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Resumen

La pared celular primaria rodea los protoplastos de las células de las
plantas y estd compuesta principalmente por celulosa, hemicelulosas, pectinas
y glicoproteinas. Los dos altimos grupos poseen arabinofuranosa en sus cadenas
laterales y, aunque el déficit de este monosacarido produce defectos severos en
el desarrollo, todavia se desconoce su funcién en la pared celular. Para realizar
este trabajo se ha estudiado el mucilago de las semillas de Arabidopsis thaliana,
que es una estructura de facil extraccién con agua y muy rica en pectinas, lo que
facilita el analisis de estos polisacaridos. Se han analizado 8 mutantes en genes
RGP (RGP1-5) que codifican para un complejo enziméatico encargado de catalizar
el altimo paso en la sintesis de UDP-arabinofuranosa, precursor activado necesa-
rio para la sintesis de polimeros que contienen arabinofuranosa. El estudio de los
mutantes rgp reveld que la reduccion de la expresion de RGP4y RGP5 provoca
un déficit en la liberacion del mucilago, destacando el mutante rgps-2. La super-
ficie de las semillas de los mutantes rgp5-2 mostré anomalias en las células que
sintetizan el mucilago, lo que podria explicar los problemas en la liberacion. No
obstante, es necesario seguir estudiando los genes RGP para intentar compren-

der mejor el rol de la arabinosa en la pared celular de las plantas.
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Introduccion

La pared celular de las plantas

Todas las células de las plantas estan limitadas por una estructura com-
pleja, dinamica y altamente controlada denominada pared celular primaria, la cual
desempeinia multitud de funciones como la determinaciéon de la morfogénesis, el
control de la elongacion celular o respuestas de defensa frente a estreses, entre
otras (Zhang et al., 2021). Esta estructura consiste en una red heterogénea formada
principalmente por polisacaridos como celulosa (25-30 %), hemicelulosas (30 %),
pectinas (30-35 %) y glicoproteinas (5-10 %) (Fig. 1.A) (Zhang et al., 2021). Las
pectinas, ademas de ser un componente mayoritario, son fundamentales ya que
participan en la cohesion y adhesion celular y modifican la flexibilidad de la pared,
entre otras funciones (Anderson, 2016). Debido a su gran diversidad, las pectinas
se han clasificado tradicionalmente en cuatro dominios estructurales (homogalac-
turonano, HG; xilogalacturonano, XGA; ramnogalacturonano-I, RG-I; y ramnoga-
lacturonano-II, RG-II) los cuales tienen en comtn que su cadena principal esta
formada por 4cido galacturénico (GalA), a excepcion del RG-I que esta formada por
repeticiones del disacarido GalA-ramnosa (Fig. 1.B) (Anderson, 2016).

Figura 1. Estructura y composicion general de la pared celular primaria
de las plantas. A) Esquema de la disposicidn, estructuray composicion de la pared
celular primaria. Se incluyen los tres componentes principales de la pared celular
primaria: microfibrillas de celulosa, hemicelulosas y pectinas. Imagen creada con
BioRender. B) Representacion de la estructura de los cuatro dominios principales de
pectinas (ramnogalacturonano I, RG-II; homogalacturonano, HG; xilogalacturona-
no, XGA y ramnogalacturonano I, RG-I). Imagen obtenida de Harholt et al., (2010).
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Uno de los monosacaridos mas importantes de las pectinas es la arabinosa
(Ara), llegando a ser de los mas abundantes de la pared celular en determinados
tejidos (Mariette et al., 2021). La Ara est4 presente en las cadenas laterales de ara-
binano y arabinogalactano del RG-I, en algunas cadenas laterales del RG-11 y en
proteinas estructurales de la pared celular, como las extensinas y las arabinoga-
lactano proteinas (Marzol et al., 2018; Mariette et al., 2021). Debido a su extensa
distribucién en diversos polimeros de pared y a las diferentes proporciones de este
monosacarido dependiendo de la planta, 6rgano o tejido estudiado, ha sido muy
complicado describir las funciones concretas de la presencia de este monosacarido
en componentes de la pared celular (Mariette et al., 2021). Sin embargo, si se ha
determinado que la Ara esta relacionada con una gran variedad de procesos como
la desecacion y germinacion de las semillas, la maduracion y deshidratacion de los
granos de polen, la elongacion de los tubos polinicos, la apertura y cierre de esto-
mas o el crecimiento de los pelos radicales, entre otros (Marzol et al., 2018; Marie-
tte et al., 2021). Ademas, cabe destacar que la Ara podria ser clave para mantener
las propiedades mecanicas de la pared ya que se ha sugerido que la cantidad de ara-
binano en el RG-I podria generar cambios en la elasticidad de la pared celular y en
su capacidad de absorber y retener agua (Arsovski et al., 2009; Rautengarten et al.,
2011). Todos estos procesos son clave para el desarrollo de las plantas, por lo que
la Ara es un monosacérido esencial y cualquier avance en el estudio de su sintesis e
incorporacion a los polimeros de pared celular podria ayudar a comprender mejor
el papel de la Ara en esta estructura (Mariette et al., 2021).

Sintesis de arabinosa en plantas

Al igual que el resto de monosacaridos, la Ara tiene dos conformaciones
(tautémeros): arabinopiranosa (Arap) y arabinofuranosa (Araf) (Fig. 2.A). Para
la mayor parte de los monosacaridos presentes en la pared celular la forma pi-
ranosa es la mas frecuente dado que es termodinamicamente mas estable, pero
precisamente esto no es asi en el caso de la Ara, en la que predomina su forma
furanosa (Rautengarten et al., 2011). La incorporacién de Araf en las pectinas y
glicoproteinas de pared es realizada por arabinosiltransferasas (AraTs) en el apa-
rato de Golgi (Rautengarten et al., 2011). El sustrato de las AraTs es el nucle6ti-
do-aztacar UDP-Araf, que es transmutado a partir de UDP-Arap por un complejo
de proteinas con actividad UDP-arabinosa mutasa en el citoplasma y posterior-
mente es transferido al lumen del aparato de Golgi por medio del transportador
de UDP-Araf (UAFT) (Fig. 2.B) (Rautengarten et al., 2011; 2017). El complejo
con actividad UDP-arabinosa mutasa esta formado por proteinas de la familia
Reversibly Glycosylated Polypeptides (RGPs), que en Arabidopsis thaliana esta
constituida por cinco miembros (Rautengarten et al., 2011). De entre ellos, tres
(RGP1-3) poseen actividad UDP-arabinosa mutasa in vitro mientras que los otros
dos (RGP4 y 5) no la presentan (Rautengarten et al., 2011). Los complejos pro-
teicos RGP formados son de alto peso molecular y estan constituidos por tres
subunidades: RGP1 y RGP2 (con actividad mutasa) y un RGP sin actividad, fun-
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damentalmente RGP5 (Fig. 2.B) (Rautengarten et al., 2011). Las razones de la
prevalencia de la forma Araf frente a Arap en paredes celulares de plantas y la
presencia de miembros sin actividad UDP-Ara mutasa en los complejos RGP son
algunas de las incognitas que rodean este proceso.

El mucilago: un modelo simplificado para el estudio de la pared celular primaria

La gran complejidad quimica que presenta la pared celular y el elevado
numero de interacciones entre sus componentes dificulta en gran medida el estu-
dio de esta estructura (Zhang et al., 2021). Por este motivo, recientemente, se ha
fomentado el uso de modelos simplificados de pared celular, como es el caso del
mucilago de las semillas de A. thaliana (Western et al., 2001). El mucilago es una
matriz gelatinosa sintetizada en un tipo de células especializadas localizadas en
la epidermis de las semillas denominadas células secretoras de mucilago (MSCs)
(Fig. 3.A) (Western et al., 2001). Este mucilago se deposita de forma deshidra-
tada hacia el exterior de la célula formando en el centro de la MSC una estructura
denominada columela (Fig. 3.A). En presencia de agua, el mucilago se hidrata 'y
se libera en dos capas: el mucilago soluble en agua (MS) y el mucilago adherido a
la semilla (MA) (Fig. 3.B) (Saez-Aguayo y Largo-Gosens, 2022).

Figura 2. Estructura de los tautomeros de Ara y esquema simplificado
de la sintesis y utilizacion de UDP-Araf. A) Representacion esquematica de
los dos tautémeros de la Ara. Los azUcares se muestran en la proyeccion de Hawor-
th (modificado de Kotake et al., 2016). B) Esquema simplificado de la sintesis de
UDP-arabinofuranosa en plantas. En la sintesis y utilizacion de la UDP-Araf par-
ticipan varias proteinas como el complejo RGP con actividad UDP-Ara mutasa, los
transportadores de UDP-Araf de la membrana del aparato de Golgi (UAFTs) y las
arabinosiltransferasas. Imagen basada en Rautengarten et al., (2017) y creada con
BioRender.
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En cuanto a su composicion, ambas capas tienen una gran cantidad de
RG-I y HG, ademaés de otros componentes (Fig. 3.C), haciendo que el mucilago
sea un buen modelo para el estudio de pectinas (Sola et al., 2019; Saez-Aguayo y
Largo-Gosens, 2022). Es por ello que esta estructura ha sido utilizada para com-
prender aspectos de la sintesis o metabolismo de la Ara en la pared celular. Un
ejemplo son los mutantes en BXL1, un gen que codifica para una arabinofurano-
sidasa capaz de modificar las cadenas laterales de arabinanos del RG-I presentes
en el mucilago y cuyos mutantes bxl1 mostraron problemas en la liberacion de
esta estructura tras la hidratacion de las semillas (Arsovski et al., 2009). Otro
caso es el de los mutantes uaft2, que codifican para un transportador de Araf
(UAFT2) y presentan alteraciones en la estructura del mucilago, asi como una
menor adherencia de este (Parra-Rojas et al., 2019). En otro estudio, se observo
que cuando se afecta la expresion de RGP1 'y RGP2 en lineas ARNi que reducen
la expresion de ambos genes se producen cambios en la estructura del mucila-
go (Rautengarten et al., 2011). Sin embargo, en este trabajo no se estudiaron en
detalle los cambios producidos y tampoco se estudiaron los posibles papeles del
resto de miembros RGP en la sintesis de esta estructura. Este analisis podria ayu-
dar a entender como se produce la sintesis de UDP-Araf en plantas y su posterior
incorporacién en los polimeros presentes en el mucilago, lo que a su vez ayudaria

a comprender cual es la implicacion de la Araf en la pared celular.

Figura 3. Estructura y composicion del mucilago de las semillas de A.
thaliana. A) Esquema de la localizaci6n del mucilago (M) dentro de las MSCs y de
la posicion de la columela. Imagen creada con BioRender. B) Semilla madura tefiida
con rojo de rutenio durante la liberacién del mucilago. Se observa una capa compac-
ta de MA (mucilago adherido) y una difusa de MS (mucilago soluble). Barra de esca-
la: 150 pum. C) Imagen donde se incluyen los principales componentes de cada capa
(en negro para MS y en blanco para MA) expresados de mayor a menor abundancia.

Ramnogalacturonano I (RG-I); homogalacturonano (HG).
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Objetivo
El objetivo de este trabajo es seleccionar las proteinas RGP con un posible rol

en la sintesis de componentes del mucilago de las semillas de Arabidopsis thaliana
mediante un fenotipado en mutantes insercionales de ADN-T de los genes RGP.

Materiales y métodos

Material vegetal

Las semillas genotipo salvaje ecotipo Columbia-0 (Col-o0 WT) y de ocho
mutantes insercionales de ADN-T para los genes RGP de A. thaliana (Tabla 1)
se obtuvieron de ABRC (http://abrc.osu.edu/) y de uNASC (https://arabidopsis.
info/) y se seleccionaron mutantes homocigotos por PCR.

Las semillas fueron recolectadas de plantas de A. thaliana crecidas en ca-
maras de cultivo con un fotoperiodo de 16 horas de luz a 23 °Cy 8 horas de oscu-
ridad a 21 °C, y con una humedad del 40 %. Cada planta creci6 individualmente
sobre alveolos de 25 mL que contenian una mezcla de sustrato universal (Projar)
y vermiculita en proporcion 4:1. Las plantas se regaron a capacidad de campo
cada tres dias y se fertilizaron cada dos riegos hasta que salieron los primeros
botones florales. A partir de las silicuas formadas se recolectaron las semillas uti-
lizadas en este trabajo.

Tabla 1. Genes, mutantes y primers empleados. Se incluye el cédigo de cada gen,
el codigo de cada mutante insercional de ADN-T y la secuencia de los primers empleados
en la RT-PCR.

Primer Secuencia (5’ — 3’) Mutante (c6digo)

RGP1 Fw ATGGTTGAGCCGGCGAACAC rgpl-1 (GK_652F12)
RGP1 Rv AGCTTTAGTGGGTGGGTTAAG rgpl-2 (GK_844C11)
RGP2Fw | ATGGTTGAGCCGGCGAATAC rgp2-1 (SALK_132152
RGP2 Rv AGCTTTGCCACTGGCTGCTGG rgp2-2 (SALK_148500
RGP4 Fw ATGGCGGGCTACAACCTCGA rgp4-1 (SALK_094267
RGP4 Rv TCACTTGGCCTTGACATCTT rgp4-2 (SALK_150951
RGP5 Fw ATGTCTTTGGCCGAGATAAAC rgp5-1 (GK_105B02)
RGP5Rv | AGCGCTAGAATTAACAGAATTCC | rgp5-2 (WiscDsLox264E12)

UBI21 Fw | GCTCTTATCAAAGGACCTTCGG
UBQ21 At5g25760 —
UBI21 Rv | CGAACTTGAGGAGGTTGCAAAG

RGP1 At3g02230

RGP2 At5g15650

)
)
)
e 2Bl At5g50750 :

RGP5 At5g16510

Analisis de expresién de genes RGP en mutantes insercionales de ADN-T

Para analizar la expresion de los genes RGP1, RGP2y RGP5 en Col-0 WT
y en los mutantes de A. thaliana se tom6 un fragmento de hoja de la roseta. Sin
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embargo, para analizar la expresion del gen RGP4 se recogieron 6 silicuas 6 dias
después de la polinizacion del gineceo (DAP) siguiendo las indicaciones descritas
en Western et al., (2001), ya que RGP4 solo se expresa en semillas en desarrollo
(Rautengarten et al., 2011). Este material se obtuvo de tres réplicas biologicas
crecidas en las mismas condiciones.

El material vegetal obtenido se homogeneiz6 y se utilizo6 TRIzol-Reagent
(Fisher Scientific) para extraer el ARN de los mutantes en los genes RGP1, RGP2
y RGP5, y se empleo el kit RNeasy Plant Mini (Qiagen) para extraer el ARN de
los mutantes en RGP4 y evitar la presencia de contaminantes. Tras determinar
la concentracion y pureza del ARN total se realizo la retrotranscripcion utilizan-
do el kit High-Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems). La RT-PCR se hizo
utilizando la enzima OptiTaq DNA polymerase (Eurx) junto con unos primers
especificos que amplifican toda la region codificante para cada uno de los genes
(Tabla 1). Para la normalizacion de dicha expresion se utilizo el gen de referencia
UBQ21.

Ensayo de liberacidon de mucilago soluble

Para la extraccion del mucilago soluble las semillas se embebieron 10 mg
de semillas en 1 mL de agua destilada, se pusieron en agitaciéon constante en una
noria a temperatura ambiente y se recogio el mucilago soluble liberado a distintos
tiempos. Posteriormente, se llevo a cabo un anélisis de acidos urdnicos (que en
el mucilago es fundamentalmente GalA) por el método del m-hidroxibifenil (Blu-
menkrantz y Asboe-Hansen, 1973) adaptado a placas de 96 pocillos. Para poder
cuantificar se utiliz6 una recta patrén de GalA en concentraciones conocidas (0-
100 ug/mL).

Analisis citologico de la superficie de la semilla y del mucilago adherido

Para analizar cambios en la estructura de la superficie de la semilla y en
la liberacion del mucilago adherido se seleccioné el mutante rgps-2 ya que es el
que mas defectos fenotipicos present6 en ensayos anteriores. La superficie de las
semillas se observd con el microscopio estereoscopico Nikon SMZ25 empleando
el campo claro para ver la morfologia de las células secretoras de mucilago y de la
columela, y empleando luz UV a 400 y 460 nm para detectar la autofluorescencia
emitida en la superficie de la semilla, probablemente debida a la celulosa crista-
lina.

Para analizar la liberacién del mucilago adherido se eliminé la capa de
mucilago soluble mediante un lavado con agua destilada durante 5 minutos en
agitacion y posteriormente, el mucilago adherido se tiné durante 5 minutos con
una solucion de rojo de rutenio al 0,05 % (p/v). Finalmente, las semillas se ob-
servaron con un microscopio estereoscopico NexiusZoom 1902 para realizar una
valoracion general de los defectos en la liberacion del mucilago y Nikon SMZ25
para observar los detalles de la superficie de las semillas
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Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se han realizado con el programa informéatico Gra-
phPad Prism v8.0.1. Para evaluar la normalidad de los datos se aplicé la prueba de
Kolmogorov-Smirnov y para analizar la existencia de diferencias significativas entre
los mutantes y el genotipo silvestre se realiz6 el test de Mann-Whitney. El grado de
significancia se indico en las graficas correspondientes mediante asteriscos en fun-
cién de los siguientes valores: * para p < 0,05, ** para p < 0,01y *** para p < 0,001.

Resultados y discusion

Figura4. Los genes RGP1, RGP2, RGP4 y RGP5 se expresan en el tegumen-
to durante el desarrollo de semillas Col-O WT de A. thaliana. A) Dibujo
esquematico de los tejidos de la semilla en distintas etapas de su maduracién. B) Ex-
presion especifica de los genes RGP1-5 en los tejidos de la semilla en distintos estadios
de la embriogénesis de A. thaliana. Los valores absolutos de expresion en la escala de
color fueron obtenidos de la base de datos Efp Browser (Winter et al., 2007).

Aungue existen pruebas de que RGP1y RGP2 participan en la sintesis del
mucilago (Rautengarten et al., 2011) no se ha demostrado si hay mas miembros de
la familia RGP que pudieran estar participando en este proceso. El andlisis in silico
de la expresion de estos genes en el tegumento de la semilla durante su desarrollo
reveld que todos los genes RGP, salvo el RGP3, se expresan en el tegumento de la
semilla (Fig. 4). Ademas, la expresion de estos genes tiene lugar en las etapas em-
brionarias de torpedo y cotiledonar con un patron muy similar al de otros genes con
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un papel en la sintesis del mucilago, como MUM2, MUM4 y GATL5 (Western et
al., 2001; Macquet et al., 2007; Kong et al., 2011). Esto indicaria que RGP1, RGP2,
RGP4y RGP5 podrian tener un papel en la biosintesis de las pectinas del mucilago.
Por otro lado, el gen RGP3 tiene una alta expresion, pero de forma exclusiva en el
endospermo (Fig. 4), lo que descarta su participacion en la sintesis del mucilago y,
por lo tanto, no se ha incluido en el resto de analisis realizados.

Con el objetivo de evaluar los posibles cambios provocados por la reduc-
cion de la expresion de los genes de la familia RGP se seleccionaron dos lineas
mutantes insercionales de ADN-T que fueran homocigotas para cada uno de ellos
(Fig. 5.A) y se analiz6 el efecto de las mutaciones en la expresion de su corres-
pondiente gen (Fig. 5.B). Los resultados revelaron que todas las inserciones de
ADN-T producian un efecto knock-down en la expresién de sus correspondientes
genes, siendo en los mutantes rgpi-1, rgp2-2, rgp4-1Yy rgp5-2 donde se produjo
una mayor disminucién de la expresion.

Figura 5. La expresion de los genes RGP1, RGP2, RGP4 y RGP5 disminu-
ye en sus correspondientes lineas mutantes. A) Representacién esquematica
de la estructura de los genes RGP1, 2, 4 y 5. Se indican tanto los codones de inicio
(ATG) y parada (TGA), como la posiciéon (en pb) de los mutantes insercionales de
ADN-T. También se representan las regiones UTRs, exones, intrones y los promo-
tores de cada gen. Se incluye el sitio de union de los primers Fw y Rv usados en la
RT-PCR. Datos obtenidos de TAIR (http://arabidopsis.org). B) Analisis de la expre-
sién de los genes RGP1, 2, 4y 5 en sus correspondientes lineas mutantes y Col-o WT
mediante RT-PCR utilizando primers especificos para cada gen. La expresion del
gen UBQ21 se utilizé como referencia.
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Figura 6. Los mutantes en RGP4 y RGP5 muestran defectos en la tasa de
liberacién de mucilago tras la hidratacién de las semillas. Se representa
la cuantificacion de GalA liberado en el mucilago soluble de las semillas Col-o WT
y lineas mutantes en (A) RGP1, (B) RGP2, (C) RGP4y (D) RGP5. Las barras de
error representan el SE de 3 réplicas biologicas por genotipo. Los asteriscos indican
diferencias significativas respecto a Col-o0 WT (test de Mann-Whitney, * p < 0,05,

** p < 0,01y *** p < 0,001).

Para caracterizar fenotipicamente los mutantes rgp, primero se evalué
si presentaban defectos en la liberacion del MS mediante la cuantificacion del
GalA obtenido tras la imbibicion de las semillas en agua a lo largo del tiempo
(Fig. 6). Los mutantes en RGP1 (Fig. 6.A) y RGP2 (Fig. 6.B) no presentaron
diferencias significativas en cuanto a la cantidad de GalA en comparaciéon con
Col-0 WT, lo que sugiere que estas mutaciones no provocaron deficiencias en la
liberacién del MS. En contraposicion, los mutantes en RGP4 (Fig. 6.C) y RGP5,
sobre todo la linea rgps5-2, (Fig. 6.D) presentaron una reduccién en la cantidad
de GalA liberado en comparacion con Col-o WT, lo que implica una deficiencia
en el MS liberado. Teniendo en cuenta que RGP1y RGP2 eran los miembros que
presentaban actividad UDP-arabinosa mutasa in vitro, estos resultados parecen
sorprendentes. Sin embargo, se ha observado que RGP1 y RGP2 tienen una re-
dundancia funcional y podrian tener un efecto compensatorio, dado que en los
mutantes simples nunca se han observado grandes defectos morfologicos (Rau-
tengarten et al., 2011). Este efecto compensatorio radica en que la deficiencia en
la actividad mutasa en los mutantes en RGP1 podria ser compensada por RGP2,
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y viceversa, de modo que la actividad global del complejo no se reduciria signi-
ficativamente (Rautengarten et al., 2011). Sin embargo, poco se conoce sobre la
funciéon de RGP4 y RGP5 en el complejo proteico, aunque se ha propuesto que
podrian tratarse de un estabilizador estructural del complejo o un regulador de la
actividad enzimatica (Mariette et al., 2021). Por tanto, la ausencia de estas pro-
teinas podria comprometer la integridad del complejo enzimético, disminuyendo
considerablemente su actividad (Mariette et al., 2021). No obstante, para poder
afirmar todo esto seria necesario evaluar si realmente hay una disminucién de la
actividad UDP-Ara mutasa en estos mutantes.

Un aspecto que llama la atencion es que los mutantes en RGP4 presen-
taron una menor liberacion de mucilago a tiempos largos, y la cantidad liberada
nunca alcanzoé niveles similares a las semillas Col-o WT tras 24 horas en agua
(Fig. 6.C). En contraste, los mutantes en RGP5 mostraron una deficiencia en la
liberacion de mucilago en los primeros tiempos de analisis, y la cantidad de MS
obtenido fue muy similar a Col-o WT al final del ensayo (Fig. 6.D). Todo esto
podria significar que, en realidad, los mutantes en RGP4 presentan una reduc-
cion en la cantidad general de MS liberado, mientras que los mutantes en RGP5
muestran un retraso severo en su liberacion.

De entre todos los mutantes analizados, rgp5-2 reducia en mayor medida
la expresion de este gen y present6 los mayores defectos fenotipicos. El analisis
citologico con la tincion rojo de rutenio mostré que rgps-2 presentaba una li-
beracion completa del mucilago en un ntimero reducido de semillas (Fig. 7.B),
fenotipo que ha sido observado en mutantes que afectan a genes implicados en
la sintesis del mucilago como BXL1 o GATL5 (Arsovski et al., 2009; Kong et al.,
2011). Ademas, la superficie de las semillas de este mutante reveld alteraciones
en la morfologia de las células del tegumento (con una pérdida de la forma hexa-
gonal) y defectos en el desarrollo y/o incluso ausencia de la columela (Fig. 7.E).

También se observo una reduccion de la autofluorescencia a 400 y 460 nm
en las columelas de las MSCs de dichas semillas. Esta menor fluorescencia proba-
blemente sea debida a una menor proporcion de celulosa cristalina, que es clave
para la sintesis y liberacién del mucilago (Griffiths et al., 2015) (Fig. 7.1y 7.J).
Todos estos cambios indican que, aunque haya células que hayan sintetizado mu-
cilago con capacidad de absorber agua, este permanece retenido en la célula y no
se libera (Fig. 7.F). Estas alteraciones morfologicas en las MSCs se han observado
previamente en mutantes en MUM4y GATL5, que presentaron ausencia de libera-
cion de esta estructura, probablemente por deficiencias en su sintesis (Western et
al., 2001; Kong et al., 2011). Por otro lado, mutantes que afectan a la estructura de
las pectinas, como pmei6 que regula el grado de metilacion del HG, o bxl1 que re-
gula el tamano de las cadenas laterales de arabinano del RG-I, mostraron defectos
en la liberacion de esta estructura (Arsovski et al., 2009; Saez-Aguayo et al., 2013).
Varios de estos trabajos han propuesto que la estructura y composicion de las pec-
tinas es clave en el proceso de liberacién del mucilago, dado que podria afectar a la
capacidad de hidratacion de esta estructura y/o a las propiedades mecanicas de la
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pared celular distal de las MSCs, regulando la presion necesaria para la correcta li-
beracion del mucilago (Arsovski et al., 2009; Saez-Aguayo et al., 2013). El entender
cémo modificaciones en la estructura de las pectinas pueden afectar a la capacidad
de hidratacién y/o a las propiedades mecéanicas de la pared celular es clave, dado
gue ambas propiedades regulan maltiples procesos del desarrollo de las plantas.

Figura 7. La linea mutante rgp5-2 presenta defectos en el desarrollo de
las MSCs y la liberacion del mucilago. A-B) Tincion del mucilago adherido
con rojo de rutenio de semillas (A) Col-o WT y (B) rgp5-2. Se indica con un punto
amarillo las semillas que muestran defectos en la liberaciéon de mucilago. Barras de
escala: 200 um. C-F) Detalle de las MSCs de las semillas (C-D) Col-o WT y (E-F)
rgp5-2 tras la liberacion del mucilago y tefiidas con rojo de rutenio. Barras de escala:
(C-E) 20 um, (D-F) 50 um. G-J) Detalle de la autofluorescencia de la superficie de
las semillas de (G-H) Col-o WT'y (I-J) rgp5-2 excitadas con luz a 400 nm (G-I) y 460
nm (H-J). Barras de escala: 50 um. Las flechas senalan las diferencias respecto a la
morfologia de las células y la columela y respecto a la liberacion del mucilago.

Conclusiones

Los genes RGP1, RGP2, RGP4 'y RGP5 se expresan en el tegumento de
las semillas de A. thaliana en las fases de sintesis de mucilago, lo que sugiere su
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implicacién en este proceso. Se han seleccionado dos lineas mutantes alélicas de
ADN-T para cada gen que afectan a la expresion de su gen correspondiente. Los
mutantes en RGP4 y RGP5 presentaron defectos en la liberacion del mucilago,
siendo la linea rgp5-2 la que mostré mayores defectos en esta liberacion. Ade-
mas, la superficie de las semillas de rgp5-2 manifest6 defectos en la morfologia
de las células secretoras de mucilago y en la formacién de la columela. Es necesa-
rio seguir estudiando los genes RGP para intentar comprender mejor el rol de la
Araen la pared celular de las plantas.
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