomasa
renovable. A pesar de la importancia que tienen, poco se conoce acerca de
las posibles modulaciones que de las mismas pueden hacerse.

Esta Tesis permiti6 establecer un sistema de estudio (callos
cultivados a partir de tejido de pulpa de manzana) bajo condiciones
controladas, que posibilitan la obtencion de material de analisis con relativa
facilidad y rapidez, proponiendo un protocolo asequible para la obtencion y
proliferacién de material constituido por células indiferenciadas.

Con excepcion de ciertos trabajos inherentes a la maduracion de
frutos, dehiscencia de 6rganos, y expansion de la pared celular, los
mecanismos que modulan la actividad de glicésido hidrolasas han sido muy
poco estudiados. El suplemento de los medios de cultivo con doce
reguladores del crecimiento vegetal (RCV) diferentes permitié demostrar,
por primera vez en un sistema de cultivo de tejidos de frutos, la diversidad
de efectos moduladores que tienen las hormonas vegetales sobre seis
glicosidasas asociadas a la pared celular: a-L-arabinofuranosidasa, B-D-
glucosidasa, a- y B-D-xilosidasa, y a- y B-D-galactosidasa.

La compleja modulacién de la actividad de estas hidrolasas de pared
en tejidos de plantas no se vincularia Unicamente con los RCV. Los
resultados de esta Tesis demuestran que la sacarosa (SAC) suplementada al
medio de cultivo también puede modular la actividad de esas glicosidasas,
siendo esta modulacion dependiente de la concentraciéon. Ademas, los

resultados sugieren la existencia de interacciones regulatorias entre los RCV
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y la SAC, como parte de una intrincada red de sefiales y percepcion. El
aumento de actividad enzimética de B-glucosidasa en sustratos deficitarios
en SAC refuerza la hipétesis de que esta hidrolasa asociada a la pared
celular podria estar modulada por la deficiencia de hidratos de carbono. Se
sugiere que las paredes celulares no solo proveen de soporte fisico a las
células de las plantas sino que también operarian como reservorio de
hidratos de carbono ante situaciones de estrés.

Se demostré que el suplemento de los medios de cultivo con distintas
fuentes carbonadas induce diferentes efectos moduladores sobre las
glicosidasas en estudio y, aunque no se detectaron patrones generales de
actividad aplicables a todas las enzimas, se observaron diferencias cuando
los cultivos de tejidos fueron suplementados con azucares y RCV
simultaneamente respecto a cultivos en ausencia de RCV, reforzando la
hip6tesis de la existencia de interacciones regulatorias entre los RCV y
diferentes hidratos de carbono. La combinacién de RCV y azUcares a aplicar
deberia tenerse en consideracion a fin de optimizar la actividad de cada
glicosidasa en futuras investigaciones enzimoldgicas. La diferencia entre el
comportamiento de las enzimas en la fraccion idnica y en la fraccién soluble
en agua sugiere la presencia de isoformas citosélicas y de pared celular;
esto es particularmente notable respecto a la a-L-arabinofuranosidasa, a-D-
xilosidasa, B-D-xilosidasa, a-D-galactosidasa y B-D-galactosidasa, aunque
también se verifica en la B-D-glucosidasa.

Finalmente, esta Tesis probd que diferentes RCV son capaces de
generar diferencias significativas en la composicion de la pared celular,
tanto en la proporcion relativa de los restos glicosilos constitutivos de las

paredes primarias, como ademas en el tipo de estructura y distribuciéon
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molecular de los polisacaridos que componen dicha pared. Es probable que
esto se produzca, al menos en parte, por mediacion de diferentes
enzimas/proteinas, entre las que se encuentran algunas de las glicosidasas
estudiadas. La profundizacion de este conocimiento hard posibles
aplicaciones practicas de importancia significativa, incluyendo el uso de la
biotecnologia para la obtencién de biomasa cuya constitucion esté disefiada

a medida para usos especificos.
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Tabla A.1) Andlisis estadistico de diferentes tratamientos para la obtencion de
callos provenientes del cultivo in vitro de pulpa de manzanas
Cada valor representa la media *x el desvio estandar de 3 repeticiones.
Los valores que tienen la misma letra, no presentan diferencias
significativas (p > 0.05).

Inmaduro CON frio Inmadgro Madur_o CON Madm.'o SIN
SIN frio frio frio
MA MC1 97,33+ 6,93 80,00 +4,00 65,28 + 6,36 60,00 + 4,00
bc bc bc bc
MA MC2 85,33 +4,62 66,67 + 4,62 68,00 + 4,00 44,00 + 4,00
a a c a
MAa MC1 84,00 + 6,93 90,67 + 2,31 51,39 +4,81 76,00 + 4,00
a cd a d
MAa MC2 87,67a:_; 418 73,33a§ 8,33 5278 +6,36 ab 55,56bi 3,70
MCA1 100+0 100+0 85,33 + 2,31 68,00 + 4,00
(o] c d cd
MC2 100+0 98,67 + 2,31 72,00 + 2,31 54,67 + 2,31
c d c b
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Tabla A.2) Andlisis estadistico del

efecto de diferentes reguladores del
crecimiento vegetal sobre la actividad de seis glicosidasas medidas en la
fraccion soluble en agua (FSA): a-L-arabinofuranosidasa; pB-D-
glucosidasa; a- D-galactosidasa; B-D-galactosidasa; a- D-xilosidasa; y B-
D-xilosidasa. Cada valor representa la media + el desvio estandar de 3
repeticiones. Los valores que tienen la misma letra, no presentan
diferencias significativas (p > 0.05).

FSA
a - Araf B - Glu a- Gal B - Ga a - Xil B - Xil

MC 1,37 £ 0,20 0,34 £0,04 8,56+0,91 8,53+0,45 0,21+0,04 0,24+0,04
d a ab abc cd b

MS 1 1,10 = 0,07 0,21 +£0,02 15,07+4,78 11,66+2,25 0,20+0,01 0,12+0,02
bcd a b c cd ab

MS 10 0,74 +0,11 0,13 +0,10 8,14+1,47 4,02+0,86 0,18+0,03 0,100,02
abcd a a a bcd ab

AlA 1,27 =0,11 0,08 £0,02 9,78+2,05 7,98+1,27 0,22+0,02 0,22+0,04
cd a ab abc d b

ANA 0,68 + 0,13 0,08 +0,04 6,07%1,29 6,06+0,56 0,17+0,01 0,12+0,01
abcd a a ab bcd ab

IBA 0,92 +0,25 0,05+0,01 8,68+2,28 9,30+3,21 0,16+0,01 0,11+0,01
abcd a ab bc bcd ab

2,4D 0,52 +0,07v 0,10 +0,01 5,48+0,64 6,22+1,34 0,11+0,03 0,06+0,02
ab a a ab abcd ab

PIC 0,33+0,09 3,75+0,53 8,92+2,43 19,85+3,04 0,00+0,00 0,00+0,00
a b ab d a a

KIN 0,62 + 0,03 0,10 +0,05 6,50+0,90 5,54+1,34 0,19+0,03 0,19+0,06
abc a a ab bcd b

ZEA 0,66 + 0,16 0,09 0,01 7,56+2,22 6,08+2,04 0,08+0,03 0,07+0,03
abcd a a ab abc ab

2iP 0,69 + 0,06 0,14 +0,03 5,91+2,75 3,83+1,49 0,20+0,03 0,20+0,05
abcd a a a cd b

BAP 0,76 £ 0,05 0,10 0,03 6,57+0,77 5,41+0,94 0,13+0,03 0,17+0,05
abcd a a ab bcd ab

TDZ 0,76+ 0,12 0,07 =£0,04 6,29+0,46 6,25+0,64 0,10+0,01 0,16+0,06
abcd a a ab abcd ab

ABA 1,15+ 0,30 0,00 +£0,00 11,96+3,95 7,23+2,23 0,06+0,04 0,12+0,02
bcd a ab abc ab ab

AG3 1,23 +0,14 0,06 £0,02 11,63+1,13 10,03+1,57 0,21+0,04 0,20+0,06
bcd a ab bc cd b
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Tabla A.3) Andlisis estadistico del

efecto de diferentes

reguladores del

crecimiento vegetal sobre la actividad de seis glicosidasas medidas en la

fraccion

i6bnica (FI):

a-L-arabinofuranosidasa;
galactosidasa; B-D-galactosidasa; a- D-xilosidasa; y B-D-xilosidasa.
Cada valor representa la media +

B-D-glucosidasa;

a- D-

el desvio estandar de 3 repeticiones.

Los valores que tienen la misma letra, no presentan diferencias
significativas (p > 0.05).
FI
a - Araf B - Glu a- Gal B - Gal a - Xil B - Xil

MC 2,82+0,60 7,60+0,57 11,05+ 1,19 11,43+2,72 0,18 +£0,02 1,57 0,19
ab a abcd def a ab

MS1 5,02x1,74 4,37+1,41 15,91+4,08 13,80+2,99 0,05 +0,04 1,53+ 0,67
ab a cde efg a ab

MS 10 2,85+0,76 18,37+5,97 20,02 +6,86 17,02+0,94 0,14 +£0,08 1,21 +0,52
ab a def fg a ab

AlA 5,50 +1,57 10,33+ 3,48 20,66+ 3,68 9,81+2,79 0,13 +0,03 1,63+ 0,24
ab a ef bcde a ab

ANA 4,29 +2,14 7,21+1,76 13,65+ 4,17 8,76+1,36 0,17 +0,02 1,39 #+0,38
ab a bcde bcde a ab

IBA 6,57 3,36 9,60+2,89 12,98+ 1,86 11,92+3,42 0,16% 0,06 1,87 0,77
ab a bcde def a ab

2,4D 1,17 + 0,33 6,63 +3,80 14,48+ 2,57 11,54+3,16 0,29+0,09 0,820+,27
a a bcde def a a

PIC 0,16 £ 0,08 19,31+0,62 2,59+ 1,26 3,48 +1,12 0,03+0,03 0,77+0,14
ab a a ab a a

KIN 2,26 0,38 8,13 +2,74 5,91 1,64 2,15+0,81 0,09+0,06 0,85+0,11
ab a ab a a a

ZEA 2,07 £0,74 12,95 +4,03 9,85+ 2,64 6,40 +1,09 0,20+0,05 0,96+0,17
ab a abc abcd a a

2iP 2,63 +0,33 5,28+1,78 5,41+ 1,47 4,39+1,38 0,28+0,03 1,05+0,17
ab a ab abc a a

BAP 1,88+ 0,97 9,07 £3,77 7,71 2,95 9,30 +1,22 0,14+0,06 0,88+0,24
ab a abc bcde a a

TDZ 4,001,66 9,16+ 1,26 12,43+ 1,69 10,37+1,29 0,09+0,05 1,41 +0,60
ab a bcde cde a ab

ABA 6,45+ 1,26 15,37+2,47 13,55+ 2,23 9,99+2,38 0,14+0,07 2,11+ 0,17
ab a bcde bcde a ab

AG3 8,16 2,35 5,53+1,63 28,61 *+2,67 19,73x3,14 0,20 0,07 3,50+1,07
b a f g a b
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Tabla A.4:

Andlisis estadistico de dos vias del efecto de diferentes
concentraciones de sacarosa sobre la actividad de seis glicosidasas: a-L-
arabinofuranosidasa; B-D-glucosidasa; a- D-galactosidasa; B-D-
galactosidasa; a- D-xilosidasa; and [-D-xilosidasa. Las actividades
enzimaticas fueron medidas en la fraccién soluble en agua (FSA) y en la
fraccion ionica (FI). Cada valor representa la media * el desvio estandar

de 3 repeticiones.

SAC OM SAC 0,045M SAC 0,09M
MS MC MS MC MS MC

a-Araf FSA 21+06Aa 22+06Aa 59+03Ab 37:06Ab 25+02Aa  3.4+0.0Aa

FI 238:t48Aa 349+105Aa 1285+17Ab 322+66Ab 7.3+13Aa  182+22Aa
B-Glu FSA 6.1%2Ab 57+13Ab  07+01Aa 07+01Aa 13+01Aa 0.7%0.1Aa

FI 1347+16Bb 1258+19Ab 57.7+7.7Ba 27.3+102Aa 559+3Ba 15.5 +4.7 Aa
a-Gal FSA 39:12Aa 89%27Aa  32%59Ab 183+54Ab 226+48Ab 155+1Ab

FI 217:36Ba 17.7+25Aa 516+51Bb 45:4.7Ab 623+14Bb  50.8+6.1 Ab
B-Gal FSA 85%2Aa 249+51Aa 36+2Aa 184+29Aa 23.1:+39Aa 164+1.1Aa

FI 80.3+202Ba 769+188Aa 391.3+38Bb 93+25Ab 97.1+223Ba 46.8+3.7 Aa
a-Xil FSA 02+01Aa 02+01Ba 04+01Ab 07+01Bb 06+02Ab  0.8%0.3Bb

FI 17+08Ba 01%+01Aa 29+09Bb 13+03Ab  1.8204Bab 1.4+0.3Aab
B-Xil FSA 06:02Ba 04:01Aa  12%0.1Bb  05%01Ab  0.7%0Bab 0.7 £+ 0.1 Aab

FI 166:+28Bab 13.6+29Aab 753+16.1Bb 104242Ab 22%05Ba 4.1+2.1Aa

Las letras en minuscula representan diferencias significativas debido a la concentracion

de SAC. Letras mayusculas indican diferencias debido al suplemento o no de RCV.
Las medias en la misma fila que tienen la misma letra (mayuscula o mindscula) no
presentan diferencias significativas (p > 0.05).
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Tabla A.5) Analisis estadistico del efecto de diferentes hidratos de carbono sobre
la actividad de a-L-arabinofuranosidasa y B-D-glucosidasa. Las actividades
enzimaticas fueron medidas en la fraccion soluble en agua (FSA) y en la
fraccion iénica (FI). Cada valor representa la media *+ el desvio estandar
de 3 repeticiones.

a - Araf B - Glu
FSA Fl FSA Fl
SAC MS 4.4 + 2.3 Aab 16.2 £ 5.2 Ba 2.5+ 1.6 Ba 49 + 27 Ba
MC 3+ 0.3 Aab 6.2 + 1.2 Aa 0.7 = 0.1 Aa 28.3 = 0.8 Aa
GLU MS 4.2 +1.4 Aab 49.8 + 17.6 Bbc 1.3 =+ 0.4 Ba 40.2 + 14.6 Ba
MC 4.1 +1.4 Aab 35.9 = 3.1 Abc 1.1 =+ 0.2 Aa 32.1 =54 Aa
FRU MS 6 + 2.8 Aab 81.3 = 23.5 Bcd 2.6 £ 0.2 Ba 111 + 67 Bab
MC 5.7+ 1.1 Aab 45 = 1.7 Acd 1+0.2 Aa 20.3 = 3.5 Aab
GAL MS 4.1 +£ 2.5 Aab 39.8 + 22.2 Bbc 2.9+ 1.7 Ba 77 = 15.2 Ba
MC 4.4 + 0.4 Aab 39.1 = 3.3 Abc 2+ 0.5 Aa 36 + 7.5 Aa
MAL MS 3.9+ 1.8 Aab 11.3 +£ 6.1 Ba 3.3+ 1.6 Ba 48.9 + 16.7 Ba
MC 2.8 £ 0.2 Aab 6.5 + 2.3 Aa 1+0.4Aa 22.6 5.5 Aa
LAC MS 2.4 + 0.3 Aa 39.8 £ 12.2 Bab 2.8 £ 0.4 Ba 445 + 4.3 Ba
MC 3.2 +£ 0.8 Aa 27.5 + 7.4 Aab 1.3 + 0.2 Aa 24 £ 7.2 Aa
RAF MS 45 + 1.2 Aab 36.3 £ 27.1 Bab 2.6 =1 Ba 50.5 =+ 5.8 Ba
MC 3 + 0.4 Aab 24.4 +5.7 Aab 0.8 + 0.1 Aa 33.9 = 7.6 Aa
SOR MS 5.5+ 1.8 Aab 53.4 =+ 15.4 Bbc 1.5 + 0.3 Ba 53.1 =17 Ba
MC 3.7 = 0.7 Aab 33.9 = 8.7 Abc 1.1 +£ 0.1 Aa 28.9 = 0.9 Aa
MAN MS 4.4+ 2.1Ab 76.8 + 16.5 Bd 10.5 = 3.5 Bb 154 + 82 Bb
MC 8.4 +25Ab 65.1 + 8.6 Ad 8.2+1.2 Ab 70 £17 Ab

Las letras en mindscula representan diferencias significativas entre los diferentes

hidratos de carbono. Las letras mayusculas indican diferencias debidas al suplemento o
no de RCV.
Las medias en la misma columna que tienen la misma letra (mayuscula o mindscula) no
presentan diferencias significativas (p > 0.05).
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Tabla A.6) Analisis estadistico del efecto de diferentes hidratos de carbono sobre
la actividad de a-D-galactosidasa y [-D-galactosidasa. Las actividades
enzimaticas fueron medidas en la fraccidon soluble en agua (FSA) y en la
fraccion i6nica (FI). Cada valor representa la media + el desvio estandar
de 3 repeticiones.

SAC

GLU

FRU

GAL

MAL

LAC

RAF

SOR

MAN

MS
MC

MS
MC

MS
MC

MS
MC

MS
MC

MS
MC

MS
MC

MS
MC

MS
MC

a - Gal B - Gal
FSA FI FSA Fl
18.9 + 3.4 Bab 28.1 + 7.1 Ad 16.1 + 4.6 Ba 65.8 + 18.6 Ba
7.5+ 0.9 Aab 54 + 2.1 Bd 11.3 + 0.9 Aa 25.4 + 4.9 Aa
20.4 + 4.7 Bab 19 + 4.5 Abc 28 + 6.1 Bab 158 + 16.9 Bb
11.3 + 2.5 Aab 32 + 5.8 Bbc 15.7 +£ 5.9 Aab 128 + 8.8 Ab

24 +10.6 Bb
27.3 £6.7 Ab

31.3 + 11.3 Bab
14.8 = 2.2 Aab

14.5 + 1.3 Bab
11.7 = 2.4 Aab

15.1 + 2.4 Ba
8.5+ 1.9 Aa

18 = 5.1 Bab
15 + 7.2 Aab

26 = 5.9 Bab
10.5 = 1.2 Aab

9.9 = 6 Bab
20.3 = 5.9 Aab

20.7 = 9.6 Abcd
40.3 = 8.9 Bbcd

25.2 + 11.2 Abc
22.6 = 1.9 Bbc

31.7 + 6.3 Abcd
34.4 = 2.8 Bbcd

17.2 = 1.8 Abcd
36.5 = 4.4 Bbcd

30.6 = 7.4 Acd
44.6 = 9.7 Bcd

19.9 + 8.2 Aab
22.3 =1 Bab

8.6 £ 7.7 Aa
6.2 = 3.6 Ba

43.6 = 30.1 Bbc
23.7 £ 5.9 Abc

15 = 7 Ba
9.9 + 2.9 Aa

15.1 + 3.4 Ba
10.5+ 1.3 Aa

19.9 = 1 Bab
11.4 = 6.5 Aab

26.9 + 10.5 Bab
13.4 = 6.2 Aab

30.7 = 4.4 Bab
15.6 = 3.2 Aab

49 + 23.6 Bc
48.7 = 10.2 Ac

181 + 75.6 Bb
108 + 16.4 Ab

78.9 £ 21 Bab
105 £+ 17.1 Aab

56.6 = 17.4 Ba
27 £ 4 Aa

75 + 2.4 Ba
49.7 = 15.1 Aa

117 + 26.2 Bab
57.8 = 4.8 Aab

156 + 76.6 Bab
44.2 = 7.5 Aab

153 = 10.9 Bb
99.8 + 17.6 Ab

Las letras en mindscula representan diferencias significativas entre los diferentes

hidratos de carbono. Las letras mayusculas indican diferencias debidas al suplemento o
no de RCV.
Las medias en la misma columna que tienen la misma letra (mayuscula o minuscula) no
presentan diferencias significativas (p > 0.05).
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Tabla A.7) Analisis estadistico de dos vias del efecto de diferentes hidratos de

carbono sobre

la actividad de a-D-xllosidasa Y [B-D-xllosidasa. Las

actividades enzimaticas fueron medidas en la fraccidon soluble en agua
(FSA) y en la fracciéon ionica (Fl). Cada valor representa la media * el
desvio estandar de 3 repeticiones.

a - Xil B - Xil
FSA Fl FSA FI
SAC MS 0.4 + 0.2 Aa 1.1 + 0.2 Ab 1+0.1Aa 5.4 + 0.8 Ba
MC 0.8 =+ 0.1 Aa 1.4 +0.2Bb 0.6 = 0.1 Aa 3.6 + 0.9 Aa
GLU MS 0.6 +£ 0.2 Aa 0.4 = 0.2 Aab 0.6 = 0.2 Aa 34.8 + 4.6 Bced
MC 0.8 + 0.1 Aa 1+ 0.1 Bab 0.8 +£ 0.1 Aa 29.1 + 3.6 Acd
FRU MS 0.8 £ 0.3 Aa 0.6 + 0.6 Aab 0.9 +£ 0.2 Aa 33.3 =+ 2.9 Bcd
MC 1+ 0.2 Aa 0.9 = 0.3 Bab 0.6 = 0 Aa 24.1 =+ 4.8 Acd
GAL MS 1.2 =+ 0.6 Aa 0.4 = 0.4 Aab 0.8 = 0.1 Aab 16.1 + 4.7 Bbc
MC 0.8 +£ 0.2 Aa 1+ 0.4 Bab 1.1 + 0 Aab 30.5 + 4.8 Abc
MAL MS 0.7 £ 0.1 Aa 0.1 = 0.1 Aab 0.9 +£ 0.2 Aa 7.1 £ 5.8 Ba
MC 0.8 + 0.1 Aa 1.2 + 0.1 Bab 0.5 + 0.1 Aa 3+ 0.4 Aa
LAC MS 0.7 = 0.1 Aa 0.6 = 0.2 Aab 0.6 = 0.1 Aa 13.9 + 3 Bab
MC 0.9 + 0.1 Aa 1+ 0.4 Bab 0.7 = 0.2 Aa 7.6 +2 Aab
RAF MS 1+0.3Aa 0.4 = 0.7 Aab 1+ 0.1 Aa 8.1+ 2.2 Ba
MC 0.9 + 0.1 Aa 1.3 + 0.1 Bab 0.6 +£ 0.1 Aa 7.4+ 1.7 Aa
SOR MS 0.7 +£ 0.3 Aa 1+0.7Ab 1.2 = 0.5 Aa 37.2 = 20.2 Bc
MC 0.7 0 Aa 1.1 + 0.3 Bb 0.6 £ 0.2 Aa 14.4 + 1.6 Ac
MAN MS 0.4 +£ 0.2 Aa 0.4 +£ 0.4 Aa 1.2 +£ 0.4 Ab 42.1 +£ 9.7 Bd
MC 0.8 + 0.3 Aa 0.2 £ 0.1 Ba 1.7 £ 0.3 Ab 38.1 +4.8 Ad

Las letras en mindscula representan diferencias significativas entre los diferentes

hidratos de carbono. Las letras mayusculas indican diferencias debidas al suplemento o
no de RCV.
Las medias en la misma columna que tienen la misma letra (mayuscula o mindscula) no
presentan diferencias significativas (p > 0.05).
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