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CONSIDERACIONES GENERALES EN LA OBTENCION,
CARACTERIZACION E IDENTIFICACION DE LOS

OLIGOGALACTURONIDOS

Yuliem Mederos®y Josefa Hormaza

ABSTRACT. Oligogaacturonidesare pectic oligosaccharides
derived from the polygalacturonic acid. They have a high
biological activity, which is closely related to their
polymerization degree. This paper presents the general
aspectsinvolved for obtaining, identifying and characterizing
oligogalacturonides. It also deals with the main methods
currently used for oligogalacturonide identification and
characterization, the capillary and gel electrophoreses stan-
ding out recently, as well as different effects they have on
plants.
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RESUMEN. Los oligogalacturénidos son oligosacéridos
pécticos derivados del &cido poligalacturénico. Tienen una
elevada actividad biol 6gica muy relacionada con el grado de
polimerizacion que estos presenten. En este trabajo sereflejan
| os aspectos general es involucrados en la obtencion, identifi-
caciény caracterizacion de los oligogal acturénidos. Se abor-
dan los principales métodos que se emplean en la actualidad
parasu identificacion y caracterizacién, destacandose recien-
tementelaelectroforesiscapilary engel, asi comolosdisimiles
efectos que los oligogal acturénidos ejercen en las plantas.
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INTRODUCCION

El creciente desarrollo de la agri-
cultura ha favorecido la demanda de
nuevos productos de origen natural, que
permitan el incremento de las produc-
ciones agricolas, beneficien el desarro-
llo de los cultivos y no sean factor de
contaminacion del medio ambiente.

Las nuevas investigaciones su-
gieren el empleo de productos
bioactivos, como sustitutos de los
productos de origen quimico, dados
los efectos beneficiosos que estos
ejercen en las plantas, tales como
la induccion de mecanismos defen-
sivos y estimulacion del crecimiento
vegetal, siendo una de sus ventajas
fundamentales no ser dafiinos a las
plantas ni al medio ambiente (1).
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Los oligogalacturénidos estan
entre las oligosacarinas mas estu-
diadas; su actividad biolégica depen-
de de la estructura quimica del
oligosacérido y su concentracion en
el medio celular. Se ha demostrado que
estan involucrados en los mecanismos
de regulacion de diferentes procesos
relacionados con el crecimiento, de-
sarrollo, la maduracion e incluso
organogeénesis de las plantas ( 2).

Estos pueden obtenerse a par-
tir de la hidrdlisis 4cida o enzimatica
del acido péctico. Se consideran
oligosacaridos lineales de unidades
de &cido D-galacturdnico unidos por
enlaces del tipo o (1-4) y han sido
estudiados tanto por la respuesta
bioldgica que desencadenan en las
plantas, en dependencia de su gra-
do de polimerizacién, como por la
posibilidad de permitir la elucidacion
de la estructura de la pectina, me-
diante el estudio de la obtencidn, se-
paracién y cuantificacién de los
oligogalacturonidos metilesterificados.

En este trabajo se abordan los
aspectos fundamentales sobre la
obtencién, deteccién y cuantificacion
de los oligogalacturénidos, y se ar-
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gumentan los efectos que estos ejer-
cen en las plantas, dada la actividad
biologica que manifiestan.

ASPECTOS GENERALES

Los oligogalacturénidos son
oligébmeros lineales de unidades de
acido D-galacturénico unidos por
enlaces del tipo o (1-4). La estructu-
ra mas estable del anillo pirandsido
del &cido D-galacturdnico es la con-
formacion de silla“C (3).

Los enlaces glicosidicos entre
los carbonos ubicados en las posi-
ciones unoy cuatro se presentan en
la posicién axial-axial. El nimero de
restos de D-galacturonatos que con-
tiene el oligosacarido permite definir
su grado de polimerizacién (GP).

Los &cidos poligalacturénicos
(PGA) son sintetizados en el aparato de
Golgi, con altos niveles de
carboximetilesterificacion del carbono
C-6 en los residuos de A&cido
galacturénico. Enla pared celular la metil
esterificacion es parcialmente removida
por las pectin metiles-terasas (4).

La estructura quimica de estos
oligosacaridos se encuentra repre-
sentada a continuacion.
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Figura 1. Estructurade los oligogalacturénidos

Preparacion. Estos pueden ser pre-
parados por hidrélisis acida o
enzimatica de la pared celular vege-
tal o el &cido poligalacturénico (5).
La sintesis quimica no es una via que
se emplee con frecuencia para ob-
tener estos oligosacéridos (6), debi-
do al alto costo de estos procedi-
mientos y a la existencia de dese-
chos de productos agricolas enrique-
cidos en polisacéaridos pécticos, a
partir de los cuales se pueden pre-
parar estos oligosacaridos con altos
rendimientos y bajos costos median-
te la hidrdlisis enzimatica.

La hidrolisis acida ofrece la ven-
taja de no ser necesaria la purifica-
cién de la enzima en la obtencion,
pero la hidrélisis enzimética produce
un mayor rendimiento y los
oligogalacturénidos obtenidos por esta
via no son expuestos a las condicio-
nes drasticas de la hidrdlisis quimi-
ca, que puede alterar la estructura
de algunos oligogalacturénidos (7).

Existen diferentes informes en
la literatura referentes al método de
obtencién de los oligogalacturénidos
mediante hidrolisis enzimatica. Uno
de ellos es el desarrollado por
Simpson (8) para obtener
oligogalacturénidos con GP<8 em-
pleando como sustrato el acido
poligalacturénico (PGA) (Sigma) y la
enzima poligalacturonasa (Sigma)
preparada a partir de Aspergillus niger.

Otro procedimiento similar es el
empleado por Bellincampi (9), cuan-
do realizé una digestion parcial del
poligalacturonato de sodio (sal del
acido péctico) con endopoligalactu-
ronasa homogénea proveniente de

Aspergillus niger, obteniendo mez-
clas de oligogalacturénidos con un
grado de polimerizacién variable des-
de 1 hasta 18 residuos. Otros (10)
desarrollaron un procedimiento muy
parecido a los anteriores, con la par-
ticularidad de emplear una o 1-4
endopoligalacturonasa homogénea a
partir de Fusarium moniliforme.

El método desarrollado por Ca-

brera (3) permite la obtencién de una
mezcla de oligogalacturénidos con un
grado de polimerizacién entre 9y 16,
a partir de una hidroélisis enziméatica
del &cido péctico obtenido de Pectina
comercial con la enzima comercial
Pectinex Ultra SPL.
Separacion. Los hidrolizados
pécticos obtenidos mediante la
hidrdlisis &cida o enzimética contie-
nen una mezcla de moléculas
pécticas con una dispersion de pe-
sos moleculares bastante amplia (3).
Esto hace necesario el desarrollo de
diferentes procedimientos de sepa-
racion selectiva o cromatograficos
para aislar a los oligogalacturénidos
y otros galacturonatos de interés. La
separacion de estos oligogalactu-
rénidos es necesaria para los estudios
de validacion bioldgica y, en muchos
casos, se hace imprescindible para el
analisis estructural de los polisacaridos
de la pared celular de las plantas y en
el estudio del modo de accién de las
enzimas pectinoliticas.

En funcion de ello, se halogrado
aislar las mezclas de oligogalactu-
rénidos con un grado de polimeriza-
cién entre 3y 7, utilizando un método
de precipitacion selectiva, en una so-
lucién de cloruro de bario y etanol (11).
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Dentro de los procedimientos
basados en la precipitacién selecti-
va de los grupos de oligogalactu-
rénidos presentes en un hidrolizado
enzimatico, esta el desarrollado por
Spiro (12), el cual se basa en la poca
solubilidad de los polisacéaridos en
presencia de sales y etanol; asi, en
presencia de 50 mM de acetato de
sodioy 11 % de etanol, los oligogalac-
turénidos con GP entre 7'y 25 preci-
pitan, mientras quedan en solucién
el acido galacturénico y los
oligogalacturénidos con grado de
polimerizacion entre 2y 7 (10).

Otra via de separacion de los
oligogalacturénidos consiste en mar-
car los extremos reductores de los
oligos con 2-aminopiridina y luego
analizarlos por cromatografia liquida
de intercambio anionico de alta re-
solucién (HPAEC) empleando un
gradiente de acetato de sodio. El
método determina cantidades de
oligogalacturénidos comparandolos
con una referencia interna por encima
de 0.5y 20 nmol por oligbmero (13).
Se requieren aproximadamente cin-
co horas de incubacion en la 2-
aminopiridina para obtener los maxi-
mos resultados y los tamafios de los
oligbmeros independientes de la
derivatizacién. Para que puedan ser
analizados por esta técnica, los
oligogalacturénidos deben tener ex-
tremos reductores y estar
desesterificados antes de la
derivatizacion para poder identificar
la longitud de la cadena. Esta técni-
ca es valida para aquellos
oligbmeros que presentan una longi-
tud de cadena de 3 a 25 unidades de
residuos. Las posibilidades que esta
técnica ofrece van desde la simple
caracterizacion de una mezcla de
oligogalacturénidos hasta su purifica-
cion para ser empleados en
bioensayos (13).

La cromatografia de intercambio
anionico de alta resolucion acoplada
a un detector de impulso amperomé-
trico (HPAEC-PAD) se utiliza en la
separacién de acidos oligogalactu-
rénicos no derivatizados con un gra-
do de polimerizacion entre 2y 50; la
fase estacionaria utilizada es un
intercambiador anidnico Carbo Pac
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PA1 (14) y la fase mévil es un
gradiente lineal de buffer oxalato de
potasio a pH 6, lo que permite sepa-
rar los fragmentos pécticos. Esta
metodologia permite utilizar este
gradiente solo en separaciones de
acidos oligogalacturénicos que sean
solubles en este solvente (GP me-
nores de 20) (14).

La HPAEC ha sido empleada
para la separacion de los oligoga-
lacturénidos (9), desde el punto de
vista preparativo de estos con grado de
polimerizacién de 1 a 18 residuos, utili-
zando una columna semipreparativa
CarboPac PA1 (9 3 250 mm). Otros
también han empleado este méto-
do con excelentes resultados (10,
15, 16).

Algunos (17) han usado la
cromatografia de exclusion por tama-
flo de alta resolucién (HPSEC) y la
cromatografia de intercambio ibnico
de alta resolucion (HPIEC), para la
separaciéon y cuantificacion de los
oligogalacturénidos. Estos refieren
gue la utilizacién de la HPSEC pre-
senta muy buenos resultados, mien-
tras que la HPIEC con columnas
PRP-X600Yy elusion en gradiente de
acetato de amonio a pH 5.5 no per-
mite resolver mas de siete picos.

La cromatografia de intercambio
iGnico en columna abierta constitu-
ye un método conveniente para una
purificacién substancial de grandes
cantidades de oligogalacturénidos
con altos valores de su GP, en parti-
cular, con los intercambiadores fuer-
tes ManoQ (3) y Q-Sepharose enin-
tercambio anionico (10). El uso de
gradientes lineales de los tampones
de elusién logra una resolucién sa-
tisfactoria en poco tiempo (3).

Otro método es el desarrollado
por Simpson para separar oligos con
un gp entre 1-8 residuos, dializando
repetidamente el hidrolizado péctico
con aguay concentrandolo por eva-
poracion, para su posterior separa-
cion por cromatografia de intercam-
bio aniénico empleando una colum-
na QAE-Sephadex A-25 (Pharmacia,
2.5x 60 cm)y un gradiente linear de
buffer formiato de amonio; las sales
de los picos individuales son elimi-
nadas empleando una columna

Sephadex G-25 matrix (Pharmacia)
y agua desionizada como eluyente.
Para separar los oligbmeros con
GP 5-15, Simpson empleé la sepa-
racion descrita por Spiro (12) y
mantuvo el procedimiento descrito
anteriormente.

La electroforesis en gel de
poliacrilamida es otro de los méto-
dos que permite separar los
oligogalacturénidos en funcion de su
grado de polimerizacion. El empleo
de oligogalacturénidos patrones per-
mite determinar la relacion entre el
grado de polimerizaciény el corrimien-
to de la banda correspondiente (18).
Caracterizacion quimica. Se consi-
dera establecida la estructura com-
pleta de un oligosacarido cuando se
ha determinado su grado de
polimerizacion, la naturaleza de los
monomeros, el tamafio de los ani-
llos (piranésido o furandsido) y la
posicion de los enlaces entre los
diferentes monosacéridos. Es nece-
sario, ademas, definir la configura-
cion anomérica (o o B) y la confor-
macion de las unidades de
monosacaridos (3).

Enlos poligalacturonatos prove-
nientes de las pectinas de origen
vegetal, los acidos urdnicos se pre-
sentan solo en forma piranésida y
unidas por enlaces del tipo o (1-4).
Esto establece que los parametros
mas importantes para confirmar la
estructura de los oligogalacturénidos
obtenidos de estas fuentes sean de-
finir su grado de polimerizacién y su
composicién en monosacaridos (3).

Se han empleado disimiles pro-
cedimientos para definir el grado de
polimerizacién de estos oligosacéridos.
Entre ellos la cromatografia permite
determinar el grado de polimerizacién
de un oligogalacturénido de su posi-
cion relativa en un cromatograma, res-
pecto a miembros conocidos de su
serie homéloga. Con estos fines se
han utilizado: la cromatografia de
papel (11), cromatografia de capa fina
(19), cromatografia de intercambio
ibnico en columna abierta (3, 10),
cromatografia liquida de alta presién
(HPLC) (20) o HAE- PAD (21),
HPAEC- PAD (14,10,15 ), HPAEC-
ELS (16); en todos estos casos, la
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movilidad del oligosacéarido es
inversamente proporcional a su gra-
do de polimerizacion, mientras que
en la cromatografia de exclusion por
tamafio HPSEC (16), la movilidad es
directamente proporcional a su GP.
El hecho de que los oligosacéridos
eluyen en orden creciente o decre-
ciente de su grado de polimerizacion,
permite determinar su masa
molecular, estableciendo su orden de
elusién relativo a los miembros co-
nocidos de la misma serie (3).

El grado de polimerizacién de los
oligosacaridos reductores, particular-
mente los que poseen bajas masas
moleculares, puede determinarse por
su poder reductor. El cociente entre
la concentracion en monosacéaridos
totales de una solucion del
oligosacérido y su concentracion en
azlcares reductores es utilizado
como estimado de su grado de
polimerizacién (3). En el caso de los
oligogalacturénidos, se ha utilizado
con este fin la determinacién de &ci-
dos urénicos totales por la técnica
del m-hidroxidifenilo y la determina-
cion de azucares reductores por el
método de Nelson. En ambos casos,
se utiliza acido monogalacturénico
como sustancia patron (22), las dife-
rencias en el poder reductor de miem-
bros sucesivos de la serie homéloga
de estos oligosacaridos disminuye
con el incremento de su grado de
polimerizacion, por lo que este pro-
cedimiento solo es recomendable en
el caso de los oligosacéaridos con
GP=5.

La espectrometria de masa per-
mite determinar con exactitud las
masas de los oligosacéridos puros
(8, 9, 10). En el caso de los
oligogalacturénidos, se ha logrado
determinar la masa molecular de los
oligosacaridos sin derivatizar con un
GP hasta 15, utilizando como
ionizador el método de bombardeo
rapido de atomos (FAB) en modo
negativo (23).

Se combinan métodos estadis-
ticos y enzimaticos en la determina-
cién del tamafio de los bloques
demetilados de homogalacturanos
con un grado variable de esteri-
ficacion. Para ello se utilizan las
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enzimas endopoligalacturonasa y
exopoligalacturonasa, lo que reafir-
ma la accién de las polimetiles-
terasas provenientes de plantas, hon-
gos y bacterias sobre los acidos
galacturénicos metilados. (24). Es-
tos métodos tienen la incapacidad de
detectar y cuantificar directamente
los oligogalacturénidos con un tama-
flo superior a los trimeros (16).

Aun cuando la deteccién por
pulso amperométrico ha sido em-
pleada para hallar los oligdmeros con
gp de hasta 50 residuos (14) y mas
recientemente los oligdmeros con gp
de hasta 70 (16), no es conveniente
para la cuantificacion de los
oligogalacturénidos individuales, por
no estar estandarizada y disponible,
a consecuencia de que larespuesta
del detector decrece marcadamente
con el incremento de la longitud del
oligbmero (16).

Se ha publicado la separacion
electroforética capilar (25) y por gel
(26, 27) de oligbmeros de acidos
galacturénicos. EI método de
electroforesis capilar permite estimar
las cantidades molares, pero esta li-
mitado a oligdbmeros con GP meno-
res de 15-20 (25).

Otros autores (17) han utilizado
el detector de dispersion de luz
evaporativa (ELS) acoplado a un sis-
tema cromatografico de exclusién
por tamafio, para estimar la masa de
los oligdbmeros con un GP de 20,
encontrando que laresolucién de la
linea base se pierde luego de anali-
zar oligbmeros con un GP de 3, lo
gue conlleva a que las mezclas com-
plejas no puedan ser analizadas. Al
igual que los detectores de masa, el
ELS no depende de la presencia de
un croméforo en el analito y la linea
base no se ve afectada por una
elusion en gradiente, cuando se uti-
lizan componentes volatiles del bu-
ffer (16). También se ha utilizado el
detector de luz evaporativa (ELS)
acoplado a un sistema cromatogra-
fico de intercambio i6nico de alta re-
solucién (HPAEC), para la deteccidn,
separacién y cuantificacién de
oligbmeros de acidos galacturénicos,
incrementandose el limite de detec-
cién en un 40 % por encima de los

limites previos encontrados previa-
mente (16).

ASPECTOS GENERALES
DE LAS ENZIMAS PECTICAS

Las enzimas pécticas son aque-
llas que degradan las sustancias
pécticas como sustratos naturales,
pueden aparecer en las plantas su-
periores o ser producidas por diferen-
tes microorganismos. Las enzimas
pécticas enddgenas son capaces de
producir importantes cambios estruc-
turales en los frutos y vegetales du-
rante la maduracion y su almacena-
miento. La activacion o inactivacion
de estas enzimas tiene una influen-
cia decisiva sobre las etapas del pro-
cesamiento de estos productos (28).
Las enzimas pécticas microbianas
son determinantes en la patologia
vegetal y los alimentos fermentados,
pero también son producidas por via
biotecnoldgica para su utilizacién en
la industria alimentaria. Estas pue-
den clasificarse en dos grupos, de-
pendiendo del tipo de actividad que
catalizan: desesterificantes (pectina
esterasas) y depolimerizantes. Las
primeras pueden dividirse a su vez
segun la naturaleza del grupo éster
que hidrolicen (metil, acetil o feruil),
catalizando la hidrolisis de los
ésteres metilicos de los acidos
poligalacturénicos, liberando metanol
al medio y convirtiendo las pectinas
en acidos pécticos (29). En el otro
se encuentra una serie amplia de
enzimas depolimerizantes. Las
enzimas incluidas dentro de este
grupo pueden atacar preferentemen-
te a las zonas lineales (HG) o
ramificadas (RG) y ser divididas se-
gun tres criterios como minimo.
<4 El sustrato que prefieran: pectina,
acidos pécticos, protopectina u
oligo-Dgalacturonatos

4 Si actdan por hidrélisis o
transeliminacion

4 Por el sitio de ataque a la cade-
na: aleatoriamente dentro de la ca-
dena (endo) o desde el extremo
de ella (exo).

Dentro de las enzimas que ata-
can al homogalacturano se encuen-
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tran las esterasas, hidrolasas, liasas
y protopectinasas. Las esterasas, a
su vez, se clasifican en pectin metil
esterasas y pectin acetil esterasas.
Las primeras se caracterizan por
cortar los enlaces éster del C-6 libe-
rando metanol al medio y convirtien-
do la pectina de alto grado de
esterificacion en pectatos de bajo
grado de esterificacién. Estas
enzimas son producidas por plantas
superiores: tomate, citricos, papa,
manzana, banana, uva, etc, asi como
por varios hongos y bacterias (30).
Las segundas rompen el enlace éster
entre el acético y los carbonos tres
o cuatro de los restos de acido
galacturénico de la regién de
homogalacturonano (31).

Las hidrolasas se subdividen en
Endopoligalacturonasas, Exopoligalac-
turonasas, Polimetilgalacturonasas,
Oligogalacturonasas, Liasas, Pectin-
liasas, Pectato liasas, Endopoliga-
lacturonatoliasas, Exopoligalactu-
ronatoliasas, Oligogalacturonato
liasas y Protopectinasas (29). En lo
adelante se amplia la informacion re-
lacionada con las dos primeras
hidrolasas, por su vinculacion en la
obtencién de oligogalacturénidos.

Las Endopoligalacturonasas
(endo-PG) actuan sobre el acido
poligalacturénico o acidos pécticos
liberando mondmeros de &cidos
galacturénicos u oligémeros (29). Su
accién puede dividirse en dos
subclases, segun corten una cade-
na de homogalacturanos: un ataque
multiple (a cadena simple) o la se-
paracion del sustrato luego del corte
para unirse a un nuevo blanco (ata-
gue simple a cadenas muiltiples) (32);
su actividad (grado y velocidad de
hidrélisis) disminuye con el incremen-
to del grado de esterificacion (33).

Las endopoligalacturonasas
(PG) son producidas por una gran
variedad de microorganismos, tales
como los hongos, las bacterias, las
plantas, que estan envueltas en mu-
chos procesos fisiolégicos y patol6-
gicos, caracterizados por la degra-
dacién y remodelacién de la pared
celular de las plantas. Las
poligalacturonasas fungicas que pre-
sentan caracter endo en su modo de
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accion, catalizan la fragmentacion y
solubilizaciéon de los polimeros
pécticos por la escision de los enlaces
internos de los homogalacturanos (34).

Los ensayos viscosimétricos y
colorimétricos son generalmente uti-
lizados para cuantificar la actividad
endopoligalacturonasa (endo-PG).
Las hidrolasas escinden el enlace de
los polisacéridos en sitios especifi-
Cos; esta caracteristica les permite
ser utilizadas para analizar tanto la
estructura de los polisacaridos como
la especificidad de las hidrolasas (35).
Luego de la hidrdlisis, las muestras
pueden ser analizadas tanto por
HPLC (36) como mediante
electroforesis capilar y electroforesis
de gel de carbohidratos (27), para se-
parar y cuantificar los acidos
galacturénicos producidos por esta
enzima,; sin embargo, pueden existir
fenédmenos de agregacion al estudiar
los oligogalacturénidos por HPLC, ya
sea por intercambio iénico o cromatografia
de exclusién por tamafio (26).

Por su parte, las exopoligalac-
turonasas (exo-PG) se presentan con
una frecuencia menor que las
endopoligalacturonasas (endo-PG).
Estas enzimas son producidas por
hongos y algunas bacterias (37).

Dos tipos de exo-PG pueden ser
identificados seglin su origeny sumeca-
nismo de accién. Las enzimas flingicas
producen acido monogalacturénico a
partir del extremo no reductor como
producto principal de reaccion. Po-
seen pH éptimos comprendidos en-
tre 4.0y 6.0. Este grupo de enzimas
se denominan galacturonan 1,4-o-
galacturonidasa o exo-PG de tipo |;
un ejemplo de este tipo de enzimas
es la producida por Coniothyrium
diplodiella (32).

En contraposicion, las enzimas
de origen bacteriano como la gene-
rada por Erwinia aroideae o
Selenomonas ruminantium (38) pro-
ducen digalacturénico como produc-
to principal. Estas enzimas se de-
nominan exo-poli-a-galacturonidasa o
exo-PG 2. Al igual que las de tipo 1,
atacan al sustrato por su extremo no
reductor (29).

La actividad de las exopoligalac-
turonasas puede ser medida a partir
de la cuantificacion de grupos

reductores liberados de una solucion
de pectina por el método del DNS
(Dinitrosalicilico) (39), las lecturas se
realizan a 575nm. La determinacion
de los azUcares reductores liberados
se realiza empleando como patrén
el &cido monogalacturénico. Una
unidad enzimatica (U) estaria deter-
minada por la cantidad de enzima que
libera un mmol de &cidos
monogalacturénicos por minuto en las
condiciones experimentales, que
quedaria expresada como mmol/ml.

En caso de presencia simulta-
nea de las enzimas exoPG y
endoPG, la actividad endo se puede
analizar viscosimétricamente. Este
método es muy sensible y se basa
en el cambio de viscosidad de una
solucién de acido poligalacturdnico,
cuando sobre este actla la enzima.
Una actividad de endoPG se define
arbitrariamente como la cantidad de
enzima que provoca una disminucién
del 50 % de la viscosidad del sustrato
en un minuto (3).

La actividad exo en cambio no
puede ser determinada de forma es-
pecifica en estas condiciones, por lo
que se ha introducido el parametro
de relacién de comparacién (RC) pro-
porcional al caracter endo de una
preparacién pectolitica (40).

RC= actividad viscosimétrica endoPG/
actividad poligalacturonasa total

ACTIVIDAD BIOLOGICA
EN LAS PLANTAS

Los carbohidratos que acttan
como moléculas sefalizadoras en las
plantas se denominan oligosacarinas,
que se extraen de los polisacaridos
de la pared celular de plantas y hon-
gos, a partir de los simbiontes
bacterianos de las plantas. Los
oligogalacturénidos son oligosaca-
rinas derivadas de la pared celular de
las plantas que liberan respuestas
biolégicas en estas (41).

Los efectos bioldgicos liberados
en las plantas por las oligosacarinas
son diversos, pero generalmente pue-
den ser ubicados en dos grupos: res-
puestas retardadas y respuestas ra-
pidas. Las retardadas son observa-
das horas y dias después del trata-
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miento con las oligosacarinas y fre-
cuentemente estan envueltas en la
adaptacién de las condiciones
medioambientales. Las rapidas ge-
neralmente se observan en la super-
ficie celular de las plantas unos mi-
nutos después de haberse afiadido las
oligosacarinas (41).

Las respuestas retardadas libe-
radas por los oligogalacturénidos
pueden ser ampliamente dividas en
aquellas que inducen respuestas
defensivas y las que modifican el cre-
cimiento y desarrollo. Las relaciona-
das con la defensa, dependiendo de
la especie de la planta, incluyen la
acumulacién de fitoalexinas,
lignificacion de las paredes celulares
y acumulacién de inhibidores de
proteasa, que requieren la presencia
del extremo reductor en el carbono
C-1de los diy trigalacturénidos (41).

Las respuestas involucradas en
el crecimiento y desarrollo incluyen la
induccion de etileno en frutos de to-
mate (8, 42) y la acumulacién de
etileno en tallos de guisantes (19), fun-
damentalmente con el empleo de
oligbmeros de cadena corta; la inhibi-
cién de la auxina, que induce el alar-
gamiento del tallo en los guisantes (19)
y la estimulacion de la floracion (43).

Estas propiedades le han per-
mitido a los oligogalacturénidos ser
utilizados como reguladores en la
morfogénesis de los explantes de
tabaco (Nicotiana tabacum) (44) y
tomate (Lycopersicon esculentum,
Mill) var. Amalia (45), como promoto-
res de enraizamiento en margullos
de ficus (Ficus benjamina) (46) y
como biorreguladores en la
organogénesis in vitro del Anthurium
cubense (47).

Los estudios realizados (48) con
una mezcla de oligogalacturénidos
bioactivos con grado de polimeriza-
cion entre 8 y 16 mostraron incre-
mentos altamente significativos en el
crecimiento (altura, didmetro del ta-
llo, longitud radical) del Tagasaste.

Estos resultados fueron consis-
tentes con otros anteriores (49), al
emplear la misma mezcla en semi-
llas de tomate de la variedad Amalia,
encontrando cierta relacion entre la
concentracién de oligogalacturénidos
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empleada y el momento de la siem-
bra de las semillas.

Otros estudios realizados con
mezclas de oligogalacturénidos y
grado de polimerizacion entre 8y 16
en violetas africanas (50) y claveles
chinos (51) mostraron un aumento en
el nUmero de raices en las primeras,
lo que repercute en un incremento
en el nimero de explantes, asi como
en lalongitud y el nimero de nudos
en el tallo de los segundos, lo que
favorece el empleo de dichas mez-
clas en la propagacion in vitro en
ambos casos.

Es importante resaltar que las
diferencias en el pH, fuerza iénica o
composicién idnica del medio usado
en el sistema de cultivo de tejido,
puede afectar el enlace entre los
oligogalacturénidos y sus receptores,
y su conformacion tanto directa como
indirectamente (41).

Para estudiar el modo de accion
de los oligogalacturénidos, es im-
prescindible definir el tamafio de la
estructura que es reconocida por la
planta y que puede interactuar con
el receptor de la superficie (8).

Al realizar un estudio sobre el
efecto antagdnico que manifiestan en
la alcalinizacion extracelular los aci-
dos oligogalacturdnicos y el acido
indolacético en raices de pepino,
Spiro (10) plantea que los
oligogalacturénidos con un GP entre
10 y 14 son mas activos que aque-
llos fuera de este rango. Dentro de
este rango, los OGA que presentan
la mayor actividad son los que tie-
nen un GP entre 10 y 12, seguidos
por aquellos con un GP de 13. Los
OGAconun GP de 9, 14y 16 pre-
sentan una actividad mucho menor
gue la de los OGA con GP de 10-12
y 13. Por su parte, los OGA con un
GP de 3, 5y 7 no inducen respues-
tas de alcalinizacion.

Estos estudios indican que los
OGA actdan por un mecanismo es-
pecifico de alta afinidad, de manera
similar a las hormonas clasicas en
las plantas; sin embargo, no se ha
demostrado que los OGA activos de
apropiado tamafio estén presentes
en las plantas (10). Este trabajo
mostré que la alcalinizacién induci-

da por los oligogalacturénidos no esta
acompafiada por una alteracién en
el crecimiento de las raices en el
pepinoy que independientemente de
que el empleo de 50 umol induce
maximas respuestas de alcaliniza-
cion, este se acompafa de un creci-
miento en las raices; de esta forma,
al establecer un monitoreo del creci-
miento de las raices por espacio de
seis horas, luego de ser aplicada la
solucién de oligogalacturdnidos, a los
90 minutos de tratadas las raices se
observé un crecimiento del 116 %z
12 % con respecto al pretratamiento.
Algunos autores (2) manifiestan
gue el tamafio minimo requerido por
los oligogalacturénidos para liberar
respuestas biolégicas esta dado por
la inhabilidad de los oligogalactu-
rénidos con GP menores que 9 de
formar la egg-box, refiriendo que el
flujo ibnico en las células del tabaco
y las zanahorias y la acumulacién
de fitoalexinas en las células de las
zanahorias requieren de un GP mini-
mo de 9 6 10 y de la presencia de
Ca? milimolar. Sin embargo, existen
informes de que los oligbmeros de
pequefio tamafio, incapaces de for-
mar complejos con el Ca?*, también
son capaces de inducir efectos en
las plantas (8); ejemplo de ello son los
estudios realizados por Bishop (52),
al observar las respuestas en las
heridas de plantas de tomate, encon-
trando que los oligogalacturénidos
con GP 2-9 inducen la produccion de
proteinas inhibidoras de proteasa.
Por todo lo expuesto anterior-
mente, se puede concluir que los
oligogalacturénidos presentan gran
actividad bioldgica, que esta deter-
minada por su grado de polimeriza-
cion, por lo que ellos pueden ser uti-
lizados con fines agricolas, con el fin
de aumentar los rendimientos, pro-
mover el enraizamiento y la
micropropagacion in vitro, etc.
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