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RESUMEN

La cuticula vegetal es una estructura lipidica que surge en la época del origen de las plantas
terrestres, para protegerse de diversos problemas como la desecacion o las altas temperaturas. Se
localiza externamente en las partes aéreas no lefiosas, y es capaz de cumplir numerosas funciones
relacionadas con las propiedades que presenta, como participar en la transpiracion en los vegetales
y el transporte de gases y solutos, mitigar la sorcion de la luz ultravioleta o interaccionar con el
medio que les rodea. La cuticula ostenta una ultraestructura cambiante, basada en factores
ambientales, geneticos o fisioldgicos, aunque sus componentes principales son: cutina, ceras
cuticulares y polimeros lipofilicos. El papel de la cuticula es fundamental en los frutos carnosos, ya
que les rodea de manera hidrofébica y gracias a sus caracteristicas, muestra influencia en aspectos
relacionados con el desarrollo de estos y su potencial de almacenamiento. En este trabajo de
revision, se abordaran las caracteristicas generales de la cuticula, composicion, aspectos y
biosintesis, y ademads, se describird la importancia en los frutos carnosos, su diversidad y el
provecho que puede aportar el conocimiento de ella para el ser humano, el sector agroindustrial y

econdmico.

Palabras clave: Cuticula vegetal, cutina, ceras, biosintesis, genes, funciones, frutos carnosos

ABSTRACT

The plant cuticle is a lipid structure that arises at the origin of land plants, to protect
themselves from various problems such as desiccation or high temperatures. It’s located externally
in the non-woody aerial parts, can fulfill numerous functions related to the properties it presents,
such as participating in transpiration in plants and the transport of gases and solutes, mitigating the
sorption of ultraviolet light or interacting with the environment around them. The cuticle presents a
changing ultrastructure, based on environmental, genetic or physiological factors, although its main
components are: cutin, cuticular waxes and lipophilic polymers. The role of the cuticle is essential
in fleshy fruits, since it surrounds them hydrophobically and, thanks to its characteristics, there are
influential aspects related to their development and their storage potential. In this review work, the
general characteristics of the cuticle, composition, aspects and biosynthesis will be addressed, and
in addition, the importance in the fleshy fruits, their diversity and the benefits that knowledge of it

can bring for the human being, the agro-industrial and economic sector will be described.

Keywords: plant cuticle, cutin, wax, biosynthesis, genes, function, fleshy fruits



1. INTRODUCCION

En un mundo rodeado por una vasta extension de aire gaseoso y donde el agua se evapora de
las fuentes acuosas a su entorno, para las células, que contienen agua como componente esencial,
supuso un importante desafio. La evolucion de plantas terrestres, capaces de crecer hacia arriba en
la atmdsfera seca, cambi6 profundamente la Tierra (Brodribb et al., 2020). En este gran paso,
tuvieron la necesidad de protegerse contra las altas temperaturas, la desecacion o una exposicion
prolongada de radiacion dafina, entre otros (Waters, 2003; Leliaert et al., 2011), por lo que,
surgieron unas estructuras hidrofdbicas: cuticula, lignina, suberina y esporopolenina, que intentaban

reducir estos problemas, ademas de ayudar a su reproduccion y dispersion (Reynoud et al., 2021).

Las plantas, tras haber sufrido una transformacion quimica y biologica, crearon una
estructura extracelular que las preserva y aisla del medio externo que les rodea (L6pez Casado,
2006). Esta estructura, localizada en las partes aéreas (tallos, hojas, flores, frutos, caulidios, setas,
...), se trata de “una capa lipidica”, denominada la cuticula (Pighin et al., 2004; Cameron et al.,
2006; Jeffree, 2006). Su biosintesis ocurrié con el origen de las plantas terrestres, hace unos 450
millones de afios, en la era paleozoica, tras la colonizacion terrestre de un grupo de algas verdes,
respaldado por la presencia de cuticula en fosiles de plantas (Niklas, 1976; Edwards et al., 1996).
Kong et al. (2020) sefialaron que la maquinaria de sintesis se adquirié gradualmente y se expandio

entre los linajes de las plantas.

El concepto de cuticula vegetal ha cambiado con el tiempo, la primera mencion en el mundo
fitoldgico, fue dada por Grew (1672) y Malpihi (1675), refiriéndose a la zona externa de los 6rganos
vegetales, tal como comentd Fernandez et al. (2016). Datos ulteriores la relatan como una capa
extracelular de lipidos depositada encima de las paredes celulares y sin conexién con ellas.
Posteriormente, se reconoce la existencia de celulosa e interconexion con las paredes, y en la
actualidad, se describe como un biopolimero compuesto, anisotropico y heterogéneamente
distribuido (Jeffree, 2006; Dominguez et al., 2017). En si, la cuticula es sintetizada por las células
epidérmicas (Bargel et al., 2006; Yeats et al., 2010), y es capaz de ser diferente entre los distintos
organos que tiene la planta, el estado de desarrollo e incluso entre las propias especies (Tafolla-
Arellano et al., 2013), pero en general, estd formada por componentes lipofilicos.

La cuticula supuso un cambio en la evolucion de las especies y se dispuso en las estirpes que

poblaron la Tierra, desde los briofitos hasta los espermatofitos (Budke et al., 2012). Las
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investigaciones en este tema han permitido mostrar caracteristicas distintivas para dicha estructura
en numerosos organismos, como por ejemplo en: musgos (Physcomitrella patens (Hedw.) Bruch &
Schimp; Funariaceae), en plantas herbéceas (Arabidopsis thaliana L.; Brassicaceae), en plantas con
valor comercial, como las hojas del arbol del té (Camellia sinensis (L.) Kuntze; Theaceae) o en los

frutos carnosos (Fig. 1).

Los musgos presentaban esta adaptacion (presencia de cuticula) con el fin de obtener la
mayor cantidad de agua posible y protegerse de la radiacion ultravioleta (UV). En cuanto a la
absorcion del agua, existen diferentes métodos dependiendo de las especies de musgos; asi las
endohidricas, tienen como finalidad presentar mayor difusion de CO: en las hojas, por lo que tienen
unas cuticulas que son capaces de reducir la absorcion de agua. En cambio, las ectohidricas, buscan
hidratarse con el agua que se encuentra en el medio externo, y no presentan una cuticula con
excesivo grosor, que provoque que el agua se pierda (Villamil et al., 2019).

En A. thaliana, la cuticula es diferente dependiendo de los 6rganos de la planta (Fig. 1); en
los tallos y hojas es reticulada y electron-densa, en cambio en los pétalos, consta de dos capas: la
interna, en la zona de pared celular, fibrosa, y la externa, amorfa y electron-clara (Mazurek et al.,
2016). También se ha observado que cambios en la sintesis, en la composicion, en la hidrofobicidad
y cristalizacion de los componentes, puede producir alteraciones relacionadas con las funciones e
inferir dafios en la planta (Tang et al., 2019; Arya et al., 2021).

En cuanto al arbol del té, con una gran importancia agroeconémica, la cuticula mostrd
diferencias entre las hojas tiernas y las maduras, asi, el grosor de la cuticula afecta a las propiedades

de procesamiento del producto repercutiendo en la calidad del té (Chen, 2021).

Arabidopsis thaliana Solanum lycopersicum
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Figura 1. Dibujo esquematico que muestra las diferencias de la cuticula segin los grupos vegetales y 6rganos de las
plantas (Modificado de: Philippe et al., 2022).



Estos ejemplos muestran que existen divergencias en la ultraestructura cuticular de las
especies, aunque presenten una estructura basica similar (Guignard, 2019) (Fig. 1), por lo que sus

caracteristicas y propiedades influyen en su funcion.

En este sentido, la cuticula, al tratarse de una estructura hidrofobica, participa en
mecanismos hidricos evitando la pérdida de agua (Schreiber, 2010), actia como proteccidon frente a
las radiaciones solares incidentes (Pfiindel et al., 2006), participa en el aspecto fisico modificando
el brillo (Ward y Nussinovitch, 1996; Petit et al., 2014), en propiedades de autolimpieza o que se
produzca un color estructural cuando se refracta la luz (Koch y Barthlott, 2009). Igualmente tiene
un papel termorregulador (Casado y Heredia, 2001) y protector frente a patdégenos y herbivoros
(Aragon et al., 2017).

Los estudios genomicos pueden ayudar a comprender cuales son los mecanismos
moleculares, bioquimicos y fisiolégicos empleados por las plantas para responder y aclimatarse a
las condiciones medioambientales. Los estudios en biosintesis de la cuticula han mostrado la
prevalencia de los genes necesarios para dicha ruta metabdlica, asi como los genes implicados en el
transporte y secrecion de los componentes de la cuticula en las plantas analizadas, que, aunque no
era una funcion conservada, si existia una relacion funcional entre los genes (Kong et al., 2020). El
namero de genes implicados en la biosintesis, en los diferentes linajes de plantas, va a condicionar
la cantidad de cuticula, asi como su composicion. En este sentido, los briofitos presentaron una
cuticula minima, las espermatofitas dos o tres veces mas cuticula, y los helechos presentaron unos

niveles intermedios respecto a dichos grupos (Seale, 2020).

Segun lo comentado anteriormente, la cuticula ha sido una caracteristica fundamental que
permitié el éxito de las plantas, contribuy6 al desarrollo de morfologias complejas y al aumento de
tamarfio en las plantas con semilla, lo que estableci6 una relacion entre la extensibilidad de la pared
celular y el crecimiento de las plantas (Thompson, 2001), confiriéndole a la cuticula un papel en la
biomecanica de los o6rganos (Kutschera y Niklas, 2007) y un comportamiento reoldgico
viscoelastico (Dominguez et al., 2010). En este sentido, después de que ha ocurrido la polinizacion
y fertilizacion, se produce la formacion de los frutos y donde la cuticula presenta un rol relevante

para los mismos (Lara et al., 2019).

Los frutos carnosos tienen una gran importancia en la alimentacion y salud humana y en el
sector econdmico. La ingesta de frutas es crucial para los seres vivos, contribuyendo en una
alimentacion variada, y aportando numerosos nutrientes que permiten tener una vida saludable, lo
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que precave enfermedades y repercute en una disminucion de la tasa de mortalidad. La gran
cantidad de agua y vitaminas (A, C, E, K o B) que presentan, las hace perfectas para hidratar y
aportar antioxidantes frente a los radicales libres. Ademas, un alto consumo previene canceres de

boca o vejiga, y reduce el riesgo de cardiopatias isquémicas (Morocho y Reinoso, 2017).

En cuanto al valor econdmico, destacan por su amplia cosecha y exportacion. En Espafia,
entre la gran cantidad de frutas que se producen, sobresalen los citricos, manzanas, tomates y

mangos.

Respecto a los primeros se alcanzo la produccién de 6.257.696 toneladas (2020), siendo la
naranja (Citrus sinensis L.) la principal fruta de exportacién, lo que convierte al pais en el primer
exportador a nivel mundial y el sexto productor de diversos citricos (limones, C. limon L.; pomelos,
C. maxima Burm.; mandarinas, C. reticulata Blanco) (Garcia, 2017; Gobierno de Espafia, 2021).
En la produccién de especies de fruta dulce: manzanas (Malus domestica Borkh.), se alcanzo el
valor de 2.963.556 toneladas (2020), donde nuevas variedades, mejor adaptadas, permiten obtener
mayor cantidad de fruta y mejor conservada (lglesias y Carbo, 2018; Gobierno de Espafia, 2021).
En cuanto al tomate (Solanum lycopersicum L.), Espafia es el tercer pais con mayor exportacion
910.000 toneladas (Pérez, 2018). Y el mango (Mangifera indica L.), con unas caracteristicas muy
concretas para su produccion, cultivandose en regiones con climas tropicales y subtropicales, por lo
que en Espafia se limita a la zona de Andalucia y el Archipiélago Canario. Segln datos de 2019,
Espafia produce 36.000 toneladas, siendo un gran productor, el tercer importador y el segundo

comercializador respecto a la UE y con un amplio crecimiento (Peldez, 2019).

Mejorar nuestros conocimientos sobre diversos aspectos en esta estructura pueden contribuir
al disefio de programas biotecnoldgicos de optimizacion de plantas que se adapten a condiciones de

suministro de agua limitado.



2. OBJETIVOS

En relacion con lo anteriormente relatado, el presente Trabajo de Fin de Grado (TFG) trata
de una revision bibliografica, con el objetivo general de comprender la cuticula vegetal y su
importancia. Para la consecucion de éste, se abordaran objetivos especificos como:

- Describir la estructura compleja y ubicua de la cuticula, asi como los mecanismos de su

biosintesis.

- Conocer las propiedades de este biopolimero y como interfieren en sus funciones.

- Entender las particularidades que presenta en los frutos carnosos relacionado con las

caracteristicas gendémicas.

- Y vislumbrar la importancia, para el ser humano, basada en su bioactividad y la industria.

3. METODOLOGIA

Para la realizacion de este TFG se ha llevado a cabo una investigacion bibliografica de
articulos publicados en revistas indexadas dedicadas al estudio de la cuticula vegetal: sus
caracteristicas, componentes, propiedades, sus relaciones con la adaptacién ecofisiolégica, funcion
e importancia. También se han consultado revisiones y otros estudios cientificos sobre el tema
objeto de estudio. La estrategia de indagacion seguida ha sido la busqueda por internet, con las
bases de datos de articulos cientificos mas importantes, como son PubMed, Google Académico,
Science Direct, PuntoQ, en revistas cientificas (Elservier,..) 0 manuales editados de biologia vegetal
y fisiologia. Se han utilizado las siguientes palabras, solas 0 en combinacion, en espafiol e inglés:
cuticula, cutina, ceras, compuestos alifaticos, biosintesis, genes, frutos, propiedades. EI nimero de
articulos elegidos para este trabajo ha sido de 149 y su eleccion se ha creido oportuna por su
relevancia dentro de la investigacion directa del objeto de estudio, la cuticula, o por aportar datos
interesantes relacionados con ésta, con el fin de poder extraer la informacidn necesaria para cumplir

los objetivos de dicha revision.

Nota aclaratoria: en este TFG las menciones a frutos son siempre referentes a frutos carnosos.




4. RESULTADOS de la Revision Bibliogréafica

4.1  Estructuray composicion de la cuticula vegetal

La cuticula, es la capa protectora externa, que cubre la pared celular de las células
epidérmicas, en todas las partes aéreas de los vegetales, que interacciona con el medio ambiente y
cuya estructura morfologica (en seccion transversal) responde a una cubierta superior de ceras
epicuticulares, seguida de otra formada por diferentes compuestos y que constituyen la capa
cuticular, en la que se observa una matriz lipidica de cutina, que se entrelaza con ciertos
polisacaridos que provienen de la pared celular epidérmica (Leide et al., 2007; Tafolla-Arellano et
al., 2013; Lara et al., 2019) (Fig. 2). A microscopia oOptica (MO), esta capa lipidica se puede

distinguir utilizando colorantes como la safranina y de la familia del sudan (Figs. 3, 5).

J Ceras epicuticulares

‘- || Cutina y ceras intracuticulares (*)
Pared celular

Membrana plasmatica

* capa cuticular

Figura 2. a) Fotomicrografia de microscopia electronica de transmision, en seccion transversal (s.t.), de la pared y
cuticula epidérmica del tallo de Ceropegia fusca (Bolle) (Alfayate y Rodriguez, 2014). b) Dibujo esquematico de la
cuticula en s.t. (Tafolla-Arellano et al., 2013)

El componente principal y mayoritario, de esta capa cuticular, la cutina, se presenta en un
40% y puede llegar hasta el 80% (Dominguez et al., 2010; Yeats et al., 2012) (Fig. 2); se han
empleado diferentes técnicas para su estudio, como espectroscopia infrarroja, la aplicacién de
calculos de dindmica molecular (MD) y andlisis de resonancia magnética nuclear (RMN) de estado
solido, entre otros, y han permitido definirla como una red flexible, amorfa y que presenta en sitios
reticulados ciertas restricciones de movimiento (Dominguez et al., 2010). Se trata de un polimero
formado por acidos grasos de cadena media, y que forma enlaces de tipo éster, con el glicerol y
entre si (Suh et al., 2005; Panikashvili et al., 2007; Lee et al., 2009a). Los &acidos grasos son,
generalmente, de 16 carbonos (C), destacando el &cido 10,16-dihidroxihexadecanoico y su isomero
posicional 9,16-dihidroxihexadecanoico (Bessire et al., 2007; Xue et al., 2017), y en menor

porcentaje, acidos grasos de 18C, entre éstos los acidos 9,10-epoxi-18-hidroxioctadecanoico y



9,10,18-trihidroxioctadecanoico  (Heredia, 2003), encontrdndose en licofitas, helechos,
gimnospermas y angiospermas (Jetter et al., 2006).

Asociadas a la cutina, y como componentes adicionales, se encuentran las ceras o lipidos
cuticulares solubles, bien como ceras intracelulares, incrustadas dentro de la matriz, 0 como ceras
epicuticulares, depositadas en la superficie exterior (Lara et al., 2019) (Fig. 3) y que constituyen
una capa amorfa, microcristalina, con estructuras en forma de hélices, tubulos, cintas, varillas o
placas (Barthlott et al., 1998) (Fig. 2). Las ceras comprenden una mezcla compleja de compuestos
alifaticos de cadena muy larga (VLCFAs: very long chain fatty acid) (20-40C y de 36-70C) (Reina-
Pinto y Yephremov, 2009), entre los que predominan: acidos grasos, alcoholes grasos, alquenos o
los triterpenoides, como por ejemplo, el acido oleandlico (Lara et al., 2019). En A. thaliana, los
alcoholes secundarios y cetonas tienen mayor presencia en los tallos y menor en las hojas (Lee y
Suh, 2015). En las hojas del té destacan, en las tiernas, los VLCFAs, y en las maduras, los
esteroides y triterpenoides (Chen, 2021). Ademas, presenta cafeina (Zhang et al., 2020; Chen et al.,
2021; Zhang et al., 2021) lo que le confiere un doble caracter, hidrofilico y lipofilico, que
contribuye al aumento de la actividad lipoxigenasa aumentando el contenido de jasmonico (JA)
celular (Chen, 2021).

Asimismo, se contemplan los componentes no lipidicos, como son: los polisacaridos (Fig.
3), celulosa, hemicelulosa y pectina principalmente, polipéptidos y compuestos fendlicos como el
acido cumarico y ferulico, flavonoides (en musgos) y fenilpropanoides (Hunt y Baker, 1980;
Kolattukudy, 1981; Baker et al., 1982; Villamil et al., 2019).

Outer cuticular side

Y

cutin

/

Inner cuticular side

Figura 3. a: Representacion esquemaética de los diferentes componentes de la cuticula. b-d. Fotomicrografias de MO, b:
s.t. de tallo de Protea ‘Susara’ tefiido con safranina/verde rapido. c: s.t. fruto de Carica papaya L. con azul de toluidina.
d: s.t. de tallo de C. fusca con sudan Ill. (b-d: imagenes de MC Alfayate)

4.2 Biosintesis de la cuticula vegetal

La biosintesis de los monomeros de cutina se describio en los afios 70 (Kolattukudy, 1981),
aunque hoy en dia sigue sin conocerse en su totalidad. Estos precursores se sintetizan en las células
epidérmicas (Lopez Casado, 2006). Para desarrollar la cuticula, las células van a utilizar gran
cantidad de energia (Tafolla-Arellano et al., 2013). El proceso se inicia en los plastidios, desde aqui,
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se pasa al reticulo endoplasmatico (RE) para ser modificados quimicamente, mediante
hidroxilaciones y/o epoxidaciones, por ultimo, se trasladan hasta la membrana plasmatica y luego
hacia la pared celular y la cuticula (Lopez Casado, 2006). Todo este proceso esta mediado por
enzimas, que se encuentran, en la parte externa de las paredes o en las células epidérmicas y son

dependientes de energia en forma de ATP y de coenzima A (CoA) (Fig. 4) (Samuels et al., 2008).

En este engranaje existe una enzima clave que actGa en la epidermis, denominada CD1
(Cutin Deficient 1), una lipasa/hidrolasa que pertenece a una familia de esterasas/acilhidrolasas
Gly-AspSer-Leu (GSDL) (Segado, 2017). Esta enzima junto a otras, constituye un clado de cutina
sintasas (CUS) (Segado, 2017), con un papel fundamental en la polimerizacién de los &cidos grasos,
concretamente en el proceso de transesterificacion de los precursores, ya que deben permanecer en
forma de hidroxiacilgliceroles. El funcionamiento de esta sintasa es hacer la reaccién en forma de
Bi-Bi Ping-Pong (Jiang et al., 2011), actuando en tres pasos: en un primer paso, CD1 reacciona con
una molécula de 2-mono (10,16)-dihidroxihexadecanoil glicerol (2-MHG) y produce un
intermediario acil-enzima. En segundo lugar, este intermediario vuelve a reaccionar con otra
molécula de 2-MHG, dando un producto dimérico, formandose a su vez en estas reacciones,
oligbmeros cada vez de mayor tamafio (Segado, 2017). Y finalmente, estos oligbmeros
reaccionarian entre ellos y CD1 aceptaria en cada ciclo un grupo acilo proveniente del 2-MHG,
originando un polimero con los diferentes mondmeros de cutina unidos por sus ésteres de glicerol
(Yeats et al., 2014). Para el correcto funcionamiento de CD1, se necesita un pH acido, en torno a 5,
lo que evidencia que esta accion no se lleve a cabo en el RE (pH més préximo a neutro), sino en la

propia cuticula, o incluso en las paredes celulares periclinales y anticlinales (Segado, 2017).

En cuanto a la biosintesis de ceras se presenta en tres etapas; la primera, es la sintesis de
novo de los acidos grasos, y ocurre en los plastos, en la que se une covalentemente, mediante un
enlace tioéster, la proteina transportadora de grupos acilos, la ACP, y la cadena de grupos acilo que
esta en fase de crecimiento. La segunda etapa, corresponde a la elongacion de los acidos grasos,
gracias a un complejo multienzimatico tipo elongasas, en el RE (Kunst y Samuels, 2003; Tafolla-
Arellano, et al., 2013). Y la tercera, el transporte de lipidos desde las células epidérmicas hacia el
exterior de la pared celular, cuyo mecanismo no se conoce completamente, pero los trabajos de
Pighin et al. (2004) sefialaron que los transportadores de membrana que participaban era del tipo
ABC.

Para que se forme la cuticula, lo primero que debe ocurrir es su polimerizacion. En las

primeras etapas del desarrollo de un 6rgano, se forma la procuticula, que es una fina capa inicial de
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lo que serd la cuticula (Jeffree, 2006), y a partir de este momento, se agrega continuamente un
nuevo material. En paralelo a la esterificacion, también puede ocurrir un mecanismo de
autoensamblaje de la cutina, aunque solo se ha observado in vitro. Asi, Skrzydet et al. (2021)
demostraron que los derivados de hidroxilo y los acidos carboxilicos son capaces de crear una
monocapa 2D sobre la mica. Estos mondmeros se unen mediante enlaces de hidrogeno por estos dos
grupos, y se ensamblan de manera que el grupo final reactivo quede orientado hacia la superficie de
la mica y exponiendo el grupo metilo terminal hidrofobico. La estructura de esta capa va a depender
de la posicidn en las que estan los grupos hidroxilo y del nimero de estos. Estos datos sugieren que,
el ensamblaje de esta monocapa puede contribuir a que se desarrollen las procuticulas antes de la
esterificacion (Benitez et al., 2007). De igual modo, también destacan las ceras, que son capaces de
autoensamblarse y formar parte de esta estructura. Por otro lado, y paralelamente, se sabe que existe
la intervencion de cutinsomas, es decir, de unas nanoparticulas lipidicas que se crean en agua o
soluciones polares, derivadas del autoensamblaje de mondmeros de cutina (Dominguez et al., 2015;
Stepinski et al., 2020) (Fig. 4). Estos cutinsomas van a crear un ambiente fisico-quimico que
favorece la propia polimerizacion de monoémeros de cutina sin necesidad de enzimas, y desarrollado
en cultivos in vitro. Estas observaciones permiten proponer un modelo alternativo para el progreso

de cuticulas in vivo, en particular, como el primer paso de la procuticula (Skrzydet et al., 2021).
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Figura 4. a-b. Modelos esquematicos del proceso complementario de biosintesis de cutina por enzimas y por
cutinsomas. b. Detalle de la actuacion de cutinsomas en la formacion de la cuticula en S. lycopersicum. ABCG:
Transportadores tipo ABC de unién a ATP; c: citoplasma; cs: cutinsoma; CUSs: cutin sistetasa; cut: cuticula; DGAT2:
diacilglicerol aciltransferasas; ecw: pared celular externa; GA: aparato de Golgi; GPAT: glicerol-3-fosfatasa-CoA
aciltransferasas; lap: lipasa; Ib: cuerpo de lipidos; 2-MAG: 2-monoacil glicerol; m: mitocondria; ml: lamina media; mt:
microtdbulos; n: nidcleo; no: nucléolo; p: plasmalema; PLD: fosfolipasa D; RE: reticulo endoplasmico; r: ribosoma; v,
vacuola (Stepinski et al., 2020).
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Asi mismo, se ha descrito que, para que se forme la cuticula es necesario la presencia de
vesiculas. Se desconoce la composicidn exacta, pero contienen precursores de cutina y proteinas

relacionadas con el transporte de los componentes (Zhao et al., 2020).

Tras el establecimiento de la procuticula, arriba mencionado, se acumula material nuevo en
esa cuticula existente. Asi, la tasa de deposicion de la cuticula va sufriendo cambios durante el
crecimiento del érgano, por lo que el grosor que va a presentar es el resultado de una interaccion y
un equilibrio, entre la tasa de expansion, entendida como la insercion de un nuevo material en la
cuticula existente orientada hacia el protoplasto, y la tasa de deposicion de la pared celular. Se ha
observado qué en hojas y frutos carnosos, la tasa de deposicion de cuticulas, suelen ser méximas en
las primeras etapas del desarrollo, lo que conlleva a un aumento en el propio grosor de la cuticula
(Skrzydet et al., 2021). Posteriormente, durante el desarrollo, como existen cambios en esas
relaciones de interaccion entre las tasas de deposito y expansion hay diferencias de grosor de la
cuticula, segun la parte de la planta y la especie (Khanal y Knoche, 2017). Asimismo, que exista un
equilibrio dindmico entre el deposito de la cuticula y la expansion de la pared celular es importante
para que se creen crestas cuticulares, caracteristicas, por ejemplo, en la superficie del perianto
(Hong et al., 2017).

En este proceso estan implicados diferentes genes, en los musgos, se encuentran los genes
glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT), necesarios para la biosintesis de cutina, destacando
GPAT4 y GPATS. Estas proteinas que se producen fruto de las aciltrasnferasas presentan una
especificidad de sustrato, teniendo preferencia por las moléculas de 16C (Lee et al., 2019). También
se ha observado un transportador de los componentes de las ceras denominado ABCG7 (Buda et al.,
2013).

En A. thaliana, se han encontrado 9 genes LACS, que interviene en la sintesis de distintos
componentes, y cuyas mutaciones producen alteraciones cuticulares y dafios en la planta (Lu et al.,
2009; Weng et al., 2010; Tang et al., 2019). Asi como genes relacionados con el transporte, el gen
AtMIN7, donde una alteracion da lugar a cambios en los niveles de hormonas como el &cido
abscisico (ABA) o el JA (Zhao et al., 2020).

Respecto a C. sinensis (el té), otro de los ejemplos dentro de las muchas plantas
investigadas, se destaca un aldehido descarbonilasa codificada por el gen CER1, que cataliza la
biosintesis de alcanos en la formacion de la cera cuticular, via VLC. Asimismo, una aciltransferasa
BAHD codificada por DCR necesaria para la formacién de la cutina, y diversos transportadores de

tipo ABC, como ABCG6, ABCG11 0 ABCG32 (Wang et al., 2020).
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4.3  Propiedades de la cuticula vegetal

Existen tres propiedades biofisicas de la cuticula, de amplia trascendencia, y son: la
propiedad hidrica, la propiedad térmica y la propiedad mecénica. Dichas propiedades estan
interconectadas, y tienen un papel clave, por ejemplo, en el caso de las hojas de Clivia (C. miniata
(Lindl.) Regel; Amaryllidaceae), una planta de jardin, que mostro diferencias en la cuticula entre las
hojas jovenes y viejas, causadas por los cambios en la reticulacion de la matriz de la cutina y que
provocaba cambios de permeabilidad al agua (Reynoud et al., 2021), o de los frutos, para conocer

cuales son sus mejores condiciones en el almacenamiento (Lara et al., 2019).

4.3.1 Propiedad hidrica

La cuticula puede funcionar como barrera, pero presenta un problema, no es totalmente
impermeable al agua (Lopez Casado, 2006). Su papel fundamental es, minimizar la pérdida de agua,
desde la propia planta a la atmdsfera (Schonherr, 1982). Este transporte de agua es importante,
existiendo dos direcciones contrarias: la adsorcion, que se realiza del medio que les rodea, y la
pérdida por parte de los tejidos internos (Lara et al., 2019). La adsorcion de agua se relaciona con la
histéresis, es decir, con la capacidad que presenta un material a preservar una propiedad, por lo que,
se determina qué tras ser hidratada, se necesitan condiciones adversas y duras que produzcan la
deshidratacion de esta estructura, siendo los polisacaridos los responsables de este fenémeno (Lara
etal., 2019).

Asimismo, las ceras epicuticulares son las causantes de que la cuticula presente una
reduccion de la permeabilidad (Bukovac, 1981). Dichas ceras se disponen dentro de dominios que
son amorfos o cristalinos, y se unen con compuestos alifaticos que hacen que sean impermeables al
agua (Yeats y Rose, 2013), por lo que, en aquellas situaciones donde se aprecia una reduccion de la
cutina acompafiada de una disminucién de las ceras, existe un aumento significativo de esta
permeabilidad (Girard et al., 2012; Shi et al., 2013).

4.3.2 Propiedad térmica

En estudios sobre la cuticula, se describe que cuenta con un alto calor especifico, siendo
idonea para amortiguar y mantener de manera constante la temperatura en su interior y presentar
una transicion vitrea respecto a esa temperatura fisiologica (Matas et al., 2004). Esta transicion
vitrea refleja un cambio que ocurre entre dos etapas fisicas: una rigida, que seria por debajo de la
transicion y una mas viscosa y liquida y que se encontraria por encima (Matas et al., 2004). Asi se
ha visto que, a bajas temperaturas, la cuticula sufre un proceso de rigidez y es capaz de reducir el

movimiento de las particulas a través de ella, mientras que si aumenta la temperatura se convierte
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en un estado mas fluido, disminuyendo la resistencia de deformacién, aumentado el volumen y
favoreciendo el transporte a traves de ésta (Dominguez et al., 2010).

Como se coment6 al principio de este apartado, existe correlacion entre las distintas
propiedades de la cuticula, asi el estado hidrico afecta a su propiedad térmica. Se ha contemplado
que, cuando existe una humedad alta, la transicion vitrea se muestra a temperaturas mas bajas
(Matas et al., 2004, Stark et al., 2008). Por lo tanto, los cambios que ocurren a nivel de estructura
de la cuticula, que se producen a temperaturas que estdn por encima de la transicion vitrea,
minimizan la capacidad de actuar como barrera del agua, ademas de qué al mismo tiempo, el agua

es capaz de reducir la temperatura a la que se produce esta transicion (Lopez Casado, 2006).

4.3.3 Propiedad mecanica

La cuticula es apta como soporte estructural que resiste a determinadas fuerzas,
principalmente de tension (Wiedemann y Neinhuis, 1998), mostrando un comportamiento bifasico,
de modo que, a tensiones bajas, se comporta de una manera mas elastica, capaz de producir una
deformacion instantdnea y de volver a recuperar las condiciones iniciales tras ser eliminada la
tension (Lara et al., 2019), y cuando las tensiones aumentan, la deformacion es viscoelastica, y
dependiendo del tiempo en el que se produzca, la mayoria de las veces, serd irreversible (Khanal y
Knoche, 2017). Se necesita un umbral que pueda limitar ambos comportamientos, y cuanto menor
sea ese umbral, con mayor facilidad se producira la deformacion de la cuticula y menor sera la
fuerza necesaria para romperla (Lara et al., 2019). Entre los componentes cuticulares y que
repercutan en cambios en esta propiedad se encuentran: la fraccion de polisacaridos, que da lugar a
la elasticidad, provocando la reduccion y el aumento del esfuerzo para producir la rotura (Lara et
al., 2019); las ceras, principalmente las intracuticulares, que provocan el endurecimiento de la
cuticula y, en algunos casos, también aumentan el estrés de rotura (Khanal et al., 2013; Tsubaki et
al., 2013); y por ultimo, los compuestos fendlicos, que aportan rigidez, aumentando el esfuerzo que
se debe realizar para provocar la rotura, reduciendo la deformacion y aumentando la fase elastica
(Espaiia et al., 2014).

El agua interactta con esta propiedad, como agente plastificador, ya que se puede entrelazar
entre las cadenas y los grupos funcionales, y causa la disminucion de la interaccidn que existe entre
estos componentes, para dar un material con caracteristicas viscoelasticas (Lopez Casado, 2006).
Por otro lado, el aumento de la temperatura también desencadena este efecto (Matas et al., 2005).

4.4  Funciones de la cuticula vegetal
La cuticula muestra diversas funciones relacionadas con las propiedades ya mencionadas.

Entre estas funciones y clave de esta estructura es evitar la pérdida de agua, para poder sobrevivir
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en los ambientes de escasez (Dominguez et al., 2017). Por ello, tanto la cuticula, como los estomas,
muestran una gran importancia, pues regulan la transpiracion en los vegetales y el transporte de
gases y solutos (Schreiber, 2010; Dominguez et al., 2017).

La cuticula desarrolla un papel termorregulador (Casado y Heredia, 2001) como se ha
comentado en las propiedades, y de barrera de proteccion, activando mecanismos de defensa frente
a patégenos (Aragon et al., 2017), siendo un lugar de interacciones moleculares tanto entre la planta
como por los organismos atacantes (Arya et al., 2021). En este sentido, determinados componentes
de la cuticula, como la cafeina, ya mencionado en este TFG, promueven un aumento de enzimas
que conducen al incremento hormonal del JA lo que produce una mayor resistencia contra los
microorganismos y herbivoros (Chen, 2021).

Por otro lado, la presencia de ceras epicuticulares y los compuestos fendlicos, dan
proteccién, controlan y mitigan la sorcién de la luz UV (Pfiindel et al., 2006; Dominguez et al.,
2010). Ademas, es fundamental para vigilar el desarrollo de los 6rganos, evita su fusiéon y los
mantiene separados (fasciacion) (Nawrath, 2002; Renault et al., 2017), y en la ruptura que puedan
sufrir los tejidos (Dominguez et al., 2017). También, minimiza el impacto del estrés abiotico, por lo
que se modifican y realizan determinados cambios, y para resistir recurren a la evitacion (implica
cambios internos para que la célula esté en un estado normal aunque en el medio externo existan
condiciones estresantes) y la tolerancia (la planta desarrolla mecanismos que le permita vivir
aunque esté estresada internamente y externamente) (Shepherd y Wynne, 2006), siendo uno de los
mecanismo mas utilizados para esta resistencia la retencion de agua.

Por ultimo, gracias a la gran cantidad de cristales de cera epicuticulares, se ha creado un
mecanismo de autolimpieza denominado “efecto loto” (Koch y Barthlott, 2009; Yeats y Rose,
2013), que consiste en, liberar a la superficie de la acumulacion de polvo, para permitir asi la
entrada de la luz solar y realizar mayor fotosintesis. Esto se crea gracias a las bolsas de aire que se
forman en las ceras epicuticulares y que se disponen debajo de las gotas de agua, lo que permiten
que estas rueden hasta el suelo, llevandose consigo particulas y desechos innecesarios para la planta
(Yeats y Rose, 2013). Este efecto es contrario a lo que ocurre en los pétalos de rosas, en cuya
superficie existe un teselado irregular de regiones hidrofilicas e hidrofobicas intercaladas, que
inducen que esas gotas de agua al ser de caracter polar, se unan y exista asi una interaccion entre
estas y la superficie, siendo crucial en el vegetal. Este efecto es de gran interés para la ciencia y la
industria ya que, pueden realizarse aerosoles o pulverizaciones foliares de ciertos productos
agroguimicos, ademas de ser, para las plagas y enfermedades, un punto de entrada (Fernandez y
Colchero, 2022).

14



4.5 La cuticula en los frutos carnosos

4.5.1 Estructuray composicion de la cuticula en los frutos carnosos

La cuticula en los frutos carnosos presenta ciertas caracteristicas Unicas, y les rodea de
manera hidrofébica. En general, los componentes cuticulares son de la misma clase que la de los
Organos vegetativos, aunque muestran diversidad de composicion en las ceras de diferentes especies
y cultivares de frutos (Trivedi et al., 2019), siendo los triterpenoides los que se localizan
principalmente en los frutos (Szakiel et al., 2012) frente a los alcanos mas comunes en otros
organos de las plantas.

La composicion de las ceras afecta al grosor de la cuticula, y a su vez, a la tasa de
transpiracion del agua (Riederer y Schreiber, 2001), asi, en este sentido, los triterpenoides y los
esteroles permiten la entrada del agua a la cuticula de los frutos, mientras que, los alcanos y los
aldehidos aumentan la impermeabilidad a ésta (Vogg et al., 2004; Leide et al., 2007; Parsons et al.,
2012; Wang et al., 2014; Moggia et al., 2016).

En la cuticula de los frutos se ha observado también la matriz lipidica denominada cutan,
una estructura de dominios aromaticos y ésteres de pocos atomos de carbono y que provoca la
resistencia a una degradacion quimica de la matriz polimérica y que puede combinarse con la cutina
(Dominguez et al., 2010). Ademas, las proporciones de ciertos componentes como las ceras o la
cutina pueden sufrir variaciones, asi como la disposicion e incorporacién de estos en la biosintesis,
dando lugar a ciertas modificaciones (Lara et al., 2019).

La cuticula muestra un papel endurecedor de las paredes celulares, ya que presenta un
modulo elastico mayor que el que existe en el tejido de la cascara y, por otro lado, presenta un
comportamiento opuesto en cuanto al trabajo de fractura, es decir, a la cantidad que es necesaria de
energia para que se produzca una fisura. Todo esto nos permite determinar que, existe conexion
entre estas dos estructuras, donde las paredes celulares son capaces de fortalecer la cuticula porque
soportan mejor el agrietamiento y la cuticula por sus propiedades, favorece el endurecimiento de la
pared (Guignard, 2019).

4.5.2 Caracteristicas de la cuticula en diferentes estados de desarrollo del fruto carnoso

Los frutos presentan tres fases basicas en su formacion, y se corresponden con: crecimiento
(cuajado, el paso de flor a fruto), desarrollo y maduracion, seguido de la abscision (Alba et al.,
2005). Durante el crecimiento de los frutos, el contenido de ceras epicuticulares aumenta, al
incrementarse, de manera continua, la deposicion de los materiales (Petit et al., 2007). Dichas ceras
se acumulan en forma de laminillas aplanadas, qué con el paso del tiempo, se convierten en unas

laminas méas duras y quebradizas, las cuales en la maduracion se rompen y forman agregados muy
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pequefios, por lo que disminuye su funcion como barrera protectora (Wiedermann y Neinhuis,
1998). Este modelo ha permitido determinar que la formacién de la cuticula es de tipo “capa
fisurada” (Barthlott et al., 1998). Asimismo, durante el crecimiento, la cutina también muestra un
comportamiento similar a estas ceras representando hasta un 60-80% de la masa total de la cuticula
y el cutén al ser otra matriz lipidica, también sufre un aumento en esa etapa (Petit et al., 2007). La
deposicion de la cuticula termina durante una determinada etapa del desarrollo, en la transicion
entre el crecimiento y la maduracion (Lara et al., 2015), provocando por cada unidad de superficie
una reduccidén de esta estructura. La cuticula actia como soporte mecanico en la etapa de
maduracion, ya que las paredes celulares no son capaces de soportar la presion interna. Esto hace
que, en esta etapa, al ser vulnerables y no poder seguir con la deposicidn de ceras en el proceso de
expansion, se formen macro o microfisuras que producen a su vez infecciones y movimientos de
entrada y salida de agua descontrolados (Trivedi et al., 2019). Se apunta que, el grosor de la cuticula
se incrementa hasta el momento de la cosecha, con pequefias variaciones en el tiempo y entre
especies (Jeffree, 1996; Knoche et al., 2004; Rogiers et al., 2004; Petit et al., 2007).

Por otro lado, existen otros cambios, diferentes al grosor, que se relacionan con los
componentes de la cuticula, entre los que encontramos: las infecciones provocadas por patdgenos,
los dafios a nivel mecanico, la resistencia hacia los cambios de permeabilidad al agua (Petit et al.,
2007), y las alteraciones a la difusion de gases (Jeffree, 1996; Knoche et al., 2004; Rogiers et al.,
2004). Cuando el fruto ya es almacenado, la ultraestructura de la cuticula vuelve a tener cambios,
presentando el aspecto de una placa con deposicion de granulos irregulares cristalinos, que se van
acrecentando en numero y en tamafio con el paso del tiempo. De igual modo, los frutos de los
cultivares pueden manifestar diferencias relacionadas con caracteristicas intrinsecas a los cultivares,
ya que éstos estan sometidos a condiciones ambientales, a la edad de las plantas y al manejo del
cultivo (Petit et al., 2007).

4.5.3 Caracteristicas de la cuticula en citricos, manzana, tomate y mango

a. Citricos (Citrus sp.; familia Rutaceae)

Entre los citricos, sobresalen la naranja, el limon, el pomelo, y la mandarina, en la
investigacion a nivel de la cuticula. En general, presentan una reduccion de cutina de
aproximadamente un 20% respecto a la que podia existir en las cuticulas de las hojas, y los
monomeros con mayor porcentaje son los dihidroxi de 16C (Lara et al., 2015) (Fig 5). En la
naranja, cuando se encuentra en estado maduro, los triterpenoides son el componente de la cera mas
abundante y presenta, ademas, un alto porcentaje de aldehidos, al igual que en el limon (Nawrath y

Poirier, 2008). En el pomelo, el monémero de cutina mas predominante es el acido 16-hidroxi-10-
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oxo (Lara et al., 2015), los terpenoides y los aldehidos conforman las ceras epicuticulares, aunque
muestran ciertas diferencias debido a la posicién en el dosel foliar (McDonald et al., 1993), lo que
permite apoyar la hipétesis de que las condiciones ambientales son capaces de provocar cambios en
la cuticula e influyen en el desarrollo del fruto. En las mandarinas existen diferencias segun la
posicion de los frutos en la copa, y destacan los monomeros de 16 carbonos (dihidroxi 16C y o-
hidroxi oxo 16C) (Lara et al., 2015).

b. Manzana (Malus domestica; familia Rosaceae)

Los estudios de la cuticula de la manzana muestran que existe un aumento de mas de un
120% de los &cidos grasos Yy los alcoholes, debido a la deposicion de ceras cuticulares y el aumento
de produccién de etileno que se llevan a cabo en el proceso de maduracion. Las variedades de
manzanas mas estudiadas han sido ‘Dougherty’, ‘Granny Smith’ y ‘Sturmer’. En general, todas las
manzanas presentaban ceras superficiales (Fig. 5), aunque se diferencian en los alcoholes, el n-
hexacosanol (26C) predomina en ‘Sturmer’ (Nawrath y Poirier, 2008), mientras que para las
variedades ‘Dougherty’ y ‘Granny Smith’ destaca el n-tetracosanol (24C). Asimismo, se observa
qué relacionado con las ceras, ‘Sturmer’ presenta un mayor contenido de hexadecanoico y menor
contenido de acido octadecadienoico respecto a las otras dos variedades (Lara et al., 2015). Por otro
lado, y relacionado con la cutina, el 73% del total de los monémeros en ‘Golden Delicious’ estan
representados por la clase de mondmeros de 18C hidroxilados (Espelie et al.,1979), vinculandolo
con la tasa de expansion de diferentes 6rganos. Todas las variedades presentan bajos porcentajes de
cutan (Lara et al., 2015).

c. Tomate (Solanum lycopersicon; familia Solanaceae)

En el tomate predominan los alcanos de cadena muy larga, los triterpenoides (Vogg et al.,
2004; Leide et al., 2007; Petit et al., 2014) y el mondémero de cutina de 16C, el acido 10,16-
hidroxiécido, el cual representa alrededor del 74% del total de los monémeros de esta estructura
(Lara et al., 2015). Ademas, presenta una gran cantidad de flavonoides, componente muy
importante durante la maduracion del fruto, no asi en las hojas de la planta, cuyo porcentaje
disminuye (Lara et al., 2019). Por otra parte, el contenido de cera cuticular presente en los tomates
silvestre es siete veces mayor que en los tomates cultivados, diferenciandose en los ésteres de cera e

isdmeros triterpenoides (Fig. 5) (Lara et al., 2015).

d. Mango (Mangifera indica; familia Anacardiaceae)
En el mango destacan ‘Tommy Atkins’, ‘Keitt’ y ‘Kent’, en los tres cultivares, la estructura

de la cera es de “tipo amorfo”, ya que desde el inicio de su formacion se dispone de manera plana,
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continua, interrumpida Unicamente por las lenticelas (Barthlott et al., 1998). Segin esta
conformacion, la principal funcion es evitar la pérdida de vapor de agua (Petit et al., 2009). En la
etapa de crecimiento, con un porcentaje alrededor del 60%, el componente que mayor proporcion
muestra de la cera epicuticular son los alcanos, en la etapa de cosecha existe mayor proporcion de
acidos grasos y menos de los alcoholes grasos y, en cambio, durante el almacenamiento del fruto,
aumentan los alcanos y alcoholes, y disminuyen los acidos grasos (Petit et al., 2009).

Con respecto a la cera intracuticular, en la formacion del fruto, con un 70% aproximadamente, estan
los acidos grasos, pero en la fase de crecimiento, estas fracciones cambian segun los cultivares, en
‘Tommy Atkins’ existe una mayor cantidad de acidos grasos, a diferencia que en el ‘Kent’ donde
este contenido aumenta hasta el momento de la cosecha, pero cuando se produce el
almacenamiento, disminuye (Petit et al., 2009). También difieren para los alcanos, con una
disminucion en los cultivares ‘Kent” y ‘Tommy Atkins’, y aumento en ‘Keitt’ (Fig. 5) (Petit et al.,
2009).

Figura 5. Fotomicrografias de MO (a y b) y ME de barrido (c y d) de la cuticula de diferentes frutos carnosos. a. S.t. de
la superficie de M. doméstica con Sudan 1V. b. S.t. de la superficie de S. lycopersicum tefiido con Qil red. (Yeats et al.,

2012; Tadeo, 2003) c. Cuticula de un fruto maduro de C. reticulata ‘Fortune’. d. Cuticula de M. indica ‘Keitt’.
(Lashbrooke et al., 2015; Petit et al., 2007).

4.5.4 Genes implicados en la biosintesis de la cuticula en citricos, manzanas, tomates y
mangos

a. Genes en los citricos

En los citricos se han identificado ciertos genes implicados en el proceso de biosintesis de
las ceras epicuticulares, destacando los genes CsCER1, CsCER3, CsCER26 y CsCER4/ FARS3; el
transporte de los componentes necesarios para la sintesis de cera, con la presencia de CSABCG11/
WBC11 y CsABCG12/ WBC12; y los genes involucrados tanto con la transcripcién como en la
regulacién postranscripcional, como son CsCD2 y CsCER7 respectivamente (Romero y Lafuente,
2022).

Los genes de la biosintesis codifican para una acil reductasa grasa (FAR), que ejerce un
papel clave en la produccion de alcoholes grasos primarios, ademas de sintetizar para una
descabonilasa-VLC, la cual interviene en la formacién de alcanos (Bernard y Joubés, 2013; Wang et

al., 2016). Por otro lado, también se comprobd estudiando la relacién entre el gen CsCER3 vy el
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etileno, que existia una redireccion de la biosintesis de cera epicuticular, es decir, segun el tiempo
de exposicion (largo o corto plazo) de la hormona etileno, habia un efecto en este gen y sobre
CsCER7 y CsCD2, lo que permitia determinar que CSCER7 y CsCD2 regulaban a CsCER3, y por
tanto, se modificaba el metabolismo de los alcanos en los citricos (Romero y Lafuente, 2022). En
cuanto a CsCER1, actla catalizando la biosintesis de alcanos para obtener estos componentes con el
menor numero de atomos de carbono (Wang et al., 2015). Asimismo, se ha podido comprobar que
los componentes de las ceras guardan una alta correlacion con el ABA, y se observo que esta
hormona participaba en la sintesis de cera y activaba genes como CER1 o CERS3, y que ademas en
los promotores de éstos, presentaban un elemento de respuesta a la hormona (Wang et al., 2015).
Por Gltimo, se determind gracias a la correlacion positiva entre la transcripcion de CER26 y la
deposicion de VLCFA, que este gen codifica el alargamiento de los &cidos grasos de cadena larga
(Wang et al., 2015).

En lo que se refiere al transporte de los componentes, se comprob6 que estos se desplazaban
a través de los transportadores CSABCG11/ WBC11 y CsABCG12/ WBC12 desde la propia célula
hasta el apoplasto, y que se encontraban influenciados por el etileno y controlados por genes
reguladores como CsCD2 y CsCER7 (Romero y Lafuente, 2022).

b. Genes en la manzana

En estudios realizados en biosintesis de cuticulas de manzana, se han identificado dos
regiones gendmicas ubicadas en los cromosomas 2 y 15. Ambos cromosomas provienen de un solo
cromosoma ancestral y que tras numerosos acontecimientos de emparejamientos y duplicacion
cromosomica facultaron diferenciarse en dos (Lashbrooke et al., 2015), lo que permite que las
especies generen variaciones dentro de su propio metabolismo (Mihlhausen y Kollmar, 2013). En
el cromosoma 2, se reconocen genes relacionados con la traccién (propiedad que describe la
elasticidad), y en el cromosoma 15, se localizaron genes que afectan a la tension, ambos parametros
participan en la fuerza que se desarrolla en la cuticula. Segun esto, parece, que los genes
encontrados en el cromosoma 2 se relacionan méas con el progreso para tener un mejor tejido, y los
del cromosoma 15, son la causa principal de que falle la cuticula (Lashbrooke et al., 2015).

Igualmente, en el cromosoma 2 se identifican: un ortdlogo de AtWSD11, que participa en la
sintesis de los ésteres de cera en Arabidopsis, y que es imprescindible para evitar que se unan
6rganos a consecuencia de una cuticula malformada (Takeda et al., 2013); un ort6logo del gen de
sintesis de acidos grasos AtKAS1 (Wu y Xue, 2010); un ortélogo de AtCER1, una aldehido
descarbonilasa (Bourdenx et al., 2011) que participa también en la formacion de la cera de la
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cuticula y presente también en Arabidopsis (Bourdenx et al., 2011; Bernard et al., 2012; Wang et
al., 2015); y dos genes de aciltransferasa BAHD, los cuales se involucraban en la biosintesis de
polimeros de cutina y suberina (Lashbrooke et al., 2015). En relacién con el cromosoma 15, se
determinan: un ortdlogo AtKCS11, que interviene en la biosintesis de acidos grasos de cadena muy
larga (Blacklock y Jaworski, 2006) y MdSHNS3, un factor de transcripcion del dominio APETALA2
(AP2) (Aharoni et al., 2004; Broun et al., 2004; Shi et al., 2013). Este MdSHN3 muestra una gran
importancia en la cuticula, ya que regula positivamente la deposicion de ésta y el grosor posterior,
gracias a su control transcripcional de esos genes diana responsables de la biosintesis de la cuticula
(Shi et al., 2013).

c. Genes en el tomate

Muchos son los genes que participan en la biosintesis de la cuticula de los frutos en el
tomate. Una familia ha presentado un interés considerable, las proteinas de la familia GDSL-lipasas
(Girard et al., 2012). Estas son sintetizadas como preproteinas, las cuales presentan péptidos que
actlan como sefiales y que tienen como finalidad facilitar la exportacién que se produce hacia el
medio extracelular. La GDSL-lipasa presenta un papel clave en la propia polimerizacién
extracelular y/o el entrecruzamiento que se produce con los mondémeros de cutina, e incluso puede
ser que esté involucrada en el entrecruzamiento entre la cutina y la pared celular. Proteinas de esta
familia GDSL-lipasa, encontradas en la cutina, son: SGN-U585129, SGN-U583101 y SGN-
U579520 (Girard et al., 2012) y un péptido denominado GDSL1 (Yeats et al., 2010).

GDSL1 es una proteina extracelular que se expresa en el exocarpo de los frutos en
desarrollo, localizada en el interior de la propia matriz cutinizada y ausente en la pared celular no
cutinizada (Girard et al., 2012). El gen que produce esta enzima se relaciona con la deposicién de la
cutina y concretamente con el grosor de ésta. Se observé en lineas de tomates con silenciamiento de
este gen, una disminucién del grosor de la cuticula, que se reducia, dependiendo del nivel del
silenciamiento, el contenido de mondmeros de cutina, lo que conlleva a que este gen y su
silenciamiento, afecta a la biosintesis de cutina y cera, y su efecto era mas sobresaliente en los
frutos maduros (Girard et al., 2012). Por otro lado, también se determind que este silenciamiento
solo afecta a la cuticula, no tiene un efecto pleiotrdpico, ni en el desarrollo en las plantas, ni en el
resto del fruto (Girard et al., 2012). La enzima GDSL1 (lipasa), situada en la matriz de la cuticula,
funciona en un entorno empobrecido en agua, hidrofobico (Klibanov, 2001), y en estas
circunstancias cataliza la reaccion de poliesterificacion de hidroxiacidos grasos. Asimismo, esta
localizacion de GDSL1, también le permite tener una actividad de transesterificacion, siendo capaz

de llevar a cabo la reaccion contraria de esta lipasa (Girard et al., 2012). Se conoce que los ésteres
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monoglicéridos y los oligdbmeros son precursores en el proceso de transesterificacion y que pueden
participar en los transportadores ABC responsables en la deposicion de la cutina (Bird, 2008; Yang
et al., 2010; Panikashvili et al., 2011). Por otro lado, estas acil hidrolasas pueden influir en la
germinacion de la semilla (presenta actividad hidrolitica) (Clauss et al., 2008; Updegraff et al.,
2009), actuar como defensa contra los patégenos (Oh et al., 2005; Kwon et al., 2009; Lee et al.,
2009b), y responder al estrés abiotico (Hong et al., 2008; Zhou et al., 2009).

En esa misma linea, otro de los genes resefiados es TAGL1. Varios autores como Vrebalov
et al. (2009) y Giménez et al. (2010) sefialaron un papel clave de este en el desarrollo de la cuticula,
influyendo en la formacion de los frutos, y que la mayor acumulacion de las propias transcripciones
de TAGLL1 se aprecian en la antesis y en la etapa de la maduracion de los frutos. Su expresién se
detecta en el colénquima y parénquima del pericarpo, y ademas se observan cambios en el tamafio y
distribucion de las células segun el estado del gen (Matas et al., 2011). Posteriormente, Giménez et
al. (2015) en estudios de sobreexpresion y silenciamiento del gen, observan qué la actividad
transcripcional de TAGL1 va a influir en la composicién bioguimica y en las propiedades
biomecanicas, asi la sobreexpresion del gen induce un aumento en los componentes de la cuticula,
mientras que su represion conlleva una disminucion significativa de la cantidad de la misma, asi
como de sus componentes, entre ellos, los compuestos fendlicos. En este sentido, los genes de
flavonoides, CHS1 y SIMYB12, presentan poca expresién cuando TAGL1 estd coercitivo,
demostrando el papel de TAGL1 como represor de la biosintesis de lignina en frutos de tomate.
Esta regulacion negativa, podria llevarse a cabo bien, por un bloqueo directo de los genes de la via

de fenilpropanoide/lignina, o bien, por un control indirecto de la via de los flavonoides.

d. Genes en el mango

En el mango se ha analizado la expresion de diferentes genes que participan en la formacion
del fruto, entre ellos un factor transcripcional que aparece unido a la cuticula y que coopera en
respuestas inducidas por estrés ambiental y por patégenos. Dicho gen se habia identificado
previamente en A. thaliana, denominado AtSHN1/WINL1 y que pertenecia a la familia del dominio
AP2, donde su expresion genera enzimas que elongan los acidos grasos y crean compuestos
alifaticos (Tafolla-Arellano et al., 2017). En el mango se nombré6 como MiIWIN1/SHN1
(MINO047952), y cuya expresion aumenta en el periodo de almacenamiento del fruto (Tafolla-
Arellano et al., 2017). Ademas, se identific6 MiCD2 (MINQ74277), el cual tenia como funcion
participar en la regulacion de la biosintesis de la propia cutina. Este presenta una baja expresion en

las etapas temprana e intermedia del desarrollo del fruto mientras que, aumentaba durante el
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almacenamiento (Tafolla-Arellano et al., 2017). En cuanto a la biosintesis de cera, el gen CER1
codifica para una enzima, aldehido descarbonilasa, que contribuye a la conversion de aldehidos de
cadena larga en alcanos, un paso clave en la biosintesis de la cera (Bourdenx et al., 2011).

Como ya se ha comentado en este TFG, para que se produzca la sintesis de la cuticula es
necesario el transporte de lipidos a través de la membrana plasmatica y de la pared celular, dicho
transporte es realizado por unos transportadores ubicados en la membrana plasmatica de las células
epidérmicas, en el caso del mango, este transportador se designé MiWBC11 (MIN106958), el cual,
se encuentra mas reprimido en las etapas tempranas e intermedias del desarrollo de la fruta, y va en
aumento durante la maduracién y el almacenamiento (Tafolla-Arellano et al., 2017).

Al igual que en caso del tomate, también se observan enzimas con motivos GDSL, como la
cutina sintasa, y que en el mango se llama MiCUS1 (MINO010966), la cual muestra una alta

expresion durante el desarrollo temprano de la fruta (Tafolla-Arellano et al., 2017).

455 Bioactividad y utilizacion de la cuticula de los frutos carnosos

La cuticula en los frutos, cumple las funciones ya descritas, y ademas, favorece la dispersion
de la semilla y mantiene el sabor (Lara et al., 2019). Entre esas funciones cuticulares, se destaca la
defensa contra los patégenos (Comménil et al., 1997; Saladié et al., 2007; Shi et al., 2013), y como
la propia cuticula cambia en determinadas situaciones, asi, la naranja o el pimiento (Capsicum
annuum L.) responden a las infecciones fungicas con un aumento del grosor (Kim et al., 2004). El
tomate, cuando es atacado por determinados hongos como Colletotrichum gloeosporioides activa
genes que incitan la formacion de cera cuticular (Alkan et al., 2015). En cambio, las uvas (Vitis
vinifera L.) infectadas por Botrytis cinerea acumulan acidos grasos saturados de cadena larga para
protegerse de ellos (Agudelo-Romero et al., 2015). Esto muestra la plasticidad de adaptacién de la

cuticula ante diferentes patdgenos.

En otro orden, se ha determinado que las cuticulas podian tener un papel beneficioso para el
ser humano, ya que los triterpenoides aislados de las cascaras de manzana ejercian una actividad
que evitaba que las células cancerosas humanas (higado, colén y mamarias) aumentaran (Trivedi et
al., 2019). Asimismo, se les atribuye un papel positivo en los procesos antiinflamatorios,

antimicrobianos y cardioprotectores (Dzubak et al., 2006; Szakiel et al., 2012).

En cuanto al comercio, las cuticulas, por sus componentes, son una alternativa para las ceras
que se producen de manera artificial, gracias al aprovechamiento de ese material no utilizado en las
industrias, como pueden ser las cascaras, cuando se emplean los frutos para la produccion del zumo
(Li et al., 2015). Las ceras cuticulares pueden ser fuente de numerosos productos industriales

biodegradables o de compuestos bioactivos aprovechados en farmacia, cosmética, empaques,
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nanorrecubrimientos y en la alimentacion (Tedeschi et al., 2018). Gracias a la inexistente toxicidad
y alta biodegradabilidad, se muestra como opcion de reemplazo de los plésticos que tienen como
base el petréleo, ya que los mondmeros de cutina son una opcion para dar lugar a estos plasticos

unicos biodegradables (Dominguez et al., 2017).

5 CONCLUSIONES

Una vez recopilada y examinada la informacion expuesta en el presente TFG, el analisis de

los resultados bibliograficos ha permitido llegar a las siguientes conclusiones:

- La cuticula vegetal es un biopolimero lipidico que cubre los 6rganos aéreos no lefiosos de las
plantas terrestres, que se desarrollé6 como estructura protectora, durante la colonizacién de la Tierra,
y consta de dos capas principales, la mas interna, la cutina, unida a la pared celular y formada por
16C y 18C vy sus derivados oxigenados, y la capa mas externa, ceras cuticulares, compuesta por
acidos grasos de cadena muy larga y sus derivados.

- La cuticula va a modificar su grosor, su composicién, su estructura, dependiendo de las
especies de plantas, 6rganos, etapas de desarrollo y factores ambientales.

- La biosintesis de la cuticula ocurre en las células epidérmicas, en la que predominan rutas
enzimaticas, la cutin-sintetasa (CD1) y paralelamente, mecanismos no enzimaticos como los
cutinsomas.

- Las plantas evolutivamente distantes, comparten genes que juegan un papel esencial en la
sintesis de esta estructura.

- Mantener el contenido hidrico es esencial para las plantas y la cuticula tiene un papel relevante
en esta funcion, ademas de participar en otras como la proteccion frente al estrés abidtico y biotico,
termorreguladora o autolimpieza.

- En los frutos carnosos, la cuticula es un aislante lipidico dindmico que cambia en respuesta a
las etapas de desarrollo y las caracteristicas ambientales. Su composicion va a variar segun las
distintas especies y cultivares de frutos, influyendo en el mantenimiento de la calidad y vida pos-
cosecha, e incluye respuestas al ataque de patdgenos y en el desarrollo de trastornos fisiologicos.

- El conocimiento de la cuticula contribuye a dilucidar mecanismos que suministren
herramientas para evitar la pérdida de agua y una mejor adaptacion de las plantas a la sequia, y mas
aun en plantas productoras de frutos carnosos, que impulsard esta importante actividad

agroecondmica.
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CONCLUSIONS

Once the information presented in this TFG has been collected and examined, the analysis of the

bibliographic results has allowed us to reach the following conclusions:

- The plant cuticle is a lipid biopolymer that covers the non-woody aerial organs of land plants,
which developed as a protective structure during the colonization of the Earth, and consists of two
main layers, the innermost, the cutin, attached to the cell wall and formed by 16C and 18C and their
oxygenated derivatives, and the outermost layer, cuticular waxes, composed of very long chain fatty
acids and their derivatives.

- The cuticle will modify its thickness, its composition, its structure, depending on the species of
plants, organs, stages of development and environmental factors.

- Cuticle biosynthesis occurs in epidermal cells, in which enzymatic pathways predominate,
cutin-synthetase (CD1) and, in parallel, non-enzymatic mechanisms such as cutinsomes.

- Evolutionarily distant plants share genes that play an essential role in the synthesis of this
structure.

- Maintaining the water content is essential for plants and the cuticle plays an important role in
this function, also it participates in other functions such as protection against abiotic and biotic
stress, thermoregulation or self-cleaning.

- In fleshy fruits, the cuticle is a dynamic lipid insulator that changes in response to
developmental stages and environmental characteristics. Its composition will change according to
the different fruit species and cultivars, influencing the maintenance of quality and post-harvest life,
and includes responses to pathogen attacks and the development of physiological disorders.

- Knowledge of the cuticle contributes to elucidate mechanisms that provide tools to prevent
water loss and a better adaptation of plants to drought, and even more so in plants that produce

fleshy fruits, which will boost this important agroeconomic activity.
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