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INTRODUCCION Y OBJETIVOS



El papel preponderante del etileno como hormona de
la maduracién y senescencia de los vegetales es sobrada-
mente conocido, regulando muchos aspectos de la fisiologia de
las plantas superiores tales como germinacién, crecimiento,

desarrollo y abscisién (Abeles 1973).

Los estudios bioquimicos y fisiolégicos sobre su
biosintesis y modo de accién se han incrementado enormemente
en los ultimos afios, quedando establecida su ruta biosinté-
tica en 1979 con el descubrimiento del acido l1-aminociclopro-
pano-l-carboxilico (ACC) como precursor inmediato de la
hormona (Adams y Yang 1979, Liirssen et al. 1979); segiin el

siguiente esquema:

Metionina ---» S-adenosilmetionina ---%» ACC ---» Etileno

Conociéndose muchos detalles de la ruta biosinté-
tica y del mecanismo de formacién de la hormona, la atencién
se ha centrado en resolver las numerosas cuestiones ain
pendientes en la bioquimica del etileno, en temas como:
regulacién de su biosintesis, inhibicién de la misma, modo de
accion de 1la hormona y naturaleza de algunos enzimas

implicados.

Aunque se han realizado importantes progresos en el
conocimiento del modo de accién del etileno y de su regula-
cién, quedan todavia muchos puntos oscuros. Asi, se tiene

poca informacidén sobre el enzima que cataliza la transfor-
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macion del ACC en etileno. Este enzima, denominado enzima
formador de etileno (EFE), no ha podido ain ser aislado y

caracterizado in vitro.

En el afio 1971 un grupo de investigadores del
Instituto de la Grasa y sus Derivados inicid el estudio de
los procesos bioquimicos y fisiolégicos 7que tienen lugar
durante la abscision de la aceituna. Dicho grupo centrdé su
atencién en el sistema enzimdtico acido indolacético (AIA)
oxidasa/peroxidasa, de amplia distribucién en el reino
vegetal y cuya implicacién en los procesos de maduracioén,

senescencia y abscisién era reconocida.

Tras el descubrimiento del ACC como precursor inme-
diato del etileno y teniendo en cuenta las propiedades
encontradas para el sistema AIA-oxidasa/peroxidasa (Vioque et
al. 1978a, b), este grupo de investigacidén propuso que este
sistema enzimdtico podria actuar in vivo en el paso ACC ---»

etileno (Vioque et al. 1981).

A partir de entonces son numerosos los trabajos
aparecidos que relacionan las peroxidasas con el EFE (para
revision ver Boyer y De Jaegher 1986). No obstante, los datos
aportados no son suficientemente consistentes y faltan

evidencias claras para demostrar esta participacién in vivo.

El conocimiento del control del crecimiento, madu-
racion y senescencia de los vegetales resultaria trascenden-

tal para las practicas hortofruticolas y agricolas. La apli-



cacién de retardadores y aceleradores (tanto naturales como
sintéticos) de estos procesos no tiene todavia gran difusién,
debido sobre todo al desconocimiento de los mecanismos basi-
cos de regulacién y de las vias biosintéticas de las hormonas

implicadas en dichos fenémenos.

Por todo ello, continuando con la linea de investi-
gacién iniciada, y a la vista de los escasos conocimientos
existentes sobre la conversién del ACC en etileno, en cuanto
a la naturaleza del EFE, las interacciones con otras hormonas
¥y su relacién con las peroxidasas, se han planteado en esta

Tesis los siguientes objetivos:

1.- Estudio de las caracteristicas del enzima formador de
etileno in vivo, para lograr una mejor identificacién del

mismo.

2.~ Profundizacién en el conocimiento de los mecanismos bio-.
quimicos de la accidén in vitro del sistema AIA-oxidasa/
peroxidasa sobre el ACC liberando etileno. Con ello se
pretende dilucidar si la hipétesis establecida por Vioque
et al. en 1981 considerando dicho sistema como el activo
fisiolégicamente, cuestionada por diversos autores, puede
recibir un apoyo decisivo o por el contrario debe ser

rechazada.



ANTECEDENTES



1.- EL_OLIVO

El material vegetal utilizado en las experiencias
es el olivo (Olea europaea L.) y en concreto la variedad
Picual, la mds representativa del olivar andaluz, ya que

ocupa un 44% de su superficie.

La gran importancia de este cultivo en la Comunidad
Auténoma de Andalucia viene dada no sélo por su extensién
(mds de un tercio de las tierras cultivadas) y su produccién
(325.000 T de aceite y 100.000 T de aceituna de mesa en
1988), sino por el valor de las mds de 300 millones de
jornadas de trabajo que se consumen cada afioc en la recolec-
cién y elaboracién de los productos derivados del olivar

(Lopez de la Puerta 1985, Junta de Andalucia 1988).
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2.- IMPORTANCIA DEL ETILENO

El etileno es el compuesto orgédnico insaturado mas
sencillo, gas en condiciones fisioldgicas, que influye sobre
el crecimiento de las plantas en concentraciones pequefii-
simas, siendo sus efectos importantes desde el punto de vista

cientifico y comercial (Yang y Hoffman 1984).

En 1901 Neljubow identificé al etileno como el
activo componente del gas del alumbrado que causa la triple
respuesta en el guisante etiolado: reduccién de la elonga-
cién, engrosamiento del tallo y orientacién horizontal. No
obstante hasta 1934 no se tuvieron pruebas concluyentes de
que el etileno era producido por vegetales (Gane 1934). Desde
entonces se ha demostrado que casi todos los érganos de los
vegetales superiores lo producen y que juega un papel impor-
tante en la regulacién de mGltiples procesos, que alcanzan

desde la germinacién a la senescencia (Abeles 1973).

2.1.~- Efectos sobre el crecimiento vy el desarrollo

El etileno puede ser considerado como un inhibidor
del crecimiento ya que, en general, inhibe la elongacién ce-
lular. Su accién produce ademds un engrosamiento de los teji-

dos puesto que no afecta a la entrada de agua en las células.

Esta accién inhibidora se traduce en fenémenos como

la tigmomorfogénesis o disminucién de la longitud e incremen-



to radial de internudos (Biro y Jaffe 1984), disminucién de
la formaci6én de raices adventicias y del tamafio de las mismas
(Mullins 1972), inhibicién de la elongacién de tallos
{Abdel-Rahman y Cline 1989), cierre del gancho terminal de
tallos de semillas germinadas, epinastia, inhibicié# de la

expansién foliar, etc. (Abeles 1973).

Otros aspectos del desarrollo estédn también bajo el
control del etileno: dormancia de semillas, diageotropismo,
hipertrofia de lenticelas, etc. Incluso el sexo de las flores
unisexuales de plantas monoicas parece estar influenciado por

esta hormona (Hume y Lovell 1983).

2.2.- Efectos fitogerontolégicos

El etileno interviene en todos los procesos que
conducen a la alteracién de la estructura celular que prece-

den a la senescencia de tejidos vegetales.

Juega un papel critico en la regulacién de la
senescencia de flores, y la mAxima produccién puede asociarse
con el inicio de otros sintomas como marchitez, desorgani-
zacién celular, etc. (Wang y Woodson 1989). Asi mismo la
senescencia de las hojas y la abscisién de 6rganos (frutos,
flores, hojas) estan estrechamente relacionadas con la evolu-
cién de los niveles endégenos de etileno y una aplicacién
exdogena de la hormona acelera dichos procesos (Roberts et al.

1984).
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La evidencia de la implicacién del etileno en la
maduracién de frutos es irrefutable. En frutos climatéricos
la maduracién se caracteriza por una produccién autocatali-
tica de etileno que provoca el "disparo" de las reacciones
asociadas a dicho proceso, caracteristica que no presentan
los frutos no climatéricos. No obstante, un tratamiento con
etileno de frutos no climatéricos inmaduros provoca la apari-

cién de sintomas de maduracién (Brady 1987).

2.3.- Efectos sobre el metabolismo

La exposicién de tejidos vegetales a atmésfera de
etileno promueve un aumento de la sintesis y actividad de un
gran namero de sistemas enzimédticos: fosfatasas, catalasa,
celulasas, lipasas, polifenol oxidasas, p-1,3-glucanasa

(Felix y Meins 1987), peroxidasas (Smith et al., 1983), etc.

La respiracién es promovida o incrementada eﬂ
muchos tejidos vegetales tras un tratamiento con etileno,
siendo acompanada en frutos de desvertizacién, es decir
degradacién de clorofilas y aumento del contenido en carote-

nos y antocianinas (Abeles 1973).

A pesar de todo lo ya dicho, una de las més
destacadas funciones del etileno reside en el control de los
niveles endégenos de otras hormonas. Puede reducir los
niveles de AIA o aumentarlos segin el tipo de tejido y su

estado fisioldgico. La interaccién entre estas dos hormonas
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es un tema de gran interés para el estudio de los fenémenos
de maduracién y abscisién. También se ha demostrado que el
etileno inhibe fuertemente el transporte basipétalo de

auxinas (Suttle 1988).

2.4.~ Etileno de estrés

La tendencia de cualquier situacién de estrés a
promover la produccién de etileno ha provocado la aceptacién
del término "etileno de estrés'". Aunque el significado fisio-
l6gico de esta estimulacidén no estd claro, se sabe que esté
asociado a tejido vivo ya que un dafio severo provoca el cese
de su sintesis. Entre las causas que inducen el etileno de
estrés se encuentran: radiacién, herida, infeccién, alta y
baja temperatura, sequia, inundacién y agentes contaminantes
como metales, ozono, herbicidas, etc. (Yang y Hoffman 1984).
Se ha propuesto que el etileno de estrés seria una respuesta
adaptativa que capacitaria a las plantas a resistir situa-
ciones adversas estimulando la inactivacién de sustancias
toxicas (Liu et al. 1985). Esta hipétesis estid apoyada por la
conocida implicacién del etileno en la resistencia de los
tejidos heridos a celulasas (Geballe y Galston 1982) y en la
activacién de la quitinasa frente a invasiones fingicas

(Boller et al. 1983).
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3.- EL _ACIDO INDOL-3-ACETICO Y LAS PEROXIDASAS

3.1.- El 4cido indol-3-acético (AIA)

La idea de la existencia de sustancias promotoras
del crecimiento (auxinas) en vegetales es muy antigua y ya en
el siglo XVIII Sachs propuso que "sustancias formadoras de
raices son producidas en las hojas y desplazadas hacia los
tallos". La identificacién del &4cido indol-3-acético (AIA)

como auxina fue realizada en 1934 por Thimann y Skoog.

El AIA participa en la regulacién de importantes
fases de la vida de los vegetales superiores, no quedando su
accién limitada a aquellos procesos que implican crecimiento
o divisién celular. En general, se sintetiza en érganos jéve-
nes (hojas, brotes, yemas) y sufre un transporte basipétalo
hacia otros o6rganos (Barcelé et al. 1987). A nivel celular
provoca un crecimiento en longitud (Cookson y Osborne 1979) a
través de un mecanismo de induccién de sintesis de proteinas
(Grierson et al. 1982). Muchos procesos de organogénesis como
el desarrollo de nuevas raices (Mato y Vieitez 1986), parte-

nocarpia, etc. estdn también bajo control auxinico.

De alguna manera el AIA estd asimismo implicado en
los fendémenos de maduracién y senescencia. Altos niveles de
auxina provocan un aumento de la sintesis de etileno que a su
vez reduce los contenidos de AIA por un mecanismo de retro-

alimentacidén negativa, promoviendo el disparo de la madura-
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cién de frutos (Balagué et al. 1983) o de los procesos celu-
lares que llevan a la senescencia de tejidos (Cook y Van

Staden 1988).

Dada la importancia del AIA como fitohormona, la
regulacion de sus niveles endégenos tiene una indudable
importancia fisiolégica. En vegetales superiores existen dos
mecanismos béasicos, ademids del control de su biosintesis,
para regular el contenido en auxina: su conjugacién con
agicares o aminoidcidos y su oxidacién por peroxidasas a
través de la actividad AIA-oxidasa (Schneider y Wightman
1974), existiendo evidencias que muestran que este Gltimo
sistema controla los niveles de AIA libre en los tejidos

(Aharoni y Yang 1983, Sabater et al. 1983).

3.2.- Las peroxidasas

La ihportancia de las peroxidasas estriba en su
cabacidad de catalizar un amplio niimero de reacciones bioqui-
micas. Pocos enzimas han atraido tanta atencién como ellas
debido a su amplia distribucién, versatilidad, gran nimero de
isoformas, su aparente localizacién en cualquier parte de la
célula, la increible cantidad de sustratos y donantes de hi-
drégeno con los que pueden actiar y su variacidén en nimero y

actividad durante los procesos fisiolégicos (Gaspar 1986).

Kenten demostrdé en 1955 que el AIA puede ser degra-

dado por peroxidasa purificada en ausencia de peréxido de
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hidrégeno. Desde entonces muchos investigadores han profun-
dizado en esta cuestién, quedando establecido que la oxida-
cién de auxina por peroxidasas sirve para controlar la con-
centracién de fitohormona in vivo, estando ademds ligada a la
oxidacién de otros sustratos adecuados tales como fenoles
(Grambow 1986). Esta dualidad de funciones (peroxidasa/AIA-
oxidasa) ha sido explicada en base a la presencia de dos
centros activos en la misma proteina o a la existencia de di-
versos isoenzimas (unos con actividad peroxidasa y otros con
actividad AIA-oxidasa). Hoy se piensa que distintos isoenzi-
mas tienen diferente capacidad de destruir el AIA seglin su
potencial de 6xido-reduccién y que en condiciones favorables
todos pueden exhibir actividad AIA-oxidasa dependiendo de la
presencia o ausencia de modificadores alostéricos (Rama Rao

et al. 1982, Acosta et al. 1989).

Las auxinas pueden promover la secrecién o libera-
cién de enzimas especificos, entre ellos las peroxidasas.
Esta secrecidn, localizada principalmente en la pared celu-
lar, puede influir profundamente en los procesos de creci-

miento y desarrollo de los vegetales (Jones 1986).

El papel del sistema AlA-oxidasa/peroxidasa en los
procesos de abscisién, maduracién y senescencia parece
ampliamente probado. Asi en 1966 Schwertner y Morgan confir-
man que dicho sistema regula in vivo la abscisidén del
algodén, concluyendo que el mecanismo de control implica la

destruccién del AIA via AlA-oxidasa. Frenkel (1972) encuentra
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asimismo un acusado aumento de la actividad AIA-oxidasa
durante la maduracién de peras y tomates. Por su parte Vioque
y Albi (1975) demuestran que durante la maduracién de las
aceitunas se produce una acumulacién de peroxidasas en la
zona de abscisidén de las mismas, correlaciondndose dicha acu-
mulacién con la disminucién de las fuerzas necesarias para
desprender los frutos del &rbol. A pesar de todo, la funcién
precisa del sistema AIA-oxidasa/peroxidasa en estos procesos
es controvertida debido a la ya comentada dualidad de activi-~

dades, que se presenta incluso a nivel de isoenzimas.

3.3.- Relacién auxina-etileno

El hecho de que el AIA promueve la produccién de
etileno en tejidos vegetales fue descubierto inicialmente por
Zimmerman y Wilcoxon (1935). En tejidos vegetativos, la
sintesis de etileno parece estar regulada por los niveles de
auxina libre. De acuerdo con esta hipétesis, los elevados
niveles de etileno se asocian con tejidos ricos en AIA
(Abeles 1973). Se ha observado también que en frutos en
maduracién el contenido en auxina crece 3-4 veces antes de
iniciarse una elevada produccién de etileno, decayendo luego
a su nivel inicial (Mousdale y Knee 1981). No obstante en
frutos no se encuentra la relacién entre AIA libre y etileno
que se da en tejidos vegetativos; se cree que la auxina actia
como disparador de la produccién de etileno y més tarde se

regularia su sintesis con independencia del contenido en AIA
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(Roberts y Osborne 1981).

Kang et al. (1971) estudiaron la influencia de
niveles supraéptimos de auxina (10°°-10"> M) sobre la produc-
cién de etileno, encontrando que niveles altos de AIA son
necesarios para estimular el "sistema formador de etileno”,
incrementandose su produccién con el aumento de concentracién
de auxina. Asimismo se ha estudiado la regulacién del etileno
inducido por AIA en haba mung [Vigna radiata (L.) Wilczek] y
en guisante, donde la auxina estimula varios cientos de veces

la liberacién de etileno (Jones y Kende 1979).

Aunque Franklin y Morgan (1978) observaron un répi-
do incremento en la produccién de etileno tras un tratamien-
to con AIA en 3egmentos de sorgo, la mayor parte de los in-
vestigadores (Lau et al. 1978, Konze et al. 1978, Yu y Yang
1979, Arteca et al. 1988) encuentran un periodo de induccién
de horas o incluso de dias entre el tratamiento con auxina f
la estimulacién de la produccién de etileno. Estas diferen-
cias en la respuesta de los tejidos a un tratamiento con au-
xina puede deberse a la utilizacién de distintas concentra-
ciones de la hormona. Asi Steen y Chadwick (1973) encuentran
que la cicloheximida inhibe la produccién de etileno inducida
por auxina cuando se usan altos niveles (10-5 - 107" M) de
ATA, pero no si la concentracién de AIA es de 10-6 M. Esto
significaria que a bajos niveles el AIA puede incrementar la

produccién de etileno per se, mientras que a concentraciones

mayores la produccién de etileno inducida por auxinas estaria
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asociada con la sintesis de RNA y proteinas (Lieberman 1979).

La proteina sintetizada por induccién auxinica, el
enzima Acido 1-aminociclopropano-l-carboxilico sintasa, per-
mite la formacién del precursor inmediato del etileno (Yoshii
e Imaseki 1982). Ahora bien, el hecho de que la produccién de
etileno decaiga rdpidamente si se elimina el AIA del tejido
pretratado o si se afade cicloheximida para inhibir una pos-
terior sintesis de proteinas, lleva a la conclusién de que el
producto inducido por auxina es bastante ldbil (Imaseki et
al. 1982), siendo necesaria una presencia continua de AIA

para mantener los niveles de etileno.

A su vez el etileno provoca alteraciones sobre la
normal distribucién del AIA endégeno y de 1la actividad
peroxidasa (Smith et al. 1983). La separacién de las funcio-
nes del AIA y del etileno en varios fenémenos es complicada,
debido a la intima relacién entre los efectos de la auxin;
sobre la sintesis de etileno y los efectos del etileno sobre

el metabolismo del AIA (Ursin y Bradford 1989).

De todo lo anteriormente expuesto se concluye que
AIA y etileno son dos importantes fitohormonas que estén
implicadas en el control de los procesos de desarrollo, madu-
racién y senescencia. Los efectos a veces contrapuestos, de
estos dos reguladores pueden ser consecuencia de la interfe-
rencia sobre una reaccién o serie de reacciones comunes

(Fukuyama y Moyed 1964),
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4.- BIOSINTESIS DEL ETILENO

Es evidente el importante papel que juega el
etileno en la fisiologia de las plantas. La atencién que esté
recibiendo en las dos f{ltimas décadas el estudio de su
biosintesis es enorme. No obstante, la tarea de identificar
los precursores no fue fécil, puesto que, tejidos que
desprenden altas cantidades de etileno no lo producen tras un
proceso de homogeneizacién. Por este motivo los avances en
este campo se hicieron administrando metabolitos marcados

(Yang 1974) o utilizando sistemas modelo.

4.1.- Fuentes primarias de etileno en vegetales superiores

Debido a la sencillez de la estructura quimica del
etileno son muchos los compuestos que pueden originarlo y que
por tanto han sido propuestos como precursores: &cido linolé-
nico, propanal, P-alanina, Acido acrilico, 4cido PB-hidroxi-
propibénico, etionina, etanol, dcido acético, adcido fuméarico,

y metionina.

4.1.1.- Metionina como precursor

En 1964 se puso de manifiesto que en sistemas
quimicos in vitro se producia etileno a partir de la metio-
nina (Lieberman y Mapson 1964). Posteriormente se encontré
gque la metionina marcada producia eficientemente etileno en

tejidos de manzana y que al igual que en el sistema modelo,
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provenia de los carbonos 3 y 4 de la metionina (Lieberman et
al. 1966). Aunque se comprobé més tarde que las reacciones
que sufria la metionina en el sistema quimico no eran fisio-
lé6gicas, las observaciones de que la capacidad de producir
etileno se relacionaba en tejidos vegetales con la capacidad
de convertir metionina en etileno (Lieberman 1979), apoyaban
la idea de que sélo la metionina era el precursor del etileno

en plantas superiores (Yang y Hoffman 1984).

4.1.2.- Acido linolénico como precursor

Aunque no se duda hoy del papel de la metionina
como fuente primaria del etileno, se ha observado que algunos
tejidos iluminados en presencia de Cuz’ pueden producir
etileno a partir de la peroxidacién de lipidos (Sandmann y
Boger 1980). Se piensa que al avanzar la maduracién de los
frutos hay un cambio en el precursor, de metionina a lipidos
(4cido linolénico) provenientes de la ruptura de membranas
celulares tras la fase climatérica (Lieberman 1979). No
obstante, las Giltimas investigaciones de Wise y Naylor (1988)

ponen en duda estas hipbétesis.

4,2.~- Ciclo de la metionina

4.2.1.- Ruta biosintética

La ruta biosintética del etileno quedé completada

tras el descubrimiento de dos intermediarios entre metionina
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y etileno: la S-adenosilmetionina (SAM) (Adams y Yang 1977) y
el 4cido l-aminociclopropano-l-carboxflico (ACC) (Adams y

Yang 1979, Liirssen et al. 1979).

El hecho de que la conversién metionina ---»
etileno requiera O2 y sea inhibida por dinitrofenol, un
desacoplante de la fosforilacién oxidativa, llevé a Murr y
Yang (1975a, b) a la conclusién de que la SAM, que es sinte-
tizada a partir de metionina y ATP, era un intermediario en
la biosintesis del etileno. Poco mas tarde fue confirmada la
idea al encontrar que la metionina marcada era transformada
en 5’-metiltiorribosa (MTR) y 5'-metiltioadenosina (MTA),
compuestos que 86lo pueden derivar de la metionina, en

tejidos vegetales, via SAM (Adams y Yang 1977).

Aunque el ACC fue aislado en 1957 a partir de
manzanas (Burroughs) y de arédndanos rojos (Vdhdtalo y
Virtanen), no se conocié su significado fisiolégico hasta que
comparando el metabolismo de la metionina en aire y en atmés-
fera de nitrégeno, Adams y Yang (1979) encontraron que el ACC
se acumulaba en los tejidos durante las experiencias en
condiciones anaerogias. Al exponer otra vez los tejidos al
aire, desaparecia el ACC y se formaba de nuevo etileno. Estas
observaciones se interpretaron en el sentido de que el ACC
era un intermediario entre SAM y etileno. Por su parte,
Lirssen et al. (1979) llegan a la misma conclusién baséndose
en que la SAM es andloga a la S-metilmetionina, precursor del

ACC en sintesis orgénica, y en la estimulacién que ejerce el
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ACC exégeno sobre la produccién de etileno in vivo.

Con la demostracién de la intervencién de la SAM y

del ACC, la ruta biosintética del etileno quedé como sigue:
Metionina ---» SAM ---» ACC ---» Etileno

El enzima responsable del primer paso, ATP:
metionina adenosiltransferasa (EC 2.5.1.6), fue primeramente
purificado a partir de levaduras por Chiang y Cantoni en 1977
y, dos afios més tarde, se demostrdé su presencia en tejidos
vegetales y su relacién con la biosintesis del etileno (Kongze
y Kende 1979a). El enzima necesita activar la metionina con

ATP para permitir la unién del nilcleo de adenina.

El paso SAM ---» ACC estd catalizado por la
ACC-sintasa, enzima aislado de frutos de tomate por Boller et
al. (1979), los cuales calcularon una K, de 13 UM para 1;
SAM, su sustrato especifico. Los progresos en la purificacién
del enzima han sido lentos debido a su inestabilidad y a los
bajos contenidos presentes en cualquier tejido vegetal. Se
sabe que, es dependiente de fosfato de piridoxal ya que se
inhibe por aminoetoxivinilglicina (Adams y Yang 1979), siendo
también inhibido por su propio sustrato SAM (Satoh y Yang
1989), tiene un peso molecular de 55.000-58.000 daltons
estimado por filtracién en gel (Acaster y Kende 1982) y su pH
6ptimo es béasico (Yu et al. 1979). La transformacién de la

SAM en ACC parece ser el paso limitante en la biosintesis de
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etileno, por lo que el enzima necesita formarse o activarse
para que la produccién de la hormona se mantenga de forma

continuada (Yang y Hoffman 1984).

El dltimo paso de la ruta biosintética del etileno,
la oxidacién del ACC, es el menos conocido a pesar de ser el
mi4s investigado. El enzima formador de etileno (EFE) no ha
sido todavia aislado y caracterizado in vitro. Mads adelante
se desarrollard con mayor amplitud este tema, objeto

principal de nuestros estudios (Apartado 5).

4.2.2.- Reciclado

Como los niveles de metionina en los tejidos vege-
tales son demasiado bajos para mantener una produccién
continuada de etileno, Baur y Yang concluyeron en 1972 que
ésta debe ser reciclada. Esta hipétesis estaba de acuerdo con
la observacién de que no se liberaban compuestos de azufré
volatiles en tejidos de manzana tratados con [3SS]metionina
(Burg y Clagett 1967). Los estudios de Adams y Yang (1977)
que demostraron que el grupo cnss- de la metionina se
recuperaba como MTA, y de Murr y Yang (1975a) que probaron
que la MTA marcada era reciclada a metionina, permitieron
arrojar luz sobre el ciclo de la metionina. Asi en 1982 Yung
et al. establecieron que el grupo metil-tio de la metionina
es regenerado continuamente, mientras que la porcién de 4

carbonos deriva de la porcién ribosa del ATP.
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El primer paso de la ruta de reciclado es la degra-
dacién de la MTA por el enzima MTA nucleosidasa para formar
MIR y adenina. El enzima es tan activo que la MTA se hidro-
liza tan pronto como se forma a partir de la SAM. La adenina
se recupera como ADP y ATP (Giovanelli et al. 1983) mientras
que la MTR debe fosforilarse (MTR-kinasa) a MTR-1-P antes de
transformarse en Aacido o-ceto-Y-metiltiobutirico (KMB). En
esta 1fdltima conversién intervienen al menos tres enzimas,
aunque no estdn claros los detalles de las reacciones.
Finalmente el paso de KMB a metionina estd regulado por una
transaminasa con L-glutamina como principal donante de grupos

amino (Miyazaki y Yang 1987a).

A continuacién se representa el ciclo de la metio-
nina con sus dos vias: produccién de etileno y biosfntesis de

poliaminas (Fig. 1), adaptado de Yang y Hoffman (1984).

4,.3.- Conjugacién del ACC

En 1981 Apelbaum y Yang observaron que la cantidad
de ACC que desaparecia durante un periodo de incubacién de
tejidos vegetales con ACC exégeno era mayor que la cantidad
de etileno liberada, sugiriendo la existencia de un metabo-
lismo del ACC. Aunque el ACC puede ser desaminado a é&cido
a-cetobutirico por algunos microorganismos (Honma y Shimomura

1978), esta reaccién no se da en vegetales superiores.

Amrhein et al. (1981) encontraron que el ACC exé-
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Fig. 1.- Ciclo de la metionina en relacién con la biosintesis
de poliaminas y etileno. Abreviaturas: ACC, acido l-aminociclo-
propano-l-carboxilico; Ade, Adenina; KMB, &cido 2-ceto-4-metil-
tiobutirico; MACC, &cido N-(malonilamino)ciclopropano-l-carbo-
xilico; Met, Metionina; MTA, 5'-metiltioadenosina; MTR, 5'-me-
tiltiorribosa; MTR-1-P, S5'-metiltiorribosa-1-fosfato; SAM, S-
adenosilmetionina. Adaptado de Yang y Hoffman (1984).
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geno suministrado a semillas de trigo sarraceno era conjuga-
do a &cido N-malonilaminociclopropano-l1-carboxilico (MACC).
La existencia natural del MACC fue confirmada poco mas tarde
en hojas de trigo (Hoffman et al. 1982b). Como la mayor parte
de los tejidos vegetales son capaces de metabolizar el ACC a
MACC, el enzima responsable parece ser constitutivo (Amrhein
et al. 1982). El enzima, N-maloniltransferasa, ha sido aisla-
do y caracterizado de semillas de haba mung (Vigna radiata)

por Kionka y Amrhein (1984),.

A nivel celular, el MACC es sintetizado en el
citosol y acumulado posteriormente en la vacuola. El trans-
porte del MACC estaria regulado no sélo por su concentracién
en el citosol sino también por el contenido extracelular
(Bouzayen et al. 1988). El sistema responsable de la intro-
duccién del MACC en la vacuola parece ser el transportador de
aminodcidos dicarboxilicos y necesita ATP (Tophof et al.

1989).

La N-malonizacién de D-aminodcidos es un proceso de
desintoxicacién comin en plantas superiores. Puesto que el
ACC no tiene carbonos asimétricos, puede ser reconocido como
D o como L-aminodcido; por tanto la malonizacién del ACC
podria estar catalizada por el mismo enzima o por enzimas que
exhiban especificidad cruzada respecto a los D-aminodcidos
(Yang y Hoffman 1984). La mayor parte de los trabajos sobre
este tema apoyan la hipbétesis de que se trata del mismo

enzima: el enzima es estereoespecifico (Satoh y Esashi



1984a), reconoce al ACC como un D-aminodcido (Liu et al.
1984a), y el ACC y algunos D-aminodcidos exhiben una mutua

inhibicién competitiva (Su et al. 1985).

El significado biolégico del MACC, al tratarse de
un producto metabdlicamente inactivo obtenido por una reac-
cién irreversible, seria el de regular los niveles endégenos
de ACC y por tanto la produccién de etileno. Cuando se inhibe
la formacién de MACC, queda mids ACC disponible para la
biosintesis de etileno, la cual se ve estimulada en todos los
tejidos vegetales estudiados con la excepcién de las manzanas

(Romojaro et al. 1986).

Se ha encontrado que tratamientos con altas
concentraciones de MACC dursnte perfodos prolongados de incu-
bacién inducen una reversién del MACC a ACC estimulando la
produccién de etileno (Jiao et al. 1986). Aunque se cree que
el MACC no es una forma de almacenamiento de ACC, se haﬂ
descrito reducciones fisioldgicas de los niveles de MACC que

promueven la senescencia (Hanley et al. 1989).

El hecho de que el etileno promueva la capacidad de
conjugacién del ACC y de los D-aminodcidos hace pensar que el
MACC es ademds una via de salida en la autorregulacién de la
produccién de etileno. Un exceso de etileno llevarfa a una
malonizacién del ACC que seria apartado de la ruta de
sintesis del etileno, el cual veria frenada su produccién

(Liu et al. 1985).
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4.4.- Regulacién de la biosintesis de etileno

La produccién de etileno estd regulada por un gran
nGmero de factores ambientales y de desarrollo. Su sintesis
se induce durante ciertos estados de crecimiento tales como
germinacién, maduracién de frutos y abscisién y senescencia
de Organos. Entre los factores externos que influyen en su
liberacién destacan: lesiones mecénicas, estrés ambiental y

ciertos productos quimicos como hormonas y poliaminas.

Por otra parte, el etileno juega un papel
importante en el inicio de la maduracién de frutos climaté-
ricos, funcionando como disparador de la misma. Tanto en el
proceso de maduracién como en los de abscisién y senescencia,

se produce una regulacién autocatalitica del etileno.

4.4.1.- Regulacién por poliaminas y hormonas

La ruta biosintética de las poliaminas estd estre-
chamente conectada con la del etileno a nivel de la SAM (Fig.
1). Aunque la aplicacién exégena de poliaminas inhibe la
sintesis de etileno via ACC-sintasa (Hyodo y Tanaka 1986),
las vias no parecen ser activamente competitivas in vivo dado
que los niveles endégenos de poliaminas son siempre suficien-
temente bajos como para no ejercer ningin efecto (Kushad et

al. 1988).

Ya se comentd (capitulo 3) que en tejidos vegeta-

tivos la produccién de etileno estd regulada por los niveles
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de auxina libre a través de un proceso de induccién enzimé-
tica (Yang y Hoffman 1984). El 4cido abscisico, una hormona
promotora de la abscisién de 46rganos, inhibe la biosintesis
de etileno end6geno a nivel del enzima ACC-sintasa,
estimulando por el contrario la conversién de ACC exégeno en

etileno (Tan y Thimann 1989).

Las citoquininas estimulan la biosintesis de etile-
no, teniendo un efecto sinergistico sobre la utilizacién del
ACC en tejidos estresados (Khan y Prusinski 1989). La combi-
nacién de auxinas y citoquininas promueve la produccién de
etileno durante la formacién de yemas axilares, siendo difi-
cil establecer una relacién causa-efecto (Gaspar et al.

1989).

4,4.2.~ Autorregulacién

El etileno es capaz de regular su propia sintesis
bien autoestimulandola bien autoinhibiéndola, segiin el tipo

de tejido y su estado fisiolégico.

En frutos en maduracién y flores senescentes el
etileno promueve su propia produccién mediante un proceso
fisiolégico complejo y probablemente indirecto, que afectaria
de alguna forma a la sensibilidad de los tejidos a su accién
y también a los niveles de ACC y a la actividad del EFE (Yang

y Hoffman 1984).

Por el contrario, la autoinhibicién de la sintesis



de etileno es rdpida y se da en numerosos tejidos vegetati-
vos, habiéndose sugerido que actuaria disminuyendo la
cantidad de ACC disponible mds que inhibiendo actividades

enzimidticas (Riov y Yang 1982).

4.4,3.- Etileno inducido por estrés

Sea cual sea el origen (mecidnico, hidrico, de
temperatura, etc.) en todos los casos los niveles de ACC y la
actividad ACC-sintasa, que son bajos antes del estimulo,
aumentan rédpidamente. Estudios con inhibidores de la trans-
cripcién (Acaster y Kende 1982) y de la sintesis de protei-
nas (Wang y Adams 1982) sugieren um proceso de induccién
enzimidtica de la ACC-sintasa semejante al producido por el

AIA,

4,4.4.- Regulacién por la luz y el COZ.

Luz ¥y CO2 son dos importantes reguladores de la
biosintesis del etileno cuyos efectos, a veces dispares, son
de dificil separacién debido a la influencia de la luz sobre
los niveles tisulares de CO2 durante la fotosintesis (Preger

y Gepstein 1984).

En presencia de altas concentraciones de COZ, la
luz promueve la produccién de etileno estimulando el EFE e
inhibiendo 1la conjugacién del ACC en MACC (Weckx et al.

1989). Otros efectos de la luz, como el control del etileno
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durante la floracién, parecen ser regulados a través del

fotoperiodo y el fitocromo (Machickovd et al. 1989b).

Por su parte el CO2 estimula la produccién de
etileno a bajas concentraciones (Jiao et al. 1987), mientras
que, por el contrario, altos niveles de CO2 inhiben la sinte-
sis de etileno en frutos (Cheverry et al. 1988). Estos hechos
llevan a la sugerencia de que el efecto del CO2 se ajusta a
una curva que estimula a bajas concentraciones e inhibe a

altas concentraciones (Tan y Thimann 1989).

4.4.5.- Regulacién por precursores

El ciclo de la metionina tiene una cierta capacidad
de autorregulacién ya que la ACC-sintasa puede ser inhibida
débilmente por MTA (inhibicién por producto) y la MTA nucleo-
sidasa es inhibida competitivamente por la adenina, uno de
sus productos. No obstante la capacidad de funcionamiento dei
ciclo es amplia y la recuperacién de la metionina no parece
ser un factor limitante para la produccién de etileno (Miya-

zaki y Yang 1987b).

Como comentario final cabe sefialar que la conver-
sioén de SAM en ACC es el factor mas importante en el control
de la biosintesis del etileno, aunque ésta puede ser regulada
también a través de los niveles de ACC disponible (maloniza-

cién) y de la actividad del enzima formador de etileno.
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5.~ LA CONVERSION DEL ACC EN ETILENOQ

Como ya se comenté al hablar de 1la ruta de
biosintesis del etileno, éste e¢s el paso menos conocido a
pesar de ser el mis investigado. La conversién de ACC en
etileno es catalizada por un enzima o sistema enzimitico

oxidativo denominado enzima formador de etileno (EFE).

Dado que el EFE no ha sido afin aislado independien-
te de material celular intacto (tejidos, protoplastos o
vacuolas), todas las caracteristicas han sido determinadas in
vivo. Esta situacién dificulta la interpretacién de muchas
experiencias, ya que los efectos observados sobre el EFE
pueden ser atribuidos a acciones directas o indirectas
(McKeon y Yang 1987). A pesar de este problema se conocen

varias propiedades del EFE.

5.1.- Caracteristicas del EFE in vivo

Cuando se aplica ACC ex6geno a dérganos vegetales,
se produce un marcado incremento en la produccién de etileno
(Cameron et al. 1979, Liirssen et al. 1979), indicando que el
enzima es constitutivo y que la formacién de ACC es la etapa

limitante de la sintesis de etileno en dichos tejidos.

Es un enzima bisustrato que utiliza oxigeno y ACC
(Adams y Yang 1979). La concentracién de ACC influye sobre la

Km aparente para el 02, habiéndose estimado que la concen-
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tracién de 02 que da una actividad mitad de la mlxima es del
1% (Konze et al. 1980). Por el contrario, la alta afinidad
hacia el ACC parece ser independiente de la concentracién de
oxigeno in vivo (Yip et al. 1988), oscilando la K- aparente

entre 8 y 66 UM segin el tipo de tejido (McKeon y Yang 1987).

Se han descrito varios inhibidores de la actividad
EFE. Uno de los mads potentes y especifico es el ion cobalto,
efectivo a concentraciones tan bajas como 10 UM (Yu y Yang
1979). El1 4cido a-aminoisobutirico, un andlogo del ACC,
inhibe competitivamente la conversiéon del ACC en etileno,
aunque son necesarios niveles relativamente altos de dicho
acido (Satoh y Esashi 1983). Seguramente su semejanza estruc-
tural con el ACC es la responsable de sus propiedades inhibi-
doras, habiéndose sugerido que puede ser oxidado por el EFE
(Liu et al. 1984b). La ciclopropilamina y el &cido ciclopro-
panocarboxilico no son inhibidores del EFE ni actian como
precursores del etileno, aunque la amina pueda ser oxidada a
etileno quimicamente (Lizada y Yang 1979). Otros inhibidores
son cianuro, azida, EDTA y altas temperaturas, pero carecen

de la especificidad suficiente como inhibidores enzimédticos.

Atrapadores de radicales libres como el galato de

propilo o el benzoato sédico inhiben la conversién del ACC en

etileno, sugiriendo la participacidén de radicales libres en
dicho paso (Apelbaum et al. 1981b). Trabajos posteriores de
Legge y Thompson (1983), Parups (1984), Lynch et al. (1985) y

Vioque y Vioque (1985) apoyan esta hipétesis.
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La sustitucién de uno de los hidrégenos del anillo
del ACC por un grupo etilo genera cuatro estereoisémeros del
4cido 1-amino-2-etilciclopropano-l-carboxflico (AEC). Por
oxidacién quimica con NaClO, los 4 isémeros se transforman en
1-buteno en igual extensién. Sin embargo, los tejidos vegeta-
les utilizan preferentemente el isémero (1R,2S)-AEC (Hoffman

et al. 1982a), indicando que esta reaccién estd catalizada

por un enzima estereocespecifico (Fig. 2). ACC y AEC parecen
ser degradados por el mismo enzima, ya que ambas reacciones
se inhiben en igual extensién por iones co*? y anaerobiosis;
Y porque, cuando estédn presentes simultidneamente ambos
sustratos, cada uno actGa como inhibidor respecto al otro

(McKeon y Yang 1987).

Compuestos 1lipofilicos y tratamientos de choque
osmético reducen la tasa de produccién de etileno en tejidos
vegetales (Apelbaum et al. 1981a), que pierden totalmente 1;
actividad tras homogeneizacién (Vioque et al. 1981). Estos
hechos, unidos a la sensibilidad del EFE a detergentes 'y
bajas temperaturas sugieren que el enzima est4 altamente

estructurado y requiere integridad de membrana. La inhibicién

causada por protonéforos y desacoplantes de la fosforilacién
oxidativa podria ser debida al dafio que producen en la

estructura de la membrana (Yang y Hoffman 1984).

La evidentemente compleja naturaleza del EFE, la

imposibilidad de aislarlo y caracterizarlo in vitro y las
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Fig. 2.- Conversidn relativa de los isémeros del AEC en 1-buteno por segmentos de judia mung.



muchas interacciones del sistema oxidante del ACC in vivo,
sugieren que la reaccién puede no ser simple, pudiendo estar
catalizada por varios enzimas, posiblemente relacionados

entre si (Bousquet y Thimann 1984).

5.2.- Sistemas libres de células descritos

Aunque, como ya se ha comentado anteriormente, el
EFE no ha sido ain aislado y caracterizado in vitro, se han
descrito varios sistemas enziméticos capaces de transformar

el ACC en etileno.

- Konze y Kende (1979b) obtuvieron un extracto de pléntulas

de guisante capaz de producir etileno a partir de ACC. La
fraccién de alto peso molecular apenas conserva actividad,
que se restablece si se afiade la fraccién de bajo peso
molecular. El1 sistema enzimdtico precisa un factor
termoestable de bajo Pm, se satura a altas concentracioneé
de ACC y se activa por iones an*. Los autores concluyen
que, la formacién de etileno por el extracto puede ser el
resultado de la accién de un enzima que tiene baja afinidad
por su sustrato, el ACC, o puede ser el‘resultado de una
reaccién quimica entre el ACC y el producto de una reaccién

enzimatica.

- En 1981 Mayak et al. encuentran que la fraccién microsémica
aislada de pétalos de clavel es capaz de catalizar la

transformacién del ACC en etileno. Otros autores (Mattoo et



al. 1982) observan asimismo formacién de etileno en incuba-
ciones de microsomas de plidntulas de guisante. Este sistema
es considerado un modelo por los propios autores, habién-
dose demostrado posteriormente la participacién, por una
parte del anién superdéxido (McRae et al. 1982) y por otra
de un hidroperéxido y de un radical libre del ACC (Legge y
Thompson 1983). Trabajando con un sistema de membranas de
guisante, Adam y Mayak (1984) solubilizaron un enzima con

propiedades semejantes a las de la fraccién microsémica.

El sistema enzimdtico AJA-oxidasa/peroxidasa de hojas de
olivo cataliza la conversién de ACC en etileno in vitro
(Vioque et al. 1981). En este sistema intervienen AIA,
Mn2+, PLP y un monofenol. Semejantes a dicho sistema son
los posteriormente descritos por Shimokawa (1983), que
aisla un extracto de frutos de Citrus unshiu con actividad
AlA-oxidasa y por Osswald et al. (1989), que consta de

. 2+ . .
peroxidasa, Mn y un monofenol que puede ser sustituido

por productos de la oxidacidén del AIA.

En 1983 Vinkler y Apelbaum encuentran que mitocondrias ais-
ladas de plantulas de guisante convierten el ACC en etile-
no. Sugieren que la actividad EFE se encuentra asociada a
la membrana interna de las mitocondrias y que el paso limi-
tante de la reaccién es el transporte de ACC al interior de
la membrana mitocondrial. El sistema de particulas mitocon-
driales descrito posteriormente por los mismos autores

(Vinkler y Apelbaum 1984) es similar al sistema soluble de
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Konze y Kende (1979b) en cuanto a su pH 6ptimo y a la

dependencia de manganeso.

El enzima lipoxigenasa en presencia de Mn2+, PLP y A&cido
linoleico es capaz de oxidar al ACC liberando etileno
(Bousquet y Thimann 1984). Basandose en la idea de que el
EFE estd asociado a membranas y debido al relativamente
alto rendimiento del sistema (16%), los autores concluyen
que puede actuar in vivo en tejidos senescentes. El meca-
nismo de la reaccién ha sido estudiado por Lynch et al.
(1985), encontrando que la lipoxigenasa forma hidroperé-
xidos del 4cido linoleico, que a su vez actiian sobre el
ACC. Aunque Kacperska y Kubacka-Zebalska (1985) sugieren
también que la formacién de etileno puede estar conectada
con la actividad lipoxigenasa in vivo, el estudio de los
productos de la reaccién llevé a la conclusién de que el
sistema no era el EFE fisiolégico (Pirrung 1986). Nilsen et
al. (1988) obtienen un extracto crudo de raices de cebada
que produce etileno a partir de ACC, produccién que se ve
acelerada en presencia de an* y éacido 1linoleico. Los
autores sugieren que puede darse una cooperacién entre

lipoxigenasa y EFE en la generacién de etileno.

Protoplastos y vacuolas aisladas de hojas de guisante con-
vierten el ACC en etileno (Guy y Kende 1984a, b). La
fraccién vacuolar forma mids del 80X del etileno producido
por los protoplastos, discrimina entre los estereoisémeros

del AEC y tiene una alta afinidad por el ACC (Km aparente
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61 uM). Este sistema mantiene s6lo alrededor del 5% de la
actividad formadora de etileno del tejido intacto, por lo
que las conclusiones obtenidas con dicho sistema son

limitadas (Porter et al. 1986).

Todos los sistemas libres de células aqui recogidos
son enzimaticos, requieren oxigeno y son inhibidos por iones
cobalto y atrapadores de radicales libres, caracteristicas
del EFE fisiolégico (Yang y Hoffman 1984). Estos sistemas
tienen sin embargo una baja produccién de etileno (1-16%), ¥,
a excepcién del sistema de vacuolas, exhiben una baja
afinidad hacia el ACC (Kn entre 2.8 y 389 mM) y no discri-
minan entre los estereoisémeros del AEC (Venis 1984, McKeon y

Yang 1984, Manning 1985, Wang y Yang 1987).

5.3.- Mecanismos postulados a nivel molecular

A pesar de las limitaciones de trabajar con tejidos
intactos, el estudio de los productos de la reaccién utili-
zando precursores radiactivos, ha arrojado cierta luz sobre

el mecanismo de la reaccién.

Basandose en que la oxidacién quimica de la 1-
fenilciclopropilamina transcurre a través de un ion nitre-
nium, Yang propone en 1981 que la conversién del ACC en
etileno sucederia de forma andloga. El ACC seria oxidado por
una hidrolasa a N-hidroxi-ACC, que se fragmentaria en etileno

y &cido cianoférmico via ion nitrenium (Fig. 3). El A&cido
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Fig. 3.- Modelo para la formacién de etileno propuesto por Yang (1981).



cianoférmico se degradaria esponténeamente a CO2 y HCN.

Los trabajos de Peiser et al. (1984) con precur-
sores marcados suponen un apoyo a esta teoria. Los autores
encuentran que el grupo carboxilo del ACC se libera como CO2
mientras que el C-1 del ACC origina HCN, que se metaboliza

ripidamente a B-cianoalanina y asparagina.

Cuando se oxidan con hipoclorito sédico los iséme-
ros cis- y trans-2,3-dideuterio ACC, se obtienen cis- ¥y
trans-dideuterio etileno respectivamente, transcurriendo pues
la reaccién a través de un mecanismo concertado, probable-
mente via ion nitrenium (Adlington et al. 1983). Este
mecanismo, que confirmaria el modelo de Yang, no sucede en
tejidos vegetales. Cuando se incuban cada uno de estos
dideuterio~ACC con material biolégico, se obtienen cantidades
iguales de «cis- y trans-dideuterio etileno (Fig. 4)

(Adlington et al. 1983).

Estas observaciones indican que la reaccién fisio-
l6gica no transcurre a través de un mecanismo concertado que
retenga la configuracién, sino por uno que permita la libre
rotacién del enlace C-C implicado en el etileno. Como la
oxidacién electrolitica del cis-2,3-dideuterio ACC origina
HCN y una mezcla equimolecular de cis- y trans-dideuterio
etileno, Pirrung (1983) sugiere que dicha oxidacién y la for-
macién de etileno in vivo son anilogas. El modelo incluye dos

oxidaciones de un electrén cada una a través de un radical
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Fig. 4.— Mecanismo no concertado para la formacidén de etileno in vivo,

adaptado de Adlington et al. (1983).
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catiénico del ACC y no del ion nitrenium (Fig. 5).

Un problema para aceptar el mecanismo propuesto por
Pirrung es explicar cémo intermediarios tan reactivos pueden
ser estabilizados in vivo. Baldwin et al. (1985) encuentran
que varios oxidantes con metales de transicién (Cu2+, Mnoz,
Feof-) producen etileno a partir de 2,3-dideuterio ACC con
pérdida de estereoisomeria, postulando que un ion metdlico
esta implicado en la generacién y estabilizacién del radical

catidnico del ACC, apoyando por tanto el modelo de Pirrung.

Con estos trabajos parece haber quedado claro el
mecanismo del +Gltimo paso de la ruta biosintética del
etileno. Quedan todavia, no obstante, cuestiones pendientes
referentes a la naturaleza del EFE, la regulacién de su

actividad y al modo de accién de la hormona (Dagani 1984).



~40—

+0

.\)\co;

quq*

\
CoHy +CNCO,

Fig. 5.- Modelo de Pirrung (1983) para la formacién de etileno.
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6.- PEROXIDASAS Y BIOSINTESIS DE ETILENO

Durante mucho tiempo se han relacionado las pero-
xidasas con la biosintesis de etileno debido a una serie de
hechos tipicos de la produccién de etileno in vivo, como son
la necesidad de oxigeno (Burg 1962), la participacidén de
radicales libres (Baker et al. 1977) e incluso la sugerencia

de la participacién de peréxidos (Brennan y Frenkel 1977).

El incremento paralelo en la produccién de etileno
y actividad peroxidasa durante la maduracién de frutos de
tomate (Ku et al. 1970), la relacién entre peroxidasas y
etileno de estrés (Abeles 1973), asi como la sugerencia de
que el sistema sintetizador de etileno podria estar locali-
zado en un complejo pared celular-membrana plasmitica (Mattoo
y Lieberman 1977) parecen estar en linea con este punto de

vista.

Antes de que se conociera que el &cido 1-amino-
ciclopropano~l-carboxilico (ACC) era el precursor inmediato
del etileno en tejidos vegetales, se habian descrito sistemas
modelo in vitro en los cuales las peroxidasas catalizaban la
formacién de etileno a partir de metional (Yang 1967) y de
Acido a-ceto-y-metiltiobutirico (KMB) (Ku et al. 1969, Mapson

y Wardale 1972).

Posteriormente, la ruta de biosintesis del etileno

qued6 establecida en 1979 con el descubrimiento del ACC como



su inmediato precursor, simulténeamente por Adams y Yang

(1979) y Liirssen et al. (1979).

La conversién del ACC en etileno requiere oxigeno,
habiéndose sugerido que éste seria transformado en HZO2 por
accién de una oxidasa y que posteriormente el HZO2 romperia
el anillo de ciclopropano, paso previo a la liberacién de

etileno (Adams y Yang 1979).

Los trabajos ya citados de Ku et al. (1969) y de
Mapson y Wardale (1972) sobre formacién de etileno a partir
de KMB, los de Konze y Kende (1979b) realizados con ACC, asi
como las ideas de Adams y Yang (1979) sobre la posible
participacién del HZO2 y una oxidasa, llevaron a la sugeren-
cia de que el sistema AIA-oxidasa/peroxidasa podria actuar in

vivo en el paso ACC ---» etileno (Vioque et al. 1981).

Las caracteristicas de este sistema enzimitico,
estudiadas por Vioque et al. (1978a, b) en el olivo, coinci-
dian con las atribuidas hasta entonces al EFE (Adams y Yang

1979, Liirssen et al. 1979, Konze y Kende 1979b).

Extractos enzimidticos de hojas de olivo, con acti-
vidades AlA-oxidasa y peroxidasa, transforman el ACC en
. . . . . 2
etileno in vitro en presencia de AIA, diclorofenol, Mn * y

fosfato de piridoxal (Vioque et al. 1981).

La participacién del sistema AIA-oxidasa/peroxi-

dasa y su sustrato, AIA, en este paso de la biosintesis del



etileno explicaria la bien conocida estimulacién de la pro-
duccién de etileno en tejidos pretratados con AIA. Esta pro-
duccién de etileno inducida por auxina responde positivamente
a concentraciones crecientes de AIA y posteriormente disminu-
ye al seguir aumentando la concentracién (Lieberman 1979).
Este comportamiento se corresponde con la inhibici6én de la
actividad AIA-oxidasa por exceso de sustrato y con la inhibi-
cién de la produccién de etileno a partir de ACC, en el sis-
tema in vitro, a concentraciones de AIA superiores a 0.40 mM

(Vioque 1980).

Después de que Vioque et al. (1981) sugirieran la
participacién del sistema AIA-oxidasa de hojas de olivo en el
paso ACC ---» etileno in vivo, el papel de las peroxidasas en
dicha conversi6n ha sido un tema ampliamente investigado por
su gran interés y, aunque los datos aportados no son conclu-
yentes, las pruebas en apoyo de esta hip6tesis son cada vesz

mayores.

Machéckova y Zmrhal (1981) y Rohwer y Mader (1981),
intentaron separadamente aclarar el problema usando peroxi-
dasa purificada de trigo y guisante, respectivamente, bajo
una amplia variedad de condiciones de reaccién. Concluyen que
si bien el ACC no se convierte en etileno por accién directa
de una peroxidasa, no se puede excluir que estén de alguna
manera implicadas en el proceso, suministrando radicales,
per6xido de hidrégeno o alguna forma activada de oxigeno.

Shimokawa (1983) purificé de frutos de Citrus unshiu un
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extracto enzimitico con actividad AIA-oxidasa que transforma
ACC en etileno, con propiedades semejantes al sistema de
hojas de olivo. Los trabajos de Frenkel y Mukai (1984) han
constituido un fuerte apoyo a la participacién del sistema
ATA-oxidasa en el Gltimo paso de la biosintesis del etileno.
Estos autores estudian el efecto del AIA y de un inhibidor de
la AIA-oxidasa, el carbofurano HDDB, sobre la produccién de
etileno a partir de ACC en ensayos in vivo e in vitro. Los
resultados muestran que la formacién de etileno se estimula
por el AIA y, por el contrario, se restringe cuando se inhibe
la actividad AIA-oxidasa por el carbofurano. Ellos estiman
que la regulacién de la auxina en frutos por la actividad
AlA-oxidasa, puede conducir a la liberacién de etileno a
partir de ACC, como ya se habia sugerido (Vioque et al.

1981).

En esta misma linea se encuentran los trabajos de
Billot (1983), Parups (1984) y Mussell (1985). El primero de
ellos estudia la evolucién de los mono- y difenoles durante
la maduracién de la pera Passe-crassane, concluyendo que
podrian regular la biosintesis de etileno gracias a sus ac-
ciones contrapuestas sobre la actividad AIA-oxidasa (Billot
1983). Parups (1984) apunta también a una interdependencia
entre los sistemas degradador de AIA y formador de etileno
basdndose en los efectos de radicales libres y atrapadores de
los mismos. Por su parte, Mussell (1985) relaciona igualmente

ambas fitohormonas al encontrar una interaccién entre ACC y
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AJA-oxidasa en hojas de tomate, indicando que esta interac-
cién puede ser un importante factor regulador en el de-

sarrollo vegetal.

Un efecto regulador por auxina de la actividad EFE
ha sido también encontrado en ensayos in vivo por Balagué y

Pech (1985) y Trebitsh y Riov (1987).

Ademds de los trabajos anteriores que apoyan una
interrelacién entre peroxidasas y actividad EFE, otros
resultados se centran en la participacién de estos enzimas en

la formacién del etileno de estrés.

El frotamiento de los internudos de Bryonia dioica
reduce la produccién de etileno, pero sin embargo incrementa
la capacidad de los tejidos de convertir ACC exégeno en
etileno. Este hecho parece deberse a la accién de las peroxi-
dasas asociadas a membranas sobre el ACC (Boyer et al. 1983).
Kevers et al. (1984) sugieren que el proceso de vitrifica-
cién de tejidos vegetales resulta de la produccién de etileno

de estrés mediada por el sistema AIA-oxidasa/peroxidasa.

En una revisién del tema, Gaspar et al. (1985)
proponen un control generalizado de las respuestas de los
vegetales a situaciones de estrés. Presentan una secuencia de
reacciones que relacionan auxina y etileno, con las peroxida-
sas como responsables de la regulacién de los niveles de AIA
y de la conversién ACC ---» etileno, participando el manga-

neso como ién activante. Segin este mecanismo, que apoya



plenamente la hipétesis de Vioque et al. (1981), los cambios
producidos in vivo dependerian de la disponibilidad de peré-
xidos y dadores de electrones, por lo que no se correlacio-
narian necesariamente con variaciones en la actividad pero-
xidasa in vitro. Finalmente, Boyer y De Jaegher (1986) pro-
ponen igualmente la intervencién de las peroxidasas y el Mn2+
en el paso ACC ---» etileno para explicar la tigmomorfogé-

nesis en Bryonia dioica Jacq.

Muy recientemente se ha propuesto que la rapida
induccién de la produccién de etileno por el AIA podria de-
berse a reacciones del AIA con cofactores endégenos de la
produccién de etileno y ACC en la pared celular o en membra-
nas que contengan peroxidasas, mediante un mecanismo mediado
por radicales libres (Osswald et al. 1989). Segin los
autores, su sistema es semejante al descrito por Vioque et

al. (1981) y Shimokawa (1983).
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7.-METABOLISMO DEL ETILENO

Muchos microorganismos son capaces de metabolizar
el etileno consiguiendo asi energia y carbono para el
crecimiento (Abeles y Dunn 1985). Los intentos para demostrar
la existencia de un metabolismo del etileno en vegetales
superiores han sido numerosos (Buhler et al. 1957, Jansen
1964) y, aunque se comprobd que dichos tejidos incorporaban
1402H4, los resultados no fueron convincentes debido a la
contaminacién del etileno radiactivo con impurezas. Hasta
1975, afio en el que Beyer utilizé semillas de guisante y
1402H4 altamente purificado, no se tuvo una prueba feaciente
de su existencia. A partir de entonces se han descrito
numerosos tejidos capaces de metabolizar el etileno: pétalos
de clavel (Beyer 1977), cotiledones de Vicia faba (Jerie y
Hall 1978), flores de dondiego (Beyer y Sundin 1978), zona de

abscision de hojas de algodén (Beyer 1979b), etc.

Se ha propuesto la siguiente secuencia de reaccio-
nes para el metabolismo del etileno en base a productos iden-
tificados en Vicia faba y guisante (Beyer 1981, Dodds y Hall

1982):

0, 4 ccn. 5%% n.c-cu. %Y B con
\/ 21 1 2 2y 1 2

0 HO OH HO 0Glu

i
[0Ji_ _y nooc—coon ---» co,
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No todos los tejidos vegetales estudiados llevan a
cabo una oxidacién completa; asi los cotiledones de Vicia
faba convierten el etileno en éxido de etileno pero no en
COZ, mientras que en otras especies el metabolito mayoritario
es CO2 o una mezcla de ambos y del conjugado del etilenglicol

con glucosa.

7.1.- Caracteristicas

La velocidad del proceso varia enormemente de unas
especies a otras, siendo los cotiledones de Vicia faba los de
mayor tasa metab6lica. A pesar de ello, el sistema responsa-
ble parece ser el mismo en todos los tejidos estudiados, ya
que los metabolitos primarios son los productos de la
oxidacién del etileno: CO2 y 6xido de etileno (Beyer et al.
1984). La cantidad y velocidad de formacién de cada
metabolito depende del tipo de tejido y del tiempo de
incubacién, sufriendo ademds bruscas variaciones durante los
distintos estadios del desarrollo de la planta (Sanders et

al. 1986).

Se trata de un proceso enzimidtico inhibido por

desnaturalizacién, inhibidores metab6licos y homogeneizacién,
. . . . 18 . .

el enzima requiere oxigeno y estudios con 0 indican que se

trata de una monooxigenasa (Beyer et al. 1984).

El etileno puede inducir una sintesis proteica del

enzima, ya que tratamientos con etileno estimulan su metabo-
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lizacién, proceso inhibido por bloqueantes de la sintesis de

proteinas (Abeles y Dunn 1985).

7.2.- Significado fisiolégico

Como el etileno es un gas en condiciones fisiolé-
gicas y puede por tanto difundir con relativa facilidad fuera
de los tejidos y las tasas de oxidacién del mismo son
pequefias (Beyer y Blomstrom 1979), su papel no puede ser el

de eliminar el exceso de etileno no deseable.

Se han propuesto varias alternativas para justifi-
car la existencia de este metabolismo : que sea un medio de
sintetizar 6xido de etileno; que el etileno sea un andlogo de
otro compuesto, sustrato habitual del enzima; que se trate de
un proceso Iintimamente ligado a la accién del etileno e
incluso que se trate de una herencia vestigial (Abeles

1984a).

La necesidad de una produccién de 6xido de etileno
se basa en el efecto sinergistico observado sobre las res-
puestas de los vegetales al etileno (Beyer 1981). Sin embargo
esta hipétesis implicaria que una disminucién de la produc-
cién de 6xido de etileno reduciria la eficiencia del etileno
como hormona, hecho que no ha sido comprobado experimental-
mente. Ademds el 6xido de etileno por si solo no produce

ningin efecto propio de la accién hormonal (Beyer 1984).
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La teoria mads ampliamente investigada es la que
relaciona el metabolismo del etileno con su mecanismo de
accién. Varios datos llevaron a Beyer (1979a) a proponer una
participacién de la oxidacién del etileno en su accién hormo-
nal. No obstante otros resultados contradicen esta hipétesis
va que los efectos del etileno se saturan a concentraciones
150 veces menores que su metabolismo y algunos compuestos
(COZ, SZC, AgNOS) inhiben de manera muy distinta ambos proce-
sos (Sanders et al. 1989). Trabajos recientes de Raskin y
Beyer (1989) con olefinas ciclicas, que son potentes ¥y
especificos inhibidores de la accién del etileno, indican que
no existe una correlacién directa entre la accién del etileno

y un metabolismo total del mismo.

Recientemente se ha demostrado 1la presencia en
semillas de guisante de epoxidasas que utilizan un amplio
rango de sustratos (alcanos, alquenos, ...) de manera similar
a la observada para el enzima que metaboliza el etileno,
existiendo ademds una inhibicién competitiva entre los
diferentes sustratos y el etileno. Esto significaria que el
metabolismo del etileno seria accidental, ya que el enzima

utilizaria normalmente otros sustratos (Sanders et al. 1989).

Aunque no existe wuna <clara relacién entre
metabolismo del etileno y modo de accién de la hormona, y el
sistema oxidante tiene mayor afinidad hacia otros
hidrocarburos (Sanders et al. 1989), el etileno es el

compuesto mids efectivo en la induccién del enzima y es el
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voldtil més asequible para las plantas (Abeles y Dunn 1985).
Por tanto es diffcil evaluar la importancia de la oxidacién
del etileno hasta que se disponga de mds informacidén sobre el
mecanismo primario de la accién de la fitohormona (Sanders et

al. 1986).



MATERIALES Y METODOS



1.- MATERIAL VEGETAL

Se han utilizado hojas de olivo (Olea europaea L.
cv. Picual) de drboles de unos 14 afios de edad. En algunas
experiencias se han utilizado hojas de naranjo amargo (Citrus
aurantium L.), arce negundo (Acer negundo L.) y epicétilos de
guisante (Pisum sativum L.) de 7 dias de edad, crecidos en la

oscuridad.



2.- OBTENCION DEL EXTRACTO ENZIMATICO DE HOJAS DE OLIVO

2.1.- Obtencién del extracto enzimdtico crudo

Se sigue el método desarrollado por Vioque et al.

(1978a).

Se lavan hojas de olivo con agua destilada, se
secan con papel de filtro y se cortan en trocitos. Tras la
adicién de tampén fosfato 20 mM pH 6.1, en la proporcién de 5
ml por gramo de tejido, se trituran y homogenizan en un
Omnimixer durante 20 min a 4°C. El homogenado se centrifuda a
23300 g durante 30 min a 4°C. El sobrenadante de dicha -
centrifugacién se filtra a través de gasa, constituyendo el
extracto crudo, que muestra actividad peroxidasa pero no
AIA-oxidasa y cuya concentracién referida a material vegetal

es de 0.2 g/ml.

2.2.- Purificacién parcial del extracto enzimitico

El extracto crudo asi obtenido se purifica par-
cialmente por precipitacién con acetona fria y posterior

tratamiento con polivinilpolipirrolidona (PVP) hidratada.

En un vaso de precipitados se afiade acetona fria a
-10°C al extracto crudo en la proporcién de 5 ml de acetona
por ml de extracto crudo, dejédndose estar 1 h a dicha tem-
peratura. Se decanta el sobrenadante, y el precipitado se

pasa a una botella de centrifuga con ayuda de 20 ml de
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acetona-agua (5:1) fria, centrifugédndose a 164 g durante 15
min a -10°C. Se realizan a continuacién dos lavados del
precipitado con 20 ml de la misma acetona-agua, centrifu-
gdndose a 356 y 1465 g, respectivamente, durante 15 min y 3
lavados mds con 20 ml de acetona fria, centrifugdndose a
4080, 16000 y 16000 g respectivamente durante 15 min. Se
retira la acetona del dltimo lavado con ayuda de una jeringa,

evaporandose el resto con corriente de Na'

El residuo se disuelve en tampdén fosfato 20 mM pH
6.1 (2 ml/g de material vegetal) mediante agitacién discon-
tinua durante 30 min a 4°C. Finalmente se afiade PVP hidratada
(0.5 g/ml), se agita durante 30 min a 4°C y se filtra a
través de Buchner aplicando vacfo. E1 filtrado se centrifuga
a 39100 g durante 30 min a 4°C. El sobrenadante, extracto
parcialmente purificado, es incoloro, presenta actividades
AlA-oxidasa y peroxidasa, tiene una concentracién referida a
material vegetal original de 0.5 g/ml y puede mantenerse

congelado durante 5-6 meses conservando dichas actividades.

2.3.- Hidratacién de la PVP

Se utiliza el segundo de los procedimientos reco-
mendados por Knypl y Chylinska (1974). A 100 g de PVP se
afiade 1 L de tampén fosfato 0.1 M, pH 6.1 y se deja estar
durante 1 h con agitacién ocasional. Durante el reposo se
decanta el exceso de tampdn, reemplazédndolo con tampén nuevo

tres veces. La PVP hidratada se lava con tampén en un embudo
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Buchner, bajo succién, y se conserva en refrigerador en

frasco herméticamente cerrado.

2.4.- Separacién de las fracciones proteicas y de bajo peso

molecular de los extractos enzimdticos

La separacién de dichas fracciones se ha realizado
utilizando columnas PD-10 preempaquetadas con Sephadex G-25.
Se introducen 2.5 ml de extracto en la columna previamente
equilibrada con tampén fosfato 20 mM pH 6.1 y se eluyen con
3.5 ml de dicho tampén (fraccién proteica). Los compuestos de
bajo peso molecular se obtienen eluyendo con 25 ml de agua
destilada. Estos 25 ml se liofilizan a -70°C y 30 mtorr, en
un liofilizador Virtis 10-324, resuspendiéndose posterior-

mente en 3.5 ml de agua destilada.
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3.- DETERMINACION DE PROTEINAS

El contenido proteinico de los extractos enzimé-
ticos se determina por el método de Lowry et al. (1951). Este
método no es aplicable a extractos crudos, ya que la presen-
cia de fenoles interfiere en los resultados. Para extractos
crudos se utiliza el método de Bradford (1976). En ambos
casos se ha utilizado albGmina de suero bovino como patrén

para construir las rectas de calibrado (Fig. 6A y B).
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Fig. 6A.— Recta de calibrado con albimina de suero bovi-
no para la determinacién de proteinas por el método de

Lowry et al. (1951).
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Fig. 6B.~ Recta de calibrado con albimina de suero bovi-

no para la determinacién de proteinas por el método de

Bradford (1976).
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4.- ACTIVIDAD ATA-OXIDASA

4.1.- Determinacién de la actividad

Como medida de la actividad se utiliza la velocidad
inicial de destruccién del AIA durante la incubacién de una
cantidad conocida del mismo y una alicuota de extracto

enziméatico.

La mezcla de reaccién estédndar contiene diclo-
rofenol (DCP) 0.3 mM, MnCl2 0.3 mM, AIA 0.2 mM, 0.25 ml de
extracto engzimdtico y tampén fosfato 20 =M pH 5.7 en un
volumen total de 10 ml. La incubacién se realiza por
triplicado en matraces erlenmeyer de 50 ml, a 30°C, con

agitacién.

El AIA se determina por el método de Salkowski,

modificado por Gordon y Weber (1951).

Al tiempo cero y a intervalos de 15 min, se toman
muestras de 0.5 ml del medio de incubacién gue se mezclan con
2.5 ml de reactivo de Gordon-Weber. Tras 30 min en la
oscuridad, se leen las absorbancias a 530 nm en un espectro-
fotometro Hewlett Packard 8450A. La actividad se expresa como
nmol AIA destruidos/min.mg proteina. Previamente se constru-

ye una recta de calibrado con AIA patrén (Fig. 7).
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Fig. 7.- Recta de calibrado para la determinacién de
la actividad AIA-oxidasa,
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4.2.- Extraccién de los productos de oxidacién

Los productos de la oxidacién enzimdtica del AIA
absorben fuertemente en el ultravioleta con méximos a 247 y
254 nm (Ray 1956). Estos productos se extraen del medio de
incubacién estédndar con diclorometano (3 x 20 ml). Las
fracciones organicas de las tres extracciones se reiinen, se
secan con NaZSO4 anhidro y se llevan a sequedad en rotavapor
a 30°C. El residuo se disuelve en 1 ml de tampén fosfato 20

mM pH 5.7.
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5.- SISTEMA FORMADOR DE ETILENO IN VITRO

La mezcla de reacciéon estandar contiene ACC 1 mM,
fosfato de piridoxal (PLP) 0.3 mM, DCP 0.3 mM, MnCl2 0.3 mM,
AIA 0.4 mM, tampén fosfato 20 mM pH 5.7 y extracto enzimatico
(100 pl) en un volumen total de 1 ml. La incubacién se lleva
a cabo por triplicado en viales de 11 ml cerrados con tapones

de goma, en la oscuridad a 30°C con agitacién.

A los tiempos indicados en cada caso se toman
muestras de 1 ml del espacio de cabeza para determinar el
etileno liberado. E1 AIA se determina con 250 Ul del medio de

incubacién por el método de Gordon y Weber (1951).



6.~ DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD EFE IN VIVO

Las hojas se lavan con agua corriente y se tratan
con hipoclorito sédico al 0.5% durante 30 segundos (Aharoni
et al. 1979). A continuacién se lavan abundantemente con agua
destilada esterilizada en autoclave (120°C, 20 min) y se

cortan en discos de 4 mm de diametro.

Cinco discos (aprox. 40 mg) se incuban con 1 ml de
agua o ACC 1 mM en viales de 11 ml cerrados con tapones de
goma, en la oscuridad a 30°C, con agitacién. A los tiempos
indicados en cada caso se toman muestras de 1 ml del espacio
de cabeza para determinar el etileno liberado. La actividad
EFE se mide restando el etileno liberado en las incubaciones
con agua (etileno endégeno) del liberado en las incubaciones

con ACC exégeno.

Cuando se utilizan hojas enteras, se incuba una
hoja de unos 3 cm de longitud (70-90 mg), con 5 ml de agua o

ACC 1 mM en viales de 60 ml.

En los ensayos con epicétilos de guisante, se uti-
lizan 12 segmentos de 1 cm de longitud (aprox. 180 mg), que

se incuban con 1 ml de agua o ACC 1 mM.

Todas las determinaciones se han realizado con 5

viales replicados.
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7.- DETERMINACJON DE ETILENO

Se lleva a cabo por cromatograffa gaseosa en un
cromatégrafo Hewlett Packard 5890, con detector de ionizacién
de llama y columna de acero inoxidable de 2 m x 3 mm d.i.
rellena de alimina activada (80-100 mallas). Las condiciones

empleadas han sido las siguientes:

- Flujo del gas portador (Nz) 25 ml/min
- Temperatura de la columna 100°C

- Temperatura del detector e inyector 150°C

En estas condiciones el etileno tiene un tiempo de
retencién de 1.10 min. Se construye previamente una recta de
calibrado partiendo de la mezcla comercial azethyl (5.2% de

etileno en Nz) de la Sociedad Espafiola del Oxigeno (Fig. 8).



—67-

1.6-

1.2-

Etileno (nmol)

04

U

2000 4000 6000
Area

Fig. 8.~ Recta de calibrado para la determinacidén de

etileno.



8.~ DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PEROXIDASA

8.1.- In vitro

Se sigue el método de Pilet y Lavanchy (1969), que
utiliza guayacol como sustrato. Se mide a 25°C el incremento
de absorbancia a 420 nm de una mezcla formada por 2 ml de
tampén fostato 2 mM pH 6.1, 0.2 ml de guayacol al 1%, 0.2 ml
de H202 30 M y 0.1 ml de extracto enzimatico. La actividad
peroxidasa se expresa como AA420nm/min.mg proteina. Las de-

terminaciones se hacen por triplicado.

8: 20_ Il! ViVO

En un tubo de ensayo se incuba 1 disco de hoja de 4
mm de didmetro con 2.1 ml de tampén fosfato 2 mM pH 6.1, 0.2
ml de guayacol al 1¥ y 0.2 ml de HZO2 30 mM. Se agita durante
15 min a temperatura ambiente y se mide la absorbancia a 426
nm del medio de incubacién. La actividad se expresa como

AA420nn/nln.g peso fresco.
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9.- DETERMINACION DEL CONTENIDO EN ACC

9.1.- Fundamento

El ACC se cuantifica por el método de Lizada y
Yang (1979), que se basa en su conversién quimica en etileno
con hipoclorito s6dico como oxidante y ng+ como catalizador.
El NaClO reacciona con a-aminodcidos formando N-Cloramina
como intermediario, que se degrada posteriormente a aldehido,
amoniaco y COZ. En el caso concreto del ACC se desprende
etileno como uno de los compuesto intermediarios, segin el

siguiente mecanismo de reaccién:

H,C=CH, OH™
2 NH ch NH-C1
2 - / NH -
/ oc1 4 Co0
C R EEE—— c HO—C\ - P
\ \ c00 €00
H,C coo” HC ’ coo :
cl NH,

El NaClO se mezcla previamente con NaOH saturado en
proporcién 2:1 (v/v) ya que la méxima produccién de etileno
es a pH 10 o superior (Lizada y Yang 1979). Los autores han
demostrado que este método es altamente especifico para el
ACC y que no existen interferencias con otros compuestos

presentes en las incubaciones,

En este método la eficiencia de la reaccién varia

con la naturaleza del material a analizar, por lo que es
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necesario calcular el porcentaje de conversién de ACC en
etileno para cada caso. Este factor se calcula restando el
etileno liberado en soluciones problema del etileno liberado
por dichas soluciones a las que se han aiiladido cantidades
conocidas de ACC patrén. Previamente se construye una recta
de calibrado que permite hallar el factor de conversién del

ACC patrén a etileno (Fig. 9).

Se ha utilizado este método para cuantificar el ACC
en las incubaciones in vitro e in vivo. En las incubaciones
in vivo el ACC se determina en el liquido y en los tejidos,
para lo cual es necesaria la extraccién previa de los

aminodcidos de los mismos.

9.2.- Extraccién de los aminodcidos de los tejidos

El método de extraccién esta inspirado en el
de Apelbaum y Yang (1981). El tejido a extraer se tritura eﬁ
mortero con arena de mar lavada y descalcificada. El tejido
triturado se trasvasa a un recipiente de extraccién con ayuda
de etanol al 70% (30 ml/g tejido), calentdndose a reflujo
durante 20 min en bafio de arena. El extracto etanélico, una
vez frio, se centrifuga a 18000 g durante 15 min y se filtra
a través de papel, evapordndose a sequedad en rotavapor a
38°C. El residuo se disuelve en 1 ml de agua destilada y se
filtra con equipo Millipore, usando prefiltro y filtro de
0.45 um de poro. Se obtiene asi un extracto acuoso donde se

determina el ACC.
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Fig. 9.- Conversién de ACC patrén en etileno. E1 factor
de conversidén obtenido para las concentraciones de ACC

utilizadas es de 0.86.
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9.3.- Cuantificacién del ACC libre

En un vial de 11 ml, previamente enfriado, se
introduce una parte alicuota del liquido'a analizar y 50 ul
de HgCl2 20 =M, completando con agua destilada hasta un
volumen de 0.9 ml. Se sella el vial, se coloca en bafio de
nieve con agitacién, y se inyectan 100 Ul de una mezcla fria
de NaClO al 5% y NaOH saturado (2:1, v/v). Tras diez minutos
de agitacién, el vial se agita vigorosamente durante §
segundos para liberar el etileno de la mezcla de reaccién y
se determina el etileno desprendido en 1 ml del espacio de

cabeza. Todas las determinaciones se realizan por duplicado.

9.4.- Cuantificacién del malonil-ACC

En las incubaciones in vivo, el contenido en
MACC del medio de incubacién y del extracto acuoso de los
tejidos se determina previa hidrélisis alcalina del mismo a

ACC libre y &cido malénico (Kionka y Amrhein 1984).

En un tubo de ensayo de vidrio con tapdém de rosca,
se introduce una alicuota del liquido a analizar y un volumen
equivalente de NaOH 10 N, haciendo pasar una corriente de N2
antes de cerrar el tubo. Se calienta en estufa a 110°C
durante 5 h, obteniéndose el hidrolizado donde se cuantifica
el ACC libre segin de describe en el apartado anterior. Este

valor corresponde al ACC total (ACC libre inicial + MACC). La



—73-

cantidad de MACC viene dada por la diferencia entre el ACC
total obtenido tras la hidrélisis y el ACC libre presente

antes de la misma.



10.- EXPERIENCIAS CON SULFURO DE CARBONO

10.1.~ Tratamiento de los tejidos

Los discos de hojas a tratar se someten a una
atmésfera de sulfuro de carbono de 180 ul/L durante 15 min a

temperatura ambiente (Peiser et al. 1984).

10.2.- Determinacién del sulfuro de carbono

Se ha realizado en un cromatégrafo de gases Hewlett
Packard 5890 equipado con detector fotométrico de llama con
filtro para azufre y columna capilar de fenilmetilsilicona al
54 (25 m x 0.31 mm d.i., espesor de fase 0.17 im). Las

condiciones de trabajo han sido las siguientes:

Inyeccién a split-less

Flujo del gas portador (Nz) 25 al/min
-~ Temperatura de la columna 50°C

-~ Temperatura del inyector 150°C

Temperatura del detector 230°C

En estas condiciones el SZC tiene un tiempo de

retencién de 0.84 min.
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11.- EXPERIENCIAS CON ACC RADIACTIVO

11.1.- Composicién de las incubaciones

A las incubaciones esténdar in vivo e in vitro

se afladen 4 nmol de [2,3—14C]ACC (80 nCi/nmol).

Las incubaciones preparativas in vitro se realizan
con 25 mg de ACC, 135 nmol de [2,3-'*C]ACC (10.8 uci), 50 ml
de extracto enzimdtico o 25 Ug de peroxidasa comercial de
rdbano (HRP, 152 U/mg), 25 ml de MnCl2 3 mM y tampdén fosfato

20 mM pH 5.7 en un volumen total de 250 ml.

11.2.- Determinacién de la radiactividad

11.2.1.- Fase gaseosa

Se utiliza un cromatégrafo de gases Hewlett Packard
5890, provisto de detector de conductividad térmica y columna
de acero inoxidable (2 m x 3 mm d.i.) con relleno de alGmina

activada (80-100 mallas). Las condiciones utilizadas son:

Flujo del gas portador {He) 15 ml/min
Temperatura de la columna 100°C

Temperatura del detector e inyector 150°C

A la salida de gases del detector se acopla un
flujo de metano (18 ml/min) y se lleva la mezcla a un

contador de radiactividad Berthold modelo LB 2503 por medio
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de un conducto de acero inoxidable.

El contador se calibra con etileno radiactivo
procedente de la oxidacién quimica de [2,3—14C]ACC (método de
Lizada y Yang 1979), estableciéndose una relacién lineal
entre la radiactividad correspondiente al etileno (desinte-
graciones por minuto, DPM) y las cuentas por minuto (CPM)

registradas por el contador (Fig. 10).

11.2.2.- Fase liquida

Alicuotas de los medios de incubacién in vivo o in
vitro (5-100 pl) se tratan con una mezcla Scintran-xilano
(2:1, v/v) y se agitan hasta homogeneizacién en viales de
centelleo de 20 ml. La radiactividad se mide en un contador
de centelleo liquido LKB modelo Rackbeta II, con radio como

patrén interno.

11.2'30- Te,jidOS

El tejido vegetal se lava cuidadosamente en agua
destilada, se seca con papel de filtro y se tritura en
mortero con arena de mar lavada y descalcificada. Al homoge-
nado se afiaden 3 ml de etanol, se filtra a través de papel y
se lleva a sequedad en rotavapor a 38°C. El residuo se
resuspende en 1 ml de agua destilada y se filtra. En el
extracto asi obtenido se determina la radiactividad de la

forma descrita en el apartado anterior.
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Fig. 10.- Relacidén entre las desintegraciones por minu-
to correspondientes al etileno marcado y las cuentas
por minuto registradas por el contador de radiactividad

en gases.



11.3.~ Separacién de los productos radiactivos

Los compuestos radiactivos presentes en los medios
de incubacién in vivo e in vitro se separan por CCF en
gsilicagel 60-F con acetona : n-butanol : dcido acético : agua
(7:7:2:4, v/v) como liquido de desarrollo. Las bandas radiac-
tivas se detectan y cuantifican con un analizador lineal de
radiactividad Berthold, modelo LB 2820-1, siendo el flujo de

gas PR (metano al 10% en argén) de 20 ml/min.

En el caso de las incubaciones preparativas in
vitro, se liofilizan éstas. El liofilizado se resuspende en
25 ml de metanol, se filtra y se concentra en rotavapor a
38°C hasta un volumen de 1-2 ml. Los productos radiactivos se
separan por CCF preparativa en gel de silice con metanol :
cloroformo (3:1, v/v) como fase mévil. Las bandas radiactivas

se detectan y cuantifican como se indica més arriba.

11.4.- Sintesis de [2,3-  CIMACC

Se sigue el método de Satoh y Esashi (1984b).

Se disuelven 1.01 g de ACC y 100 ul de [2,3- ‘ClACC
(135 nmol, 10.8 uCi) en 6 ml de NaOH 2 N, enfriandose la
mezcla en bafio de hielo. A esta mezcla fria se afiaden 1.4 ml
de cloruro de etilmalonilo (1.67 g) y 5 ml de NaOH 4 N, gota
a gota durante unos 30 min, bajo agitacién continua en bafio

de nieve. Al finalizar el proceso, se afiade 1 ml de NaOH 4 N



vy se lleva la reaccién a temperatura ambiente durante 4 h.

A continuacién se extrae la mezcla con éter
etilico (2 x 10 ml) en ampolla de decantacién, separindose la
fase acuosa que se pasa por una columna de Amberlita IR-120
(forma H+) de 75 ml de lecho. La resina se lava hasta que el
efluente resulta neutro y se evaporan las aguas de lavado en
rotavapor, a 40°C, hasta la obtencién de un residuo oleoso.
El residuo se deja reposar en refrigerador toda la noche
hasta la formacién de cristales blanquecinos. Los cristales
obtenidos, que corresponden a MACC y ACC residual, se filtran
en frio, se disuelven en metanol y se separan por CCF en
placa de celulosa, con n-propanol : NH4OH concentrado (7:3,
v/v) como liquido de desarrollo. La banda de radiactividad de
Rr 0.22, correspondiente a MACC, se extrae con metanol y se
lleva a sequedad con rotavapor a 38°C. Se obtenienen unos
cristales de color blanco cuya naturaleza se comprueba por
cromatografia de gases y espectrometria de masas del derivado

metilado (dimetil-MACC).
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12.- DETECCION DE PEROXIDASAS SOLUBLES POR_ISOELECTROENFOQUE

(IEF) DIRECTO DE TEJIDOS

12.1.- Condiciones del IEF

El IEF se ha realizado a 10°C usando un equipo de
electroforesis horizontal FBE 3000 de Pharmacia. Los geles de
poliacrilamida, de 1 mm de espesor y composicién T6C3 se
preparan segiin se recomienda en '"Isoelectric focusing.
Principles and methods" de Pharmacia (1982). Se emplea una
solucién comercial de anfolito con rango de pH de 3 a 10 y
H,PO, 1 M y NaOH 1 M como soluciones electroliticas en el

anodo y cdtodo respectivamente.

‘Las condiciones eléctricas, obtenidas con una
fuente ECPS 3000/150 de Pharmacia son: potencia constante 30
W y voltaje e intensidad mdximos 2000 V y 150 mA respectiva-
mente. La duracién del IEF es de aproximadamente 1.5 h pafa

un total de 3000 V.h.

12.2.- Preparacién de las muestras

Las hojas se 1lavan con agua corriente y agua
destilada y se cortan en piezas rectangulares de 5 x 10 =mm.
Inmediatamente después del corte las secciones se infiltran
bajo vacio a 66 cm de Hg durante 1 min (Vendrell 1985), con
agua destilada o KCl1 100 mM. El vacio, obtenido con una bomba

Millipore XX 5522050, se aplica a un matraz de 6 L conectado



al recipiente de infiltracién a través de una llave de 3
pasos. Cuando se alcanza el vacio deseado en el matraz, se
conecta éste al recipiente de infiltracién durante 1 min. Las
secciones de tejidos se mantienen inmersas en el liquido de
infiltracién con ayuda de un disco perforado de acero

inoxidable.

Tras la infiltracién, las secciones se secan cuida-
dosamente con papel de filtro y se cortan longitudinalmente
en dos mitades de 2.5 x 10 mm cada una. Las dos mitades se
colocan en su posicién original sobre el gel, con el envés en

contacto con la superficie del mismo.

Después de 30 min de IEF se retiran las secciones

del gel, continuando el IEF durante 1 h méds aproximadamente.

12.3.- Revelado del gel

12.3.1.- Tincién de peroxidasas

Se utiliza el método de Hoyle (1977). El1 gel se
sumerge en un& solucién conteniendo 75 mg de 3-amino-9-
etilcarbazol, 7.5 ml de dimetilformamida, 150 ml de tampén
acético-acetato 2 M (1:2.4, v/v) y 75 ul de HZO2 al 30%. Las
bandas con actividad péroxidasa se tifien de color rojo. A
continuacién el gel se lava con agua y se conserva en acido

acético al 2% en la oscuridad.
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12.3.2.- Tincién de proteinas

Para calcular los pI se utiliza un patrén de
11 proteinas de pl conocido, revelédndose los geles con
nitrato de plata segiin el método de Henkeshoven y Dernick

(1985) (Fig. 11).

12.4.~ Cuantificacién de las peroxidasas

Para cuantificar las peroxidasas extraidas de
las secciones de tejidos en el IEF, se cortan los geles en
tiras de 115 x 15 mm, determinéndose los perfiles de densidad
6ptica mediante un densitémetro/absorciémetro Joyce Loebl
modelo Chromoscan, provisto de una rejilla vertical (10 x 0.5

mm) en el emisor y un filtro 3 0.D. en €l receptor.
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Fig. 11.- Gradiente de pH obtenido en isoelectroenfo-
que utilizando kits de proteinas de pI conocido. El gel

se revela por el método de Henkeshoven y Dernick (1985).



13.- PRUEBAS QUIMICAS

Los compuestos formados a partir del ACC en las
incubaciones in vivo e in vitro se han sometido a diferentes

pruebas quimicas.

13.1.- Cromatografias de capa fina

Para los ensayos de tincién en placa, se cromato-
grafian 25 pl del medio de incubacién en placas de silicagel
60-F con acetona : n-butanol : acido acético : agua (7:7:2:4,
v/v) como liquido de desarrollo. Para el revelado de las pla-

cas se utilizan los reactivos que se indican a continuacién.

13.1.1.- Revelado con yodo

Las placas se introducen en un recipiente con
cristales de yodo resublimado hasta que el fondo adquiere uﬁ
tono amarillento. Las sustancias que dan reaccién positiva
(insaturadas principalmente) presentan una coloracién marrén

(Barret 1962).

13.1.2.~- Revelado con ninhidrina

Permite detectar la presencia de grupos amino
libres. Las placas se rocian con una disulucién de ninhidrina
al 0.2% en etanol (Barrollier 1955), calentindose en estufa a

70°C durante unos 15 min, hasta la aparicién de bandas de



color rosa-violeta.

13.1.3.- Revelado con fluorescamina

Las muestras, cromatografiadas en silicagel
60F-254, son rociadas con una solucién de fluorescamina en
acetona (10 mg/20 ml) y observadas a la luz ultravioleta a
365 nm. La presencia de fluorescencia indica reaccién posi-

tiva con aminas.

13.1.4.- Revelado con reactivo Sakai

Se rocian las placas con una mezcla de p-dimetil-
aminocinamaldehido (1 g), HCl al 5% (5 ml) y etanol al 95%
(95 ml). La aparicién de bandas rosadas indica la presencia

de grupos amino libres.

13.1.5.- Revelado con verde de bromocresol

Las placas se rocian con una disolucién de verde de
bromocresol al 0.04% en etanol, que se equilibra con NaOH 0.1
N hasta que el color vira del verde-agulado al naranja
(Bryant y Overell 1953). Las sustancias é4cidas se tifien de
color amarillo, mientras que las bédsicas aparecen de color

azul.

13.1.6.- Revelado con hexacianoferrato-nitroprusiato

Se utiliza una mezcla compuesta por 5 ml de
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NaOH al 10X, 5 ml de nitroprusiato sé6dico al 10X, 5 ml de
hexacianoferrato (III) de potasio al 10% y 15 ml de agua
(Fishbein y Cavanaugh 1965). En el momento de su uso se afiade
un volumen equivalente de acetona. La presencia de nitrégeno

alifatico se detecta por la aparicién de bandas rosadas.

13.1.7.- Revelado con 2,4-dinitrofenilhidracina (2,4-DNPH)

Se rocian las placas con una disolucién de 2,4-DNPH
al 0.3% en HCl 4 N. La aparicién de bandas amarillas indica

la presencia de grupos carbonilo libres.

13.2.- Preparacién de derivados

Se usa el método de Schlenk y Gellerman (1960)
para ensayos a pequefia escala. Se hace pasar una corriente de
N2 con vapores de éter etilico sobre una mezcla formada por 1
ml de carbitol, 1 ml de KOH al 60X y 100 mg de N-nitroso-N-
metil-p-toluensulfonamida, lo que provoca una liberacién de
diazometano gaseoso que metila las muestras (25-100 mg)

disueltas en 3 ml de metanol al 10% en éter etilico.

13.2.2.- Derivatizacién con bromuro de p-fenilazofenacilo

Este reactivo reacciona con los grupos carbo-

xilo en medio bédsico, originando compuestos coloreados de
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fdcil separacién por CCF (Vioque et al. 1985).

En un tubo de ensayo roscado se colocan 50 mg
de muestra, 2 ml de trietilamina al 5% en acetona y 100 mg de
bromuro de p-fenilazofenacilo, manteniéndose bajo agitacién
constante durante 30 min. Los productos obtenidos se separan

por CCF en silicagel 60-F con benceno como fase mévil.

13.2.3.- Derivatizacién con 2,4-DNPH

Se tratan 500 ul del medio de incubacién in
vivo o in vitro con 4 ml de agua y 6 ml de 2,4-DNPH al 0.4%
en HCl 4 N durante 15 min bajo agitacién (Mehlitz et al.
1963). Una vez formadas las hidrazonas correspondientes, se
procede a una doble extraccién con 2.5 ml de éter etilico en
embudo de decantacién. La fraccién orgénica se seca con
Na2804 anhidro y se filtra, concentriandose hasta 0.5 ml de
volumen en rotavapor a 30°C. Los diferentes derivados se sé-
paran por CCF en silicagel 60-F con tetracloruro de carbono :
hexano : acetato de etilo (10:2:3, v/v) como 1liquido de

desarrollo.

13.3.- Columnas de intercambio iénico

Se utilizan para comprobar la presencia de
grupos cargados. Se pasa 1 ml del medio de incubacién
estdndar in vitro, conteniendo [2,3-1401ACC, a través de

columnas de vidrio con un lecho de 15 ml de resina Dowex-2
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(forma OH ) o Amberlita CG-120 (forma H+). Tras un lavado con
30 ml de agua destilada, se eluyen las fracciones retenidas
con 30 ml de HCOOH 6 N (Dowex-2) o 30 ml de NH.OH 2 N
(Amberlita CG-120). Las fracciones radiactivas obtenidas se

analizan con un contador de centelleo liquido.



14.- PRUEBAS ESPECTROSCOPICAS

14.1.- Espectros de absorcidén en el ultravioleta

Se realizan en cubeta de 1 cm en espectro-
fotémetro Hewlett Packard 8450A. Se ha usado metanol especial

para espectrofotometria como disolvente.

14.2.- Espectros de absorcién en el infrarroio

Se ha utilizado un espectrofotémetro .Perkin
Elmer 299, realizédndose los espectros en pastilla de KBr

8ecCo.

14.3.~- Espectros de resonancia magnética nuclear

Se han registrado en un espectrémetro Varian

XL-200.

Los espectros de protones (1H—RMN) se han rea-
lizado a 200 MHz, con técnica de pulso-transformada de
Fourier. Como disolventes se utilizan diletilsulféxido—d6 y
agua deuterada (DZO), con tetrametilsilano (TMS) como refe-

rencia interna.

Los espectros de carbonos (13C-RMN) se han
realizado a 50.3 MHz, usando como disolvente agua deuterada y

TMS como referencia interna.
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14.4.- Espectros de masas

Se han registrado en un espectrémetro MS 30/70
VG con sistema de datos DS 11/250, introduciendo los sélidos

directamente en la fuente de ionizacién.

Los productos metilados y sililados se intro-
ducen a través de un cromatégrafo de gases Konik KNK 200C
equipado con columna capilar (30 m x 0.25 mm d.i.) de 0V1/101

BP.

Para comprobar la presencia de grupos
hidroxilo se ha derivatizado con bis(trimetilsilil)tri-
fluoroacetamida (BTMFA), que sustituye el grupo OH por

CH
3
/
[-0-Si-CH_]

N\

CH,

dando fragmentaciones caracteristicas (Blau y King 1978). La
muestra a tratar se disuelve en piridina, afiadiéndose un
volumen equivalente de BTMFA; se calienta a 80°C durante 15
min y se analiza seguidamente por cromatografia gaseosa y

espectrometria de masas.



RESULTADOS Y DISCUSION



1.- ESTUDIO DEL ENZIMA FORMADOR DE ETILENO DE HOJAS DE OLIVO
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1.1.- CONDICIONES OPTIMAS DE INCUBACION

Se ha realizado una serie de ensayos para esta-
blecer las condiciones que permitan el mayor rendimiento en

la reaccién de transformacién del ACC en etileno in vivo.

1.1.1.~ Medio de incubacién

La actividad EFE se determina incubando tejidos
vegetales en una disolucién de ACC y midiendo el etileno
liberado. Se ha ensayado la actividad EFE de discos de hojas
de olivo en distintos medios: agua, sorbitol 600 mM (Apelbaum
et al. 1981b) y sacarosa al 2% (Lau et al. 1978). En la tabla
1 se iecogen los resultados obtenidos al incubar 5 discos de
hojas de olivo de 4 mm de diadmetro con ACC 1 mM en los tres

medios indicados.

La maxima produccién de etileno se obtiene cuando
los discos se incuban con ACC y agua, que es el medio més
utilizado para la determinacién de la actividad EFE. Satoh y
Esashi (1983) encuentran también un ligero efecto inhibidor

del sorbitol sobre la produccién de etileno.

1.1.2.~ Nimero y disposicién de los disceos

Como puede observarse en la fig. 12, el nimero de

discos utilizado en las incubaciones no influye en la



Tabla 1.- Etileno liberado en incubaciones de discos de hojas

de olivo con ACC 1 aM en distintos medios.

Medio de incubacidn Etileno (nmol/24h)

Agua 3.06%0,22"%
Sorbitol 600 mM 2.85%0,25
Sacarosa 2X (p/v) 2.32+0,28

® Mediato de seis replicados.
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Fig. 12.- Etileno liberado en incubaciones de distinto

nimero de discos con ACC 1 mM.
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cantidad total de etileno liberada por cada disco. Cuando se
incuba un solo disco, la dispersién obtenida es mucho mayor,
disminuyendo la reproducibilidad. Para las determinaciones de
la actividad EFE se utilizardn 5 discos, valor que da la

menor desviacién tipica.

En general, en las experiencias que se realizan con
tejidos, la dispersién de los resultados obtenidos es alta,
por lo que se ha estudiado el efecto que la disposicién de
los discos (ordenados o al agzar) ejerce en las determi-

naciones de la actividad EFE.

Se incuban 15 viales con 5 discos cada uno
dispuestos todos ellos con el haz hacia arriba (ordenados) y
otros 15 viales con los discos al azar, con ACC 1 mM. Como
puede verse en la tabla 2, la disposicién de los discos en el
vial no influye en el etileno liberado, pero si en la disper-
sién de los valores obtenidos, que es significativamenté

menor cuando los discos se disponen de manera ordenada.

1.1.3.- El oxigeno como factor limitante

La biosintesis de etileno a partir de su precursor
ACC es una reaccién dependiente de oxigeno (Adams y Yang
1979), por lo que en determinadas circunstancias puede llegar

a ser un factor limitante.

Se realizan incubaciones en viales de 6.8, 11, 60 y
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Tabla 2.- Etileno desprendido en incubaciones de ACC 1 mM con
5 discos de hojas de olivo dispuestos al azar y ordenados con

el haz hacia arriba. Los datos expresan nmol etileno/24h.

Discos al azar Discos ordenados
5.71 6.76
6.18 7.05
6.85 7.59
4,71 6.84
7.18 6.14
7.44 7.32
6.15 v 6.92
8.14 8.13
7.14 -7.73
6.03 8.06
8.13 5.95
8.73 8.98
8.65 8.67
9.04 8.40

12.268 7.75

X,= 7.5%1.8 X,= 7.5¢0.9
si= 3.24 so2 0.81

F 3.7 F= 4%

(14,14,1%)°




-98-

Tabla 3.- Produccién de etileno en incubaciones realizadas en

viales de distinto tamafio. Los datos expresan xi0 de cinco

replicados.
Volumen del vial (ml) Etileno” (nmol/24h)
6.8 2.1840.30°
11 3.800.65"
60 4.20%0.67°
120 3.79+0.51°

Letras distintas indican diferegcias significativas al
nivel del 5% segin el test de Duncan (Ruiz-Maya 1983).

Tabla 4.- Etileno (nmol) liberado en incubaciones aireadas y no

aireadas. Los datos expresan xi0 de diez replicados para cada tiempo.

Incubacién 4 h 8 h 24 h 30 h 48 h

Estandar 0.20+0.05 1.05%0.35 3.65%1.02 3.95%0.92 4.60+0.83

Aireada 0.23£0.05 1.03+0.50 3.60%+1.10 4.00%0.85 4.70%0.75
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120 ml, determindndose el etileno liberado. Como puede verse
en la tabla 3, la produccién de etileno en viales de 6.8 ml
es sensiblemente menor que en los otros tamafios de vial,

entre los cuales no hay diferencias significativas.

Para comprobar que el oxigeno no es limitante en
los viales de 11 ml, se han llevado a cabo incubaciones en
dichos viales sometiéndolos a 2 min de aireacién tras cada
determinacién de etileno. Los resultados se comparan con los

obtenidos en viales de 11 ml sin airear (Tabla 4).

Se demuestra que en los viales de 11 ml el oxigeno
no es limitante para la conversién ACC ---» etileno, resul-
tando por tanto adecuados para nuestros estudios sobre el

EFE.

1.1.4.~- Influencia del tipo de tapén

Se ha estudiado el efecto que, en la determinacién
de la actividad EFE, ejerce el tipo de tapén utilizado para
cerrar los viales de incubacién. La tabla 5 recoge la
evolucién del etileno liberado por incubaciones de discos de
hojas de olivo con ACC 1 mM en viales cerrados con tapones de
goma y de teflén. Puede observarse que cuando se utilizan
tapones de goma el etileno presente en dichas incubaciones es

mucho mayor que cuando se usan tapones de teflén.

Estas diferencias observadas no son debidas a
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Tabla 5.- Etileno producido por tejidos de olivo incubados en

viales cerrados con diferente tipo de tapén.

Tiempo Tapén de goma Tap6én de teflén
(h) (nmol) (nmol)
3 0.11+0.03 0.04+0.01
6 0.2520.04 0.11%0.02
24 0.60+0.10 0.29+0.08

48 1.30+0.10 0.27x0.06
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difusién del etileno en el caso de los tapones de teflén,
sino a la existencia de un metabolismo oxidativo del etileno
en los tejidos de olivo, que se ve inhibido al wutilizar
tapones de goma (Ver apartado 4: Metabolismo del etileno).
Por tanto, los tapones de teflén no son adecuados para los
estudios sobre el EFE, ya que el etileno producido (medida de
la actividad) va siendo metabolizado durante las incu-

baciones.

1.1.5.- El etileno de herida

Cuando se dafian los tejidos vegetales (por herida,
lesién mecédnica, etc.) hay un incremento en la produccién
basal de etileno. Esta estimulacién puede ser debida a un
incremento en el contenido de ACC por inducciéon del enzima
ACC-sintasa (Kende y Boller 1981), o a reacciones mediadas
por radicales libres y peréxidos provenientes de las mem-
branas dafiadas, explicando asi su rapida aparicién (Boyer y

De Jaegher 1986).

En nuestras experiencias hemos utilizado discos de
hojas de olivo, causando un dafio al tejido. Se ha determinado
el etileno liberado a partir del ACC endégeno y la actividad
EFE en discos que han sido sometidos a distinto nimero de
cortes. Los discos se cortan diametralmente 1, 2 6 3 veces,

siendo posteriormente incubados con agua o con ACC 1 mM.

Cuando se incuban los discos con agua, el etileno
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liberado es funcién de la intensidad de la lesién (Fig. 13),
observdndose que la produccién de etileno es directamente
proporcional a la superficie herida. Este parametro se

determiné en base al siguiente esquema:

Nimero de cortes Long. cortada Long. Herida Relativa
0 2nr 1.00
1 2Rr+4r 1.64
2 2%r+8r 2.27
3 2rr+12r 2.91

Cuando se incuban discos sometidos a distinto
nimero de cortes con ACC 1 mM se comprueba que el etileno
producido es independiente de la intensidad de la lesién
(Tabla 6). Estos resultados se explican por la estinulacién‘
del enzima ACC-sintasa en los tejidos heridos (Wang y Adams
1982), efecto que no se observa en las incubaciones con ACC
exégeno, ya que en este caso los niveles de ACC en los teji-

dos son suficientemente altos para saturar la actividad EFE.

Para evitar una posible interferencia del etileno
de heridas en la medida de la actividad EFE, algunos autores
preincuban los tejidos durante 1 hora en agua antes de la
incubacién con ACC (Aharoni y Yang 1983). La tabla 7 recoge
los resultados de incubaciones estandar y de incubaciones con

discos sometidos a una preincubacién de 1 hora en agua. Puede
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Fig. 13.- Etileno de herida liberado por tejidos de

hojas de olivo incubados en agua.
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Tabla 6.~ Etileno producido en incubaciones de discos
sometidos a distinto nimero de cortes con ACC 1 mM. Los datos

indican xt0 de seis replicados.

N° de cortes L.H.R.® Etileno (nmol/24h)
0 1.00 2.45+0.44
1 1.64 2.52+0.38
2 2.27 2.2120.35
3 2.91 2.30+0.39

2 Longitud de herida relativa.

Tabla 7.- Etileno liberado por incubaciones estdndar vy

sometidas a preincubacién. Los datos expresan x0 de 15

replicados.
Incubacién Etileno (nmol/24h) t° Fb
Esténdar 3.35+0.36
1.80Ns 1.43Ns
Preincubacién 3.61%0.43
a
Valor de la t de Student. t(ze' 5%)° 2.06
b Valor de la F de Fisher-Snedecor. F = 2.48

(14,14, 5%)
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observarse que la preincubacién no influye en la cantidad de
etileno producido. Estos datos y los recogidos en la tabla
anterior indican que el etileno de herida no influye en la

determinacién de la actividad EFE.

1.1.6.~ Temperatura 6ptima

La fig. 14 resume los resultados obtenidos cuando
se determina la actividad EFE a temperaturas comprendidas
entre 17 y 40°C. La temperatura 6ptima de actuacién del

enzima es de 30°C, tanto a 10 como a 24 horas de incubacién.

Esta temperatura de 30°C coincide con la utilizada
en la bibliografia para la medida de la actividad EFE de
otros tejidos vegetales (Machidckovd y Zmrhal 1981, Aharoni y

Yang 1983).

A la vista de los resultados obtenidos, se han
establecido las siguientes condiciones éptimas de incubacién
para la determinacién de la actividad EFE: cinco discos de
hojas de olivo con el haz hacia arriba, sin preincubacién en
agua, se incuban a 30°C con ACC 1 aM en viales de 11 ml

cerrados con tapén de goma.
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Fig. 14.- Efecto de la temperatura sobre el enzima

formador de etileno de hojas de olivo.
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1.2.- CARACTERISTICAS DEL EFE DE HOJAS DE OLIVO

El EFE de hojas de olivo presenta las siguientes
propiedades : es termolébil, requiere oxigeno, se inactiva al
homogeneizar el tejido y se inhibe por cianuro, azida, EDTA,
iones cobalto, dinitrofenol y galato de propilo (Viogue et
al. 1981, Vioque y Vioque 1985). Como continuacién de estos
trabajos, se estudian algunas caracteristicas de esta

actividad.

1.2.1.- Evolucién de la actividad enzimidtica durante el

periodo de incubacién

En la fig. 15 se representa la evolucién del des-
prendimiento de etileno a lo largo del tiempo en viales que
contienen 5 discos de hojas de olivo (40 mg aprox.) incubados

en agua y en ACC 1 mM.

Como se puede observar, los discos de hojas de
olivo tienen una tasa basal de desprendimiento de etileno muy
baja, del orden de 0.4 nmol/30h. Al afiadir ACC al medio de
incubacién se aprecia que el desprendimiento de etileno
aumenta de forma muy acusada durante las 30 primeras horas de
incubacién y a partir de este momento el incremento es menos

pronunciado, estabilizdndose a partir de las 48 horas.

El cese en la produccién de etileno indica que el

EFE ha perdido su actividad, a pesar de la gran cantidad de
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Fig. 15.- Actividad del EFE de discos de hojas de olivo
expresada como nmnol de etileno acumulado en el tiempo.
( ® ) Incubaciones con agua, ([0 ) incubaciones con ACC

1 mM.
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sustrato presente en el medio y de que el oxigeno no es un
factor limitante (tablas 3 y 4). La disminucién en la produc-
cién de etileno podria deberse a una autoinhibicién provocada
por el propio etileno, como ha sido descrita en pléatanos
(Dominguez y Vendrell 1988); o también a que el ACC no sea
asequible a la accién del EFE a causa de su situacién en
distintos compartimentos celulares (Guy y Kende 1984b),
pudiendo estar la sintesis de etileno regulada por el
transporte de ACC desde el citosol a la vacuola (Saftner y

Baker 1987).

El rendimiento en la conversién del ACC exégeno en
etileno por los discos de hojas de olivo es bajo, del orden
del 1-2X% a las 48 horas de incubacién, aunque similar al de
otros tejidos vegetales (Apelbaum et al. 198la, Guy y Kende

1984b, Manning 1985, Porter et al. 1986).

1.2.2. Influencia de la concentracién de sustrato. Cdlculo de

lak,

Se incuban discos de hojas de olivo con concentra-
ciones crecientes de ACC, determindndose las velocidades
iniciales de formacién de etileno. Tras las incubaciones se
determinan las concentraciones de ACC en los tejidos (ver
Materiales y‘Métodos). La tabla 8 y la fig. 16 recogen los
resultados obtenidos. Se observa que el EFE de hojas de olivo

es saturable por ACC a concentraciones superiores a 40 uM.



~110-

Tabla 8.~ Influencia de la concentracién de ACC en la
actividad EFE.

SE SI Velocidad
(uM) (M) (pmol/h.g PF)
1.0 0.93 3.52
1.5 1.42 5.15
2.0 1.85 6.40
3.0 2.86 : 9.01
5.0 4.5 12.4

10 8.2 18.5

20 17.2 23.8

40 35.7 28.6

60 45.5 28.6

® SE y SI corresponden a la concentracién de ACC del medio de
incubacién y a la concentracién de ACC en los tejidos

respectivamente.
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Fig. 16.- Influencia de la concentracién interna de

sustrato sobre la actividad EFE.
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La fig. 17 muestra una representacién de Line-
weaver-Burk de las velocidades iniciales de liberacién de
etileno a diferentes concentraciones internas de ACC, obte-
niéndose una velocidad mixima de 35.3 nmol de etileno/h.g PF
y una Km aparente para el ACC de 8.4 uM. Este valor de Kn es
del mismo orden que el encontrado para otros tejidos
vegetales: 8.1 UM en manzanas y 20 UM en hojas verdes de
trigo (Yip et al. 1988), 16 UM para hojas verdes de cebada
(Wang y Yang 1987) y 25 UM en hipocétilos de haba mung

{Yoshii e Imaseki 1981).

Estos valores de Km aparente representan una
estimacién de su valor real ya que las concentraciones
internas de ACC sélo son calculables en nmol/g PF y se asume
ademds que el ACC estd homogéneamente distribuido en el
tejido, pudiendo estar compartimentado {Jiao et al. 1987, Yip

et al. 1988).

1.2.3.~ Efecto de andlogos estructurales

Andlogos quimicos estructurales son a menudo
inhibidores competitivos de reacciones enzimiticas. La ciclo-
propilamina (CPA), el Acido ciclopropanocarboxilico (CPC) y
el &cido a-aminoisobutirico (AIB) son andlogos estructurales
del ACC y por tanto posibles inhibidores del EFE. Para probar
la naturaleza de la reaccién ACC ---» Cz“4 se ensaya si CPA,

CPC y AIB inhiben dicho paso. La tabla 9 resume los
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Fig. 17.- Representacién de Lineweaver-Burk de las velo-
cidades iniciales de produccidén de etileno a diferentes

concentraciones internas de ACC.
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Tabla 9.- Produccién de etileno en incubaciones de discos de
hojas de olivo con andlogos estructurales del ACC a
concentracién 1 mM. Los resultados expresan xt0 de 5

replicados.

Medio de incubacién Etileno/24 h (%)

ACC 100+ 7
CPA ' 5t 2
CPC 3t 2
AIB ND
ACC + CPA 105+ 9
ACC + CPC 100+13
AIB + ACC 62+ 5 *

Porcentaje de la incubacién esténdar con
ACC. ND: No detectado

* Diferencia significativa al nivel del 5%
respecto a la incubacién estéandar, segin el

test de Duncan (Ruiz-Maya 1983).
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resultados obtenidos al incubar estos andlogos a concentra-
cién 1 mM con discos de hojas de olivo y su efecto sobre la

actividad EFE.

Como puede verse en la tabla 9, ninguno de los
andlogos actiia como precursor del etileno in vivo, aunque la
CPA pueda ser transformada quimicamente en etileno (Lizada y
Yang 1979). Por otra parte CPA y CPC no inhiben la conversién
del ACC exégeno en etileno, mientras que el AIB inhibe la
actividad EFE en un 38%. Estos resultados indican que es
necesaria la presencia simultanea de los grupos @-amino ¥y
a-carboxilico para la accién inhibidora. El1 AIB inhibe compe-
titivamente la conversién del ACC exdgeno en etileno en otros
tejidos vegetales, aunque se necesitan concentraciones rela-
tivamente altas (10 mM) del inhibidor (Satoh y Esashi 1983).
Probablemente el parecido estructural con el ACC es la causa
de la accién inhibidora, habiéndose sugerido que la descarbo-
xilacién del AIB y la oxidacién del ACC estén catalizadas por

el mismo sistema enzimdtico (Liu et al. 1984b).

1.2.4.- Efecto de la aminoetoxivinilglicina (AVG)

Los andlogos estructurales de 1la vinilglicina
(4cido L-2-amino-4-alcoxi-trans-3-butenoico) son inhibidores
de reacciones enzimidticas dependientes de fosfato de piri-
doxal (Rando 1974). Estos compuestos inhiben la conversién de

metionina en etileno (Yang y Hoffman 1984). De entre ellos el
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mds efectivo y cominmente utilizado es la AVG. La AVG inhibe
la conversién de SAM en ACC tanto in vivo (Adams y Yang 1979)
como in vitro (Boller et al. 1979), pero no parece tener
efecto sobre la conversién ACC ---» etileno (Apelbaum et al.

1981b, Yang y Hoffman 1984).

Se ensaya el efecto de la AVG sobre la actividad
formadora de etileno de tejidos de olivo (Tabla 10). Puede
observarse que AVG 5 UM inhibe ligeramente la conversién del
ACC ex6geno en etileno. Estos resultados coinciden con las
iltimas observaciones de Machiackovda et al. (1989a) quienes
encuentran también una ligera inhibicién de la actividad EFE
por AVG en explantes de Prunus y Dianthus. Estos datos
sugieren una cierta accién de la AVG sobre el EFE que
implicaria, directa o indirectamente, la existencia de algin
factor regulador del EFE todavia no conocido (Machdckovd et

al. 1989a).

1.2.5.~ Efecto de secuestradores de radicales libres

Atrapadores de radicales libres tales como galato
de propilo (GP) y benzoato sédico inhiben la produccién de
etileno en frutos, flores y tejidos vegetativos (Konze et al.
1980, Apelbaum et al, 1981a). Trabajos posteriores implican a
los radicales libres en la conversi6én del ACC en etileno, ya
que éste es el paso sensible a estos inhibidores (Yang y

Hoffman 1984).
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Tabla 10.- Efecto de la AVG sobre la actividad EFE

Incubacién Etilenoa/24 h
ACC 1 mM 100+11
+ AVG 5 uM 81t 9 %

® Porcentajes de la incubacién esténdar

¥ Diferencias significativas al nivel
del 5% segin el test de la t de
Student.

Tabla 11.- Efecto de atrapadores de radicales libres (1 mM)

sobre la actividad EFE de discos de hojas de olivo.

Tratamiento Etileno (%)
- 100
Galato propilo 34
Ascérbico 121
Férmico 128

Manitol 101
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Para comprobar la naturaleza de estos radicales, se
ensaya el efecto de algunos atrapadores de radicales libres
(galato de propilo, acido ascérbico, dcido férmico y manitol)
a concentracién 1 mM sobre la actividad del EFE de hojas de
olivo (Tabla 11). De los secuestradores de radicales libres
no especificos (galato de propilo y ascérbico), sbélo el GP
inhibe la reaccién (en un 66%). Los atrapadores de radicales
OH® (férmico y manitol) no inhiben 1la actividad EFE,
descartando la intervenciéon de dichos radicales. La ligera
estimulacién de la conversién ACC ---» etileno por los 4cidos
ascérbico y férmico (121 y 128% respectivamente) puede ser
debida a que el medio &cido facilita la penetracién del ACC
en los tejidos vegetales (Satoh y Esashi 1983) e incluso
puede estimular la actividad EFE (Chen y Wellburn 1989).
Ademas el Aacido ascérbico puede actiar in vivo como agente
reductor para preservar al EFE en estado reducido o como
sustrato para la formacién de radicales libres (Shilokawg
1983). El1 4cido ascérbico estimula ligeramente la formacién
de etileno a partir de ACC en manzanas (120%), tomates (110%)

y pldtanos (105%) (Shimokawa 1983).

El hecho de que el galato de propilo inhiba pero no
el ascérbico (ambos atrapadores no especificos) y el que se
requieran concentraciones relativamente altas del inhibidor
{(Yang y Hoffman 1984), indican que el efecto inhibidor puede
no ser debido a su accién como secuestrador de radicales

libres.
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1.2.6.- Integridad de membranas

El aislamiento del EFE sigue siendo uno de los
retos en la investigacién sobre la biosintesis del etileno.
Protoplastos y vacuolas intactas poseen las propiedades
funcionales del EFE, pero esta actividad se pierde tras la
rotura de la membrana plasmitica o vacuolar (Guy y Kende
1984b). Estos hechos y la sensibilidad del EFE a compuestos
lipofilicos, ion6foros como el 2,4-dinitrofenol (Yu et al.
1980), tratamientos de choque osmético (Apelbaum et al.
1981a) y en general a sustancias que de alguna forma alteran
la estructura de la membrana, han sido interpretados en el
sentido de que el EFE puede estar asociado a estructuras
membranosas (Yang y Hoffman 1984). Estas conclusiones son,
sin embargo, limitadas debido a la poca especificidad de los
inhibidores y a las altas concentraciones necesarias para
ejercer su efecto (Smith y Hall 1984). El secreto de aislar
el EFE esta en conocer por qué pierde totalmente su actividad
tras la rotura celular. Hay varias posibles funciones para
esta membrana: la actividad EFE puede estar acoplada a un
flujo de protones transmembrana (John 1983), puede requerir
un sistema de transporte de electrones unido a membrana; o
puede ser necesaria para, mantener una alta concentracién de
un cofactor necesario aidn desconocido, o para proteger al EFE

de inactivacién {McKeon y Yang 1987).

La actividad EFE de hojas de olivo se inhibe por
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dinitrofenol (Vioque y Vioque 1985) y cesa totalmente cuando
el tejido se homogeneiza (Vioque et al. 1981). Esta pérdida
de actividad puede ser debida a la liberacién de inhibidores
durante la homogeneizacién del tejido. La tabla 12 recoge los
resultados obtenidos cuando se afiade extracto crudo (tejido
homogeneizado) al medio de incubacién de discos de hojas con
ACC. La adicién de cantidades crecientes de extracto crudo
(0.5 y 0.9 ml) inhibe la formacién de etileno en un 68 y 94%
del control, respectivamente. El extracto crudo se pasa por
una columna de Sephadex G-25 y se separan la fraccién de alto
Pm (excluida) y la de bajo Pm (retenida). Se aifiaden ambas
fracciones por separado (equivalentes a 0.9 ml de extracto
crudo) a la incubacién de discos con ACC. Cuando se afiade la
fraccién de bajo Pm, la actividad se reduce al 4%, del mismo
orden que la obtenida con 0.9 ml de extracto crudo (Tabla
12). Estos resultados ponen de manifiesto la existencia en el
extracto crudo de factores de bajo Pm que inhiben 1#
actividad EFE. La liberacién de inhibidores que estaban
anteriormente compartimentados podria explicar el que trata-
mientos que supongan destruccién de membranas inhiban la
actividad EFE. Sin embargo, esta inhibicién no es la f{inica
causa de la pérdida de actividad en los tejidos homogenei-
zados, ya que la incubacién de la fraccién de alto Pm
(equivalente a 5 discos) con ACC no libera etileno (Tabla
12). Estos resultados ponen claramente de manifiesto 1la
existencia en los extractos crudos de hojas de olivo de

inhibidores de bajo Pm del EFE, aunque no descartan una
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Tabla 12.- Formacién de etileno por incubaciones de ACC 1 mM

bajo diferentes condiciones.

Incubacién Etileno/24h
nmol 4
Ext. crudo - -
Discos 2.76%0.21 100
+ 0.5 ml ext. crudo 0.87+0.17 32
+ 0.9 ml ext. crudo 0.17%0.03 6
+ 0.9 ml FE 2.97%0.21 108
+ 0.9 ml FR 0.11%0.02 4

FE 0.03+0.01 1
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asociacién del EFE con estructuras membranosas,

1.2,7.- Estudio del bajo rendimiento en la actividad EFE

Se ha realizado el seguimiento a lo largo del tiem-
po de la conversién ACC ---» etileno y de su conjugacién a
MACC en tejidos de olivo. Como puede observarse en la tabla
13, tras 48 horas de incubacién el 1.2% del ACC inicial se ha
transformado en etileno, el 20% se conjuga a MACC, el 13%
permanece como ACC libre y el resto (65%) no puede ser detec-
tado. En las mismas condiciones un control de ACC no sufre

ninguna alteracién.

El incremento en los niveles de MACC durante las
primeras horas de incubacién se explica por su rdpida
cinética de formacién (Bouzayen et al. 1988). La disminucién
en la concentracién de MACC al final del perfodo de
incubacién puede explicarse por su reversidén hacia ACC que,
aungque no ocurre en condiciones fisiolégiqas, puede darse a
altas concentraciones de MACC (Jiao et al. 1986, Hanley et

al. 1989).

Esta "desaparicién" del ACC no es debida a la
destruccion del etileno formado durante las incubaciones ya
que si se afiade etileno patrén a viales con discos de hojas,

su concentracién permanece constante.

La tabla 14 recoge la distribucién de la radiacti-
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Tabla 13.- Produccién de etileno y contenido en ACC libre ¥y
MACC en incubaciones de discos de hojas de olivo con ACC 1
mM. ACC y MACC se determinan en el liquido de incubacién y en

el tejido, expresando los resultados la suma de ambas

determinaciones.
Tiempo (h) Etileno" ACC MACC No detectado
3 0.1 78.7 19.2 2.0
6 0.2 70.3 24.1 5.4
24 0.5 48.3 28.9 23.3
30 0.7 40.9 25.17 33.7
48 1.2 13.1 20.6 65.1

® Los datos representan ¥ del ACC inicial (1 pmol).
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Tabla 14.- Distribucién de la radiactividad tras 48 h de
incubacién de 5 discos de hojas de olivo con ACC 1 mM conten-
niendo [2,3-''c]acC (4 nmol, 320 ncCi).

Radiactividad Conocida Desconocida
total®
GAS 1.4 1.2 (etileno) 0.2
TEJIDO 20.1 5.0 (ACC+MACC) 15.1
LIQUIDO 78.5 25.9 (ACC+MACC) 52.6

® Los datos indican % de la radiactividad inicial.
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vidad en el gas, tejido y liquido de incubacién cuando se
afiade [2,3-1QC]ACC a las incubaciones. Etileno, ACC y MACC
explican solamente una parte de la radiactividad detectada,

que aparece mayoritariamente en la fase liquida.

CCF del 1liquido de incubacién con acetona
n-butanol : acético : agua (7:7:2:4; v/v) como liquido de
desarrollo muestra la presencia de 5 bandas radiactivas con
valores de Rf de 0.03, 0.30, 0.40, 0.53 y 0.75 (Fig. 18). Las
bandas de Rr 0.40 y 0.53 corresponden respectivamente a ACC y
MACC patrén (sintetizado como se describe en Materiales y

Métodos).

Los datos aqui presentados demuestran que el ACC,
al ser incubado con discos de hojas de olivo, se transforma
en gran parte en compuestos diferentes de sus metabolitos hoy
conocidos (etileno y MACC). Dichos compuestos no dan reaccién
con ninhidrina ni con 2,4-dinitrofenilhidracina, no poseyendo
por tanto grupos amino o carbonilo libres. Estos resultados
descartan la posibilidad de que el ACC se transforme en acido
a-aminobutirico o o-cetobutirico, como ocurre en bacterias

({Honma y Shimomura 1978).

Inhibidores de la conversién ACC ---» etileno no
ejercen ningin efecto sobre esta transformacién del ACC
(Tabla 15), indicando que es independiente de la ruta de
formacién de etileno. Los extractos crudos de hojas de olivo,

que no poseen actividad formadora de etileno, son también
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Fig. 18.- Distribucidén de los productos radiactivos no volatiles
de incubaciones de discos de hojas de olivo con ACC 1 mM conte-
niendo [2,3-14C]ACC {4 nmol, 320 nCi). Las muestras se separan
por CCF y se cuantifican segin se describe en Materiales y Méto-

dos.
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Tabla 15.- Efecto de inhibidores de la produccién de etileno
sobre la transformacién del ACC en productos desconocidos en

incubaciones de discos de hojas de olivo y extracto crudo.

Incubacién ACC transformado’
Estandar 65.1

+ atm. N, 61.5

+ Co't (0.5 mM) 63.2

Discos triturados 55.4
Extracto crudo 70.2
Discos hervidos 3.0

2 Porcentaje del ACC inicial (1 pmol) trans-
formado en productos desconocidos tras 48 h

de incubacién.
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capaces de transformar al ACC. El1 hecho de que los discos
hervidos no produzcan dichos compuestos sugiere la implica-

cidn de reacciones enzimidticas.

Para comprobar la naturaleza enzimdtica de esta
transformacién, se incuban con ACC 1 mM las fracciones de
alto (FE) y bajo (FR) peso molecular del extracto crudo
obtenidas por filtracién en Sephadex G-25. También se incuba
con ACC el liquido resultante de preincubar los discos en
agua durante 48 horas a 30°C (Tabla 16). Los resultados
presentados en la tabla 16 muestran que la transformacién del
ACC se debe a reacciones no enziméticas con compuestos de
bajo peso molecular presentes en los tejidos de olivo, como
lo demuestra también el'hecho de que el liquido de prein-

cubacidén sea capaz de llevar a cabo dicha transformacién.

Esta conversién no enzimatica del ACC ha sido tam-
bién observada, en menor medida, en incubaciones con discoé
de hojas de arce (Acer negundo L.), pero no con epicétilos de
guisante (Pisum sativum L.) o discos de hojas de naranjo
amargo (Citrus aurantium L.). Estas reacciones dependen por
tanto de la especie en cuestién y podrian no ser represen-

tativas de otros tejidos vegetales.

Como estas transformaciones del ACC disminuyen los
niveles de ACC libre en las incubaciones in vivo, se ha estu-
diado la posible influencia que puedan tener sobre la deter-

minacién de la actividad EFE en tejidos de olivo. Como puede
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Tabla 16.- Incubacidén de ACC con: extracto crudo, fracciones
de alto (FE) y bajo (FR) peso molecular del mismo y liquido

de preincubacién de discos con agua durante 48 h.

Incubaciones ACC transformado
Extracto crudo 74.0
FE 5.8
FR 66.4
Liquido preinc. 70.5

* Porcentaje del ACC inicial (1 umol).

comprobarse en la fig. 19, aunque el ACC sea transformado en
otros productos en el liquido de incubacién, la cantidad de
ACC libre presente en los tejidos durante las incubaciones es
muy superior a la concentracién saturante para el EFE (40
nmol/g, Fig. 16). Por tanto las reacciones del ACC con
factores de bajo peso molecular presentes en los tejidos del
olivo no afectan a las medidas de la actividad EFE en dichos

tejidos.
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Fig. 19.- Evolucién de la concentracion de ACC libre en el

tejido, en incubaciones de discos de hojas de olivo con ACC
1 mM.



2.- RELACION ENTRE LAS ACTIVIDADES PEROXIDASA Y FORMADORA DE

ETILENO IN VIVO
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Durante muchos afios el papel de las peroxidasas en
la biosintesis del etileno ha atraido considerable atencién,
en especial desde que se propuso la posible implicacién de
las mismas en la conversién ACC ---» etileno (Vioque et al.
1981). Los resultados a favor y en contra de dicha hipétesis
son hasta ahora controvertidos. Se ha realizado una serie de

ensayos que relacionan ambas actividades in vivo.
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2.1.- PEROXIDASAS Y EFE TRAS ISOELECTROENFOQUE

La aplicacidén a tejidos vegetales de técnicas de
infiltracién con vacio seguida de centrifugacién (Klement
1965) ha permitido la determinacién de peroxidasas inter-
celulares (Rathmell y Sequeira 1974, Castillo et al. 1984).
Basdndose en estas técnicas, Vioque et al. (1986) han
desarrollado un método electroforético para la determinacién
de peroxidasas solubles (libres e iénicamente ligadas) pre-
sentes en los espacios intercelulares de tejidos vegetales
por isoelectroenfoque (IEF) directo de tejidos sobre geles de

poliacrilamida.

Cuando se someten a IEF secciones de hojas de olivo
sin infiltrar, infiltradas bajo vacio con agua e infiltradas
bajo vacio con KCl1 100 mM, se observa que los tejidos no
infiltrados apenas liberan peroxidasas en comparacién con los
tejidos infiltrados (Fotografia 1). La infiltracién con KCl
libera mayores cantidades de peroxidasas que la infiltracién
con agua, indicando que en presencia de KCl se extraen las
peroxidasas libres y las ligadas iénicamente, mientras que

con agua son liberadas Gnicamente las peroxidasas libres.

El gradiente de pH obtenido durante el IEF (ver
Materiales y Métodos), nos permite estimar que las bandas de
peroxidasa aparecen en la zona de pH entre 5.2 y 6.2 (Foto-
grafia 1). Estos valores de pl obtenidos han de considerarse

orientativos, ya que el nimero y la naturaleza de las isofor-
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Ext. crudo

SI

SI

Fotografia 1.- IEF directo de secciones de hojas de olivo so-
metidas a distintos tratamientos, (SI) sin infiltrar, (HZO)
infiltradas bajo vacio con agua, (KCl) infiltradas bajo vacio
con KCl 100 mM. Sobre el gel se llevaron también peroxidasa

patrén (HRP) y extracto enzimadtico crudo de hojas de olivo.



~135-

mas de peroxidasa dependen en gran manera de las técnicas y
condiciones de separacién utilizadas (Gaspar et al. 1982).
Efectores no proteicos, principalmente de naturaleza fené6li-
ca, pueden unirse a peroxidasas y emigrar conjuntamente en
ensayos electroforéticos, variando su pI natural (Legrand et

al. 1976).

En la fig. 20 s8e recogen los perfiles de
absorbancia por transmisién de las peroxidasas intercelulares
extraidas tras IEF directo de secciones de hojas de olivo
sometidas a los tres tratamientos (no infiltradas, infiltra-
das con agua e infiltradas con KCl1 100 mM). Tras el IEF, los
tejidos se incuban con ACC 1 mM, determindndose el etileno
liberado tras 24 h de incubacién. Si se representan las Areas
de los perfiles de absorbancia frente al etileno liberado
(Fig. 21), se pone de manifiesto que la salida de peroxidasas
de los espacios intercelulares de los tejidos disminuye la
capacidad de convertir ACC en etileno de dichos tejidbs,
existiendo una buena correlacién (r=-0.9958). Estos resul-
tados sugieren una posible implicacién de las peroxidasas en
la conversién de ACC en etileno in vivo. Los valores son me-

dia de dos ensayos con tres replicados para cada tratamiento.
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Fig. 20.- Perfiles de absorbancia por transmisién de las
peroxidasas intercelulares extraidas por IEF directo de
secciones de hojas de olivo sometidas a diferentes trata-
mientos: (A) no infiltradas, (B) infiltradas bajo vacio

con agua, (C) infiltradas bajo vacio con KC1l 100 mM.
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Fig. 21;— Relacién entre las peroxidasas intercelulares
y el etileno liberado por secciones de hojas de olivo
sometidas a IEF tras distintos tratamientos. (A) no in-
filtradas, (B) infiltradas bajo vacio con agua, (C) in-
filtradas bajo vacio con KCl 100 mM.
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2.2.~- PEROXIDASAS Y EFE EN HOJAS DE DISTINTA EDAD

Hojas de olivo de distinta edad tienen diferente
capacidad para transformar ACC en etileno. Se han determinado
las actividades peroxidasa y EFE in vivo en discos de hojas
de olivo de distinta edad segin su posicién en la rama. Para
cada tipo de hoja se mide la actividad formadora de etileno
con 6 viales replicados con 5 discos/vial y la actividad

peroxidasa con 15 viales replicados con 1 disco/vial.

En la fig., 22A se representan los valores medios
obtenidos para cada actividad frente a la posicién de la hoja
en la rama. El experimento se ha repetido cuatro veces con
similares resultados. Puede observarse que ambas actividades
siguen un curso paralelo, de forma que las hojas jovenes
(posicién 1, extremo de la rama) presentan menor actividad
que las hojas de mayor edad (posiciones 9 y 11). Si se
representa la actividad formadora de etileno frente a la
actividad peroxidasa se obtiene una relacién lineal (Fig.
22B), indicando que ambas actividades aumentan de forma

paralela con la edad del tejido.
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2.3.-EVOLUCION ESTACIONAL DE LAS ACTIVIDADES PEROXIDASA Y EFE

Se ha seguido a lo largo de un afio la evolucién de
ambas actividades en hojas de olivo, desde Septiembre de 1988
a Octubre de 1989 (Fig. 23). Las determinaciones se han rea-
lizado mensualmente con 6 replicados para la actividad EFE y
15 replicados para la actividad‘peroxidasa. Puedé observarse
que ambas actividades siguen un curso paralelo, con incremen-
tos y decrementos en las mismas épocas del aifio, correspon-
diendo los maximos a los meses de Enero y Febrero. Estos
resultados deben ser confirmados con el seguimiento de las

actividades durante mds ciclos anuales.

La relacién entre etileno liberado y peroxidasas
extraidas por IEF directo de tejidos sometidos a distintos
tratamientos, la correlacidon entre actividad peroxidasa y EFE
en hojas de diferente edad y la evolucién paralela de dichaé
actividades a lo largo del tiempo, apoyan la hipdétesis de
Vioque et al. (1981) sobre una posible implicacién de las

peroxidasas en la conversién del ACC en etileno in vivo.

Los resultados aqui presentados concuerdan con las
observaciones de Boyer et al. (1983), Kevers et al. (1984),
Parups (1984), Mussell (1985), Boyer y De Jaegher (1986) y
Osswald et al. (1989). Dichos autores sugieren también una
intervencién de las peroxidasas en la conversién del ACC en

etileno in vivo.
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Fig. 23.- Evolucién mensual de las actividades peroxi-

dasa y formadora de etileno in vivo de hojas de olivo.



3.~ INFLUENCIA DEL JASMONATO DE METILO SOBRE LA BIOSINTESIS

DE ETILENO IN VIVO
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El 4cido jasménico es un acido graso ciclico forma-
do por un nicleo de ciclopentanona y grupos 2'-cis-pentenil y
acético, de estructura similar a las prostaglandinas ani-

males:

COOH

Su éster metilico es un compuesto odorifero
abundante en el aceite esencial de jazmin, de donde fue
aislado e identificado por vez primera (Demole et al. 1962).
Los efectos que el jasmonato de metilo (JA-Me) ejerce sobre
la senescencia de las plantas unidos a su amplia distribucién
en el reino vegetal han hecho que sea objeto de especial
atencién en los iltimos afios, llegando a ser considerado como

una nueva hormona vegetal (Meyer et al. 1984).

La aplicacién de JA-Me exégeno a tejidos vegetales
provoca inhibicién del crecimiento (Yamane et al. 1981),
sindrome de senescencia (Ueda y Kato 1981), y alteracién
cualitativa y cuantitativa del contenido en pigmentos

(Saniewski y Czapski 1983).

El JA-Me provoca también una estimulacién en la



produccion de etileno y el contenido endégeno de ACC que sélo
ha sido demostrada hasta ahora en frutos de tomate (Saniewski
y Czapski 1985, Saniewski et al. 1987). Se ha estudiado el
efecto del JA-Me sobre la biosintesis de etileno en tejidos
vegetativos de olivo. Para ello se utilizan hojas enteras y
discos de hojas tratados con JA-Me 45 UM, que es la concen-
tracién habitualmente utilizada (Ueda y Kato 1981, Weidhase

et al. 1987, Anderson 1988).
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3.1.- EXPERIENCIAS CON HOJAS ENTERAS

Como puede verse en la tabla 17, un tratamiento con
JA-Me 45 UM provoca una disminucién de la produccién endégena
de etileno en hojas enteras, incrementando por el contrario
los niveles de ACC libre y total (ACC + MACC). El aumento de
la concentracién de ACC total puede deberse a la sintesis de
novo de ACC y/o a la inhibicién de la actividad EFE, lo que
permitiria una acumulacién del ACC no metabolizado a etileno.
En este caso, la diferencia en los contenidos de ACC total en
hojas tratadas y sin tratar no se explica solamente por la
inhibicién del EFE (Tabla 17). Se deduce por tanto que el
JA-Me estimula la actividad ACC-sintasa, aumentando los
niveles de ACC total en los tejidos. Lé menor produccién de
etileno en las incubaciones con hojas tratadas, que contienen
mas ACC libre, parece indicar que la actividad EFE se encuen-

tra inhibida.

Para comprobar el efecto del JA-Me sobre el EFE, se
incuban hojas enteras tratadas (JA-Me 45 uM) y sin tratar con
ACC 1 mM. En la tabla 18 se recoge la evolucién a lo largo
del tiempo del etileno liberado y de los contenidos internos
de ACC libre y total de dichas hojas. Puede observarse que
tanto la produccién de etileno como los niveles de ACC son
sensiblemente menores en hojas tratadas. Esto indica que el
JA-Me dificulta de alguna manera la entrada del ACC exégeno

en los tejidos, seguramente por su efecto inductor sobre el
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Tabla 17.- Produccién de etileno y contenido endégeno de ACC libre y
total (ACC + MACC) de hojas de olivo tratadas con JA-Me 45 UM y sin

tratar. Los datos expresan xt0 de 6 replicados.

Tiempo C_H, (nmol/g) ACC libre (nmol/g) ACC total (nmol/g)

2 4

(h) HZO JA-Me HZO JA-Me HZO JA-Me
NS NS
0 - - 4.8%0.2 4.7%0.3 18.9+1.6 18.7+1.5
L} 2 *X% *%x
24 1.7£0.2 1.2+0.0 11.3+0.1 12.6%0.3 35.5%1.9 50.1+3.4
] *x x%
48 2.5%0.2 1.6%0.2 7.8%0.4 8.8+0.1 37.7£2.2 55.6%3.7
X * *x%x
72 3.0£0.3 1.9+0.3 2.00.2 2.9%0.4 33.1+2.5 52.1%4.5

Los simbolos indican la existencia de diferencias significativas al 5%
(*¥), 1X (**) 6 1% (***) o la no existencia (NS) segin el test de la t
de Student (Ruiz-Maya 1983).
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Tabla 18.- Etileno liberado y niveles de ACC libre y total de hojas de
olivo tratadas con JA-Me 45 uM y sin tratar, incubadas con ACC 1 =mM.

Los datos expresan xi0 de 6 replicados.

Tiempo C_H, (nmol/g) ACC libre (nmol/g) ACC total (nmol/g)

2 4

(h) ~-JA-Me +JA-Me -JA-Me +JA-Me -JA-Me +JA-Me
NS NS
0 - - 4.,8+0.2 4.7+0.3 18.9+ 1.6 18.7%+ 1.5
X% *X% *
24 9.5¢+1.1 7.0%1.1 17.4%0.1 12.9%0.5 89.6x 4.9 69.2% 4.5
*%k *¥ *
48 18.2+3.0 9.8%0.6 4,1%0.2 2.6%0.1 202.7+ 0.6 138.4%18.6
xkX *% %

72 16.743.2 9.3+1.7 5.8%0.2 3.6%0.3 248.4%13.4 183.0%17.2

Los simbolos indican la existencia de diferencias significativas al 5%
(*), 1% (**) 6 1%, (***) o la no existencia (NS) segin el test de la t
de Student (Ruiz-Maya 1983).
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cierre estomiatico (Satler y Thimann 1981, Raghavendra y Reddy
1987). La aparente menor actividad EFE observada en las hojas
tratadas (Tabla 18) puede ser debida a la presencia de meno-
res cantidades de sustrato en los tejidos, ya que las concen-
traciones internas de ACC no son saturantes para el EFE de

hojas de olivo (ver Fig. 16).

Los resultados obtenidos con hojas enteras ponen de
manifiesto que el JA-Me estimula la actividad ACC-sintasa
(Tabla 17). El efecto del JA-Me sobre el EFE no estd claro
debido a las interferencias en la entrada de ACC a los
tejidos. Este hecho hace que las concentraciones de ACC sean

diferentes en hojas tratadas y sin tratar (Tabla 18).
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3.2.- EXPERIENCIAS CON DISCOS DE HOJAS

Para evitar los efectos causados por el JA-Me por
su posible accién sobre el cierre estomdtico, se utilizan

discos de hojas de olivo.

Cuando se tratan discos de hojas con JA-Me 45 LM,
se produce un fuerte aumento en los contenidos endégenos de
ACC libre y total, resultando asimismo incrementada la pro-
duccién de etileno (Tabla 19). Estos datos confirman el
efecto estimulador del JA-Me sobre la ACC-sintasa, que se
traduce en concentraciones mayores de ACC libre y una mayor
liberacién de etileno. Saniewski et al. (1987) obtuvieron
resultados semejantes utilizando discos de pericarpio de

tomate.

El efecto del JA-Me sobre la actividad EFE se
estudia incubando discos de hojas de olivo con ACC 1 mM y
diferentes concentraciones de JA-Me. Los resultados obtenidos
se recogen en la tabla 20. Puede observarse que una
concentracién baja de JA-Me (4.5 M) no ejerce efecto alguno
sobre la actividad EFE, aprecidndose un efecto estimulador a
concentraciones iguales o superiores a 45 UM. Este efecto es
mayor al aumentar la concentracién del tratamiento, disminu-
yvendo al aumentar el tiempo de incubacién, lo que indica una
posible inactivacién del JA-Me en el tejido (Weidhase et al.

1987).
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Tabla 19.- Contenido en ACC libre y total y produccién de etilemo en

discos de hojas de olivo tratados con JA-Me 45 UM y sin tratar. Los
datos expresan xt0 de 6 replicados.
Tiempo CH, (nmol/g) ACC libre (nmol/g) ACC total (nmol/g)
(h) H,0 JA-Me H,0 JA-Me H,0 JA-Me
NS NS
0 - - 5.0%0.5 5.1£0.5 20.2+0.9 20.1+0.8
k%% *%X *%%
24 8.71.0 21.5%3.7 11.7#1.2 52.0%0.4 34.5%1.3 137.9%1.1
kX % £%%
48 12.6+2.2 41.1+11.4 5.4%0.9 10.8+0.3 13.7¢1.6 30.0%1.7
$ 233 *% *kk
72 17.242.4 63.2+16.7 2.4%0.2 6.9%0.2 26.0£3.7 42.0%3.1

Los simbolos indican la existencia de diferencias significativas al 5%
(%), 1% (*x) 6 1%,
de Student (Ruiz-Maya 1983).

(*x%) o la no existencia {NS) segiin el test de la t
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Tabla 20.- Efecto del JA-Me sobre la actividad EFE en incubaciones de
discos de hojas de olivo con ACC 1 mM. Los datos son xto de 6

replicados y estdn expresados en nmol CZH4/g.

Tiempo JA-Me

(h) Control™ 4.5 uM 45 pM 90 UM 180 1M
24 51.243.4% 51.4%3.1° 65.845.6° 70.1%5.2°° 74.3+1.5°
48 83.8+6.7% 81.3%6.4°  90.5¢8.3% 100.8%6.3° 108.7+8.9"°
72 81.046.3% 79.648.9°  88.6+9.7° 111.4%9.8° 121.0%9.4"

* Letras distintas indican diferencias significativas al 5% segin el

test de Duncan (Ruiz-Maya 1983).
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En las experiencias con discos no existe interfe-
rencia del cierre estomdtico, ya que las concentraciones
internas de ACC son iguales en discos tratados y sin tratar
(220-250 nmol/g), saturantes para el EFE de hojas de olivo

(Fig. 16).

De los resultados obtenidos con discos y hojas
enteras se concluye que el JA-Me estimula la produccién de
etileno en tejidos vegetativos, ejerciendo su efecto tanto a
nivel de la ACC-sintasa como del EFE. Este dltimo efecto no
queda claro en el caso de hojas enteras debido a que el
tratamiento con JA-Me dificulta la entrada de ACC exégeno en
los tejidos. El cierre de los estomas provocado por el JA-Me
podria asimismo dificultar la salida del etileno de los
tejidos al espacio de cabeza en las incubaciones, explicando
asi la menor cantidad de etileno medida al incubar en agua

hojas enteras tratadas con JA-Me (Tabla 17).



4.- METABOLISMO DEL ETILENO
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Como se ha comentado en los Antecedentes, la
oxidacién enzimdtica del etileno es un fenémeno comtn en gran
nﬁﬁero de microorganismos (Abeles 1984b) y de plantas
superiores (Beyer 1984). Se ha realizado una serie de
ensayos para comprobar la existencia de un metabolismo del

etileno en los tejidos del olivo.

El disulfuro de carbono es un compuesto voldtil que
inhibe el metabolismo del etileno (Beyer 1977) y de otros
alquenos, probablemente actuando como inactivador suicida del
sistema enzimdtico etileno monooxigenasa (Abeles 1984a). El
tratamiento de tejidos vegetales con una atmésfera de sulfuro
de carbono puede ser utilizado como test para comprobar la

existencia del metabolismo del etileno.

La exposicién de discos de hojas de olivo a una
concentracién de 8,C de 180 ul/L no modifica los valores de
etileno obtenidos en incubaciones con ACC 1 mM (Tabla 21). La
falta de respuesta de los tejidos del olivo al tratamiento
con SzC puede ser debida a: 1) dichos tejidos no son capaces
de metabolizar el etileno; 2) el SZC no ejerce ningin efecto
sobre este metabolismo 6 3) los tapones de goma utilizados
para cerrar los viales desprenden algin compuesto que

interfiere en los resultados obtenidos.
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Tabla 21.- Etileno liberado por tejidos de olivo tratados con
SZC y sin tratar, incubados con ACC 1 mM. Los datos expresan

x+0 de 6 replicados.

Etileno (nmol)

Tiempo
(h) Tratados con SzC Sin tratar
3 0.03+£0.01 0.03+0.01
6 0.12+0.04 0.12+0.03
24 0.98+0.09 1.00+0.10

48 1.70+0.10 1.7040.20
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Para comprobar esto se han aislado los tapones de
goma del medio de incubacién con papel de aluminio. En la
fig. 24 puede comprobarse que la concentracién de etileno es
mucho menor cuando se aislan totalmente los tapones del
espacio de cabeza. Esta disminucién no es debida a la inhi-
bicién de la conversién ACC ---» etileno por el papel de
aluminio, ya que si se coloca éste de manera que no aisle
completamente el tapén de goma, se produce un ligero retraso
en la produccién de etileno, pero no una variacién en la

cantidad total liberada (Fig. 24).

Estos resultados sugieren que los tapones de goma
usados para cerrar los viales liberan un compuesto volatil,
presumiblemente SZC (Beyer 1977), que no pasa a la atmésfera
de incubacidén cuando se aislan los tapones con papel de
aluminio. La disminucién del etileno en el espacio de cabeza
de las incubaciones con tapones aislados con papel de alumi-

nio podria deberse a un metabolismo oxidativo del etileno.

La liberacién de compuestos azufrados por los
tapones de goma ha sido comprobada por cromatografia gaseosa
(Fig. 25). Tras 24 horas de incubacién a 30°C aparece en el
espacio de cabeza de viales cerrados con tapén de goma un
pico (Fig. 25B) a igual tiempo de retencién (0.84 min) que el
szc patrén (Fig. 25D). Si los viales se calientan en estufa a
105°C durante una hora, el pico de sulfuro de carbono es
mucho mayor y va acompafiado de un pequefio pico de otro com-

puesto azufrado (Fig. 25C), seguramente SOC (Beyer 1977).
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Fig. 24.- Etileno liberado por tejidos de olivo
incubados con ACC 1 mM en viales cerrados con:

A Tapdn de goma
O Papel de aluminio aislando 1la goma

o Papel de aluminio sin atslar la goma
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Fig. 25.-Productos azufrados presentes en el espacio de cabeza
de viales cerrados con tapon de goma y de teflon, sometidos a
distintos tratamientos. A) Aire; B) Tapon de goma, 24 h, 30°C;
C) Tapon de goma, 1 h, 105°C; D) S,C patron; E) Tapon de te-
f16n, 24 h, 30°C; F) Tapon de tefldn, 1 h, 105°C.
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Estos compuestos no aparecieron en el espacio de cabeza de
viales cerrados con tapones de teflén sometidos a idénticos

tratamientos (Fig. 25E y 25F)

La liberacién de SZC por los tapones de goma los
convierte en un material poco adecuado para los estudios
sobre el metabolismo del etileno. Por ello se repite el
ensayo del tratamiento con sulfuro de carbono de los discos
de hojas de olivo, que se incuban posteriormente con ACC 1 mM
en viales sellados con tapones de teflén. Como puede verse en
la tabla 22, tras 24 horas de incubacién puede medirse un 70%
mds de etileno en viales con discos tratados con 8,C (180
M1/L) que en viales de discos sin tratar. Resultados
similares fueron obtenidos por Peiser et al. (1984) con
tejidos de Vicia faba. Los autores sugieren que el etileno
producido a partir del ACC exégeno va siendo metabolizado por
los discos sin tratar. En los discos tratados el 8,C inhibe
la oxidacién del etileno, que continiGa acumuldndose en el

espacio de cabeza.

Para comprobar que los tejidos del olivo son
capaces de metabolizar el etileno, se incuban en agua discos
de hojas con etileno exégeno (10 ul/L) en viales cerrados con
tapén de teflén. Esta concentracién de etileno es saturante
para la etileno monooxigenasa (Abeles 1984a). Las incubacio-
nes se llevan a cabo bajo diferentes condiciones: discos
hervidos, atmésfera de nitrégeno y tratamiento con una con-

centracién de sulfuro de carbono equivalente a la liberada
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Tabla 22.- Etileno liberado por tejidos de olivo tratados con
SZC y sin tratar, incubados con ACC 1 mM en viales cerrados
con tapén de teflén. Los datos expresan x * O de 6

replicados.

Etileno (nmol)

Tiempo
(h) Tratados con SZC Sin tratar
6 0.19 £ 0.04 0.11 £ 0.03
24 0.90 £ 0.10 0.53 £ 0.09

48 1.40 £ 0.20 0.49 £ 0.07
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por los tapones de goma. A distintos tiempos se determina la
concentracién de etileno presente en las incubaciones, obte-
niéndose los resultados que se recogen en la tabla 23. Puede
observarse que cuando se incuban discos de hojas de olivo con
etileno exdégeno desaparece el 60% aproximadamente del etileno
inicial tras 24 horas de incubaci6n. 8i se utilizan discos
hervidos, tratados con SZC o se incuban en atmésfera de Nz’
s6lo desaparece alrededor del 10X del etileno exdégeno. Este
porcentaje puede deberse a difusién del gas, ya que se sitda
dentro de los valores observados por otros autores (Abeles y

Dunn 1985).

Los resultados ponen claramente de manifiesto la
existencia en los tejidos del olivo de un metabolismo oxida-
tivo del etileno. Este metabolismo posee las caracteristicas
descritas para otros materiales vegetales: requiere oxigeno
(Beyer et al. 1984), es dependiente de tejido vivo (Beyer y
Blomstrom 1979) y resulta inhibido por sulfuro de carbono
(Beyer 1977). El hecho de que una concentracién de SZC
equivalente a la desprendida por los tapones inhiba total-
mente el metabolismo del etileno (Tabla 23) explica la falta
de respuesta de las incubaciones selladas con tapén de goma

al tratamiento con sulfuro de carbono (Tabla 21).

Estos hechos también explican facilmente las dife-
rencias observadas en la determinacién de la actividad EFE
entre incubaciones cerradas con tapones de goma y cerradas

con tapones de teflén (Tabla 5, Apartado 1.1). Cuando se
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Tabla 23.- Etileno presente en viales de incubacién, cerrados
con tapones de teflén, de tejidos sometidos a distintos
tratamientos, con etileno exégeno. Los datos son x*0 de 6

replicados y expresan X del etileno inicial (10 ul/L).

Tratamiento
Tiempo
(h) Control Discos hervidos Atm. N2 SZC
0 9741 98+1 9813 10014
6 7249 96+1 9315 98+5

24 39%9 9042 8913 945
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utilizan tapones de teflén el etileno formado a partir del
ACC exé6geno va siendo metabolizado, disminuyendo su concen-
tracién en el espacio de cabeza. Esto no ocurre con los
tapones de goma debido a la inhibicién del metabolismo del

etileno por el SZC desprendido por los mismos.

Para comprobar que el SZC liberado por los tapones
de goma inhibe completamente el metabolismo del etileno,
resultando un material adecuado para los estudios sobre el
EFE, se realizan incubaciones de discos de hojas de olivo con
agua y etileno exégeno (10 Ul/L) en viales cerrados con
tapones de goma. Como puede comprobarse en la tabla 24, el
etileno presente a distintos tiempos en dichas incubaciones
no difiere del etileno presente en incubaciones control sin
tejido, Estos resultados ponen de manifiesto que cuando se
utilizan tapones de goma, el metabolismo del etileno se
encuentra inhibido y que por tanto las medidas de la activi-

dad EFE realizadas con este material son correctas.

La tasa de consumo de etileno ha sido calculada en
9 nl por hora y gramo de peso fresco, en base a la disminu-
cién de la concentracién del etileno exégeno en las incuba-
ciones cerradas con tapén de teflén. Esta tasa metabélica
sitia al olivo en una posicién intermedia entre las especies
de alta (alfalfa, haba) y baja (tomate, judia) capacidad de

metabolizar el etileno (Beyer 1984).



-164-

Tabla 24.- Etileno presente en viales de incubacién, cerrados
con tapones de goma, de tejidos de olivo con agua y etileno
exégeno. Las incubaciones control se realizan sin tejidos.
Los datos son x%0 de 5 replicados y expresan ¥ del etileno
inicial (10 pi/L).

Tiempo Incubacién
(h) Tejidos Control
0 98+1 99+2 ND
6 93+2 95+3 ND
24 9144 92+2 ND

ND. Diferencias no significativas al nivel
del 5% segin el test de la t de Student.



5.- SISTEMA FORMADOR DE ETILENO IN VITRO
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Varios sistemas libres de células capaces de cata-
lizar la conversién del ACC en etileno han sido descritos
(Konze y Kende 1979b, Mayak et al. 1981, Vioque et al. 1981,
Vinkler y Apelbaum 1983, Bousquet y Thimann 1984, Guy y Kende
1984b). Aunque todos ellos tienen semejanzas con el sistema
formador de etileno nativo, poseen también otras propiedades

que los diferencian del EFE fisiolédgico.

El sistema enzimdtico AIA-oxidasa/peroxidasa par-
cialmente purificado de hojas de olivo libera etileno a
partir de ACC en presencia de su sustrato, AIA, y los
cofactores diclorofenol (DCP), fosfato de piridoxal (PLP) y
an*, habiéndose sugerido que podria intervenir in vivo en la

conversién ACC ---» etileno (Vioque et al. 1981).

La produccién de etileno por este sistema es
termoldbil, requiere oxigeno y se inhibe por cianuro, azida y
EDTA (Vioque et al. 1981), inhibidores de la AIA-oxidasa.
Asimismo es sensible a iones Coz+ (Vioque et al. 1981), a
desacoplantes de 1la fosforilacién oxidativa como el
dinitrofenol, y a secuestradores de radicales libres como el
galato de n-propilo (Vioque y Vioque 1985). Extractos crudos
de hojas de olivo, que no exhiben actividad AIA-oxidasa pero
si peroxidasa (Vioque et al. 1978a), no son capaces de
liberar etileno (Vioque 1980). Los resultados aportados
evidencian una relacién entre actividad AIA-oxidasa y forma-

cién de etileno in vitro.
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Continuando con esta linea de investigacién, se
programé como un objetivo de este trabajo el estudio de algu-
nas caracteristicas de la reaccién in vitro asi como del po-

sible mecanismo de la formacién de etileno en este sistema.
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5.1.- ACTIVIDAD ENZIMATICA

La fig. 26 recoge la evolucién con el tiempo de la
produccién de etileno por el sistema AIA-oxidasa/peroxidasa
de hojas de olivo. Puede observarse que sin extracto enzimé-
tico la tasa de formacién de etileno es muy baja (0.11
nmol/24 h). En presencia del extracto enzimdtico se produce
un acusado aumento en la produccién de etileno durante las
primeras 24 h de incubacién, cesando dicha produccién a

partir de las 48 h.

Aungue la tasa de liberacién de etileno (8.65
nmol/24 h) es comparable a la de los otros sistemas libres de
células descritos, el rendimiento de la reaccién es bajo

(aprox. del 1% tras 24 h de incubacién).

La fig. 27 muestra el efecto de cantidades crecien-
tes de extracto enzimdtico sobre la liberacién de etileno. La
velocidad de liberacién de etileno es proporcional a la con-

centracién de extracto enzimético.

El extracto enzimatico puede sustituirse en el
medio de incubacidén por peroxidasa de rabano comercial (HRP,
E.C. 1.11.1.7), enzima con actividades AIA-oxidasa y peroxi-
dasa, con andlogos resultados (Tabla 25). Esto indica que el
sistema AIA-oxidasa/peroxidasa es responsable de la formacién

de etileno in vitro.
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Etileno (nmol)

A A
12 24 36 48 60 72
Tiempo (h)

Fig. 26.- Evolucién de la actividad formadora de etileno
del sistema AIA-oxidasa/peroxidasa de hojas de olivo.
(®) Incubacién completa, ( A ) control sin extracto enzi-

matico.
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Etileno (nmol/h)

40 80 120 160 200
Extracto (pl)

Fig. 27.- Efecto de la concentracién de extracto enzimati-
co ( 1 uyl = 8.4 ng prot.) sobre la formacién de etileno

in vitro.
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Tabla 25.- Formacién de etileno in vitro con HRP (0.2 ug).

Incubacién Etileno”
Completa 100
Sin HRP 2
HRP hervida 4
Atm. N2 1

2 Porcentaje de la incubacién com-

pleta (11.06 nmol/24 h).
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5.2.-EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO. CALCULO DE LA Km

Se ha estudiado la respuesta del sistema formador
de etileno in vitro a distintas concentraciones de ACC (Fig.
28). La velocidad de liberacién de etileno sigue un comporta-
miento lineal hasta una concentracién de ACC 60 mM, permane-
ciendo practicamente constante a partir de ACC 80 mM. El
sistema resulta pues saturable por el ACC, aungque a concen-
traciones no fisiolégicas. Por ello hemos decidido utilizar
en nuestros ensayos ACC 1 mM, que es la concentracién usada

en la mayoria de los sistemas in vitro.

Aplicando la representacién de Lineweaver-Burk se
obtiene un valor de Km para el ACC de 35.8 mM (Fig. 29). Este
alto valor de K contrasta con el obtenido in vivo (8.4 (M),
aunque es del mismo orden que el de los otros sistemas libres
de células: 389 mM para el homogenado de pléantulas de gui-
sante (Konze y Kende 1979b), 20 mM para el mismo material
vegetal (Satoh y Esashi 1980), 15 mM para la fraccién micro-
sémica de pétalos de clavel (Mayak et al. 1981) y 2.8 mM para

el sistema enzimidtico de Citrus unshiu (Shimokawa 1983).
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Fig. 28.- Influencia de la concentracién de ACC en la

actividad formadora de etileno in vitro.
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Fig. 29.- Representacidn de Lineweaver-Burk de las veloci-
dades iniciales de formacidén de etileno a diferentes con-

centraciones de ACC. Calculo de la Km.
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5.3.- RELACION AJA DESTRUIDO-ETILENO LIBERADO

Se han determinado a distintos tiempos (2, 6, 19,
20, 28 y 30 h) la concentracién de AIA y el etileno despren-
dido en el medio de incubacién in vitro (Fig. 30). Puede
observarse que existe una relacién lineal entre ambas magni-
tudes: nmol AIA destruido = 4.2 nmol CZH4 - 0.05; r= 0.9968,
de manera que es necesaria la oxidacién de 4 moles de AIA
para que se libere un mol de etileno. Esta relacién indica
que algin o algunos productos formados en la oxidacién del
AIA son necesarios para la liberacién de etileno a partir del

ACC.

El valor obtenido (4 nmol AIA/nmol etileno) rela-
ciona este sistema con el sistema lipoxigenasa de Bousquet y
Thimann (1984), donde se necesitan al menos 4 moles de hidro-
peréxido del 4cido linoleico para generar 1 mol de etileno

{Gardner y Newton 1987).
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AIA destruido (nmol)
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Fig. 30.- Relacién entre AIA destrufido y etileno libe-

rado en el medio de incubacién in vitro.
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5.4.- EFECTO DEL ACC Y PLP SOBRE LA ACTIVIDAD AIA-OXIDASA

En una mezcla de reaccién conteniendo AIA, DCP,
Mn2+, tampén fosfato pH 5.7 y extracto enzimidtico, el AIA se
oxida completamente seglin la reaccién de Salkowski en 2-3
horas. Como en la incubacién completa in vitro (con ACC y
PLP) existe una relacién lineal entre AIA destruido y etileno
formado durante 30 horas (Fig. 30), se deduce que la

presencia de ACC y/o PLP debe alterar la velocidad de

oxidacién del AIA.

En la tabla 26 se muestra el efecto del ACC y PLP
sobre la actividad AIA-oxidasa. Se comprueba que ACC y PLP
por separado no interfieren en la actividad del enzima. Sin
embargo, cuando se libera etileno (incubacién completa con
ACC y PLP), la velocidad inicial de oxidacién del AIA se
reduce en un 65%. La posibilidad de que el etileno liberado
sea responsable de la inhibicién de la actividad AIA-oxidasa
observada ha sido investigada afiadiendo etileno exégeno a la
mezcla de reaccién (Tabla 26). Se deduce que la presencia de
etileno per se no inhibe la actividad AIA-oxidasa, ya que

ésta no es significativamente menor con etileno exégeno.

La inhibicién de la actividad en presencia de ACC y
PLP sugiere una interaccién entre ACC y AIA por el enzima. En
hojas de olivo no se reproduce el efecto estimulador del ACC
sobre la actividad AIA-oxidasa observado por Mussell (1985)

en hojas de tomate.
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Tabla 26.- Efecto del ACC (1mM), PLP (0.3 mM) y etileno (1.2
nmol/ml) sobre la velocidad de destrucciéon del AIA. La mezcla
de reaccién contiene: AIA 0.2 mM, CIZMn 0.3 mM, DCP 0.3 mM,
0.25 mrl de extracto enzimdtico y tampén fosfato 20 mM pH 5.7.

Incubacién Actividad AIA-oxidasa™ (%)Y
Mezcla de reaccién 60.2+10.2 100*

+ ACC 57.8+11.7 96"

+ PLP 61.7+10.0 102°

+ ACC + PLP 21.0% 2.4 35°

+ etileno 53.4+10.3 89°
* umol AIA destruidos . (min.mg prot)
v Letras distintas indican diferencias significativas al

nivel del 5% segiin el test de Duncan.
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5.5.- INFLUENCIA DEL pH

En la fig. 31 se muestran los resultados obtenidos
al determinar la actividad formadora de etileno a diferentes
valores de pH (entre 5.0 y 8.5). El etileno se determina a
varios tiempos (2, 6, 15, 20 y 24 h), obteniéndose la mixima
produccién en todos ellos a pH 6.0. Este valor coincide con
el 6ptimo de la actividad peroxidasa y estd muy cercano al pH

de maxima actividad AIA-oxidasa (pH 5.7).
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Fig. 31.- Efecto del pH del medio de incubacién sobre

la produccién de etileno in vitro (20 h incubacién).
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5.6.- EFECTO DEL ATP

El dinitrofenol (DNP) inhibe la produccién de eti-
leno en vegetales superiores (Burg y Thimann 1960, Lau et al.
1974). Este efecto se atribuydé a su accién sobre la conver-
sién de metionina en SAM (Burg 1973, Murr y Yang 1975b), si
bien posteriormente se ha demostrado que la etapa afectada
por este inhibidor es el paso ACC ---» etileno (Yu et al.
1980, Apelbaum et al. 1981b, Vioque y Vioque 1985). El DNP es
un compuesto protonéforo que ejerce su accién in vivo modi-
ficando la estructura de la membrana y reduciendo los niveles
celulares de ATP. Estos hechos sugieren que el ATP puede ser
necesario para la conversién de ACC en etileno, como sustrato
o como cofactor (Yu et al. 1980) o bien que este paso es sen-
sible a algin efecto secundario ;sociado con la transferencia
de electrones o la fosforilacién oxidativa (Apelbaum et al.

1981b).

Estas hip6étesis y la baja produccién de etileno en
el sistema AlIA-oxidasa/peroxidasa nos indujeron a estudiar el
posible efecto estimulador del ATP en la reaccién in vitro.
Los resultados presentados en la tabla 27 muestran que el ATP
es un potente inhibidor de la conversién ACC ---» etileno en
el sistema in vitro. El efecto inhibidor del ATP no es de-
bido a la variacién del pH del medio de reaccién, ya que la
disminucién de pH producida (0.3 unidades con ATP 1 mM) no es

suficiente para anular la actividad (Fig. 31).
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Tabla 27.- Efecto inhibidor del ATP sobre la formacién de

etileno en el sistema in vitro.

ATP Etileno/2h pH
(mM) (nmol) (%)

- 1.83 100 5.90
0.1 1.27 69 5.85
0.5 0.20 11 5.80
1.0 - 0 5.60

Borochov y Adam (1984) encuentran igualmente una
fuerte inhibicién por el ATP de la actividad formadora de
etileno de una fraccién membranosa de vesiculas de pétalos de
clavel. Estos resultados y el efecto inhibidor del DNP sobre
el enzima solubilizado llevan a dichos autores a concluir que
el DNP ejerce su efecto por interaccién directa con el enzima
mds que por su accién sobre las membranas. El efecto del DNP
in vivo lo explican por un mecanismo de transporte del ACC

acoplado a membranas.
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5.7.- EFECTO DE_ANALOGOS ESTRUCTURALES

Se ha ensayado el efecto de tres analogos del ACC,
ciclopropilamina (CPA), &cido ciclopropanocarboxilico (CPC) y
acido o~aminoisobutirico (AIB) sobre la produccién de etileno
in vitro. Ni CPA ni CPC actian como precursores del etileno
en el sistema in vitro, por lo que parece necesaria la pre-
sencia simultdnea de los grupos a-amino y a-carboxilico en el

anillo de ciclopropano para la liberacién de etileno.

Andlogos quimicos de sustratos son posibles inhibi-
dores de reacciones enzimidticas. En la tabla 28 se muestra el
efecto de dichos andlogos a concentracién 1 mM sobre la
produccién de etileno en incubaciones con ACC 1 mM. Puede
observarse que ninguno de ellos inhibe la reaccién. A igual
concentracién el AIB es un inhibidor de la actividad EFE de

discos de hojas de olivo (Tabla 9).
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Tabla 28.- Efecto de andlogos estructurales (1 mM) sobre la

produccién de etileno a partir de ACC in vitro.

Incubacién Etileno (nnol/24h)x
Esténdar 9.17+0.69°

+ CPA 9.80+0.94°

+ CPC 9.60+0. 35°

+ AIB 9.17£0.56"°

* Letras distintas indican diferencias gignifi-
cativas al nivel del 5% segin el test de

Duncan.
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5.8.- EFECTO DE INHIBIDORES DE REACCIONES DEL PLP

El fosfato de piridoxal (PLP), molécula multi-
funcional que interviene como grupo prostético de gran nfimero
de reacciones enzimaticas, capaz de formar bases de Schiff y
de actuar como quelante, es uno de los cofactores necesarios
para la produccién de etileno en el sistema AIA-oxidasa/pero-

xidasa del olivo (Vioque et al. 1981).

Existen dos tipos principales de inhibidores de las
reacciones mediadas por el PLP, los andlogos de la vinil-
glicina (4cido L-2-amino~4-alcoxi-trans-3 butenoico) y los de
la hidroxilamina (NHZOH). Los mds utilizados por su potencia
y especificidad son la aminoetoxivinilglicina (AVG) y el
acido aminooxiacético {(AOA) (Amrhein y Wenkler 1979, Yang y

Hoffman 1984).

En la tabla 29 se recogen los resultados de los
ensayos con AVG y AOA. Puede comprobarse que la AVG no ejerce
ningdn efecto sobre la produccién de etileno, mientras que
concentraciones relativamente altas de AOA (100 puM) inhiben
la reaccién. La AVG actida sobre el centro activo del enzima
(Rando 1974) mientras que el AOA puede reaccionar también no
enzimaticamente con el PLP (John et al. 1978). Los resultados
obtenidos sugieren que el PLP no actia como cofactor unido al
enzima. El1 hecho de que bajas concentraciones de AOA (10 LM)
no tengan efecto sobre la produccién de etileno (Tabla 29)

apoya esta hipdtesis.
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Tabla 29.- Produccidén de etileno por el sistema enzimatico de

hojas de olivo, en presencia de AVG y AOA.

Incubacién Etileno Actividad™
(nmol/24h) (%)
Esténdar 25.5%0,9 - 100°
+ AVG 10 pM 25.420.6 99°
+ AVG 100 pM 25.5%1.0 100°
+ AOA 10 pM 26.50.6 104°
+ AOA 100 uM 9.740.1 38"

* Letras distintas indican diferencias significativas al

nivel del 5% segiin el test de Duncan.
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5.9.- SECUENCIA DE LA REACCION

En sus estudios sobre la formacién de etileno a
partir del ACC por el sistema AIA-oxidasa/peroxidasa, Vioque
y Vioque (1985) encuentran que la reaccién tiene lugar en dos

pasos, sugiriendo el siguiente esquema:

act. oxidasa AIA-00° act. peroxidasa

0 AIA-OOH + ACC + PLP z4

El AIA se oxida enzimédticamente formando radicales
perdéxido y/o hidroperéxidos (Nakajima y Yamazaki 1879) que
interaccionan con ACC y PLP en una reaccién mediada por la

actividad peroxidasa del enzima.

Para comprobar la naturaleza enzimitica del segundo
paso de la reaccién se extraen con diclorometano los produc-
tos de oxidacién del AIA de un medio de reaccién conteniendo
AIA, DCP, Mn2+, tampon fosfato pH 5.7 y extracto enzimético.
Se comprueba la extraccién por el espectro caracteristico de
los productos de oxidacién del AIA en el UV, con méAximos a
247 y 254 nm (Fig. 32) (Ray 1956). Estos productos se incuban
con ACC y PLP bajo diferentes condiciones segiin se recoge en
la tabla 30. Los resultados ponen claramente de manifiesto la
necesidad de una fraccién enzimdtica en la segunda parte de
la reaccién, siendo también necesarios Mn2* y oxigeno. El

manganeso es necesario en este sistema in vitro no sélo como
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Fig. 32.- Espectro de absorcién en el UV de la mezcla de in-

cubacién inicial (A) y tras 2 h (B).
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Tabla 30.- Etileno liberado por incubacién de los productos
de la oxidacién enzimdtica del AIA con ACC y PLP bajo

diferentes condiciones.

Productos de oxidacién del AIA + Etileno (nmol/24 h)

ACC + PLP -

+

ACC + PLP + Mn° -

ACC + PLP + ext. enz. 0.12
ACC + PLP + an+ + ext. enz. 19.10
ACC + PLP + an+ + ext. enz. + atm. N2 1.15

Tabla 31.- Necesidad de una fraccién enzimadtica para la
liberacién de etileno por los productos de oxidacidén del AIA.
FR y FE corresponden a las fracciones retenida (bajo Pm) ¥y
excluida (alto Pm) del medio de incubacién (sin ACC ni PLP)
oxidado.

ACC + PLP + Etileno (nmol/24 h)
Medio incub. oxidado 17.17
FR 0.14
FR + FE 7.15

FR + ext. enz. 9.98
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cofactor de la oxidacién del AIA sino también para la conver-
sién del ACC en etileno. La necesidad de an+ para la rotura
del anillo de ciclopropano ha sido también observada por
Nilsen et al. (1988) con un extracto enzimitico de raices de

cebada capaz de liberar etileno a partir de ACC.

La necesidad de actividad enzimdtica en el segundo
paso de la reaccién ha sido confirmada al pasar el medio de
incubacién conteniendo AIA, DCP, Mn2+, tampén fosfato pH 5.7
y extracto enzimidtico, tras 2 h de incubacién, por una co-
lumna de Sephadex G-25. La fraccién retenida (FR), que
contiene los productos de oxidacidén del AIA, comprobado por
el espectro de absorcién en el ultravioleta (Ray 1956), no
libera etileno en presencia de ACC y PLP (Tabla 31). La
capacidad para liberar etileno se recupera al afiadirle la
fraccién de alto peso molecular (FE) o extracto enzimitico,
habiéndose comprobando previamente que la FE conserva la
actividad peroxidasa. Estos resultados confirman que el
segundo paso de la reaccién es también de naturaleza

enzimitica.
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5.10.~ PARTICIPACION DE RADICALES LIBRES

Los radicales libres han sido implicados en la bio-
sintesis del etileno debido a la capacidad de los atrapadores
de radicales libres para inhibir su produccién (Baker et al.
1977). Posteriormente se ha demostrado que es el dltimo paso,
la conversién de ACC en etileno, el bloqueado por los secues-
tradores de radicales libres (Konze et al. 1980, Apelbaum et

al. 1981b).

Para estudiar la participacién de radicales libres
en el sistema formador de etileno in vitro, se han utilizado
enzimas especificos (catalasa y superéxido dismutasa) y atra-
padores de radicales libres (dcido ascérbico, galato de
n-propilo, 4cido férmico y D-manitol). La catalasa (EC
1.11.1.6) participa en reacciones de eliminacién del peréxido
de hidrégeno mediante un proceso de oxidacién molecular:
H202+H202——)02+H20, siendo utilizada para detectar la inter-
vencién del agua oxigenada en reacciones enzimidticas. La
superéxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1.) reacciona con radi-
cales superdxido (O;'), transformdndolos en 0, v Hzoz’ Su
funcién fisioldgica parece ser la de evitar la toxicidad del
anién superdxido (Scrimgeour 1977), uséndose como test para
comprobar la presencia de radicales O;° en reacciones enzimé-
ticas. Los secuestradores de radicales libres reaccionan con
los mismos debido a su alta afinidad, retirdndolos de otras

reacciones.
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En la tabla 32 se recogen los resultados obteni-
dos, siendo la formacién de etileno inhibida por galato de
n-propilo (GP), Acido ascérbico, catalasa y superéxido dismu-
tasa. La inhibicién por GP y dcido ascérbico (inhibidores no
especificos) indica la intervencién de radicales libres en la
reaccion. Ni el dcido férmico ni el D-manitol (inhibidores de
radicales OH °) ejercen efecto alguno, por lo que puede
descartarse la participacién de radicales hidroxilo. Estos
datos concuerdan con los obtenidos por Osswald et al. (1989)
con un sistema generador de etileno mediado por peroxidasa, y
por McRae et al. (1982) en un sistema lipoxigenasa capaz de

liberar etileno a partir de ACC.

La inhibicién por 80D y catalasa sugiere la inter-
vencién de radicales superéxido y de HZO2 respectivamente.
Sin embargo el HZO2 no estimula la reaccién (Tabla 32), sino
que la inhibe ligeramente (de forma no significativa). Esta
aparente contradiccién puede explicarse en base a una inhibi-
cién del enzima por peréxido de hidrégeno durante la oxida-
cién del AIA a través de hidroperéxidos (Acosta et al. 1989).
El efecto inhibidor de la catalasa puede ser debido a su
accién sobre los hidroperéxidos del AIA, ya que también puede
utilizar hidroperéxidos de bajo peso molecular como sustrato
(White et al. 1973), no siendo necesaria la intervencién del

HZO2 en la reaccién.

Los resultados obtenidos apoyan la participacién de

radicales super6xido, peréxido (AIA-00°) y/o hidroperéxidos
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Tabla 32.- Efecto de inhibidores de radicales libres sobre la

actividad formadora de etileno in vitro.

Incubacién Etileno Inhibicién
(nmol/24h) (%)
Esténdar 2.10£0.25 -2
+ catalasa (500 U) 0.99%0.07 53"
+ SOD (5000 U) 0.1740.05 92°
+ H,0, (1 mM) 1.83£0.34 13°
+ férmico (0.5 mM) 2.03+0.21 3°
+ D-manitol (0.5 mM) 2.12£0.27 0°
+ ascérbico (50 (M) 1.030.12 51°
+ GP (50 uM) 0.020.02 99°

Letras distintas indican diferencias significativas
al nivel del 5% segln el test de Duncan.
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(AIA-OOH) en la reaccién. La formacién de peréxidos e hidro-
peréxidos durante la oxidacién aerébica del AIA, catalizada
por peroxidasa en ausencia de Hzoz’ ha sido confirmada por
Nakajima y Yamazaki (1979) y Acosta et al. (1988). Por otra
parte, los hidroperéxidos pueden participar en la formacién
de radicales superdéxido, seguramente facilitando la activa-
cién del oxigeno molecular (Legge y Thompson 1983). La inhi-
bicién causada por SOD podria ser debida a su accién sobre
los aniones superéxido asi generados. Parups (1984) en sus
trabajos sobre formacién de etileno en presencia de AIA y
peroxidasa propone también la intervencién de hidroperéxidos
del AIA y radicales superéxido en la reaccién. Dicho autor
concluye ademads que se forman uno o mds radicales del ACC
durante su conversién a etileno. Sin embargo, la inhibicién
causada por SOD no implica necesariamente al radical super-
6xido en la generacién de etileno, ya que se han descrito
reacciones de sensibilidad del enzima frente a radicales

per6xido (Gardner y Newton 1987).
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5.11.- MECANISMO DE FORMACION DE ETILENO IN VITRO

Basdndonos en la similitud del sistema AIA-oxidasa/
peroxidasa de hojas de olivo con el sistema lipoxigenasa de
Bousquet y Thimann (1984), en las reacciones descritas para
la oxidacién enzimatica del AIA (Acosta et al. 1988, 1989) y
en el modelo de Pirrung (1983) para la conversién del ACC en
etileno, proponemos como posible mecanismo de reaccién el re-
presentado en la fig. 33. Dicho mecanismo explicaria muchas
de las caracteristicas del sistema: dependencia de oxigeno,
sensibilidad a catalasa y SOD, no intervencidén del Hzoz’ sen-
sibilidad a atrapadores de radicales libres y baja afinidad

hacia el ACC al transcurrir la reaccién en dos etapas.

El papel del AIA en el sistema enzimdtico de pro-
duccidén de etileno seria el de actuar, en una primera etapa,
como sustrato del enzima dando lugar a radicales del AIA. Es~
tos radicales reaccionan con oxigeno generando radicales per-
6xido de AIA (AIA-00°), que son estabilizados a hidroperéxi-
dos en presencia de iones manganeso (Nakajima y Yamazaki
1979, Acosta et al. 1988, 1989). E1 DCP es un monofenol que
acelera la oxidacién del AIA proporcionando electrones desa-
pareados y permitiendo la formacién de radicales (Osswald et
al. 1988). E1 DCP no es necesario para la oxidacién del ACC

(Tabla 30).

Los peréxidos e hidroperéxidos del AIA son capaces

de activar el enzima nativo hasta Compuesto I (Co-I), abrien-
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Fig. 33.-Mecanismo propuesto para la formacién de etileno por

el sistema AIA-oxidasa/peroxidasa de hojas de olivo.
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do asi la ruta peroxidativa del enzima. Esta forma activa del
enzima podria oxidar al ACC con pérdida de un electrén y
apertura del anillo de ciclopropano, originando el radical
ACC°, Siguiendo a continuacién el esquema propuesto por
Pirrung (1983) para la formacién de etileno a partir de ACC,
el radical ACC’ perderia un protén y otro electrén, forman-
dose etileno a través del intermediario ACC'". La presencia
de perdxidos e hidroperdéxidos (AIA-00°, AIA-OOH) aseguraria
el turnover catalitico del enzima y por tanto la produccién
de etileno. De acuerdo con el esquema propuesto el ACC com-
petiria con el AIA por las formas activas del enzima, lo que

podria explicar la baja afinidad del sistema hacia el ACC.

Por su parte el Mn2+ es un cofactor necesario en
casi todos los sistemas in vitro descritos (Konze y Kende
1979b, Shimokawa 1983, Adam y Mayak 1984, Borochov y Adam
1984, Bousquet y Thimann 1984, Vinkler y Apelbaum 1984,
Nilsen et al. 1988, Osswald et al. 1989), participando ademés
en gran nimero de reacciones de 6xido-reduccién y como acti-
vante de las peroxidasas (Gaspar et al. 1985). En el sistema
enzimdtico de hojas de olivo el manganeso es un cofactor
para la actividad AIA-oxidasa (Vioque et al. 1978b), resul-
tando necesario también para la conversién de ACC en etileno
(Tabla 30). El Mn°* podria actuar unido al PLP como transpor-
tador de protones tras la primera oxidacién del ACC, de forma
anidloga a la propuesta por Bousquet y Thimann (1984) para el

sistema lipoxigenasa.



6.~ FORMACION DE 3-HIDROXIPROPANO AMIDA A PARTIR DE ACC
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El rendimiento en la conversién ACC ---» etileno en
el sistema AIA-oxidasa/peroxidasa de hojas de olivo es bajo.
Esta es una caracteristica comin a todos los sistemas in
vitro hasta ahora descritos, cuyos rendimientos oscilan entre
el 1 y el 16X, Este hecho ha sido objeto de constante
preocupacién pof quienes se han dedicado al estudio del EFE,
habiendo sido utilizado por algunos autores como prueba para
negar la naturaleza fisiolégica de los sistemas in vitro,
aunque sin llegan a una conclusién clara. Se han investigado
las causas de este bajo rendimiento en el sistema formador de

etileno in vitro de hojas de olivo.

Cuando se incuba ACC con el extracto enzimitico en
presencia de PLP, AIA, DCP y Mn2+, se transforma en etilenoc
alrededor del 1-2% del ACC inicial tras 24-48 horas de incu-
bacién. 8i no tienen lugar otras reacciones, el resto del ACC

deberia permanecer como tal en el medio de incubacién.

La fotografia 2 muestra un andlisis cromatogré&fico
en silicagel, revelado con ninhidrina, de la mezcla de feac-
cién inicial y tras 48 h de incubacién. Se observa que a las
48 h, el ACC no aparece en la incubacién completa, mientras
que en el control (incubacién sin extracto enzimdtico) el ACC

permanece en el medio.

Se  han determinado a distintos tiempos el etileno

liberado y el ACC presente en el medio, por el método de
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Fotografia 2.- CCF revelada con ninhidrina de la mezcla com-
pleta de incubacién (3), del control sin extracto enzimatico

(2) y de ACC patrén (1).
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Lizada y Yang (1979), en la mezcla de incubacién completa
(Tabla 33). Como se muestra en dicha tabla, tras 48 h de
incubacién sélo se encontré un 15.9% del ACC afiadido a la
mezcla de reaccién. Bajo las mismas condiciones un control de
ACC no sufre ninguna alteracién. Esta "desaparicién" de ACC
no es el resultado de la destruccién de etileno o de su
difusién al exterior durante la incubacién, ya que cuando se
aflade una cantidad conocida de etileno a la mezcla de
reaccién completa sin ACC, la concentracién de etileno

permanece invariable.

Estos resultados indican que durante la reaccién
catalizada por el sistema AIA-oxidasa/peroxidasa, tras 48 h
de incubacién un 1.5% del ACC inicial se transforma en
etileno, un 15% aproximadamente permanece como ACC libre y el
resto (aprox. 85%) no se recupera ni tras hidrélisis alcalina
(Kionka y Amrhein 1984). Esta falta de ACC tampoco se debe a
interferencias quimicas del método de Lizada y Yang (1979)
con los componentes de la mezcla de reaccién, puesto que la
eficiencia de la conversién es alta (88-95%). Estos hechos
indican que el ACC debe transformarse en el medio de reaccién

en algin o algunos productos desconocidos.
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Tabla 33.- Produccién de etileno y contenido en ACC de la
mezcla de reaccién esténdar. Los datos expresan % del ACC

afladido (1 Umol) y representan la x*0 de 6 replicados.

Tiempo (h) CZH4 (%) ACC (%)
3 0.2%0.1 92.4%1.7
15 0.4%0.1 71.8%5.0
24 0.8%0.1 61.4%+2.5
30 1.0%0.2 38.1%1.8

48 1.5%0.2 15.9%1.2
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6.1.~ CARACTERISTICAS DE S CJON

Los resultados de la tabla 34 muestran la natu-
raleza enzimidtica de esta reaccién, ya que si se omite el
extracto enzimidtico o se desnaturaliza por calor, el ACC
permanece sin alterar en el medio de incubacién. Sin embargo
el ACC no sufre alteraci6én alguna cuando se incuba {nicamente
con el extracto enzimdtico (tabla 34), por lo que debe ser

necesario también algin cofactor de la incubacién completa.

Para determinar qué cofactor o cofactores de la
incubacién completa son necesarios para transformar el ACC,
se incuba éste con diferentes medios de reaccién (Tabla 35).
Como puede apreciarse, la transformacién es dependiente de
oxigeno y requiere manganeso, pero no AIA, DCP o PLP. El
extracto enzimatico, Mn2+ y oxigeno son pues los componentes
de la incubacién completa responsables de esta transformacién
del ACC, que parece independiente de la formacién de etileno,
va que éste se forma f(inicamente en la incubacién completa.
Resultados semejantes se obtienen cuando se sustituye el
extracto enzimdtico por su fraccién de alto peso molecular.
La fig. 34 muestra que la desaparicién del ACC en la incuba-
cién conpleta es proporcional a la concentracién de extracto

enzimatico o su fraccién proteica.

Por otra parte, el extracto enzimdtico puede
también ser sustituido en 1la incubacién completa por

peroxidasa comercial de rédbano (HRP, 0.04 unidades) aumen-
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Tabla 34.- Naturaleza enzimdtica de la transformacién del
ACC. Los datos representan la x*0 de dos experimentos inde-
pendientes realizados con viales triplicados, y expresan el

contenido de ACC en el medio tras 48 h de incubacién.

Incubacién AcC (%)*
Completa 15.911.2
8in ext. enz. 99.8+4.1
Con ext. enz. hervido 96.5%£2.5
Con ext. crudo 20.6+2.4
ACC + ext. enz. 92.6%4.9

® porcentaje del ACC inicial (1 umol).
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Tabla 35.- Contenido en ACC de diversas mezclas de reaccién
tras 48 h de incubacién. Los datos indican la xt0 de dos ex-
periencias independientes realizadas con viales triplicados,

y expresan ¥ del ACC inicial.

Incubacién ACC (%)

Completa 15.9+1.2
Atm. NZ 90.8%5.6
Sin Mn®* 98.8+3.2
Sin AIA 12.8+3.4
Sin DCP 1.0%0.2
Sin PLP 0.9%0.2

ACC + ext. enz. + Mn2'  6.0%1.9

Tabla 36.~ Contenido en ACC, tras 3 h de incubacién, de
mezclas de reaccién con HRP (0.04 unidades) sustituyendo al
extracto enzimdtico. Los datos son xi0 de 6 replicados y

expresan X del ACC inicial (1 umol).

Incubacién ACC (%)

Completa con HRP 8.7%1.3
ACC + HRP + Mn°' 2.240.4
ACC + HPR + Mn®' + N, 90.1%2.3

ACC + HRP hervida + MnZ' 93.745.3
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Fig. 34.- ACC transformado en incubaciones completas con ex-
tracto enzimdtico y su fraccién de alto peso molecular. Los

resultados expresan % del ACC inicial (1 pmol).
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tando la velocidad de transformacién del ACC (Tabla 36), por
lo que puede concluirse que las peroxidasas son los enzimas
implicados en esta transformacién. El hecho de que extractos
crudos de hojas de olivo, que exhiben actividad peroxidasa
pero no AlA-oxidasa, sean capaces de transformar al ACC
(Tabla 34), indica que la actividad peroxidasa es la

responsable de la transformacién.



6.2.- ENSAYOS CON [2.3-1*clacc

Para examinar el destino del ACC en el sistema AIA-
oxidasa/peroxidasa, se ailade ACC marcado en los carbonos 2 y
3 a distintas mezclas de reaccién, analizéndose la distribu-~
cién de los productos radiactivos tras 48 h de incubacién
(Tabla 37). 86lo se detecta radiactividad en la fase gaseosa
en el caso de la incubacidén completa, y se corresponde con el
etileno liberado. La radiactividad en la fase liquida de la
incubacién completa corresponde a mds de un compuesto, ya que
el ACC explica solamente alrededor del 20%¥ de dicha radiac-

tividad.

El andlisis por CCF en silicagel del medio de reac-
cién completo tras 10 y 48 h de incubacién, muestra la
presencia de dos picos radiactivos, uno con Rr 0.40 que
corresponde al ACC y un pico desconocido con Rr 0.66 (Fig.
35). Las incubaciones de ACC, extracto enzimiatico y an+ o
ACC, HRP (0.04 unidades) y an+ originan el mismo pico

radiactivo desconocido (Rr 0.66) que la incubacién completa.

Estos resultados indican que en el sistema in vitro
el ACC se transforma mayoritariamente en un compuesto desco-

nocido.

Este compuesto desconocido de Rf 0.66 se aisla del
medio de reaccién de incubaciones preparativas mediante CCF

en placa de gel de silice, utilizando cloroformo : metanol
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Tabla 37.- Distribucién de la radiactividad, etileno formado y
contenido en ACC en distintas mezclas de reaccién tras 48 h de
incubacién. Los datos expresan % del ACC (1 umol) o de la
radiactividad (320 nCi) iniciales.

Incubacién GAS LIQUIDO
Etileno Radiact. ACC Radiact.

Completa 2.8 2.9 20.3 97.1

8in extracto 0.3 0.3 98.6 99.4

ACC + ext. enz. + an+ 0.0 - 0.5 99.9
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Fig. 35.- Distribucién de los productos radiactivos no vola-
tiles en la incubacién esténdar con [2,3—14(3] ACC. Las
muestras se separan por CCF y se cuantifican segin se des-
cribe en Materiales y Métodos. Los datos expresan % de la

radiactividad inicial (320 nCi).
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(3:1; v/v) como liquido de desarrollo. Dicho compuesto, que
en estas condiciones tiene un Rr de 0.77, se extrae con
metanol y se somete a diferentes pruebas quimicas y espec-

troscépicas para su caracterizacién.



-212-

6.3.- CARACTERIZACION DEL COMPUESTQ DE R 0.77 COMO 3-HIDRQ-
XIPROPANO_AMIDA

6.3.1.- Pruebas quimicas

El compuesto de Rr 0.77 es un sélido blanco,

soluble en agua y metanol, que funde a la llama.

En CCF da reaccién negativa con vapores de iodo y
con ninhidrina, fluorescamina o reactivo Sakai. También es
negativa la reaccién con verde de bromocresol. Se tifie con
hexacianoferrato (III) de potasio-nitroprusiato sédico,
reactivo para sustancias nitrogenadas alifdticas (Fishbein y

Cavanaugh 1965).

Las reacciones llevadas a cabo con diazometano, con
bromuro de p-fenilazofenacilo y con 2,4-dinitrofenilhidracina
son igualmente negativas. Asi mismo, el compuesto no quedﬁ
retenido cuando se pasa a través de columnas de intercambio
iénico (Dowex-2, forma OH , aniénica o amberlita CG-120,

forma H+, catibénica).

De los resultados obtenidos en estas experiencias
se puede concluir que el compuesto no posee grupos amino o
carboxilo libres y tampoco grupos aldehido o cetona, o grupos
funcionales cargados, pero si contiene nitrégeno en su

molécula.
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6.3.2.- Pruebas espectroscépicas

6.3.2.1.- Espectros de ultravioleta e infrarrojo

El compuesto de Rr 0.77 no presenta absorbancia en

el espectro de ultravioleta.

En el espectro de infrarrojo (Fig. 36), aparecen

KBr
max’

bandas con los siguientes valores de frecuencia: VY 3400 -
3200 (OH, NH), 3000 (CH, alifdtico), 1675 (C=0), 1425 (C-N) y

600 - 700 cm (NH,).

6.3.2.2.- Espectros de Resonancia Magnética Nuclear de

protones (IH—RMN) y de carbono-13 (130-RMN).

En el espectro de 1H—RMN; realizado en dimetilsul-
f6xido—d6 (DMSO) (Fig. 37), aparecen sefiales con los si-
guientes valores de desplazamiento quimico: & (ppm) 7.35
(sa), 6.79 (sa), 4.64 (t), 3.59 (td) y 2.21 (t). La seifial que
aparece a O 3.59 ppm presenta dos acoplamientos, uno con la

sefial a 6 2.21 ppm con una constante de acoplamiento (J) de

6.5 Hz y otro (J= 4.9 Hz) con la sefial a & 4.64 ppa.

Cuando el espectro de 1H-RMN 8e realiza en agua
deuterada (Fig. 38), s6lo se observa la aparicién de dos tri-
pletes a 6 3.77 ppm y & 2.43 ppm, que estdn acoplados (J= 6.5
Hz) y que son asignables a los cuatro protones de dos grupos
metileno vecinales (—CHZ—CHZ-). La desaparicién de las otras

sefiales observadas en el espectro realizado en DMSO indica
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Fig. 38.- Espectro de lH-RMN del compuesto en D20.
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que estas sefiales se deben a protones del tipo OH y NH, que

son intercambiables con el agua deuterada.

El el espectro de 13

C~RMN (Fig. 39) aparecen tres
sefiales a & (ppm) 178.2, 58.6 y 38.6. Segln estos valores de
desplazamiento quimico el carbono que origina la seiial a &
178.2 ppm puede ser asignable a un carbono del tipo éster o

amida, el carbono a & 58.6 ppm porta un hidroxilo y el

carbono a 8 38.6 ppm es del tipo alifatico.

Una estructura compatible con los datos obtenidos

de los espectros de 1H- y 13C--RMN es la siguiente:

-0

HO-CHZ-CHZ-C\NHZ

3-hidroxipropano amida

En el espectro de 1H-RMN, realizado con DMSO,
aparecfa el protén del hidroxilo como un triplete acoplado
con los dos protones del grupo metileno que lo porta (sefial a
S 4.64 ppm). Las sefiales a 6 6.79 ppm y & 7.35 ppm, que apa-
recen como singuletes anchos, se asignan a los dos protones
del grupo NH2 de amida. Estos dos protones no son equivalen-
tes debido a la existencia, en solucién, de las siguientes

formas resonantes en equilibrio:
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Fig. 39.- Espectro de 13C—RMN del compuesto en D20.
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Como consecuencia del caracter parcial de doble
enclace que tiene el enlace C-N en la forma resonante B, el

giro en torno a dicho enlace C-N se encuentra restringido.

Un cdlculo tedrico de los valores de desplazamiento
quimico de los protones y carbonos de la 3-hidroxipropano
amida (HPA) confirma la estructura propuesta ya que dichos
valores de & tedrico coinciden con los encontrados en los

espectros (8 experimental).

a’ b' c,
I
OH-CH,-CHz CONH,
t
a b
Espectro é tedrico 8 experimental
"H-RMN (D,0) & = 3.76 & = 3.77
a a
1
H-RMN (D,0) 5, = 2.40 5, = 2.43
'3C-RMN (DMSO) 5 ,= 58.4 5 ,= 58.6
'3c_RMN (DMSO) 5, ,= 38.9 5, .= 38.6
13C-RMN (DMSO) § = 171.2 §_,= 178.2
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6.3.2.3.~ Espectros de masas

El andlisis directo del sélido originé el espectro
que puede verse en la Fig. 40: m/e 89 (M', 15); 71 (34); 59
(73); 45 (27); 44 (100); 31 (55). Los fragmentos 44 y 45 son

caracteristicos del grupo amida.

Dado que el fragmento 31 suele ser indicativo de
grupo OH, se procede a sililar una muestra del compuesto con
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BTMFA) (Fig. 41). El
andlisis del compuesto sililado se realiza por cromatografia
gaseosa-espectrometria de masas, confirmando la presencia de
un grupo hidroxilo, ya que el ion molecular pasé a ser 161 al
ser sustituido el grupo -OH por —O—Si(CH3)3: a/e 161 (M', 2);

146 (83); 129 (8); 104 (29); 74 (100); 59 (6); 45 (15).

Para confirmar el peso molecular del compuesto, se
realiza una fragmentacién en atmésfera de isobutano, que po-
tencia la aparicién del fragmento M’i. El espectro obtenido
(Fig. 42) ratifica 89 como peso molecular: m/e 179 (2M+1,
10); 90 (M+1, 100); 57 (10); 43 (9); 39 (7). La aparicién del
fragmento 179 demuestra la existencia de un grupo OH primario

(Field 1970).

De acuerdo con los datos aqui expuestos, la férmula
empirica asignable al compuesto es 03H7N02, compatible con la
estructura de la 3-hidroxipropano amida deducida de los

espectros de RMN,
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Fig. 40.- Espectro de masas del compuesto por aplicacién directa del
sélido.
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Fig. 41.- Espectro de masas del compuesto sililado con BTMFA, obtenido

a través de cromatografia de gases.
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Fig. 42.- Espectro de masas del s6lido en atmésfera de isobutano.
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Esta estructura explicaria los espectros de masas
obtenidos, tanto por andlisis directo como el del producto
sililado. Las tablas 38 y 39 recogen la asignacién de estruc-

turas a los distintos fragmentos obtenidos.

Los resultados que aqui se presentan, indican que
en el sistema formador de etileno mediado por el sistema
enzimatico AlA-oxidasa/peroxidasa, el ACC se transforma mayo-
ritariamente en un compuesto identificado como 3-hidroxipro-

pano amida (HPA).

Todos los sistemas libres de células descritos
hasta ahora tienen una baja produccién de etileno, siendo el
an+ cofactor necesario en muchos de ellos (Konze y Kende
1981, Shimokawa 1983, Adam y Mayak 1984, Bousquet y Thimann
1984, Nilsen et al. 1988, Osswald et al. 1989). Por otra
parte, las peroxidasas estédn ampliamente distribuidas en los
tejidos vegetales (Gaspar et al. 1982). Asf, los experimentos
que incluyan preparaciones libres de células en un intento de
aislar el enzima responsable de la conversién ACC ---»
etileno, deben tener en cuenta la posible formacién de HPA a
partir del ACC afiadido. Wang y Yang (1987) en sus estudios
sobre el sistema formador de etileno mediado por lipoxigenasa
descrito por Bousquet y Thimann (1984) encuentran la forma-
cién de un compuesto desconocido a partir del ACC. Dadas las

gsimilitudes entre ambos sistemas (la lipoxigenasa es también
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Tabla 38.- Estructura de los fragmentos obtenidos por espec-

trometria de masas directa del sélido.

n/e Fuente del fragmento Estructura
+
89 M HO-CHZ-CHZ-CONH2
+
71 M -HZO CHZ—CHZ-CONH2
59 M’ -CHOH CH-CONH,,
+
45 M -CONH2 HO-CHZSCH2
+ + +
44 M -(CHz)ZOH 0 IC-NH2 # 0=C=N H2
+ +
31 M -CHZCONH2 HO -CH2

Tabla 39.- Estructura de los fragmnentos obtenidos por espec-

trometria de masas del producto siiilado.

n/e Fuente del fragmento Estructura

161 N 8i(CH,),-0-CH,~CH-CONH,,
146 M'-CH, $i(CH,,);-0-CH,~CH,~CONH,,
129 M'-CH,, -NH_ $i(CH,),-0-CH,~CH=C=0
104 M"-CH,-CONH, 8i(CH,),-0-CH,

74 BTMFA $i(CH,) H

59 M'-Si(CH,),-OCH CH,~CONH,

L
45 M —Sl(CHB)s-O—CHZ— CH2 HOC-NH2
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un enzima oxidante y el medio contiene manganeso) este

compuesto desconocido bien podria ser HPA.

El hecho de que no se libere etileno cuando se sus-
tituye el ACC por HPA en la incubacidén completa y en incu-
baciones con discos de hojas de olivo (Tabla 40) confirma la
hipétesis ya sugerida de que la HPA no es un intermediario en

la ruta de formacién de etileno.

Tabla 40.- Etileno liberado a partir de ACC y de HPA 1 mM en
incubaciones completas in vitro y con discos de hojas de

olivo.

Incubacién Etileno’ (nmol/24h)
Discos + ACC 9.42%0.41
Discos + HPA 0.06+0.03
Completa con ACC 12.350.22
Completa con HPA 0.04%0.02

2 Los datos son xto de 6 replicados.
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6.4.- MECANISMO DE FORMACION DE 3-HIDROXIPROPANO AMIDA A

PARTIR DE ACC

La HPA podria derivar del ACC mediante una doble
oxidacién con pérdida de dos electrones. La fig. 43 recoge el
esquema del posible mecanismo de formacién de HPA a partir

del ACC mediante dos ciclos peroxidativos del enzima.

El primer paso es la oxidacién del ACC a ACC
radical (ACC’) con pérdida de un electrén y apertura del
anillo de ciclopropano. Este ACC® es andlogo al radical des-
crito por Pirrung (1983) para la formacién de etileno. Este
paso estaria catalizado por la peroxidasa actuando a través
de su ruta peroxidativa, siendo necesaria la activacién
previa por peréxidos del enzima nativo (HRP) a Compuesto-I
(Co-I) de peroxidasa (Acosta et al. 1988). La activacién del
enzima ocurre de forma esponténea por pequeiias cantidades de
peréxidos presentes en las disoluciones de ACC (Arnao et al.

1990), no preciséndose la adicién de perdxidos exégenos.

La estabilizacién del radical ACC® se produciria
por medio de una reaccién de propagacién de radicales libres,
que originaria el radical peréxido (ACC-00°), que resulta
estabilizado a hidroperdéxido (ACC-O0H) por la presencia de

manganeso.

Este hidroperéxido del ACC seria sustrato oxidativo

del enzima nativo (HRP) activéndolo hasta Co-1, dando lugar
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Fig. 43.- Posible mecanismo de formacién de HPA.
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al correspondiente alcohol, 4cido 4-hidroxi-2-imino-n-buti-

rico (HIBA) y cerrando asi el ciclo catalitico del enzima.

A su vez el HIBA seria sustrato de la forma acti-
vada del enzima (Co-I) perdiendo un electrén y originando un
radical (HIBA®) que sufriria descarboxilacién al compuesto
[1] antes de ser oxidado al correspondiente peréxido [2] ¥y
ser estabilizado al hidroperéxido [3]. Finalmente este hidro-
peréxido activaria de nuevo ai enzima nativo a Co-I trans-
formandose en 3-hidroxipropano amida (HPA) a través de su

forma endlica protonada [5].

Seglin este mecanismo, la pequefia concentracién de
per6xidos presente en las disoluciones de ACC, abriria la
ruta peroxidativa del enzima. Una vez iniciada la reaccién,
la presencia de hidroperéxidos, (ACC-O0H y [3]) aseguraria el
turnover catalitico del enzima y por tanto la produccién de
HPA. Asimismo en el mecanismo propuesto, el HIBA aparece como
un producto intermedio en la reaccién., Si bien no se ha
encontrado HIBA en el medio de reaccién, el producto final
identificado (HPA), sélo difiere de aquél en haber sufrido
una descarboxilacién oxidativa, la cual es muy probable que
ocurra en presencia de los iones Mn2+/Mn3+ presentes en el

medio de reaccién (Smith y Marshall 1988).

Los resultados de la tabla 41 confirman la parti-
cipaciéon de radicales libres en la reaccién, ya que el

ascorbato inhibe completamente la formacién de HPA.
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Tabla 41.- Efecto del HZO2 ¥y de secuestradores de radicales libres sobre

la formacién de HPA a partir de ACC in vitro.

Incubacién HPA Inhibicién (X)
1h 3h 1h 3h
‘ACC + HRP + Mn®* 56.4%1.4  95.5%2.0 - -
+ ascérbico (100 uM) 0 2.8%0.2 100 97
+ SOD (100 U) 18.6%1.1 83.8+1.7 67 12
+ Catalasa (100 U) 28.8+3.3 86.1%6.5 49 10
ACC + HRP + H202 (0.5 mM) 22,5%2,1 27.1%2.6 60 72

Los datos expresan % del ACC inicial (1 umol) y son x*0 de seis

replicados.
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Tanto la superbéxido dismutasa (SOD) como la cata-
lasa inhiben la formacién de HPA a tiempos cortos (Tabla 41).
La inhibicién causada por la SOD durante la primera hora de
incubacién puede explicarse por la formacién de HZO2 a partir
del anién superéxido, que podria inactivar al enzima (Acosta
et al. 1988) o bien por su accién sobre los peréxidos del ACC
generados en la reaccién (Gardner y Newton 1987). La inhibi-
cién inicial por catalasa, puede igualmente explicarse por
una ligera actuacién de la misma sobre los hidroper6xidos del
ACC, ya que puede reaccionar con peréxidos de bajo peso

molecular (White et al. 1973).

El hecho de que el HZO2 no pueda sustituir al ion
manganeso en la formacién de HPA (Tabla 41), confirma el
papel del Mn>*  como estabilizador de radicales peréxido
(Pirrung 1986) y no como generador de HZO2 (Yamazaki y Piette

1963).



7.- SIGNIFICADO FISIOLOGICO DEL SISTEMA  AIA-OXIDASA/

PEROXIDASA EN LA BIOSINTESIS DE ETILENO
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El sistema AIA-oxidasa/peroxidasa, en presencia de
su sustrato, AIA, y de los cofactores DCP, an+ y PLP, es
capaz de catalizar la conversién de ACC en etileno in vitro,
habiéndose sugerido que podria actuar in vivo (Vioque et al.
1981). Desde entonces, la implicacién de las peroxidasas en
este paso ha sido objeto de atencién preferente, aunque no ha
recibido un apoyo definitivo (ver Apartado 6 de Anteceden-
tes). Los resultados aqui presentados (Apartado 2) que

relacionan las actividades peroxidasa y EFE in vivo en hojas

de olivo apoyan esta hipdtesis.

Como ya se ha comentado anteriormente este sistema
in vitro presenta semejanzas con el EFE fisiolégico como son:
necesidad de oxigeno, termolabilidad e inhibicién por iones
cobalto, dinitrofenol y atrapadores de radicales libres
(Vioque et al. 1981, Vioque y Vioque 1985). Sin embargo tiene
algunas caracteristicas que no recuerdan al sistema natural
in vivo: baja afinidad hacia el ACC con una K, de 35.8 =M
frente a 8.4 UM para el enzima in vivo, no posee estereo-
especificidad (Venis 1984), tiene un bajo rendimiento (1-2%)

¥y no resulta inhibido por el dcido x-aminoisobutirico.

La baja afinidad exhibida hacia el ACC puede expli-
carse por varias razones. La Km de las reacciones secuencia-
les se ve incrementada si no existe una conexién entre ambas.
En los tejidos, las dos partes de la reaccién podrian estar

acopla.das, seguramente en una estructura membranosa, mientras
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que ésto no puede suceder in vitro. Por otra parte, en los
enzimas bisustrato un incremento en la concentracién de un
sustrato supone el aumento del valor de la K. aparente para
el segundo sustrato. Este hecho incrementaria la Kn aparente
para el ACC si la concentracién de oxigeno es alta. En este
sistema la concentracién de oxigeno es la atmosférica (21%X),
siendo la concentracién éptima para el EFE del 1% (Konze et
al. 1980). Finalmente, las peroxidasas no son enzimas Mi-
chaelianos (Bardsley et al. 1980), siendo poco correcto

hablar de Kn para el ACC en este caso.

Recientemente se ha propuesto que el precursor del
etileno es una forma "activada" del ACC (Tan y Thimann 1989).
De ser esto cierto, los valores de K, obtenidos in vivo care-
cerian del valor que se les atribuye y la dificultad para
aislar al EFE no dependeria tanto de la naturaleza del enzima

como de la forma especial de su sustrato.

El criterio de estereoespecificidad del EFE
(Hoffman et al. 1982a) ha sido utilizado para juzgar la
validez de algunos sistemas in vitro descritos (McKeon y Yang
1984, Venis 1984, Manning 1985, Wang y Yang 1987). Sé6lo el
sistema de las vacuolas de Guy y Kende (1984b) es capaz de
discriminar entre los cuatro estereoisémeros del AEC, aunque
el aislamiento de las vacuolas supone la pérdida de més del
95% de la actividad EFE del tejido (Porter et al. 1986).
Existen, sin embargo, ciertas reservas sobre la autenticidad

del criterio establecido de estereoespecificidad por varias
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razones: 1) Parece poco probable que un enzima que se supone
altamente especifico (Lieberman 1979) actie sobre el ACC
formando etileno y sobre uno de los estereoisémeros del AEC
formando l-buteno; 2) Los resultados de Amrhein et al. (1984)
con el dcido l-amino-2-metilciclopropano-l-carboxilico ponen
en duda la estereoespecificidad del EFE o al menos ésta no
parece ser tan estricta como se habia supuesto previamente;
3) Otra cuestién es si puede esperarse que el caricter
estereoespecifico del enzima se mantenga después del aisla-
miento del mismo (Nilsen et al. 1988) y 4) Se han descrito
variaciones en la capacidad de estereodiscriminacién del EFE
con la edad del tejido, restando validez a dicho criterio

(Adam y Mayak 1986).

El efecto inhibidor del AIB in vivo podria situarse
a nivel del transportador de aminodcidos neutros, que es uti-
lizado tanto por el ACC como por el AIB (Saftner y Baker

1987). Este efecto no seria observable in vitro.

El bajo rendimiento en la produccién de etileno de
este sistema se explica por la transformacién mayoritaria del
ACC en 3-hidroxipropano amida (HPA). La competencia entre AIA
y ACC por las formas activas del enzima y la alta afinidad
del radical ACC° por el oxigeno para formar el peréxido
(ACC-00°) y el hidroperéxido (ACC-OOH) son las causas de la
baja tasa de produccién de etileno. El hecho de que en el
sistema in vitro la formacién de etileno (minoritario) vaya

asociada a la formacién de hidroperéxidos del ACC (mayori-
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tario) introduce nuevos elementos a tener en cuenta cuando se
estudia el mecanismo de biosintesis del etileno en los
tejidos vegetales. Aunque los resultados obtenidos no con-
firman la participacién de este sistema en el paso ACC ---»
etileno, 8{ demuestran que el ACC es sustrato de las peroxi-
dasas, siendo el Mn®* estrictamente necesario como cofactor

de la reaccién.

Como las vacuolas aisladas son capaces de producir
etileno a partir de ACC conservando las caracteristicas del
EFE nativo (Guy y Kende 1984b) y es bien conocido que contie-
nen fenoles, AIA (Driess-Ecole y Perbal 1987) y peroxidasas
(Grob y Matile 1980, Schloss et al. 1987), puede asumirse que
la formacién de etileno a partir de ACC podria tener lugar en

las vacuolas catalizada por este mismo sistema enzimético.

Hasta ahora no se han encontrado, en plantas supe-
riores, metabolitos naturales del ACC distintos de MACC y
etileno. Sin embargo, la amplia distribucién de las peroxi-
dasas en el reino vegetal y la ubicuidad del ion manganeso,
hacen probable que la formacién de HPA pueda tener lugar in
vivo. La posibilidad de que HIBA o HPA se encuentren como
productos endégenos en las plantas mantiene abierta una
puerta para que la reaccidén entre peroxidasas y ACC tenga un
significado fisiolégico, quizds préximo a la definitiva

caracterizacién del enzima formador de etileno (EFE).



CONCLUSIONES



1.~ Se han establecido las condiciones éptimas de incubacién
para la determinacién de la actividad del enzima formador de
etileno (EFE) en discos de hojas de olivo. Asimismo se han
estudiado algunas caracteristicas de dicha actividad.

Merecen destacarse:

a) El EFE exhibe una alta afinidad hacia el ACC, con una Km
aparente de 8.4 UM y una velocidad mdxima de produccidén de
etileno de 35.3 nmol/h.g PF, siendo saturable por ACC a

concentraciones superiores a 40 LM,

b) Se inhibe por galato de n-propilo, aminoetoxivinilglicina
¥y Acido a-aminoisobutirico, pero no por atrapadores de
radicales hidroxilo, ciclopropilamina o 4cido ciclopro-

panocarboxilico.

c) La actividad EFE se inhibe por compuestos de bajo peso
molecular presentes en el extracto crudo. No obstante,
ésta no es la tnica causa de la pérdida de actividad en
tejidos homogeneizados, ya que la separacién de dichos
compuestos no restablece la actividad enzimética, por lo
que no puede descartarse una asociacién del EFE a estruc-

turas membranosas.

2.- El jasmonato de metilo, un potente regulador del de-
sarrollo vegetal, estimula la produccién de etilemo in vivo,
ejerciendo su efecto tanto a nivel de la ACC-sintasa como del

EFE.
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3.- Se ha comprobado la existencia de un metabolismo del
etileno en los tejidos del olivo. Este metabolismo es
termolédbil, requiere oxigeno y resulta inhibido por sulfuro
de carbono. Los tapones de goma, generalmente utilizados en
las incubaciones, 1liberan sulfuro de carbono, inhibiendo

dicho metabolismo.

4,- Las actividades peroxidasa y formadora de etileno siguen
una evolucién estacional paralela y se correlaéionan en teji-
dos de distinta edad, comprobdndose que las hojas Jjovenes
presentan menores valores de actividad que las de mayor edad.
Se demuestra asimismo que la salida de peroxidasas inter-
celulares duranle el isoelectroenfoque directo de tejidos
disminuye la capacidad de convertir ACC en etileno en dichos
tejidos, encontrdndose una relacién lineal. Estos resultados
apoyan la participacién de las peroxidasas en la conversién

ACC ---» etileno in vivo.

5.- Se han estudiado algunas caracteristicas de la formacién
de etileno a partir de ACC in vitro por el sistema AIA-

oxidasa/peroxidasa de hojas de olivo, destacan:

a) Es saturable por ACC a concentraciones no fisiolégicas (80

mM), siendo la K aparente para el ACC de 35.8 mM.

b) Existe en dicho sistema una relacién entre AIA destruido y

etileno liberado, de forma que algin producto de la
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oxidacién enzimdtica del AIA parece ser necesario para la

liberacién de etileno.

c) E1 pH de méxima produccién de etileno coincide con el

6ptimo de la actividad peroxidasa.

d) La formacién de etileno es inhibida por ATP, Acido amino-
oxiacético y galato de n-propilo, pero no por A4cido
x-aminoisobutirico, ciclopropilamina o 4cido ciclopro-

panocarboxilico.

6.- Se propone un mecanismo en dos pasos enzimdticos para la
formacién de etileno in vitro que transcurriria a través de
la formacién de peréxidos e hidroperéxidos del acido indol-3-
acético (AIA) y de un radical catiénico del ACC, descartédn-
dose la intervencién de radicales hidroxilo y del perdxido de

hidrégeno.

7.~ En el sistema in vitro estudiado, el ACC es sustrato de
las peroxidasas en una reaccién mediada por radicales libres,
que requiere oxigeno y manganeso y cuyo producto final iden-
tificado es 3-hidroxipropano amida (HPA). Se propone un me-
canismo para la formacién de HPA a través de peréxidos e
hidroperéxidos del ACC. La baja produccién de etileno en el
sistema in vitro se explica por la competencia entre AIA y
ACC por las formas activas del enzima y por la alta afinidad
del radical del ACC por el oxigeno para formar peréxidos e

hidroperéxidos del ACC.
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8.- Se discute el posible significado fisiol6gico del sistema
AIA-oxidasa/peroxidasa en la conversién ACC ---» etileno in
vivo. Aunque los resultados no demuestran la participacién de
este sistema en dicho paso in vivo, el hecho de que la pro-
duccién de etileno vaya asociada a la formacién de HPA intro-
duce nuevos elementos a tener en cuenta en el estudio del
EFE. La posibilidad de que la HPA se encuentre como producto
endégeno en las plantas mantiene abierta una puerta para que
la reaccién entre peroxidasas y ACC tenga un significado
fisiol6égico, quizds préximo a la definitiva caracterizacién

del enzima formador de etileno.
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