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I. INTRODUCCION TEORICA.



Los lifpidos, sustancias orgénicas-insolubles en agua ﬁefc solubles ant
disolventes apolares, segiin reza una antigua definicifén, han sidé conside— ’
rados tradicionalmente como compuestos de un inferée mas bien escaso dejléé
cuales el investigador procuraba desembarazarse lo antes posible en el curéf
80 del'procedimientc de aislamiento de otras sustancias, a’partir de mata-j 
riales biolSgicos. Realmente el quimico orgénico o el bianimico»enconiraébf
ba grandes dificultades para manipular los 1lfpidos medianté las té&icas “‘
clé51cas de destzlaolén fraccionada y orlstalzzacién, de forma que hnbo quﬁ‘
esperar al advenimiento de las técnicas oromatogréficas maa ratinadaa para ;
poder abordar con garantiaé de &xito el estudio de estas auﬂtanc1aa. En es~ |
te sentido cabe recordar que la cromatOgrafia de gases, téenica de muy am»f"
plia aplicacién el la actualidad, fue ideada para separar &cidos grasoa
(James y Martin, 1952), ¥y que la cromatografia en capa fina ha produoido v
sus mayores frutos en el campo de los lfpidos (Tcuchatone x Dbbbins, 1978)
Efeotivamente los grandas avances en la bioquimica de 1£pidos empezaron a
producirse con posterioridad a la aparioién de laa técnica& cromategr&ficas
o;tadas, ¥ concretamente en las plantas superiores el nﬁmero dz trabajoa pna
blicados se ha multiplicado considerablemente en los ﬁltinoa 10 anos. Sirva

~como dato que el primer libro monogréfico sobre bzoquimioa de 1£pid@s en :
plantas no aparecié hasta 1971 (Hitchcock y Nichols, 1971), ¥ desde luogo

continua s;endo el texto mas citado en este area de inveatigaciﬁn.

En los @ltimose afios hemos asistido tambien & un notable incremento en

el ntimero de equipas directamente impliocados en biaquimioa de 1£yidns en
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en plantas, particularmente en sus aspectos de biosintesis. Asf, mientras
que en los primeros afios de la década de los 60 el equipo de Stumpf, en
Davis, California, y el de James, de los laboratorios de la Unilever, en
Inglaterra, eran los principales protagonistas en 1o que a biosintesis de
1fipidos en pléntas supreriores se refiere, al final de la década empesaron
a aparecer otros nombres en las citas bibliogrificas. Entre los mas impor-
tantes estan: Harwood, en Cardiff; Mazliak, en Paris; Douce, en Grenoble;
Leech, en York; Roughan y Slack, en Nueva Zelanda; Beevers, en Santa Cruz,
Californiaj Mudd, en Riverside, Califof;ia; amen de otros muchos de mas es-

poridica aparicién.

N fib A
En mi opinién, este considerable aumento del interés por el estudio

bioquimico de los lipidos, que como se ha dicho antes ha sido provocado por
los avances metodolégicos y técnicos en la manipulacién de estas sustancias,
obedece a dos motivaciones principales. La primera de ellas, de un indudahle
interés econémico, es que un mejor conocimiento de la sintesis de lipidos en
semillas y frutos oleaginosos tiene que repercutir necesariamente:en una me-
jora de la cantidad y czglidad de los aceites vegetales, productos alimenti-~
cias de primer orden y cuyo ccnsumo se encuentra en constante aumento. En
segundo lugar, el estudio de los 1lipidos como constituyentes de las membra-
nas biol8gicas tiene un interés cientifico fundamental, pues no se puede ol-
vidar que estas constituyen, sinl! lugar a duda, el tema de vanguardia en lo
que a investigacién bioqufmica se refiere. Aspectos tales como biogénesis

de mebfaﬁaa, transporte de protones y electrones a través de membéana, y su
relacién con la fosforilacibén, configuracién de los fotosistamas,:transpor—
te de metabolitos a través de membrana, y su implicacién con la giansmieién
del impulso nervioso, mecanismo de accién de los enzimas asociados & membra-
nas, etc., ocupan actualmente una buena parte de la investigacién; Y es gue
la mayor parte de la materia viva, si excluimos el agua, son membfanaa, y de

estag/un importante porcentaje lo constituyen los lfpidos.

Una definicién tan ambigua como la expuesta en las primeras lineas de



¢wea introdus. a necesariamsnte incluye una amplia variedac. de ﬁuataag;mak
quimicas, de ahi que modernamente se tienda a resiringir la definiciéﬁ para
incluir unicamente a aquellos compuestos que derivan de &cidos grasos de
cadena larga. Mas concretamente, en la actualidad se consideran lfpidos a
aquellos compuestos que son ésteres o amidas de éoidos grasos con alcoholes
de distinta naturaleza, y este es el oriterio que consideraremos en lo que

gigue.

La tesis que presentamos esté constituida por cuatro trabajos experi-
mentales perfectamente independientes. En el primerb de ellos se aborda el
anflisis quimico de los aciltioésteres de diversos tejidos vegetales. Los
otros tres trabajos constituyen sendos estudios acerca de la capacidad de
biosfntesis de lfpidos y aciltioéasteres en tres sistemas vegetales que con-
sideramos bastante representativos: una semilla eﬁ germinacién, un extracto
enziméiico obtenido de una semilla oleagindsa en formaoién y, finalment, clo-

roplastos aislados de hojas de espinaca.

Esta diversidad en el material biolbgico utilizado tiene uné justifi-
cacifén doble. La primera de ellas, y decisiva, se refiere a la diéponibili-
dad de dicho materiale. Asi, mientras que las semillas maduras estan realmen-
te disponibles durante todo el afio, las semillas en formacidén, asi como los
frutos, y las hojas de espinaca estan sujetas a un régimen estacional que
solo permite su utilizacién durante una época del afio concreta. Eszto hace
que nos veamos obligados a pasar de un tipo de material a otro en el trans-

curso del afio.

Pero es que ademéis, el estado actual de conooimientos en lo gue a ru-
tas de biosintesis de 1lf{pidos se refiere, recomienda el ensayo de diversos
tejidos vegetales, en orden a recoger datos que permitan hacer generalizacio-
nes. De hecho solo en los Gltimos meses se esti observando una cierta espe-

cializacién por parte de algunos equipos implicados en este campo, hasta



ahora los investigadores han actuado en el sentido que hemos comeﬁtado, es

decir, ensayando tejidos y sistemas muy diversos.:

No obstante, en todos estos estudios se ha prestado muy especial aten—
cién al papel de los aciltioésteres, acil-CoAe y aocil-ACPs, que de hecho

constituyen el motivo central de esta tesis.

Antes de entrar en la parte experimental vamos a hacer un breve resu-
men de las pricipales clases de 1l{pidos desde el punto de vista quimico, y
solo de aquellos que tienen una relacién directa con el resto del trabajo
que aqui se presenta. A continuacién se haréd una revisién, asimismo somera,
sobre la biosintesis de &cidos grasos y glicerolfpidos en plantas superio-
res, de modo §ne podamos situar en su contexto la actuacibén de los aciltio-

ésteres. Y a ello vamos a dedicar esta Introducciédn.
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To BoMPUCTURA JUINICA ¥V PROPTEDADES D8 LOS LIPIDOS.

Como se he indicado en la introduccién solo se van a considerar los &cidos
grasos y sus ésteres de la glicerina, y de estos solamente glicéridos, fos-

folipides, galactolipidos y sulfolfpidos.

T.l.1.- Los &cidos rrasos.- ' ' C s,

Los &cidos grasos son &cidos monocarboxflicos de cadena alifftica. Si bien
en animales es frecuente la presencia de &cidos cortos, de 4 a 10 &tomos
de carbono, en las plantas la mayor parte de los &cidos grasos presentan
de 12 a 30 &tomos de carbono, generalmente son de cadena recta y de nfine-
ro par de dtomos de carbono. Los Acidos grasos de 16 .y 18 &tomos de carbo-
no representan no menos del 909 de los que estan presentes en los tejidos
vegetales. Esta larga cadena hidrocarbonada es la que confiere a los &ci-
dos grasos, v a los lipidos derivados de estos, su caracterfsticva insolu-
bilidad en agua. Esta cadena rara vez presenta alguna discontinuidad que
no sea 1a'presencia de algfin doble enlace, y de ahf la escasa regctividad

de estas especieg quimicas.

kn las plantas existen &cidos grasos con uno, dos y hasta tres dobles
enlaces, rara vez cuatrc, Casi siempre son de configuracibén ‘"cis", y de
‘existir casi siempre se ubica en la posicién 4 -9, esto es, entre los 4to-
rmos de carbono 9 y 10 contando desde el extremo carboxilo. Si existewmas
:de un doble enlace estos se disponen en direccién al extremo ﬁ%};{i;o, y L

i i
normalmente separados pér un grupo metileno. La presencia de otros acciden~ ;-

i

tes, tales como grupos funcionales hidroxilo, carboxilo, o ramificaciones, |
H

son mas bien raras, y generalmente ge relacionan con gg};ppghjggohém‘icgs

concretos.

Log &cidos grasos mas abundantes y ubicuos en las plantas superiores
aparecen listados en la Tabla I. La nomenclatura abreviada que aparece en

dicha tabla, y en la siguiente, es universalmente utilizada para designar



Nombre comin __Sfmbolo Estructura

Ladrico 12:0 CH3-( CH2 )1 0~COOH

Mirfstico 14:0 CH3-(CHp)10-COOH

Palmitico 16:0 CH3-(GHQ)14-CCOH

Esteérico 18:0 CH3-(CHp)14~COOH

Oleico 18:1 (9) CH3~(CH, ) 7-CH=CH~( CHp)7-COOH
Linoleico | 18:2 (9,12) CH3—(GHZ)3-(CH2-CH-CH)2~(cﬂé)7-GOOH
Linolénico 18:3 (9 12,15) . CH3~(CHp~CH=CH)3~(CHp)7~COOH.

TABLA I. Acidos grasos mayoritarios (Hitchcock y Nichols,1971)

Nombre comiin __Sfmbolo Estructura

Caproico 6:0 CH,~( CH, ) =C0CH

Caprflico 8:0 CH3-(GH2)6—COOH

Céprico 10:0 GH3-(CH2)8—COOB

Palmitoleico  16:1 (9) CH3-(c32)5-cH-cﬂ-(c32)7-cGOH
Margérico 17:0 CHy=(CHp )1 5-COOH

Araquidico 20:0 CH4~(CH, ), g~CO0H

Behénico 22:0 CH3~(CH2)20~COOH bt o
Erticico 22:1 (13) CH3—(GH2)7~CH-CH-(032)11-GOOH
Lignocérico 24:0 GH3-(CH2)22-000H

TABLA II. Acidos grasos minoritarlos (Bitchoock y Hiohcls, 1971)
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4cidos grases. El primer nfimero indica el nfimero de Stomos de oarbeno, 01  ,
segundo alude al nﬁmero de dobles enlaces presentes en la molécula ¥ fi—‘f
nalmente, entre parénte91s se especifica la posxclén ‘de dlchos doblea en~
laces, empezando por el exmremo carboxilo. Otros écldos grasos, Que estan
ampliamente distribuidos pero casi siempre en cantidades pequefias, s§;d¢~

nominan minoritarios, y una lista de ellos aparece ek la Tabla 1.

“En contraposicifn con estos dos grupos podemos considerar un tercer
grupo, el de los 4cidos grasos inusuales, que solo se presentan en grﬁpos' -
taxon6mlcos muy concretos, y su estructura quimica se aparta del mndﬁlo o
genergl por la presencia de algfin grupo funcional, tal como oourre ‘en el
&cido rzcmnolelco, gue se correponds con el fcido oleico pero con un grun :

~ po hidroxilo en el carbono 12, ¥ que se presenia en la sem;lla de Ricinﬂﬂ ‘

communig en la que representa el 90 % del total da éoxdaa grases (canvin,

1963); el &cido estercdlico, derivado del oleico pero con un anille ciolo-

propano sustituyendo al doble enlace, se presenta en la especie Sterculia“ };

foetida dando cuenta del 50 % de los 4cidos grasos de la aem;lla (ﬁilaon
¥ col., 1961); y muchos otros (Hitchcock, 1975) i

Digamos, por dltimo, que la oomposicm&n de &cidos grasoa es éaraoten (w

i

ristica de cada tejido particular, de forma que cada aceite vegetal tiennf;{Q

su propia composicién, dentro de un margen de oscilacién. Pgr Qtra pnrta, i;;

dentro de un mismo Srgano vegetal se pueden apreciar diferancias 1mportan—:[

tes, y asf, los &cidos grasos de muy larga longitud de cadana«(de_zo

&tomos de carbono) son componentes earaoteristiooa de las oerag qua fp«;~

 bren la cutfcula de las hojas ¥y algunos frutag ¥y aemillaa. Haa aﬁn, :

composicién de 4cidos grasos de los distintos tipos de mambranas colnla»

res tambien es caracterfstica, encontrandose que por: ejemplo 1as mambra~

nas cloropléstlcas son éspecialmente ricas en &cido llnolénico (Stumpf,

1975).




I.1.2.~ Glicéridos.

Los glicéridos son ésteres de la glicerina y &cidos grasos. Aquellos gli-
céridos en los que los tres grupos hidroxilo de la glicerina estan esteri-
ficados por &cidos grasos se denominan triglicéridos (TG). En la naturale~
za existen tambien glicéridos parciales, que solo presentan una ¢ dos po-
siciones esterificadas, y que se llaman monoglicéridos (MG) y diglicéridos

{(DG) respectivamente.

Los glicéridos son los comstituyentes mayoritarios de los aceites
vegetales, y estan esterificados principalmente por los &cidos palmitico,

estedrico, oleico y linoleico, predominando los insaturados.

Desde el punto de vista quimico, los glicéridos, y particularmente
los TG, se caracterizan por su escasa polaridad, ya que no presentan gru-
pos funcionales disociables en su molécula, y reactividad, debido a la

gran inercia quimica de los restos acilo gque los esterifican.

‘ Aungue ampliamente distribuidos por todosvlos tejidos vegetales, los
TG son especialmente interesantes, desde un punto de Visté fisiolégico,
como constituyentes principales de los 8rganos de reserva de semillas y
frutos oleaginosos. En este sentidd, estas especies quimicas son muy favo-

rables, dado el elevado nivel de reduccién gque presentan.

I.1.3.~ Posfolinidos,

En la naturaleza existen dos grandes grupos de fosfolipidos, 1os:derivados
de 1a‘glicerina (fosfoglicéridos o glicerofosfolipides) y los derivados de
la esfingosina. En la Pig 1 se muestran las férmulas estructurales de es-
tos dos grandes grupos de sustancias, y en la Tabla III los prin¢ipalas
tipos de fosfoglicéridos. En lo que sigue, al hablar de fosfolfpidos (PL)

debe entenderse que nos referimos a los fosfoglicéridos.

Lot *



Gl UGt CH3~(CHp)yp, i

o 1" c=c 0
*C=0-C PN i
R ,H 0 H CH~CH-CH,~0~P~0-X
CHy=0~P~0~X OH ¥ 0"
on C-0-R

Fosfoglicéridos A Esfingbdlfpidos

FIG 1. Férmulas generales de los dos tipos de fosfolfpidos. R repre-
senta restos acilo de distinta naturaleza, y X es una pequefia
molécula orgénica tal como las que se exponen en la Tabla III.

X Nonmbre Abrev
H Acido fosfatfdico PA
+ v
HO-CHy=CH,~N~( CH3) Fosfatidilcolina (lecitina) PC
HO-CHp~CH,-NHy Fosfatidiletanolamina PE
HO-CH2—?H-NH2 Fosfatidilserina Ps
COCH
HO~CH,~CHOH-CH,0H Fosfatidilglicerol PG
o oH
L
¥\! ?ﬁin Fosfatidilinositol PT

O

TABLA III. Las principales clases de fosfoglicéridos.
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Los fosfclipidos son componentes importantes de todas las membranas
celulares, pero las proporciones en gue aparecen las distintas clases
resefiadas en la Tabla III varfan conéiderablemente de un tejido a otro,
e incluso entre los distintos orginulos celulares (Morre, 1975). Asi,
mientras que PC, PE y PI se encuentran principalmente en tejidos semina-
les, el PG se localiza en gran cantidad en los tejidos foliares.(Stumpf,

1976).

Los fosfolipidos constituyen la clase de lf{pidos mas polares, como
se desprende de su férmula estructural, y en ;;”ccmposicién d;wgcidos
grasos predominan los mas insaturados, caracteristica ésta que probable-
mente estd relacionada con la estructura semifluida de las membranas
bielbgicas, pues debe recordarse que el punto de fusién de los &cidos
grasos se relaciona con el grado de insaturacién de manera inversa. En
este sentido, la incapacidad de sintesis de 4cidos grasos poliinsatura~
dos por parte de la mayorfa de las bacterias (Curr y James, 1976), y su
carencia de sistemas membranosos internos, probableme#te constituyen dos
aspectos de una misma tendencia evolutiva; es decir, es probable que loa

&cidos grasos poliinsaturados aparecieran en el curso de le evolucién

por necesgsidades inherentes a la funcién de las membranas.

I.1.4.~ Galactolipidos v sulfolfpidos.

Se reunen en este apartado dos c¢lases de lfpidos que, ademfs de presentar
cierta similitud estructural, son constituyentes tipicos y mayoritarios

de las membranas fotogintéticass

Los galactolipidos son los mas sobresalientes representantes de la
clage de los glicolfpidos, glicerolipidos que se caracterizan por poseer

uno o mas residuos de azicar en su molécula. &n los galactolfpidos, como
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su nombre indica, es la galactosa el azlcar presente. Los dos tipos mas
importantes son los monogalactosildiglicéridos (MGDG) y los digalactosil

diglicéridos (DGDG), cuyas estructuras se muestran a continuacién:

| 0 Q
o CHp=0-C-R N
n . :
R'-c-o-c]:zz ‘2’”_—?? R'-?}-o-c':ﬁ @ |
0 Oh R Y oH
CH, 00 CH, oot T “
KGDG DGIG , A

- H 0N

Existen tambien hmélogos con tres o cuatro residuos de galactosa, pero

s0lo se presentan en muy pequefias cantidades.

Los galactolfpidos, MGDG y D3DG, constituyen el porcentaje mas eleva-
do de la fraccién lipidica de las membranas cloroplisticas, tanto de la
envuelta (lackender y Leech, 1974) como de las lamelas (Park, 1976), y por
tanto representan la mayor proporcién de légilipidos de cualguier tejido
fotosintético (Roughan y Batt, 1969). El 4cido lindlénico, 18:3, es con

: en

mucho el mas abundante 8¢ los galactolfpidos de los tejidos fotosintéticos

(Safford y Wichols, 1970).

Bajo el nombre de sulfolfpidos se reunen, obviamente, aquellos 1{pi-
dos que poseen azufre en su molécula. Los mas interesantes de estos son
los sulfoquinovosildiglicéridos (SQDG), que pueden ser incluidos en los
glicolipidos, por cuanto poseen glucosa en su molécula. Su férmula estruc-

tural se expone a continvacién:
2
0 CH 2"‘0"‘ C"R

!
R‘-—»&-Ouffﬂ f’:—‘&\i/,, pr
CHp o0 7

CH&" 803 H

Los sulfolfpidos, lo mismo que los galactolipidos antes comentados, se
presentan tipicamente en las membranas fotosintéticas, en las qus dan
cuenta de un porcentaje notable,vy son ricos en &cidos grasos poliinsa-

turados, 18:2 y 18:3.
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1. 2. BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS EN PLANTAS. . 2

Como se ha indicado anteriormente, los 8cidos grasos mas importantes po~
seen un nfimero par de &tomos de carbono. Desde muy antiguo se pensaba que
esta caracterfstica deberfa estar relacionada con el propio mecanismo de
sintesis. Con el descubrimiento por parte de Knbop, en 1904, de gue los
&cidos grasos son degradados en sucesivas unidades de dos ﬁiomos:de car-—
vbéné,'se empezd a especular que su biosintesis podrfa llevarse # cabo, de
manera anéloga, mediante condensaciones sucesivas de unidades de dos &to~
mos ‘de carbono. Cuando en la década de los 40 se elucidaron las reaccio=
;nes individuales implicadas en la degradacién de los &cidos grasos, la
,3—oxida016n, surgié la idea de que su biosintesis podrfia suponer una

simple reversién de la ruta de degradacién. Aunque pronto se demoatré quemﬁf
esta suposicién era fundamentalmente errdénea,lo que sf queds estableoido‘g;ﬂ
es que realmente los &4cidos grasos sd sintetizan a partir de unidades de
f@?é ;é??@hgéj}acetato en su forma activada, es decir, acetil-Coi, median~
te“;na secuencia de reacciones que, al parecer, es comin a bacte:ias, la-f:

| vaduras, animales y plantas.

Sin embargo exisie una diferencia de organizacién deyloé sistemas
enzimiticos de sintesis de 4cidos grasos entre los grupos de organismoé
~antes citados. Asf, mientras que en levaduras y animales los epzimas se
organizan en forma de complejo multienzimitico, ilamado;éoido‘gfaso ainé
‘tetasa, y del que no se separan los intermediarios’impliéadoeg gue por
lo tanto no pueden ser aislados, en las bacterias los enzimas se encuen-
tran en forma de unidades discretas, 10 que permite el aiéiamiento de
los diferentes intermediarios, asi como la caracterizacifn de las dife- |

rentes reacociones (Hitohcock y Nichols, 1971).



Con respecto a la sintetasa de &cidos grasos de las plantas se pue-
de decir que, si bien sus reacciones individuales no han sido aun carac—
terizadas, todo parece indicar, como ya se veré, que estd mas préximo d11

tipo bacteriano, de enzimas soluble y separables, que al tipo animal.

J.2.1.~ Las moléculas portadoras.

El metabolismo del acetato y homblogos “superiores se éaraoterizafpofqne

los intermediarios implicados aparecen siempre en forma activada; esto es,
unidos mediahte un enlace rico en energia, enlace tioéster, a unés molécu~
las especiales que, en razén a su funcibn, se denominan portadorah. Esta
unidén tiene un gran significado fisiolégico, ya que incrementa la&reacti~’
vidad de unas especies qufmicas muy inertes, como ya se indic§, y ademés
las hace solubles en el medio acuoso celular (Hitchcock y Nichols, 19713
Gurr y James, 1976). Actualmente se conocen dos moléculas portadorasyde;
acilo: el coenzima A {CoA) y la proteina portadora de acilosk(Acyl carrieiia

protein, ACP).

Avnque de naturaleza muy diferente,~el CoA es un nuclebtido y el ACP :;
una proteina,” las dos moléculas presentan un rasgo comtin la'pqse§36n;d£ -
un resto 4°-fosfopanteteina, en cuyo grupo sulfidrilo terminal seéuns‘ely &
resto acilo. En el ACP, el resto 4°-fosfopanteteina se une al resto ae?i—'

na ubicado en la posicibn 36 de la secuencia de aminofcidos.:
NH3

CoA: < N
o j:fg _
Xy eH=0 OH

os\\ Ha :
o—#—o-cng-c-—cnaco~NH-CHZ-032-co-nnncnz-cxa-sn
OH CH3 i

X

HO p=0

by
ACP: -Gly-Ala—-Asp-~Ser-Leu~Asp=-Thr-
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El CoA es el portador de acilos mas ampliamente Q»m&ﬂwdﬁwmm.ms los
sistemas biolégicos, interviniendo como cofactor en numerosas reacciones
enziméticas que implican la transferencia de acilos. Fue aislado por Lip-
man y su mw¢wo“ al final de la década de los 40, cuando estudiaban la
reaccién de la piruvatodeshidrogenasa, y su intervencién en el metabolis-
mo liffdico fue indicada poco despues por Lynen y sus colaboradores, quie-
nes demostraren tambien que el resto acilo se une, mediante un enlace tio-

éster, al grupo sulfidrilo terminal de la molécula.

La existencia de un portador proteinico en el complejo sintetasa de
4dcidos grasos de bacterias fue demostrada al principio de los 60 por Va-

gelos y su equipo. Este mismo grupo aislé y caracterizé el ACP de E.coli,

encontrandose que era una pequefia proteina globular, termoestable y de un
peso molecular aproximado de 9.000, y en la que abundaban los amino&cidos

acidicos, siendo su punto isoeléctrico de 3,6.

La existencia y requerimiento de una proteina anfloga en las plantas
%ﬂm primeramente demostrada por Overath y Stumpf (1964) ﬂ&wwwm@ﬁﬁo prepa—
raciones de aguacate, en las que la sintesis de Acidos grasos mw,waOdeQSl
taba notablemente agregando ACP bacteriano. Un requerimiento similar fue
demostrado poco despues por Brooks y Stumpf (1966) en los cloroplastos de
lechuga y espinaca. Finalmente, el aislamiento y caracterizacién de ACPs
vegetales fue llevado a cabo por el equipo de Stumpf a partir de hojas de
espinace y mesocarpo de aguacate Awwaonw y cole 1967), ¥y la elucidacién
parcial de la secuencia de aminoicidos del ACP de espinaca (Matsumurs y
Stumpf, 1968) demostré que el entorno préximo al resto serina 36, mostra-

do arriba, era idéntico al del ACP bacteriano.

Se ha demogtrado, asi mismo, gue los ACPs bacterianoc y <mmm&ww son
intercambiables con sus respectivas sintetasas (Simoni y col., 1967),

hasta tal punto que el ACP aislado de E.coli es mas activo que el de las

e k]
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hojas de espinaca cuando se ensaya con la sintetasa de &cidos g%asos de
los propios cleroplasitos de espinaca, de modo que es el ACP bacteriano,
facilmente aislable, el gue se suele utilizar en los ensayos de biosin-
teis de &cidos prasos en planias. Sstos hechos, apoyan indirectamente la
presuncidn, exruesta ante?iorménte, de que la sintetasa de los vegetales

es del tipo bacteriano, es decir, enzimas separados -y solubles.

Te2e24~ Sintesis de los acil-CoAs.

Como ya se ha indicado, consideraciones termodinfimicas y de solubilidad
determinan gue los restos acilo deben encontrarse en forma activada para
poder intervenir en las reacciones metab8licas. La abtivacién de las mo-
léculas acilicas se produce con la intervencidn de una familia de enzimas
llamados tiokinasas, que las unen al CoA mediante un enlace tioéster rico
en energig. hctualmente se concen tres tiokinasas distintas que difieren
en especificidad de sustrato: la acetil tiokinasa (BC 6.2.1.1) que actua
sobre acetato y propionato, la tiokinasa general (EC 6.2.1.2) qué actua
sobre &cidos grasos de 4 a 12 4tomos de carbono, y tiokinasa de &cidos
grasos de cadena larga (EC 6.2.1.3) que puede actuar sobre &cidos grasos

de 8 a 1& Atomos de carbono (Hitchcock y Nichols, 1971} Gurr y James, 1976).

La acetil tiokinasa, o acetil-CoA sintetasa, cataliza la siguiente
reacciént

s
Acetato + ATP + Cod -§§—ﬂ—-Acetil—CoA + AMP + PPi

El enzima fue estudiado primero en tejidos animales, por el equipo de Lip~
man, y en levaduras. En las plantas superiores fue encontrado por Rebeiz:
y col.{1965) en la fraccién soluble de cotiledones de cacahuete en germi-
nacién; posteriormente fue purificado parcialmente a partir de tﬁbérculos

de patata y‘estudiado desde el punto vista ocindtico por Huang y Stumpf (1970)
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quienes demostiraron que el enzima sigue una cinética iso Ping Fong Bi-

Uni Uni Bi, igual que el enzima de levadura anteriormente estudiado:

+
Acetato + ATP —M3o Acetil-AMP + PPi
Acetil- AMP  + CoA — = Acetil-CoA + AWP

Aun cuando este sistema enzimitico ha demostrado opérar muy activamente
en todos los tejidos, de hecho el l4c-acetato es elipreoursor mas amplia~
menfe utilizado en estudios de sfintesis de lf{pidos, desde que Newcomb y
Stumpf (1952) demostraron su incorporacién en totilédoneside cacahuete,
en la célula viva debe tener una importandia secundaria, toda vez que el
acetato libre no es un metébolito habitual en la célula. La principal
fuente de acetil-CoA en la célula muy probablemente proviene de>los,car—
bohidratos, por via glucolftica, siendé¢ el piruvato el precursor immedia-
to, segin se desprende de log resultados obtenidos por Yamada y Nakamura
(1975) y Murphy y Leech (1978) en cloroplastos de espinaca, ya gue se
mostraron capaces de incorporar 14602 en écidos\grasos. Por el contrario,
los resultados obtenidos por Sherrat y Givan (1973) con cloropléstos de
hojas de guisante indican la incapacidad de estos para incorporar 14C02
en los &cidos grasos, lo que indica que estos cloroplastos no poseen el
sistema glucolftico implicado en la conversién de los azdcares fotosin-
tetizados en acetil-CoA, aunque, como dichos autores seilalan, no se pue-
de excluir la participacién de enzimas extracloroplésticos que contribu-~

yan al suministro de acetil-CoA en el cloroplasto in vivo.

La acil-CoA sintetasa de cadena larga; que actua sobre #cidos grasos
de 8 a 18 &tomos de carbono, en las plantas estd asociada con la fraceién
microsbmica (Hitcheock y Nichols, 1971), y ha sido detectada en el endos-
permo de semillas de ricino por Yamada y Stumpf (1965). Mas recientemente,
Roughan y Slack (197%) han demostrado actividad aciltiokinasa en las envuel

tas de log ocloroplastos de espinaca aislados. Estas tiokinasas parece gque



parece-gue Conempeilan un importante pzpel en el sistens de conexibn un-
tre los scil-ACPs y los acil-CoAs (Shine y col., 1976), como se’ discuti~

ré mas adelante (pag. ).

Una reaccién clave en la biosintesis de 4cidos grasos es la mediada

por la acetil-CoA carboxilasa (EC 6.4.1.2):
Acetil-CoA + COp + ATP —» Malonil-CoA + ADP + Pi

~El enzima ha sido estudiado principalmente por el equipo de Stumpf. Aig-
lado y purificado primeramente por Hatch y Stumpf (1961) a partir de ger-
men de trigo, su existencia ha sido demostrada porteriormente en otros

muchos tejidos (Harwood, 1975).

El enzima bacteriano est& constituido por tres subunidades: a) la
proteina portadora de carboxilo gon biotina (BCCP), b) la biotina carbo-
xilasa, y ¢) la trnascarboxilasa (Stumpf, 1975) que catalizan las siguien—
tes reacciones:

biotina carbox.

CO3H™ + ATP + BCCP > BCCP~COp + ADP + Pi

BCCP-COp + acetil-Co —oonSC8IDOX: _ 1o1onil-Cod + BOCP

En los cloroplastos de espinaca Kannangara y Stumpf (1972) demostréron p -}
existencia de una carboxilasa de tipo bacteriano, con la particularidad

de que el primer componente, BCCP, est4 unido a la membrana delrtilakoide,
mientras que los otros dos componenies se encuentran solubles eﬁ el estro-

Mg

Mas recientemente ge ha demoétrado el efecto activador de los catio~-
nes K7 y Bb' sobre la acetil-Coi carboxilasa (ﬁielaen y Stumpf, 1976) de A
germen de trigo, y porteriormente los mismos aubtores han cbﬁfirmadcﬁel re-
querimiento de K+ a la vez que realizaban la caracterizacién del enzima

por electroforesis en gel (Nielsen y col., 1979).
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Como se verd a continuacién, el malonato es realmente el donador de
las unidades de dos &tomos de carbono en la sfntesis de 4cidos grasoe; en
un proceso en el que se produce la pérdida, por descarboxilacién, del mig~

mo &tomo de carbono incorporado en la reaccién de la carboxilasa.

T.2.3.~- La sintesis de novo.

Bajo este nombre se designa al conjunto de reacciones que, mediante con~
densaciones sucesivas de unidades de dos &tomos de carbono, conduce a la

sintesis de &cido palmitico.

En las plantas, asi como en las bacterias, todos log intermediarios
implicados en el sistema aparecen unidos al ACP, asi como el donador de
unidades de dos &tomos de carbono, que segfin se indicé antes, es el malo-
nato. Por otra parte, el sistema enzimitico de plantas y baoterias se pre-
senta en forma de unidades disociables y solubles, al contrariorque la
sintetasa de &cidos grasos de animales y levaduras que aparecen en forma

de complejo multienzim&tico no disociable (ver pag. 11).

Las etapas individuales de la ruta de sfntesis de novo en E.coli,
delucidadas por Vageloly su equipo en los primeros afios de la década de

los 60, se ordenan segin la secuencia mostpada en la Fig. 2 (pag. 18).

En las plantas, aunque no demostradas hasta la fecha, parece ser que
opéra la misma secuencia (Harwood, 1975). Es de destacar que la molécula
de COp desprendida en la condensacifn entre acetatovy malonato es la mis-
ma que S&e incorpord al malonil-CoA en la reaccifn de la acetil-CoA carbo-
xilasa, lo que implica que no hay fijacién neta de CO,; esta estrategia
tiene un c¢laro significado, pues desplaza considerablemente la reaccién

mediada por el enzima condensante (Fig. 2, enz.3).
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(1)

acetil~CoA + ACP ————» acetil-ACP + CoA

(2)

malonil-CoA + ACP ———"—e malonil—-ACP + CoA
acetil-ACP + Enz(3) ————» acetil-Enz{3) + ACP
acetil-Enz{3) + malonil-ACP —» acetoacetil-ACP + Enz(3) + €0,

acetoacetil~ACP + YADPH + Ht~—££2*a> hidroxibutiril~ACP + NADP"

(5)

hidroxibutiril—-ACP ——<"—m crotonil-ACP + Hy0

(6)

crotonil=ACP + NADPH + HY'——"  m butiril-ACP + NADP'

(1) Acetil transacilasa

(2) Malonil transacilasa

(3) p -cetoacil-ACP sintetasa {enzima condensante)
(4) f ~cetoacil=-ACP reductasa

(%) Enoil-ACP hidratasa

(6) Enoil-ACP reductasa

FIG. 2. Secuencia de reacciones enziméticas que constituyen el sistema
de sintesis de novo de la bacteria E.coli. :
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Esta serie de reascciones, actuando siete veces consecutivasy origina
palmitil-ACP, que es el producto final de la sintesis de novo. Eﬁ todos
los ciclos el malonil-ACP es el donador directo de uﬁidades de dos carbo-
nos, de modo que el acétato solo es donadardirecto de los dos primeros
&tomos de cafbono, que son los que constituyen el extremo metflico de la

molécula de palmitato.

La sintesis de novo a partir de acetato, malonato y otros sustratos
ha sido repetidamente verificada en muy diversos sistemas vegetales (Har-
wood, 1975; Stumpf,1975). En un trabajo pionero, Macey y Stumpf (1968) es-
tudiaron la sintesis de &cidos grasos, a partir de acetil~CoA y ﬁalonil—,
Coi, en homogenados crudos y fracciones celulares, obtenidos por centrifu-
gacibn diferencial, de semillas de guisante en germinacién. Demostraron
que todos log sistemas requieren ACP, piridinnuclebtidos reducidos si se
utiliza malonil-CoA, pero si el sustrato es acetil-~CoA se requiefe adenés

la presencia de ATP, Mé* y €Ose

Posteriormente Huang y Stumpf (1971) caracterizaron una sintetasa
soluble en tubérculos de patata, y Harwood y Stumpf (19729 estudiaron la
sintesis de &4cidos grasos en distintas fracciones subcelulares, aisladas
de diferentes tejidos y especies, a partir de acetato y malonil-CoAi, y
comprobaron que las fracciones solubles solo son capaces de sintétizar
4cidos grasos a partir de malonil-CoA, indicando que carecen de écetil-CoA
carboxilasa. Ademfs, la capacidad de sintesis de palmitato a par@ir de
malonil-CoA fue tambien demostirada en una fraccidn proteica soluble des
mesocarpo de aguacate (Harwood y Stumpf, 19728, y mas recientemente, Po-
rra y Stumpf (1976) han demostrado la sfntesis de palmitato, a partir de
acetato y de malonato, en un extracto celular, conteniendo las fracciones
soluble y microsémica, de semillas de soja en germinacifén y en desarrollo;

los dos sistemas requerfan ACP, ATP, CoA y nuclebtidos reducidos. Los co~
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factores ATP y CoA son requeridos para la activacién del precuréor, por
lo que se hacen innecesarios cuando se utiliza malonil-CoA como sustrato

(Bolton y Harwood, 1977a).

De todo lo dicho se colige que el sistema de sintesis de novo se lo-
caliza en la fraccibén soluble, y que puede funcionar a partir de malonato,
siempre que se cumplan los requerimientos de ACP,‘ATP, CoA, NADPH y Mg%j'
pero no a partir de acetato, pues tales fracciones ro poseen lajcapacidad

de carboxilar el acetato (pag. 16). -

Por otra parte, la capacidad de sfntesis de 4cidos grasos a partir
de acetato ha sido confirmada en multitud de ocasiones por muy diversos
investigadores (Stumpf, 1975) y por nosotros mismos, como se ver& mas ade-
lante, desde que fuera demostrada por primera vez (Smirnov, 1960). Cier-
tamente los cloroplaétos asimilan perfectamente el acetato en presencia
de luz, y lo incorpora principalmente en &cidos grasos. La influencia de
diferentes factores y los requerimientos para la sintesis de écidos gram
s0s en clbfoplastos fueron estudiados por Nakamura y Yamada {(1975a,b),
quienes demostraron ei requerimiento de luz, CoAi, CO3H!', P04H?, e iones
Mg+$y ¥n. Bl sistema resulté ser altamente estimulado por el ATP, que po-
dia ser sustituido por ADP y Pi. No se encontré requerimiento de piridin-
nuclebétidos reducidos. En los cloroplastos rotos la sintesis era mucho
menos eficaz. Efectivamente los plastidios han demostrado ser el sitio de
mayor actividad de sfntesis de &cidos grasos en mesocarpo de aguacate (wqu'
re y Kekwick, 1975), semillas de ricino en germinacibn (Vick y Beevers,
1978), cultivos de células de soja en suspensién (Nothelfer y col., 1977),
etc. Tambien se ha demostrado una alta actividad de sfntesis de fcidos
grasos en los cromoplastos aislados (Kleinig y Liedvogel, 1978).

Por filtimo decir que recientemente se ha demostrado la capacidad de
sintesis de 4cidos grasos, a partir de malonil-CoA, en la fraccién micro-

sbmica de semillas de guisante en germinacién (Bolton y Harwood, 1977b).
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Te2.4.~ Reacciones de alargamiento.

Como se indicé anteriormente (pag. 4), los 4cidos grasos de 18 &tomos de
carbono dan cuenta de la mayor proporcién de los Acidos grasos de la cé-
lula; ademéé, los &cidos de 20 o mas &tomos de carbono son compcnentes
habituales, aunque minoritarios, de todos los tejidos, y son particular-
mente abundantes en las ceras. Es obvio, por lo tanto, que el producto de
la sintesis de novo, el palmitato, debe sufrir alargamiento para dar ori-

gen a estos &cidos grasos de cadena muy larga.

Se ha podido demostrar que el alargamiento del &cido palmitico se
realiza, como en la sintesis de novo, por la adicién de malonato con des-
prendimiento de CO,, siendo el sustrato especifico el palmitil-ACP, y el

producto estearil-ACP, reaccién que requiere NADPH (Jaworski y col., 1974):
16:0-ACP + malonil-ACP + NADPH + H'——= 18:0-ACP + NADP + CO,

En-el sisfema parece estar implicada la misma secuencia descrita en la
sfntesis de novo (pag. 18), esto es, condensacién-reduccibén-—deshidratacibén-
reduccidn. Sin embargo, se irata de un sistema distihto, que es mas sensi-
ble al calor que las reacciones de la ruta de novo, tiene pH 6ptimo dife-
rente y presenta distintoc comportamiento frente a los inhibidores. Se lo-

caliza tambien en la fraccién soluble.

El posterior alargamiento del Acido este&rico se realiza en la frac-—
cibn microsémica (Macey y Stumpf, 1968; Harwood y Stumpf, 1971; Bolton y
Harwood, 1977b), siendo el malonil-CoA el donador de los dos carbonos. En
ninguno de los 4rabajos citados se dice cual es el portador implicado en
el sistema. ¥uy recientemente, Ohlrogge y col. (1978), trabajanéo con un
material nuevo de gran interés econémico, la semilla de jojoba (Simmond-

sia chinensis), han sugerido gue el alargamiento de 18:1, para dar los

dcidos grasos largos, de los que derivan los alooholes grasos caracte-

PR I
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risticos de estas semillas, se realiza a nivel del CoA. Kas notable es
el halfazgo de Vance y Stunpf (1978), en la fraccibn soluble de los clo-
roplastos de espinaca, de un sistema capaz de alargaf diversos acil-CoAs
de cadena larga utilizando acetil-CoA como donador, én un proceso gue,
aparentemente, se lleva a cabo”por gggg£§§§g de las reacciones daracte«

risticas de la {3-oxidacién.

Te2e5e~ Desaturacidn de los &cidos grasos.

La formacién de oleato fue estudiada primeramente en levaduras (Bloom-
field y Bloch, 1960) y en c8lulas hepiticas de rata (Marsh y James, 1962),
y en ambos sistemas se encontréd gue la transformacién era oataliééda por
un sistema enzimftico unido a membrana, y que el sustrato especifico era
estearil~-CoA. Posteriormente se aislS el sistema enzim&tico respbnsable

de la sintésis de oleato de Buglena gracilis y de cloroplastos de espina-

ca (Fagai y Bloch, 1968) y de cotiledones de soja (Rinne, 1969), demostran-

dose que eran proteinas solubles.

La naturaleza del sustrato implicado en la reaccién no fue estable-
cida hasta fecha reciente, en que Jaworski y Stumpf (1974) demostraron que
la fraccién soluble.aislada de semillas de cértamo en formacibén cataliza
la desaturacifn de estearil-ACP a 4cido oleico, en una reaccién‘Qua requiew
re la piesencia de ferredoxina, NADPH y Oy. En un trabajo independiente,
investigadores del grupo de Stumpf (Jacobson y col., 1974), estu;d.ﬁ.aron la
estearil~ACP desaturasa (EC 1.14.99.6) presente en la fraccién éﬂtrémioa
de los cloroplastos de espinaca, y demostraron la especificidad de sustra-
to y el requerimiento de ferredoxina, y tambien que el requerimiento de
NADPH podfa ser cumplimentado por un sistema constituido por membranas de
grana, ascorbato, diclorofenolindofenol y luz. En base a esto, Stumpf (X977)

propuso el siguiente esquema para la reaccién:
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ascorbato

|

DPIP

Lug —| P§ T}—0=& Fe - estearil-ACP

0leil-ACP

Parece ser que la ferredoxina es el donador directo de electrones, y que

el NADPH funciona como reductor de la .ferredoxina.

Mas recientemente, Stumpf y Porra (1976) han estudiado el enzima pre-
sente en la fraccién soluble de semillas de soja en desarrollo, confirman-
do los requerimientos antes sitados y la gran afinidad del enzima por el
Os. Estos autores ensayaron, ademés de estearil-ACP, &cidosestefrico libre

y estearil-Cod, encontrandose que eran totalmente inactivos.

La formacién de &cido linoleico, 18:2, en plantas ha originado la
mas interesante discusién que se ha producido en este &rea de investiga~
cién en la década de los T0. Bl inicio de la discusién hay que situarlo en

1969, afio en el que Gurr y col. (1969) encontraron que cuando se incuban

células de Chlorella vulgaris con l4C-oleato la mayor patte de ia radiocac-
tividad (mas del 75 %) se incorpora a los lfpidos complejos en solo 2 min,
¥ que hay que esperar hasta 5 min para poder detectar 14c—linoleato, que
aparece unido a la PC, y 30 min para que aparezca como fcido grasos libre.
Todo parecfa indicar que el 18:1 unido a la PC, oleil-PC, es el verdadero
sustrato para lae desaturacién, hipétesis que se vié reforzada por oiros
trabajos del mismo equipo (Curr y Brawn, 1970; Appleby y col., 1971). In-
dependientemente, y por las mismas fechas, Roughan (1970) estudié la for-
macién de &cidos grasos‘y lfpidos en la hoja de calabaza, a partir de 14c02
y 14c~acetato, encontrando que la PC es el lipido que presenta mayores ao-

tividades especfficas al comienzo de la incubacidén, y que posteriormente

esta actividad especifica decaia exponencialmente; ningln otro lf{pido pre-



sentaba un turnover tan acentuado. Bl estudio de la variacibdn de la compo-
sicién de &cidos grasos marcados de la PC a lo largo del tiempo, tambien
resultaba consistente con ta hipbtesis enunciada por Gurr y colaboradores

el aflo antes.

Asf las cosas, en 1971 apérece un trabajo de Vijay ¥y Stumpf (1971),
que serfa seguido immediatamente por otro mas (Vijay y Stumpf, 1972), en
el que, en base a unas investigaciones realizadas incubando microsomas de
cértamo con oleil-CoA, sugieren que el oleil-CoA es el verdadero sustrato
de la desturacibn, siendo el linoleil-CoA el producto. Conviene resaltar
ague la evidencia experimental presentada por estos autores descansaba en
el anflisis de los aciltioésteres, formados durante la incubacién, por €l
método de Barron y Mooney (1968), ¥ que este método, como demostraron Ni-
chols y Safford (1973), presenta interferencia por parte de los §xiésteres :

mas polares.

Lags dos hipStesis comentadas solo se contradicen en la naturaleza del
susirato y del producto de la reaccibén, habiendo acuerdo en que el enzima
se localiza en la fraccién microsémica y que requiere la presencia de NADPH

y 020

La hip8tesis de Stumpf fue asumida por Mazliak y su gruﬁo,fquienes
estudiaron 1a oleato desaturasa de tubéreulo de patata (Abdelkader y col.,
1973) demostrando los requerimientos ya citados y las condiciones primas :
para la reaccidn; demostraron, asi mismo, la incapacidad del sigtema para
llevar a cabo la desaturacibn del 4cido oleico libre, y qné el linoleato :;
formada & partir del oleil-CoA adicionado se incorpora prinQipalmente a 15,

PC. El enzima es sensible al cianuro e insensible al CO (Kader,1977).

Por otra parte, la evidencia acimulada en favor de la hipStesie de
Curr es bastante amplia. Roughan (1975) aporté nueva evidencia en torno
a la implicacién de la PC en la desaturacién de oleato en la hoja de cala-

baza. Slack y Roughan (1975) estudiaron entonces la variacién en la radio-
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actividad incorporada a los distintos glicerolipidos cuando las hojas de
maiz, incubadas con 14C-acetato, eran privadas del precursor radioactivo,

¥y encontraron una disminucién en la cantidad de 18:1 y 18:2 asociados con
la PC y un aumento concomitante en 18:2 y 18:3 de MGDG. Un trabajo poste-
rior de este mismo equipo (Slack y col., 1976) aporté una eviden&ia mas
directa en favor de la hipStesis de Gurr, demosirando que cuando se inou-
ba el homogenado de hojas de guisante con l4C—oleil—CoA, este se metaboli~
za csmpletamente en s0lo 5 min, incorporandose principalmente a la FC, mien~-
tras que la desaturacibén a 18:2 procede linealmente durante una hora. Otras
evidencias, mas o menos directas, en favor de la implicacién de ia PC en la
desaturacién del écido oleico en tejidos foliares han aparecido mas recien-
temente, entre ellas: Williams y col. (1976), Bolton y Harwood (1978) y
Wharfe y Harwood (1978).

La objecién mas fuerte a la hipétesis de Stumpf, aparecida ;eciente«
mente, ha sido pﬁblicada por los suecos Stymne y Appelgvist (1978). Estbs
autores enbontraron que cuando se incuban microsomas obienidos de smemillas
de clrtamo en desarrollo, el mismo sistema utilizado por Vijay y:Stumpf
(1971), con 14C—oleil-CoA, el resto acilo se incorpora rapidamenﬁe;a la PC
de las membranas microsémicas, de forma que a los 10 min de incubacién el
precursor radiocactivo esgti practicamente agotado, y sin embargo la desatu-
racibn a 18:2 aumenta considerablemente con posterioridad a dicﬁé tiempo,
resultados similares a los obtenidos por Slack y col. (1976) segfin hemos
vigto.

ltecientemente, Slack y col (1978), wtilizando semillas de soja, lino y
cértamo, en experimentos de tipo cinético de doble marcaje, con }4C~acetato
Yy 3H~glicerol, han aporiado nuevo apoyo & la hip8tesis de desatuiaciﬁn 2

nivel de la PC.

Resumiendo se puede decir que la desaturacibn de &cido oleico en las



ernn las plantesylos aninmeles 1o poseen la capacidad de sintetizar linolei-
coy tiene lugar con el sustrato, oleato, unido a la PC de las membranas
microsémicas, sunque es posible que exista una reaccién secundaria en la

gue el sustrato ses el oleil-~CoA.

Finalmente afiadir que el Prof. Stumpf, promotor'de la hipbtesis de
desaturacién a nivel del'CoA, ha guardado un signifiCativo silencio en los
dltimos 5 alios con respecto a este asunto, y que en un trabajd suyo recien
temente aparecido (Murphy y Stumpf, 1979) asume completamente 1a§hip6tesis
de la PC, sin citar siquiera los dos trabajos que dieron origen 4 esta in-

teresante polémica (Vijay y Stumpf, 19713 Vijay y Stumpf, 1972).

Actualmente disponemos de escasa informacién acerca de la sfntesis de
&cido linolénico, 18:3, siendo como es el 4cido grasc mas abunda?te, e in-
teresante, de la naturaleza, y es.que su formacién directa in vifro aun no
ha sido demostrada. Existe evidencia de que ciertos tejidos fotoéintéticos
pueden desaturar el 4cido linoleico afiadido exogenamente (Cherifiy col.,
1975), lo que sugiere que el paso de 18:2 a 18:3 supone un nuevo eslabdn
en la desaturacién secuencial de los 4cidos grasos de 18 &tomos de carbono.
Sin embargo la naturaleza del sustrato implicado en la reaccién es, todavia
materia de especulacién. Nichols y Moorhouse (1969) apuntaron la poeible
implicacién del NGDG en las reacciones de desaturacién de écidos§grasoa en

Chlorella wulgaris, y Roughan (1975) sugirié la posible-participécién de

la PC en la desaturacibn del 4cido linoleico. Sin embargo, resuliados muy
recientes parecen excluir la participacién de la PC en la desaturaciln de

18:2 a 18:3 en tejidos foliares (Harwood, 1977; Wharfe y Harwood, 1978).

Una ruta totalmente distinta, implicando desaturaciones a nivel de
los 4cidos grasos de 12 &tomos de carbono, para producir 12:3, y posterior

alargamiento de este hasta 18:3,fue sugerido por Stumpf y su equipo {Ka~



- 27 =

nnangara y col., 1973; Jacobson y col., 1973), aunque sus resultados no

han sido posteriormente ratificados.

I1.2.64~ Conexibn entre los acil—-ACPs y los acil-CoAs.

En las péginas anteriores se ha tratado de poner de manifiesto el destaca-
do papel que desempefian las moléculas portadoras, ACP y CoA, en la sinte-
sig de los diferentes Acidos grasos.“Hemos visto como los acil-ACPs son

los sustratos implicados en las reacciones de la sfntesis de novo, el alar-
gamiento a estedtico y la desaturacién de este para dar &cido oleico. Los
acil-CoAs han sido propuesto como sustrato % producto de la oleato desatu=-
rasa y de las recacciones de alargamiento que dan origen a 4cidos grasos de
20 o mas &dtomos de carbono. Ademis de ello, como ve}emos immed{atamente,

los acil~ColAs son sustratos de numerosas transferasas implicadas en el me-

tabolismo de diferentes glicerolipidos.

.

Todos estos hechos implican la necesidad de un mecznismo de conexién
entre los acil-ACPs ¥ los acil-CoAs. Un mecanismo.tal ha sido sugerido por
Shine y col. {1976), quienes resumieron su hip8tesis en el esquema que apa-

rece en la Pir 3.

Como puede verse, el sistema de conexién propuesto por estos autores
implica la actuacién de una aciltioesterasa, que libera los Lcidos grasos
unidos al ACY, y una aciltiokinasa, que une los &cidos grasos liberados al
Cok, originando acil-CoAs. Ambos enzimas estan ampliamente distribuidos

por los tejidos vegetales.



Insercién en glicerolipidos

1

Co + 7 03 16:0-~-ACP 18:0-ACP 18:1-ACP

Tioesterasas Hy0 H,0 [ Hy0
16:0 18:0 18:1

Tioguinasas Col | ATP CoA | ATP CoA | ATP

16:0-CoA 18:0-Coh 18:1-Col

| S

Pool metabdlico: para acilacién,etc.

ruta del ACP

sistema
de
conexibn

ruta del CoA

FIG. 3. Sistema de conexién entre los acil-ACPs, formados en la ruta de
sintesis de novo, alargamiento a estearato y desaturacién a ole-

afo, v los acil-CoAs. (Shine y col., 1976). .
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I.3.- BIOSINTESIS DE GLICERCLIPIDCS.

La mayor parte de los &cidos grasos formados en las reacciones antes des-
critas se incorporan, por medio de las acildransferasas, en los gliceroli-
pidos: glicéiidos, fosfoglicéridos y glicolfpidos principalmente. La evi-
dencia acumulada indica que el L-o -glicerofosfato es el aceptor inicial

de restos acilo para la sintesis de las diferentes clases de lipidos antes
citados, y que el &cido fosfatidico es‘el intermediario comfin (Hitchcock y
Nichols, 1971). Esta ruta, propuesta originalmente por el americano Kenne-
dy para E.coli, ha demostrado ser operativa en numerosos y diversos tejidos
vegetales. En las péginas que siguen se revisan los aspectos mas interesan-
tes, desde el punto de vista de la participacién de los aciltioésteres, de
la biosfntesis de los glicerolipidos mas abundantes en las plantas superio-

res: TG, PL, GL y SL.

I.3.1.- Biosintesis de triglicéridos.

Los TG constituyen, como ya se ha dicho, la sustancia de reserva de los
frutos y semillas oleaginosos, y son, porl:-lo tanto, los componentes mayo-
ritarios de los aceites vegetales extraidos de ellos. Sin embargo, a pe-
- sar de su indudable interés econbmico, los estudios sobre biosintesis de

TG en semillas y frutos oleaginosos son mas bien escasos.

Barron y Stumpf (1962) demostraron la formacién de écido‘fosfatidico,
a partir de glicerofosfato, en la fracci6n‘micrasémi¢a de mesocarpo de agua-
cate, y que dicho intermediario era posteriormente transformado en DG y fi-
nalmente en TG. El origen de las gotas de aceite, caracterfisticas de las
semillas oleaginosas, fue investigado por Harwood y col. (1971),kquienee
las aislaron de semillas de ricino en formacibn y demostraron que contenfan

los enzimas de la sintetasa de Acidos grasos y 1os de la sfntesis de B0,
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Posteriormente, Gurr y col. (1974) y Appleby y col. (1974) estudiaron es-

pecificamente la sintesis de TG en semillas oleaginosas de Crambe abyssini-

caj en este tejido el precursor marcado se incorporaba inicialmente en PL
y BG, y mas tarde en TG, conforme a la secuencia antes expuesta; asi mis~
mo demostraron la capacidad de sintesis de 4cidos grasos ¥ TG en la frac-

cibn grasa obtenida por flotacién al centrifugar el homogenado crudo.

“Los TG de reserva de las semillas oleaginosas presentan muy poca ac—
tividad metabflica, medida como capacidad de turnover, como ocurre con los

TG del tejido adiposo de los mamiferos {Appelqvist, 1975).

Con respecto a los donadores de acilos para la esterificaci5n del gli-
ceréfosfato, desde ¢l pionero trabajo de Kennedy se acepta que lps acil-Cods
suministran log restos acilo paralas dos primeras/esterificaciOnés, lad que
dan lugar al &4cido fosfatidico. Por el contrario la acilacién de la posi-
cibén 3 de los 1,2-I puede ser acilada tanto por los acil-CoAs como por los
acil-ACPs_(Shine vy col., 1976), mostrando ambos tioésteres una eficacia si-

milar para la acilacién.

Los diltimos resultados llegados hasta nosotros (Slack y col., 1978)
sugieren que los TG de las semillas de soja, cértamo y lino pronieﬁehfde
la FC, y no del &cido fosfatidico, a través de los DG. Por el contrario,
Porra (1979), utilizando homogenados de semillas de soja incubados oon”14c~
glicerol—}-fgsfato encontrd poca radicactividad en la fraccidn de PC, y '
propusc que la sfntesis de TG en semillas oleaginosas se realiza & tiavés‘

del 4cido fosfatidico, segin la ruta propuesta por Kennedy.
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I.3.2.~ Biosintesis de fosfolipidos.

La biosintesis de esta importante clase de lipidos estd en reladién direc—
ta con la biogénesis de membranas biolégicas, de las gue son componentes
fundamentaleé. No es de extraiiar, por tanto, que el asunto haya atraido la
~atencidn de numerosos investigadores, y que hoy dispongamés de un conside-
rable volumen de informacién al respecto. No obstanté, la mayor parte de
esta informacién procede de los estudios llevados a cabo con sistemas ani-
males y microbianos, bastante menos eé lo gue se conoce acerca d% la bio-
sintesis de fosfolfpidos en plantas superiores. Es evidente que para com—
prender mejor el mecanismo de ensamblaje de las membranas biolbégicas es
necesario profundizar en el conocimiento de la sintesis de fosfolfpidos

en las plantas, pues no debe olvidarse que la capacidad de sfntesis de
&4cidos poliinsaturados, componentes esenciales de las membranas y que les
confieren su oaﬁacteristica fluidez, solo la poseen las células ﬁegetales,
¥y es que, como deciamos antes, la evolucibn de los égidos grasos; hacia
eséecies cada vez mas insaturadas, y la de laskmembrénas biolbgicas, qui-

z8s esten relacionadas.

Las rutas biosintéticas que originan las distintas clases de PLieges
tan, como cabia esperar, estrechamente relacionadas, siendo el &cido fos-
fatfdico el intermediario comiin. El esquema general, que se desprende de
los estudios realizados con animales, bacterias y le&aduras, se éxpone en

la Pig 4 para que sirva de telén de fondo para la discusibn.

De la visién del cuadro se pueden extraer algunas conclusiones.
Como ya se ha indioado, el &cido fosfatfdico, formado segfin la ruts pro-
puesta por Kennedy, es el intermediario comfin para la sintesis de todos
los PL. Con respecto a su formacidn en plantas hay que indicar gue, tal
como se indica en la FPig. 4, la sepunda acilacién de la molécula de gli-

cerofosfato se realiza por un acil-Cod, segln demostraron Shine y ool.
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FIG. 4. Esquema general de la biosfntesis de los fosfolfpidos mas
importantes, segfin Kates y Marshall (1975)
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(1976), siendo los acil-iCPs completamente ineficaces como sustratos.

La segunda caracteristica relevante es la implicacibén de los derivados
citidfnicos, de la misma forma que en la sintesis de galactolfpidos, co-
mo veremos mas adelante, estan implicados derivados uridinicos. Por lti-
mo es interesante constatar las relaciones de procedencia entre algunos

de los PL mas interesantes (PC, PE y P3), de acuerdo con su proximidad es-

tructural.

En los diversos sistemas vegetales ensayados parece que OpeEra un
sistema muy similar, en lineas generales, al expuesto en la Fig. 4; Asi,
la sintesis de &cido fosfatfdico a partir de diferentes precursores ha
sido demostrada en diversos tejidos, seglin la ruta propuesta por Kénnedy
en tejidos animales (Harwood y cole, 19713 Gurr y col., 16743 Joyard v
Douce, 1977; Porra, 1979). Las aciltransferasas de animales y levaduras
han sido localizadas en mitocondrias y microsomas; en los vegetaleé, en
cambio, la distribucién de la actividad es mas compleja, habiendose en-
contrado en'cloroplastos, mitocondrias, microsomas y en la capa flotante
caracterfstica de las semillas oleaginosas (Harwood y col., 1971; Forra,

1979).

La sintesis de PC a partir de ¢DP-14¢-colina y de 146-1c ha sido de-
mostrada de forma concluyente en la fraccibén microsémica de hojas de espi-
naca por Devor y Nudd (1971), quienes tambien establecieron los requeri-
mientos y condiciones para el 6ptimo funcionamiento de la actividad enzi=-
mética. La incorporacibn de 14¢~colina en PC tambien ha sido confirmada en
hojas de alfalfa (Willemot y Verret, 1973), en semillas de soja en germi-
nacién (Harwood, 1976) y en distintas preparaciones de hojas de esiinaca
(Joyard y Douce, 1976). Parece claro, por tanto, gque en las plantas supe-

riores tiene lugar la sintesis de PC segiin la reaccién: de transferencia:

CDP=-colina + 1,2-DG ————= PC + CMP
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Pero ademis, se ha demostrado la incorporacién de radiodctividad en la
porecibn glicerofosforilcolina de la PC a partir de 14C—-serina, 14C~eta~
nolamina y l4¢-metionina (Kates y Marshall, 1975), lo que apoya la exis-
tencia de una ruta de metilacién, a partir de PE, mediante S-adenosilme-
tionina (SAM) como agente metilante, en reacciones mediadas por una me-
tiltransferasa que ha sido loczlizada en la fraccién microsémica dé hojas

de espinaca (Joyard y Douce, 1976).

PE + 3 3AM ——————» PC

¥n la Fige. 4 se indica que la PE puede sintetizarse por descarbdxi-
lacibén de la PS, asi como por una reaccidn de intercambio serinatetanol-
amina, y tambien a partir de DG con el concurso de CDP-etanolaemina. La
reaccién de descarboxilacibn, fosfatidilserina descarboxilasa, ha sido de~
mostrada,mediante estudios in vivo e in vitro, en la hoja de espinaca (Ka-
tes y Mashal;, 1975); por tanto parece cierto que en la ho ja de espinaca

opera una reaccién como la que sigue:

Pa ~ - PE

COo
La reaccibn de intercambio serina:etanolamina tambien ha sido demostirada
en hojas de espinaca, aunque con una actividad muy baja. La tercera posi-
bilidad, formacién de PE a partir de DG y CDP-etanoclamina, ha sido verifi-
cada en hojas de espinaca, concretamente en la fraccién microsémica (Mar—

cher y Mudd, 1974; Kates y Marshall, 1975):
1,2-D0 <+ CDP-etanocleminag ——————eeeoeeemme PE + CHP
Con respecto © la PS, se ha indicado que su sintesis en plantas supe-

riores tiene lugarmediante la misma reaccién que opera en las bacterias,

v que aparece en la Fig. 4 (Kates y Marshall, 1975):

- +
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COP-DG + serina ———— PS5 + CHP.

El PG, el fosfolfpido mas importante de las membranas cloroplisticas,
se sintetiza en las plantas superiores mediante una tdnica ruta que implica
la formacién de fosfatidilglicerofosfato (PGP) como intermediario. Esta
actividad biosintética fue estudiada por Marshall y Kates (1972)'en pre~
paraciones microsémicas de hojas de espinaca, y demostraron que la sintesis
de‘PG és absolutamente dependiente de CDP-DG exbgenos, lo que indica la '

implicacién de los siguientes intermediarios:

CDP-DG + glicerol-3-P ——— o PGP + OMP

PGP — > PG + Pi

Recientemente, Beck y Levine (1977) han estudiado la biosfntesis de PG en

cultivos sincronizados de Chlamydomonas reinhardi, demostrandose que la -

sintesis de este importante fosfolfpido es dependiente de la luz.

Pinalmente, la sintesis de PI ha sido estudiada en tejidos fotoainté;  ‘f‘
ticos (Kates y Marshall, 1975) y no fotosintéticos (Sexton y Moore, 1978);
en los dos casog se ha demostrado la existencia de una CDP—DG:inositél

transferasas

CDP-DG + inositol - PI + cnP'jf

T.303.~ Biosintesis de galactolfpidos.

Log galactol{pidos, principalmehte MGDG y DGDI, constituyen los 1£pid@d’ff L
mas abundantes de las membranas fotosintéticas, segiin se ha indicado (pég,vf:
9). |

El esquema general de la sintesis de galactolfpidos en plantas, tal
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y como aparece en una reciente revisién de Mudd y Garcfa (1975), es el

gque se expone en la Fig. 5.

Pi
glicerol-3-P ff - PA / G
2 MiTigeene Res - UDP~gal
UDP
liso-MGDG < KGDG
prereely UDP-gal
UDP
1is0~-DGIG ~=- DGDG
ACILTIOBSTER

FIG. 5. Esquema general de la biosintesis de GL
en plantas (Mudd y Garcia, 1975).

Al igual que en los fosfolfpidds, PA y DG son intermediarios en la ’k
ksinteais de galactolfpidos, ruta que tambien incluye derivados nucleoti—
~,dicos, en este caso uridfnicos. La acilacibén del glicerofosfago, para dar
&cido fosfatfdico, puede realizarse a’partir de los dos tipos dé aciltio-

ésteres, acil-CoAs y acil~ACPs, segin demostraron Renkonen y,Bloch (1969)

utilizando preparaciones celulares de Buglena gracilis, a‘difsrencia de

la ruta biosintética de los PL que realiza las dos acilacion§§$con acil-
 Cohs. El asunto es interesante pues trae a consideracién laiéuggtién de «
hasta que punto son igualeg & distintas las rutas biosintétiéaakgue qondmé
cen a la formecién de PL y GL, teniendo en cuenta la presenciakde intermea 
diarios comunes y la diferencia:de compositisén de fcidos grasos entre los
dos tipos de 1fpidos. Si los GL se sintetizan a partir del mismo"pool™ de
DG que los PL habrfa que pensar, para explicar el alfo graddvde insatura-
0ién de sus restos acilo, eén un mecanismo de desacilacién,‘mediante une

galactolipasa, y posterior acilacién que favoreciese la entrada de 4cidos
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érasos poliinsaturados; en efecto, Safford y col. (1971) demostraron que
los ?QQQSenaQOS de hojas de espinaca podian aclilar a los momogalactosil~
monoglicéridos en presencia de ATP, CoA y luz, y Bajwa y Sastry Cl?lj)
demostraron que el enzima presentaba la méxima actividad con el é&ido ‘
linolénico, 18:3. Otra posibilidad es la apuntada por Nichols y Moorhou-
se (1969) de‘que lz desaturacibn de los restos acilo dé los GL se produz-~
ca con posterioridad a su insercién, utilizandose la molécula de GL como

sustrato. -

La participacién de UDP-galactosa en la sfintesis de GL fue estableci-
da por Ongun y Mudd (1968), quienes demostraron que la UDP-galactosa podfa
galactogidar dioleinaken presencia de un polvo aceténico de cloroplastos
de espinaca, produciendo MGDG, ¥y porteriormenté este para der DGDG; El sis~
tema fue posteriormente estudiado por Mudd y col. (1969), quienes demostra~
ron que el reguerimiento de DG exSgenos por parte del polvo aceténico de
cloroplastos de espinacé se satisfacf{a mejor mediante DG muy insaturados,
lo que sugiére que esta especificidad en la galactosilacién es responsa~
ble del alto grado de insaturacién de los GL. Esta especificidad se ha visf :
to posteriormente apoyada por Williams y col. (1976), quienes, ademis, no

encontraron indicio de desaturacién a nivel de loé GL.

En los dltimos afios hemos asistido a la aparicibn de numerosoé trabéf
jos acerca de la biosintesis de GL y su relacién ocon la biogénesis de mem-
branas cloroplésticas. fntre los autores implicados cabe destacar al fraﬁ»
¢és Douce, quien puso de manifiesto que la membrana externa del cloropiaa-
to es el sitio de sfntesis de GL (Douce, 1974), propuesta que ha sido con»
firmada en otros trabajos del mismo equipo (Joyard y Douce, 1976 ay b) y
por otros autores (Van Hummel y col., 1975; Van Besouw y Hlntermane, 1978).
Por otra parie, Joyard y Douce (1977) demostraron la existencia de los en-
zimas necesarios para la sintesig de PA y DG en cloroplastos de esﬁinaca

aislados, indicando que son autémomos en cuanto a la sintesis de sus pro-
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pios GL. Asi pues, la envuelta de ios cloroplastos puede sintetizar P4,

DG y GL, lo que parece indicar que los cloroplastos no dependen del

"pool" de FPA sintetizado en el retfeculo endoplésmice, aunque si depende

de éste en cuanto al suministro de 4cidos grasos poliiﬂsaturados, probawm.

do que los cloroplastos aislados no son capaces de gintetizarlos.

La sintesis de galactolipidos a partir de UDP-galactosa y DG ha sido
demostrada tambien en el sistema membranoso interno de los cromoplastos

de las flores de narciso (Liedvogel y Kleinig, 1976).

I.3.4.~ Biosintesis de sulfolfpidos.

La sintesis de esta clase de lipidos, oconstituyentes tf{picos de las membra-
nas lamelares, en las que representa una fraccién importante de los lfpidos

(Park, 1976), ha recibido muy poca atenocién.

Un esquema hipotético para la sintesis de 6-sulfoquinovosa, lé parte
no acflica de estos lfpidos, fue elaborado por Davies y col. (1966), e in~
clufa la participacién de &cido cisteico y fosfoenolpiruvato como intermedia~
rios. La 6~-sulfoquinovosa debe unirse, de alguna forma, a un DG para formar
5QDG, el mas importante de los sulfolipidos. Wolférsberger y Pieringer (1974)
demostraron que ciertas preparaciones obtenidas de Chlorella pyrencidosa po-

dfan catalizar la acilacién de SQMG, mediante un acil-CoA, para produoir
SQDG, mienitras que el sulfoquinovosilgliocerol era inactivo como aceptor, lo

que lo excluye como posible preocursor.

Por tanto, actualmente disponemos de evidencis aceroa de la segunda
reaccién de acilacibén, gue puede reaslisarse oon un acil-CoA, aunque no se
descarta la posibilidad de que los acil-ACPs sean tambien sustrator apropia~
dos, pero no conocemos la ruta por la que se unen las porciones glucosfdica

¥y glicerfdica de la molécula.
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IT.le~ MATERIALES BIOLOGICOS.

Las hojas de espinaoa (Spinacea oleracea) y los tubérculos de patata (Sola~

num_tuberosum), fueron adquiridos en el meroado. Las semillas de soja (Gly-

cine max), cArtamo (Carthamus tinctorius) y girasol (Helianthus annuus) fue-

ron recogidas en diversas plantaciones unos 30, 20 y 30 diaes despues de la

floracién respectivamente. Las aceitunas(Olea europea) se recogieron en

una finca experimental en dos etapas de su maduracién: 60 y 135 dias des-

pues de la floracién. Las semillas de guisante (Pisum sativum) fueron adqui-

ridas en una semilleria loocal.

En la espinaca se seleccionaron las hojas mas jévenes, en las que la
sintesis de 1fpidos es mas intensa (Kannangara y col., 1973). Las patatas
fueron cortadas en discos finos y colocadas en un cristalizador con sulfato
célcico 0.1 mM, en donde fueron incubadas a 20¢C durante toda la noche. Este
tratamiento, llamado de envejecimiento, acelera la sintesis de lipidos en
estos tubérculos (Abdelkader y col., 1973). Las aceitunas fueron deshuesadas
previamente a su trituracién. Las semillas de soja y clrtamo fueron tritura-
das sin ninglin tipo de tratamiento previo. Las semillas de girasol fueron
peladas antes de incubarlas o de proceder a la extraccién del sistema subce-
lular empleado en incubaciones, pero fueron trituradas sin quitarles la cés-
cara cuando se trataba de analizar la composicién de &cidos grasos de los
aciltioésteres. Las semillas de guisante se incubaron sin ningdn tipo de tra-

tamiento previo.

IT.2.- OBTENCION DE FRACCIONES SUBCELULARES.

Se han realizado incubaciones con un extracto enzimftioco obtenido de las se-
millas de girasol en formacién y ocon cloroplastos aislados de hojas da.eapi-

naca. A continuacidén se describe el procedimiento de obtencidén de estos dos

sistemas.



I1.2.1.= Obtencién del extracito enzimfiico de girasol.

Se tomaron 7,5 gramos de semillas peladas, recogidas unos 30 dias despues

de la floracifn, y se trituraron en un Omnimixer ocon 15 ml de tampén fosfa~
to 0,1 M pH 7,2.’El homogenado obtenido se centrifugé a 20.000 g durante

10 min en una centrifuga Sorvall RC-2B. Todas las operaciones se realigzaron
entre O y 4¢C. El sobrenadante obienido de la centrifugacién se filiré so~
bre papel para eliminar la capa flotante, y el liquido resultante, contenien-
do unos 10 mg/ml de proteina, determinado"por el método de Lowry y col. (1951)

(pag. 66), fue immediatamente utilizado en inoubaciones.

El sistema aislado contenia, teoricamente, las fracciones celulares
soluble y microsémica, estando libre de orgénulos de mayor densidad, tales

como plastidios, mitocondrias, glioxisomas.

II1.2.2.- Aislamiento de cloroplastos de espinaca.’

Para la obtencibén de cloroplastos de espinaca se seleccionaron hojaq jb6venes,
de menos de 5 om de longitud. De 10 a 50 g de tales hojas se tomaron en cada
ocacién y, despues de lavarlas concienzudamente bajo el grifo, fueron tritu-
radas suavemente en una batidora doméstica, a base de pulsaciones breves, en
el seno del siguiente tampén: tricina 0,1 M, sorbitol, 0,6 M, CO3HNa 60 mM,
PO HK, 10 mM, ClpMg 1lmM y ascrobaio al 0,1 %3 el pH se ajustd a 7,9'con KOH
8 ¥ (Kannangara y col., 1973). E1l homogenado resultante fue filtrado por
cuatro capas de gasa y centrifugado a 3000g durante 45 seg. Los utenocilios

y medios de aislamiento habian sido enfriados a 08%C antes de su ugo, y to-
das las operaciones se realizaron entre O y 42C. El sedimento obtenido des-
pues de la centrifugacibén, consistente en cloroplasfos intaotos en una alta
proporeidn, se resuspendié en el mismo medio de extraceién y se utilizf,

tal cual, en algunas incubaciones.



Antes de su utilizacién, en algunos experimentos, estos cloroplastos
fueron purificados por el procedimiento descrito por Hawke y col. (1975).
Este método consiste en someter los cloroplastos obtenidos por centrifuga-
cién diferencial a una nueva centrifugacién a través de un medio de sacaro-
sa de mayor densidad. Asf{ que los ocloroplastos suspendidos en el medio sor—
bitol-tricina que se habfa utilizado para la trituracién&de las hojas, fue-
ron depositados suavemente sobre un tubo de centrifuga qﬁe contenfa un le-
cho de 6 cm del mismo medio de aislamiento en el que el sorbitol habia sido
‘sustituido por sacarosa 0,6 M. Despues de centrifugar a 440 g durante 15 min
en la centrifuga Sorvall RC-2B, los cloroplastos intactos apareocfan en el
fondo del tubo. Estos cloroplastos fueron resuspendidos en un volumen m{ni-
mo del mismo medio de trituracién y utilizados immediatamente en incubacio-

nes.

En cierta experiencia, que requerfa la utilizacién de cloroplastos
conteniendo lipidos radioactivos, se introdujo una modificacién en el pro-
cedimiento de(aislamiento de cloroplastos. Se tomaron 10 g de hojaayjévenes
que habfian sido incubadas con 14C-acetato (pag. 45) y fueron trituradas en
un mortero de vidrio con 15 ml de tamp6ﬁ tricina~sorbitol pH 7,9, yrel X~
tracto conteniendo los cloroplastos fue filtrado a través de ouatro capas
de gasa. La operacifn se repitié otras tres veces, de modo gue se obtuvie-
ron unos 60 ml de extracto foliar. Tanto el mortero como el tampén habfan
sido enfriados a 0%2C, y todas las operaciones se realizaron en un reécipien-
te con hielo. El extracto obtenido fue tratado como se indica en los phrra~

fos anteriores para la obtencibén de cloroplastos purificados.

Il.3.~ OBTENCION PREPARA@IVA DE ACP DE ESPINACA.

Para la obtencién de ACP de hojas de espinaca se siguié el procedimiento de
Simondi y col. (1967) con algunas modificaciones. Se partié de una masa de



iZ Kg de hojas «. espinaca joévenes, a las que previamenie se Leos habfa . .-
tado el paciolo y el nervio principal. El conjunto de las hojas se dividié

en tres lotes que fueron tratados separademente en las primeras etapas.

Cada uno de estos lotes se sometif a un calentamiento de 80%2C en el
seno de tampén fosfato Oy1 M pH 7,5 con mercaptoetanol 10 mM. La operaocién
se realizé en pasos sucesivos, utilizandose en total 2 iitros de tampbén, que
fueron reciclados hasta finaliiar el lote de hojas. Con esta operacién se
pretendfa coagular la mayor parte de las proteinas, sin afectar al ACP gue
es termoestable, inactivando los enzimas proteolf{ticos; ademés se conseguia
reblandecer las hojas y reducir su volumen, facilitandose asf su trituraoiéh.
Esta modificacifn en relacién con el método original, en el cusl el calenta-
miento se realiza despues de la trituraciém, facilita el tratamiento de

grandes masas de hojas.

A continuacifén las hojas fueron trituradas con una batidora doinéstica,
utilizando el mismo tampén que se habfa empleado en la cocciém, y que fue
reciclado tantas veces como fueron necesarias, filtrando sucesivamente el

homogenado resultante, para no aumentar el volumen.

La filtraci6én se realiz6 sobre papel en embudos convencionales, des-
pues de haberse comprobado que la filtracién a presibén en un embudo Bichner
era dificil por problemas de emtrapamiento. Como final de la operacifn, el
reéiduo s6lido se centrifugé para extraer ls mayor cantid&d{posiblé del
1fquido.

El 1£quido filtrado, unos 4 litros por lote, fue 1levado & pE 3,6,
punto isoeléctrico del ACP (Simonmi y col., 1967), oon ClH 6 N, para preci-
pitar el ACP. El conjunto se agité durante 1 h y se dejS§ en reposo toda la
noche. Entonces el sedimento proteinico se recogis despues de centrifugar
y se suspendié en una cantidad minima de tampén fosfato 10 mM con merocapto~-
etanol .1 oM ajustandose el pH a 7,5. Se volvié a oentrifugar entonoes para

eliminar el material insoluble.



En este punto se juntaron las soluciones protefnicas procedentes de
cada uno de los tres lotes, lo que supuso un volumen total de 2.260 ml.
Se agregé a continuacién sulfato aménico s6lido hasta el 80 % de saturacién
(560 g/l), manteniendo el pH a 7,5. Entonces se centrifugé a 10.000 g duran-
te 15 min, eliminandose el sedimento. El sobrenadante se llevé a saturacifn
con sulfato aménico, agregandole 200 g/l, y se ajusté a pH 3,6; despues de
centrifugar en las mismas condiciones se recogié el precipitado y se:disol—
vié en un volumen minimo de tampbn. La solucién se llevS nuevamente ﬁ pH
3,6 con ClH y, despues de centrifugar, el sedimenio se disolvié. en 50 ml
de tampén fosfaio 10 mM con mercacaptoetanocl 1 mM, resultando un pH final
de 6,5.

Esta solucién proteica se pasfé a continuacién por una columna de DEAE-
celulosa (2 x 30 om). Despues de laver la columna abundantemente con tampén
fosfato gse pasaron sucesivamente soluciones de ClNa en tampén de la éiguien—
tes molaridadest 0,10, 0,15, 0,20, 0,30 y 0,40, en un volumen de 100 ml.
Cada paso de una de estas soluciones se recogié oomo una fraceién separada,
¥ cada una de ellas se ajusté seguidamente a pH 3,6 para precipitar ia pro-~
teina. Solo las fracciones 0,15, 0,20 y 0,30 M contenian cantidad aprecia~.
ble de proteina, as{ que solo en ellas se midié la actividad, de la forma
que se describe-mas adelante. Finalmente las tres fracoiones se juntaron

dando un volumen:total de 10 ml, que se ajustd a pH 6,5 y se guardé a -20%C.

La solucién de ACP de espinaca asi obtenida presentaba una concenira-
oién proteica de 14 mg/ml, determinada por el método de Lowry y ocol, (1951),
utilizandose albimina bobina como patrén {pag. 66). '

I1.4.~ INCUBACIONES.

En este apartado se describen las incubaciones llevadas a cabo con precurso-—

res radiocactivos en diversos tejidos intactos y sistemas subcelulares.



IT1.4.1.~ Incubacién de tejidos intactos.

Se han realizado incubaciones con tejidos intactos de semillas de girasol
en formacifn, de guisante en germinacién y hojas de espinaca immadueas.

Las condiciones de incubacién en cada caso se especifica a continuacidn.

a) Semilla de guisante.- Las semillas de guisante fueron colocadas pera su

germinacién en tubos de ensayo conteniendo 20 pCi de 14¢.acetato en Oy3 ml-
de agua destilada que contenfa en solucién 10 rE de oloranfenicol para evi-
tar el crecimiento bacteriano en el transcursoc de la incubacifén. La incuba~
cién se llevé a cabo a 30¢C y durante 40 h. Al final de dicho tiempo las
semillas habfan absorbido el agua en su totalidad, y aparecfan turgentes.

b) Semillas de girasol.- Para estudiar la sintesis de lfpidos en semillas

intactas de girasol se incubaron 3 gramos de dichas semillas, desprovistas
de céscara, con 3 rCi de l4c-oleato aménico disuelto en 2 ml de tampén fos-
fato 0,1 M pH 7,3, en un vaso de precipitado de 50 mi a 30%C, durante 20'h

¥y ¢on agitacidén constante.

c) Hojas de espinaca.~ Se tomaron 10 g de hojas de espinaca jévenes y se
incubaron con 50 rCi de 14C-acetato, que fueron aplicados:aobre’ellas.eon
ayuda de un pequeiio atomizador de los empleados para pulvgrizar reveladores
cromatogrificos. La incubacién se llevé a cabo en un recipiente de vidrio -
amplio que oontenfa un pequefio volumen, aproximadamente l‘ﬁm de espesor, de
ague destilada, que fue situado en un bafio termoestatado a 248C, con ilumi~

nacibn ertificial y durante 2 h.



I1.4.2.~ Incubacibn del extracto enzimético de girasol.

Las incubaciones con el extracto gubcelular de semilla de girasol se lleva-
‘ron a cabo en iubos de vidrio. La mezcla de reaccién tipioa contenfa: ATP,

4 mi; CoA, 2 mMj NADH, 2 mMj ClpoMg O,1 M, 0,01:mlj preoursor radiocactivo,

- en forma de sai aménica, 2 rCi; y con estos cofactores 1,5 ml de extra¢to
celular, para hacer un volumen final de 2,5 ml. Adem&s ds esto, en algunos
experimentos se afiadié tambien 0,5 ml de solucién de ACP de espinaca, obteni-
do segin el procedimiento descrito por Simoni y col. (1967) y que oontenfa
14 mg de proteina por ml de solucién (pag.43), y NADPH, 2 mM. Como ﬁrocurso—
res marcados sé utilizaron los &cidos 140-1aﬁrico, 14C-pa1m1tioo, l40—oste§n
rico ¥y 14c—oleioo, aplicados al medio de incubacién en forma de sales hméni-
cas, las cualéé se prepararon disolviendo los &cidos en 1 ml de etanol, y a
esta solucién éa le agregb 0,1 ml de hidroxido aménico 6 N; a continuacién

se evapord el disolvente bajo dorriente de nitrégeno.

En todos los casos la incubacién tuvo lugar a 302C, durante 2 'h y oon

agitacién constante.

IT.4.3.~ Incubacibén de cloroplasios de espinaca.

a) Cinética de incorporacibn de radioactividad em relacién con la presenocia
de cofactores en el medio.~ Para emsayar la capacidad de inoorporaoidn de

l4g.acetato en Scidos grasos por parte de los cloroplastos aislados en au-
sencia de cofactores exégenos, se inoubé una suspensibén de oloroplastos in-
tactos, equivalente a 200 rs/ml de clorofila, oon el precursor radibagtivo.
La incubacién se llevd a cabo en un tubo abierto que contenfa un volumen
inicial de 2,5 ml de suspenaibén y 5 rci de 14C-acetato. Dicho tubo fue colo~
cado en un bafio de agitacién a 202C con iluminecién artificial. Se tomaron
muestras de 0,25 ml a los 5, 10, 15, 20, 25, 35, 45 y 65 min del inioio de

la inoubacibn.



Tambien se¢ examiné la capacidad de incorporacién de radioactividad
en &cidos grasos, & partir de 14C-acetato, en cloroplastos intactoséen pre-
sencia de cofactores exfgenos, ATP y CoA, en el medio de incubacién. Para
ello se incubaron cloroplastos, aislados de hojas jévenes y de hojas madu-
ras, en un volumen inicial de 5 ml con una concentracién de clorofila de
50 {Ag/ml, con 25 4Ci de l4¢c_aoetato, ATP (2 mM) y CoA (1 mM). Ambas incuba-
ciones se realizaron en matraces erlenmeyer de 50 ml a 20%C con luz y agita-

cién constante. Se tomaron muestras de 1 ml a los 10, 20, 30 y 40 min.

b) El efecto de las concentraciones de ATP y CoA.~ Para examinar el efecto

de la adicién de ATP y CoA sobre la incorporacién de 14Ceacetato en &cidos
graéos, se llevl a cabo un experimento bifactorial en el que las concentra—
ciones de ATP fueron 0, 1, 2 y 4 mM, y las de CoA 0,0, 0,2, 0,4, 0,8; 1,6 y
3,2 mM. Resultaron, por tanto, 24 tratamientos distintos. En todos ellos,
ademis de las correspondientes concentraciones de los nucleétidos, se pusie-
ron 1 r01 de l4C-acetato ¥ suspensién de cloroplastos equivalente a una con-
centracién final de clorofila de 125 rg/ml. El volumen de reaccién fue de
0,2 ml. Las incubaciones se llevaron a cabo en tubos de vidrio abiertos, a

202C, con luz y agitacién constante, durante 1 h.

¢) Incubacién de cloroplastos en relacién con la luz.- Los cloroplastos aie~

lados y resuspendidos en un volumen total de 3,5 ml fueron inocubados con 10
r\Ci de l4C-acetato a 20¢C con luz y agitacién, durante 15 min. A continua~
cién el volumen inicial sge dividié en dos partes de 1,5 ml. A una de ellas
Be le afiadid z,rmoles de ATP y 2 rmolse de CoA, ¥ a la ofra 8 rmolosvdﬂ ATP
¥y Q,umoles de‘GoA, en ambos casos los cofactores estaban disueltos en 0,25
ml del mismo medio de incubacién (tampén tricina~sorbitol pH 7,9). Los dos
conjuntos asi constituidos se repartieron en muestras de'0,25 ml que fueron
colocadas en tubos separados. estos tubos fueron incubados aeguidaménte en

las mismas condiciones pero en la oscuridad. A partir de ese momento se to-



maron muestras a 5, 10, 20, 40 y 80 min.

d) Incubacién de cloroplastos aislados de hojas que habian sido preincuba-

daz con 14C-acetato.~ Las hojas de espinaca que habian sido incubadas con

14C-acetato (pag 45) fueron lavadas abundantemente bajo el grifo, una vez
finalizada la incubacién y se procedié al aislamiento de sus oloroplastos
triturando las hojas en un mortero de vidrio segiin el précedimiento qué
hemos descrito (pag. 42). Los cloroplastog aislados fuergn resuspendidos
en 2,5 ml del mismo tampén utilizado en ;a trituracién de las hojas, y la
suspénsiﬁn resultante se dividié en dos partes de 1,2 ml. A una de ellas
se le agregd 2 rmoles de ATP y 2 rmoles de CoA, dlsueltos en 0,25 ml del
mismo tampén; a la otra se le afiadié el mismo volumen de tampbén sin cofac-
tores. Despues de agitar suavemente, estas suspensiones se repartieron

en tubos a razén de 0,25 ml cada uno, ¥ se incubaron a 202C con luz y agi-

tacién. Se tomaron muesiras a 0, 5, 10, 20, 30 y 60 min.

e) Examen del efecto del Triton X-100 y del cloruro aménico en relacibn

con la presencia de cofactores en el medio.- Para estudiar el efecto del

Triton X-100 y del cloruro aménico sobre la incorporacién de 14G—aoetato
en 4cidos grasos, se incubaron cloroplastos, equivalesntes a YOIAg/ml de
clorofila, en un volumen total de 0,5 ml que contenia 0,5 rCi de l4c-ace-
tato y distintas cantidades de Triton y de sal aménica. Una temperatura de
21%C, luz, agitacifén y una hora de tiempo fueron las condiciones de ls in-
cubacibn. Las concentraciones de Triton ensayadas fueron (rH): 0, 5¢, 100,
150, 200, 300, 400, y 5003 y las de ClNH, (mM): O, 1, 2, 4 y 8.

Tenbien se examiné el efecto del Triton X~-100 en presencia de cofacto-
res exfgenos. Para ello los cloroplastos se inoubaron en un volumen total
de 1 ml conteniendoll20 g de clorofila, 5 rCi de 14C—aoetato, 0,1 ﬁl de
solucién de ACP de espinaca y las siguientes adiciones (mM): 4 ATP,§0,4 CoA,



1 NADPH, 1XADH, 2UI'l'y, y las correspondientes cantidades,de Triton equivalen-
tes a las siguientes concentraciones (rM): o, 100, 200,>300, 400, %00, 600

y 700. La reaccién tuvo lugar a 20%C, con luz y agitacién durante 1 h.

Para seguir la incorporacibn de l4c_acetato con el tiempo en presencia
de Triton se incubaron 5 ml de suspensién oloroplést1ca, conteniendo 100 rg
de cloroflla porml y S rCl/ml de acetato radioactivo, con los cofaétores in-
dicados, y una concentracién fija de Triton, 525 FM. Se’tomaron muestras de

1l ml a 30, 60, 180 y 300 min.

En las mismas condiciones, pero con un volumen de reaccién de 1 ml y
1 h de incubacién, se ensays el efecto de la temperatura; estas fueron 20,

25’ 30y 35¢C, ,

El efecto de la concentracién Qe clorofila se examiné incubando clo-
roplastos con 5 rCi de 140—acetato, Triton X-~-100, 525 rn, ¥y los cofaoctores
enumerados anteriormente, en un volumen total de 1 ml. Las concentraciones
de clorofila ensayadas fueron (rg/ml):‘loo, 150, 200 y 250. Las incubacio-

nes se realizaron a 20¢C con luz y agitacién, durante 30 min.

Finalmente se examiné la cinética de incorporacién de 14G-aoetato en
&cidos grasos en relacién con la adicién de Triton X-100, ClNH# y ocofacto~
res en el medio de reaccifn durante el transcurso de la incubacién. Las in-
cubaciones se iniciaron con un volumen de 2 ml conteniendo 200 rg/ml de
clorofila y 10 pCi de 14c-acetato. Se tomaron tres muestras de 0,25 ml a los
5y 10 y 15 min de incubacibn. Entonces se afiadidé Triton X-100, 450 nmoles,
© cloruro aménioco, 15 rmoles, disueltos en 0,25 ml de tampén tricina~sorbi-
tol pH 7,9. Se tomaron otraes dos muestras de 0,25 ml a los 5 y 10 min des~-
pues de las adiciones. FMinalmente se afiadié a cada incubacibén 1,5 rmolea de
CoA y 745 rmoles de ATP, disuelios en 0,25 ml de tampén, y se prosiguié la
incubacién itomandose muestras a los 5, 10, 20 y 40 min despues de estas dl-
timas adiciones. Las dos incubaciones se realigaron simultameamente, a 208C

con luz y agitacién,



£) Ensayo de la actividad del ACP de espinaca.- La actividad de la soluocién

de ACP de espinaca,obtenida como se describe en el apartado II.a (pég; 42),
se ensay$ utilizando la sintetasa de &cidos grasos de cloroplastos de espi-
naca. Los cloroplastos de espinaca fueron obtenidos por centrifugacﬁGn di-
ferencial como se describe en II.2.2 (pag. 41) y, sin someterlos a purifi-

cacién, se homogenizaron en un Potter-

La suspensidn de cloroplastos rotos asf obtenida fue incubada en las
siguientes condiciones: 1 rmol ﬁADH, 1 rm61 NADPH, 4 rmoles ATP, 6,4 rmol
CoAa, Zrnmoles e, 0,13{wmoles Triton X-1003 0,9 ml de suspensibén de cloro-
plastos rotos en tampén tricina~-sobitol pH 7,9 (pag. 41); 2 rCi de 140—-&10—
nato y 0,1 ml de las soluciones de ACP correspondientes a las fracciones
eluidas a 0,15, 0,20 y 0,30 M de ClNa. Volumen final, 1,2 ml. La incubacién

se llevé a cabo en el bhafio de agitacibn a 302C durante 1 h.

IT.5.~ PROCEDIKIENTO ANALITICO.

II.5.1.~ Descripcién del método de separacidn.de aoiltioéateres.

En todos los trabajos que constituyen esta Tesis se ha utilizado el método
de separacibn de aciltioésteres desorito por Mancha y col. (1975). Por ello
vamos a empezar describiendolo, en lf{neas generales antes de pasar & los de-

talles anaiiticos de cada experimento.

Como se indica en la figura 6, la mezcla problema se encuenira suspen—
dida en isopropanol-tampén {1l:1). La naturaleza del tampén varfia segin la
naturaleza del material biolégico bajo examen. Dicha mezola se aocidifica con
8cido avcético glacial y se lava tres veces con &ter de petrélec saturado de
isoprapanol-agua (1:1), de forma que se extraen la mayor parte de loe lipidos
de la mezola, pero no los aciltioésteres. La mescla delipidada, que oontiene

los aciltioésteres y una pequeifia fraccién de los aciloxiésteres mas'polaros,
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en isopropanol-tampén (1:1)
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FIG. 6. Diagrama de flujo que resume el procediwiento‘analitico
para la separacién de los aciltioésteres y lipidos de una
mezcla. (Mancha y col., 1975).
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principalmente fosfolipidos, se le afiade 25 1/ml de solucién saxuraaa de
sulfato ambénico, y 4 ml/ml de cloroformo-metanol (1:2). Asf que, despues de
dejar la mezcla en reposo durante no menos de 20 min y de oentrifugar a con~
tinuacién, se obiiene un sobrenadante que contiene los acil~CoAs, contamina-
dos por los lfpidos no extraidos con &ter de petréleo; y un sedimento que

contiene los acil-ACPs

Para aislar los acil-CoAs, el sobrenadante obtenido se pada por una
columna de aliimina conteniendo 0,075 g’de"hicho adsorvente por mililitro de
sobrenadante. La alfimina retiene a los acil-CoAs, en ragén a la gran polari-
dad que presentan, y los lipidos contaminantes son eluidos lavando con oloro

formo-metanol (1:2).

Los aciltioésteres asi separados se someten a hidrélisis slcalina pa~
ra separar los &cidos grasos correspondientes. El sedimento oonteniendo los
acil-ACPs se resuspende en isopropanol-agua (1:2) y la suspensién resultan—
te puede ser sometida a hidr6lisis alcalina para eepararilos fcidos grasos
en ordén a determinar su composicién. Alternativamente, los acil-ACPs, as{
obtenidos, pueden ser purificados para su utilizacibn, como sustratos, en

reacciones enzimiticas.

Por otra parte, los acil-CoAs adsorvidos en el gel dn'alﬁmina, dgs-
pues de que los 1lipidos contaminantes son eluidos con cloroformo-metanol
(1:2), pueden ser sometidos a saponificacién directamente. Para ello se la-
va la columpa ocon un peguefic volumen de éter et{lioo, y se seca soguidamen-
{te bajo corriente de nitrégeno. E1l gel seco puede entonces sacarse de la
columna para colocarlo en un tubo, en donde se realizarf la hidrélisis al-

calina.

Otra aliernativa es eluir los acil-CoAs de la columna lavando con 25
ml de tampén fosfato O,1 M pH 7,2 = metanol (1:1) por cada gramo de alfimina.

Se aislan asi los acil-CoAs intactos, los cuales pueden ser sometidos a sa~
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ponificacién a fin de analizar su composiciofi de &cidos grasos, O bien ser

utilizados como sustratos en reacciones enziméticas.

La fraccién lipfdica, extraida de la mezcla original con éter de pe-
tréleo aaiuradokde isopropanol-agua (1:1), puede ser separada en las distin-
tas clases de 1fpidos por cromatografia en capa fina. Alternativamente, es-

tos lipidos pueden ser sometidos a metilacién para mnalizar su composgicibn
de Acidos grasos. ’

Finalmente, los &steres metflicos obtenidos de las distintas fraccio-
nee aisladas pueden ser analizados por cromatografia de gases, para esta~-

blecer la composicidén de Acidos grasos.

I1.5.2.~ Separacién de los aciltioésteres y lfpidos de los diversos sis-

temas estudiados.

La metfdica seguida para separar aciltioésteres ¥y glicerolipidos dé los
distintos sistemas ensayados fue la de Mancha y col. (1975) comentada en
el apartado anterior. Se introdujeron, no obstante, modificaciones sustan-

ciales en algunos de los casos, que para mayor claridad se describen en

los cuatro apartados que siguen.

a) Anflisis guimico de los aciltioésteres de diversos tejidos.— Cuando se

trataba de analizar la composiciénc de &cidos grasos de los aciltioésteres
n? haofa preciso tratar una gran masa de tejidc,~enxref100 y 1000 g segln
los casos. Bl material de partida se trituré en un Omnimixer a maximo vol-
taje, utilizando un volumen igual (en el caso de la espinaca y de la pata-
ta) o doble (en la aceituna, soja, oArtamo y girasol) de mezcla isopropanol-
tampén fosfato 0,1 M pH 7,2 (1:1). La masa obtenida se £iltré por gasa y se

centrifugd a baja velocidad para eliminar las partfculas groseras. A la meg~



cla resultante se le midié el volumen y se le agregaron 12,5 ml/l de fcido
acético glacial, y a continuacién se lav6 tres veces con &ter de petréleo
saturado de isopropanol-agua (1:1), empleando un volumen de alrededdr del

25 % del de la mezcla en cada ocacidn.

Por otra parte, los restos de tejido retenidos en la gasa dasﬁuea de
la filtracién, fusron triturados en el Omnimixer con oléroforno4metanol (2:1),
para una completa extraccién de los lfpidos (Folch y col., 1957) (pég.Se)g
Despues de evaporar el disolvente los lipidos extraidos se juntaron con los
procedentes de los lavados realizados con éter de petrfleo antes resefiados,

constituyendo en oonjunto lo que llamaremos fraccifén de lfpidos totales.

A la solucién delipidada, obtenida despues de lavar oon éter de petrd-
leo, se le agregaron 25 ml/1 de solucidn saturada de suifato améni&éy y 4 1A
de cloroformo-metanol (1:2)., Despues de agitar se dejé en reposo durante |
20 min para permitir la completa precipitacifn de las proteinas. Seguidamen-
te se centrifugé a baja velopidad durante unos 10 hin, as{ que los acil-ACPs
se obtﬁvieron en el sedimento junto con las demfs proteinas de la mezocla, en
tanto que los ac¢il-CoAs permanecian en el sobrenadante junto con los l{pidos
polares contaminantes. Este sobrenadante se pasé por una columna conteniendo
100 g de alfimina nuetra por cada litro de solucién delipidada, mientras que
el precipitado se resuspemdié en cloroformo-metanol (1:2) para repetir lak
centrifugacién; el nuevo sobrenadante se pasé tambien por la oplunna‘ds alf-
mina. La columna fue lavada a continuacién con cloroformo-metanol (1:2), en
un volumen de unas 10 veces el volumen de lecho de la columna, y finalmente
los acil-CoAs fueron eluidos pasando mezola metanol-tampén fosfato 0,05 ¥

pH 7,2 (1:1), en un volumen de 5 ml por gramo de alfimina de la columna.

Asf pues, en este punto ienemos separadas tres fracciones: los lipidoa
totales, los acil-ACPs (en el sedimento protefnico) y los acil-CoAs (en solu~-

ci6én hidroalecohSlica).



b) Semilla de guisante.~ Las semillas de guisante obtenldas despues de la

1ncuba016n (pag. 45), fueron trituradas con un homogenlzador Ultra»Turrax

en un volumén de 20 ml de mezcla isopropanol-tampédn fosfato 0,05 M pH: 7,2
(1:1). La masa resultante se filtré por gasa, y el 1fguido filtrado se cen-
trifugé a baja velocidad para eliminar los restos tisulares de mayor tama-
fio. Dichos restos, y los retenidos en la gasa, fﬁercn triturados seguidamen-
te con cloroformo-metanol (2:1), segin Folch y col. (1957), para una comple-
ta extraccién de los lipidos de la muestra,'El sobrenadante de la centrifu-
gacién, por su parte, fue tratado segfin el método de Mancha y col. (1975)

en las condiciones ya descritas (pag. 50). Los aciltioésteres, una vez se—
parados, fueron sometidos a hidrélisis alcalina para determinar su composi-
cién de &4cidos grasos. La fraccién lipidica fue separada en clases poi cro-

matografia en capa fina (pag. 5%).

c) Semilla de girasol.- El tejido intacto, al final de la incubaci6n, se

lavé abundantemente con agua destilada, y se triturd en el UltrarTurrax con
5 ml de mezcla isopropanol-tampén fosfato O,1 M pH T,3 (1:1). A continua-
cién la mezcla fue tratada de acuerdo con el método de Mancha y col. (pag.
50). |
Cuando se ensaydé el homogenado, la reaccién fue detenida agregaﬁdn 245
ml de isopropanol y 0,1 ml de épido acético glacial, procediendose a éonti~

nuacibén seglin Mancha y col. (pag. 50).

d) Cloroplastos de espinaca.- En los experihentos de tiempo en relacibén con

el papel de los cofactores en la sintesis de lf{pidos en los cloroplastos,
descritos en el apaftado II.4.3 (pag. 46), se llevé a cabo una sustancial
simplificacibén del método de Mancha y col. (1975), en base a que el conte-
nido de acil-ACPs es practicemente despreciable y a que la casi totalidad
de los lipidos se extraen con &ter de petréleo. Las reacciones eran deteni-

das agregando al medio 1 ml de &cido acético al 10 % en isopropanol por ocada
mililitro de muestra.



A continuacién se procedfa a la extraccién de los lipidos,paré la
cual se lavaba tres veces con un volumen de &ter de petrSleo saturado de
isopropanol-agua (1:1) igual al de la mezcla que contenfa la suspencién de
cloroplastos y el isopropanol afiadido, generalmente 0,5 ml. Los suscesivos

lavados eran colocados en pequefios tubos de vidrio.

La mezcla hidroalcohflica delipidada, conteniendo los aciltioésteres
practicamente exentos de contaminacién lipidica, fue sometida a hidrflisis
alcalina para la liberacién de los restos acilo del los aciltioésteres y

posterior extraccidn. :

Una parte alfcuota de la fraccién lipfdica, obtenida en los sucesivos
lavados con éter de petrbleo saturado de isopropanol-agua(l:l), fue utiliza~
da para la determinacién de la radioactividad por centelleo lfquido. El res-
to fue cromatografiado en placa de sflice para su separacién en clases de

1fpidos, en las condiciones que se describen mas adelante {pag. 59).

En las experiencias en relacién con el éfecto de las distintas concen-
traciones de Triton X~100 en presencia de cofactores exSgenos {pag. 48) se

siguié el procedimiento original sin modificacién (pag. 50).

IT1.543.~ Extracoidn de lipidos totales.

Cuando se irataba de extraer exhaustivamente los 1ipidos'dé nn.teji&o se
procedib segin Folch y col. (1957). El procedimiento oconsiste en triturar
el tejido en un volumen adecuado de mezcla cloroformo-metanol (2:1), diga~
mos 10 ml de mezcla por gramo de tejido. La mezcla, despues de la tritura-
¢ién, se filtra sobre papel, se coloca en un embudo de deoantécién y se le
afiade un 20 % de agua. Despues de agitar, se deja el embudo en reposo para
permitir la decantacidén de la mezcla en dos fasesj; la fase inferior;es la

gque contiene los 1ipidos disueltos en cloroformo. La solucidén de los 1{pi~



dos en cloroformo se saca del embudo y se coloca en un matraz, para proce-

der a la evaporacién del disolvente en un evaporador rotatorio.

IT.5¢4+~ Separacién de la fraccién lipfdica por cromatografia en capa fina.

Los lipidos totales aislados siguiendo el método rutinario, constituidos por
el extracto cloroférmico obtenido por el método de Folch ¥ por los sucesivos
lavados realizados en la mezcla original c;n éter de petréleo saturado de
isopropanol-agua (1:1), fueron cromatografiados en plaoca de sflice, de 0,25
mm de espesor, desarrollando con éter de petrbleo-éter etIlicb-éoido férmico
(90:30:1). El revelado se hizo exponiendo el borde de la placa & vapores de
yodo, de forma que se detectaron y rasparon cuatro fracciones: lipidos pola~

res (origen), diglicéridos, &cidos grasos libres y triglicéridos.

En ciertos experimentos realizados con cloroplastos, una parte de los
1ipidos totales fue separada en placa de sflice desarrollando con clorofor-
mo-metanol-&cido acético (90:10:1). El frente se dej6 avanzar hasta 10 om
de altura y entonces se retiré la placa del tanque de desarfollo. Una vez
evaporado el disolvente, la placa se dividié en ires partes de 3,5, 3,0y
345 om, del frente al origen, que fueron raspadas, y la silice correspondien-
te a cada banda se colocé en pequefias columnas de vidrio sobre las que se
procedié a la elucibn de los lipidos adsorbidos sobre el gel, para lo ocual
se lavé con 1,5 ml de metanol. Los eluatos fueron depositados en senéos via~
les de centelleo liguido. El revelado se realizé pulverizando una placa tes~
tigo con &cido sulfirico al 50 % y calentando sobre una plancha elécfrioa a
300¢C. Se pusc de manifiesto que la banda del frente, de 3,5 om, contenfa
los Acidos grasos libres, &cido fosfatfdico y, probablemente, los diglicé-
ridos, asf como los pigmentos cloroplésticos; la banda del medio, de 3 om,
contenfa los monogalactosildiglicéridos; la banda del origen, 3,5 cm; con-

tenfa los digalactosildiglicéridos y los restantes fosfolfpifos.



II.5.54~ Anflisis posicional de los glicerolfpidos.

Los lipidos polares fueron tratados con fosfolipasa A (EC 3.1.1.4) de Cro-
talus adamanteus, segliin el método de Christie y Moore (1969). Este enzima

hidroliza especificamente los restos acilo que esterifican la posicién 2

de log fosfolfpidos. Los LP fueron célocados en un tubo provﬁsto de tapén
de rosca y se les agregé 1 mg de enzima, 0,2 ml de tampdﬁ Tris-ClH PH 7,5,
conteniendo cloriaro cdlcico 4 mM, y 1 ml de &ter etflico; el conjunto se
agité durante 1 h en un Mixo-Tub a mixima ;elocidad, y se dejé en reposo

a tempsratura ambiente durante toda la noohe. Los producfos de la hidréli-
sis fueron extraidos con cloroformo-metanol (2:1), y se separaron en placa
de sflice con éter de petrbleo-&ter etflico-Acido férmiéd (60$30:2). Expo-
niendo el borde de la placa a vapores de yodo se detectaron las bandas co-
rrespondientes a los Acidos grasos libres y a los lisofosfolipidos, que‘fue-
ron raspadas y metiladas segiin el procedimiento que se describe mas édelan—

te (II.5.7).

Los triglicéridos y diglicéridos fueron hidrolizados con lipasa pan-
credtica (EC 3.1.1.3) segfin la técnica de Luddy y col. (1964). Este enzima
separa especificamente los restos acilo esterificados en-los grupos hidroxi-
lo primarios de TG, DG y MG. La muestra fue colocada en un tubo y se le afia~-
dieron 10 mg de polvo de lipasa pancreédtica de cerdo, 1 Ql de tampén Tris-
ClH pH 8, 0,1 ml de clorurc célcico al 22 % y 0,25 ml de colato s6dioo 0,1 %.
El tubo se agité en un Mixo~Tub durante 2 min a temperatura ambiente: La
reaccién fue detenida agregando 0,5 ml de ClH 6 N, y los productos de la
reaccibén extraidos con éter etflico y separados, previa evaporacién del di-
solvente, el placa de sflice en las condiciones indicadas arriba. Los &ci-
dos grasos libres y los 2-monoglicéridos obtenidos se metilaron para su anép

lisis por cromatografia de gases.



IT.5.6.~ Hidrélisis alcalina de lfpidos y aciltioésteres.

Los acil-ACPs,resuspendidos en una cantidad mfnima de isopropanol-tampén
fosfato 0,05 M pH 7,2 (1:2), fueron saponificados rutinariemente agregando

1l ml de KOH al 40 % por cada 3 ml de suspensibn. La reaccién se llevé a ca-

bo éalentando a 80¢C durante 30 min.

Con los acil-CoAs se procedié de dos formas distintas segfin los casos.
Cuando eran eluidos de la columna de aldmina con metanol-tampén fosfato 0,1
M pH 7,2 (1:1) la saponificacién se realizaba agregando al eluato, récogido
en un matraz, potasa suficiente para que se alcanzara una concentracién fi-

nal del 10 %. A continuacién se calentaba a 80%C durante 30 min.

En otras ocaciones los acil-~CoAs fueron saponificados sobre el mismo
gel de alfimina sobre el que estaban adsrbidos, y despues de que se hubieran
eluido los lipidos contaminantes. Para ello el gel fue secado bajo corrien-
te de nitrégeno despues de pasar por la columna un pequeiio volumen de &ter
etilico; el gél seco fue sadado de la columna y colocado en un tubo provis-
to de tapén de rosca, en el que se agregaron 4 ml de KOH al 25 % en ﬁetanol—
agua {(1:1) y 2,5 ml de Triton X-100 al 10 % en isopropanocl-agua (1:1) por
cada gramo de allimina presente. La reaccién se llevd a cﬁbo calentando a

802C, 30 min y con el tubo cerrado.

En los ensayos con cloroplastos en los que no se llev$ a cabogla sepa-
racién de los dos tipos de aciltioésteres, la hidrélisis alcalina de éstos,
oontenidos en la mezcla hidroalcohélica delipidada, se realiz agregando un
volumen igual de KOH al 20 % en metanol-agua (1:1), y calentendo a £02C, 30
mine. 7

Cuando se trataba de saponificar lipidos la reaccifn se llevaba a ca-
bo en tubos cerrados provistos de tapbn de rosca y con una cantidad discreta,
entre 2 y 5 ml, de KOH al 10 % en metanol-agua (1:1), y calentando en las

. . as
condicones indicadas.



En todos los casos, despues de los 30 min de reacoién se procedié a
enfriar el medio de reaccién para acidificar seguidamente con ClH 6 N. Los
&cidos grasos liberados de los jabones despues de la acidificacibén, fueron

extraidos con &éter de petréleo en tres lavados sucesivos.

I1.5.7+- Preparacién de los ésteres metflicos de fcidos grasos.

La metilacibén de los &cidos grasos libres obtenidos mediante hidrélisis al~-
calina, segfin se ha descrito en el apartado anterior, se llevé a oabo agre~
gando a dichos &cidos grsos, despues de la evaporacién del disolvente, un
volumen discreto, entre 2 y 5 ml, de metanol-ClH al 4 %. La reacoién de trans
esterificacién se realizG en tubos provistos de tapén de rosca, cerrados, y

calentando a 80%C durante 5 min.

Cuando se trata de metilar glicerolfpidos la reaccién ha de hacerse
en medio alcalinoy, por ello se utiliza un agente metilante distinto:%metilap
to sbdico 0,2 N. Tipicamente se agregaban 2 ml de metilato sfdico 0,2 N a la
muestra lipfdica, gue en muchos casos estabe adsorbida sobre el gel de sfli-
ce por proceder de una separacién cromatogrifica en capa fina. El conjunto
se calentaba,en tubo cerrado, a 802C durante 5 min. Al final de ese tiempo
el tubo se enfriaba bajo el grifo y se le afiadfa 2,5 ml de metanol-ClH 4 %,
para conseguir la metilacidn total de la muestra, y se volvia a oalehtar a

802C durante 5 min.

Al final de la reaccién, en todos los casos, se afiadfa un volumen de
agua igual al volumen de reaccifn, y se extrafan los ésteres metilicos lavan-

do con éter de petréleo tres veces.



II.5.8.~ Determinacién de la radioactividad.

En muchas de las experiencias naalizadas‘la radioactividad asooiadaga cada
una de las fracciones aisladas se determind disolviendo los §steres metfli-
cos correspondientes en heptano, e inyectando una parte%alicuota de dicha
solucién en un equipo de contaje Perkin-Elmer RGC-170 (Fig. 7). La muestra
inyectada en este equipo es conducida,mediante un gas portador, a un horno
de Cul0, que se encuentra a elevada temperatura, donde la muestira se ‘descom—
pone para dar CO; y H,0; estos productos pasan a través de una trampa de
perclorato magnésico, gue retiene el agua, y finalmente el diéxido de carbo-
no pasa a un tubo contador proporcional que detecta las radiaciones emitidas
por las moléculas de 14002. Las condicones de trabajo del equipo de contaje

se indican en el apartado siguiente.

Por otra parte, la radioactividad asociada a los aciltioésterés de las
experiencias llevadas a cabo con cloroplastos se determiné en los &cidos gra-
sos obtenidos despues de la hidrélisis alcalina. Los sucesivos lavados oon
éter de petrbleo, efectuados despues de acidificar el medio al finai de la
reaccibn, fueron colocados en un vial de centelleo liguido en donde%se per-
mitié que se evaporara el disolvente. Asimismo, una parte alfouota de la frac-
cién lipidica se puso en un vial de centelleo lfquido, y se dejé evéporar el
disodtvente dejando el vial destapado durante toda la noche. Entonces a cada
uno de los viales se le agregb 10 ml de lfquido centelleador, que estaba
constituido por 3,5 g de 2,5-difeniloxazol (PFO) y 0,1 g de 1l,4~dimetil-2(4~
metil-5~feniloxalozil)benceno (dimetil~POPOP) disueltos en un litro de to~
lueno-Triton X~-100 (95:5).

El oontaje de las muestras se realizd en un oontador de centellec liqui-
do LXB Ultrobeta, instalado en el departamento de Medioina Nuclear de la Ciu-
dad Sanitaria Virgen del Rocio (Sevilla), o bien en otro de la casa Intertech-

nic instalado en el Centro de Edafologfa de Cuarto (sevilla).
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IT1e5+9.~ Andlisis de los ésteres metilicos por cromatograffa o radidcroma~

tografia de gases.

Cuando se llevé a cabo en anflisgis quimico de los aciltioésteres de diversos
tejidos los ésteres metflicos procedentes de las distintas fracciones aisla~
das fueron analizados por cromatografia gaseosa en un cromatégrafo Perkin-
Elmer F-1T provisto de detector de ionizacién de llama de hidrégeno. Las
condicones de trabajo fueron las siguientgs: columna de 2 m X 2,7 mm ¢ empa~
quetada con etilenglicol succinato (EGS) al 5 % sobre Chromosordb W 80-100 ma~
llas; temperatura del horno, 170%C; temperatura del!:inyector, 2209C; gas
portador, nitrégenc a un flujo constante de 40 ml/min; flujo de hidfégeno en

el detector, 25 ml/min; flujo de aire en el detector, 300 ml/ﬁin.

Los ésteres metflicos procedentes de las semillas de cértamo y girasol
fueron analizados, ademis, sobre una columna de butiliendiol succinato (BDS)
al 8 % sobre Supelcoport 80-100 mallas, en el mismo aparato y condiéiones.
Esta columna tiene la cualidad de separar los pares criticos (ver aéartado
siguiente) por lo que resulta. muy Gtil para verificar la existenoié de &ci-

do linolénico, que aparece emmascarado por el 20:1 en la columna de EGS.

En las experiencias que implicaban incubacién oon precursores radioac-
tivos, los ésteres metflicos de las distintas fracciones fueron analizados
por radiocromatografia de gases, para establecer la composicién de &cidos

grasos radioactivos.

Como se ve en la Fig. 7, el equipo de radiocromatografia de géses uti-
lizado por nosotros ests constituido por un cromatégrafc de gases, un Perkin-
Elmer P-17, conectado en serie con el contador de radioactividad Perkin-Elmer
RGC~170, que hemos descrito en el apartado anterior, y que funciona como de-
tector de radioactividad de las especies moleculares separadas en el oroma-
t6grafo. Con este equipo se obtiene un cromatograma con un registro dobles

por un lado se registra la masa correspondiente a cada especie quimica sepa~



rada, mediante una sefial que viene del cromatégrafo, y por otro la radioac-
tividad asociada a cada uno de los componentes de la muestra, gracias a una

seiial debidamente amplificada que procede del tubo contador (Fig. 7).

Las condiciones de trabajo del equipo de radiocromatografia de gases
fueron las siguientes: Cromatégrafo Perkin~Elmer F-17 provisto de detector
de hilo caliente; columna de 2 m x 2,5 mm ¢ empaquetada con EGS 21 5 % sobre
Chromosorb W 80-100 mallas; gas portador, helio a 40 ml/hin; temperatura de
la columna, 1702C; temperatura del inyector,.zasﬂc. El cromatégrafo va conec~
tado en serie con un detector de radiocactividad Perkin-Elmer RGC—lﬁO; gas
acelerador en el tubo contador, metano a 20 ml/min; temperatura del horno de

Cu0 6809C; voltaje del hilo del tubo, 2400 voltios.

IT1.5.10.~ Separacibén de los &steres metflicos por cromatograffe en placa de

sflice-nitrato de plata.

Los ésteres met{licos correspondientes a muchas de las fracciones aisladas
fueron cromatografiados sobre placa de silice impregnada de nitrato de plata
al 10 % Esta técnica permite la separacién de las especies moleculares se-
gin el grado de insaturacidn, de modo que en caso de los ésteres metilicos
rermite la separacién de las distintas series homSlogas, es decir, familias
de &cidos grasos que presentan el mismo grado de insaturacién, veriando en

la longitud de cadena.

La técnica es muy Gtil para confirmar la naturaleza de los distintos
productos separados por cromatografia de gases, e imprescindible cuando en
cromatograffa de gases se utilizan determinadas fases eétacionarias, como
EGS, que no separan ciertas parejas de ésteres metilicos, tales como 16:3-~

18:1 o 18:3-20:1, llamadas pares criticos.



El desarrollo utilizado fue &ter de petrbleo~éter etflico (92:8), y
la visualizacién se hizo bajo luz ultravioleta despues de pulverizaf la
placa con fluoresceina. Las bandas correspondientes a los &steres metflicos
saturados, mono, di y triinsaturados fueron raspadas y colocadas en pequeﬁaa
columnas de vidrio, en donde se eluyeron con éter etflico. Los &steres meti-
licos asi separados fueron analizados a continuacién por‘cromatografia de

gases.

IT.5.11.~ Determinacién de la oclorofila.

Para la determinacidn de la clorofila'oontenida en lag suspensiones cloro-
plésticas utilizadas en incubaciones, se tomaron vol@menes de O,1 y 0,2 ml

de dichas suspensiones y se les agregaron 0,3 y 0,8 ml de agua respectiva~
mente, y 4 ml de acetona. La mezcla resultante se agité en el Mixo-Tub y sme
£iltré sobre papel. Immediatamente se procedil a medir la absorbancia a

652 nm, en cubetas de 1 cm de paso de luz y utilizando la mezcla acetona-agua
(86:20) ocomo blanco. Para la medida se utilizé un espectrofotémeiro Coleman

55 de Perkin-Elmer.
La concentracién de clorofila se calcull de la siguiente ezpregiGn

(Bruinsma, 1961)

1000 x Agep
36

Clorofila (mg/1) =



I1.5412.~ Determinacibén de proteina.

El contenido protefnico de los extractos utilizados en las incubaciones
fue determinado por el procedimiento de Lowry y col. (1951), utilizando
albimina bobina como patrén. La determinacién de la absorbancia a 660 nm

se realizé en un esgpectrofotémetro Perkin-Elmer Coleman 55



II.5.- PROCEDENCIA DE LOS PRODUCTOS EMPLEADOS.

Il.5.1.~ Precursores rediocactivos.-

146 1-acetato (57 Ci/mol), “to-1-

laurato (32 Ci/mol), *4C-l-palmitato (57 Ci/mol), ‘4C-l-estearato (58 Ci/mol)
y 140—1-01ea¢o (56 Cif/mol), fueron adquiridos de Radiochemical Centre,

Amegham, Inglaterra.

Los precursorss radiocactivos utilizados,

II.5.2.4 Disloventes.

Eter de petrdleo (Pe 65-702C) de la oasa Shell, EEUU; &ter etflico, cloro-
formo, metanol y acetona, de PanReac, Barcelona. Todos estos disolventes
fueron redestilados antes de su uso. El isopropanol y el etanol prodedian

asi mismo de Panfleac. Tolueno y Heptano de Mallinckrodt, EEUU.

IT.5.3.~ Inorgénicos.

Cloruro aménico, fosfato monopotésico, fosfato dipotésico, sulfato aménioco,
duwo%ﬁw,ﬁwﬂmnowﬁw,uMOuwMMMwauu,thmm;
Los &cidos acéiico y f6rmico, de Probus. El cloruro magnésico procedia de

la casa Merck, Alemania.

II.5.4.~ Adsorventes y soporties para cromatoggafia.

Silicagel 60 G, para oromatoérafia en capa fina, de Merok; alfmina ﬁonxfd‘
507 C, de Fluka, Suizaj; etilenglicol succinato (EGS), fase lfquida para cro-
matogratia de gases, suministrado por Perkin<Elmer, kEUU; la otra fasge 1l{-
quida utilizada en cromatograffa de gases, butilendicl suocinato (BDS), pro-
cedfia de Alltech, EEUU. Los soportes inertes pa&a oromatografia de gases
fueron Chromosorb 80-100 mallas de JobhnscManville, EEUU, y Supelcoport 80~
100 mallas de la casa Supeloo, EEUU. DEAE-celulosa, pard oromatografia de



intercambio iénico, de Sigma, EEUU.

II.5.5.~ Cofactores.

CoA, ATP, NADH, NADPH, DT y fcido L-ascérbico fueron adquiridos de la

-oasa Sigma.

I1.5i6.~ Otros.

Fosfolipasa A de Crotalus adamanteus, sorgitol, trivina, sacarosa, (s-mer—
captoetanol y albvéimina bobina fueron adquiridos de Sigma. E1 Triton X-100
procddfa de la casa Serva, Alemania. La lipasa pancreética de ocerdo fue ob~
tenida y purifiocada en el Instituto de la Grasa, Sevilla. Los oontolieado—

res PPO y dimetil-POPOP, para contaje de radioactividad por centelleo 1li-
quido, fueron adquiridos de Sigma.



III. RESULTADOS Y DISCUSIOR



III.1. ANALISIS DE LOS ACILTIOESTERES DE DIVERSOS ORIGENES.

Como se ha indicado, y siguiendo la met8dica descorita en la secoién co-
rrespondiente de Material y Métodos (pp. £3-6%), se ha llevado Q cabo la
separacién y anflisis de los aciltioésteres ¥ lipidos extraidos de seis
tejidos distintos: hojas de espinaca, pulpa de aceituna, tubéroulc de pa-
tata y semillas en formacién de soja, cértamo y girasol. La composicién
de Acidos grasos de las distintas fracoiones aisladas, determinadas por

cromatografia gaseosa, se exponen y se discuten a continmacién.

Pero antes de proseguir, es oportuno comentar brevemente la forma en
que se interpretaron y cuantificaron los cromatogramas obtenidos, y a ello

vamos & dedicar el siguiente apartado.

I1Y.1.1.~ Interpretacibén de los ocromatogramas.

Los resultados de un aniltisis por cromatografia gaseosa aparecen en el oo-
nooido cromatograma de picos, en el que cada pico representa un compuesto,
Yy su tamafio es propoicional a la cantidad de dicho ocompuesto presente en

la muesira analigzada. La distancia de cada pico al origen, tiempo de reten-
ocién, es caracteristico de cada sustancia en unas condiciones de trabajo
determinadas, y constituye, por tanto, un criterio de jidentificacién. Moder
namente , los cromatbgrafos suelen ir equipados con integradores que regis-
tran automaticamente el tiempo de retencién de cada pico y su correspondien
te porcentaje. No ha sido este nuestro caso, de modo qué hemos procedido a

la usanza iradicional de medir distancias y alturas de picos.

En la Fig. 8 aparece un cromatograma tfpico de ésteres met{licos de
fcidos grasos, se trata concretamente del obtenido a partir de los &steres

mtilicos procedentes de los lfpidos totales de la hoja de espinaca. Los
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PICURA Yo~ Cromatogroma gencral de los ésteres metflicos procedentes

de los Acidos grasos de los linidos de la hoja de eépina—

coe @n un cromatograma de picos log parfmetros a medir son

ls distanciaz al origen, caracteristica para cada &cido, ¥y
2 altura, que multiplicada por la distancia al origen nos

sirve para calcular los porvcentajes.



parimetros a medir en cada pico son dos: la distancia del pico al origen
(d) y la altura del pico (h). La distancia al origen permite la identifi-
cacién de cada pico por comparacién con patrones. Nosotros utilizamos co-
mo patrén los ésteres metflicos obtenidos de un aceite de semilla comer-
cial, en el gque todos los componentes importanfas son sobradamente cono-
cidoss asi, los &cidos 1410, 16:0, 18:0, 18:1, 18:2 y 18:3 son identifica~
dos immediatamente. La representacién del nfimero de &tomos de carbono de
los ésteres metflicos de Acido grasos frente al logaritmo de sus distancias
al origen da lugar a una linea recta para cada una de las series hbmélogas,
esto es, familias de dcidos grasos con el mismo nﬁmero‘ds dobles enlaces;
ademis las rectas correspondientes a cada serie son paralelas entre si.
Asi que esta representacién permite identificar aguellos picos para los
que no se dispone de patrén. La Fig. 9 muestra la representacién de las
series homélogas de los &steres metflicos procedentes de loe lipidos tota~-

les de la hoja de espinaca, representativa de 1o que hemos oomentado.

Para cuantificar un pico en un cromatograma generslmente se multipli-
ca su anchura por su semialtura, asumiendo que el pico es triangular. No-
sotros hemos utilizado otro procedimiento que estimamos mas exacto. Con-
siste en multiplicar la altura del pico por su distancia al origen; dicho
producto es proporcional al area del pico y sirve, por tanto, para calcu-

lar los procentajes correspondientes a cada componente.



FIG. 2 7

20F
18 |
16 |
1%
Hojas espinaca

ol 140 Cromatograma General
1'0 i I ; i

12 14 16 : 18

N° dtomos de carbono

FIGURA/?C- Representacién grifica del cromatograma general de los
4 dcidos ¢rasos correspondientes a los lipidos de la hoja
de espinaca. Las cuatro series hom8logas corresponden a
los datos obltenidos del mismo cromatograma, realizado a

165eC, Observese que los vuntos correspondientes a los
fcidos 10:1 y 1623 tienen la misma ordenada, correspbn—‘

den &l mismo pico del cromatograma. La separacibn e i~
dentificacién de ambos se lograrfa por cromatograffa en

plzca de silice~nitrato de nlata.



III.1.2.~ Resultados.

Los resultados obtenidos de los seis tejidos analiszados se muestiran en las
Tablas IV - IX (pp. 7%-80).

Del exameﬁ do’eatos resultados e hace evidente que la oonpoaicién de
Scidos grasos de los aciltioésteres es, en todos los casos, muy distinta
de la que presentan los 1fpidos correspondientes. Asf, en la aceituna (Ta-
bla IV) el &cido oleico, que representa casi el 75 % de los TG y es, por
lo tanto, el fcido graso: mas importante del tejido, «ni los aciltioéste-
res solo se presenta en un 40 %3 en tanto que el palmiiico, escasamente
representado en los 1lfpidos, da ouenta de alrededor de la tercera parte
de los &cidos grasos de los dos tipos de aciltioésteres. Diferenciss meno—
res se aprecian entre la composicién de los dos tipos de aciltioéeteres,
y de estas la mas notable es la que se refiere al &oido linoleico, 1812,
que presenta considerables diferencias entre los dos tipos de aciltiobs-
teres en las dos fechas en las gque se realizé el anflisis, y nayor&s aun
entremlos acil-ACPs de las dos fechas (2,9 y 18,5 %).

Diferencias mas acusadas =e aprecian en la pataeta y en la espinaca.
En el tubbroulo de patata (Tabla V) el 4cido linoleioo, que supone aproxi-
madamente el 50 % de los &cidos presentes en los lfpidos, en los aciliio-
ésteres no alcanza el 10 % del total de &cidos grasos, mientras qué el so-
gundo &cido cuantitativamente importante em los lipidos, linolémnicec, no
aparece, en absoluto, en los aciltioSsteres. Por el oontraxio,’cl fcido
oleico, que representa mas de la mitad de loe &oidos qrﬁlon totales en
los dos tioésteres, aparece escasamente representsdo en los lfpidos.

En la hoja de espinaca (Tabla VI) tambien se observan, oomo se ha
 @icho, importantes diferencias de composioién entre 1{pidos y aoiltiodu—
teres. De forma que el &cido linolémico, 1813, absolutamentse mayoritario
en los 1fpidos de la hoja, no aparece en los aciltiocésteres, en tanto que



el &cido oleico, siendo el mas abundante en los aciltioésteres, soéo apa~

rece en los lipidos en pequefia cantidad.

Las tres semillas analizadas, soja, cértamo y girasol, mosiraron re-
sultados bien distintos, aunque confirmando la disparidad de ocomposicién
de lipidos y aciltioésteres antes apuntada. | :

La semilla de soja , Tabla VII, nos muestra oomo los &cidos insatu-
rados representan el 85 % del total de Acidos grasos en los lfpidos, y so-
‘1o aparecen en un pequefio porcentaje en Ios aciltioésteres, y unicamente
como oleico. Por el contrario, el &cido palmftico es absolutamente mayori-~

tario en los aciltioésteres y apenas representa un 10 % en los lfpidos.

La semilla de girasol, Tabla VIII, muestra el predominio de los &ci-
dos insaturados, oleico y linoleico, en los lipidpa, como es tipioco de
las semillas oleaginosas, mientras que en los aciltioésteres son mas abun-

dantes los &cidos saturados, especialmente palm{tico.

_Finalmente, la semilla de ofrtamo (Tabla IX) muestira resultados anb~
malos dentro del conjunto de materiales analizados;-nxiaten importantes
diferencias entre los dos tipos de aciltioésteres, perc lo§ acil-Colds
muestran una composicifn muy parecida a la de los TG, apareoiendo Ql 601—

do linoleico en una proporcién mmy alta, casi el 75 %.



&0 DDF 135 DDF

&cido acil-Cols ecil-ACPs LP TG acil-CoAs acil~ACPs LP TG
12:0 0,8 21,3 1,4 ¢ 1,1 0,5 0,2 -
1410 3,1 5,5 1,1 ¢ 3,3 1,9 0,3 -
1530 1,0 2,17 - - 1,4 0,8 Gl e
1630 27,1 38,9 16,6 15,6 26,9 29,4 12,0 13,8
1631 2,0 549 1,3 1,5 3,9 2,1 0,7 -
1710 0,7 1,2 - - 0,6 0,6 0, -
17:1 0,3 1,0 - - t 1 & -
18:0 10,8 12,8 3,8 1,5 746 7,8 2,2 2,0
1831 36,0 26,4 49,5 T4,0 42,6 35,8 6643 74,8
1832 15,1 2,9 10,7 5,5 T 8,5 18,5 15,5 9,4
2010 1,0 0,6 - - 1,1 1,1, 1 -
2031 0,9 0,7 - - 2,2 0,8 - -
18¢3 - - 13,6 1,9 - - 1,6 0,9

TABLA IV. Compoesiciofi de 4cidos grasos de los aciltioésterss y lipidos de la aceituna
(Olea europea) en dos etapas de su maduracién. Las cifras expresan porcenta-
jes de cada &cido en cada una de las fracciones.

DDF: dias despues de la floracién.

e 2



dcido acil-Cols acil-ACPs Lp TG

12:0 0,7 0,7 % 0,2
1410 2,3 | 2,1 0,3 0,7
1530 0,8 0,8 0,2 0,2
1620 20,9 18,9 18,9 12,4
16:1 3,9 5,8 - t 0,6
1730 0,7 0,3 £t
1721 0,7 0,5 - -
1830 5,1 4,5 3,2 2,6
1831 53,6 5649 1,9 6,1
18:2 8,3 1,1 52,7 49,2
2020 0,4 % - -
18:3 - - 22,7 21,9
2011 1,4 0,8 - -

20:2 1’2 1,6 - -

TABLA V. Composicién de &cidos grasos de los acill-
tioésteres y 1lfpidos de patata (Solanum
tuberosum).



écido acil=-CoAs acil=-ACPs lfpidos

12:0 1,8 - 1,1 0,1
14:0 4,6 3,1 0,3
1421 0,3 044 | -
1520 1,7 0,9 %
16:0 25,9 21,2 14,2
1611 3,9 4,2 0,4
1710 1,3 0,5 t
1612 0,8 0,7 %
18:0 10,3 (A 0,1
1821 38,4 47,7 641
1623 - - 4,2
1812 757 9,7 12,7
20:0 1,2 0,2 t
20:1 3,8 1,8 -
1823 - - 56,2

TABLA VI. Composicién de &cidos grasos de los acil-
tioésteres y l{pidos de la hoja de espi-
naca (Spinacea oleracea).




&cido

12:0
1310
14:0
15:0
16:0
16:1
17:0
18:0
18:1
18:2
20:0
18:3

acil-CoAs

3,6
0,4
9,8
3,3
63,7
1,7
18,3
1,0

acil-~ACPs

1,8

- 0,6
748
3,1
55,1

1,5

23,4

7,2

1ipidos

0,1
10,8
0,2
0,2
445
25,9
49,6
C,4
8,3

TABLA VII. Composicién de los aciltioésteres y
1fpidos de la semilla de soja (QGlyci-
ne max) en formacién.



&cido acil-Cois acil-ACPs LP

140 4,1 795 0,8 0,2
15:0 - - 3,0 -
16:0 43,4 35,3 27,8 12,3
1621 - 8,1 - -
17:0 - 4,0 0,6 -
1830 To4 13,8 8,4 10,9
18:1 11,5 21,6 22,3 41,6
1822 26,1 9,6 34,3 32,2
1813 2,5 - 2,8 2,8

TABLA VIII. Composioién de #&cidos grasos de los
aciltioéstres y lipidos de la semi-
lla de girasol (Helianthus anpuus)

en desarrollo.



foido  acil-CoAs  acil-ACPs LP TG
12:0 0,2 1,6 - % -
14:0 0,7 4,7 1,5 0,3
15:0 0,3 1,9 0,5 -
1610 14,9 , 31,8 33,1 11,5
1810 2,5 12,8 12,7 4,5
1821 1,1 36,3 12,4 17,7
1832 1443 io,9 39,7 66,1

TABLA IX. Composicién de los aciltioéstsres y
1f{pidos de la semilla de oértamo (Car-

thamus tinoctorius) em formaoién.




I1I.1. 30"' Digougibn.

Desde el punto de vista analftico, la disparidad observads en composicién

de &cidos grasos de los lipidos y aciltioéstereafde vna misma procedencia,
representa un apoyo experimental sobre la efioscia del método de Mancha y
col. (1975) utilizado en el anflisis, pues, en particular, la susencia en
los aciltioésteres de &cidos que son absolutamente mayopritarios en los li-
pidos (linolénico en la espinaca, linoleico en la soja) indica gne ne ha ha~-
bido interferencia de estas fltimos, que sdn cuantitativemente mucho mas im-
‘portantes. Con respecto a la similitud enire los TG y acil-CoAs observada en
la semilla de oirtamo (Tabla IX) hay que indicar que la contaminacién en los
acil~CoAs debe esperarse,en todo caso, por parte dé los l{pidos polares, pues
en las condiociones del método la casi totalidad de los lipidos neutros se
exiraen en los sucesivos lavados con éter de petréleo saturado de isopropa-
nol-agua (1:1), ¥ los que no lo fueran serfan rapidamente eluidos en la co-
lumna de aléimina (ver Fig 6, pag. §1).

En general, puede apreciarse que existen considerables diferencias
entre la composicifén de Acidos grascs de io; aciltioésteres de distinta pro-
osdencia, de la misma forma gque existen diferenciss en la composioidn de
los 1fpidos de distintos tejidos vegetales. Sin embargo, en todos los mcil-
ACPs estan bien representados los intermediarios de lo que Shime y col. (1976)
llamaron ruta del ACP (Fig. 3, pag. 28), esto es: sintesis de novo, slarga~
misnto a estedrico y desaturacién de este a cleiao-‘Asi, todos loe acil-ACPs
estudiados muestran la serie de &cidos saturados de 12 a 18 &tomos de carbo-
no, incluyendo algunos de ntmero impar de ftomos de oarbono, y tambien el
doido oleico.

Por otra parte, la presencia de 4ocidos grasos saturados y oleico en los
s0ll-CoAs tambien es coherente ocon el esquema: propuesto por Shine y ool. (1976)

segfin el cual el cambio de protador se efectua por medimcidén de una aciltlio-



esterasa, que actua sobre los acil-ACPs liberando el Acido graso, y una
aciltioquinasa,que une el &cido liberado a la CoA; ambos enzimas, adtuan»
do en serie, constituyen lo que estos autores llaman el sistema de cone-

xién entre la ruta del ACP y la ruta del CoA (pag. 27).

Con respecto a los &cidos grako; de ntimero impar de &tomos de oarbono,
y sus oorrespondientes monoinsaturados, probablemente se comportan ébgﬁn el
mismo esquema general, por 1o que es aplicable tambien a ellos lo expuesto

en el pérrafo anterior. -

La existencia de 18:2-CoA en casi todos los tejidos exnninados requie-
re una discusién algo mas extensa. La evidencia acumulada sobre la sintesis
de 18:2 a partir de 18:1 es contradiotoria en lo que se refiere a lq naia—‘ A
raleza del sustrato y el producto de la reaocién (ver pp. 23-26). Aﬁi, Gnrr  }”
¥y col. (1969) y posteriormente Gurr (1971), sugirieron que el verdadero kkk
sustrato de la reaccién de dssaxnrlotén en Ghlorella vulgaris es {3-oloil-v
PCy y el producto final (S-Iinoleil~Pc, hipéteuis que se vid apoyadas paato~  o

~ riormente por diversos autores (Slack y col., 19763 Stymne y A&polqvist, ShAnS
19783 Slack y ool., 1978). o

La tecrf{a sustentada por estos autores es gque el 18:1 se traaaficro
desde el Coi a la PC, para dar fs-oleil-Pc, que actua de sustrato par& 1u o
desaturacién a ~-18:2-PC. Segfin esto, la existencia de 18:2~GoA en 10; te— 555*
jidos exigirfs la sceifn de una fosfolipasa que libere el 18:2 y ums tio~
guinasa que lu una al CoAs ambos ensimas estan aupliananxa~diutrihi§4qq

por los tejidos vegetales, -

Sin embargo, Vijay y Stumpf (1971), utilisando la fracoién '.a.m.m
de semillas de cértamo en formaoién, enconiraron que el 18:1-OoA os cl »
trato especifico de la oleato desaturasa, y el 18:2-CoA el produeto de la .
reacceién. 5i esto fuera realmente as{, quedaria perfectsmente jnntitiﬁadaf;ﬁfi;
la existencia de 1812-CoA en los tejidos analisados. et




Lo que resulta sorprendente es la presencia de 18:2 en los acil-ACPs.
Para justificarla habria que demostrar alguna de estas alternativas: a) una
reaccifn de desaturacién completamente inusual, en la que el susirato fue-
ra 18:1~ACP y el producto 18:2-ACP; b) partiendo de 18:2-CoA, su transfor-
macién en 18:2-ACP podrfa realiszarse con la intervencién de una linoleil-
CoAsACP transacilasa anfloga a la que interviense a nivel de acetatio o ma~
lonato (Fig. 2, pag. 18), que no ha sido detectada en ningén simtema, 0 dbien
mediante un sistema tiocesterasa-tiogquinasa anflogo al propuesto por Shine y
col. (1976a) pero funcionando al revés: 18:2-CoA —= 18:2 —m 18:2-ACP;
c) si el verdadero prodngto de la desaturacién es un 18:2-PL, el paso de
18:2 al ACP deberfa implicar la intervenciém de una fosfolipasa y une tio~
quinasa especifica para el ACP, acil-ACP simntetasa, 12l ocomo la demosirada
por Ray y Cronan (1976) en E.coli. '

Otro punto interesante ee el que se refiere a la ausencia de 18:3 en
los aciltioésieres, con la ﬁnioa'excepoién del girasol, gue lo presenia en
un pequefio porcentaje en los acil-CoAs (Tabla VIII); La sintesis de esmte
&cido, componente mayoritario de los lipidos de membrana de los oloroplas-
tos, ha sido tema de discusién en los fltimos afios (pgg. 26). Por una par-
te Stumpf y sus colaboradores aporiaron evidencias que sugerian que el 18:3
de los tejidos fotosintéticos no prooédia directamente del 18:2, y propusie-
ron que las desaturaciones se verifican a la altura de loa Socidos grasos de
12 &tomos de carbono, y que el alargamiento se producfa con pcgterﬁorﬁdaﬁ a
la formacién de 12:3 (Jacobson ¥ col., 19733 Kannangara y ool., 1973b). Por
otro lado Cherif y ool. (1975) aportaron evidenois de que la sintesis de
18:3 en tajidoe foliares se realisa por desaturaciones auoenaias & nivel de
los &cidos de 18 &tomos de carbono. No obsiante, en ninguno ds los traba~
Jos oitados se alude a la natpraleza del portador impliocado. En un %rabaéﬁl
muy reciente (Roughan y col. 1979) se ha aportado nueva evidancia de que
la desaturacién de 1832 a 1813 en los oloreplestos de espinsca se efeoiua



con el sustrato unido al MGDG, concretamentie en posiciém 1, apoyando as{
la sugerenocia publicade hace unos afios por Nichols y Moorhouse (1969). |
Los resultados aguf presentados tienden a apoyar la idea de que la sinte-
sis de 18:3 tiene lugar,como un nuevo, paso de desaturaocifn,sobre el 1832
unido a un 1fpido, bien a la PC, como sugirieron Gurr y col. (1969), o al
MGDG, como indican los §ltimos resultados (Roughan y col., 1979, eon lo
que queda excluida la intervenocién de cualquiers de los portadores; sun-
qué deéde luego no se descarta la posibilidad de gque el 1813 se,fﬁrne por
desaturacién de un linoleiltioéster, y que el linoleniltioéster formado
tenga una vida breve por existir una alta actividad linolemil tranétarasu.

En resumen, aunqgue los datos analfticos sobre la composicidén de 4cidos
grasos de los aciltioésieres de un tejido no permite, en absoluto, extraer

oconclusiones acerca del papel de los portadores en el metabolismo de los

g

Scidos grasos, si que oonstituye un telén de fondo sobre el que bay que en~

cajar los distintos resultados parciales, en el sentido de que los mecanis—

moe propuestbs deben estar de acuerdo ocon los resultados del anflisis.

gl



I11.2.~ BIOSINTESIS DE LIPIDOS EN LA SEMILLA DE GUISANTE EN GERﬁINACIQE.

El empleo de semillas oleaginosas con bajo contenido en l{pidos de reserva,

tal oomo el guisante, en estudios de biosintesis de l{pidos se produjo,

g



Clase % incorporacién Actividad espcif.total

LP 68 ~ 0,94
DG 9 0,67
TG 23 - 0,50
AG nd 0,32
Acil-CoAs nd , : 0,24

TABLA X. Incorporacién de 14 acetato a las distintas
clases de lfpidos de la semilla de guisante
en germinacidn. :
nds no determinado.




je de incorporacién a cada una de las fracciones se determiné contando la
radioactividad asociada a cada una despues de separar los lipidos totales,
aislados tras la correspondiente incubacién, por oromatografia en capa fi-
na (pag. §%). La actividad especifica total, que se caloula a partir de

los resultados del anflisis de los ésteres metflicos por radiocromatogra~
f{a de gases, expresa el cociente entre la suma de las &reas de toéﬁsates
picos de radioactividad y la suma de las &reas de los picos de maea, calou-
ladas seglin se indicé antes (pag. T4).

La determinacién directa de la radioactividad asociada a los distin-
tos lfpidos muestra que la mayor parte de los #&cidos grasos recientemente
sintetizados sd incorporan a los lfpidos polares. Sonestos tambien los que
presentan una mayor actividad espioffica total. Es notable el caao:ds los
DG que, presentando un escaso porcentaje de la radioaotividad totai, poseen
una radioactividad especifioca total alta. No se ha determinado el porocenta~
je de radioactividad incorporada a AG y aciltioésteres, aunque puede ase~

gurarse que son pequefios.

III.2.2.~ Composicién de fcidos grasos de las distintas fracciones.

Los resultados del andlisis cromatogréfico de los ésteres met{licos obte-
nidos de las distintas fracciones aisladas se muestran en la Tabla XI.

Hay que hacer notar que no se realizé anflisis cromatogréfico de los acil-
ACPs debido a que mostraban una aoctividad muy escasa. Las cuatro fracoio-
nes separadas de los lfpidos totales muesiran notables puntos de cdinoi-
dencia. En todas ellas el 4cido esteirico resulta ser el mas importante en
ouanto a radioactividad, ello unido a que es un componenie de escasa ouan-
tfa en cuanto a masa, motiva que sea el fcido de mayor actividad especffi-

oa en todas las fracciones (conviene subrayar que la actividad espeocifica



Clase
TG rad.
masa
Ae
LP rad.
masga
Ae
) rade.
masa
Ae
AG rad.
mnasa
Ae
Acil rad.
CoAs
masa
Ae

% de_Bcidos grasos

12:0 14:0 16:0 18:0 1831 1812 20:0 18:3
t 1 11 41 22 - 24 -
1 1 11 4 33 41 - 9

0,3 0,7 0,5 .5,8 0,3 - alta -
- - 23 34 31 12 - -
- - 14 3 27 55 - -
hd - 1’4 8,5 1’0 0’2 - -
- - 18 53 29 t - -
- - 31 7 27 35 - -
- - 0,9 55 0,17 - - -
- - 9 55 26 - 10 -
- - 24 1 36 33 - -
el - 0,1 2,5 0,2 - alta -
- - 70 30 - - - -
- 3 30 7 49 11 - -
Lad b 0,6 1,0 - - - -

TABLA XI. Composicién de &cidos grasos en las distintas clases de lipidos
de la semilla de guisante.las cifras correspondientes a activi-

dad especifica (Ae) expresan el cociente enire las alturas de
los picos de radiocactividad y masa del &cido correspondiente.



de un &cido expresa la relacién de alturas de los picos de radioactividad
y masa). Otros &cidos cuantitativamente importantes y ubicuos son él olei-
co y el palmitico. Los tres juntos suponen el 80 % o mas de cada una de

lag fracciones. Solo se ha detectado un &cido de cadena muy larga, el 2010,
que curiosamente se localiza exclusivamente en los TG, en los cuales repre-
senta un importante porcentaje, 22 %; de la misma forma, el tnico &cido po-
liinsaturado que pudimos detectar, el linoleico, aparece unicamente en la
fraccién de los LP, en la que representa‘nn 11 %. Es en esta fraccién, LP,
en la dnica en la que los &cidos insaturados, 18:1 y 18:2, dan cuenta de
un porcentaje de radioactividad comparable al de los saturados; en las de-
més fracciones los 4cidos saturados suponen no menos del 70 % de la radio-

actividad total asociadas a los restos acilo,

Los a0il-CoAs se apartan considerablemente, en cuanto a oomposioiGn,
de las dem#&s fracciones. Solo se detectaron dos fcidos grasos marcgdos,
palmitico y estedrico, siendo el 16:0 el mas abundante. Por su parfe, el
&cido oleico,que representa casi el 50 % de la masa de los acil-CoAs y
gque, como ya hemos visto, representa una fraccién importente de los &ci-
dos de nueva sintesis en los lipidos, no fue detectado como &cido maroa-

do en los acil-Cols.

ITI.2.3.~ Andlisis posicional.

El resultado del an3lisie de los &cidos grasos unidos a las distintas posi~-
ciones del esqueleto glicerfdico de los TG, DG y LP se exponen en la Tabla
XII. En las tres clases de l{pidos se aprecia una preferencia de los &cidos
grasos saturados por las posiciones & (1-3 para los TG y 1 para los DG y LP),
¥ ello tanto para los &cidos endSgenos como para los de nueva sintesis. Re~-
sulta absolutamente significativé que el Acido 2030 eintetizado a éartir

de l4c-acetato que, como deciamos en el apartado anterior, se ubica exclu~



% y activ. espec. de los Scidos grasos

Fraccibén 1230 14:0 16:0 18:0 18:1 18:2 20:0 18:3
TG-1,3 rad. - - 12 55 19 - 15 -
. masa - - 16 3 29 37 - 14
T6-2  rad. - - 21 33 46 - - -
nasa - - 4 2 38 48 - 8
Ae - - 0,7 245 0,2 - - -
LP=1 rad. t 1 28 47 21 - - -
masa 1 t 25 9 28 39 - -
Ae - - 0,9 4,5 0,6 - - -
Lp=-2 rad. - - 13 10 47 30 - -
masa - - 5 1 33 61 - -
Ae - - 0,9 251 0,5 0,2 .- -
DG-1 rad. - - 30 10 - - - -
masa 5 1 59 - 29 - - -
Ae - - 0,5 =alta - - - -
DG-2  rad. - - 16 30 54 - - -
masa - - 14 7 39 40 - -
Aa - - 0’3 1,0 0,3 - — -

TABLA XII. An&lisis posicional de los lfpidos de la semilla de guisante. El
andlisis se llevé a cabo con lipasa pancreftica (TG y DG) o fos-
folipasa A (LP) en las condiciones descritas en 1I.2.3 (pag. 50).
Ae: actividad especifica (ver Tabla XI).



sivamente en los TG, aparece exclusivamente en posieifén « . En tanto que
el dnico 4cido poliinsaturado radicactivo, linoleico, se localiza exlusi-

vamente en la posicién 2 de los LP.

El &cido estedrico da cuenta de la mayor parte de la radiocactividad
de las posiciones « , represdntando adem&s las mayores actividades especi-
ficas. Por otra parte, el &cido oleico es el Scido marcédo mas importante
en la posicién 2 de las tres clases de lipidos. La actividad especiffica
total de las posiciones se muestra en la Tabla XIII. Puede apreciarse que
las posiciones « presentan una mayor actividad especifica en todos los ca-

808,

IIT.2.4.~ Separacién de series homSlogas.

Se llevé a cabo la separacién en placa de sflice-nitrato de plata de los
ésteres metflicos procedentes de los TG y de la posicién 1 de los LP (pag.
64). Esta técnica, como ya se indic6, permite la separacién de los éste-
res metflicos seglin el grado de insaturacién, independieﬁtemonte de la lon-
gitud de cadena. Su utilizacién ofrece una confirmacién acerca de la iden~
4idad de los compuestos detectados en el cromatograma general. La Tabla |
XIV muestra los resuliados de las fracciones analizadss mediante esta téo-
nica, que confirman la naturaleza de los &cidos grasos reseiiados en las

tablas anteriores.

I11.2.5.~ Disousilén.

De los resultados obtenidos se desprende que la semilla de guisante utilisa
el l4c-acetato para la sintesis de sus lf{pidos durante las etapas iniciales

de su germinacién. Como es habitual en las semillas en germinacidn, la ma~-



TRIGLICERIDOS
Posicibn
Posicibn

LIPIDOS POLARES
Pogicidn
Posicién

DIGLICERIDOS
Posicibn
Posicién

1
2

0,71
0,21

1,34
0455

1,06
0,24

TABLA XIII. Actividad especi{fioca total
en las posiciones de los
glicerolfipidos de la semi-
lla de guisante.

TG LP posicién 1

&cido % rade % masa % rad. % masa
12:0 1 % - e
1430 t 1 - - -
16:0 18 64 31 73
1820 55 29 69 27
20:0 27 6 - -
16:1 - 11 ] 35
18:1 100 89 100 65

TABLA XYV. Anflisis de las series homblogas de
dcidos grasos por cromatografia en
placa de sflice-nitrato de plata.



yor incorporacién tiene lugar en los LP (Harwood y Stumpf, 1970§;H¥rwood,
1975¥‘Stumpf, 1977), tanto en lo que se refiere a porcentaje de raéioacti~
vidad incorporada como a actividad espeéifica (Tabla X). La incorporacién
a los DG y TG tembien es intensa, siendo mayor, en valos absoluto, la de
los TG; sin embargo, la diferencia de masa entre unos y otiros hace que los

DG presenten una actividad especifica mas alta.

En cuanto a la distribucién de los #cidos grasos en las distintas po-
siciones de los 1lfpidos se observa que, en todos los casos, la posicién 2
presenta una actividad menor (Tabla XIII). En el caso de los TG no se ha
podido diferenciar la posicibén 1 de la 3, debido a que estas posiciones
no gon reconocidas por la lipasa pancreftica. El anflisis estereocespeci-
fico que hubiera resuelio esta duda, requiere una cantidad minima de TG
marcados que no ha sido posible obtener en ninguna de nuestras inocubacio-
nes. No obstante, teniendo en cuenta que el mecanisno‘aéeptado para la
sintesis de TG supone la acilacibn de los 1,2-DG en la posicién 3 pér un
acil-CoA o acil~ACP (Shine y col., 1976b), puede suponerse que la posicién
3 debe estar ocupada en parte por &cidos grasos procedentes del }40¢aceta~

to.

En cuanto al anflisis de Socidos grasos podemos admitir que los datos
relativos a masa representan fundamentalmente los 601&09 constituyentes de
los lipidos de la semilla en reposo, mientras que los pqrcentajes de radio-
actividad representan los 4cidos formados a partir del presursor maroﬁdo‘
én el transcurso de la incubacidén. Los &cidos grasos radioactivos mas im-
portantes son 16:0, 18:0 y 18:1. El 18:0, como es frecuente en muohéa to~
jidos, presenta una actividad especifica anormalmente,aita, lo que indica
una cierta inhibicién de la desaturacifén a 18:1 todavia'nc explicada. En
contra de los resultados de otros autores (Harwood y Stumpf, 1970 y 1971)
hemos podidé detectar la presencia de #ocidos insgxuradoa de nueva sintesis:

18:1 y 1832, Tanto uno como otro se localizan preferentemente en 1a'poai-



cién 2. Por otra parte, el 18:3 no ha sido detectado entre los 601&66 gra~
808 recientemente sintetizados, lo que es frecuente en la mayorfa de los
tejidos. En cuanto al 20:0, que los autores antes citados (Harwood yzstumpf,
1970) detectaron como componente muy activo de las ceras de la cutidula,
solo lo hemos encontrado en la posicién 1-3 de los TG, mientras gue en la

fraccién de ceras no encontramos practicamente actividad alguna.

Es de destacar la gran diferencia que se aprecia entre la oomposicifén
de Scidos grasos marcados y no marcados de los acil-CoAs. No se encontraron
foidos insaturados marcados, en tanto que los porcentajes de masa arrojan
un 60 % de dichos &cidos. La ausencia de 18:1 marcado es tanto mas sorpren-
dente por cuanto que aparece, en buena proporcién, en itodas las dsgéa frac—
ciones analizadas, y es un hecho comprobado que los acil-CoAs son donadores

de restos acilo en la sintesis de 1fpidos (page. 30). Los datos obtenidos
parecen indicar la existencia de dos rutas separadas de formacién deiacil-
CoAs. Una de ellas tendrfia su origen en el 14¢-acetato administrado duran-
te la inonbacién, y la otra en la degradacién de los 1fpidos de reserva de
la semilla. La primera, que comienza en el 14c~acetato, termina con la se~
cuencia acil-ACP —w AG —= acil~CoA por efecto de la pareja de engimas tio-
esterasa~tioquinasa (Shine y col., 1976a). Tanto los acil-ACPs como los
acil-CoAs iransfieren sus restos acilo a los lfpidos por aceiln de las
transferasa (pag. 28). La actividad de estos tres ensimas para los divem-
sos sustratos regula la composicién de los lfpidos sintetizados y, de re-
ohazo, los niveles de los diferentes aciltioésteres. En efecto, el 1610
pasa mas eficazmente que el 1810 y el 18t1 desde el ACP al CoA; el 18:l1~
ACP y el 1810~ACP se transfieren mas eficazmente a los 1lfpidos que el 1610~
ACP; y por fltimo el 18:1-CoA es transferido muy rapidamente a los lipidos
(Shine y col., 1976b). Estos hechos explican que en la fraccién de los acil-
CoAs radioactivos el 16:0 supere en porcentaje al 1810, y que el 18:1 esté

completamente ausente. La segunda ruta produce acil-CoAs por efecto de las



tioquinasas sobre los &cidos grasos liberados en la hidrélisis de los 11-
pidos de reserva, que no son radioactivos. Esta ruta aporta continuamente
4cidos grasos, preferentemente insaturados, justifiocando la oomposioién

de loa acil-CoAs no radiocactivos.

En la Fig. 10 puede verse el esquema general de la sintesis dé 1{pidos
en la semilla de guisante incubada con l4C-acetato. La-aotivacién de éste
a 14C-acetil-CoA por accién de la acetiltioguinasa permite su entrada en
la ruta de s{ntesis de novo. Pero al mismo tiempo los aﬁﬁoares de féserva
de la semilla se movilizan a través de la glucolisis para originar‘faabien
acetil~CoA. Si bien la mayor parte de &ste entra en el ociclo de Krebs para
producir la energfa necesaria para la germinacidn, una parte ruede utili-
zarse en la sintesis de novo. De este "pool" de acetil-CoA, unos ma;cados
¥y otros no, se forman &cidos grasos saturados de hasta 16 &tomos de;carbo-
no como ésteres del ACP. El posterior alargamiento y la primera desatura-
cién originan 18:0-ACP y 18:1-ACP. Todos ellos pueden pasar & los corres—
pondientes adil-CoAs seglin se ha indicado. De manera que el resultado final
es un conjunto de aciltioésteres, radioactivos y no radioactivos, disponi~
bles para la sintesis de lf{pidos. Los mas importantes son los 1,2-DG, que
se acilan en la posicibn 3 para dar TG, y los loliso-Pﬁ, que se acilan en
la posicibén 2 originando PL. Asi pues, al comienzo de la incubacién los gli-
céridos parciales no radioactivos son acilados por aciltioésteres radicacti~
vos y no r#dioactivos. En el curso de la inocubacifn, cuando ya se han forma-~
do glicéridos parciales radioactivos, estos tambien deben ser aciladoa a
partir del conjunto de aciltioésteres antes indiocado. Como consecueﬂcit, los
lipidos que se obtienen al final de la inocubacién presentan una distribucién
de los &cidos grasos marcados que es dificil de Imterpretar aun disponiendo
de los valores de radioactividad y masa de cada &cido en las distintas posi-

ciones.
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#IG. 10. Esquema propuesto para explicar la participacién de
los aciltioésteres en el metabolismo lf{pidico de la

semilla de guisante en germinacién incubada oon 140—
acetato.



IIT+3.~ BIOSINTESIS DE LIPIDOS EN LA SEMILLA DE GIRASOL EN FORMACION.

Indudablemente las semillas oleaginosas, materia prima para la extraccién
de los aceites vegetales de mayor consumo para la alimentacién humana, tie-
nen una importancia econfmica de primer orden, por lo. que el conicimiento
de los mecanismos de sintesis y acumulacién de l{pidos en estas semillas

es tema de gran interés. Sin embargo, como dice Appelgqvist en una recien—
te revisién (Appelqvist, 1975), los bioqufmicos han dedicado una atencién
mas bien escasa al tema, a pesar de su interés préctico. El motivo de es-
ta escasa dedicacibn quizas estribe en los problemas t&cnicos que plantea
la disponibilidad de semillas oleaginosas en formacién, pues hay que consi-
derar que la acumulacién de lfpidos de reserva se produce durante un perio-
do breve, cuestién de dias, en el curso de la madnracién_de estas semillas,
razén por la que su utilizacibn ests sujeta a un régimen estacional 6, en
otro caso, al culiivo de estas plantas en invernaderos, lo cual no siempre
essencillo, sobre todo en el caso de plantas de mediano porte, como es el
girasol. No es de extrafiar,por tanto, que los investigadores prefierén ma~
teriales bioldégicos mas facilmente asequibles, digamos hojas, frutos, tubér-

culos, semillas en germinacién.

En el trabajé que a continuacién se describe se abordé el estudio de
la sintesis de lipidos en semillas de girasol recogidas en campos de culti-
vo de los alrededores de Sevilla unos 30 dias despues de la floracifa. El
estudio tenfa especial interés por tratarse de un material casi desconocido
en estudios de biosintesis de 1{pidos. Se ha probado la capacidad de sinte-
sis, apartir de diversos precursores radioactivos, en el tejido intabto ¥y

en un exiracto subcelular conteniendo las fracciones microsémica y soluble.



IIT.3.1.- Incorporacién y desaturacién del 14¢-oleato en el tejido intacto.

Como experiencia preliminar nos propusimos examinar la actividad oleato de-
saturasa en semillas intactas de girasoi en formacién, asi como su oapacidad

para incorporar preeursores marcados en las diferentes clases de 11pidos.

Los resultados obtenidos, Tabla XV, nos muestra como la mayor parte
de la radioactividad del 14c--oleato se incorpdra a los TG, lo gue resulta
completamente coherente con el estado fis?ongico del material ensayado:
semilla oleaginosa en la etapa de acumulacién de lipides de reserva. For
otra parte, el anflisis cromatogréfico de los &steres metiliooa de las dis-
tintas fracciones gliceridicas nos demuestra que el tejido presenta una con
siderable actividad oleato desaturasa, y que el 14¢-1inoleato formado tien-
de a acumularse en los TG, en tanto que la ocomposicién de &cidos grados

marcados en LP y DG resulta myy similar.

Los acil-CoAs representan uniocamente un pequefio porcentaje de la radio-

actividad total incorporada, como es habitual en los tejidos intactos.

I1I.3.2.~ Incorporacidn de precursores marcados en diferentes clases de

lipidos y aciltioésteres en extractos libres de células.

Como se ha indicado en el apartado anterior, la semilla de girasol en desa~
rrollo es capaz de incorporar y desgaturar 14C-oleato, cuando se enaéya el
tejido intacio. Sin embargo la experimentacidén con tejido intaofo presen-
ta el inconveniente de no permitir la adicién de determinados cofactores
que son habituales en el metaboliemo lipfdico, ya que no pueden atravesar
las paredes celulares. De forma que es imposible estudiar el efecto de ta-
les cofactores. Nosotros estabamos particularmente interesados en estudiar

el papel de las moléculas portadoras de acilo, ACP y Cod, asi que decidimos



Fraccibn
Acil-Cois
LP

G

TG

AG

Cuentas % %18:1 %1812
4.860 0,8 '

124.260 22,1 81 19
14.900 13,3 il 23

325.740 57,8 47 - 53
33.680 6,0

TABLA XV. Distribucibén de la radioactividad entre las
distintes oclases dé lfpidom des la semilla de
girasol incubada con l4C-oleato. La incubacién
se realizé utilizando la semilla iniacta, a
308C y durante 20 h.



ensayar la capacidad de incorporar y transformar &cidos grasos radioactivos
en extractos enzimiticos obtenidos de la semilla de girasoi. Nuestro extrac~
to énzimético, ﬁobrenadante obtenido despues de la centrifugacién del ex~
tracto bruto a 10.000 g, contenia lag fracciones celulares soiuhle y:micro—
sémica, y fue incubado con los siguientes sustratos radiéaotivos: 14c-lan»
rato, 14C~palmitato, 14¢-estearato y l4¢-01eato. Todos ellos fueron snsaya~
dos en presencia de ATP y CoA exégenos, y dos de ellos, laurato y palmita~
10, fueron examinados en presencia de ACP de espinaca, ademés de los cofac~

tores antes citados.

La radiocactividad incorporada a partir de los distintos preocursores
en las diferentes clases de lipidos aparece en la Tablae XV. Puede apreociar-
se una buena incorporacién de radioactividad en l{pidos a partir de todos
los precursores ensayados. El porcentaje de precursor radioactivo que resul-
16 metabolizado se calculé,en cada caéo, a partir de la radioactividad de-
tectada en la fraccibn de &cidos grasoes libres, AG, suponiendo que esta ci-
fra representa la cantidad de precursor que no resulté metabolizado. Inde-
pendientemente del precursor utilizado, los TG constituyen la fraccién li-
pidica que acumula el mayor porcentaje de radioactividad, los mismo que ocu~-
rre en el tejido intacto, lo que indica que nnestrokexiraoto enzimftico re-

tiene al menos una parte importante de la capacidad de sintesis de TG. '

Los acil-ACPs incorporan s0lo una pequefia parte de la radioactividad
total correspondiente al precursor metabolizado, excepto emn el caso del
écido ladrico o@ando se incuba en presencia de ACP ex8geno; mas adelante
se discute el significadc de este dato. Por su parte, los acil-CoAs en to-
dos los casos mcumula una importante fraccién de la radioactividad total,
indicando una intensa actividad aciltioquinasa. Solo en la experiemoia rea-
lizada con 14C-oleato se encontré un bajo porcentaje de radiocactividad en

los acil-CoAs, y ello se debe, probablemente, al agotamiento del precursor



12:0 1610 1830 18,1 12:0 (ACP) 16:0 (ACP)
Acil-ACPS 0,77 (1,9) 0,17 (0,4) 0,16 (0,3) 0,24 (0,2) 5032 (19,4) 0,40 (1,8;
Acil-CoAs 7,45 (18,2) 7,96 (165) 8,29 (15,9) 5,30 (4,6) 6,92 (25,2) 5,98  (26,7]
DG 2,85 (6,9) 5,43 (11,2) 4,88 (9,3) 12,30 (10,6) 3,12 (11,3) 6,95 (31,0]
16 23,04 (562) 20,72 @42,9) 26,74 61,2) 52,20 (45,0) 8,98 (32,7) 4,04  (18,0)
LP 6,91 (16,8) 14,04 (29,1) 12,11 (23,2) 36,00 (31,0) 3,14 (11,4) 5,04 (22,5)
AG 81,39 111,82 73,24 6,10 65,63 103, 96
TOTAL 122,41 160,14 125,42 " 122,15 93,11 126,37
% Metabol. 34;6 30’2 4196 95 90 2995 17’7

TABLA XVI. Actividad total en las distintas fracciones. Los écidos grasos libres se toman como fracecibn

. -de isbétope no incorporado, sustrayéndolo al total permite calcular el porcentaje de precursor -
metabolizado. Los porcentajes que aparecen junto sl nlmero de cuentas se refieren a la frac-
cibn de isbtopo metabolizado, de ahi que no incluya a los AG,

[0/



radioactivo agregado, habida cuenta de la pequeiia fracoién de radioactivi-

dad detectada en los AG correapondientes.

I1T1.3.3.~ Anélisis posicional de los glicerolipidos.

En los glicéridos naturales se aprecia una tendencia de éiertos écidos gra-
#os por loocalizarse en determinadas posiciones de la molécula gliceridiocaj

as{, es bien conocido el hecho de que los G vegetales presentan una esca~

sa proporcién de Scidos grasos saturados en la posicién 2 (Hitchoock y Ni-

chols, 1971).

El anélisis posicional, realizado con lipasa pancredtica o fosfolipa~
sa A,segin se describié em II.2.3 (pag. 58), de los TG, IC y LP‘(Tabla Xv1)
nos muestra que los Acidos grasos radioactivos ooupan preferentemente las
posiciones X de los glicerolipidos, excepto el &cido oleico, que aparece

en mayor porporcién en la posicidn F de DG y LP.

IIT+3.4.~ Composicién de &cidos grasos de diferentes fracciones aisladas.

Los resuliados del anilisis, por radiocromatograffa de géses, de los éste~
res metflicos radioactivos obtenidos de distintas fracciones se muestran
en la Tabla XVII. Intencionadamente hemos omitido los datos de ciertos

~ cromatogramas que solo mostraban el pico correspondiente al precikrsor, por
no alargar la tabla con datos carentes de interés. por otra parte, como en
los resultantes de los experimentos realizados empleando palmitato y estea~
rato como precursor, de los gue solo hemos incluido, ocomo muestra, 195 &

anflisgis de los ésteres metflicos derivados de los aocil-CoAs.

En la composicién de 4cidos grasos de los acil=CoAs se aprecia que

solo el laurato y el oleato resultan transformados en el curso de la incu-



Precursor utilizado

Fracoidn 12:0 1630 18:0 18:1 12:0(ACP) 1630( ACP)
TG-1,3 48.300  57.230  44.280  46.440 34.070 13,070
PG 3.000 3.750 2.970  29.220 1,320 1.740
cX/v/ 16,1 15,3 14,9 1,6 25,8 ,7’5
De-1 9.820  25.370 12,280  39.050 12.860 39.620
DG~2 1.690 4,090 3.970  43.010 2,030 6.220
1/2 5,8 642 3,1 0,9 6,3 6,4
LP-1 5¢140 34.780  16.620  50.250 nd nd
LP~2 900 6.830 9.190 100,680 nd nd
1/2 5,7 591 1,8 0,5 - -

TABLA XVII. Resultados del anflisis posicional de los glicerolfpidos de la
semilla de girasol. Las incubaciones se llevaron a cabo utllizan
do el extracto celular y los diferentes precursores indicados
(condiciones experimentales en II.3.l, pag. 54). El anflisie en-
zimi&tico se realizé con lipasa pancreitica o fosfolipasa A (pag.

50).



Composicién de

dcidos grasos (%)

Fraccién Precursor 12:0  14:0  16:0 18:0  18:1 1832
Acil-CoA 12:0 70 4 16 10 -- i-
12:0(ACPH) 63 3 12 22 -- -a
16:0 - - 100 —— - -
16:0(ACP) - - 100 - - -
18:0 - - - 100 - -
18:1 .- - - -- 85 i5
Acil-ACP 12:0 14 12 74 -- -- -
12;0(AC9) 4 3 41 52 - -
Lp 18:1 - - - - 85 15
TG 18:1 - - - - 80 20

TABLA XVIT Composicién de dcidos
ciones aisladas,

grasos marcados

en diferentes

frac-



bacién, en tanto que palmitato y estearato permanecen sin modificar. Nues-
tro sistema se muestra capaz de alargar el laurato hasta 18:0, perc no de
desaturar éste a 18:l. Por otra parte, se aprecia una importante capacidad
de desaturacién de 18:1 a 18:2, encontrandose un 15 % de este fltimo en
los acil~ColAs corpespondientes. Similares procentajes de linoleato se de-

tectaron en los LP y TG.

I1143e5.~ Discugién.

Los cotiledones de la semilla de girasol en formacién muestran una notable
capacidad para incorporar y desaturar el 140—oleato, oomo se muestira en la
Tabla XV. La mayor parte de la radiocactividad incorporada se acumula en los
TG, lo que conocuerda perfectamente, como ya se dijo, con el estado fisio-
1l8gico de las semillas. Por el contrario, las semillas en germinacién, en
las que predomina la sfntesis de lf{pidos de membrana, los &cidos grasos
marcados tieﬁden a2 acumularse en los LP, Tanto en las semillas oleagino-
sas en germinacién (Harwood, 1975b) como en semillas con bajo contenido

en lipidos de reserva (Tabla X3 Bolton y Harwood, 1977a).

~ Los TG son tambien los que acumulan mayor cantidad de 14¢-1inoleato
formado en el transcurso de la incubacién. Si aceptamos que los TG se sin-
tetizan por acilacién de los DG (Hitchcook y Nichols, 1971) nuestros resul-
tados apoyan la hipétesis recientemente enunciada por Slack y 001.7(1978),
ya que sugieren que los DG proceden de los PL, por accién de una féatolipa~
Ba, en razdén a la similitu d de composiocién gue presentan. Entonces, el
aumenio en la proporcién de 1812 que se observa en los TG indica que la
acilacibén en la pomicién 3 de los IG, etapa final de la ruta de sintesis
de TG, se remliza preferentemente a partir de 18:2-CoA. Esta suposiciGn es
coherente con el hecho experimental de que el oleil-CoA es rapidamente in-

corporado en la PC, que es donde tiene lugar la desaturacién a 18:2 (CGurr,



1971; Stymme y Appelqvist, 1978), de forma que el 4C-linoleil-CoA tieme
una mayor oportunidad de acilar a los DG, inorementando as{ la proporcién

de 18:2 en los TCG.

Cuando se ensayl el extracto enzimitico, conteniendo las fraociones
celulares microsfmica y soluble, con diversos &cidos grasos radioactivos
siempre se enocontrS una importante incorporacién del pracursors Ya que
los aoiios grasos han de ser activados, a los cdrrespondientes aciltioés-
teres, para poder peneirar en las rutas metabblicas (pag} 14), los resul-
tados indican que el sistema posee una notable actividad aciltioquinasa,

Yy efectivamente los acil-CoAs en todos los casos dan cuenta de una frac—-

cién apreciable de la radioactividad incorporada (Tabla XVI).

El &cido lafirico, al ocontrario de los demfs precursores, di lugar a
un aumento de la radioactividad asooiada & los acil-ACPs cuando el ACP de
espinaca esté presente en el medio de inoubacién. El otro &cido ensayado
en presencia de ACP, el &cido palmitico, origina un aumento menos pronun=
ciado en la rédioactividad incorporada en esta fraccién. Los resultados
concuerdan con el hecho demostirado de que solo los &cidos grasos de cade-
na corta pueden ser activados a ésteres del ACP; es decir, las plantas
poseen acil-ACP sintetasas que son activas unicamente ocon fcidos grasos
de cadena corta (Ohlrogge y col. 1978), mientras que los &cidos grasos de
cadena larga, de 14 &tomos de carbono en adelante, no pueden unirse al ACP,

‘aunque sf al CoA.

Los resultados del anilisis posicionsl mumestran la preferencis de los
doidos grasos saturados por las posiciones ® en las tres clases de glioce~
rolfpidos (Tabla XVII), en oonsonancia con los resultados analfticos pre~
vios (Hitohoock y Nichols, 1971). El aumento observado en la relacién m/p
en la experiencia en la gue se utilizé 146.1aurato en presencia de ACP (Ta~
bla XVII), posiblemente est& en relacién con el aumento del "pool™ de acil-



ACPs radioactivos, en cuyo caso: constituirfa una evidencia, si bien indi-
recta, de lakcapaoidad de los acil-ACPs para acilar la posicién 3 de los
DG y formar TG; evidencia mas directa sobre esta capacidad ya fue presen-
tada por Shine y col. (1976b). Los &cidoe insaturados presentan una menor
~afinidad por las posiciones « de los TG, mieniras que en los LP muesiran
una olara preferencia por la posioién 2. En general, y de acuerdo oon los
rasultados obtenidos en la experiencia con tejido intacto (Tabla IV), los
DG y LP se muestran mas similares enire si que con los TG, lo que apoya la
relacifén de procedencia PL —= DG que comentabamos en las lfineas pre-

cedentes (Slack y col., 1978).

Hemos indicado anteriormente gque solo el &Zcide laﬁfioo puede sér a0~
tivado sl correspondiente tioéster del ACP. Resultados previos 1ndi¢an cla~-
ramente que para que un &cido graso pueda intervenir en una determinada
reaccién ha de estar unido al portador adecuado. Asf, las reacciones de
alargamiento hasta 4cidos grasos de 16, 18 y 20 &tomos de carbono tienen
lugar con el conourso del ACP como portador (pp. 17-22); Efectivamente nues~
4ro sistema es capas de alargar el lauril-ACP hasta estearil-ACP (Tébla XvViii),
y en una extensién tal que solo el 4 % de los &cidos grasos encontrédou en
los aoii-AcPa era 12:0, cuando el ACP estaba presente en el medio ds reap~
oién. Estos resultados concuerdan con los de Ohlrogge y col. (1978) quienes

demostraron que la semilla de jojoba (Simmondsia chinensis) podia slargar

los foidos 10:0 y 1210 agregados exogenamente, y en pooa extensién (4 %) el
1430, pero no los 4cidos grasos de cadena mas larga. Por el oontraric, Oo y
Stumpf (1979) han demostirado que los &cidos 10320 y 12:0, aunque son incor-

porados en los TG del mesoocarpo de 60co (Cocos nuoifera), no son no@ificam

dos en absoluto, quizfs porque dicho tejide carece de 20cil~ACP sintetasa o
posee alglin inhibidor especffico de la reaccildn.

Por otra parte, la presencia de los 4cidos 12:0, 1410, 1630 y 18:0 en



los acil-Cois dg las experiencias en las que el 146-1anrato fue usado como
precursor,bse 3ﬁstifica plenamente por la existencia del sistema de oone-
xibén, tioesterasa~tioquinasa,entre las ratas del ACP y el CoA, propuesto

por Shine y col. (1976a) y descrito anteriormente (pag. 28).

Los fcidos palmitico y estedrico permanecen inalterados en el curso
de la incubacién, debido a que las plantas no poseen una acil-ACP sinteta-
se activa para fcidos grasos de cadena larga, tal oomo lz demostrada por

Ray y Cronan (1976) en E.coli.

La existencia de una fraccién estimable de 18:2 en los acil-CoAs trae
de nuevo a oolaéién la polém;ca en torno a la sintesis de linolaaxo en plan-
tas (pag. 23). Nuestros resultados estan de acuerdo con la hipbtesis de Vi-
jay y Stumpf (1971) de que la desaturacibén tiene lugar sobre el oleil-Cod
para originar linoleil-CoAj; aunque no .contradicen, en modo alguno, la hi-
pétesis alternativa de Gurr y col. (1969), defendida por numerosos sutores
(Stymne y Appelgvist, 19783 Slack y col., 1978), de que la reaccién de de-
saturacién se iéaliza utilizando oleil-PC como sustrate, ya que el linoclea~-
10 presente en ios acil-CoAs puede provenir de la PC de donde podriajhaher
gido liberado por una fosfolipasa, ¥y el &cido graso: libre serfa unido al
CoA por la accibn de la linoleil-CoA tioquinasa.

Resumiendo podemos decir que las semillas de girasol en desarrollo
tienen una oonsiderable capacidad para sintetizar TG & partir de &cidos
grasos preformados. Ademés presentan una notable actividad oleatodesatura~-
ga. Estas ovapacidades fueron preservadas en un extraoto enzimétioco conte-
niendo las fracoiones celulares soluble y microsémica. Este extraoto se
nostré capaz de alargar el &cido lafibico agregado exogenamente indioandn

qus la ruta de sintesis de novo es operativa en este sistema.

Por todo ello, podemos oconcluir que las semillas de girasol en forme~
oién oonstituyen un excelente material para el estudio de la biosintesie de

TG, as{ como de linoleato, en plantas superiores.



III.4.~ SINTESIS DE LIPIDOS EN CLOROPLASTOS DE ESPINACA #ISLADOS.

La capacidad de sintesis de &cidos grasos y lfpidos, a partir de acetato,
por parte de los cloroplastos aislados se conoce desde hace 20 afios, en gue
el ruso Smirnov (1960) demostré tal capacidad en cloroplastos de ospinaoa
en presencia de luz. Desde entonces los trabajos sobre biosintesis d; 1fpi-
dos en estos orgénulos se han multiplicado, hasta llegar a constituir uno
de los materiales biolSgicos habituales enwesteyérea de invoat}gaciéﬁ.

Los plastidios son orgénulos dotados de unakgran capacidad biosinté—
tica, y desde luego constiituyen en principal sitio de sintesis de écidos
grasos, si no el finico, en la célula vegetal (Roughan y col., 1976; Roughan
¥ ocol., 1979a). Como ademés poseen antomonfa energética, ouando se aislan
en buenas condiciones, no es de extraiiar el favoritismo dispenaado a este
orgénulo por paita de los investigadores implicados en nuesiro campo. Sin
embargo, frenteba estas ventajas indudables, los cloroplastos presentan el
incoveniente d@ poseer una envuelta que los hace impermeables a uuohda cOo-
factores habitualmente utilizados. En relacién con esto es necesario tener
presente el grado de integridad de los oloroplastos aislados, asi como la
contaminacién por parte de oiros orginulos celulares, pues la falta de con-
trol sobre estoﬁ factores puede conducir a una errénea igterpretaoiéh de

los resultados (Leech, 1977).

Nosotros hemos estudiado la capacidad de sfntesis de lipidos ¥y aciltio=-
éateres, a partir de 14¢-acetato, en cloroplastos aislados y purificados de
hojas de eupinaéa, ¥y los resuliados obtenidos se exponen y se discuten &

oontinuacidén.



IIZ.4ele~ Incorporacién de }4C-acetato en cloroplastos intactos en ausencia

de oofactores exégenos.

Los cloroplastds de espinaca aislados incorporan activamente: 14¢_acetato

en sus lipidos durante la primera hora de incubacifén, segin se aprecia en

la Pige 1l. La cinética parabdlica observada en la incorporacién de 14c.
acetato, anfloga a la registrada por otros autores (Hakémura y Yamada, 19752),
probablemente es reflejo da’una pérdida de aotividad de los cloroplastios ocon
el tiempo, ya que la concentracién del precursor radiocactivo permanebe prao~
ticamente oonstante, pues se puso en exceso. Los aciltioésteres incorporan

un escaso porcentaje del precursor marcado en estas condiciones.

I11.4.2.~ Ensayo de la actividad del. ACP de espinaca.

La actividad de la solucién de ACP de hojas de espinaca, obtenida paf el
método de Simoni y col. (1.967) segin se desoribe en el apartado II.3.@
(pag. 42), fue ensayado en las condiciones indicadas en II.4.3 (pag¢‘59).
Los resultados cbtenidos, Tabla XI1X, nos mugstran que las fracoiones elui~
dés de la columma de DEAE-celulosa con soluciones salinaﬁ 0,20y 0,30 M
gon las que muestran un efeocto estimulador significaiivo;sobre la ai@tests

de aciltioésteres a partir de 14C—acetato.

Las fracoiones 0,20 y 0,30 M fueron juntadas y se deteruin6 la aoti-
vidad de esta solucién final en las mismas condiciones, para definir la
concentracibén de ACP que produce una estimulacibén méxima de la sintesis de
1fpidos. Los resultados, mostrados en la Tabla XX, nos indican que 0,3 ml
de la solucién de ACP @btenida (4,2 mg de proteina) por mililitro de medio

de incubacibn, son suficientes para saturar el sistema.
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FIG 11. Incorporacién de 14C~acetato en los lfpidos y aciltioésteres de
cloroplastos de espinaca incubados en la luz y en ausencia de
cofactores exbgenos. Bl medioc de incubacién contenfa ocloroplas—
tos equivalentes a 200 pg clorofila/ml y 5 nCi 14C-aceta$p/m1.
Condiciones de la incubacién: 202C, luz y agitacién constante.
Se tomaron muestras de 0,25 ml a los tiempos indicados.



Incorporacién (cuentas)

Fraccifn Lipidos Aciltioésteres

blanco T.033 2.733
0,15 H 7533 2,990
0,20 K 10.332 7.800
0,30 M 12.265 9.566

TABLA XIX. Actividad de las distintas fracciones elui-
das de la columna de DEAE-celulosa en el pro-
cedimiento de aislamiento de ACP de espinaca
(11.4.23 pag. 59). La actividad se ensayé con
cloroplastos rotos seglin se describe en oo g

(pag. 60).

ACP (ml) Proteina {mg) Incorporacién (uentas)
0,0 0’0 7'833 ’
0,1 1,4 ' 13.165
0,3 442 18.531
0,6 8,4 17.165

TABLA XX. Ensayoc de la actividad de la solucidén final de ACP
de espinaca obienida por el método de Simoni y ool.
(1967). La solucién contenfa 14 mg de proteins/ml.



I1T.4¢3.~ Sintesis de l{pidos y aciltioésteres en presencia de cofaciores

exdgenos.

Cuando los cloroplastos de espinaca se incuban con 14C—acetaxo en presénoia
de ATP y CoA exbégenos, la cinétioca de incorporacién de radioactividad en
lipidos y aciltioésteres es muy distinta a la mostrada por dichos cloroplas-
tos en ausencia de cofactores (Fig. 1ll). Se realizaron ensayos oon cloro-
plastos aislados de hojas jévenes y en loe‘obtenidos‘de hojas maduras, y en

la Fig. 12 se muestran los resultados obtenidos.

Los acil-ACPs incorporan siempre una fracoién pequefia de la radio-
actividad, que se mantiene praoticamente conétantevoon el tiempo. Los acil-
CoAs,por otra parte, siempre dan cuenta de porcentajes notables del. pre-
‘oursor incorporado, y llegan a constituir , con el tiempo, la fraccidén mas
importante. Los 1ipidos, por su parte, siguen una cinética de inoorpéraoiﬁn

practicamente lineal durante todo el tiempo ensayado.

Puede obbervarso como, y de aocuerdo con resultados previos (Kannanga~
a8 ¥y Stumpf, 1971), las hojas jévenes muestran una mayor capacidad dé in-
corporacién en sus ocloroplastos en todas las fracciones aisladas en los

distintos tiempos.

Tambien se ha determinado la composicién de Scidos grasos de los If-
ridos y aciltioésteres de los cloroplastos incubados oon 14C-a¢e$ato‘e$
presencia de cofactores exSgenos. Los resultados (Tabla XX1) nos musétran
como la composicién de &cidos grasos no marcados de los lipidos aifiere
oonsiderablemente de la que presentan los aciltioéeteres, oomo ocurris en
1a hoja de espinaca intacta (Tabla VI, pag. 77). El 8cido linolémioco, 1813,
representa 2/3 de los 4cidos grasos totales presentes en los lipidos, y en
los aciltioésteres no aperece en absoluto, predominando en estos dltimos
el &cido palmftico. Los procentajes de &cidos grasos radiocactivos concuer-
dan esencialmente oon los resultados previos (Roughan y ocol., 1976), ¥ en
los aciltiofsteres se observa, asi mismo, la preponderancia de 18:1 y 1630.
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FIG. 12, Incorporacién de ‘4C-acetato en 1fpidos ( ), acil=Coas {----)
y acil-ACPs en cloroplastos de espinaca aislados de hojas jéve-
nes (a la izquierda) y de hojas maduras (a la derecha). La mez—
cla de incubacibén contenia cloroplastos equivalentes a 45 pqg de
clorofila por mililitre, 5 nCi de 14C-acetato/ml, ATP 2 mn y
CoA 1 mM. El volumen inicial fue de 5 ml y se tomaron muesiras
de 1 ml a los tiempos indicados. La incubacién se llevd & cabo
a 208C, oon luz y agitacibn copstante.




LIPIDOS Acil-Cols - Acil-ACPs

aso Y%mesa  Yrade Y%masa Fxrad. %masa %rad.
12:0 0,5 t 2,9 2 - -
14:0 1,1 1 4,3 5 6,7 -
1610 9,9 21 48,7 16 43,7 11
16:1 1,9 - 6,5 - - -
1810 0,7 3 20,2 4 14,9 13
18:1 14,7 68 17,3 47 34,7 58
18:2 546 4 | - - - -
18:3 65,5 - - - - -
otros! - -t 26 % 18

TABLA XXI. Composiocién de 4cidos grasos de los 1Ipidos y acil-

tioésteres de los cloroplastos de espinaca. Los olo-
roplastos de espinaca, 100 pg clorofila/ml, fueron
inoubados con 5 pCi 4C-acetato/ml, a 252C, durante
30 min con luz y cofactores (ATP 2 mM, CoA 0,5 mN,
DT 0,5 mM).
(1) Se incluyen &cidos grasos que presentan un tiem-
po de retencién mayor que el 18:2.



ITI.4.4.~ Efecto de las concentraciones de ATP y CoA sobre la incorpora~

cién de radioactividad en lfipidos y aciltioésteres.

Para verificar y valorar el efecto de los cofactores ATP y CoA sobre la
incorporacién de l4C-acetato en los restos acilo de los lipidos y aoiltio~
ésteres, se llevS a cabo una experiencia bifactorial en la que las concen-

traciones de ATP se variaron de O a 4 mM, y las de CoA de O a 3,2 mM.

Los resultados obtenidos, Tabla XX;I, nos muestran como la presencia
de cofactores afecfa de forma distinta a la inoorporacién de radicactivi-
dad en lfpidos y aciltioésteres. Asi, én los 1f{pidos se aprecia una varia~
0ién mas bien pequefia de la radioactividad incorporada en los distintos
tratamientos. El CoA, en ausencia de ATP, produce un inocremento en la in-
corporacién de l4C-acetato en 1fpidos por un factor de 1,3 entre las dos
concentraciones extremas utilizadas; mientras que el ATP, en ausonoia de

CoA, muestra un cierto efecto inhibitorio.

'quferencias mas acentuadas se observan en los aéi;tioéstares‘,En prin-
oipio ninguno de los dos cofactores, actuando separadamsnte, prodncb dife~
rencias considerables.Sin embargo, el CoA, en presencia de ATP, provoca una
importante estimulaocién en la incorporaﬁiﬁn de radioactividad en los res-
tos acilo de Ios aciliioésteres, por un factor de 4 aproximadameﬁts. La oon-
centracidn Sptima de CoA se mitua alrededor de 1,5 M, segfin se aprecis en
la Fig. 13. ‘

El ATP, por su parte, parece saturar el sistiema a una oconcentracién
de 1 mM, pues las ooncentraciones superiores a estas no muestran efeato

gignificativo.

En resumen, podemos decir que el CoA ejerce un efeoto estimulador so-
bre la incorporacién de 4¢-acetato en los restos acilo de los aciltioéste-

res siempre gue se ensaye en presencia de ATP.



goA (m¥)
ATP (uh) 0.0 0.2 0.4 0.8 1.6 v

0,0 Lipid. 236.403 259.765 286.645 290.837 252.881  313.442
Ticest. 28.643 32.954 34.099 34.200  29.952 34.390

1,0  Lipid. 231.633 196.509 203.385 200.897 200.622 182.988
Tioest.  33.733  92.023 105.223 112.929 133.632 133.301

2,0  Lipid. 230.865 186,270 186,158 186,160 177.207 171.543
Tioest. 25.772  80.112  99.940 101.914  81.405 115.149

4,0 Lipid. 207.144 200.604 178,401 183.272 165.341 nd
Tioest. 32.268 99.484 86.196 112.616 125.147 117.898

TABLA XXII. Efecto de la concentracién de ATP y CoA sobre la incorporacién
de l4c-acetato en los cloroplastos. Las inocubaciones se llevaron
a cabo en un volumen total de 0,2 ml conteniendo cloroplastos
equivalentes a 120 rg clorofila/ml, 1 rci de 14C—acet&to y las
oconcentraociones indicadas de cofactores. Condiciones experimen-
tales: 2082C, lug, lh. '
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FIG. 13. Variacién de la incorporacién de radioactividad en los

aciltioésteres de cloroplastos de espinaca en relaciln
con la concentracién de CoA. La concentracién de ATP,

constante, fue de 1 mM. Condiciones experimentales en

la leyenda de la Tabla XXII.



I1X.4.5.~ Variacién de la radiocactividad asooiada a los aciltioésieres y

lipidos de cloroplastos aislados de hojas preincubadas con 146—

acetato.

’Para estudiar el destino de los &cidos grasos sintetizedos a partir de 14c.
acetato, en relacién con la presencia de cofactores exfgenos, una vez que
hubiera cesado la sintesis de novo de &cidos grasos maroados, se diseii§ un
experimento en el que se incubaron hojas de espinaca con }4C-acetato, ¥
posteriormente se aislaron los oloroplast;s de dichas hojas y se inoubaron
en presencia de ATP y CoA ex6génos (ver apartado II.4.3,d; pag. 48). Con
ello se intentaba eliminar el posible efecto de los cofactores sobrg la

sftesis de novo.

Los resultados obtenidos, gue se exponen en la Tabla XXIII, muestran
como todavia se produce un ligero aumento de la radioactividad total incor-
porada en restos acilo en el curso de la incubacién de los cloroplastos
aislados, lo que posiblemente se debe a la presencia de una pequefia canti-
dad de 14C~aoetato contaminando la preparacién cloropléstica obtenida. Al
margen de eso,flokque s8i me observa es un aumento}conetante de la radiocac~
tividad asociada a los aciltioésteres en las incubaciones realizadas en
presencia de cofactores, asumento que‘no tiene paralelo en la fraccién li-
ﬁidica correspondiente, ni en las fracciones aisladas de las incubaciones
llevadas a cabo en ausencia de cofactores. Por tanto estos resultados son
coherentes con los obtenidos en la experiencia bifactorial desorita en el
apartado anterior (Tabla XXII), pues apoyan la idea 8e que la preseﬁaia de
cofactores estimula la incorporacién de radioactividad en los aciltioéste-

res.

La fracoién lipfidica, de la que solo me habfa utilizado una parte ali-
cuota para la medida de la radiocactividad por centelleo liquido, fue some-

tida postriormente a oromatogzrafia en capa fina, para separar diferentes



Con cofactores( ATP,CoA) Sin cofactores

Tiempo Lipidos  Aciltioésteres Lipidos Aciltioésteres
0 13.120 4.447 12,605 4.486
5 14.574 5.003 T 15.462 4.967
10 15.102 56563 v 15,282 5.074
20 16.008 5e445 15.738 5.453
30 14.838 5.815 14.856 4.904
60 16.176 5.858 15.396 5.134

TABLA XXIII. Radioactividad asociada a los lfpidos y aciltioéstie-
res de cloroplasios aislados a partir de hojas de es-
pinaca preincubadas con l4C-acetato e incubados con
cofactores exfgenos o sin ellos. Las inocubaciones se
realizaron con un volumen inicial de 2 ml contenien-
do 50 prg olorofila/ml, ATP 1 mM y CoA 1 mM. Se toma-
ron muestras de 0,25 ml & los tiempos indicados.



Tiempo

0

=W
(o]

g 8 B

Con cofactores (ATP y CoA)

Sin cofactroreﬁ

tiocest. A B c tioest. A B C
25,3 nd nd nd 26,2 40,0 13,3 20,4
25,6 46,3 9,9 18,2 24,3 44,1 12,0 19,6
26,9 42,4 9,4 21,3 24,9 46,1 10,8 18,2
25,7 51,9  T,7 14,6 25,7 35,7 15,4 23,2
28,1 46,5 9,9 15,4 24,8 46,0 11,0 18,2
26,6 44,8 9,4 19,2 25,0 48,4 12,1 14,5

TABLA XXIV. Porcentajes de radiocactividad en las distintas fracciones separa~-
das de cloroplastos de espinaca obtenidos de hojas preincubadas

con 14¢-acetato e incubados en presencia, o ausencia, de cofacto~
res. La fraccién lipfdica total fue separada por oromatografia en

ocapa fina con oloroformo-metanol—fcido acético (90:10:1) y smse

rasparon ires bandas (pag. 6¥). La banda A incluye AG, DG y Pij
la banda corresponde a los MGDGj; la banda C contiene a los DGDG
y al resto de loa PL.



clases de lipidos y comprobar si se habfan producido en ellos fluotua&io—
nes importantes en el transcurso de la incubacién. Se eligif un desarrollo
que permitia la separacibén de las tres clases de lipidos mas activos des-
de él punto de vista biosintético: &cidos grasos libres, MGDG y lipidos
polares. La Tabla XXIV recoje los porcentajes de radioactividad asociada
a las distintas fracciones zisladas de las muestras tomadas a los diferen-

tee tiempos. No se observaron variaciones significativas a lo largo del

tiempo.

11I.4.6.~ Incorporacibn de radioactividad en lipidos y asiltioésteres en

relacién con la fotofosforilacién.

Otra forma de estudiar el destino de los &cidos grasos con postorioridad‘

a su sintesis en los cloroplastos, y una vez que la ruta de sintesis de novo
ha dejado de ser operativa, es tratar de inhibir dicha ruta cortando ‘el su~
ministro de AT?, ya que un aporte de energia es un requerimiento que se de~
be satisfacer en las reacciones de activacién del acetato (ver I.2.2; pag.
14). El suministro de ATP fotosintético puede inhibirse mediante el uso de
desacopladores de la fotofosforilacién, o simplemente realizando las incu-

baciones en la oscuridad.

Nosotros hemos estudiado el efecto de la luz sobre la sintesis de 1i-
pidos y aciltioéstieres en relacién con el aporte de cofactores exégenoé, y
tambien el efecto de un desacoplador de la fotofouforilaéién, CINH4, y de
un detergente no iénico, que tambien ha demostrado efecto desacoplador &
partir de ciertas concentraciones, Triton X~100. Los resultados de estas

experiencias se presentan a continuacién.

a) Papel de la luz en relacién oon los cofactores exfgenos.- Cuando los clo-

roplastos de espinaca son incubados con l4¢=goetato en presencia ¢s lug, ¥y



sin cofactores, durante un cierto tiempo, estan en ocondiociones de sinteti-
zar una oierta cantidad de lfpidos radioactivos, segin hemos visto ante-
riormente (Fig. 1ll; pag. 113). Si a continuacibn se agregan oofactores,.
ATP y Cod, y se continfia la inocubacién en la oscuridad, el aumento de ra-
dioactividad qué se pueda producir en oualquiera de las fracciones separa~
das es atribuible, fundamentalmente, al efecto de los cofactores. Los resul-
‘tados de una experiencia de este tipo, realizada en las condiciones descri-

tas en el apartado I1.4.3,¢ (pag. 43), ée muestran en las figuras 14 y 15.

El efecto de las dos concentraciones de ATP ensayadas es mas acentua-~
do en los aciltioésteres (Fig. 14) que en los lfpidos (Fig. 15). Ademés, en
- todos los casos se observa que el efecto ds los cofactores solo se ﬁaoe sen-
t{ir despues de un cierto tiempo de incubacién oon posterioridad a la adicién

de los cofactores.

b) Efecto del Triton X~-100.- El Triton X-100, enire otros detergentés, WUE B~

tra actividad desacoplante, en los cloroplastos de espinaoca, cuando;se em—
rlea a una determinada concentracién, segtin demostraron Neumann y Jagendorf
(1965), quienes atribuyeron tal efecto al cambio introducido por esios agen—

te2 en la permeabllidad de las membranaé lamelares. -

Para comprobaer la conducta del sistema de sintesis de Acidos grasos
con respecto a la concentracién de Triton se realizé unu experiencia en la
que se incubaron cloroplastos de eapinaca con *4(C-acetato y diferentes con-
oentfaoionés de detergente; en las condiciones descritas en el apnrtado co-
rrespondiente de Material y Métodos (I1.4.8,8; pag. 4§). Los rqsultédna ob-
tenidos se muestran en la Tabla XXV; en ellos puede apreciarse una estimu-
lacién de la incorporacién de radioactividad enm los restos acilo de los 1i-
pidos é bajas concentraciones de detergente, pero posteriormente se obser-
va una considerable inhibicién que hace bajar la radiocactividad asociada a
los lfpidos hasta un 10 % de la obtenida en ausencia de detergente. For el
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FiG. 14. Variacibn de la incorporacién de radicactividad en los

‘ aciltioésteres de cloroplastos de espinaca incubados en
la oscuridad en presencia de cofactiores. Los cloroplass
tos habfan sido preincubados en la luz durante 15 min.
Las incubaciones se realizaron en tubos conteniendo 320
|e clorofila/ml, 2,5 pCi l4C-acetato/ml, CoA 1 mK y ATP
1l mM (----- } 0 4 mM ( Y. El volumen inicial fue de
1,75 ml y se tomaron muestras de 0,25 ml a los tiempos

indicados.
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FIG. 1%. Variacién de la incorporacibén de radiocactividad en los

1fpidos de los cloroplastos de espinaca inoubados en la
oscuridad en presencia de cofactores (ATP y CoA). Pre-
viamente los cloroplastos habfan sido incubados en la
luz sin cofactores. Condiciones experimentales en la

BFig. 14.



el contrario, la radicaciividad asociada a los aciltioésieres no se ve afec-

tada de forma significativa.

Tambien hemos examinado el efecto del Triton X-100 en presencia de
cofactores exégenos. Los resultados, expuestos en la Tabla XXVI, demues-
tran que en estas condiciones el ‘Triton afecta tanto a la incorporacién de
radioactividad en los lipidos como a la correspondienxe'a log aciltioéste-
res. Puede apreciarse que, de la misma forma que en la experiencia ouyos
resultados se expusieron anteriromente (Tabla XXV), el T&iton a2 bajas con-
centraciones estimula la incorporacién de radioactividad en los lipidos, pe-
ro la presencia de cofactores exdgenos hace que tambien se estimule marca-
damente la incorporacién de l4c-acetato en los acil-CoAs. Altas concentra~
ciones de detergente son inhibitorias para la incorporacién de radioacti-~
vidad en li{pidos y en aciltioésteres., Los acil-ACPa, por su parte, no mues-
tran variaciones significativas hasta que la concentracién de Triton X-100
no alcanza valores elevados, apreciandose entonces un efeoto estimulador:
en la @ltima concentracién ensayada, 700}un, los acil-ACPs dan cuenfa de
mas del 20 % de la radioactividad total incorporada en restos acilo, y en
otras experiencias realizadas, en las que la relacifén molar ckorofilatTri-
ton descendié hasta 0,20, los acil-ACPs llegaron a suponer mas del 60 % de
la radiocactividad total incorporada a partir de 140~aoetato, 8i bien era a

costa, principalmente, de la disminucién de las otras dbs fracciones.

Los resultados de estas y otras experiencias, cuyos resultados no se
muestran, indican que la incorporacién total de 14c~acétaxo en residuos
acilo depende, mejor que de la concentracién absoluta de Triton, derla ro-
lacién molar clorofila:Triton (Stumpf y Boardman, 1970), encontrandose un
méximo de incorporacién cuando dicha relacién vale aproximadamente i (Fig.
16).



Clorof.

Priton(.M) Triton
{

0
100
200
300
400
500
600
700

3,45
1,72
1,15
0,86
0,69
0,517
0,49

Incorporacién (cuentas)

Lipidos Acil-CoAs  Acil=-ACPs Total % ocontrol
159.820 78.180 9.150  247.150 100
198.180 92.980 11.900  303.060 123
251.663 93.524 9.640 354.797 144
288.600 98.790 11.050 3984440 161
277.933 16,659 10,950  365.542 148
217.266 58,027 10.940  286.233 116
107.266 29.080 13.760  150.106 .61
42,200 11.040 14.350 67590 27

TABLA XXVI. Efecto del Triton X-100 sobre la incorporaciém de radiocactividad
en los aciltioésteres y lfpidos de los cloroplastos incubados en
presencia de cofactores ex6genos. El medio de incubacién tenia un
volumen de 1 ml y contenia ocloroplastos equivalentes & 120 rg de
clorofila, 5 ﬁCi de 14C~acetato, 031 ml de ACP de espinaca y los
siguientes cofactores (mM): 4 ATP, 1 NADPH, 1 NADH, 0,4 Coi, 2 DPT
ademas de las caniidades indicadas de Triton X-100.



Incorporacién (dpm)

Clorof.
Triton (FH) Triton Aciltioésteres Lipidos % control

0 - 45.731 27.285 100

50 1,61 44.950 67.025 245
100 0,80 364046 73.000 268
150 0,54 37.325 13.580 50
200 0,40 45,023 8.255 30
300 0,27 42,039 4.250. 16
400 0,20 43.531 3.620 13
500 0,16 36.471 2.815. 10

- PABLA XXV. Efecto del Triton X~100 sobre la incorporacién de radio-
actividad en lipidos y aciltioésteres. Las inoubaciones
se realizaron en un volumen de 0,5 ml conteniendo 100 rg
de clorofila y 0,5 rCi de 14G-aca£ato; a 208C con luz ¥y
durante 1 h.

Los poroentajes respecto al control se refieren a la in-
corporacidn de radioactividad en la fraccién lipfdioca.
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FIG., 16. Variacibn de la radioactividad total incorporada en restos aci-
lo a partir de 146 acetato en funcién de la relacién molar clo-
rofila/Triton X-100. Condiciones experimentales en la Tabla XXVI.



Tambien se estudid el efecto de las altas concentraciones de Tkiton
en relacién con el tiempo de incubacién. Los resultados obtenidos, fig, 17,
nos muestran como la incorporacibn de l4c-acetato en 4cidos grasos muestra
una cinética parabblica que probablemente refleja el proceso de envejoci-

miento y desorganizacién de los cloroplastos presentes en la incubacién.

El efecto de la cantidad de cloroplastos presentes en el medio de in-
oubacidn, medida como concentracién de clorofila, se examiné en una expe—
riencia cuyos resultados aparecen en la Fig. 18, y que ponen de manifies-
~t0 que la incorporacién de radioactividad emn los &cidos grasos aumenta oon

la concentracién de clorofila presente en el medio de incubacién.

Se examiné igualmente el efecto de la temperatura de incubaocién en
relacién con la presencia de Triton en el medio de reaccién. Como se mues-
ira en la Tabla XXVI1I, una temperatura de 202C resulté ser la que permitia
una incorporacién mixima de radiocactividad en &cidos grasos. Ademés se Ob—
servd una notable variacién en la composicién de &cidos grasos radioactivos
al aumentar lé temperatura, consistente en un descenso de la incorporacidn
de radioactividad en &cido oleico y un aumento paralelo en la de bcido es~

te&rico. (Tabla XXVIII).

Finalmente, hemos analizado el efecto de la adicién de Triton X~100
y de cofactores, ATP y CoA, a una incubacién de cloroplastos, en una expe-
riencia de tiempo realizada en las condiciones que se detallan en eléaparm
tado correspondiente de Material y Métodos (II.4.3,e3 pag.49) y cuyos resul-
tados se exponen en la Fig. 19. La gréfica nos muestira que la adiocién de
PTriton,; a una concentracién que inhibe sobre el 50 % de la incorporacién
de l4C-acetato en 4cidos grasos, no ejerce efeoto signifiocativo sobre la
’incorporacién de radioactividad en 1{pidos y aciltioésteres. La subsiguien-
te adiocién de ATP y Cod si que muestra un efecto considerable sobre la in-
corporacién en las dos fracciones, siendo mas acentuado en los aciltioéste-

T88.
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FIG. 17. Variacién de la incorporaciém de radioaoc-
tividad en &cidos grasos con el tiempo.
Condiciones experimentales en II.4.3,.,¢
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FIG. 18. Variacién de la incorporacibén con la
concentracién de clorofila.



Temperatura (2C) Incorporacién (cuentas)

20 255.141
25 151.184
30 ; 110.989

35 133.453

TABLA XXVII. Incorporacidén de l4c_acetato en &cidos gra-
sos de los cloroplastos a distintas tempe—
raturas. Condiciones experimentalse en la
Tabla XXVIII.

202¢ . 308¢ ___38%C

2. graso % act.esp. = % act.esp. ’% act.esp.
12:0 0,3 0,8 0,7 1,0 0,7 1,1
1410 0,8 1,7 2,3 2,3 2,8 3,3
1630 20,6 3,6 22,4 1,9 24,0 2,6
16:1 1,3 1,7 2,9 1,3 2,2 0,9
18:0 2,8 3,5 17,8 10,7 26,4 18,0

18:1 T442 11,4 56,8 4,0 43,8 4,1

TABLA XXVIII. Variacién de la composicibén de &cidos grasos radio-
activos en relacién con la temperatura de incubacién.
Las incubaciones se llevaron a cabo en un volumen éo
1 m) conteniendo 345 re de clorofila, Triton 525§aﬂ,
¥ los cofactores y precursor detallados en la Tabla
mIl
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FIG. 19. Efecto de la adicién de Triton X-100 y cofactores (ATP y CoA)
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sobre la incorporacién de radioactividad en los lfpidos ( )
y aciltioésteres (----- ) de los cloroplastos de espinaca. La in-
cubacién se llevé a cabo en un volumen inicial de 2 ml conie~
niendo 200 pg olorofila/ml y 10 pCi de 4C-acetato. & los 15
min de incubacibn se agregd el Triton (450 /Amoles) y a los 25
min los cofactores (1,5 wmol CoA y 7,5 pmol ATP). Se tomaron
muestras de 0,25 ml a los tiempos indicados. :



¢) Efecto del cloruro aménico.- El ClNH,, un desacoplador de la fotdﬁosfo-

rilacidén, fue ensayado en relacidn con la sintesis de &cidos grasos en clo-
roplastos de espinaca. En una primera aproximacién ﬁnvestigamos el efecto
de diferentes concentraciones de la sal sobre la incorporacién de radioac-
tividad en aciltioésteres y lipidos, a partir de l4c-acetato, en cloroplas—
t08s incubados en la luz y en ausencia de cofactores. Los resultados obteni-
dos pueden verse en la Tabla XXIX. El ClNH4, como puede apreciarse, inhibe
fuertemente la incorporacién de radioactividad en la fraccién lipidica, sin

afectar tanto a la incorporacidn en los aciltioésteres.

Posteriormente se analifé el efecto de la adicién de clorurc aménico
y cofactores a una incubacién de cloroplastos, en las mismas condiciones
que la realizada oon el Triton X~100 y cuyos resultados se comentaron an—
teriormente. lLos resultados de la experiencia se reflejan en la Fig. 20;
Puede apreciarse como la adicién de CLNHy, a una concentracién que inhibe
severamente la sintesis de 4cidos grasos, en el transcurso de la incubacién,
hace descender la incorporacién de radioactividad en la fraccién 1ipidica,
manteniendo aproximadamente constante la incorporacifén de radiocactividad en
los aciltioésteres. La posterior adicién de cofactores incrementa sensible-

mente la incorporacién de radioactividad en las dos fracciones.



Incorporacién (dpm)

CiNH, (md) Aciltioésteres Lfpidos % control
0 45.731 27.285 100
1 42.543 7.740 28
2 41.084 54110 19
4 45.493 5.140 19
8 30.999 4.145 15

TABLA XXIX. Efecto del ClN84 sobre la incorporacién de
radiocactividad en los &ciltioésterss y 14~
pidos de los cloroplastos de espinacae inou~
bados en ausencia de cofactores exSgenos.
Las condiciones experimentales fueron las
mismas que se describen en la Tabla XXV.



4o TP

1o &0 50 Lo ‘o

FIG. 20, Efecto de la adicibn de cloruro aménico (10 mM) y cofactores
(ATP y CoA) sobre la incorporacién de radiocactividad en 1f-
pidos { )} y aciltioésteres {---~). Condiciones experimen-
tales en la leyenda de la Fig. 19.




I1Te4eF e~ Discicidn de los resultados.

Actualmente sabemos que los cloroplastos de espinaca aislados pueden sinte-
tizar 14C-palmitato cuando se incuban con 14 C-acetato en presencia de luz,
ademés pueden alargar este &cido a estearato y desaturar este dltimo a ole~
ato (Stumpf, 1975). Con estos &cidos grasos, los cloroplastos pueden sinte-
tizar DG y los distintos lfpidos polares que constituyen las membranas oclo-

roplasticas: PL, GL y SL (Harwood, 1977).

Hasta finales del pasado afio, y motivado por los continuos fracasos
en conseguir biosintesis de &cidos grasos poliinsaturados, a partir de pre-
cursores marcados, en cloroplastos in vitro, se pensaba que los cloroplas—
tos aislados no poseen la capsacidad de desaturar el fcido oleico, qué es
el &cido graso que acumula la mayor parte de la radiocactividad incorpora-
da a partir de l4c-acetato cuando se incuban cloroplastos con este precur—
sor radioactivo (Hakamura y Yamada, 1975; Slack y col., 19763 Harwoed, 1977;
Roughan ¥ col., 1979a). Como ademis se sabia que la desaturacién de oleato
tiene lugar cuando dicho &cido se encuentra esterificando a la FC da‘las
membranas del retfculo endoplésmico (pag. 23), se suponfia que los &cidos
grasos sintetizados en el interior del cloroplasto, principalmente &cido
oleico, deberfan abandonar dicho orginulo para pasar al ieticulo endoplés-
mico, en donde se producirfa la desaturacién a linoleato, y este dltimo
tendrf{a que hacer entonces el viaje en sentido contrario para incorporar-
se a los lfpidos de las membranas cloropléstivas (Roughan y co0l.,1976;
Slack y cole., 1977; Heinz y cole., 1978). Como los &cidos grasos libres
son insolubles en agua, la transferencia de restos acilo entre orgénalos
celulares, a travée del ambiente hidréfilo del citoplasma, deberfa impli-

car el concursc de un portador de acilos.

No obstante, en el filtimo nfimero de 1979 de Biochemical Journal apa~-

recid un trabajo que modifica sustancialmente el esquema descrito en las



lfneas que preseden (Roughan y col., 1979b). En diého artfculo se éporta
evidencia de gque la biosintesis de linoleato a 1inolenatd puede tener lu-
gar en los cloroplastos aislados siempre que se favorezoca la sintesis de
MGDG. En efecto, los cloroplastos de espinaca aislados, incubados con 140—
acetato en presencia de glicerol-3P y UDP—galéctosa gon capaces de sinte-
tizar en una extencidén considerable 140—linolea$o y l4c.1inolenato. Los re-
sultados sugieren que la desaturacién del &cido oleico tiene lugar con pos-
terioridad a su insercién en la posicién-l de los MGDG, coincidiendo ocon
la propuesta de Nichols y Moorhouse (1969) de que la formacién de iinole-

nato en las c8lulas de Chlorella vulgaris se realiza por desaturacién del

1inoleil~-MGDG.

Si se confirman los resultados de Roughan y ocol. (19791b), teﬁdremos
base experimental suficiente para considerar al ocloroplasio como un siste-
ma para considerar al cloroplasto como un sistema autosuficiente en lo que
se refiere a la sintesis de sus fcidos grasos, de los que predomina el 18:3,

y de sus lipidos mas abundantes, los galactolipidos {pp. 35-38).

En todo caso, la evidencia disponible actualmente indica que la sinte~
sig de otrés importantes lipidos de membrana, tales como PC, PE, PG, tiene
lugar principalmente en la fraceién microsdémica (Kates y Marshall, 197%),
de modo que el trasiego de restos acilo entre cloroplasio y retfoulo endo-
plésmico todavia debe ser considerada como una hipStesis de trabajo pendien-

te de verificacién.

Nosotros estamos interesados en averiguar la secuencia de acontecimien
tos que tiene lugar desde gue los &cidos grasos son sintetisados en el esiro
ma del cloroplasto hasta que se incorporan a los 1{pidos de sus membranas y

si dicha secuencia implica una transferencia entre orgfnulos, tratar de iden.

tificar al portador implicado. La primera parte de nuestras investigacionmes,

relativa a los eventos gque tienen lugar en el clorcplasic aislado, ban dado



lugar a los resv Lados que se han expuesto en las péirinas precedentes.

Los cloropiastos aislados de hojas de espinaca immaduras, y purifica~-
dos mediante una técnica que produce un alto porcentaje de cloroplastos in-
tactos (Hawke y col., 1975), presentan una notable capacidad de sfntesis a
partir de 14C-acetato cuando se incuban a la luz en ausencia de cofaciores
exégenos (Fig. 11), lo que indica que nuestra preparacién clbropléstioa
realmente contiene una buena proporcién de cloroplastos intactos, ya que,
como se ha demosirado, los cloroplastos rotos presentan una escasa capaci-
dad de incorporacién de 14C—acetato en lfpidos (Nakamurs y Yamada, 1975a).
En cambio la incorporacién de radioactividad en los restos acilo de los
aciltioésteres es muy pequefia, lo que concuerda con los resultados pﬁblioa—
dos previamente (Roughan y col., 1976), y se mantieme practicamente cons-

tante a lo largo de la incubacién.

La adioién de cofactores exdgenos, ATP y Coi, a la‘suspenaiﬁn de clo-
roplastos provoca un notable inocremento en la incorporacién de 140-&ceta$o,
tanto en los 1fpidos como en los aciltioésteres (Fig. 12), efecto que ha
sido previamente registirado por numerosos autores (Stumpf y Boardman, 19703
Roughan y col., 19763 Nakamura y Yamada, 1975a). Tal estimulacién ha sido
interpretada por Nakamura y Yamada (1975&) como indicativa de que la envuel-
ta de los cloroplastos es permeable a los nuolebétidos agregados. El gran
aumento que se observa en la incorporacién de radiocactividad en los acile-
tioésteres habié sido notificado anteriormente por Kannangar y Stumpf (1971),
no obstante, sus resultados muestran diferencias mas acentuadas, a favor de
los aciltioésteres, a lo largo del tiempo, ¥y es probahlezqne tales diferen~
cias sean debidas, en parte, al procedimiento analfiico utilizado por dichos
autores (Berron y Mooney, 1968), que, como se ha demostrado pgsteriormente
(Nichols y Safford, 1973), presenta interferencia por parte de los aoiloxi~
Sateres mas polares, particularmente fosfolipidos. La Fig. 12 nos mugatra

igualmete como los cloroplastos aislados de hojas jévenes presentan una ma-



yor capacidad de incorporacién que los obtenidos de hojas maduras, resulta~
do que ya habia sido observado anteriormente (Kannangara y Stumpf, 1971;

Kannangara y col, 1973a).

La composicién de Acidos grasos de las itres fracciones aisladas, Ta~
bla XXI, nos muestra como los &cidos oleico y palmitico acumulan la mayor
parte de la radiocactividad del L4 e acetato incorporado, de acuerdo con
resultados previos de diversos laboratorios (Givan y Stumpf, 19713 Hawke y
col., 19743 McKee y Hawke, 1979). Adem&s la composicién de 4cidos grasos

no marcados (% mesa) nos presenta nuevamente la diferencia de composicién
| entre los restos acilo asociados a los glicerolfpidos y a los aciltioésteres,

como se observé en la hoja entera (Tabla VI, pag. %),

Una cinética de incorporacidn de 14C-acetato en lfpidos y aciliioés~
teres tal como la que se observa en la Fig. 12 sugiere una secuencia de acon
tecimientos que comienza con la entrada del acetato en 198 cloroplastos,
proceso que ha demostrado ser muy réipido (Jacobson y Stumpf, 1972), su pos~
terior incorpofacién a log &cidos grasos, gue tiene lugaf en el estroma
(stumpf, 1975), y subsiguiente transferencia de estos dltimos a los acil-
CoAs, reaccién que ha sido localizada en la envuelta de los cloroplastios

(Roughan y Slack, 1977).

De cualquier forma, los altos porcentajes de inocorporacién detecta-
dos en los acil-Cols, cuando los cloroplastos son incubados en preseacia de
ATP y CoA, indican una participacién activa de los cofagtores agregedos.

Los resultados de una experiencia Dbifactorial disefiada para valorar €l efec
%0 de la adicidén de cofactores, mostrados enm la Tabla XXII, nos ponen de ma~
nifiesto que la presencia de los nuclebtidos afecta principalmente a los
acil-CoAs, siendo el CoA el que parece determinar la estimulacién en la in-
corporacién de radioactividad (Fig. 13). El efecto de los cofactores afladi-

dos trae a colacién la cuestidén de si la envuelia de los cloroplastos es



permeable a loc suciebtidos. Los japoneses Nakamura y Yamada (1975b) han
analizado la cuestién, desde el punto de vista de la biosintesis deyacidos
grasos,en cloroplastos de espinaca aislados, utilizando diversos inhibido—
res de la sintesis de ATP, y en base a la estimulacién de la sintesis que

se aprecia mediante la adicién de ATP, concluyeron que la envuelta cloro-
pléetica es permeable a dicho nuclebtido. Como pruba adicional presentaron
evidencia de que la adicién de ADP estimulaba el desprendimiento de Op en
cloroplastos aislados e intactos. Esta opinién ha sido compartida por oiros
autores (Robinson y Stocking, 1968). Otros autores, por~el contrario, indi-
can gue la envuelia de los clorplastos no es libremente permeable al ATP
(Huber, 1974; Roughan y Slack, 1977). Admitiendo que los nuclebtidos no
permean la membrana, que parece ser la opinién mas generalizada y fundamen-
tada, los resultados mostrados en la Tabla XXII apoyan la secuencia de acon-
tecimientos indicada anteriormente: goetato-—ﬁ—-éoidos g£rasos ~a-a§iltio—
ésteres, y son coherentes con los resultados de Roughan y Slack (1977) acer-
ca de que la acil-~Coi sintetasa es@é ubicada en la envuélta de los cloro-
plastos, mientras que en el estroma dicha actividad es casi nula, y es per—

fectamente asequible a los cofactores agregados.

Si las cosas se desarrollan realmente segin la secuencia propﬁesta,
habrfa que esperar un incremento en la radiocactividad asociada a los acil-
tioésteres una vez que la sintesis de Acidos grasos a partir de 14C~acetaxo
hubiera cesado. Los resultados mostrados en la Tabla XXIII apoyan, en cier—
ta medida, la hipétesis gue comentamos, pues nos muesira un incremento, aun-
gque no myy grande, en la radioactividad incorporada por los aciltiodsteres
en los cloroplastos aislados de hojas de espinaoca que habfan sido incubadas
Previamente con Mg gcetato. La geparacién de la fraccién lipfdica en cla~
ses de 1lipidos, por cromatograffa en ospa fine, nos indicé (Tabla XXIV) que
la radioactividad asociada & las distintas olases de lfpidos no muestra fluo-

tuaciones significativas, 10 que nos lleva a sugerir que no se produde un



intercambio notable de restos acilo marcados entre las distintas fracciones

lipidicas durante el tiempo del ensayo.

La misma esperanza nos animé en el disefio de la experiencia cuyos re-
saltados se exponen en las figuras 14 y 15. En los cloroplastos incﬁhados
en la oscuridad en presencia de cofactores exégenos, y que anteriormente
habian sido incubados en la luz y en ausencia de cofactores, se aprecia un
incremento considerable en la radioactividad de los aciltioésteres, incre—
mento que es tanto mayor cuanto mayor es la concentracién éel ATP afiadido
(Fig. 14). Sin embargo en los lipidos tambien se aprecia un aumento nota-
ble en la radioactividad que es achacable a la presencia de ATF. Poé supues—
10 que estos resultades tienden a contradecir 15 tegis de partida,iimper-
meabilidad de la envuelta cloropléstica a los cofactores exfgenos, sin em-
bargo lo gque resulta mas evidente en la experiencia realizada es que la
presencia de ATP exbgeno afecta mas significativameﬁte a la sintesis de acil-
tioésteres, y que , desde luego, la sintesis de lipidos en la oscuridad, aun-
que notable, es muy inferior a la que se obéerva en los cloroplastos incuba~
dos en la luz (ver Fig. 12). Por todo ello estimamos que, en todo caso, el
ATP no penetra libremente en el interior del cloroplastc, de ahi qué no se
observen grandes diferencias entre las dos concentraciones de ATP empleadas,

y si se aprecien en los aciltioésteres.

Otra forma de interferir la fotofosforilacién, y con ello la sintesis
de &cidos grasos a partir de 14C—acetato en los cloroplastos, es mediante
el uso de desacopladores de la fotofosforilacién. Diversos desacopladores
hen sido empleados en estudios de biosintesis de Soidos grasos (Givan ¥
Stumpf, 1971; Nakamura y Yamada, 1975b). Por otra parte, Nekemura y Yamads
(1975b) demostraron que algunos de estos inhibidores (DCMU, FCCP, C1NH;) mo
interfieren con los enzimas de la sfntesis de Scidos grasos. Asi que el mso
de desacopladores fue otra de las estrategias puestas en préotica para se~
guir la cinética de sintesis de aciltiocésteres en ralacién ocon la preésencia

de cofactores exbgenos.



El Triton X~100 se muestra como un activador de la sintesis de 1{pi-
dos cuando se ensaya a bajas concentraciones, efecto que ha sido ratifica-
do por diversos autores (Stumpf y Boardman, 19703 Givan y Stumpf, 1971;
Roughan y col., 1976; lcKee y Hawke, 1979). Roughan y col. (1979a) han
reexaminado el problema recientemente, y encontraron evidencia que sugie-
re que este efecto puede ser debido a una estimulacién especifica del de-
tergente sobre el enzima acil-ACP:glicerol-3-P aciliransferasa, que se lo-
caliza en la envuelta del cloroplasto, lo que provoca un reciclaje mas ac—
tivo del ACP del cloroplasto, con lo cual se acelera la ruta de sintesis de
Scidos grasos, que gsegin vimos (pag. 18) es dependiente de ACF. Pero a par-
tir de cierta concentracidn la incorporacién de 14c-acetato en los lipidos
decae &e forma considerable, lo que se dabe probablemente a la accidh desa~
coplante del detergente (Neumann y Jagendorf, 1965), que inhibe la sintesis
de ATP, y tambien a la desorganizacién de las membranas cloroplésticas, ha-
bida cuenta de que un cierto grado de integridad estructural es necegaria

para gue la sintesis de &cidos grasos proceda con normalidad.

. Bste doble efecto del Triton ha sido confirmado por nosotros insisten-
temente (Tablas XXV y XXVI, Fig. 16). Por otra parte, Stumpf y Boardman (1970)
sugirieron que la sintesis de lipidos a partir de l4c-aoetaio en los cloro-
plastos depende de la relacidén molar clorofila:Triton en el medio de inou-
bacién, mejor que de la concentracién absoluta de detérgente, e indicaron
que la mixima incorporacifén se alcanza cuando dicha relacién tiene un va-
lor de aproximadamente l. Nosoiros hemos confirmado tal extremo, seglin se

aprecia en la. Fig. 16.

As{ mismo,hemos determinado el tiempo y la temperakura de 1nc@bacién
Sptimos para la sintesis de &cidos grasos en presencia de Triton X-100, que
resultaron ser 60 min y 20°C respectivamente (Fig. 17 ¥ Tabla XXVII). Ademés,

hemos encontrado que el aumento de temperatura tiene un efecto significativo



sobre la relacién oleato:estearato de los lipidos sintetizados en el cloro-
plasto a partir de 14C—acetato, que pasa de‘26,5 a 1,7 cuando la temperatu-
ra se eleva de 20 a 35¢C (Tabla XXVIII). Esta disminucié@ de la sintesis de
oleatec, Que favorece la acumulacién de estearato, debe guardar relacién oon
la reaccién de desaturacién mediada por la estearil-ACP desaturasa (Jacob—

son y col., 1974), y serd objeto de un estudio mas minucioso proximamente.

La incorporacién de radioactividad en &cidos grasos muestira, por otra
parte, una dependencia casi lineal respecto a la concentracibn de clorofila
presente en el medio de incubacién (Fig. 18), resultado similar al obtenido

Nekamura y Yamada {(1975a).

La incorporacién de radioactividad en los aciltioésteres se ve afecta~-
da de forma muy distinta, en relacién con la concentracién de Triton, segin
que existan o no cofactores en el medio. Efectivamente, eﬁ ausencia de oo~
factores exbgenos la sintesis de aciltioésteres a partir de 140—acet€to no
se ve afectada significativamente (Tabla XXV), mientras que la presencia de
cofactores en el medio de incubacién (Tebla XXVI) determina una variacifn
 de los aciltioésteres similar a la que sufren los lffiidos. No encontramos
una expliacacién clara para este fenémeno, pero entendemos gue refleja el
hecho de que la sintesis de lipidos y aciltioésteres se #e influenoiéda de
forma distinta por la presencia de cofaotoies afiadidos, como hemos vénido
manteniendo desde el principio de esta discusibn, posiblemente porque am-

bas actividades estan separadas en el &mbito celular.

El aumento de incorporacién que se aprcia en los acil-~ACPs cuarido la
relacibn molar clorofila:Triton desciende muy probablémente gse relaciona
con la desorganizacifn de la® envueltas cloroplésticas, que pone en coniaoc~

to el ACP exfgeno con los enzimas del estroma.

En ninguna de nuestras experiemcias hemos encontrado estimulaoién por

el Triton X-100 sobre la incorporacién de l4g-acetato en 1fpidos tan elevada



como la descrita por Stumpf y Boardman (1970), quienes registraron aumentos
por un  factor 4,8 y 6,7 para experimentos realizados con cofactores y sin
ellos respectivamente. Nosotros hemos encontrado estimulaciones por un fao-

tor de 1,6 ¥y 2,7, lo que concuerda mejor con los resultados de Roughan y col.
(1976). |

Hesumiendo, creemos haber puesto de manifiesto que el Triton X~100
miestra uvn efecto inhibidor sobre la sfntesis de &cidos grasos en loé clo-
roplastos cuando se sobrepasa una cierta concentracién. Ademés, el detergen-
afecta de distinta forma la incorporacidn de radioactividad en lipidos y a~

ciltioésteres.

Bl otro desacoplador ensayado, ClNH,, al contrario que el Triton X-loo,
se muestra inhibidor de la sintesis de l{pidos a partir de Y6 acetato a to-
das las concentraciones ensayadas, mientras que sobre los aciltibésteres, lo

mismo que el Triton, demuestra poco efecto (Tabla XXIX).

‘Una vez gue se establecid el efecto inhibidor del Triton X-100 y del
cloruro aménico sobre la sintesis de 4cidos grasos a partir de l4C-acetato,
se intentd separar la actividad de sintesis de &cidos grasos de la transfe-
rencia de estos a los aciltioésteres, que segin nuestra hipétesis de traba~
jo tienén lugar en distintos sitios. Los resultados que se exponen enila
Fig. 19 nos muestran como la adicién de Triton X-100, a una incubaciéh de
cloroplastos que se encontraba en un momento de gran aotiﬁidad de siﬁtesis
de &cidos grasos, no varia significativamente la cinética de incorporacién
de radiocactividad en lipidos y aciltioésteres, probablemente porgque el de-
tergente se agregé a una concentracibén a la que no inhibe: severamente la gin-
tesis de &cidos grasos, por no modificar grandemente la permeabilidad de
las envueltas cloroplésticas. La posterior adicién de ATP y CoA produce un
aumento de la incorporacidén en las dos fracciones analizadas, mucho mﬁs pro-

nunciado en los aciltioésteres que en los lipidos (17,5 y 3 veces respecti-



vamente). La estimulacién de la incorporacién de radioactividad en los 1i-
pidos estimamos que resulta propiciada por el aumento de la permeabilidad
de la envuelta cloropléstica producido por el detergente treviamente afadi-

do, que facilita la penetracién de los cofactores exSgenos.

Esta explicacién es tanto mas verosimil cuado se compara con los Tre—
sultados de la experiencia paralela realizada con ClNHA. En efecto, la adi-
cién de este desacoplador produce una clara inflexién en la cinétiqa de
incorporacién de l4C-acetato en la fraccién lipfdica (Fig. 20). La subsi-
guiente adicién de ATP y Coi da lugar a una respussta immediata en la in-
corporacién de radioactividad en los aciltioésteres, y postriormente en los

lipidos.



IV CONCLUSIONES



Las moléculas portadoras de acilo, CoA y ACP, se presentan en ia célu~
la en catidades cataliticas, de ahi que el estudio quimico de los aciltioés-
teres exija la utilizacifén de una masa importante de material de partida, ¥
el empleo de un procedimiento sensible y selectivo. Nosotros hemos analiza-
do la composicién de &cidos grasos de los aciltioésteres de seis tejidos
distintos. Nunca antes se habia realizado wun estudio de este tipo. Los da-
tos que aportamos, zunque insuficientes para hacer generalizaciones. nos
permite apreciar que la composicién de Acidos grasos de los aciltioésteres
varia considerablemente de una especie a otra, lo que no es en abscluto sor-
prendente habida cuenta de la variabilidad de composicién de &cidos grasos
gue se observa enire los tejidos. Pero ademds hemos encontrado que ia com~
posicibén de &cidos grasos de los aciltioésteres y lipidos tambien varfa no-
tablemente dentro de un mismo tejido. Esta diferencia nos indica que la com-
posicién que presentan los lfpidos de un tejido no viene determinada direc-
tamente por el "pool" de aciltioésteres disponible para ia sintesis @e tales
lipidos. Asi que, aunque estd ampliamente demostrado que los acilti&ésteres
pueden actuar como donadores de acilos para la sintesis de los diferentes
glicerolipidos, esta disparidad observada en la composicién de lipidos y
aciltioésteres nos lleva a considerar que la acilacién del esqueleto glice-
ridico de los lfpidos no se realiza por puro azar a partir del "pool" de acil
tioésteres disponible, s8ino que los enzimas implicados deben presantar‘una
notable selectividad por la naturaleza del resto acilo. Tal especificidad

debe ser, asimismo, responsable en parte de la caracteristica disgribucidn



de &cidos gresos saturados e insaturados entre las posiciones de los glice-~

rolipidos.

Por otra parte, no debemos olvidar las modificaciones gue pueden te-
ner lugar en el residuo acilo con posterioridad a su incorporacidén al gli-
cerolfpido. Asf, como ya discutimos ampliamente (pp. 23~28), la sintesis
de 18:2 parece ser que tiene lugar fundamentalmente por desaturacién de la

-0leil-PC, y la del 18:3, segin reciente evidencia, por desaturacifn del
l-linoleil~-MNGDG. Indudablemente que estas modificaciones, producidas preci—
samente en fcidos grasos que son muy importantes cuantitativamente, han de
producir variaciones radicales en la composicién de 4cidos grasos de los
l1fpidos en comparacién con la del "pool" de aciltioésteres del que origi-
nariamente procedian. Entre los tres "pool" de acilos de la célula proba~
blemente, y a la vista de la evidencia acumulada, tieneﬁ lugar los 3iguien—

tes intercambios:

sintesis’ de NOVO — —m| Aoil-mps}wm» Acil-CoAs}—~~~~~~~W»u (ﬁ—oxidacién
~

| ~
ELIPIDOS

Todos los intercambios indicados estan razonablemente documentados. Seglin
esto la composicibn de Lcidos grasos de los acil-ACPs debe reflejar la aoti-
vidad del sistema de siIntesis de novo, incluyendo alargémiento a 18:0 y de~
saturacién a 18:1, y efectivamente en los acil-ACPs siempre estan bien repre
sentados los distintos intermediarios de la ruta; principalmente pafmitato

y oleato. Los acil-CoAs, por su parte, reciben restos adilo de los acil—-ACPs,
por medio del ya citado sistema de conexién tioesterasa~tioquinasa {pag. 28),
y de los 1lf{pidos, por la accién sucesiva de lipasas ¥ tioquinasas. Por tanto
la composicién de Acidos grasos de los acil-Cols es mas hetereogénea en cuan-

40 a procedencia y probablemente esti sujeta a un recambio mas intenso.



Bvidentemente el estudio guimico de los aciltioésteres abre algunos
interrogantes que deberfan ser considerados mas detenidamente. Bl mas sobre-
saliente es el que se refiere a la existencia de &cidos grasos poliinsatura—
dos en los acil-ACPs, que probablemente refleja una actividad enzimética

hasta ahora desconocida, y cuyo significado se nos escapa.

Los estudios metabblicos, realizados con preoursorés radioactivos, de
‘diferentes tejidos nos ponen immediatamente de manifiesto que la composicidn
de fcidos grasos radicactivos, sintetizados en el transcurso de la incubs~
cibn, difiere notablemente de la que presentan los propios lipidos endbge-
nos. En las semillas en germinacién lo que predomina es la sintesis de lipi-
dos de membrana; as{ que en estos tejidos se aprecia una acumulacidén mayori-
taria del preoufsor marcado en los lipidos polares, ocomo hemos podido com-
probar con el gﬁisante. Adem8s, la capacidad de sintesis de lipidos durante
la germinacién és mayor en semillas con bajo contenido de lipidos de reser-
va, guisante, que en las semillas ricas en 1ipidos de reserva, extremo que
hemos podido comprobar repetidamente utilizando otras semillas distintas,

tales como so0ja, alubia, altramuz, y cuyos resultados no se muesiran.

Por el contrario, las semillas oleaginosas en. formacién muesiran una
gran capacidad de incorporacién de precursores marcados en sus li{pidos, ¥
particularmente en sus triglicéridos, como hemos podido verificar en la se-

milla de girasol y en la de cdrtamo (Resultados no expuesios).

En todo caso, la incorporacién de radiocactividad, a gartir de precur-
sores marcados,en los aciltioésieres es siempre pequefia cuando se enéaya el
tejido intacto, 1o gue segyramente se debe a las pequefias cantidades en que
aparecen las moléculas portadoras en la célula. Es por ello que, para esiu-
diar la participacién de dichos portadores, haya que recurrir a extractos
o fracciones subcelulares que son susceptibles de adicibén de cofactores

exbgenos. Realmente nosotros hemos podido conseguir porcentajes importan-



gtes de incorporacmén en acil-Cods y en acil-ACPs ouando enaawabamas eziraon ;kw
’ »;toa libres de células, como en el extracto enzimético de semillas &s gira~ ~f -
,fftgol en formacién, y en los cloroplastos de espinaca, ouyos resultadoa gg

gffghan mostrado a lo largo de este trabajo, o en miorosomas de aguacata, o@g»

'\ytamo ¥ patata, que tambien fueron ensayados con distinta fbrtnna (roaultar
dos no mostradoe)

‘ La semilla de girasol en formaai&n repreeenta una novedad/en lo que
_‘estudios de biosintesis de lfpidos sc refi-re- Hoeotros hsnas padido com-
yrobar que, enaayada oomo tejido intauto, preaeuta»una mayor oapuoidad de
,/noorporacién d@ precursores marcados que otran aamillaa anélogas am?liav :
VVf?mente utilizadaa, oomo ofirtamo y soja, aostrnada aﬁamés una gran ac%ividad
 oleato desaturaaa. Por oira parte, el exxraotc ansiniiaco obtenido por noso-
';tros, mediante un procedimientc muy simple, ¢onaarva las actividades oitaw
das, 1lo que no siempre resulta faotibla, por mor ds la liveracifn, durante
la trituracién del tejido, de sustancias que resultan inhibidoras para de-
‘terminadas act1v1dades enzimfticas, tales como compuastoa fenéliaoa ¥y tani-
nos. Nuestro resultados indioan que la semilla de siraso* un formacién no
contiene grandes cantidades de estas sustaneiau, por lo que son mny adecus~
das para el estudio de determinadas actividades ensimfticas aisladas, parti-

calarmente la oleato desaturasa miorosémiceas

Los oloroplastos aislados comstituyen, por diversos motivos ya ocomen~
tados, un sistema especialmente apropiado e 1nteronante para estudios de bio~
. sintesie de l{pidos, y mas concretamente para él examan del papel dﬂvlaa nom=
léculas poradnras de acilo. En los oloroplastos aiempre se obtienen impor—
tantes incorporaciones a partir de 14cﬁaoatato cuandn ga inouban en presen-
cia de cofactores y de luz. Nosotros creemos habeyr puesto de manifiesto que |
la 1noorporacx&n de radiocactividad en los aciltioésteres y lipidos responden

de distinte forma a la premencia de ‘cofactores exbgenos, resultados que nom




llevan a sugerir.qﬁe mientras que la sintesis de 4cidos grasmos tiene lugar
en el emtroma, y por tanto no es directamente afectada por la presencia de
cofactores agregados en el medio de incubacibn, debido a la existencia de

la envuelta cloropléstica, la sintesis de acil-CoAs, a partir de los &cidos
grasos radioactivos sintetizados en ol interior del cloroplasto, tiene lu-~
gar en la envuelta olorpléstica, en un punto que es asequible a los cofao~

tores adicionados (Fig. 21).

De la importancia de la membrana externa de los cloroplastos er la bio-
sintesis de 1fpidos nos da idea el hecho, sefialado por algunos autores, de
que, excepto una actividad ATPasa, todas las actividades enziméticas deteo—
tadas hasta la fecha en dicha membrana estan relacionadas con el metabolis-
mo lipfdico, lo que denota la implicacién de este sitio celular en el pro-

ceso de biogénesis de membranas.

Ademés, la secuencia gque proponemos, y qﬁe se esquematiza en ls Pig. 21,
es coherente ocon los elevados porcentajes de écidoé grasos libres encontra~-
dos por‘diversos autores cuando se incuban oloroplastos aia;ados. La salida
de los &cidos grieos sintetizados en el estroma al exterior del cloroplasic
- se justifica claramente si tenemos en cuenta las necesidades de resi&ﬁaa
acilo para la sintesis de 1lf{pidos de membrana, asi gque a partir del “pool®
de acil-CoAs formado sobre la envuelta externa del cloroplasto deben satis-
 facerse los requerimientos de acilos para los lfpidos de las membranzs ©lo-
ropléstiocas, MGDG prinocipalmente, y de las membranas miorosémiocas: FC, PG y
PE entre oiros. Por supuesto que el esquema piropuesio sugiere gue la itrane—
:kferonoia de acilos entre el ¢loroplasto y el reticulo endnpléamiéoAse reali-

za con el conourso del Cold como portador.

Desde luego, el destino exacto de los acil-CoAs formado sobre ia en-
~vuelta oloropléstica debe ser estudiado mas detenidamente, y para ello ha-

bré que ensayar los cloroplastos aislados en presencis ds miocrosomas, ¥ és
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Fig. 21. Secuenocia propuesta para serie de aconiecimientos qus
tienen lugar cuando se inouban cloroplastos alslados con
14¢-gcetato. E1 acetato penetra facilmente en el cloro-

* plasto, en donde es activado mediante CoA y ATP endlgenos,
y se convierte en &cidos grsos. Estos £cidos grasos son
transferidos a la envuelta, en donde son convertidos en
‘los correpomdientes acil-CoAs con el concursco de losg
cofactores afiadidos,



en este sentido en el que pensamos investigar proximamente.

Asi pues, y para terminar, podemos asegurar que las moléculas Hortado-
ras de acilo, ACP y CoA, desempefian un papel muy destacado en todas las reao~
ciones del metabolismo que tienen lugar en la fracecién soluble y que impli-
can la participacién de &cidos grasos. En este sentido es perfectamente cla-
ra y coherente la participacién de protadores em las reacciones de sintesis
de &cidos grasds mediadas por enzimas solubles, en tanto que en aguellas re-
acciones que tienen lugar mediante enzimas asooiados a m;mbranas, tales co-
mo las desaturaciones de oleato a 4cidos grasos poliimsaturados, no existe
requerimiento de portador. Es muy probable gque las moléculas portadoras apa—
recieran muy tempranamente en el curso de la evoluoidn, de ahf que partici~
Pen activamente en la formacién de todos aquellos &cidos grasos que estan
universalmemte distribuidos: los saturados y monoinsaturados. En una siguien-
te etapa evolutiva, en la que aparecieron los sistemas membranosos internos
que determinan la compartimentacién caracteristica de la célula eucariética,
ge hizo sentié la necesidad de #cidos grasos mas insaturados que conformaran
la fluidez exigida en las membranas celulares, y esta necesidad es la gue
determina la aparicién de enzimas desaturasas unidad a membranas, gue no re-
quieren la participacién de portadores de acilo, sino gue actunan directames-—
te sobre los restos acilo esterificados en los lfpidos de la membrana, fos-
fatidilcolina en el retfculo endoplésmico y monogalactosildiglicérido en sl

cloroplasto.
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