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INTERACCION DE UNA MEZCLA DE OLIGOGALACTURONIDOS
CON EL ION CU*" Y SU EFECTO SOBRE LAS RAICES

DE PLANTULAS DE TOMATE

O. Cartaya®, Yuliem Mederos, Inés Reynaldo y C. Peniche

ABSTRACT. Pectimorf isaplant bioactive compound obtained
inthe Nationa Ingtitute of Agricultural Sciences(INCA) from
citrus peel. This product is constituted by a mixture of o 1-4
oligogal acturonides with adegree of polymerization between
7 and 16. Each galacturonide residue has a terminal carboxyl
group allowing theformation of complex with heavy metals. In
this work, a metal:ligand molar ratio of 1:1 and 1:2 between
oligogalacturonides and Cu* was established. Changes in
oligogal acturonide structures as a consequence of their bound
with Cu?"ion wereidentified by | R-spectroscopy. Onthe other
hand, some trialswere done to analyze the possibility that the
oligogal acturonides could protect tomato seedlings growing
at toxic levelsof metal, being evidenced abigger radical growth
and a decrease of the number of roots in the plants treated
with the product, effects that counteract those of toxicity for
heavy metals.
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INTRODUCCION

En el medio agricola, en particular en el suelo, el
contenido de metales pesados deberia ser Gnicamente
funcion de la composicion del material original y de los
procesos edafogenéticos que dan lugar al suelo. Pero la
actividad humana incrementa el contenido de estos me-
tales en cantidades considerables, siendo esta, sin duda,
la causa mas frecuente de las concentraciones toxicas,
las que pueden provenir de la aplicacién sucesiva y masi-
va de los pesticidas y fertilizantes quimicos, o el aprove-
chamiento de las aguas residuales y los residuos urba-
nos e industriales (1, 2).

La excesiva concentracién de metales pesados en
los suelos puede resultar en una disminucion de la activi-
dad microbianay de la fertilidad del suelo, asi como de la
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RESUMEN. El Pectimorf esta constituido por unamezclade
oligogalacturénidos, que se obtiene en € Instituto Nacional
deCienciasAgricolas(INCA) apartir delacortezadeloscitri-
cos. Este producto presenta un grado de polimerizacion entre
7y 16, con un grupo carboxilicoterminal, quefacilitalaforma
¢ion de enlaces con los metal es pesados formando complejos.
En estetrabaj o se establece larelacion estequiométricametal/
ligando entre la mezcla de oligogal acturénidos y € ion Cu*,
evidenciandose unarelaciéon 1:1y 1:2. Por espectroscopiain-
frarrojo, seidentificaron las principal es af ectaciones provoca
das en la estructura de | os constituyentes de la mezcla por el
enlace con el metal. Por otraparte, serealizaron ensayos ana-
lizando laposibilidad de que lamezclade oligogal acturénidos
pudiera proteger a plantulas de tomate cultivadas con niveles
téxicosde metal, evidenciandose un mayor crecimiento radical
y unadisminucion del nimero deraicesenlasplantastratadas
con el producto, efectos que contrarrestan €l de la toxicidad
por metal es pesados.

Palabras clave: pectinas, Lycopersicon esculentum, meta-
les pesados, productos de origen vegetal

pérdida de los rendimientos por alteracién en la fisiologia
de las plantas (3).

La peligrosidad de los metales pesados es mayor al
no ser quimica ni biolégicamente degradables y dado que
la remocidn de la contaminacion de metales pesados de
los suelos es una tarea dificil, se hace necesario buscar
alternativas capaces de modificar la adsorcion y el trans-
porte de estos metales pesados (4).

Es conocido que uno de los mecanismos de toleran-
cia mas importantes, utilizado por las plantas para redu-
cir la toxicidad por metales pesados, lo constituye la for-
macién de complejos con ligandos organicos. En un con-
texto ecologico, los agentes de quelatacion organicos
pueden tener dos efectos sobre los iones metélicos toxi-
cos: promover la solubilizacién y el transporte de los iones
metalicos, o secuestrar al ion metalico tdxico y disminuir
su biodisponibilidad en las plantas (5).

Los derivados de pectinas presentan una alta pro-
porcién de cargas, lo cual les permite la formacion de
enlaces con los metales pesados formando complejos.
Sin embargo, no esté establecida la relacion entre el efecto
que se produce por el acomplejamiento de los
polisacéaridos con los metales pesados en la detoxificacion
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y la funcién que ejercen como moléculas sefales en los
procesos de crecimiento y desarrollo (6, 7).

En el presente trabajo se establece por primera vez
la afinidad de iones metélicos con una mezcla de
oligogalacturénidos (Pectimorf); ademas, se estudia la
posibilidad de disminuir la toxicidad provocada por los
metales pesados sobre la raiz de plantas de tomate.

MATERIALES Y METODOS

La mezcla de oligogalacturénidos se obtuvo en el

Instituto Nacional de Ciencias Agricolas a partir de la
hidrolisis enzimatica de pectina (SIGMA), segun la meto-
dologia propuesta por Cabrera (8).
Determinacion de la relacion estequiométrica. La relacion
estequiométrica metal-ligando se realizé a través del
método de la relacion molar (9), utilizando 10 mL de CuCl,
0,02 M y 10 mL de una solucién de la mezcla de
oligogalacturénidos (1.025x10% M) y 10 mL de &cido
poligalacturénico comercial (SIGMA) 1,030 x10°M en
cada caso, segun lo sefialado en la Tabla I; el volumen
final se ajustd a 10 mL con agua destilada. Las muestras
se filtraron y se midio la absorbancia a 720 nm.

Tabla I. Preparacién de las soluciones a diferentes
relaciones metal/ligando

Beaker Metal (mL) Ligando (mL)

1
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Estudio del complejo en estado solido. El complejo séli-
do de la mezcla de oligogalacturénidos y el ion metalico
Cu? se obtuvo por agitacion de 50 mL de la solucién de
la mezcla de oligogalacturénidos (1, 025x102 M) con so-
lucion de CuCl, a una concentracion de 2x10° M; la solu-
cion se agito durante 1 hy se enfrié a una temperatura de
10°C por 24 horas, posteriormente el precipitado obteni-
do fue centrifugado y secado a 60°C para el analisis por
IR.
Efecto de la mezcla de oligogalacturénidos en las raices
de tomate cultivado con niveles altos de toxicidad. Se
utilizaron semillas de tomate de la variedad Amalia creci-
das en recipientes plasticos de 0.3 L de capacidad con
arena silice; los tratamientos fueron:
+ Semillasimbibidas durante cuatro horas en agua (control)
+ Semillas imbibidas durante cuatro horas con mezcla
de oligogalacturénidos 10 ppm
+ Semillas imbibidas durante cuatro horas con mezcla
de oligogalacturénidos 30 ppm
Se utilizaron cinco frascos por cada tratamiento, con

una planta cada uno y el experimento se realiz6 con tres
réplicas. Las plantas fueron suplementadas mediante

solucién nutritiva con exceso de iones Cu*' y el riego se
realiz6 segun las exigencias del cultivo.

A los 25 dias de germinadas las semillas se evalua-
ron la longitud radical y el nimero de raices.

Los resultados se analizaron por andlisis de varianza
de clasificacién simple; en caso de diferencias significa-
tivas, las medias se compararon segun la prueba de ran-
gos multiples de Duncan (p< 0,05) y en algunos casos
se calcularon la mediay el error.

RESULTADOS

Para establecer la naturaleza quimica de una espe-
cie en solucion, deben realizarse estudios que conduz-
can a obtener informacion en tres aspectos: en primer
lugar, la relacion estequiométrica entre los componen-
tes; en segundo lugar, la disposicion espacial de los ato-
mos o estereoquimicay, en tercer lugar, las magnitudes
termodinamicas asociadas a la estabilidad y reactividad
de las especies.

Por medio del método de la relacion molar, es posi-
ble establecer la relacion estequiométrica de los diferen-
tes complejos que pueden formarse en una reaccién en
disolucién acuosa. La determinacion de la relacion
estequiométrica existente entre el &cido poligalacturénico
(comercial) y la mezcla de oligogalacturénidos obtenida
en el INCA (Pectimorf) con el ion metélico Cu ** se mues-
tra en la Figura 1; las curvas muestran un cambio de
pendiente para una relacion molar en ambos casos de
0.3, siendo indicativo de la completa formacion del com-
plejo, ademas, se observa un segundo cambio de pen-
diente a una relacion molar de aproximadamente 0.45,
poniendo de manifiesto la formacién de otro complejo.

El cambio de pendiente observado alrededor de la
relacion molar 0.45 es mas brusco que en larelacién 0.3,
lo cual indica que el primer complejo presenta una cons-
tante de estabilidad mayor, mientras que para el segundo
complejo la disociacion es mayor. También se evidencia
un mayor acomplejamiento de los iones Cu?* en el caso
de la mezcla de oligogalacturénidos.

0.7 4

—&— Mezcla
—m— Acido Galacturénico

Absorbancia

0 0.15 013 0.45 0.6 0.75 0.9
(Cu2+)/(Oligogalacturénido)
Figura 1. Estudio de la relacién molar ligando-metal
a720 nm
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Estos resultados coinciden con otros encontrados (10)
al estudiar de formateérica el comportamiento del &cido
galacturdnico frente a diferentes iones metalicos, los cua-
les demostraron que era posible que se formaran com-
plejos con relacion estequiométrica 1:1y 1:2 entre el acido
galacturdnico y los iones metéalicos. Ademas, al estudiar
la relacion estequiométrica entre iones metélicos y dife-
rentes polisacaridos provenientes de varias especies de
plantas, se han encontrado valores similares en la rela-
cion estequiométrica (11, 12). Otros estudiaron a partir
de rahmnogalacturanos (RGII) obtenidos del tejido vegetal,
la formacién de complejos con relacién estequiométrica
1/2 (13), incrementandose la formacion de dimeros en el
orden creciente de Pb*, La* y Ca?, siendo todos los
complejos formados idénticos y dependiendo en gran
medida de la concentracién y del pH del medio.

Los estudios del complejo en estado sélido permi-
ten conocer los principales cambios estructurales produ-
cidos en la molécula del ligando cuando se forma el com-
plejo. En la Figura 2 se muestra el espectro infrarrojo del
complejo obtenido con el i6n metalico Cu (l1). El espectro
del complejo muestra bandas anchas del O-Hy del C-H
en la region lejana, indicando bandas individuales mez-
cladas, lo que hace dificil la asignacién de algunas ban-
das individuales.
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Figura 2. Espectros IR del complejo Cu (ll)-mezcla
de oligogalacturénidos

Las vibraciones estrechas del enlace intermolecular
del grupo hidroxilo O-H en los polisacaridos libres exhi-
ben bandas en la region de 3 500-3 200 cm™?, que luego de
afectadas por la ionizacién, exhiben bandas anchas cer-
canas a 3 400 cm™ con un hombro cercano a 2 900 cm™,
Los polisacaridos libres presentan bandas debidas al
acoplamiento de las vibraciones v_  (multiple: 1 245 cm?
y1330cm?)yd , (1415cm?),yv__ (1 635cm)que se
presenta como una banda ancha. Por otro lado, el fuerte
acoplamiento vibracional en el anillo de los grupos COH,
CH,y CCH muestra bandas mezcladas alrededor de
1400 cm™; esto puede ser provocado por la formacion del
complejo metélico, ademas, las vibraciones de valencia
del C-Oydel C-C se observan en laregion 1 140-990cm™y
también aparecen bandas mezcladas aproximadamente
a 1 050 cm™ por la formacion del complejo. Resultados
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obtenidos al estudiar los complejos de Zn**-polisacérido (14)
confirman que en la regién anomérica (950-500 cm™) se
muestran bandas muy débilmente marcadas en la mayo-
ria de los a-andémeros, inclusive en aquellos casos donde
se han utilizado los B-anémeros en la sintesis del com-
plejo; la presencia en los complejos de los a-anémeros
puede ser atribuida a su estabilidad termodinamica si se
compara con los pB-anémeros que son productos
cinéticamente controlados.

La alta disponibilidad de metales pesados en las plan-
tas induce un estrés ionico, claramente distinguible del
estrés salino. Los metales pesados no afectan el creci-
miento de las plantas por una disminucién significativa
del potencial osmotico del sustrato, sino por su propia
toxicidad. Un exceso de metales pesados o de sus
quelatos solubles puede inducir una serie de alteracio-
nes bioquimicas y fisiolégicas, entre las que se encuen-
tra la inhibicién del crecimiento de la raiz (15, 16).

Se ha sugerido que la disminucién del crecimiento
de la expansion celular inducida por los metales pesados
puede originarse de los efectos que tienen sobre el meta-
bolismo o el transporte de las auxinas; de ahi la impor-
tancia de utilizar diferentes sustancias reguladoras del
crecimiento tipo auxinico para atenuar los efectos toxicos.

En los dltimos afios se han utilizado reguladores
del crecimiento en la fitorremediacion de plantas, tales
como auxinas y citoquininas, para disminuir la conta-
minacion en las plantas por metales pesados, pues
estos reguladores potencialmente incrementan la velo-
cidad de crecimiento y la biomasa en plantas
hiperacumuladoras (17).

En la Figura 3 se muestra el efecto del Cu?* sobre
la longitud de la raiz de plantas de tomate tratadas con
la mezcla de oligogalacturénidos, donde se puede ob-
servar que la aplicacién de la mezcla provocé un au-
mento en la longitud radical en relacién con las plantas
crecidas en el medio de Cu** sin tratamiento con la mez-
cla; es de sefialar que entre las concentraciones de la
mezcla utilizadas no existieron diferencias significati-
vas y estas a su vez difirieron del control. Otros resul-
tados demuestran que las raices de las plantas se acor-
tany engrosan (18), debido a que los iones metalicos
actuan directamente sobre el metabolismo, interfirien-
do en la transferencia de iones a través de las mem-
branas celulares, lo cual afecta posteriormente la habi-
lidad de la planta para la absorcién de agua y nutrientes
del suelo.

Los altos valores de la longitud de las raices produ-
cidas por las plantas a las que se les aplicaron
oligogalacturénidos, pueden ser consecuencia de la po-
sible formacion de quelatos solubles, los cuales
incrementan la traslocacion de metales del sustrato a la
planta (19), lo cual no permite apreciar el efecto
estimulador del crecimiento que también poseen los
oligogalacturénidos y que ha sido observado en diferen-
tes cultivos (20).
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1- Semillas imbibidas durante cuatro horas en agua (control),

2- Semillas imbibidas durante cuatro horas con mezcla de
oligogalacturénidos 10 ppm

3- Semillas imbibidas durante cuatro horas con mezcla de
oligogalacturénidos 30 ppm

Figura 3. Efecto del Cu?* en la longitud radical de
plantas de tomate tratadas con la mezcla
de oligogalacturénidos

La toxicidad por metales no solo afecta la longitud
de la raiz primaria, sino que cambia la arquitectura del
sistema radical completo, de forma tal que se ha visto
gue la formacion de raices laterales es promovida por las
concentraciones toxicas de metales, lo que provoca mas
densidad y compactacion del sistema radical, mientras
gue la densidad de los pelos radicales generalmente indi-
can que la toxicidad altera el balance hormonal de las
raices (21).

En la Figura 4 se muestra el efecto del ion Cu? en el
ndamero de raices de las plantas de tomate, donde se
observa que las plantas tratadas con la mezcla de
oligogalacturénidos presentaron menor nimero de raices
gue el control, existiendo diferencias significativas entre
ellas y el control.
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1- Semillas imbibidas durante cuatro horas en agua (control),

2- Semillas imbibidas durante cuatro horas con mezcla de
oligogalacturénidos 10 ppm,

3- Semillas imbibidas durante cuatro horas con mezcla de
oligogalacturénidos 30 ppm

Figura 4. Efecto del Cu? en el nimero de raices de
plantas de tomate tratadas con la mezcla
de oligogalacturénidos
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Como se puede observar, las plantas que crecieron
con la aplicacion de la mezcla de oligogalacturénidos pre-
sentan una mayor longitud de la raiz principal y un menor
namero de raices laterales, al ser comparadas con el
control que no fue tratado con el producto en estudio, lo
cual puede indicar que estos presentaron una mayor re-
sistencia a la toxicidad por los iones Cu*"y dentro de las
concentraciones de la mezcla utilizada, a pesar de no
existir diferencias significativas entre ellas, las de 10 ppm
mostraron los mejores resultados.

En las investigaciones realizadas se ha encontrado
gue algunos reguladores del crecimiento, tales como los
acidos naftalenacético e indolbutirico, ademas de aumen-
tar la biomasa, aumentan la absorcién por las plantas de
diferentes metales pesados excepto el Cu ?*, cuando ellas
se aplican en el rango de 10 a 1 000 mg.L™ (22), lo que
demuestra la superioridad del uso de los oligogalacturénidos
en la absorcion de este metal pesado.

Estos resultados son muy promisorios, por lo que
se debe continuar profundizando en la interaccién de este
producto en las plantas, para poder dilucidar cuél es el
mecanismo mediante el que se puede disminuir el efecto
de los metales pesados en las plantas y establecer una
metodologia para el secuestro de los iones, a partir del
conocimiento de la factibilidad de la utilizacion de la mez-
cla de oligogalacturénidos y de esta forma contar con
una via para la fitorremediacion de plantas cultivadas en
un medio con altos niveles de metales pesados utilizan-
do productos ecoldgicamente inocuos.
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