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B-GALACTOSIDASAS DE PARED CELULAR DE Cicer
arietinum. SU RELACION CON EL CRECIMIENTO.

DOPICO, B.y LABRADOR, E.
Departamento de Biologia Vegetal.
Facultad de Biologia.

Universidad de Salamanca.

Antecedentes

La pared celular primaria es una estructura semirrigida que rodea a las células
vegetales que presentan capacidad de crecimiento. Es una pared de naturaleza fibrilar
formada por un 90% de polisacdridos y un 10% de proteinas, fundamentalmente
glicoproteinas, que se encuentran enlazadas entre si formando una compleja estructura.
En el crecimiento vegetal estdn implicados dos procesos: division celular y elongacién
celular. En la elongacion celular se produce en primer lugar una serie de modificaciones
estructurales en los polimeros de la pared celular, hidrolizdndose los enlaces entre los
polimeros que la componen, lo que tiene como resultado una pared celular extensible y
relajada, que por accién de la presién de turgencia se alarga dando lugar a una pared
extendida. Se piensa que son las enzimas glicanhidroliticas de la propia pared celular las
responsables de la relajacién de la misma, aunque todavia no se conoce con exactitud
qué enlaces son los que se hidrolizan en este proceso.

Métodos

Para estudiar esta ruptura de enlaces que ocurre en la relajacion de la pared celular,
paso previo al crecimiento en extensién de las células vegetales, se ha utilizado como
sistema "in vitro", el proceso de autolisis. Este es un proceso por el cual paredes
celulares aisladas de diferentes materiales, colocadas en un medio de incubacién
adecuado, son capaces por si mismas de liberar parte de sus propios componentes
estructurales. En organismos inferiores y monocotileddneas, la autolisis se ha mostrado
como un proceso relacionado con el crecimiento y la diferenciacion celular, mientras
que en dicotiledéneas este proceso ha sido menos estudiado y no se conoce si puede
existir dicha relacién. En nuestro departamento se ha profundizado en los tltimos afios
en el estudio de la autolisis de paredes celulares en dicotiledoneas. Labrador y Nicolas
indicaron que las enzimas extraidas de la pared celular con LiCl 3M son las
responsables de este proceso en el que se libera fundamentalmente galactosa y
arabinosa, junto con pequefias cantidades de xilosa y glucosa, por lo que puede estar
mediado por diferentes enzimas de la pared celular. En nuestro trabajo, nos planteamos
caracterizar la enzima o enzimas responsables del proceso autolitico. Para ello
purificamos parcialmente el extracto enzimdtico obtenido de paredes celulares de
garbanzo con LiCl 3M y estudiamos la capacidad que presentaban las diferentes
fracciones enzimdticas obtenidas, para hidrolizar paredes celulares aisladas,
comparando estas hidrdlisis con el proceso autolifico. En primer lugar estudiamos las
actividades enzimadticas que presenta el extracto crudo proteico obtenido de paredes
celulares de epicotilos de Cicer arietinum de 4 dias.
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Resultados y Discusion

Encontramos que predomina la actividad B-glucosiddsica seguido de 1la
o-galactosiddsica y la B-galactosiddsica. Este extracto crudo proteico se purificd por
cromatografia de intercambio i6nico en SP-Sephadex seguida por cromatografia de
gel-filtracién en Bio-Gel P-150. Analizamos la capacidad para hidrolizar la pared
celular que presentaban todas las fracciones enziméticas obtenidas tras el segundo paso
de purificacién. Encontramos que Unicamente una B-galactosidasa de aproximadamente
48 Kd es capaz de hidrolizar la pared celular, liberando aziicares en cantidad y
composicién similares al proceso autolitico. Esta enzima es capaz de liberar
mayoritariamente (entre un 70 y un 80%) azicares en forma de monosacdridos, siendo
la galactosa el principal azidcar liberado como monémero e hidroliza también de forma
minoritaria un componente polisacaridico, formado principalmente por arabinosa y
glucosa. Esto nos indica que puede actuar sobre la pared celular en forma endo- y en
forma exo-. El resto de las fracciones enzimaticas no son capaces de hidrolizar la pared
celular de forma considerable, liberando pequefias cantidades de azicares, sélo
ligeramente superiores a un control de paredes celulares hervidas. Ademds a diferencia
de lo que ocurre en la autolisis y en la hidrdlisis por la B-galactosidasa, procesos en los
que se libera fundamentalmente galactosa, el resto de las fracciones enzimdticas de la
pared celular y el control hidrolizan glucosa como aziicar mayoritario. De estos
resultados se puede concluir que sélo una fraccién enzimdtica de la pared celular con
actividad B-galactosiddsica es la principal responsable de la ruptura de enlaces que tiene
lugar durante el proceso autolitico de paredes celulares de epicotilos de Cicer arietinum
y actda sobre la pared celular liberando principalmente galactosa de forma exo-.

Por otra parte, estudiamos las enzimas de la pared celular a lo largo del
crecimiento para comprobar la posible relacion entre la autolisis y la capacidad de
extensiéon de estas paredes. Encontramos que en el extracto crudo de proteinas de
paredes celulares de epicotilos de garbanzo de distinta edad, la actividad
B-glucosiddsica y la B-galactosiddsica aumentan desde el 3° al 7° dia de germinacion.
Purificamos los extractos de epicotilos de diferente edad a través de una columna de
intercambio idnico en SP-Sephadex. Encontramos que la B-galactosidasa responsable
del proceso autolitico apenas existe a los 3 dias de germinacién, momento en que los
epicotilos presentan un crecimiento muy lento y aumenta de forma muy marcada a los 4
dias, momento en que comienza la fase exponencial de crecimiento de los epicotilos.
Este aumento de la actividad B-galactosiddsica se mantiene hasta los 6 dias, momento
en que empieza a estabilizarse.
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