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Resumen

El estudio de las paredes celulares de plantas resulta dificil puesto que estas cuentan con
multitud de componentes, entre los que destacamos la celulosa, hemicelulosas y pectinas,
polisacaridos que interaccionan entre si, formando una compleja y dindmica red. Por este
motivo, en los ltimos afios se han buscado modelos simplificados de pared celular que faciliten
su estudio, siendo el mucilago de Arabidopsis de los mas empleados. EI mucilago es una
estructura gelatinosa compuesta principalmente por pectinas, que, en contacto con el agua, se
libera de la cubierta de semillas maduras. Esta estructura se divide en una capa adherida a la
superficie de la semilla, Ilamada mucilago adherido, y una parte soluble, denominada mucilago
soluble. Esta formado por una estructura Unica, especializada y accesible que presenta
componentes similares a los de las paredes celulares primarias. Si a esto le sumamos el hecho
de que la modificacion de este gel no afecta a la viabilidad de la planta, obtenemos un modelo
perfecto para la investigacion sobre pared celular. Por todo ello, este trabajo es una revision
actualizada acerca de la estructura y composicion del mucilago de semillas de Arabidopsis.
Ademas, recoge las aplicaciones biotecnoldgicas que este posee. Todo ello remarca la
importancia que presenta el mucilago para el hallazgo de nuevos genes implicados la sintesis y
modificacion de pectinas y otros componentes de la pared celular.

Palabras clave: Arabidopsis, mucilago, pared celular, pectinas, semilla.

The study of plant cell walls is difficult because they consist of a multitude of components,
including cellulose, hemicelluloses and pectins, polysacharides which interact among them in
order to form a complex and dynamic network. For this reason, in recent years many efforts
have been made to find new cell wall simplified models that ease their study, with Arabidopsis
mucilage being one of the most widely used. Mucilage is a gel-like structure composed mainly
of pectins, which, in contact with water, extrudes from cells located in the mature seed coat.
This structure is divided into a layer attached to the seed surface, called adherent mucilage, and
a soluble part, called soluble mucilage. It consists of a unique, specialised and accessible
structure with components similar to those of primary cell walls. Adding the fact that the
modification of this gel does not affect the viability of the plant, we obtain a perfect model for
cell wall research. Therefore, this work is an updated review of the structure and composition
of Arabidopsis seed mucilage. In addition, it also includes the biotechnological applications it
has. All this underlines the importance of mucilage for the discovery of new genes involved in
the synthesis and modification of pectins and other cell wall components.

Key words: Arabidopsis, cell wall, mucilage, pectins, seed.



INDICE DE ABREVIATURAS

Ara
BXL1
CESA
CSC
CSLA
DAP
FLY1
Gal
GalA
GALTS
GAUT11
Glc

GT

HG
IRX
LUH
MA
MAGT1
Man
MS
MSC
MUCI
MUM

NST
azlcar

PER36
PME
PMEI
RG-I1
RG-II
Rha
RRT1

Arabinosa SBT1.7
Beta-Xylosidase 1 SOS5
Celulosa sintasa STK
Complejo celulosa sintasa UGRT
Cellulose Synthase-Like a 2 UUAT1
Dia después de la polinizacion Xyl

Fly Saucer 1

Galactosa

Acido galacturénico
Galacturonosyltransferase-Like 5
Galacturonosyltransferase 11
Glucosa

Glicosiltransferasa
Homogalacturonano

Irregular xylem

Leuning homolog

Mucilago adherido

Mannan a-galactosyl transferase 1
Manosa

Mucilago soluble

Célula secretora de mucilago
Mucilage Related

Mucilage Modified

Transportador de nucleétido de

Peroxidasa 36

Pectin metilesterasa

Inhibidor de pectin metilesterasa
Ramnogalacturonano-I
Ramnogalacturonano-II
Ramnosa

RG-I Rhamnosyltransferase 1

Subtilisin-like ser proteasel.7
Salt-Overly Sensitive 5
Seedstick

UPD-Rha/UPD-Gal transporter
UDP-Uronic Acid Transporter 1

Xilosa



1. Introduccién

Las paredes celulares de plantas son estructuras esenciales que rodean sus protoplastos y
desempefian un papel fundamental en la proteccion, en la comunicacion intercelular y en la
integridad estructural de estos organismos (Anderson and Kieber, 2020). Esta matriz
extracelular altamente compleja presenta una gran diversidad de componentes cuya proporcion
y arquitectura varia en funcion de la especie de la que se trate. Esta estructura esta compuesta
principalmente por una red de celulosa, hemicelulosas, pectinas y proteinas, componentes que
interaccionan entre ellos y confieren a la pared celular de plantas funcionalidad, pero haciendo
gue sea un compartimento muy complejo (Gigli-Bisceglia et al., 2020). Es esta variedad de
componentes y su organizacion la que hacen que su caracterizacion sea complicada, y los
métodos tradicionales de estudio tienen sus limitaciones, porque tienden a romper todos los
polisacaridos y las interacciones entre diferentes componentes, perdiéndose mucha informacién
sobre la arquitectura de esta estructura (Parra-Rojas et al., 2019). Ademas, la dindmica de la
pared celular durante el crecimiento y desarrollo celular afiade dificultad a su estudio, ya que
implica cambios constantes en su estructura y composicion (Gigli-Bisceglia et al., 2020). En
consecuencia, comprender en detalle la pared celular, sus componentes y como interaccionan
se ha convertido en un objetivo importante en la investigaciéon. Para ello, se han buscado
modelos mas simplificados que permitan su estudio donde uno de los modelos mas empleados
hasta la fecha ha sido el mucilago de semillas de Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), una
especie angiosperma perteneciente a la familia Brassicaceae que destaca por su empleo en la
investigacion en plantas (Arsovski et al., 2010; Viudes et al., 2021). El mucilago de esta especie
es una estructura gelatinosa e incolora compuesta principalmente por pectinas (Haughn and
Western, 2012). Se encuentra encapsulado en las células secretoras de mucilago (MSCs)
localizadas en la cubierta de las semillas maduras de Arabidopsis (Sola et al., 2019a). Al
embeberse en agua, el mucilago se hincha extruyéndose al exterior de las semillas, liberando
copiosas cantidades de este gel cuyos componentes son solubles en agua, mantienen su
estructura nativa y las interacciones, lo que simplifica el estudio de la arquitectura de esta
estructura (Sola et al., 2019a).

Por ello, este trabajo bibliografico presenta como objetivo realizar una revision actualizada
acerca del mucilago de Arabidopsis, su estructura, composicién y principales genes que

participan en la sintesis de sus principales componentes. Ademas, se revisaran las aplicaciones



biotecnolégicas que contiene esta estructura especializada y en especial, su principal

componente, las pectinas.

2. Materiales y métodos

2.1 Busqueda de articulos para realizar la revision bibliogréafica

Para la busqueda bibliografica en este trabajo se han utilizado las siguientes fuentes de datos:
PubMed, Google Scholar, Scopus y Web of Science. Todas estas bases de datos cuentan con
gran variedad de articulos cientificos que han podido utilizarse para el desarrollo del tema
principal de esta revision bibliografica. La busqueda se ha realizado filtrando informacion
mediante el empleo de diferentes palabras clave o combinaciones de las mismas en los
buscadores, donde, en un principio para un enfoque general, se usaron palabras clave como
“mucilago”, “Arabidopsis” y “pared celular” para encontrar informacion acerca de la pared
celular, su complejidad y el empleo del mucilago para simplificar su estudio. Posteriormente,
se indagd mas en profundidad acerca del mucilago de Arabidopsis y la sintesis de sus

componentes.

2.2  Tincion del mucilago de semillas.

Para observar la estructura del mucilago en las fotografias que se incluyen en la memoria, se
empleo una tincion con rojo de rutenio que tifie las pectinas (Figura 3) y con calcofluor que
permite visualizar la celulosa y otros glucanos como la calosa (Figura 5). Ambas tinciones se
realizaron en semillas de Arabidopsis Col-0. (wild-type). Las semillas se observaron con el
microscopio Nikon SMZ25 con la camara en modo campo claro o en modo fluorescente
utilizando un filtro de UV (excitacion: 387 nm; emision: 440 nm) para la tincién con rojo de

rutenio y calcofluor, respectivamente.

3. Lapared celular de plantas

Las paredes celulares son estructuras complejas y dinamicas sujetas a una remodelacion en
respuesta a estimulos externos, diferentes sefiales ambientales y al desarrollo de las plantas
(Molina et al., 2021). Esta matriz extracelular que rodea el protoplasto, brinda proteccion
externa y determina las caracteristicas mecanicas y morfologicas de la planta durante su
desarrollo (Anderson and Kieber, 2020). Su papel es clave para controlar la respuesta a
diferentes agentes externos y comprender procesos esenciales en el desarrollo, ademas, es una
gran fuente de componentes que presentan multitud de aplicaciones industriales y comerciales

(Soukoulis et al., 2018; Anderson and Kieber, 2020). Por todo ello, comprender la interaccion



de sus componentes y su constante dinamismo, sigue siendo el principal objetivo para los

cientificos.

3.1 Estructuray composicion

La pared celular se deposita externamente a la membrana plasmatica, su composicion principal
y estructura difiere dependiendo del tipo de células, la especie a la que pertenecen y la etapa de
desarrollo en la que se encuentra la planta (Gigli-Bisceglia et al., 2020). En términos generales,
se distinguen dos tipos: la pared celular primaria, estructura que poseen las células en etapa de
crecimiento activo, una vez finaliza la division celular, y la pared celular secundaria, que se
sintetiza Gnicamente en células especializadas como las de los vasos conductores, y se deposita
una vez la célula ha perdido la capacidad de elongarse (Anderson and Kieber, 2020; Gigli-
Bisceglia et al., 2020). Entre dos células contiguas encontramos la lamina media, estructura
encargada de unir las células adyacentes generando una arquitectura estable (Chebli et al.,
2021). La pared celular primaria de plantas dicotiledoneas como Arabidopsis (tipo 1) esta
compuesta principalmente por pectinas como el ramnogalacturonano-l1 (RG-I, 11%), el
ramnogalacturonano-11 (RG-11 8%) y el homogalacturonano (HG 23%) pero también consta de
un elevado porcentaje de hemicelulosas (24%) y celulosa (14%) (Gigli-Bisceglia et al., 2020).
En las paredes celulares primarias de especies monocotiledoneas (tipo Il) predominan las
hemicelulosas (20-45%) seguida de la celulosa (20-30%) y las pectinas (5-10%), pero todo ello
varia en funcion de la especie de la que se trate (Gigli-Bisceglia et al., 2020). Por otro lado,
tenemos la pared celular secundaria que presenta como componentes principales la celulosa
(40-80%) y la lignina (10-25%), pero también contiene, aungue en menor abundancia,

hemicelulosas (10%) como xilanos y mananos (Meents et al., 2018).

La celulosa es el polisacarido predominante en todos los tipos de paredes celulares. Esta
compuesta por multiples cadenas de D-glucosa (Glc) unidas mediante enlaces B-(1— 4). Las
celulosas sintasas (CESAS) son proteinas de localizadas en la membrana plasmatica encargadas
de formar las cadenas de p-glucano (Gigli-Bisceglia et al., 2020). Para ello, emplean UPD-Glc
que se encuentra en el citosol celular como precursor (Anderson and Kieber, 2020). Las cadenas
de glucano se unen entre si por enlaces de hidrogeno dando lugar a microfibrillas de celulosa
que constan de una anchura de unos 3 nmy estan formadas por 18-24 cadenas de Glc en paredes
celulares primarias (Anderson and Kieber, 2020). EI modelo mas reciente propone que 18
proteinas CESA se agrupan formando un hexadmero de trimeros que da lugar a un complejo
funcional de celulosa sintasa (CSC) encargado de producir las microfibrillas de celulosa
(Anderson and Kieber, 2020).



Las hemicelulosas forman un grupo amplio y heterogéneo de polisacaridos que se caracterizan
por contener una cadena principal en la que las moléculas que la conforman se unen mediante
enlaces glucosidicos B-(1—4) (Figura 1) (Anderson and Kieber, 2020; Gigli-Bisceglia et al.,
2020). El xiloglucano es una de las hemicelulosas mas destacadas debido a su abundancia en la
pared celular primaria de tipo I. Se constituye por una cadena principal formada por B-(1—4)
glucanos en los que tres de cada cuatro se encuentran sustituidos por cadenas laterales de xilosa
y otros monosacaridos como galactosa (Gal) y fucosa, (Anderson and Kieber, 2020; Cosgrove,
2022). Por otro lado, encontramos los xilanos formados por repeticiones de B-(1—4)-D-xilosa
(Xyl) que constituyen la cadena principal (Hu et al., 2016) y sus ramificaciones, también de
cadenas de xilosa, varian dependiendo de la especie y del tejido. Finalmente, los mananos son
hemicelulosas cuya abundancia es menor en la pared celular primaria de tipo I como el

glucomanano constituido por unidades alternas de Glc y manosa (Man) (Yu et al., 2018).

Las pectinas forman otro de los principales y mas complejos componentes de la pared celular
primaria de plantas. Son polisacaridos acidos de gran importancia, que forman una red continua,
intercalandose entre si, y llevan a cabo un papel en el desarrollo, crecimiento y adaptacion al
entorno de las plantas (Gigli-Bisceglia et al., 2020). Junto a las hemicelulosas se les considera
polisacaridos matriciales (Anderson and Kieber, 2020). Entre los dominios estructurales mas
importantes que conforman las pectinas destacamos el HG, el RG-l y el RG-II. EI HG es un
homopolimero no ramificado formado por repeticiones de &cido galacturénico (GalA) con
enlace B -(1—4) (Harholt et al., 2010). Comunmente esta molécula puede metilarse en el grupo

carboxilo del C6 o puede ser acetilada en las posiciones O2 y O3 (Anderson and Kieber, 2020).

El RG-I consta de una cadena principal formada por repeticiones de un disacarido en el que se
alterna GalA, con enlace a-(1—4), con ramnosa (Rha), con enlace a-(1—2) (Harholt et al.,
2010). La Rha del esqueleto principal puede estar sustituida por arabinanos, galactanos y
arabinogalactanos de tipo | (Anderson and Kieber, 2020). Los galactanos forman cadenas no
ramificadas de B-(1—4)-D-Gal, los arabinanos estan formados por una cadena principal que
consiste en a—(1—5)-L-Arabinosa (Ara) y puede presentar ramificaciones de cadenas de Ara
y, por ultimo, los arabinogalactanos de tipo | que forman cadenas p-(1—4)-d—Gal que pueden
contener residuos de Ara terminales (Arsovski et al., 2009).

El RG-II presenta una cadena principal formada por una cadena de GalA, la cual se encuentra
sustituida por hasta 6 cadenas formadas por unos 13 monosacaridos diferentes unidos por 21

tipos de enlaces glucosidicos distintos (Figura 1) (Ndeh et al., 2017).
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Figura 1. Esquema de la estructura de los principales polisacaridos matriciales de la pared celular. En el esquema
se representan parte de las cadenas principales y laterales de los polisacaridos mas comunes en paredes celulares
primarias tipo I. La representacion de las cadenas laterales no es exhaustiva puesto que puede variar en funcion de
la especie o el tejido en el que se encuentren. El esquema de la estructura del RG-I1 estd basada en Ndeh et al.,
(2017). Imagen creada con Biorender.

3.2 Sintesis y modificacion de componentes matriciales de la pared celular

La sintesis tanto de pectinas como hemicelulosas tiene lugar en el aparato de Golgi (Anderson
and Kieber, 2020). Los precursores de estos polisacaridos son diferentes UPD/GDP-azUcares
que se encuentran en el citosol celular, por lo que para acceder al interior del organulo son
necesarios los transportadores de nucleotidos de azucar (NSTS) que se encargan de transportar
estos precursores al interior del Golgi (Temple et al., 2016). Una vez en el organulo, las
proteinas de membrana conocidas como glicosiltransferasas (GTs) se encargan de transferir a
la cadena en crecimiento del polisacarido un residuo de azucar y se cree que existe una GT para
cada tipo de enlace (Parra-Rojas et al., 2019). Estas proteinas también se presentan la funcion
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de ensamblar las diferentes cadenas laterales que poseen estos polisacaridos no celuldsicos, a
esto se debe que se hayan identificado mas de 550 GT diferentes (Temple et al., 2016). Una
vez terminada su sintesis los polisacaridos matriciales se secretan al apoplasto de la pared
celular mediante la fusion de vesiculas procedentes del aparato Golgi con la membrana

plasmética (Anderson and Kieber, 2020).

Las pectinas son susceptibles a modificaciones que alteran su conformacion y los enlaces entre
las mismas, afectando las propiedades fisicoquimicas de la pared. Este es el caso del HG, en el
cual la mayoria de los residuos acidos que lo componen se esterifican con grupos metilo durante
el proceso de sintesis que tiene lugar en el aparato de Golgi (Anderson and Kieber, 2020). La
esterificacion con un grupo metilo oculta las cargas negativas que contienen los grupos
carboxilo evitando la formacion de puentes de Ca*2 (Shi et al., 2018). Una vez finalizada su
sintesis, el HG se libera al apoplasto donde se puede desesterificar parcialmente por la accion
de pectin metilesterasas (PMEs), dejando al descubierto las cargas negativas de estos grupos
acidos y favoreciendo la formacion puentes de Ca*? entre estas moléculas, formando una
estructura denominada “caja de huevos” (Shi et al., 2018). Esta estructura puede ser mas o
menos rigida afectando la porosidad y flexibilidad de la pared (Harholt et al., 2010; Shi et al.,
2018). La actividad de las PMEs se encuentra regulada por varios factores, entre ellos por la
accion de los inhibidores de las PMEs (PMElIs) (Temple et al., 2016). Estas proteinas contienen
un extremo N-terminal que interacciona con el extremo C-terminal de la PME inhibiéndola
(Saez-Aguayo et al., 2013). Las PMEIs presentan inhibicién especifica, es decir, cada isoforma

es afin o presenta preferencia hacia diferentes tipos esterasas (Temple et al., 2016).

4. El mucilago de semillas de Arabidopsis

El mucilago de semilla es una estructura gelatinosa compuesta principalmente por pectinas y
hemicelulosas, aungue tanto su composicion, como su estructura varia en funcién de la especie
de la que se trate (Sola et al., 2019a; Viudes et al., 2021). Actualmente, se conocen mas de 110
familias de angiospermas tanto monocotiledéneas como dicotiledoneas capaces de producir
mucilago (Yang et al., 2012; Viudes et al., 2021). El mucilago sobre el que se han realizado un
mayor numero de estudios es el de Arabidopsis. En esta especie, el gel se encuentra encapsulado
en las MSCs localizadas en la superficie de la semilla. Cuando una de estas semillas se hidrata,
el mucilago absorbe agua, incrementando su tamafio y extruyendose hacia el exterior de la
semilla, en un fenémeno que se conoce como mixospermia (Western et al., 2000; Sola et al.,

2019a). El mucilago de Arabidopsis esta producido principalmente por pectinas las cuales



conforman el 90% (RG-1y HG), siendo el 10% restante compuestos minoritarios como celulosa
y hemicelulosas (galactoglucomamnano y xilano princpalmente) que a pesar de su escasez
juegan un papel relevante en el mantenimiento de las propiedades de este gel (Voiniciuc et al.,
2015b; Sola et al., 2019a).

4.1 El mucilago, modelo de estudio de pared celular de plantas

Emplear el mucilago como un modelo para el estudio de pared celular y sus componentes, en
especial las pectinas, presenta numerosas ventajas: las semillas maduras de Arabidopsis, al ser
hidratadas, extruyen una elevada cantidad de gel con gran contenido de pectinas, siendo este
muy accesible, lo que facilita su andlisis bioquimico y citoldgico a nivel del laboratorio debido
a su facil extraccion (Haughn and Western, 2012). Por otro lado, el periodo de desarrollo que
presentan las MSC es de unos 13 dias desde de la polinizacion de la planta, tiempo no muy
elevado que hace que estas condiciones sean facilmente reproducibles en el laboratorio,
pudiendo obtener gran cantidad de semillas de Arabidopsis maduras capaces de secretar
mucilago (Francoz et al., 2015). Este gel ademas presenta beneficios a la hora de llevar a cabo
estudios que requieren manipulacion genética. Como se ha mencionado anteriormente la pared
celular realiza funciones de gran relevancia, por lo que la modificacion de sus componentes
puede llevar a la inviabilidad de la planta, siendo en ocasiones letal, lo que limita el analisis de
los genes implicados en su sintesis (Haughn and Western, 2012). Por ello, el empleo de
mucilago presenta una gran ventaja, ya que se puede utilizar para estudios que impliquen la
manipulacion de genes de la pared celular sin afectar la viabilidad de la planta, esto puede ser
muy Util para descubrir nuevos genes relacionados con la sintesis, secrecion y modificacion de
la pared celular o para el estudio de interacciones y dinamismo de sus componentes (Arsovski
et al., 2010; Haughn and Western, 2012).

4.2 Biogénesis

Las células productoras de mucilago son inicialmente células hexagonales epidérmicas que a lo
largo del desarrollo de la semilla y durante la embriogénesis se transforman en MSCs capaces
de producir grandes cantidades de polisacaridos complejos que formaran la estructura

gelatinosa que es el mucilago (Western et al., 2000).
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Figura 2. Esquema del desarrollo morfoldgico de las células secretoras de mucilago (MSCs). La ilustracion
muestra un plano frontal y otro transversal de cada uno de los estadios del proceso de biosintesis del mucilago
comenzando desde O dias después de la polinizacion (DAPS) hasta la mixospermia del gel. El tridngulo rojo (13-
20 DAP) marca la pared celular primaria radial en la que ocurre la rotura para que pueda darse la extrusion del
mucilago. Imagen creada con Procreate y Biorender.

Todo comienza con la polinizacion, donde el polen fecunda el évulo maduro de la planta que
dara lugar al comienzo del desarrollo de las semillas productoras de mucilago. Cuatro dias
después de la polinizacion (DAP), la MSC incrementa unas cuatro veces su tamafio original
debido a un aumento en la vacuolizacion de la misma, dando lugar a la expansion de la pared
celular primaria lo que desplaza el citoplasma hacia los méargenes de la célula (Figura 2)
(Francoz et al., 2015). De 3 al 7 DAPs comienza la produccién de inclusiones que estan
constituidas por amiloplastos que contienen granulos de almidén. Estos granulos acaban
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depositandose en la parte central de la MSC, siendo el almidon mayor fuente de carbono
necesaria para la sintesis del mucilago (Western et al., 2000). La deposicion de los amiloplastos
en una sola zona central de la célula forma una especie de columna junto con el citoplasma, que
genera un bolsillo en el apoplasto de la célula rodeado por la membrana plasmatica y la pared
celular primaria distal (Figura 2). Al mismo tiempo, comienza la secrecién del mucilago al
bolsillo hasta los 9 0 10 DAPs (Western et al., 2000). Se cree que esta matriz de polisacaridos
se sintetiza en el Golgi donde es empaquetada en vesiculas que se liberan al apoplasto de forma
asimétrica, a esto se debe a que su secrecion sea polar hacia el exterior de la semilla (Sola et
al., 2019a). A partir de 10 DAPs, comienza la formacion de la columnela y el material
citoplasmatico se sustituye por pared celular secundaria mientras los granulos de almidén
reducen su tamafio progresivamente (Francoz et al., 2015). Diferentes complejos CSCs situados
en la membrana plasmatica producen microfibrillas de celulosa que rodean la columnela y
presentan un rol muy importante en el mantenimiento de la adhesion del mucilago en la
superficie de la semilla (Sola et al., 2019a). A los 13 DAP finaliza la embriogénesis, la
columnela ha ensanchado y el citoplasma ha desaparecido casi por completo, quedando una
pequefia porcion en el fondo celular que desaparecera durante la deshidratacion que sufrira la
semilla (Francoz et al., 2015). En este punto también se produce una leve modificacion de la
pared celular radial (Figura 2), en la que esta se debilita para favorecer la extrusion del mucilago
al hidratarse la semilla (Western et al., 2000). Una vez la MSC ha alcanzado la madurez la
semilla lleva a cabo un proceso de desecacion sumiendo a la semilla en un estado de latencia o
dormancia. Debido a esto, el mucilago se deshidrata, pudiendo aguantar en este estado por dias
0 afos hasta ser embebido en agua (Francoz et al., 2015).

4.4 Estructura

Antes de su hidratacion, el mucilago de Arabidopsis se encuentra retenido en un bolsillo cuyo
volumen aproximado es de 3500 pm?, 47 veces menos que el volumen que ocupa esta estructura
tras su liberacion (165400 pum®) (Sola et al., 2019a). Al humedecerse las pectinas al ser
hidrofilicas, interaccionan con el agua, aumentando el volumen del gel y expandiéndose, esto
provoca la rotura de la pared radial que rodea al bolsillo de mucilago (Figura 2) liberandose el
mismo y formando una capsula de unos 300 um alrededor de la semilla en la que se pueden
distinguir dos capas, el mucilago adherido (MA) y el mucilago soluble (MS) (Western et al.,
2000; Sola et al., 2019a). La pared celular primaria escindida no se libera, sino que queda unida
a la columnela por un extremo (Figura 3) (Western et al., 2000).



Se conoce como MA a la capa gelatinosa que se encuentra mas proxima a la superficie de la
semilla. Esta capa estd fuertemente adherida a la semilla, por lo que para su extraccion es
necesario llevar a cabo digestiones enzimaticas, emplear productos quimicos agresivos o
separaciones mecanicas, aungue aun asi estos métodos no proporcionan su completa extraccion
y pueden llevarse por delante parte de la pared primaria o secundaria (Haughn and Western,
2012). EI MA se compone principalmente de pectinas (80%), aunque a diferencia del soluble,
el cual esta formado por pectinas casi en su totalidad, encontramos una fraccion considerable
de celulosa y hemicelulosas (20%) (Sola et al., 2019a). La pectina mas abundante en ambas
capas es RG-I que no presenta ramificaciones en su estructura, aunque el MA contiene una

mayor cantidad de RG-1 ramificado con residuos de Ara y Gal (Haughn and Western, 2012).

Desde la columnela hasta el final del MA se extienden unos rayos compactos de celulosa de
unos 80 pum que se desenrollan de la columnela tras la extrusion, siendo esta estructura de gran
relevancia para la adhesion y liberacion del gel (Griffiths et al., 2015). La red de pectinas se
entrelaza con las microfibrillas de celulosa sirviendo como andamio para mantener su estructura
(Macquet et al., 2007). Macquet et al. (2007) proponen que este MA puede subdividirse en dos
dominios. Una primera capa mas cercana a la superficie celular que contiene celulosay HG con
un grado moderado de metilesterificacion y otra capa mas cercana al MS con menor contenido
en celulosa y HG altamente meltilesterificado ademas de residuos de Ara no identificados en la
anterior. EI HG no metilesterificado puede entrelazarse mediante enlaces i6nicos de Ca?*
produciendo un mayor grado de adherencia y compactacion en la capa del MA (Harholt et al.,
2010).

Por otro lado, el MS es la capa mas alejada de la superficie de la semilla. Esta no forma una
capa compacta, sino que es difusa y no posee una forma definida. Su grado de adherencia es
muy bajo por lo que puede ser extraida mediante el uso de quelantes leves o por agitacion en
agua (Haughn and Western, 2012). Su contenido en pectinas es del 96 %, predominando el RG-
I sin ramificar, mientras que la celulosa y hemicelulosas componen el 4 % en este caso (Sola et
al.,, 2019a). Como es de esperar, en esta capa el HG presenta un mayor grado de
metilesterificacion lo que explica su estructura dispersa y poco compacta, ya que las moléculas
de HG al estar metilesterificadas no forman puentes de calcio con otras pectinas impidiendo las

uniones y la alta cohesion de sus moléculas (Sola et al., 2019a).
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Figura 3. Estructura mucilago de Arabidopsis tras la extrusién. A, semilla de Arabidopsis madura tefiida
empleando rojo de rutenio. Se observa una capa compacta de mucilago adherido (MA) y una difusa de mucilago
soluble (MS). Barra de escala: 150pm. Imagen propia modificada con Biorender. B, esquema de MSC tras la
liberacidn del gel donde se representa la columnela (C), la pared celular primaria (PCW), la pared celular primaria
radial (RPCW), el rayo de celulosa (R) y la capa de MA y MS. Imagen creada con Procreate y modificada con
Biorender.

4.5 Biosintesis de componentes del mucilago

El empleo del mucilago de Arabidopsis ha permitido conocer nuevos genes y factores de
transcripcion implicados en la sintesis de pectinas (RG-1 y HG), de hemicelulosas (xilano y
galactoglucomanano) y de las microfibrillas de celulosa presentes en el mucilago, todo ello
supone un gran avance para comprender la interacciéon entre los componentes y el rol que

desempefian tanto en la pared celular como en el mucilago.

45.1 Ramnogalacturonano - |

Las pectinas componen aproximadamente el 90% del mucilago de semillas de Arabidopsis,
siendo el RG-I la méas abundante (Sola et al., 2019a). Al igual que en la pared celular vegetal el
RG-I hallado en el mucilago de Arabidopsis estd compuesto por una cadena principal en la que
se alterna GalA y Rha (Harholt et al., 2010), pero en este caso el esqueleto principal que
conforma la pectina esta escasamente ramificado (Sola et al., 2019a). Uno de los primeros pasos
para producir esta pectina es sintetizar sus precursores en el citosol celular, donde en el caso
del mucilago, tiene, relevancia el papel de MUCILAGE-MODIFIED 4/RHAMNOSE
BIOSYNTHESIS 2 (MUM4/RHM2), gen encargado de codificar la enzima que produce UPD-
L-Rha a partir de UPD-D-Glc, siendo este uno de los primeros pasos para poder suministrar

Rha a la cadena principal de este polisacarido (Usadel et al., 2004; Western et al., 2004; Oka et
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al., 2007). El fenotipo de su mutacion (mum4) se caracteriza por una reduccion de la cantidad
total de mucilago, ademaés de un aplanamiento de la columnela (Western et al., 2004). Por otro
lado, no se han descrito todavia genes relacionados con la sintesis de UDP-GalA con un rol en
la sintesis de mucilago. Una vez sintetizados los precursores, estos tienen que acceder al lumen
del Golgi a traves de los trasportadores NST donde seran ensamblados para sintetizar las
pectinas. En la sintesis del RG-I destacamos el papel de dos familias de transportadores: UPD-
RHA/UPD-GAL TRANSPORTER 2,4y 6 (UGRT2, 4y 6), encargados de suministrar UPD-
Rha y UDP-URONIC ACID TRANSPORTER 1 (UUAT1) que suministra mayoritariamente
UPD-Acido Glucoronico, precursor de UPD-GalA, al interior del lumen del Golgi
(Rautengarten et al., 2014; Saez-Aguayo et al., 2017, Saez-Aguayo et al., 2021). Se ha
observado como mutaciones en ambos transportadores muestran menor contenido de Rha y
GalA en el MS, sugiriendo un papel coordinado de ambos en la sintesis de RG-1 (Saez-Aguayo
etal., 2017).

RG-1 RHAMNOSYLTRANSFERASE 1 (RRT1) es la transferasa encargada de afiadir residuos
de ramnosa al esqueleto principal de este polisacérido en el lumen del aparato de Golgi
(Takenaka et al., 2018). Aunque se encarga de alargar la cadena principal del RG-1, no es la
responsable de comenzar su sintesis ya que se ha demostrado su preferencia para actuar en
cadenas de RG-I con mas de cinco monosacaridos de longitud, quedando por descubrir las
enzimas implicadas en el inicio de su sintesis (Takenaka et al., 2018). El fenotipo observado en
rrtl presenta una disminucion del contenido total del mucilago en un 42% y un aumento en la
masa total de polisacaridos extraidos en comparacion con el fenotipo control, pero todavia no

se ha encontrado razon que justifique este segundo hecho (Takenaka et al., 2018).

GALACTURONOSYLTRANSFERASE-LIKES (GATLY5)
GALACTURONOSYLTRANSFERASE1l1 (GAUT11l) y MUCILAGE-RELATED70
(MUCI70) son tres enzimas de las cuales sabe que poseen un rol en la biosintesis de dominios
de pectinas, incluido el RG-I, debido a que mutaciones en los genes que las codifican reducen
el halo de mucilago liberado ademas de los niveles de precursores como Rha y GalA en el
mismo (Kong et al., 2013; Voiniciuc et al., 2018; Sola et al., 2019a). Voiniciuc et al. (2018)
proponen que la sintesis de RG-1 y HG en el mucilago se produce de forma coordinada y/o la
sintesis de un polimero es necesaria para la sintesis del otro. Por tanto, mutantes que afectan la
sintesis de una de estas pectinas, también presentan cambios en la otra estructura (Voiniciuc et
al., 2018). Los autores proponen que tanto GAUT11 como MUCI70 son indispensables para la
produccion RG-I en las células secretoras de mucilago de Arabidopsis mientras que por otro
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lado GALTS5 tan solo jugaria un papel en la organizacién final o en el tamafio de las pectinas.
Aun asi, se ha demostrado que GAUT11 puede sintetizar cadenas de HG in vitro, por lo que se
ha propuesto que este gen participe en la sintesis de este polisacarido y este proceso es esencial
para una correcta sintesis del RG-I en el mucilago (Voiniciuc et al., 2018). Se ha determinado
que GATLS5 no tiene actividad in vitro a la hora de sintetizar HG (Kong et al., 2013), por tanto,
se ha propuesto que esta proteina, junto con MUCI70 podrian sintetizar la cadena principal de
RG-1 en el mucilago, aunque faltaria determinar su actividad exacta para poder comprobarlo
(Voiniciuc et al., 2018).

Un aspecto destacable es que del RG-1 del mucilago de Arabidopsis no se encuentra ramificado
0 en su defecto lo estd escasamente (Sola et al., 2019a), presentando esta caracteristica un
importante papel en su estructura, hidratacion, extrusion y adhesion. Se ha observado la
presencia limitada de residuos de Gal y Ara en las cadenas laterales del RG-I presente en el
mucilago, pero poco se sabe acerca de su sintesis (Arsovski et al., 2009; Sola et al., 2019a).
Aun asi, esta sintesis de las cadenas laterales tiene que tener lugar durante la sintesis y
deposicién del RG-1 en el mucilago, porque se han descrito enzimas encargadas de la
remodelacion de las cadenas laterales de esta pectina con un rol en mucilago como
MUCILAGE-MODIFIED 2 (MUM2) y BETA-XYLOSIDASE 1 (BXL1) (Arsovski et al.,
2009). MUM2 codifica una glicosilhidrolasa denominada [-galactosidasa encargada de
modificar la cadena lateral del RG-I, removiendo galactanos durante el desarrollo de las MSCs
(Dean et al., 2007). De manera similar actia BXL1, enzima bifuncional que actia como -D-
xilosidasa/a-L-arabinofuranosidasa y retira a-(1— 5)-L-Ara de las cadenas laterales de
arabinano de RG-I (Arsovski et al., 2009). Estas remodelaciones favorecen la correcta
hidratacion del mucilago y su posterior liberacion (Arsovski et al., 2009). Se ha observado
como mutantes bxI1 al ser hidratados presentan un abombamiento en su pared celular primaria
en vez de una rotura inmediata, corroborando lo expuesto anteriormente (Arsovski et al., 2009).
Por otro lado, los mutantes mum2 presentan un nivel elevado de residuos de Ara y Gal lo que
sugiere la necesidad de la actividad coordinada de MUM2 y BXL1 para la remodelacion de las
cadenas laterales del RG-I (Dean et al., 2007; Arsovski et al., 2009).

4.5.2 Homogalacturonano

El segundo dominio de pectina mas abundante en el mucilago de Arabidopsis es el HG,
homopolimero formado por repeticiones de GalA que carecen de ramificacion (Harholt et al.,
2010). La sintesis de esta pectina en el mucilago, al igual que el RG-I, comienza en el aparato
de Golgi (Shi et al., 2018), donde GAUT11 afiade GalA, desde UDP-GalA, al esqueleto de la
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molécula, mientras que GALTS5, aunque se ha propuesto que participe en la sintesis de RG-I,
podria regular la longitud final del HG (Voiniciuc et al., 2018). En el mismo aparato de Golgi,
los grupos carboxilos del HG son metilesterificados, siendo esta modificacion muy importante
para las propiedades fisicoquimicas de la red de pectinas. Aun asi, las metiltransferasas que
realizan esta accion en el mucilago no han sido descritas todavia. Una vez sintetizado, el grado
de metilesterificacion del HG es controlado por las PMEs y PMEIs apoplasticas, lo cual puede
generar la formacién de “cajas de huevos” entre moléculas de HG, que afectan a propiedades
fisioldgicas del gel como la elasticidad, la porosidad y la adherencia a la semilla (Shi et al.,
2018). La unica PME descrita en mucilago de Arabidopsis hasta la fecha es PMES8, cuyos
mutantes muestran un aumento en grado de metilesterificacion del MS (Turbant et al., 2016).
Por otro lado, se han descrito dos proteinas encargadas de inhibir la actividad de las PMEs, se
trata de PMEI14, PMEI6 (Saez-Aguayo et al., 2013; Shi et al., 2018). Ambos mutantes pmei6
y pmeild muestran un descenso del grado final de metilesterificacion del HG debido a un
aumento en la actividad PME (Saez-Aguayo et al., 2013; Shi et al., 2018). Otra proteina
encargada de controlar el grado de metilesterificacion es la SUBTILISIN-LIKE SER
PROTEASEL.7 (SBT1.7), lo hace indirectamente mediante la degradacion proteolitica de las
PMEs (Rautengarten et al., 2008; Saez-Aguayo et al., 2013; Shi et al., 2018). Por Gltimo,
destacamos la accion de FLY SAUCER 1 (FLY1) una ubiquitina ligasa E3 encargada de
reciclar las PMEs, marcandolas para su degradacion (Voiniciuc et al., 2013). Los mutantes flyl
y sbtl.7 presentan un menor grado de metilesterificacion lo que conlleva a un incremento en la
adhesion del mucilago empeorando la extrusion del mismo (Rautengarten et al., 2008; Saez-
Aguayo et al., 2013; Turbant et al., 2016).

Detras de todo este proceso encontramos una red compleja reguladora encargada de la
coordinacion que determina el grado final de metilesterificacion del HG. Actualmente se
conocen dos factores de transcripcion involucrados en esta tarea. SEEDSTICK (STK) activa la
expresion del gen PMEI6 y reprime la expresion de SBT1.7 (Shi et al.,, 2018) y
LEUNING_HOMOLOG/MUCILAGE MODIFIED 1 (LUH/MUML) que regula positivamente
la accion de SBT1.7 y PMEI6 (Saez-Aguayo et al., 2013; Shi et al., 2018). Estos dos factores
de transcripcion pueden ademas reprimirse mutuamente consiguiendo asi regula las

modificaciones llevadas a cabo durante la maduracion del HG (Shi et al., 2018).
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Figura 4. Esquema de la regulacién de la metilesterificacién del HG. El factor de transcricion STK inhibe la
actividad de la proteasa SBT1.7 y regula positivamente la expresion de PMEI6. LUH/MUML1 regula positivamente
tanto la actividad de la proteasa SBT1.7 como de los inhibidores de PMEs (PMEI6 y PMEI14). SBT1.7 degrada
las PMEs y las PMElIs inhiben la actividad de las PMES, regulando asi indirectamente el grado de metilacion del
HG. Por otro lado, FLY1 juega un papel sobre las PMEs, marcandolas y reciclandolas para su degradacion. Todo
ello forma una red reguladora encargada de determinar el grado de metilesterificacién del HG.

45.3 Xilano

El xilano es la hemicelulosa que predomina en el mucilago de Arabidopsis, formando un 3-5%
del total (Hu et al., 2016). Se encuentra constituida por repeticiones de Xyl que forman la
cadena principal y en este caso se sustituyen por unidades individuales de S- (1—2)- D-Xyl en
las posiciones 4-Xyl o 2,4-Xyl (Hu et al., 2016; Sola et al., 2019a). Entre sus funciones
destacamos el papel que desarrolla permitiendo adherir las pectinas a la superficie de las
semillas ademas de entrelazar las fibrillas de celulosa entre si y con diferentes pectinas como el

RG-1 manteniendo su integridad (Voiniciuc et al., 2015a).

La cadena principal de este homopolimero se sintetiza en el aparato de Golgi donde diferentes
xilosiltransferasas conocidas como IRREGULAR XYLEM (IRX) se encargan de afiadir las
unidades del precursor al esqueleto principal (Hu et al., 2016). Actualmente se conocen tres
enzimas, IRX9, IRX10 e IRX14, que en el caso del mucilago llevan a cabo la tarea de elongar
el esqueleto principal afiadiendo Xyl mientras que MUCILAGE-RELATED 21 (MUCI21) se

encarga de adicionar las cadenas laterales (Voiniciuc et al., 2015a; Ralet et al., 2016)

4.5.4 Galactoglucomanano
El galactoglucomanano altamente ramificado es otra de las hemicelulosas halladas en el

mucilago de Arabidopsis, este constituye aproximadamente un 2,5% del gel (Voiniciuc et al.,
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2015Db). Se encuentra constituido por unidades alternas de Glc y Man unidas mediante un enlace
p-(1— 4) (Yuetal.,, 2018). CELLULOSE SYNTHASE-LIKE A 2 (CSLAZ2) es la enzima que
utiliza GDP-GIlc y GDP-Man para sintetizar el glucomanano que forma la cadena principal del
galactoglucomanano producido por las MSCs (Voiniciuc et al., 2015b). Por otro lado, casi todas
las Man de esta molécula son sustituidas con residuos de Gal, esta funcion la llevan a cabo dos
a-1,6-galactosiltransferasas conocidas como MANNAN a-GALACTOSYL TRANSFERASE1
(MAGT1) y MUCILAGE-RELATED 10 (MUCI10) (Voiniciuc et al., 2015b; Yu et al., 2018).
Se cree que la funcion de esta hemicelulosa también es interaccionar con la celulosa que forma

el rayo manteniendo su integridad (Yu et al., 2018).

455 Celulosa

La celulosa del mucilago, al igual que en la pared celular, est4 formada por la unién de cadenas
de B-glucanos enlazadas mediante enlaces de hidrégeno. Estas cadenas estan generadas por las
proteinas de membrana CESA que se agrupan formando un CSC (Anderson and Kieber, 2020).
La diferencia que presenta este componente en el mucilago de Arabidopsis respecto a la pared
celular primaria es su abundancia, puesto que en el gel es un componente minoritario que se
encuentra casi exclusivamente en la capa de MA, siendo entorno al 12-19% de esta estructura
(Macquet et al., 2007). A pesar de su escasez juega un importante papel en la estructura,

adhesion y extrusion del mismo.

Figura 5. Rayos de celulosa tefiidos con calcofluor tras la extrusion de mucilago en semilla de Arabidopsis Col 0.

Durante la biosintesis de mucilago y rodeando la columna citoplasmatica generada en el centro
de la célula, se ha observado la expresion de CESA3, CESA5 y CESAL0, esto no implica que
sean las Unicas proteinas transmembrana presentes en los CSCs encargados de producir el rayo
de celulosa caracteristico del MA (Griffiths et al., 2015). CESA10 esta presente en la sintesis
de celulosa en el mucilago, pero no es imprescindible para la misma, mientras que CESA5
participa en la biosintesis, formacion del rayo y adherencia de la celulosa e interacciona con

CESAZ3, imprescindible también en la formacién del rayo de celulosa caracteristico del MA
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(Griffiths et al., 2015; Griffiths and North, 2017). La columna citoplasmatica se transforma en
columnela mediante la formacion de una pared secundaria en la que se va a depositar celulosa
entre otros componentes gracias a la accion de CESA5, CESA2 y CESAO9, hasta desplazar
completamente el citoplasma (Griffiths and North, 2017).

La celulosa, a pesar de ser un componente minoritario en el mucilago, juega un papel relevante
en el proceso de extrusion. Alrededor de la columna citoplasmética generada en las MSCs que
se transformara en la columnela, encontramos una red de microtdbulos encargados del
movimiento dindmico y unidireccional de los complejos CESA implicados en la sintesis de
microfibrillas de celulosa (Figura 6). Este movimiento circular provoca la deposicion de las
microfibrillas de celulosa en forma de espiral alrededor de la columnela, en posicién paralela a
la pared celular primaria exterior (Griffiths et al., 2015). La red de pectinas se encarga de
mantener unidas y estables las fibras de celulosa (Griffiths et al., 2015). En el momento de la
extrusion, la celulosa se desenrolla y se libera junto con el mucilago, generando un rayo que se
extiende de forma perpendicular desde la columnela hasta aproximadamente el final de la zona
del MA (Griffiths et al., 2015). Este rayo se encuentra adherido a la columnela por interaccion
de las fibrillas de celulosa con la misma mediante enlaces de hidrogeno (Sola et al., 2019a).

¢ Complejo CESA Microtubulo Microfibrilla de celulosa

Figura 6. Modelo de orientacion de la celulosa durante la sintesis y extrusién de mucilago. A, movimiento de los
complejos CESA alrededor de la columnela, dirigidos por la accién de los microtibulos. B, deposicion de celulosa
alrededor de la columna citoplasmética. C, disposicion de las microfibrillas de celulosa tras la extrusion del
mucilago al ser embebido en agua. Imagen creada con Procreate y Biorender

4.6 Mutantes que afectan a las propiedades del mucilago:

4.6.1 Extrusion del mucilago

Una vez conocidos los componentes que forman el mucilago, se puede comprender como
interaccionan entre ellos y su funcion a la hora de entrar en contacto con el agua para liberar el

gel de las MSCs. Tras hidratarse, el mucilago se libera con gran fuerza y velocidad, formando
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una capsula alrededor de la semilla en pocos segundos. Las pectinas conforman la mayor parte
de esta estructura y al ser polisacaridos altamente hidrofilicos cargados negativamente, en
contacto con el agua generan una presion osmotica capaz de generar la extrusion y la fuerza
necesaria para romper la pared primaria radial que rodea al bolsillo en el que se encuentra
depositado el mucilago (Figura 5) (Deng et al., 2012). Esta pared celular primaria que se ha
roto, se mantiene parcialmente unida por un extremo a la columnela de la MSC, aunque el
mecanismo por el que se da esta unién actualmente es incierto, pero puede deberse a enlaces
ionicos que ocurren entre las pectinas de la pared celular primaria y la columnela (Arsovski et
al., 2009; Sola et al., 2019a). Para que se dé la rotura, previamente, este extremo tangencial de
la pared celular primaria que se encuentra adyacente a la siguiente célula debe ser modificada
y debilitado para favorecer la rotura y extrusion. Esta labor la llevan a cabo varias enzimas entre
ellas la peroxidasa 36 (PER36/PRX36), la cual se expresa de forma previa a la secrecion del
mucilago y se encarga de afadir grupos hidroxilo a diferentes polisacaridos como las pectinas
de la pared celular primaria que rodea al bolsillo degradandolos (Kunieda et al., 2013; Francoz
etal., 2015).

Para una correcta mixospermia del mucilago es muy importante la modificacion y remodelacién
de sus componentes. Como se menciona anteriormente una de las caracteristicas del mucilago
es que el RG-I que lo comprende se encuentra escasamente ramificado, esto se debe a la accion
de diferentes enzimas entre las que encontramos a BXL1y MUM2 (Arsovski et al., 2009). Esta
modificacion favorece a la correcta hidratacién del gel haciendo que pueda expandirse en
contacto con el agua (Arsovski et al., 2009; Deng et al., 2012). Algunas de las escasas cadenas
de Gal del RG-I que no son eliminadas por MUM2, son oxidadas por RUBY una galactosidasa
capaz de fortalecer la unién entre la lamina media de la pared celular primaria que rodea al
bolsillo y las propia MSC, incrementando la fuerza que necesita la célula para liberar el gel
(Sola et al., 2019b). Por ello es imprescindible en este caso la accion de MUMZ2, puesto que si
no se eliminasen estas Gal de las cadenas laterales RUBY fortaleceria extremadamente las
uniones y la extrusion seria inviable (Sola et al., 2019b). La modificacion del HG también
supone un papel muy importante en los enlaces que se generan dentro de la red de pectinas,
puesto que un bajo grado de metilacion supone la formacion de puentes de Ca*? entre moléculas
de HG fortaleciendo las uniones, perjudicando la extrusion (Voiniciuc et al., 2013). De hecho,
mutantes en PMEI6 presentaron una reduccion en la liberacion del mucilago, promovido por
un incremento en la actividad PME (Saez-Aguayo et al., 2013). La cubierta de la semilla tras

la hidratacion, presentaba unas MSCs abombadas, lo que denotaba una correcta hidratacién de
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las pectinas del mucilago, pero no se conseguia una correcta libracion del mucilago (Saez-
Aguayo et al., 2013). Por todo ello una buena regulacién del sistema de metilacion y
desmetilacién de HG es necesaria para la correcta mixospermia del mucilago (Harholt et al.,
2010; Shi et al., 2018).

4.6.2 Adherencia

Al hidratarse, en la estructura del mucilago extruido se distinguen dos capas descritas
anteriormente. EI MS se desprende facilmente y puede extraerse sin complicaciones. Sin
embargo, el MA forma la capa mas proxima a la estructura de la semilla y esta fuertemente
unida a ella (Haughn and Western, 2012). Gracias a este modelo se ha conseguido averiguar
qué componentes participan en la adherencia del mucilago de Arabidopsis y como interaccionan
entre ellos para lograr este suceso. Hasta la fecha se conocen dos mecanismos independientes

que participan en este proceso.

En el primer caso participa el RG-I, pectina que se une a las microfibrillas de celulosa a través
de cadenas de xilanos mediante enlaces no covalentes (Ralet et al., 2016). MUCI21 es una de
las xilosiltransferasa encargada de afiadir moléculas de xilosa a la cadena del polisacarido en
formacion. El xilano formado une el RG-I a la cadena B-glucano generada por la proteina
CESAS5 que forma parte de los CSCs encargados de producir celulosa en el mucilago de
Arabidopsis. Mutaciones en los genes que codifican ambas proteinas muestran una severa
reduccion de MA (Griffiths et al., 2016).

En el segundo mecanismo participa la proteina conocida como SALT- OVERLY SENSITIVE
5 (SOS5) y el receptor kinasa FEI2 (Griffiths and North, 2017). El proceso por el cual median
la adhesion esta por determinar, pero Griffiths et al. (2016) proponen ambos que llevan a cabo
un proceso de organizacion de los rayos de celulosa. Por un lado, FEI2 organiza y localiza la
maquinaria encargada de sintetizar la celulosa en la membrana plasmatica, lo que permite a
SOS5 encargarse de la orientacion de las microfibrillas de celulosa uniéndolas a pectinas
mediante la accion de galactoglucomananos (Griffiths et al., 2016). Mutantes sos5 y fei2
muestran una ausencia de los rayos de celulosa, lo que disminuye la adherencia del gel,

demostrando su implicacion en el proceso de adhesion del mucilago (Griffiths et al., 2016).

5. Funcion Biologica del mucilago

Para la mayoria de especies, la produccion de mucilago supone un gran gasto energético y

metabolico por lo que es logico suponer que esta estructura gelatinosa concede ventajas

19



adaptativas a aquellas especies que la poseen (Tsai et al., 2021). Uno de los roles que se le
atribuye al mucilago es su participacion en la dispersion de las semillas. Al ser liberado, el
mucilago permanece adherido a la superficie de la semilla 'y, gracias a su naturaleza gelatinosa,
aumenta la union de la misma al sustrato (Yang et al., 2012; Tsai et al., 2021). Ademas, la
extrusion del mucilago varia tanto la estructura externa como el volumen y densidad de la
semilla, lo que afecta a la flotabilidad logrando que en presencia de agua esta se hunda o flote
(Saez-Aguayo et al., 2014). En algunas especies la presencia de mucilago se asocia a mejorar
la flotabilidad, mientras que en otras favorece el hundimiento, lo cual genera bastante
controversia sobre si en estos casos la estructura presenta beneficios o si por el contrario es
perjudicial (Saez-Aguayo et al., 2014). Por Gltimo, su participacién en la dispersién de semillas
puede deberse a que al fin y al cabo el mucilago genera una especie de capa protectora sobre la
semilla que puede lograr que esta atraviese intacta el tracto intestinal de animales que son los

primeros en participar en la labor de dispersién (Tsai et al., 2021).

Dependiendo de la especie, el mucilago puede estar relacionado con la germinacién de las
semillas, aunque debido su gran variedad es dificil atribuir una Unica funcion que se cumpla en
todas ellas. A bajas temperaturas la solubilidad de oxigeno aumenta, pudiendo asi el mucilago
actuar como una barrera impidiendo su acceso a la semilla y evitando su germinacion (Yang et
al., 2012). En condiciones de sequia, el mucilago puede actuar como un pequefio reservorio de
agua, hidratdndose para proporcionar agua en caso de necesidad, ayudando a sobrellevar una
situacion de estrés abidtico (Tsai et al., 2021). Esta teoria se complementa con que,
aparentemente, existe una relacion entre las especies que producen mucilago y su habitat,
siendo mas frecuente la presencia de este gel en plantas que crecen en lugares calidos y aridos
(Tsai et al., 2021).

6. Aplicaciones biotecnoldgicas de las pectinas.

Es importante resaltar la relevancia que presentan las pectinas, componente mayoritario del
mucilago de Arabidopsis, para entender el por qué resulta interesante conocer mas acerca de su
sintesis e interaccién con el resto de componentes de la pared. Estos polisacaridos acidos
presentan el rol de establecer enlaces covalentes entre las microfibrillas de celulosa y otros
polimeros de la pared celular de las plantas, ayudando asi, junto con el resto de componentes a
mantener el turgor de las células y participar en el crecimiento y estabilidad de las mismas

(Chandel et al., 2022). Gracias a sus propiedades gelificantes y estabilizadoras, las pectinas
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presentan numerosas aplicaciones industriales, destacando en el sector farmacéutico, biomédico

y en la industria alimentaria.

Se ha demostrado que las pectinas y sus derivados pueden ayudar a combatir la diabetes y la
obesidad puesto que reducen los niveles tanto de colesterol como de Glc en sangre (Chandel et
al., 2022). Ademas, se han empleado pectinas en el tratamiento de cancer, particularmente, del
cancer de colon (Freitas et al., 2021). Las pectinas segmentadas en pequefios fragmentos tienen
la propiedad de unirse e inhibir ciertas proteinas como lo es la galectina-3 implicada en la
progresion y metastasis de varios tipos de cancer incluido el de colon, siendo un aspecto

atractivo para innovar en tratamientos quimioterapéuticos (Freitas et al., 2021).

En la industria alimentaria, las pectinas son comunmente empleadas para la fabricacion de
mermeladas, gelatinas, zumos y productos de consumo diario debido a su accion gelificante y
emulsificante (Chandel et al., 2022). Presentan también un papel antioxidante gracias a su
capacidad para quelar iones metalicos, por lo que pueden afiadirse a diferentes alimentos
aumentando asi esta propiedad en ellos (Chandel et al., 2022). Algunas de las moléculas que
conforman las pectinas como el GalA, la Rha o la Gal tienen propiedades prebioticas ya que
estimulan la actividad y el crecimiento bacteriano en el tracto intestinal (Chandel et al., 2022).
Gracias a esto, la hidrdlisis de pectinas da lugar a productos que pueden ser tratados y
administrados como suplementos alimenticios. Dentro de la industria alimentaria sostenible, se
ha empezado a utilizar como envase para alimentos, peliculas a base de pectinas que presentan
bajo coste de obtencion, biodegradabilidad y conservacion de las caracteristicas de los
alimentos envasados, garantizando la calidad del producto (Freitas et al., 2021).

Para poner en marcha todas estas aplicaciones es necesario un método efectivo para la
extraccion y estudio de pectinas. Generalmente a nivel industrial se emplea la extraccion acida
y la precipitacion alcohdlica para su obtencion, pero estos métodos son poco sostenibles,
generan gran impacto ambiental y ademas pueden modificar la estructura nativa de estos
polisacaridos acidos (Freitas et al., 2021; Chandel et al., 2022). Por todo ello se buscan modelos
mas sostenibles que permitan tanto el estudio como la produccién y extraccion de pectinas y
otros componentes sin afectar su estructura y el mucilago de las semillas de Arabidopsis cumple

con este objetivo.

Conocer a fondo la biosintesis de los elementos que conforman este gel y cdmo interaccionan
va a permitir ampliar el area de investigacion acerca de la pared celular. A parte de servir como

modelo para el estudio de pared celular el mucilago puede llegar a tener otras diversas
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aplicaciones biomédicas y biotecnoldgicas. Al estar generado por un solo tipo de célula (MSC),
su modificacion, en la mayoria de casos no afecta a la viabilidad de la planta, lo que abre las
puertas al sector de la ingenieria genética (Tsai et al., 2021). Su facil capacidad de extrusion al
embeberse en agua supone una ventaja, puesto que mediante la alteracion genética se puede
modificar la semilla para que secrete en el mucilago elevadas cantidades de una proteina
concreta deseada que podria ser usada como anticuerpos o para la elaboracion de vacunas. Esto

mejora considerablemente el proceso de produccion, conservacion y extraccion de la proteina.

No solo en el sector biosanitario conocer a fondo las propiedades y composicion del mucilago
puede ser Util, sino que también pueden extrapolarse a nivel industrial puesto que todas las
aplicaciones de las pectinas presentadas anteriormente podrian mejorarse o ampliarse. Un
ejemplo especifico en la industria lo plantean Tsai et al. (2012), proponen que la inhibicién de
la biosintesis de mucilago en semillas empleadas para la extraccion de aceites supondria una
mejora econdmica ya que el exceso de este gel ralentiza el proceso y puede llegar a impedir la

elaboracion del producto.

7. Conclusion

El empleo de mucilago de Arabidopsis como modelo para el estudio de pared celular ha
permitido gracias a su facil manejo a nivel del laboratorio identificar de forma sencilla y rapida
mutantes que afectan a las principales propiedades del gel, la adhesién y la extrusion. Esto ha
permitido describir nuevos genes implicados a la sintesis, interaccion y remodelacion de sus
componentes, especialmente de las pectinas. Conocer a fondo la estructura, composicion y
biogénesis de este gel especializado no solo supone un avance para la comprensién y estudio
de la pared celular primaria, sino que con ello se puede sacar el maximo partido a sus

aplicaciones industriales y biotecnoldgicas.
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