Clase 3

La pared celular:
una estructura
supramolecular
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Estructura de las células vegetales
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Pared celular = matriz extracelular
roles In vivo

eEsqueleto de la planta
eForma de las células
eBarrera fisica a los patdogenos

eTransporte de agua y
resistencia a la sequia

eAdhesion celular y abscision
de hojas y frutos Tallo de Arabidopsis

eFuente de senales
moleculares

ePolimero de almacenamiento

Hechtian strands (hilos) en epidermis de cebolla



Roles en determinar
la forma de las células

Tricoma Epidermis Xilema Células guardianas
de Arabidopsis de tomate de pasto



Roles en la polinizacion —
estructural (polen y estigma)

Fendlico de
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Roles en la polinizacion —
adhesion y comunicacion intercelular
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SLR = S-locus receptor



Roles en |la defensa —
Interaccion con patogenos

Plasmodesmos Uvas y Botrytis cinerea
Yy VIrus



Rol como fuente de
senales moleculares

Pectina = Poligalacturonano

PG =
fungal hypha Yt ~ Poligalacturonasa
— L -
polygalacturonase |
PGIP =

PG inhibiting protein

fungal hypha

Moléculas sefiales derivadas de degradacion por hongo de la pared celular
gatillan respuestas de defensa no-especificas



Cross-linking of
cell wall proteins,
lignification
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Estructura de la
matriz extracelular

Depositado en capas

1 Lamina media

Formado primero entre dos células adyacentes.

Derivado de la Placa de la Célula durante divisiéon. Enriquecida en pectina

(A) Animal cell (B) Plant cell

Contractile
ring

Colenquima de apio

2 Pared celular primaria

Formada después de la lamina media.

Depositada en forma continua mientras la célula aumenta en volumen.
0.1 - 1 ym espesor, aln mas en células de la colenquima



Estructura de la
matriz extracelular

3 Pared celular secundaria

Solo algunas células. Adentro de la pared celular primaria. Fortalece
ej: esclerenquima (cafamo), células pétreas (peras) y xilema que debe
resistir presion negativa. Enriguecida en pectina, hemicelulosas y lignina

floema Xilema célula pétrea

La composicidon de estas tres capas en especies de distintas plantas, y en
distintos tejidos de la misma planta, puede variar enormemente



Azucares de la pared celular
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Polisacaridos —
Variedad de estructuras

Las propiedades de los polisacaridos estan definidas por:
eComposicion de azucares

eEnlaces
homogéneo o hetergéneo, con o sin ramificaciones

al,4

Acido poligalacturdnico S0k &

Ramnogalacturonano, RG I g! g‘ o Eg Eggal 4-GalA.al,2-Rha

L T G Ao

eConfiguracion anomeérica
celulosa (B1,4 glucano) versus almidon (al,4 glucano)




Pared celular primaria—
componentes

‘Hormigon reforzada’ — fases microfibrillar y matriz

Fase microfibrillar Celulosa
B1-4 glucano linear, sin ramificaciones. 20-30% PS.
Auto-asocia microfibrillas rigidas paralelas (5-15 nm diameter)

Fase matriz Hemicelulosa, pectinas y proteinas
estructurales

Hemicelulosa (= matriz — pectina)

Dicots y monocots Xiloglucano - 20% PS de dicots.
B1-4 glucosa con ramificaciones
Algunos monocots Glucuronarabinoxilano

B1-4 xilosa con ramificaciones
Roles — entrecruzamiento con celulosa

Pectinas - Poligalacturonano, heterogeneo, con ramificaciones,
hidratada. Se encuentra en la lamina media, formando geles
rigidos e insolubles con Ca2*. Cementar células adjacentes



Celulosa

Celulosa en la pared primaria de zanahoria
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Algunas hemicelulosas y pectinas
de la pared celular

Hemicelulosas Xilano B1,4
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Mondomero de
ramnogalacturonano 11
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Matriz de pectina
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Estructura de la pared celular
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McCann y Roberts



Las paredes celulares
no son uniformes en la planta...

Anti-f1,4-galactano
(LM5 monoclonal)

Parte de la
estructura de RGI

Anti-al,5-arabinano
(LM6 monoclonal)

LM6

Raices de
Arabidopsis

Willats et al 2001



Anti-pl,4-galactano (LM5 monoclonal) endo-glucanasa

=
s

His et al 2001 Arabidopsis epidermis; 250nm



Composicion de la pared celular —
proteinas estructurales e enzimaticas

Proteinas estructurales
Extensinas - Glicoproteinas enriquecidas en hidroxiprolina - HGRP

eSer(Hyp), — arabinosilados (hip), galactosilados (ser)

eBajo EM, se parecen como palitos

eSe acumulan en respuesta a heridas en la planta, patdégenos, etileno y elicitores
de oligosacaridos.

eFunciones putativas - contribuir al control de expansion mediante
entrecruzamiento - altos niveles de extensina causan menos crecimiento.

Proteinas enriquecidas en prolina (PRP)
eProProNNN.

eSin o poca glicosilacion.

eFunciones putativas — guiar polen, nodulacion.

Proteinas arabinogalactanas (AGP)

eEnriquecidas en Hip y Pro, Val, Ser, Thr, Ala, Gly. PAPAP motivo.
eHasta 95% PS carbohidratos. Cadenas de galactano con ara terminal.
eFunciones putativas - estructural y/o senal.



Composicion de la pared celular —
proteinas estructurales

Tomato extensin
(Extensive glycosylation)

Maize Thr-rich HGRP
(Moderate glycosvlation)

Soyvbean PRP
(Low glycosylation)

Poco definidas las familias -
HGRP, PRP y AGPs forman un continuo; algunas proteinas tienen

caracteristicas de mas de una clase.
Todas estan codificadas en familias multigénicas



Composicion de la pared celular —
proteinas estructurales y lignina

Proteinas enriquecidas en glicina (GRP)

eHasta 70% glicina, repeticion de GlyN, (N puede ser Gly).

eSin glicosilacién

eRegulada durante el desarrollo

eFuncién putativa. En el xilema, GRPs actuan como un andamio para la
deposicion de lignina, agregando rigidez y impermeabilidad a la célula.

Lignina

CoEp i@ ERTER & ER CDED
Petunia GRP
iNo glycosylation)

Fondo del tallo de Arabidopsis
pared secundaria; floroglucinol




Lignina, una molécula polifendlica
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Lignina enlaza la
pared celular secundaria
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are possible, and many of these involve aromatic substances. Isodityrosine forms e Dehydrediferulic acid diester bridge

an intrapeptide linkage needed to stabilize the extensin rods (a). Tyrosine, lysine o Dehydrodiferulic acid diester-ether bridge
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summary of the kinds of aromatic ester and ether cross-links between carbohy-
drate and lignin.




Composicion de la pared celular —
proteinas enzimaticas

Enzimas

Polimerizacion de lignina :
Peroxidasas (H,0,)
Lacasas (O,)

Expansion celular :

Se necesita soltar, en una manera
controlada, las hemicelulosas

como Xxiloglucano, permitiendo el
desplazamiento de las microfibrillas de
celulosa mediante la fuerza de turgor

Las expansinas promueven
la extension de la pared

(B) Expansin
Etiolated cucumber
seedling Freeze

Length (%)

Excise and
growing thaw Inactivate

region j with heat
—
Abrade

Homogenize

Collect and wash walls
Extract walls with salt
Fractionate protein

Heat-inactivated stems
pH 45

O
:

Control

Heat-
inactivated
stem

Expansin

+ Time

Add expansin



Expansion de la célula

Mediante Xiloglucano

endotransgliosilasa (XET).

¢COmo se incorporan polisacaridos
nuevos a la pared celular? éComo se
mantiene la fuerza de la pared

durante la expansion?

XET corta y junta de nuevo cadenas

de xiloglucano.
Familia multigénica

(Aun) no se ha decubierto

equivalentes para los otros

componentes de la pared

E\} ansins

Cross ]ml\lm, Cellulose
glycans Mmicro hbn]




Sintesis de la pared celular

Compartimentalizada
ER, Golgi, MP

/ Plasma membrane

Transition

Trans vesicle
b Ves1Cle
Medial

eAnticuerpos contra proteinas

Cellulose

y polisacaridos micefii
eENnsayos in vitro

eProteinas etiquetadas
(galactosiltransferasa)

Rosette

Rough
endoplasmic

reticulum
Plasma

membrane

Site of synthesis for: Site of synthesis for: Site of synthesis for:
Cellulose Pectins Cell wall proteins
Callose HGA HRGPs

RC 1 PRPs
RC 11 GRPs
AGPs
Cross-linking glycans
Xyloglucan Enzymes
Glucuronearabinoxylan Hydrolases
B-Glucan Esterases
Galactomannan Peroxidases
Polysaccharide
Site of glycosylation of: synthase
HRGPs
AGPs

Maodified glycoproteins




La sintesis de los polisacaridos
necesita nucledtidos-azucar

CHOH o

Almidon — %

UDP-galactosa
UDP-xilosa
UDP-arabinosa

UDP-acido glucuronico
UDP-acido galacturdnico

Glu1P|

UDP-Gle
p.rolhos
phorylase

/Kz% %

Sacarosa

GDP-Glc

; yvrophosphorylase

GDP-manosa
GDP-fucosa



Sintesis de la celulosa

Sintetizada en la MP
Celulosa nace en rosetas, unidas a los microtubulos

Membrana Plasmatica, cara interna



Sintesis de la celulosa

Deposicion de los microfibrillas de celulosa

” I
|

|
|

Cara interior de
célula de raiz de
cebolla

|
t

Celulosa en la pared primaria
de la zanahoria



Sintesis de la celulosa —
uso de mutantes

Genes de la Celulosa sintasa de plantas (CesA) encontrados
por similitud en su secuencia nucleotidica a los de bacteria (CelA).

Arabidopsis thaliana como planta modelo
Mutantes de Arabidopsis en CesA: Familias multigénicas, pero
mutantes en un solo gen tienen fenotipo (ej. Rsw1l; Irx1, Irx3; Prc)

) . " e




Arabidopsis thaliana

Dicot modelo

ePequeno

eCorto tiempo de generacion
eAuto-fertiliza, 100s de semilla
eGenoma pequeno y secuenciado (2000)

ePosee muchos fenotipos




Sintesis de la celulosa —
uso de mutantes

irx = Irregular xylem

T‘i rx1 (CesA8)

. mi

T‘i rx3 (CesA7)

ml

1.5 pum

Turner and
Somerville
1997




Sintesis de la celulosa —
La celulosa sintasa

eProteinas poseen multiples pasos trasmembrana (8 PTMSs)

eUDP-glucosa del citosol es la fuente del azucar

Pared celular %§>
= m am \

Membrana plasmatlca
UDP

O uor

eInvolucra sintasa de sacarosa, endoglucanasa (korriganl/irx2)

y esteroles UTP + Glu-1-P  €—> CUDP-GIW* PP
+ Fructosa <T> Sacarosa + UDP



La celulosa sintasa —
una familia multigénica

P -

AtCesA6b
T - . 10 CELLULOSE SYNTHASE1
AtCesA9 AtCesA1 (CesA) genes en Arabidopsis.

AtCesA10

AtCesA3 Caracteristicas comunes:
Ggggségiw 8 Pasos TransMembrana
AtCesA4 eD,D,DQxXRW motif

GhCesA2 - o
Pt/PaCesA0i| ®POMinio de union a Zn

AtCesA8
PtCesA02 | ¢(Porque tantas?

GhCesAt eDistintas partes de la pared
eDistintas etapas de desarrollo

CesAl = rswil eFuncidn en conjunto en las rosetas
CesA3 = Ixrl I -

CesA4 = irx5
CesA6 = ixr2/prcl
CesA7 = irx3
CesA8 = irx1




Biosintesis de polisacaridos
non-celuldsicos

@ N\DPymp

2

ONDP:L NDP

Citosol

B
NDP.

NDP NMP Lumen de<l_‘>C>
/4 Golgi

NDP ]

Pi

O

) Azucar Pi
GDPasa/UDPasa Tipo celulosa sintasa (Csl)
W/gllcosntransferasa

'Tipo 11 Glicosiltransferasa ..Transportador de nucledétido-azucar



Modelo 1:

Tipo celulosa sintasa (Csl)

- Y
AtCsIC8
AtCsIC5
LeCsIC1
AtCsIC4
AtCsIC12
& AtCsIC6

AtCesAS p1casa2

AtCesA6 AtCesA7

OsCesA01
AtCesA1
AtCesA10

AtCesA3
GhCesA3

AtCesA9

AtCe

OsCesA07
AtCesA4
GhCesA2

Pt/PaCesA01

PtCesA02
GhCesA1

\

sA8

/

AtCsIE1

(" MCsIA3

AtCslA2
OsCslA1
AtCslA9
AtCslA7

AtCslA14
AtCslA3

AtCslA11

AtCslA10

AtCslA15

\
AtCsIG3
AtCsIG1
AtCslG2
% CslG )
AtCsIB1
AtCsIB2
AtCsIB3
AtCsIB4
OsCslA2 AtCsIB5
AtCsIB6
A 4

Dy

Caracteristicas
Sintasas de
B1,4-glicanos
Celulosa

Xiloglucano
Manano
Galactano
Xilano

Pero....

---Otras enlaces
existen:
Arabinogalactano
(B1,3y B1,6 Gal)
Pectina

(a1,4)
---Ramificaciones



Biosintesis de polisacaridos
non-celuldsicos
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'Tipo 11 Glicosiltransferasa ..Transportador de nucledétido-azucar



Modelo 2 — Transportadores
de nucledtidos-azuUcares

AtUTr6 I 35

SpUDP-Gal -
HsCMP-Sia o
HsUDP-Gal gc 0
HsUDP-GIcNAc % =
CRUDP-GIcNAC = ""_r"' 25
KIUDP-GlcNAc % E
ScUDP-gal = 2 A0
AtUTIS c B
T o

AWUTH g e 16
pors °E
AUTH o E
UDPGalT2 O o
GONSTS o= =
UDPGalT1 q 1

— DmGDP-fuc

r HsGDP-Fuc VRG4 vrg4-2 vrgd-2 +
CeGDP fuc pSc-GONST1

- ScGDP-Man

| cqeorman | ®LA proteina VRG4p transporte GDP-man en levadura
- GONST elLa proteina GONST1 de Arabidopsis posee 25%

- GONST2

- LAGDP-Man .
ﬁ-c-cnmn Geneética reversa
—]

identidad a nivel amino-acidico con VRG4p

IL‘ZE *GONST1 expresado en vrg4 mutante de levadura

{ERC complementa su deficiencia en el transporte
V-7
hSGTreI? de GDP-man

I AtUTr7 I



Resumen
Clase 3

eLa pared celular es dinamica, con multiples papeles in vivo
eCompuesta por varias redes de polisacaridos, proteinas y fendlicos

ePoco conocido...... el papel preciso de cada componente, por qué
existe tanta variedad de estructuras y como se regula su desarrollo

eSe sintetiza celulosa y callosa en la MP, el resto en el aparato de
Golgi. Todos requieren nucleotido-azucares

eDe las proteinas involucradas, han sido identificadas y caracterizadas
solo algunas celulosa sintasas (CesA), y muy pocas Csl,
glicosiltransferasa y transportadores de nucledtido-azucares. Todos
forman familias multigénicas

eTodas estas proteinas juegan un papel en el control de la sintesis de
glicanos
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