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RESUMEN

Las proteinas arabinogalactanos (AGPs) son macromoléculas
que se encuentran prdcticamente en todos los drganos de las
plantas, siendo asociadas con varios aspectos del crecimiento y
desarrollo vegetal. Estas moléculas se caracterizan bioquimica-
mente por contener carbohidratos y proteinas en relacion 9:1. El
carbohidrato estd compuesto principalmente por arabinogalacta-
nos tipo II; mientras que la parte proteica estd organizada en
dominios que definen a las AGPs como cldsicas o no cldsicas.
Las primeras se caracterizan ademds por presentar una secuen-
cia C-terminal que predice la incorporacion de un grupo gli-
cosilfosfatidilinositol (GFI), que permite su union a la membrana
plasmdtica. En cultivos de células vegetales se reportan varias
especies que liberan AGPs al medio de cultivo. Se presenta una
revision de las caracteristicas bioquimicas de las AGPs liberadas

al medio y de las propuestas sobre los mecanismos bioquimicos
y celulares por los cuales las AGPs participan en la diferencia-
cion y crecimiento de las células vegetales. Los cultivos de célu-
las liberan al medio de cultivo AGPs cldsicas y no cldsicas, y se
propone que podrian provenir de la membrana plasmdtica o la
pared celular. Las AGPs intervienen en el control del crecimien-
to celular, ademds de estar relacionadas con la embriogénesis
somdtica y la organogénesis, procesos de diferenciacion celular
importantes en los sistemas de micropropagacion de plantas. El
mecanismo bioquimico por el cual las AGPs participan en el
crecimiento celular y la diferenciacion implica que éstas, o los
productos de su degradacion, quizds actiien como moléculas de
sefializacion.

as proteinas arabinoga-

lactanos (AGPs) son ma-

cromoléculas  glicosila-
das, distribuidas ampliamente en el reino
vegetal, que se encuentran practicamente
en todos los drganos de las plantas. Las
AGPs estan implicadas en varios aspectos
del crecimiento y el desarrollo de las
plantas, tales como la diferenciacién de
tejidos reproductivos y vegetativos, la ex-
pansiéon y la proliferaciéon celular, y la
muerte celular programada (Figura 1). A
nivel celular, estas glicoproteinas se loca-
lizan principalmente en la membrana plas-

madtica, en la pared celular, o como secre-
ciones en el espacio intercelular (Majews-
ka-Sawka y Nothnagel, 2000; Rumyantse-
va, 2005). El carbohidrato de las AGPs
consiste en arabinogalactanos del tipo II,
de donde reciben el nombre estas glico-
proteinas. Las AGPs pertenecen a la fami-
lia de las proteinas ricas en hidroxiprolina
(HRGPs), que también incluye a las ex-
tensinas, a las proteinas ricas en prolina y
a las lectinas (Majewska-Sawka y Nothna-
gel, 2000). Desde un punto de vista pric-
tico, las AGPs se pueden diferenciar de
las otras HRGPs por su capacidad de

unirse a un colorante sintético conocido
como el reactivo B-glicosil Yariv (Yariv et
al., 1967). Asimismo, el reactivo de Yariv
y anticuerpos monoclonales que reconocen
a las AGPs son usados para conocer la
participacién de las AGPs en los procesos
de crecimiento y desarrollo (Seifert y Ro-
berts, 2007).

Las AGPs son componen-
tes abundantes de gomas y exudados, y
muestran propiedades funcionales relevan-
tes para la industria de alimentos; por
ejemplo, la goma ardbiga de Acacia sene-
gal es usada por sus propiedades de emul-
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Figura 1. Distribucién de las AGPs en las plantas y algunos de los pro-

cesos bioldgicos en los que participan.

sién y su capacidad de prevenir la cristali-
zacion de azucares (Verbeken et al., 2003;
Yadav et al., 2007). Las AGPs, por su
componente de carbohidratos podrian ser
usadas como inmunoestimulantes, ya que
en forma similar a los arabinogalactanos
de plantas medicinales son polisacaridos
que muestran esta actividad biol6gica (Ner-
gard et al., 2004; Mellinger et al., 2008).

En cultivos de células
vegetales, las AGPs son secretadas al me-
dio y se han relacionado con eventos fun-
damentales del desarrollo de las cé€lulas y
tejidos vegetales in vitro, como son el cre-
cimiento y la diferenciacion celular. El
crecimiento celular es uno de los parame-
tros mds importantes para el estableci-
miento de un cultivo de células producto-
ras de metabolitos secundarios de impor-
tancia para el hombre, como lo son colo-
rantes y farmacos. La liberacién de las
AGPs es un evento que tiene lugar duran-
te el crecimiento de los cultivos in vitro y
la adicién en el medio de cultivo del reac-
tivo de Yariv causa una suspension del
crecimiento y de la divisién celular (Lan-
gan y Nothnagel, 1997; Darjeniar et al.,
2002). La reduccién de la acumulacién de
estas glicoproteinas a través de su precipi-
taciéon con el reactivo de Yariv genera
cambios en la fisiologia celular y que re-
percuten en el crecimiento de las células
cultivadas in vitro. Este efecto es depen-
diente de la concentracion del reactivo de
Yariv, del tiempo y de la etapa de desa-
rrollo del cultivo, pero si el tratamiento es
severo puede llevar a la induccién de la
muerte celular programada (Chaves et al.,
2002).

La liberacién de las AGPs
al medio puede facilitar su recuperacién y
andlisis bioquimico y funcional. Dicho co-
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cultivos embriogénicos
induce la formacion de
brotes a partir de ca-
llos derivados de proto-
plastos (WiSniewska y
Majewska-Sawka,
2007). Sin embargo, es escaso el conoci-
miento del mecanismo por el cual las AGPs
participan en estos cambios de diferencia-
cién, como también si tales efectos son atri-
buidos a un solo tipo de AGP o una mezcla
de AGPs y cudles caracteristicas bioquimi-
cas particulares presentan. Por ello, en este
trabajo se presentan los avances en cuanto a
las caracteristicas bioquimicas de las AGPs
liberadas al medio de cultivo de células ve-
getales cultivadas in vitro y se revisan las
propuestas de los mecanismos bioquimicos
y celulares por los que las AGPs participa-
rian en la diferenciacién y el crecimiento de
las células vegetales.

Composicion, Clasificacion y Sintesis de
las AGPs

Las AGPs son glicopro-
tefnas que contienen en general 91,0-98,5%
de carbohidratos y 1,5-9,0% de proteina, y
su peso molecular es de 60-300kDa. El
carbohidrato estd compuesto por arabino-
galactanos del tipo II y su tamafio varia de
30 a 150 residuos de aztcares (Serpe y
Nothnagel, 1999). Los arabinogalactanos
poseen una cadena lineal de D-galactosas
unidas mediante enlaces B(1-3) sustituida
en el C(6) por cadenas laterales de B(1-6)
D-galactosas. Estas cadenas laterales pre-
sentan a menudo residuos terminales de L-
arabinosa, L-fucosa, L-ramnosa o D-acido
glucurénico (Nothnagel, 1997; Gaspar et
al., 2001). El carbohidrato generalmente se
une a la proteina a través de la hidroxipro-
lina; sin embargo, también se reportan
uniones a la proteina via serina o treonina
(Figura 2a). De acuerdo a su composicion
de aminodcidos, las AGPs son clasificadas
como clédsicas y no clasicas (Figura 2b).
Las cldsicas presentan dominios ricos en
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Figura 2. Representacién esquemadtica de la es-
tructura (a) y de la composicion de las AGPs cla-
sicas y no cldsicas (b). En A, B y C se muestran
los dominios de las proteinas y en D, E y F se
indica la estructura nativa de las AGPs.

hidroxiprolina, alanina, serina, treonina y
glicina, mientras que las no cldsicas tienen
dominios pobres en hidroxiprolina y ricos
en cisteina o asparagina (Nothnagel, 1997).
Otra diferencia bioquimica es la presencia
en el dominio C-terminal de una sefial
para la unién de un grupo glicosilfosfatidi-
linositol (GFI), que se encuentra en las
AGPs clésicas y estd ausente en las no cla-
sicas. Desde el punto de vista estructural,
la funcién del GFI es permitir la unién de
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las AGPs a la membrana plasmaética (Youl
et al., 1998; Oxley y Bacic, 1999), por lo
cual las AGPs no clasicas, que carecen de
GFI, probablemente estén como moléculas
solubles en la superficie de la pared celular
o en el espacio periplasmdtico (Gaspar et
al., 2001).

La biosintesis de las
AGPs es un proceso coordinado, donde
una vez que se sintetiza la parte proteica,
los residuos de prolina se modifican
a hidroxiprolina y son glicosilados.
La enzima que cataliza la modifica-
cién a hidroxiprolina es la peptidil-

Las células de Rosa sp.
liberan al medio de cultivo dos AGPs clasi-
cas con pesos moleculares de 60 y 75kDa.
En ambas AGPs, los aminoacidos mas fre-
cuentes fueron alanina, hidroxiprolina, seri-
na y asparagina. Galactosa y arabinosa fue-
ron los carbohidratos mayoritarios, pero su
contenido es mayor en la AGP de 60kDa
que en la de 75kDa (Komalavilas et al.,
1991). Las células de N. tabacum producen

una AGP clasica de 224kDa y, como en
otras AGPs cldsicas, los azicares principales
fueron arabinosa, galactosa, dcido glucuréni-
co y ramnosa (Akiyama y Kato, 1981).
Otras AGPs clasicas (Tabla I) han sido re-
portadas para cultivos de L. multiflorum
(Anderson et al., 1977), L. esculentum (Gao
et al., 1999), E. purpurea (Classen, 2007) y
P. communis asi como de Silybum maria-
num (Sanchez-Sampedro et al., 2008).

TABLA I

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LAS PROTEINAS ARABINOGALACTANOS

SECRETADAS AL MEDIO DE CULTIVO DE CELULAS VEGETALES

prolina hidroxilasa, que se encuentra Especie Clase PM Carbohidratos % Aminodcidos % Referencia
en el reticulo endoplasmético (Wo- de AGP (kDa) mol mol
jtaszeka et al., 1999). La glicosila- 5 T i 15 Galact o Pl T 1
14 ; ; ivrolic “Daucus carota L. dsica alactosa rolina mmerzee
S;Itli e(:lz ll(l)lsg ;‘re sellcllugs a(;zr:lltl(()irgzlgr(())llgli Cultivos embriogénicos Arabinosa ' 28 Alaninq ) 10 et al. (2004)
.. . Ac. glucurénico 6 Hidroxiprolina 9
y en ella participan galactosil trans- Ramnosa 5 Glicina 3
ferasas responsables de la sintesis de D ta L N.D 100  Galactosa 56 Prolina 15 Immerzeel
aucus carota L. . g
505)15’?) Ea‘%aligﬁo sil(li{eltlgg;:stses\;? Cultivos embriogénicos Ac. glucurénico 20 Glutamina 10 et al. (2004)
) . . Ramnosa 11 Serina 9
secretadas hacia la superficie celular Xilosa 5 Asparagina 9
a través de vesiculas, para ser depo- D ta L N.D 45 Galactosa 50 ND Immerzeel
sitadas en el periplasma, en la pared Zaucus caroia L. . C
celular o liIl))eerl)das al apoglasto Cultlv%s_ ‘o ﬁrabglqsz; %g et al. (2004)
(Lamport et al., 2006). En el caso 110 eMbIIogemcos Rgl'mg;glco 5
de las AGPs cldsicas, se propone
que la eliminacién del dominio C- Rosa sp. Clasica 60 Galactosa 51,3 Alanina 23,7 Komalavilas
terminal hidrofébico ocurre en coor- Arabinosa 322 Serina 147 etal (1991)
dinacién con la adicién del GFI en Ac. glucurénico 6,3 H1drox1prolma 11,9
N . Ramnosa 4,5 Asparagina 10
un aminoacido especifico. El GFI
estd formado por etanolamina unida Rosa sp. Clasica 75 Galactosa 49,8 Alanina 20,7 Komalavilas
a través de un oligosacdrido a un 1i- Arabinosa . 279 Hldr0x1pr011na 17,8 et al. (1991)
. . Ac. glucurénico 7,6 Serina 14,6
pldq Inmerso en ]jcl membrana.plas- Ramnosa 6.7 Asparagina 6.9
madtica. Esto implica que la libera-
cién de la AGP con GFI de la mem- Nicotiana tabacum L. Clasica 224 Arabinosa, 40 Hidroxiprolina 16,5 Akiyama y
brana a la pared celular, o al espacio Galactosa 362 Alanina 13 Kato (1981)
extracelular, requiere de la actividad Ac. glucurénico 10 Serina 10,7
de al menos una fosfolipasa (Rum- Ramnosa 0.8 Asparagina 9.9
p
yantseva, 2005). Lolium multiflorum Clasica 220 ND Alanina 22,5 Anderson
Hidroxiprolina 14,8 et al. (1977)
Caracteristicas Bioquimicas de las é‘“ig;‘a 22
AGPs de Cultivos de Células ’
Vegetales Lycopersicon Clasica ND ND Hidroxiprolina 29  Gao et al.
esculentum Alanina 21 (1999)
Las AGPs son en forma natu- Serina 12
ral componentes importantes de se- Treonina 10
creciones vegetales tales como go- Echinacea purpurea Clasica ND  Galactosa 61¢  Alanina 12,4 Classen (2007)
mas, lo que podria explicar que sean Arabinosa 35 Hidroxiprolina 11
liberadas en forma activa al medio de Ac. glucurénico 2 Glutamina 9,7
cultivo de las células crecidas in vi- Serina 9
tro. Muchos de los estudios realiza- Acacia senegal No ND  Arabinosa 43 Alanina 14,8 Mollard y
dos estdn orientados a conocer la es- clasica Galactosa 37,8 Serina ) 14,8 Joseleau
tructura y la composicién de las Ramnosa 8,8 Asparagina 12,9 (1994)
AGPs liberadas al medio de cultivo Glucosa 25  Glutamina 11,5
de células desarrolladas en recipien- Pyrus communis L. Clasica ND ND Hidroxiprolina 28,4 Oxley y Bacic
tes cerrados tipo matraces Erlenme- Serina 204 (1999)
yer (Tabla I). En general, los pesos Alanina 18,5 Chen et al.
moleculares de las AGPs varian entre Treonina 10,1 (1994)
45 y 224kDa, y por su composicién Daucus carota L. No  70-100 Galactosa 40,2 Alanina 12,2 Baldwin et al.
de aminoicidos son clasificadas como clasica Ac. glucurénico 25,1 Glicina 11,3 (1993)
= - Arabinosa 18,7 Asparagina 10,7
clasicas y no cldsicas, aunque la per- Manosa 6 GllIJ)t am%na 92

tenencia de algunas a un grupo u

otro no ha sido definida.
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ND: No determinado. “ Los valores de porcentaje de carbohidratos y aminodcidos estdn dados en % p/p.
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Baldwin et al. (1993) ais-
laron de cultivos de Daucus carota una
AGP no clésica con un peso molecular de
70-100kDa constituida principalmente por
alanina, glicina, asparagina, glutamina,
leucina, serina y valina, pero con ausencia
de hidroxiprolina. Los autores sugirieron
que en este tipo de AGP el carbohidrato se
encontraba unido al grupo hidroxilo de la
serina de la proteina central. La unién de
las AGPs secretadas por los cultivos de D.
carota a las pectinas mediante iones Ca?*,
indica que estas moléculas podrian formar
parte de la matriz extracelular. La AGP
aislada del cultivo de A. senegal por Mo-
llard y Joseleau (1994) presenté una com-
posiciéon de aminodcidos también carente
de hidroxiprolina y podria exhibir un me-
canismo de unién similar al propuesto para
la AGP de D. carota.

Las caracteristicas bio-
quimicas de las AGPs pueden cambiar con
las propiedades bioldgicas de los cultivos.
Immerzeel er al. (2004) reportaron que en
cultivos de D. carota existen diferencias
estructurales en las AGPs secretadas al
medio por cultivos embriogénicos y no
embriogénicos. El contenido total de car-
bohidratos de las AGPs de los cultivos
embriogénicos resulté 2,5 veces mayor al
de los cultivos no embriogénicos. Ademds,
en los cultivos embriogénicos se identifica-
ron dos AGPs, una cldsica de 45kDa y
otra de 100kDa no definida como cldsica
o no cldsica. Por su parte, los cultivos no
embriogénicos secretaron sélo una AGP de
45kDa que tampoco fue definida como
clasica o no clasica. El mayor contenido
de carbohidratos de las AGPs en los culti-
vos embriogénicos sugirié que el carbohi-
drato es el componente quimico de las
AGPs implicado en la induccién de la em-
briogénesis de D. carota. Sin embargo, en
cultivos embriogénicos y no embriogénicos
de Beta vulgaris L, solamente se encontrd
una AGP en los medios, con propiedades
electroforéticas similares pero diferente ca-
pacidad de unién a los anticuerpos JIM7 y
LMS contra pectinas y contra los epitopes
JIM 14 y JIM15 (Wisniewska y Majews-
ka-Sawka, 2007), lo cual sugiere que du-
rante la biogénesis de las AGPs en los cul-
tivos hay cambios dindmicos en la compo-
sicién y estructura de los dominios estruc-
turales que son detectados por los anticuerpos
especificos.

Iraki et al. (1989) repor-
taron que las caracteristicas bioquimicas de
las AGPs también cambian ante una condi-
cion de estrés, como es el estrés osmotico.
En dicho estudio se muestra que los culti-
vos de N. tabacum crecidos bajo estrés sa-
lino impuesto por la presencia de NaCl, u
osmético con Polietilenglicol (PEG), secre-
tan una AGP con un contenido de arabino-
sa y galactosa mayor al de aquella secreta-
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da por los cultivos crecidos sin NaCl o
PEG. Sin embargo, la diferencia en el con-
tenido de carbohidratos no muestra una re-
lacién clara con los cambios en los pesos
moleculares de las glicoproteinas. Las
AGPs liberadas en condiciones sin estrés y
con un estrés salino, mostraron un peso
molecular de 35kDa, mientras que la AGP
liberada por los cultivos crecidos con PEG
presentd un peso molecular <17kDa.

Por otra parte, los estu-
dios de las caracteristicas bioquimicas de
las AGPs en cultivos de mayor volumen,
como en biorreactores, son escasos. Rodri-
guez-Monroy y Galindo (1999) encontraron
que los cultivos de B. vulgaris crecidos en
un biorreactor tipo tanque agitado secretan
proteinas al medio de cultivo. Los estudios
preliminares mostraron una reaccion positi-
va del material secretado con el reactivo de
Yariv, indicando la presencia de AGPs. Los
cultivos de embriones somdticos de S. al-
bum crecidos en un biorreactor tipo air-lift
presentaron una acumulacién méxima de
AGPs de 35mg-I"! (Pal et al., 2003). Webs-
ter et al. (2008), reportaron que células de
P. communis crecidas en un biorreactor
tipo air-lift secretaron al medio polisacari-
dos de alto peso molecular. El andlisis qui-
mico del compuesto mostré la presencia de
AGPs, con galactosa y arabinosa como
principales carbohidratos e hidroxiprolina,
serina, alanina, glutamina y 4cido glutdmi-
co, como aminodcidos mas abundantes.

Origen y Dindmica de Sintesis de AGPs
en Cultivos

Los cultivos de células
vegetales en suspension secretan tanto
AGPs clasicas como no cldsicas. Por ello
se propone que el origen de tales AGPs
pudiera ser la membrana plasmética o bien
la pared celular. Cabe destacar que las
AGPs que son liberadas al medio por las
células pueden presentar cambios en sus
propiedades bioquimicas a lo largo del cre-
cimiento del cultivo de células. Por ejem-
plo, Darjania et al. (2002) sefialan que cul-
tivos de A. thaliana liberaron AGPs con
un peso molecular >250kDa durante las
primeras 8h de cultivo, mientras que AGPs
de 100-250kDa fueron secretadas en tiem-
pos posteriores. Es probable que las AGPs
del final del cultivo pudieran provenir de
un proceso de recambio y/o de la sintesis
de nuevas AGPs involucradas en el creci-
miento o diferenciacién celular.

Para que las AGPs clési-
cas se depositen en el medio de cultivo se
requiere su liberacion de la membrana
plasmatica a través de la degradacion de su
anclaje GFI mediante la accién de una fos-
folipasa C o D (Youl et al., 1998; Oxley y
Bacic, 1999). Al respecto Darjania et al.
(2002), utilizaron cultivos de A. thaliana

que secretaron al medio una mezcla de ~15
AGPs clasicas. Para conocer la dindmica
de sintesis y secrecion de dichas AGPs, se
realizé el marcaje radiactivo de la fraccién
de carbohidratos y/o del anclaje GFI de es-
tas glicoproteinas. Los resultados sefialaron
que el 85% de estas moléculas fueron sin-
tetizadas y secretadas al medio a través de
un proceso que involucrd la degradacion de
su anclaje GFI, su depésito en la pared ce-
lular y finalmente su liberacion al medio
de cultivo. La secrecién de AGPs clasicas,
que involucra la ruptura del anclaje GFI
posibilita la existencia de un control dife-
rencial de la liberacion de las AGPs y per-
mite proponer la participacion de estas mo-
léculas como sefiales quimicas implicadas
en el crecimiento o la diferenciacién celu-
lar requeridos en las diferentes etapas del
crecimiento del cultivo.

Participacion de las AGPs en el
Crecimiento y Diferenciacion de los
Cultivos

Una caracteristica distin-
tiva de las AGPs es su capacidad para re-
accionar con fenilglucésidos sintetizados
quimicamente y conocidos como reactivo
de Yariv (Yariv et al., 1967). Se conocen
con este nombre a cuatro moléculas difer-
entes de fenilglucdsidos: B-(D-glucosil)s,
B-(D-galactosil);, a-(D-galactosil); y B-(D-
manosil);. De estos cuatro fenilglucésidos,
solo el [B-(D-glucosil); y el B-(D-
galactosil); reaccionan con las AGPs, mien-
tras que los dos restantes, o-(D-galactosil),
y B-(D-manosil); no reaccionan con las
AGPs; sin embargo, son usados como con-
troles negativos en los estudios de Ila
biisqueda de la funcién de estas glicopro-
tefnas. El mecanismo de reaccion entre las
AGPs vy el reactivo de Yariv no es conoci-
do, pero se ha sugerido que para que esta
reaccién se lleve a cabo se requiere tanto
de la proteina como del carbohidrato de las
AGPs (Nothnagel, 1997).

La formacién del precipi-
tado AGP-Yariv es una forma de inactivar
a las AGPs en el cultivo de células vege-
tales y permite conocer la repercusion de
la ausencia de las AGPs en los procesos
biolégicos. La inhibicién del crecimiento
causada por la adicion del reactivo de
Yariv al medio podria asociarse tanto con
la inhibicién total de la expansion, como
de la proliferacién celular. Serpe y Nothna-
gel (1994) reportaron que al agregar SOuUM
del reactivo de Yariv al medio de cultivo
de Rosa sp. se inhibi6 el crecimiento celu-
lar. En vista de que el tamafio de las célu-
las tratadas con el reactivo de Yariv y el
control fue el mismo, se sugirié que la in-
hibicién del crecimiento fue debida a la
supresion de la division celular. Asi mismo
se determind que el 95% del reactivo se
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encontraba asociado a la pared celular,
mientras que el 5% restante se asocié a la
superficie externa de la ~membrana
plasmadtica, por lo cual la inhibicién de la
divisién de las células de Rosa sp. podria
ser consecuencia de la interaccion del reac-
tivo de Yariv con las AGPs de la pared ce-
lular, de la membrana plasmatica o de am-
bas. Estos resultados son consistentes con
los reportados por Shibaya y Sugawara
(2007), quienes mostraron que las AGPs
son moléculas fundamentales en la regen-
eracion de la pared celular en cultivos de
protoplastos de Marchantia polymorpha.
En dicho estudio, la adicion del reactivo de
Yariv indujo una disminucién del indice de
supervivencia de los protoplastos y una re-
duccién de la acumulacion callosa en las
membranas de las células regeneradas.

Los mecanismos celulares
propuestos por los que el reactivo de Yariv
inhibirfa el crecimiento celular son varios.
Se ha sugerido que la interaccién de las
AGPs con el reactivo causa la ruptura de
la unién de la membrana plasmética con la
pared celular, llevando a la desorganizacion
de la membrana plasmatica, evento que
seria una sefial para detener la divisioén ce-
lular. Otro mecanismo propone que la un-
i6n del reactivo con las AGPs de la pared
celular afecta la extensibilidad de la mem-
brana, lo que limita el crecimiento celular
(Kreuger y van Holst, 1996). La inhibicién
de la divisién celular por la interaccién
AGPs-Yariv es dependiente de la etapa del
ciclo celular. Langan y Nothnagel er al.
(1997) encontraron en cultivos de Rosa sp.
que la inactivacién de las AGPs con el re-
activo de Yariv indujo que las células detu-
vieran su crecimiento en la fase Gl del
ciclo celular. El mecanismo molecular pro-
puesto es que las AGPs son moléculas se-
fial de elementos regulatorios del ciclo ce-
lular, como son las ciclinas o las proteinas-
cinasas dependientes de ciclina. Las AGPs
son importantes en los procesos de expan-
sién celular, como lo muestran los trabajos
hechos con cultivos de células de N. fa-
bacum (Vissenberg et al., 2001) y D. ca-
rota (Willats y Knox, 1996). Las células
de los cultivos de ambas especies presen-
tan una morfologia alargada, pero la adi-
cién del reactivo de Yariv provoca que las
células cambien a una forma esférica. Los
autores seflalan que la adicién del reactivo
pudiera estar interfiriendo con el depdsito
de celulosa en la pared celular, o bien con
el control direccional de este proceso. Al
respecto Lamport et al. (2006), sefialan
que las AGPs podrian estar actuando como
pectinas plastificantes de la pared celular,
pero no indican cémo podrian estar modu-
lando la expansién de la pared celular.

Los estudios realizados
por Immerzeel et al. (2005) con cultivos
de D. carota indican que las AGPs contro-
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lan la embriogénesis, ya que las AGPs se-
cretadas por cultivos embriogénicos son
capaces de inducir este proceso en cultivos
no embriogénicos de esta misma especie.
Resultados similares fueron reportados por
Pereira-Netto et al. (2007), quienes demos-
traron que una AGP cldsica aislada de
Anacardium occidentale puede estimular el
desarrollo de embriones somdticos de culti-
vos de D. carota en un periodo de 2 a 3
semanas, ademas de que favorece la con-
version de embriones a plantulas. Mediante
el uso de técnicas de tinciéon inmunoquimi-
cas se ha observado que las AGPs de un
cultivo embriogénico de un hibrido de
Abies alba x Abies cephalonica se acumu-
lan en la periferia de los embriones y célu-
las suspensorias, acumulacién que no se
observé en cultivos no embriogénicos
(Samaj et al., 2008). Ademads de la partici-
pacién de las AGPs en el proceso de em-
briogénesis, también se ha reportado que
estas moléculas pueden mejorar la respu-
esta de organogénesis en cultivos de proto-
plastos de B. vulgaris que fueron llevados
a la formacién de brotes (WiSniewska y
Majewska-Sawka, 2007). La adicién de
AGPs provenientes de goma ardbiga co-
mercial es capaz de prevenir la muerte de
los cultivos de microesporas de Triticum
aestivum L, permitiendo la obtencién de
embriones somdticos en cultivos haploides
y el desarrollo de las plantas obtenidas
(Letarte et al., 2006). La diferenciacion de
embriones somdticos de Zea mays L deri-
vados de microesporas también fue mejor
cuando se adicionaron AGPs al medio de
cultivo (Borderies et al., 2004). Estos re-
sultados son interesantes desde el punto de
vista tecnoldgico, puesto que uno de los
problemas en los programas de obtencién
de plantas haploides se presenta en la su-
pervivencia de las microesporas, en la in-
duccién de embriones y en la regeneracién
de plantas, por lo que el uso de AGPs co-
merciales, podria ayudar a solucionar esta
problematica. Las evidencias acumuladas
en torno a la participacién de las AGPs en
los procesos de embriogénesis somdtica y
organogénesis, permite proponer el uso de
estas moléculas como una estrategia poten-
cial para mejorar la tasa de conversién de
embriones y regeneracion de plantas en
programas de mejoramiento genético y de
micropropagacion.

Los mecanismos bioqui-
micos por los que las AGPs llevan a cabo
su funcién no estdn completamente descri-
tos. Existen diversas propuestas que estdn
sujetas a comprobacién, ya que adn es li-
mitada la informacién con que se cuenta.
Estas propuestas se basan en los modos de
accion de las glicoproteinas de c€lulas ani-
males que participan en los procesos de
crecimiento y diferenciacién celular (Sho-
walter, 2001; Rumyantseva, 2005). Asi

mismo, se fundamentan en la composicion,
las caracteristicas estructurales y la locali-
zacion celular de las AGPs. Al respecto, se
ha sugerido que las AGPs o los productos
de su degradacién funcionan como molécu-
las sefial en los procesos de crecimiento y
diferenciacion de las células vegetales.

Los carbohidratos de las
AGPs podrian ser el origen de la molécula
seflal que desencadena la diferenciacion ce-
lular. Dichos carbohidratos, al ser degra-
dados por enzimas darfan lugar a oligos-
acaridos, que al unirse a receptores de la
membrana plasmadtica iniciarfan un sistema
de transduccién de sefiales. Este mecanis-
mo podria ser el que controla la embriogé-
nesis somadtica, donde las AGPs con N-ace-
tilglucosamina o glucosamina posiblemente
sean las moléculas portadoras de la sefial.
Ademas de las AGPs, los cultivos de D.
carota también secretan endoquitinasas re-
queridas para la embriogénesis. Las AGPs
secretadas por los cultivos embriogénicos
de D. carota contienen N-acetilglucosami-
na o glucosamina. Las AGPs secretadas
por los cultivos embriogénicos de D. caro-
ta, al contener dichos aminoazucares,
podrian ser el sustrato de las endoquitina-
sas secretadas por los cultivos (Kreuger et
al., 2000). Sin embargo, los estudios mo-
straron que las AGPs tratadas con quitina-
sas pero que mantienen el carbohidrato in-
tacto son mds activas que las AGPs no
tratadas para promover la embriogénesis de
protoplastos con capacidad embriogénica
reducida. Esto significa que las AGPs mo-
dificadas con quitinasas son capaces de
controlar la embriogénesis (van Hengel et
al., 2001). Los estudios futuros podrian en-
caminarse a conocer si las AGPs tratadas
con endoquitinasas son las que interactian
con el receptor de la membrana plasmatica
o desencadenan un mecanismo de trans-
duccién de sefiales que conlleva la induc-
cién de la embriogénesis.

Otra propuesta indica que
el GFI podria ser el origen de moléculas
como el glicosilfosfatidilinositol, el inositol
fosfoglicano o ceramidas que funcionarian
como mensajeros intracelulares (Fischer et
al., 2004). Estas moléculas pueden ser li-
beradas del GFI por la actividad de fosfoli-
pasas C y D. Por su parte, la fracciéon de
la AGP liberada del GFI puede actuar
como sefial soluble para las células veci-
nas. Esta propuesta se basa en los estudios
que muestran que las AGPs liberadas al
medio de cultivo de células embriogénicas
mantienen la capacidad de estimular la em-
briogénesis en cultivos no embriogénicos
(McCabe et al., 1997). Asi como por el
hecho que las AGPs, que se encuentran en
forma abundante en la matriz extracelular,
podrian provenir de la membrana plasma-
tica (Du et al., 1994; Chen et al., 1994).
Sin embargo, no hay evidencias directas
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que apoyen que estas AGPs sean sefales
solubles de las células vecinas.

Las AGPs también
podrian ser moléculas de adhesion celular
necesarias para el crecimiento y el desar-
rollo. Ellas participan en la conexién de
la membrana plasmiética con la pared ce-
lular (Kreuger y van Holst, 1996; Showal-
ter, 2001). En vista de que son moléculas
muy higroscépicas, podrian estar relacio-
nadas con la organizacién fisica de la ma-
triz extracelular o actuar como moléculas
de proteccién, como sucede con las AGPs
secretadas por los drboles de A. senegal
como respuesta a las heridas.

Adicionalmente, las AGPs
podrian ser una sefial bioquimica que par-
ticipe en la regulacién de la produccion de
metabolitos secundarios. Cheng et al.
(2008) reportaron que la produccién de
taxol y de AGPs esta fuertemente asociada
en cultivos de células de Taxus cuspidata,
y la acumulacién de ambas moléculas res-
ponde a la induccién con metil jasmonato.

Conclusion

Los cultivos de células
vegetales liberan al medio de cultivo AGPs
clasicas y no clasicas que podrian proceder
de la membrana plasmadtica o de la pared
celular. El mecanismo bioquimico de libe-
racién depende de la presencia o no del
GFI. Las AGPs o sus derivados quizés par-
ticipan como moléculas de sefializacién en
los procesos de crecimiento y diferencia-
cién de los cultivos de células. Es necesa-
rio intensificar los estudios de la estructura
y composicién de las AGPs, con énfasis en
su participacién como moléculas efectoras,
asi como para conocer otros elementos del
mecanismo de la traduccién de la sefial por
el que las AGPs o sus derivados participan
en el crecimiento celular y la induccién de
la embriogénesis y organogénesis. Tales es-
tudios son importantes en el desarrollo de
procesos biotecnolégicos de micropropaga-
cién vegetal o de produccién de compues-
tos con actividad inmunoestimulante y de
interés medicinal.
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ARABINOGALACTAN PROTEINS IN PLANT CELL CULTURES
Arianna Michelle Hernandez Sanchez, Jacqueline Capataz Tafur, Mario Rodriguez-Monroy and Gabriela Sepulveda-Jiménez

SUMMARY

The arabinogalactan proteins (AGPs) are macromolecules
found in practically all plant organs, being associated with sev-
eral aspects of the plant growth and development. These mole-
cules contain carbohydrates and proteins in a 9:1 relation. The
carbohydrate moiety is composed mainly of type Il arabinoga-
lactans, whereas the protein has particular amino acid domains
that allow classifying the AGPs into two groups, classical and
non-classical. In addition, the former are characterized by a C-
terminal tail that predicts the incorporation of a glycosylphos-
phatidylinositol group (GPI) that allows the attachment of the
AGPs to the plasma membrane. Plant cell cultures of several
species release AGPs into the culture medium. The biochemical
characteristics of the AGPs released into the medium, and the

proposed biochemical and cellular mechanisms by which AGPs
participate in plant cell differentiation and growth are reviewed.
The plant cells release classical as well as non-classical AGPs
into the culture medium. The origin of these AGPs could likely
be the plasma membrane or the cell wall. They are involved in
the control of cellular growth and differentiation processes, as-
pects that have fundamental importance in the induction of so-
matic embryogenesis and organogenesis, key steps in plant mi-
cropropagation programs. The biochemical mechanism by which
the AGPs participate in cell growth and differentiation implies
that the AGPs or their degradation products participate like sig-
nal molecules.

AS PROTEINAS ARABINOGALACTANOS EM CULTIVOS DE CELULAS VEGETAIS

Arianna Michelle Herndndez Sanchez, Jacqueline Capataz Tafur,

RESUMO

As proteinas arabinogalactanos (AGPs) sdo macromoléculas
que se encontram praticamente em todos os orgdos das plantas,
sendo associadas com vdrios aspectos do crescimento e desen-
volvimento vegetal. Estas moléculas se caracterizam bioquimi-
camente por conter carboidratos e proteinas em relagdo 9:1. O
carboidrato estd composto principalmente por arabinogalactanos
tipo IlI; enquanto que a parte protéica estd organizada em domi-
nios que definem as AGPs como cldssicas ou ndo cldssicas. As
primeiras se caracterizam, além disso, por apresentar uma se-
quéncia C-terminal que prediz a incorporagdo de um grupo gli-
cosilfosfatidilinositol (GFI), que permite sua unido a membrana
plasmdtica. Em cultivos de células vegetais se relatam vdrias es-
pécies que liberam AGPs ao meio de cultivo. Apresenta-se uma
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revisdo das caracteristicas bioquimicas das AGPs liberadas ao
meio e das propostas sobre os mecanismos bioquimicos e celu-
lares pelos quais as AGPs participam na diferencia¢do e cres-
cimento das células vegetais. Os cultivos de células liberam ao
meio de cultivo AGPs cldssicas e ndo cldssicas, e se propoe que
poderiam provir da membrana plasmdtica ou da parede celular.
As AGPs intervém no controle do crescimento celular, além de
estar relacionadas com a embriogénese somdtica e a organogé-
nese, processos de diferencia¢do celular importantes nos siste-
mas de micropropagacdo de plantas. O mecanismo bioquimico
pelo qual as AGPs participam no crescimento celular e a dife-
renciagdo, implica que estas, ou os produtos de sua degradagdo,
talvez atuem como moléculas de sinalizagdo.
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