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Biosintesis de lipidos en aceituna 1

1.1 INTRODUCCION

El origen del olivo asi como el zumo de su fruto, el aceite de oliva, es muy
antiguo aunque no se puede determinar con certeza su procedencia y expansion
en el curso del tiempo. La tesis mas usada designa a Siria e Irdn como sus lugares
de origen y desde estos paises, la expansién se hizo de Este a Oeste extendiéndose
por toda la cuenca mediterranea. En tiempos méas modernos, el olivo ha continuado
su expansiéon mas alld del Mediterraneo cultivandose en lugares tan alejados como

Australia, Jap6n, China, Sudéfrica, California o Argentina.

Actualmente, la superficie dedicada a su cultivo se evalGa en unos 8,7
millones de hectéreas en todo el mundo, de las cuales mas del 98 % se localiza en
la cuenca mediterrédnea. Entre los principales paises productores de aceite de oliva
se encuentran Espana (2,0 millones ha de cultivo, casi 200 millones de arboles) e
Italia (1,17 millones ha). Asi mismo, producciones importantes poseen paises como
Grecia, Turquia, Tunez y Portugal. La produccién mundial del olivar es de 10
millones de tm de aceitunas, de las que 9 millones sirven para la fabricacién del
aceite de oliva. En nuestro pais, la produccién de aceite de oliva alcanza una media
de 500.000 tm por afo, de las que mas de la mitad (aproximadamente 58%) se

obtienen en Andalucia.

El olivo cultivado es propio del clima templado-célido caracteristico de la

cuenca del Mediterraneo. El &rbol se distingue de las demas especies frutales por
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su crecimiento lento, gran longevidad y rusticidad, estando preparado para resistir
altas temperaturas, sequias, vientos, siendo posible su desarrollo en suelos a veces
muy pobres. El olivo estd compuesto por un tronco grueso de uno o varios pies, de
corteza pardo grisdcea. Sus hojas son simples, perennes, de color verde oscuro por
el haz. Junto al nacimiento de cada hoja se sitian las yemas que dan lugar a los

racimos y las inflorescencias. Sus flores son blanquecinas y pequenias.

El fruto es una drupa de mesocarpo carnoso vy rico en lipidos; su forma es
elipsoidal u ovaidal y de tamano variable en funcion de la variedad. Consta de tres
tejidos bien diferenciados: epicarpo, mesocarpo (ambos constituyen la pulpa) y
endocarpo. El epicarpo esta unido al mesocarpo quevdurante la maduracion pasa
de un color verde suave (aceituna verde) a una coloracién negruzca (aceituna
negra), pasando por una etapa intermedia en que se exhibe un tono rojo-violaceo
llamada vulgarmente envero de la aceituna. El endocarpo o hueso es de

consistencia lefiosa y encierra a una sola semilla, la almendra (Fig. 1).

La variedad més importante destinada a la produccién de aceites en Espafa
es la Picual, que se cultiva principalmente en la zona de Jaen y Cérdoba. El aceite
de oliva virgen se extrae directamente de los frutos mediante el uso de métodos
fisicos y es, sin duda, muy diferente de los demds aceites vegetales comestibles;
posee una calidad superior debido a que es un producto natural obtenido por

centrifugacion o decantacién del zumo resultante de la molturacién del fruto. Puede
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consumirse crudo, conservando en su estado natural todas las propiedades

biolégicas, incluyendo vitaminas y antioxidantes naturales.

El consumo mundial del aceite de oliva se estima en 1,5 millones de tm.
Espafia se encuentra entre los principales paises consumidores y exportadores por
lo que su produccién es base fundamental para su economia (Marti, 1990),

especialmente en la regién andaluza.

tﬂ
epicarpo
endocarpo P P
albumen semilla
embrion mesocarpo

FIGURA 1. Corte esquematico del fruto.
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1.2 BIOSINTESIS DE TRIACILGLICEROLES DE RESERVA EN

PLANTAS OLEAGINOSAS

Los lipidos constituyen, junto a carbohidratos y proteinas, moléculas
esenciales para la arquitectura y funcién de la célula viva. En muchas semillas
ciertos lipidos, generalmente triacilgliceroles, forman el material de reserva que
durante la germinacidén serviran de nutrientes al embrién en las primeras etapas de

su desarrollo.

La formacién de triacilgliceroles de reserva en plantas oleaginosas tiene lugar
en las membranas del reticulo endoplasmatico a partir de glicerol-3-fosfato y acidos

grasos en forma de tioésteres de CoA, acil-CoAs.

1.2.1 Formacion de glicerol-3-fosfato

El glicerol-3-fosfato actiia como aceptor de restos acilos en la formacion de
glicerolipidos mediante la ruta de Kennedy (Fig. 4). En su formacién participan dos
enzimas cuya existencia estd bien documentada tanto en procariotas como

eucariotas:

glicerol kinasa
glicerol + ATP ) glicerol-3-fosfato + ADP

glicerol-3-fosfato
DHAP + NADH ) glicerol-3-fosfato + NAD™
deshidrogenasa
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La glicerol kinasa cataliza la fosforilacién dependiente de ATP de glicerol
(Fig. 2); la enzima ha sido caracterizada tanto en microorganismos (Thorner y
Paulus, 1971) como en tejidos animales (Tyson y col., 1976). La existencia de
actividad glicerol kinasa en tejidos vegetales se deduce los experimentos de
marcaje /in vivo con glicerol marcado, que resulta ser activamente incorporado en
lipidos de hojas (Slack y col., 1977; Ohnishi y Yamada, 1980) y semillas en
desarrollo (Slack y col., 1978). Sin embargo, en los pocos casos documentados
(Huang, 1975; Hippmann y Heinz, 1976), su actividad en tejidos vegetales ha
resultado ser muy baja, lo que sugiere que desempeia un papel poco significativo

en la biosintesis de glicerofosfato en plantas (Stymne y Stobart, 1987).

Una segunda enzima, la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, cataliza la
formacién de gliéerofosfato a partir del fosfato de dihidroxiacetona (DHAP)
generado via glucolisis (Fig. 2). La existencia de esta actividad enzimatica en
plantas pasé desapercibida‘ hasta su deteccién en hojas de espinaca (Santora y
col., 1979), razén por la que hasta la década de los 80 no era considerada su
participacion en la biosintesis de glicefofosfato en plantas (Harwood, 1979; Gurr,
1980). Desde entonces la enzima ha sido detectada y caracterizada en hojas de
espinaca (Gee y col., 1988), en el alga Dunaliella tertio/ecta (Haus y Wegmann,
1984), semillas de ricino (Finlayson y Dennis, 1980). La enzima de hojas de
espinaca ha sido purificada a homogeneidad (Kirch y col., 1992) encontrandose
tres isoenzimas localizados en el citosol, cloroplasto y peroxisoma; las tres

isoformas son especificas para NADH y DHAP. En condiciones fisiologicas de
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concentraciones de sustrato y pH la enzima es virtualmente inactiva como
deshidrogenasa, por lo que ha venido en denominarse DHAP reductasa.
Actualmente se considera a esta enzima como la fuente principal de glicerofosfato

para la biosintesis de glicerolipidos en plantas.

SACAROSA (hojas)

v
Citosol : glicerol LirIDOS
| GK
v A
v GDH
DHAP ——— > |G3P
Mitocondria Cloroplasto
v (plastidio)
piruvato «—— DHAP
| PDH |
v v
acetil-coa |
| ACH v
v piruvato «—<«—DHAP«— Cco,
acetato + CoA-SH
| PDH
- v
|——> acetato ———» |acetil-CoA —»malonil-CoA——»AG
ACS ACC

FIGURA 2. Sintesis de acetil-CoA y glicerol-3-fosfato en los diferentes compartimentos de la célula de
semilla 0 mesocarpo. Abreviaturas usadas: ACC, acetil-CoA carboxilasa; ACH, acetil-CoA hidrolasa;
ACS, acetil-CoA sintetasa; AG, acidos grasos; AGS, acido graso sintasa; CC, ciclo de Calvin; DHAP,
fosfato de dihidroxiacetona; GDH, glicerofosfato deshidrogenasa; G3P, glicerol-3-fosfato; GK, glicerol
kinasa; PDH, piruvato deshidrogenasa.
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1.2.2 Sintesis de acidos grasos

La sintesis acidos grasos es una actividad bioquimica presente en casi todos
los seres vivos. Basicamente el proceso consiste en la adicion de sucesivas
unidades de dos &tomos de carbono, procedentes de la descarboxilacion de

moléculas de malonato, a una molécula inicial de acetato.
En células vegetales el sistema estd compartimentalizado en organulos
especificos identificados como plastidios en tejidos no fotosintéticos y cloroplastos

en los tejidos fotosintéticos (Stumpf, 1980).

1.2.2.1 Reacciones iniciales

1.2.2.1.1 Generacion de acetil-CoA

El acetil-CoA es el precursor de la biosintesis de 4cidos grasos, y en su

formacién participan al menos dos enzimas diferentes:

acetil-CoA

acetato + ATP + CoA ) acetil-CoA + AMP + PPi
sintetasa
piruvato

piruvato + NAD + CoA ) acetil-CoA + NADH + CO,

deshidrogenasa
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La activacién de acetato a acetil-CoA, catalizada por la acetil-CoA sintetasa
(ACS), se dedujo a partir de experimentos de marcaje con '*C-acetato. Este
precursor ha sido, y continda siendo, el mas ampliamente utilizado en estudios de
metabolismo lipidico, debido a que difunde facilmente a los tejidos y es
eficientemente incorporado en acidos grasos. [Ademds, es quimicamente estable
y disponible a precio razonablel. En los tejidos fotosintéticos la enzima se localiza
en los cloroplastos (Kuhn y col., 1981), mientras que en semillas la actividad
enzimatica se distribuye entre plastidios y citosol (Dennis y Miernyk, 1982). La
enzima ha sido purificada recientemente a partir de hojas de espinaca (Zeiher y
Randall, 1991) y plantulas etioladas de rabano (Golz y Lichtenthaler, 1993). Se ha
argumentado que el acetato requerido se origina en las mitocondrias, a partir de
piruvato (Fig.2), mediante la accion consecutiva de la piruvato deshidrogenasa y

la acetil-CoA hidrolasa (Liedvogel y Stumpf, 1982).

El complejo piruvato deshidrogenasa (PDH) cataliza la descarboxilaciéon
oxidativa del piruvato. Su existencia en plantas fue asimismo deducida a partir de
experimentos de marcaje de cloroplastos de espinaca con '*C-piruvato (Yamada y
Nakamura, 1975; Murphy y Leech, 1977), aunque estos resultados fueron
descalificados después en base a la ausencia de actividad PDH en cloroplastos
(Roughany col., 1979a). Mas recientemente la existencia de actividad PDH ha sido
demostrada en cloroplastos aislados de distinta especies (Camp y Randall, 1985;
Treede y Heise, 1985; Liedvogel, 1985), asi como en plastidios de semillas (Denger

y Smith, 1988), quedando establecida la capacidad de formacién de acetil-CoA a
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partir de piruvato, y por tanto la incorporacién de este precursor en acidos grasos,

en plastidios aislados (Fig.2).

Puesto que el acetil-CoA es el iniciador de la sintesis de &cidos grasos, la
contribucién relativa de estas dos enzimas, ACS y PDH, a su formacién podria

desempeiiar un papel importante en la regulacién de la sintesis de triacilgliceroles.

1.2.2.1.2 Formacion de malonil-CoA

El primer paso de la ruta de biosintesis de acidos grasos consiste en la
carboxilacion del acetil-CoA, produciéndose una molécula de malonil-CoA. Esta
reaccion esta catalizada por una proteina multifuncional denominada acetil-CoA
carboxilasa. Basicamente el mecanismo de la reaccion se realiza en dos etapas

(Nikolau y col., 1981):

1.- carboxilacion de la biotina que se halla unida a la enzima.

Biotina
ATP + HCO,; + BCCP ) CO,~BCCP + ADP + fosfato
carboxilasa

2.- transferencia al acetil-CoA del CO, fijado.

CO,~BCCP + acetil-CoA ) malonil-CoA + BCCP
transcarboxilasa
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La acetil-CoA carboxilasa de bacteria esta constituida por tres proteinas
discretas (BCCP, biotina carboxilasa y transcarboxilasa), mientras que la de
animales consiste en un polipéptido multifuncional que contiene los tres dominios.
Hatch y Stumpf (1961) fueron los primeros en caracterizar la enzima de plantas
superiores. A pesar de que originalmente se propuso que la enzima de plantas era
de tipo bacteriano (Kannangara y Stumpf, 1972), la evidencia acumulada indica
que se trata de un polipéptido multifuncional como el de animales (Nikolau y col.,
1981; Harwood, 1988). La enzima esté localizada en los cloroplastos de las células
foliares (Mohan y Kekwick, 1980; Nikolau y col., 1981) y en los plastidios de

tejidos no fotosintéticos (Finlayson y Dennis, 1983).

La actuacién de la enzima es un factor regulador en la sintesis de acidos
grasos en plantas (Simcox y col., 1979; Turnham y Northcote, 1982; Harwood,
1988) y su actividad podria estar modulada por la luz {(Hawke y Leech, 1987). Asi
mismo, se ha descrito que cambios en la actividad de la enzima estan relacionados
con una diferente acumulacion de lipidos en cotiledones de semillas (Turnham y

Northcote, 1983).
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1.2.2.2 Ruta de sintesis de novo de los acidos grasos

Se ha dado en llamar con el nombre genérico de sintesis de novo a la
actividad realizada por un grupo de enzimas que catalizan la formacién de acido
palmitico, en forma de palmitil-ACP, a partir de malonil-CoA y acetil-CoA, y la
intervencidn indispensable de la molécula portadora de acilos, ACP (acyl carrier

protein).

1.2.2.2.1 Proteina transportadora de acilos (ACP)

La sintesis de acidos grasos en las plantas superiores requiere la presencia
de una proteina de bajo peso molecular (aproximadamente 11 KDa) que se
caracteriza por poseer 4'-fosfopantoteina como grupo prostético, similar al CoA en
estructura y funcion. Su grupo sulfidrilo terminal es el lugar de esterificacién de los

acidos grasos o de los intermediarios acilicos que participan en la sintesis de novo.

Su existencia y requerimiento para la sintesis de acidos grasos en plantas
superiores fue demostrada por Overath y Stumpf (1964), siendo posteriormente
aislada, purificada y caracterizada en el mismo laboratorio a partir de mesocarpo
de aguacate (Simoni y col., 1967). Hay claras evidencias de que el ACP esta
exclusivamente localizado en los cloroplastos de células de las hojas y en los

plastidios de los tejidos no fotosintéticos (Ohlrogge y col., 1979), aunque
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evidencias méas recientes indican que también se encuentra en mitocondrias

(Chuman y Brody, 1989).

1.2.2.2.2 Sistema acido graso sintasa

Desde el descubrimiento por Overath y Stumpf en 1964 de que el ACP era
una proteina de bajo peso molecular, termoestable y estable al tratamiento acido,
gue podia ser aislada de muchos tejidos vegetales, junto con los estudios realizados

sobre la sintesis de acidos grasos en diferentes plantas, se considera que, al igual

que en E. coli, la acido graso sintasa de plantas es de tipo Il con reacciones

parciales individuales catalizadas por enzimas discretas separables.

Las reacciones implicadas en la sintesis de dcidos grasos se representan en
la figura 3. En primer lugar, el acetil-CoA reacciona con el ACP por la accién de la
acetil-CoA:ACP transacilasa para formar acetil-ACP. Esta enzima presenta baja
actividad especifica en todos los tejidos analizados (Stumpf, 1984) por lo que se
ha considerado como un paso limitante para la sintesis de acidos grasos. En la
reaccidn siguiente, catalizada por la malonil-CoA:ACP transacilasa, ei malonil-CoA
formado por la accién de la acetil-CoA carboxilasa, reacciona igualmente con el

ACP para formar malonil-ACP.

En el siguiente paso tiene lugar la condensacién de acetil-ACP y malonil-ACP,

liberdndose el CO, fijado anteriormente por la acetil-CoA carboxilasa, y requiere la
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participacién de la B-cetoacil-ACP sintasa (KAS). Se han separado dos formas de
esta enzima denominadas KAS | y KAS Il que presentan diferente especificidad por
los sustratos. KAS | utiliza acil-ACPs en el rango C2-C14 con poca actividad hacia
palmitil-ACP (Shimakata y Stumpf, 1983). Por el contrario, KAS |l es solamente
activa con miristoil-ACP y palmitil-ACP, y necesaria para la formacién de estearico
(Shimakata y Stumpf, 1982a). Ambas enzimas presentan distinta sensibilidad a
inhibidores; KAS | es inhibida por cerulenina mientras que KAS |l es relativamente

insensible a dicho antibiético, pero sensible al arsenito.

Recientemente se ha puesto de manifiesto un enzima condensante de cadena

corta en E. coli, no sensible a la cerulenina, denominada KAS Il (Jackowskiy Rock,

1987) que cataliza la reaccion:
Acetil-CoA + Malonil-ACP —————) B-cetoacetil-ACP + CO, + CoA

Experimentos realizados recientemente han demostrado la existencia de una
enzima similar en extracfos de hojas de espinaca (Jaworski y col., 1989),
mostrando el acetil-CoA como el sustrato preferido en lugar del acetil-ACP. La
actividad especifica de esta enzima es al menos cinco veces mayor que la de la
acetil-CoA:ACP transacilasa. Estudios posteriores, mostraron que la enzima
condensante KAS Il estd presente en todos los tejidos de plantas estudiados,

sugiriendo que la actividad de la acetil-CoA:ACP transacilasa no es necesariamente
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el paso limitante en la formacién de &cidos grasos, por cuanto que esta reaccion

podria ser sorteada mediante esta nueva enzima (Walsh y col., 1990).

CH,COOH + CoA-SH

l ATP
CH,CO-S-CoA ——>» CH,CO-S-ACP"
HCO;~ ATP

CH,CO CH,CO-S-ACP

NADPH
HOOC-CH,-CO-S-CoA ——2—> HOOC CH,C0O-S-ACP co, 4 d
\NADP

\J
CH,CHOH CH,CO-S-ACP

5 .0

Y
CH,- CH=CH- CO-S-ACP
NADH
16
; NAD
NAD(P)H + mal-
(FI+ mal-ACP  Ch,CH,CH, CO-S-ACP
lNAD(P)H
18:0-ACP
O, | NADPH

FIGURA 3. Ruta de sintesis de novo de los 4cidos grasos. (1) acetil-CoA:ACP transacilasa; (2) malonil-
CoA:ACP transacilasa; (3) -cetoacil-ACP sintasa (KAS); {4) f-cetoacil-ACP reductasa; (5} B-hidroxiacil-
ACP deshidratasa; (6) enoil-ACP reductasa. Abreviaturas: ACP, proteina transportadora de acilos; mal,
malonil; 16:0, acido palmitico; 18:0, &cido estearico; 18:1, &cido oleico.
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El B-cetoacil-ACP formado experimenta una reduccién catalizada por la
B-cetoacil-ACP reductasa. Dos isoformas de esta enzima, dependientes de NADPH
o NADH, han sido descritas en diferentes tejidos (Caughey y Kekwick, 1982;
Shimakata y Stumpf, 1982b), siendo la primera cuantitativamente mas importante
en la mayoria de los tejidos de plantas. A continuacién, se produce una
deshidratacién catalizada por la S-hidroxiacil-ACP dehidratasa seguido de una
segunda etapa de reduccién catalizada por la enoil-ACP reductasa. Se han
detectado dos formas de esta Ultima enzima, una dependiente de NADH y otra de
NADPH, aunque sélo la primera parece estar presente en tejidos de hojas

(Shimakata y Stumpf, 1982b) y aguacate (Caughey y Kekwick, 1982).

Asi pues, la acido graso sintasa cataliza la formaciéon de acido palmitico a
partir de acetil-CoA, mediante una secuencia ciclica de reacciones enzimaticas; en
cada ciclo se produce un alargamiento de la molécula de acido graso de dos
atomos de carbono, que los suministra el malonil-CoA, segln la siguiente

estequiometria:

acetil-CoA + 7 malonil-CoA + ACP + 14 NAD(P)H )

) palmitil-ACP + 7 CO, + 14 NAD(P) + 8 CoA

El palmitil-ACP asi formado puede seguir dos destinos: puede ser alargado

" a estearil-ACP, mediante la misma secuencia de reacciones enzimaticas descritas,
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o bien puede ser utilizado en la biosintesis de glicerolipidos, como se verd mas

adelante.

1.2.2.3 Sistemas de desaturacion

La biosintesis de &cido oleico en plantas es catalizada por la enzima
estearil-ACP desaturasa que se localiza en los plastidios (Jaworski, 1987). Se trata
de una oxigenasa de funcién mixta que requiere NADPH y oxigeno molecular, e
introduce un doble enlace cis entre los carbonos noveno y décimo de la cadena
hidrocarbonada del estearilo, formandose en consecuencia una molécula de
oleil-ACP (McKeon y Stumpf, 1982). Hasta este punto, en que culmina la sintesis
de acido oleico, todas las reacciones son catalizadas por enzimas solubles,

localizadas en los plastidios y que utilizan ACP como portador.

Seguidamente otra enzima plastidial, la acil-ACP tioesterasa, actua sobre el
oleil-ACP hidrolisando el enlace tioéster {Shine y col., 1976) produciendo, por
tanto, la liberaciéon de &cido oleico. La mayor parte del oleico libre recién
sintetizado, atraviesa las envueltas‘ plastidiales. Durante este trasiego o
inmediatamente después, se produce la formacién de un nuevo enlace tioéster con
el CoA (Sanchez y Mancha, 1981), reaccién catalizada por la acil-CoA sintetasa
(acil tiokinasa). Otros acidos grasos como el palmitico o esteérico salen también

del plastidio experimentando el mismo proceso. Los acil-CoAs del oleico, palmitico
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y estedrico son los primeros sustratos de las reacciones que daran lugar a la

formacién de glicerolipidos en compartimentos subcelulares extraplastidiales.

El &cido oleico, transformado en oleil-CoA, puede ser desaturado
posteriormente fuera del plastidio. Actualmente se acepta que, oleil-fosfatidilcolina
es el sustrato preferido por la oleato desaturasa. Segun algunos autores Ia
desaturacion del oleato puede ocurrir en ambas posiciones de la fosfatidilcolina
(Murphy y col., 1985; Stobart y Stymne, 198ba), sin embargo el grado de
desaturacién observado en la posicion sn-1 es relativamente bajo (Demandre y col.,

1986).

Todos los estudios realizados sobre la oleato desaturasa indican que esta
enzima, no presente en animales, estd localizada en la fraccién microsomal,
presumibiemente en el reticulo endoplasmatico (Vijay y Stumpf, 1972). Los
cloroplastos de plantas 16:3 (Roughan y Slack, 1982) parecen ser también un
segundo lugar de sintesis de linoleico, aunque se conoce muy poco acerca la oleato

desaturasa presente en estos organulos.

El mecanismo de introduccién del enlace cis es aerdbico, requiere oxigeno
molecular, poder reductor (usualmente NADH o NADPH), ‘un transportador de
electrones y una desaturasa. Asi mismp, cationes divalentes y grupos sulfidrilos
reducidos son necesarios para la desaturacién (Vijay y Stumpf, 1972). La actividad

de la enzima es regulada por la temperatura mediante diferentes mecanismos
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(Browse y Slack, 1983; Stymne y Stobart, 1986; Cheerbrough, 1989). Asi mismo,
se ha descrito que otros fosfolipidos, tales como la fosfatidiletanolamina, pueden
actuar como sustratos de la desaturacion del oleico en plantas (Gennity y Stumpf,

1985; Sanchez y Stumpf, 1984; Trémoliéres y col., 1980).

Menos estudiada es la linoleato desaturasa, sin embargo por los datos que
se tienen (Stymne y Appleqvist, 1980; Browse y Slack, 1981) también se localiza
en el reticulo endoplasmatico y presenta los mismos requerimientos que la oleato

desaturasa.

1.2.3 Formacion de triacilgliceroles. Ruta de Kennedy

El ensamblaje final de las moléculas de triacilgliceroles de reserva, a partir
de glicerofosfato y 4cidos grasos, tiene lugar mediante la llamada ruta de Kennedy
(Kennedy, 1961). Las enzimas implicadas, tres aciltransferasas y una fosfatasa, se
localizan en el reticulo endoplasmatico y utilizan acil-CoAs como sustrato, como
lo demuestra el hecho de que fracciones microsémicas aisladas catalizan la
formacién de triacilgliceroles a partir de acil-CoAs (Sanchez y col., 1992a). Los

pasos individuales de esta via se representan en la figura 4.
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R- C S-CoA HS-CoA Rz-g—S—COA' HS-CoA
HZCOH \ / H2C o- g-R, Hzcl-o-g—R,
HOCH » HO- c H > Rz-é(')—o-c—_H
HZC 0-P H2C 0-P @ H2|C—O-P
glicerol- monoacilglicerol- fosfatidato
3-fosfato 3-fosfato
|
v
HZC-O-éP-Rl H,C-O- 'c(') R,
9 ® o |
R,-C-0-C-H < R,-C-0-C-H
Hzc:--o--(')c':-R3 H,C-OH
HS~-CoA R3-('§?-S—C0A
triacilglicerol diacilglicerol

FIGURA 4. Ruta de Kennedy para la sintesis de triacilgliceroles. (1) acil-CoA:glicerol-3-fosfato
aciltransferasa; (2} acil-CoA:1 acilglicerol-3-fosfato aciltransferasa; (3) fosfatidato fosfohidrolasa; (4)
acil-CoA:diacilglicerol aciltransferasa {Slack y Browse, 1984).

La primera enzima, acil-CoA:glicerol-3-fosfato aciltransferasa, cataliza la
acilacion de la molécula de glicerol-3-fosfato en posicién sn-1, formando acido
lisofosfatidico. Este es el sustrato para la segunda enzima, acil-CoA:1
acilglicerol-3-fosfato aciltransferasa, que cataliza la acilaciéon de la posicién sn-2
originando acido fosfatidico. A'continuacién, la fosfatidato fosfohidrolasa cataliza

la hidrélisis del enlace fosfoester del &acido fosfatidico para formar
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sn-1,2-diacilglicerol, que actia como precursor directo de la sintesis de

fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y triacilglicerol.

En preparaciones microsémicas de cotiledones de cartamo y girasol, el paso
limitante en la formacién de triacilglicerol es la formacion de diacilglicerol a partir
del acido fosfatidico (Stymne y Stobart, 1987). Esto indica que esta enzima
desemperfia un papel regulatorio en la ruta controlando el flujo de intermediarios

hacia la formacién de triacilgliceroles o fosfolipidos de membrana.

El altimo paso en la biosintesis de triacilgliceroles es la acilacion del sn-
1,2-diacilglicerol en posicién sn-3 catalizada por la enzima acil-CoA:diacilglicerol
aciltransferasa, cuyas propiedades han sido estudiadas en diversas semillas
oleaginosas (p.e. Ichihara y col., 1988; Cao y Huang, 1986; Weselake y col.,
1991). Sin embargo, la Gnica diacilglicerol acilfransferasa purificada hasta aparente
homogeneidad es la de soja (Kwanyuen y Wilson, 1986). También parece estar
presente en la envuelta de cloroplastos de hojas de espinaca (Martin y Wilson,
1984). Esta ultima reaccién de acilacién del glicerol en posicion sn-3 es, de hecho,
la Unica exclusiva de la biosintesis de triacilgliceroles y la responsable del tercer
acido graso presente en triacilgliceroles de plantas. Se ha descrito en el caso de la
aceituna (Rutter y col., 1992) y en semillas oleaginosas (Griffiths y col., 1988) que

la Gltima acilacién pudiera ser el paso limitante en la biosintesis de triacilgliceroles.
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La acilacion de las diferentes posiciones del glicerol-3-fosfato se produce de
forma selectiva tal y como se ha demostrado en experimentos /n vivo realizados
con cotiledones de semillas (Griffiths, 1986). Asi, la acilacién de la posicion sn-1
del glicerol-3-fosfato para la formacion de 4cido lisofosfatidico, muestra preferencia
por los &cidos grasos saturados (ichihara, 1984; Griffiths y col., 1985). Por el
contrario, la acilacién de la posicién sn-2 del glicerol-3-fosfato, que resulta en la
formacién de &acido fosfatidico, muestra una fuerte selectividad por los &cidos
grasos insaturados, excluyendo casi totalmente a los acidos grasos saturados
(Griffiths y col., 1985). Por otra parte, los andlisis sobre distribucion
estereoespecifica de los &cidos grasos en triacilglicerol de distintos aceites
vegetales indica que la selectividad en la acilacién de la posicién sn-3 del glicerol
es similar a la de la posiciéon sn-1 y esta caracterizada usualmente por la presencia
de 4cidos grasos saturados, que son excluidos de la posicién sn-2. Sin embargo,
Ichihara y Noda (1982) encontraron en semilla de cartamo, que la acilacion de esta

posicién sn-3 tenia lugar sin preferencia por diferentes diacilgliceroles y acil-CoAs.

La especificidad mostrada por las aciltransferasas extraplastidiales descritas
anteriormente, es claramente diferente de aquellas enzimas presentes en los
cloroplastos, donde los acidos grasos saturados son utilizados particularmente en
la acilacién de la posicion sn-2 (Bertrans y Heinz, 1981; Frentzeny col., 1983). Por
esta causa se pueden distinguir dos tipos de glicerolipidos en los tejidos vegetales:
a) los de origen plastidial, que cominmente se denominan procaridticos, se

caracterizan por presentar en posicién sn-2 el acilo correspondiente al palmitico o
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un insaturado derivado del mismo; b) los de origen microsomal, llamados de tipo
eucariéticos, poseen en la citada posicién el acilo correspondiente al &cido oleico

o uno de sus derivados mas insaturados (Roughan y Slack, 1982).

1.3 INTERRELACION ENTRE FOTOSINTESIS Y BIOSINTESIS

LIPIDICA

La fuente primaria de los 4tomos de carbono constituyentes de las grasas
vegetales, carbohidratos y proteinas es el anhidrido carbdnico atmosférico fijado
por la fotosintesis. El proceso de asimilacién de CO, utiliza como fuentes de energia
el ATP y NADPH generados en la fotosintesis, y tiene lugar en los cloroplastos. Las
reacciones fotosintéticas de absorcién de luz y formacién de ATP y NADPH
(fotosintesis propiamente dicha) ocurren en las membranas interiores de los
cloroplastos, llamadas tilacoides. Las reacciones implicadas en la asimilaciéon de
CO, (ciclo de Calvin) tienen lugar en las zonas interlamelares o estroma. Los
productos resultantes se trasladan al citoplasma de las células fotosintéticas y

posteriormente a otras partes de la planta.

Como se ilustra en el figura 5, el CO, es fotosintéticamente reducido en los
cloroplastos de las células foliares hasta acido 3-fosfoglicérido, que es reducido
posteriormente a 3-fosfo§liceraldehido. La triosa fosfato resultante,
preferentemente en forma de fosfato de dihidroxiacetona, es exportada al citosol

mediante el transiocador fosfato, en donde tiene lugar la sintesis de sacarosa a
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través de una ruta bien definida. La sacarosa es transportada via floema a los

distintos 6rganos sumideros de la planta.

Hoja Cco,
citosol
SACAROSA<«— <«—DHAP <«—1— DHAP<—<-——@\—
Cloroplasto
floema Semilla
v
SACAROSA Citosol
v
|
v
DHAP » DHAP—» —»PIRUVATO—»ACETIL-COA
v
v AG« MALONIL-COA
G3P
Plastidio
v
TAG

FIGURA 5. Interrelaci6n fotosintesis y biosintesis lipidica en semillas. Abreviaturas usadas: AG, 4cidos
grasos; AGS, acido graso sintasa; CC, ciclo de Calvin; DHAP, fosfato de dihidroxiacetona; G3P, glicerol-
3-fosfato; TAG, triacilglicerol.
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1.3.1 Semillas

Durante su desarrollo las semillas actian como sumideros intensos, en
competencia con otros 6rganos, importando fotosintatos de la hoja que utiliza para
la sintesis y acumulacion de sustancias de reserva, destinadas a nutrir al embrion

durante las primeras etapas de la germinacion.

En las semillas oleaginosas en desarrollo, la sacarosa importada suministra
tanto energia metabdlica como esqueletos carbonados para la sintesis de
triacilgliceroles de reserva (Fig. 5). A tal fin, la sacarosa ha de ser desdoblada en
sus monosacaridos constituyentes, que son posteriormente catabolizados a traves
de la ruta glucolitica. Como se discutié anteriormente, dos intermédiarios de la
glucolisis, fosfato de dihidroxiacetona y piruvato, generan los sustratos primarios
para la biosintesis de triacilgliceroles, glicerol-3-fosfato y acetil-CoA. Asi pues, la
formacioén de triacilgliceroles de reserva en semillas oleaginosas es absolutamente

dependiente del insumo de fotosintatos generados en las hojas.

1.3.2 Frutos

A diferencia de las semillas, los frutos en desarrollo poseen cloroplastos de
estructura similar a los de las hojas, de ahi el color verde que exhiben durante gran
parte de su desarrollo, y son capaces de captar la energia necesaria para realizar

la fotosintesis. Esta capacidad fue reconocida hace mas de 30 anos cuando se



Biosintesis de lipidos en aceituna 25

demostré que las naranjas inmaduras separadas del &rbol fijaban '*CO, en una serie
de carbohidratos, aminoacidos y acidos organicos (Bean y Todd, 1960), y que tal
actividad era dependiente de la luz. Ademas, se observé que en los frutos
incubados con iluminacién la mayor parte de la radioactividad se incorporaba en
carbohidratos, principalmente sacarosa, mientras que cuando los frutos se

incubaban en la oscuridad la mayor parte del '*CO, se incorporaba en malato.

En base a que los frutos generalmente acumulan &cidos organicos,
particularmente malato (Coombe, 1976), y a que presentan elevadas actividades
de enzimas caracteristicas del metabolismo C,/CAM, especialmente
fosfoenolpiruvato carboxilasa (Bravdo y col., 1977), se propuso que la fotosintesis
de los frutos constituia un caso especial de fotosintesis C,/CAM. Sin embargo, las
escasas investigaciones realizadas posteriormente, han venido a poner de
manifiesto diferencias tales como la carencia de anatomia "Kranz", tipica de las
plantas C,, o la ausencia de fluctuaciones de acidez, caracteristicas de las plantas
dotadas de metabolismo CAM, que indican que el mecanismo de fijacién de CO,
en los frutos verdes podria ser distinto del que opera en los tejidos foliares (Willmer
y Johnston, 1976), proponiéndose que la fotosintesis de frutos es un nuevo tipo

de fotosintesis (Blanke y Lenz, 1989).

De acuerdo a este nueve concepto los frutos se comportan como 6rganos
sumideros, importando fotosintatos de las hojas. Como se muestra en la figura 6,

los fotosintatos importados son catabolizados y suministran energia al tejido
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mediante respiracién mitocondrial, originando CO,. En los frutos, debido a la
impermeabilidad de la cuticula que los recubre, el CO, se acumula alcanzando
valores que llegan a ser dos o tres 6rdenes de magnitud superiores a los de la
concentracion atmosférica. Este CO,, en forma de bicarbonato, puede ser fijado en
el citosol de las células de los frutos en oxalacetato por accion de la
fosfoenolpiruvato carboxilasa que, como se ha dicho, es muy abundante en el
mesocarpo de los mismos. El oxalaxetato es reducido a malato por la malato
deshidrogenasay se acumula en vacuolas. Todas éstas son reacciones oscuras que
explican la acumulacién de &cidos orgénicos en los frutos, asi como la fijacion de
'*C0, en malato cuando los frutos son incubados en la oscuridad, como observaron
Bean y Todd (1960) en los experimentos comentados anteriormente. El CO, fijado
en malato puede ser movilizado por accién de la enzima malico, por lo que el
malato constituye un almacén temporal de CO,. En presencia de luz, los
cloroplastos del fruto pueden fijar CO, a través del ciclo de Calvin. Para ello utilizan
tanto el CO, atmosférico como el resultante de la respiracién mitocondrial de los
fotosintatos importados de la hoja, y de esta forma contribuyen a la economia de

carbono del fruto.

Asi pues, los frutos verdes, y entre ellos la aceituna, ocupan una posicion
intermedia entre los 6rganos heterotréficos estrictos, como las semillas, y los
6rganos autotréficos genuinos, las hojas. Como consecuencia, la aceituna no es

absolutamente dependiente del suministro de fotosintatos para la sintesis de sus
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triacilgliceroles de reserva, sino que el CO, fijado en sus cloroplastos contribuye

parcialmente al proceso.

Hoja co,
Citosol
SACAROSA<—<—DHAP<——————DHAP<—<——@——
I Cloroplasto
‘floema
| Fruto
i
v
SACAROSA -~ - -,
| 1
v v OAA—»MAL
A
Cloroplasto <«--{--| Mit co, ->|
v v
COZ@>—>DHP—~>D P > » PEP—»PIR—»>ACETIL-CoOA

v v
G3P AG4MALONIL-COA

TAG

FIGURA 6. Interrelacion entre fotosintesis y biosintesis lipidica en frutos fotosintéticos. La
compartimentacién no estd definida en su totalidad. Abreviaturas usadas: AG, acidos grasos; AGS,
acido graso sintasa; CC, ciclo de Calvin; DHAP, fosfato de dihidroxiacetona; G3P, glicerol-3-fosfato;
Mal, malato; Mit, mitocondria; PEP, fosfoenolpiruvato; Pir, piruvato; OAA, oxalacetato; TAG,
triacilglicerol.
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2.1 MATERIAL BIOLOGICO

En el presente trabajo se ha utilizado como material biol6gico pulpa de
aceituna en distintos estadios de desarrolio. Los frutos se obtuvieron de unos olivos
(Olea europaea L. var. Picual) de 20 anos situados en las Plantas Experimentales
del Instituto de la Grasa de Sevilla. Los arboles dispusieron de sistema de riego por

goteo durante todo el periodo de desarrollo de las aceitunas.

2.2 PRODUCTOS EMPLEADOS

La fosfolipasa A, de pancreas de cerdo (en solucién de sulfato aménico, de
10 mg/mL) vy la lipasa de Rhizopus arrhizus (suspensién de 50.000 U) fueron
compradas a la casa Boehringer-Mannheim (Alemania). Las resinas cambiadoras SP
Sephadex C-25, QAE Sephadex A-25, y las columnas PD-10 Sephadex G-25,
fueron Compradas a Pharmacia (Suecia). Las placas de silice para cromatografia en
capa fina (silica gel 60A), de 0.25 mm de espesor, fueron suministradas por la casa
Whatman. La silice para la cromatografia en columna (silica gel 60 ) y
cromatografia en capa fina (silica gel 60H) fueron compradas a la casa Merck

(Alemania). El resto de los productos y reactivos utilizados se adquirieron de Sigma

(EEUU).

Los precursores radioactivos [2-1*C] 4cido acético, sal sédica (66 Ci/mol),

D-[U-'*C] glucosa (246 Ci/mol), D-[U-'*C] sacarosa (540 Ci/mol), [2-'*C] &cido
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malénico, sal sédica (27 Ci/mol),[1-'*C] 4cido oleico (52.9 Ci/mol), [1-'*C] 4cido
palmitico (65.6 Ci/mol), L-[U-'*C] glicerol-3-fosfato, sal aménica (171 Ci/mol) y L-
[U-'C] lisina monoclorhidrato (321 Ci/mol) fueron suministrados por Amersham
(Inglaterra); ['*C] bicarbonato sédico (56 Ci/mol) por la casa ICN (EEUU) y el [3-

4C] 4cido piravico (21.8 Ci/mol) por NEN (EEUUV).

2.3 DETERMINACION DE LA EDAD DE LAS ACEITUNAS Y TOMA

DE MUESTRAS

Uno de los factores que se deben tener en cuenta al estudiar el proceso de
biosintesis y acumulacion de lipidos de reserva es el grado de madurez del material
biol6gico. Para la determinacién del grado de desarrollo del fruto se toma como
referencia un momento caracteristico en la fisiologia de la planta que coincida con
las etapas iniciales de la formacion del fruto. En nuestro estudio se utiliz6 como
referencia cronolégica el momento de la floracion pbr lo que la edad se expresé en
semanas después de la floracién (SDF). Se eligié un grupo de 20 olivos de donde
se tomaron semanalmente muestras durante varias temporadas consecutivas. La
recogida se realiz6 al azar y las aceitunas se tomaron del exterior y a la altura de

una persona normal.
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2.4 ENSAYOS CON PRECURSORES RADIOACTIVOS
2.4.1 Precursores

A excepciéon de los &acidos grasos, todos los precursores radioactivos
utilizados son solubles en agua. Para su uso en los diferentes ensayos se tomaron
de la solucién acuosa original y se afadieron al medio de ensayo a las

concentraciones indicadas en el apartado 2.4.3y 2.4.4.

Los &cidos grasos marcados, por ser insolubles en agua, debieron ser
convertidos en sales amdnicas para su posterior utilizacién en los ensayos. Para eilo
se hizo reaccionar el acido graso ‘(0.1-0.2 umol) con hidréxido aménico 2 N (250
uL) a 60°C durante 30 minutos. Transcurrido ese tiempo, el hidréxido aménico se
elimind bajo corriente de nitrégeno y la sal aménica, asi preparada, se disolvié en
tampén 10 mM Tris, pH 7.5, a la concentracién apropiada (2-4 mM) (Stobart y

Stymne, 1990).
2.4.2 Preparacion del tejido

Las aceitunas se recogieron rutinariamente a primera hora de la manana. De
vuelta al laboratorio, los frutos se lavaron varias veces con agua corriente y
finalmente con agua destilada. En las etapas iniciales del desarrollo, cuando los

huesos no se encontraban lignificados, los frutos se cortaron por la mitad, de forma
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transversal, con un bisturl. De los discos resultantes, se separé el tejido
endocéarpico, claramente distinguible, usando un taladra-tapones de diametro
apropiado; tras la lignificacion del endocarpo, que se produjo unas 12 SDF, fue
necesario el uso de un deshuesador para separar la pulpa del hueso. Posteriormente
se procedié a cortar transversalmente la pulpa en anillos de aproximadamente 1
mm de espesor, los cuales se cortaron en pequefios trozos que fueron
inmediatamente sumergidos ‘en tamp6n 50 mM fosfato potésico, pH 6.0,
conteniendo 0.5% &cido ascdrbico. Para la separacién de epicarpo y mesocarpo se

utiliz6, asi mismo, un taladra-tapones de calibre adecuado (Fig. 7).

2.4.3 Ensayos in vivo de trozos de pulpa de aceituna

Los ensayos de marcaje in vivo se realizaron utilizando los diferentes
precursores citados en el apartado 2.2 a las siguientes concentraciones:
4C-acetato 1.18 mM (5 uCi), '*C-bicarbonato 0.89 mM (25 uCi), **C-piruvato 0.45
mM (5 uCi), '“C-sacarosa 18.4 yM (5 uCi), '*C-glucosa 40.6 uM (5 uCi),
14C_malonato 0.37 mM (5 uCi), '*C-4cido oleico 0.075 mM (2 uCi) y **C-4cido

palmitico 0.143 mM (4 uCi).
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FIGURA 7. Preparacién del tejido. (A) Anillos compuestos de mesocarpo y epicarpo; (B} separacién de
ambos tejidos.
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Los ensayos se realizaron en viales de vidrio de fondo plano conteniendo 6
o 7 trozos de tejido preparados como se indicé en el apartado 2.4.2, equivalentes
a 200-300 mg de peso fresco, y tomados al azar de todos los preparados, en 0.5
mL del mismo tampén fosfato, pH 6.0, citado en el apartado anterior y en
presencia del precursor radioactivo. Los ensayos se realizaron por duplicado en
bafio de agitacién a 30°C y salvo en los casos en que se indica lo contrario,
durante tres horas y con iluminacién (aproximadamente 10000 lux). En los ensayos

con '*C-bicarbonato, los viales se taparon para evitar desprendimiento de '*CO,.

Al final del ensayo, el tampén de incubacién, conteniendo el precursor
marcado no incorporado al tejido, se elimind por aspiracién a vacio, y el tejido se
lavé 3 veces con agua destilada. Seguidamente, los viales se sumergieron en
nitrégeno liquido hasta que se procedié a la extracciéon de los lipidos del tejido,

como se describe en el apartado 2.5.1.

2.4.4 Ensayos in vivo de aceitunas enteras

Se seleccionaron frutos de tamafo similar (entre 2 y 2.5 gramos), y se
dispusieron en un disco de metacrilato taladrado distribuidos en 2 lineas
concéntricas de 8 y 16 frutos. El conjunto se introdujo en un pequeno desecador
de vidrio (2.5 L) dotado de un agitador magnético en el fondo del mismo y tapa de
cierre hermética. Los frutos se ensayaron en presencia de '*CO,, el cual se generé

por la adicién, a través de un septo, de 0.5 mL de HCI 1N a 50 uL (100 uCi) de
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'4C-bicarbonato contenidos en un pocillo dentro del desecador. La exposicién se

realizdé con iluminacién (4000 lux), durante 18 horas.

Al final de la exposicién se eliminaron los restos de '*CO, mediante
aspiracion a través de una solucién concentrada de KOH y se tomaron muestras
por duplicado de 6 frutos (posiciones alternativas). Después de deshuesarlos, se
cortaron transversalmente por la mitad y se obtuvieron dos anillos de pulpa de
aproximadamente 1 mm de espesor. Uno de ellos se utilizé6 para determinar la
incorporacién total de CO, radioactivo en frutos y el otro, previa separaciéon de
mesocarpo y epicarpo con un taladra-tapones de didmetro adecuado, para

determinar la incorporacién en ambos tejidos.
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2.5 METODOS

En la figura 8 se resume el procedimiento analitico seguido para la

separacion de las distintas fracciones acilicas e hidrosolubles.
2.5.1 Extraccion de lipidos

La extraccién de lipidos de pulpa de aceituna se realizé segun el
procedimiento descrito por Hara y Radin (1978). Este método, que utiliza una
mezcla de hexano-isopropanol, presenta una serie de ventajas respecto a los
clasicos, y ampliamente utilizados, basados en mezclas de cloroformo y metanol,

tal como el ideado por el catalan Joaquin Folch (Folch y col., 1957).

La extraccion se realizd en un homogeneizador de vidrio, tipo Potter-
Elvehjem, provisto de émbolo de teflén acoplado al eje rotor de un motor eléctrico.
En primer lugar el tejido se someti6é a una extracciéon con 5 mL de una mezcla de
hexano-isopropanol (3:2 v/v) que contenia un 0.01% de butilhidroxitolueno como
antioxidante. El extracto obtenido se filtré a través de papel. Los restos de tejido
fueron reextraidos dos veces mas con 3 mL de la misma mezcla, y asi mismo
filtrado. Una vez reunidos los extractos, se ajusté el volumen a 10 mL con la
misma mezcla de hexano-isoéropanol (3:2 v/v}). A continuacién se afiadié un

volumen de una solucién de sulfato amoénico al 6.7% (p/v) equivalente a la mitad
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TEJIDO

Hara y Radin (1978)

FASE ORGANICA FASE ACUOSA
glicerolipidos prod. hidrosolubles

Redwell (1980)

aminoacidos| aziicares

acidos ésteres
organicos fosfato

Brockerhoff (1975)
CCF FAMES CCo
Hexano
F. ORGANICA F. ACUOSA Lipolisis| |Fosfolipolisis
p. acilica p-gliceridica

FIGURA 8. Diagrama de flujo que resume el procedimiento analitico para la separacion de las distintas
fracciones acilicas y polares de la aceituna. Abreviaturas usadas: CCF, cromatografia en capa fina; CCo,
cromatografia en columna; FAMES, ésteres metilicos de los acidos grasos.
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del extracto obtenido (5 mL). Tras agitacion y posterior reposo, las dos fases, una
organica y otra acuosa, se separaron quedando la mitad del volumen en cada una
de ellas. La fase organica superior, conteniendo los lipidos, se retiré con una pipeta
Pasteur, procediéndose a evaporar el disolvente bajo corriente de nitrégeno;
posteriormente el extracto se redisolvio en 0.2 mL de una mezcla de
cloroformo-metanol (2:1 v/v). Se obtuvieron asi los lipidos totales presentes en la
muestra de origen. La capa hidroalcohélica inferior, conteniendo los componentes
hidrofilicos de la muestra, se evapor6 a vacio hasta desaparicién de los restos de
alcohol y se guarddé a -20°C hasta que se procedié a su analisis segun el

procedimiento descrito en el apartado 2.5.3.

2.5.2 Fraccionamiento de lipidos

Para la separacion de lipidos a escala preparativa se utilizé cromatografia en
columna de silice. El andlisis de la incorporacién de precursor radioactivo en las

distintas clases de lipidos se realiz6 mediante cromatografia en capa fina.

2.5.2.1 Cromatografia en columna de los extractos lipidicos

Preparacidon de la columna. Se utilizaron columnas de vidrio de 160 x 25 mm,
dotadas de placa filtrante y llave de tefléon. En ellas se depositaron 5 gramos de
silice (Merck, silica gel 60) suspendida en hexano. La suspensiéon se agité

suavemente con una varilla de vidrio para evitar la formacién de burbujas de aire.
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Tras unos minutos de reposo, la silice sedimenté para formar un lecho uniforme de

unos 5 cm. Se evacué entonces el disolvente sobrenadante cuidando de no dejar

secar el lecho de silice.

Procedimiento. La muestra, disuelta en 2 mL de una mezcla de hexano-éter etilico
(87:13 v/v), se depositd, con ayuda de una pipeta Pasteur y evitando posibles
turbulencias, sobre la superficie del lecho de silice. La eluciéon de las distintas
clases de lipidos se llevé a cabo mediante mech‘as de disolventes de polaridad
creciente. En primer lugar, los triacilgliceroles, menos polares, se eluyeron de la
columna con 50 mL de hexano-éter etilico (87:13 v/v) y a continuacién, el resto
de los lipidos neutros (incluyendo diacilgliceroles) con 50 mL de una mezcla de
hexano:éter etilico:acido férmico (50:50:1 v/v/v). Posteriormente se eluyeron los
galactolipidos con 50 mL de acetona. Finalmente la fraccién de lipidos mas polares,
incluyendo fosfolipidos, se eluyé mediante la adicion sucesiva de 50 mL de
cloroformo-metanol (2:1 v/v), 50 mL de cloroformo-metanol-agua (65:25:4 v/v/v)

y 50 mL de cloroformo-metanol (1:2 v/v).

Las diferentes fracciones se concentraron mediante evaporacion a vacio del
disolvente y se cromatografiaron sobre placas preparativas de gel de silice (Merck,
silica gel 60 H) de 0.5 mm de espesor. Para Iipihos neutros se utiliz6 como fase
moévil la mezcla hexano-éter etilico-acido férmico (60:40:1 v/v/v)y para los lipidos
polares la mezcla cloroformo-metanol-agua (65:25:4 v/v/v). Las bandas de

triacilglicerol, diacilglicerol y fosfatidilcolina se identificaron por comparacién con
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los correspondientes patrones, se rasparon y se montaron en sus respectivas
columnas de elucién. Los triacilgliceroles y diacilgliceroles se eluyeron de la silice
con una mezcla de hexano-éter etilico (1:1 v/v) y la fosfatidilcolina con metanol.
Los eluatos obtenidos se evaporaron en un evaporador rotatorio y redisolvieron en

0.2 mL de cloroformo.

2.5.2.2 Separacion de lipidos radioactivos por cromatografia en capa fina

Generalmente no se realiz6 el fraccionamiento de la muestra completa, sino
que se utilizé una alicuota, de volumen variable, proporcional al grado de
incorporacién del precursor radioactivo. Para ello, se depositaron en una placa de
0.25 mm de espesor {Whatman, silica gel 60A) alicuotas de los diferentes
extractos lipidicos, y patrones de triacilglicerol, &cido oleico, diacilglicerol,

monoacilglicerol, fosfatidiletanolamina, acido fosfatidico y fosfatidilcolina.

Las diferentes muestras se situaron en bandas de 2 cm de ancho a unos 15
mm del borde inferior de la placa. Seguidamente se cromatografiaron con dos
desarrollos sucesivos en la misma direccion. El primero de ellos, con una mezcla
de hexano-éter etilico-acido férmico (20:80:1 v/v/v/), con el que se levantaron y
separaron los lipidos neutros. Cuando el disolvente recorrié unos 15 cm, se saco
la placa, se eliminé el disolvente bajo corriente de nitrégeno y se expuso el borde
de la placa, en donde se aplic6 el patrén de diacilglicerol, a la accién de los vapores

de yodo. Una vez localizada y marcada la mancha de diacilglicerol, se procedio al
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segundo desarrollo en el que se utiliz6 como fase moévil una mezcla de
cloroformo-metanol-agua (65.25:4 v/v/v), que permite separar los diferentes lipidos
polares. Cuando el disolvente alcanzé la altura del patrén diacilglicerol, se sacé la

placa y se sec6 bajo corriente de aire.

Tras la cromatografia, se puso de manifiesto el fraccionamiento de la
muestra mediante un revelador no destructivo, situando la placa dentro de una
cubeta cerrada con atmdésfera de yodo. Este/ se fija a los dobles enlaces de las
cadenas hidrocarbonadas de los lipidos de forma reversible y marca, con una
peculiar tonalidad marrén, la localizacion de las diversas clases lipidicas a lo largo

de la placa.

Los patrones aparecieron como siete bandas perfectamente diferenciadas,
desde la zona superior, donde habia llegado el frente del primer desarrollo, hasta
el origen en que se colocé el extracto de lipidos (Fig. 9). Como se puede observar,

el desplazamiento a lo largo de la placa fue inversamente proporcional a la polaridad

de cada lipido.



44 Biosintesis de lipidos en aceituna
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FIGURA 9. Separaci6n por cromatogralia en capa fina de los diferentes lipidos de la pulpa de aceituna.
Abreviaturas: AG, acido graso; DAG, diacilglicerol; MAG, monoacilglicerol; PA, acido fosfatidico; PC,
fosfatidilcolina; PE, fosfatidiletanolamina; TAG, triacilglicerol.
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2.5.3 Fraccionamiento de productos hidrosolubles

Los productos hidrosolubles formados en las incubaciones con 14C-
bicarbonato, y que fueron separados de los lipidos mediante el método de
extraccion de Hara y Radin (fase acuosa descrita en 2.5.1), se separaron por
cromatografia de intercambio ionico segun el método descrito por Redwell (1980),
que utiliza una combinacién de dos resinas cambiadoras una anidnica, QAE

Sephadex A-25, y otra catiénica, SP Sephadex C-25.

Preparacién de las resinas y tampén de elucién. Se pesaron 10 gramos de cada una

de las resinas, la aniénica (QAE) se suspendié en 500 mL de solucién 0.5 M de
formato sddico, y la catiénica (SP) en 500 mL de solucién 0.5 M de sulfato
amodnico. Estas suspensiones se dejaron equilibrar durante dos dias a temperatura
ambiente. Pasado ese tiempo se procedié a filtrar ambas resinas. La resina QAE se
resuspendio en formato sédico 50 mM, conteniendo 0.05% de azida sbdica, y se
almacend hasta su utilizacion a 5°C. La resina SP fue resuspendida en &cido
férmico al 7% (v/v) varias veces en el curso de un dia, y finalmente se almaceno

en solucién 0.5 M de sulfato aménico conteniendo 0.05% de azida sddica.

El tampdn de elucidén se prepar6 a partir de 50 mL de una solucion de acido
férmico al 10 % (v/v), que se ajusté el pH a 4.0 con piridina (aproximadamente 8

mL), y se completé hasta 100 mL con agua destilada.
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Preparacién de las columnas. Se utilizaron jeringas hipodérmicas de vidrio de 5 mL

dotadas de placas filtrantes. En ellas se depositaron cada una de las resinas
suspendidas en las soluciones citadas anteriormente hasta alcanzar 5 mL de lecho.
A continuacién la columna catiénica {SP) se eluyé con 40 mL de una solucion al
7% v/v de &cido formico y 20 mL de agua destilada. Simultaneamente la columna
aniénica (QAE) se eluy6 con 20 mL de agua destilada. Seguidamente, la columna
SP se mont6 en serie sobre la QAE; para ello se conectaron entre si mediante un
tapon de silicona, sobre el que se introdujo la aguja de la SP, y se ajusté

posteriormente a la parte superior de la QAE.

Procedimiento. La muestra, conteniendo radioactividad equivalente a unas 200.000
dpm, se redisolvié en 0.5 mL de agua destilada y se deposité cuidadosamente
sobre la superficie superior de la columna catiénica (SP). A continuacién se
realizaron dos lavados con 0,5 mL de agua destilada. La elucién se continu6 con
20 mL de agua destilada, recolectdndose la fracciébn correspondiente a los
azlcares. Seguidamente las columnas se desconectaron. La SP, conteniendo los
aminoacidos, se eluyd con 30 mL de una solucién 0.2 M de hidréxido aménico. Por
su parte la QAE, conteniendo los dcidos orgédnicos y los ésteres fosfatos, se eluyd
en primer lugar con 30 mL de una solucién al 4% v/v de acido férmico y se obtuvo
la fraccién correspondiente a los &cidos orgénicos, y finalmente con 15 mL del

tampoén formato/piridina obteniéndose los ésteres fosfatos.
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La eficacia del procedimiento se verificé utilizando extractos no radioactivos
de aceituna suplementados con patrones marcados de azucares (**C-glucosa),
&cidos orgéanicos ('*C-acetato), ésteres de fosfato ('*C-glicerol-3-fosfato) y amino
4cido ('*C-lisina). Terminado el proceso, ambas columnas se regeneraron
eluyéndolas con 50 mL de una solucién 0.5 M de sulfato aménico en el caso de la
SP, y con 50 mL de una solucién 0.05 M de formato sédico en el caso de la QAE.

Ambas soluciones contenian 0.05% de azida sédica.

2.5.4 Andlisis posicional de dcidos grasos en gliceroh’pidos

La existencia de enzimas que hidrolizan especificamente los eniaces éster
situados en determinadas posiciones del esqueleto del glicerol, permite el estudio
de la composicion de &cidos grasos de dichas posiciones y constituye una

herramienta analitica de considerable valor.

Se procedi6 al andlisis de los extractos lipidicos obtenidos de los ensayos in
vivo, previa separacion de las diferentes fracciones acilicas por cromatografia en
columna, tal y como se describe en el apartado 2.5.2.1., y su posterior hidrolisis
enzimatica. Esto nos permitié determinar la distribuciéh de los &acidos grasos
radioactivos formados a partir de '*C-acetato en las posiciones a (sn-1y g_ri—3) Y

B (sn-2).
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2.5.4.1 Estudio de las posiciones a y B en diacilgliceroles y triacilgliceroles.

Lipolisis.

El anélisis de las posiciones a y 8 de los triacilgliceroles y diacilgliceroles,
purificados se realizé segun el procedimiento descrito en la Propuesta UNE 55079
(1972), utilizando lipasa de Rhizopus arrhizus (Boehringer-Mannheim), que libera
especificamente a los restos acilos esterificados en los grupos hidroxilos primarios
del glicerol. Para ello, las muestras de lipidos se colocaron en tubos Pirex dotados
de tapdn de rosca, a los que se afnadieron sucesivamente: 2 mL de tampén 1 M
Tris, pH 8 y 4 uL 0 2 uL de lipasa (200 y 100 U respectivamente) segln sea para
triacilglicerol o diacilglicerol. Se agité suavemente y se anadieron 0.2 mL de
disolucién acuosa de CaCl, al 0.1% y 0.5 mL de disolucién acuosa de colato
sédico al 0.1%. Se tap6 y se agité vigorosamente en un vibrador tipo Vortex
durante 2 minutos. Transcurrido este tiempo, se afiadieron 1 mL de HCI 6 Ny 2
mL de una mezcla de hexano-éter etilico (1:1 v/v); tras agitacién manual, se dejo
reposar hasta la separacion de dos fases. La capa superior, que arrastra los
diversos productos de hidrélisis, se retiré con una pipeta Pasteur y la fase inferior
acuosa se lavd con otro volumen de 2 mL de hexano-éter etilico (1:1 v/v). Los
extractos se reunierony se evaporaron bajo corriente de nitrégeno, redisolviéndolos

a continuacién en cantidad suficiente de cloroformo-metanol (2:1 v/v).

Posteriormente, los productos de hidrélisis se separaron mediante

cromatografia en capa fina de gel de silice de 0.25 mm de espesor (Whatman,
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silica gel 60A) utilizando como fase mévil una mezcla de hexano-éter etilico-acido
férmico (60:40:1 v/v/v). La hidrdlisis parcial de los triacilgliceroles da lugar a cuatro
productos (triacilglicerol, diacilglicerol, monoacilgliceroly &cido graso) mientras que
la de los diacilgliceroles origina sélo tres (diacilglicerol, monoacilglicerol y acido
graso). La identificacién de los distintos productos se realizé por comparacién con

patrones.

Para su revelado la placa se rocié con una solucion de 8-anilinonaftaleno-1-
acido sulfénico (ANSA) al 1% en etanol y con ayuda de una pequefia espatula, se
rasparon las bandas correspondientes a triacilglicerol, diacilglicerol, dcidos grasos
y B-monoacilglicerol. Se montaron en respectivas columnas, eluyéndose a
continuacién con una mezcla de hexano-éter etilico (1:1 v/v). Los eluatos obtenidos
se llevaron a sequedad mediante evaporacion del disolvente a vacio, y se

redisolvieron en cloroformo.

Como la accién de la lipasa es especifica de la posicion a, la banda de acidos
grasos liberados corresponde a los que ocupaban tal posicién, y la banda de
B-monoacilglicerol contiene exclusivamente los acidos grasos que ocupaban la

posicion sn-2 de la molécula de glicerolipido original.
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2.5.4.2 Estudio de las posiciones a y 8 de fosfatidilcolina. Fosfolipolisis.

La muestra de fosfatidilcolina, colocada en un tubo Pirex provisto de tapén
de rosca, se evapord a sequedad afadiéndole a continuacién 1 mL de éter etilico,
28 ulL de tampdén 1 M Tris, pH 8, 22 ulL de disolucién acuosa de CaCl, al 0.1% y
finalmente 3 pL (25 U) de fosfolipasa A, de pancreas de cerdo (Boehringer-
Mannheim). Se tap6 y se someti6é a agitaciéon en un Vortex durante 10 minutos.
Transcurrido este tiempo, se evapor6 bajo nitrégeno el éter y seguidamente se
anadieron 4 mL de cloroformo-metanol (2:1 v/v) y 1 mL de KCl al 2% (Folchy col.,
1957); tras agitacion manual, se centrifugd hasta separacién de las dos fases. Con
ayuda de una pipeta Pasteur se retir6 la fase superior y la fase organica inferior,
conteniendo los productos de hidrélisis, se llevé a sequedad bajo nitrégeno y se
redisolvi6 en cantidad suficiente de cloroformo-metanol (2:1 v/v). El
fraccionamiento de los productos de hidrélisis se realizé por cromatografia en capa
fina utilizando el procedimiento de dos desarrollos sucesivos descritos en el
apartado 2.5.2.2. Tras revelar la placa con una solucion de ANSA, los productos
se identificaron por comparacién con patrones correspondientes de acidos grasos,

fosfatidilcolina y lisofosfatidilcolina.

La banda de &acidos grasos corresponde a la posicion 8 o sn-2 de la
fosfatidilcolina, pues la accién de la fosfolipasa es especifica de dicha posicién. La
banda de lisofosfatidilcolina corresponde a los 4cidos grasos esterificados en la

posicién a o sn-1.
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Al igual que el caso anterior, las fracciones obtenidas de lisofosfatidilcolina,
acidos grasos y fosfatidilcolina se rasparon y se eluyeron en una columna con
metanol. Los eluatos obtenidos se evaporaron y resuspendieron en

cloroformo:metanol {2:1 v/v).

2.5.5 Transesterificacion de glicerolipidos

Diferentes alicuotas de los extractos lipidicos obtenidos de los ensayos in
vivo con bicarbonato y acetato radioactivos se metilaron seguin el siguiente
procedimiento: se dispusiefon en tubos Pirex dotados de tapén de rosca, se les
anadié una cantidad ponderada de patrén interno ( dcido pentadecanoico, 15:0) y
2 mL de una solucién al 2.5% de &cido sulfurico en metanol-benceno (9:1 v/v),
calentadndolos a 80°C durante 2 horas. Transcurrido este tiempo se dejaron enfriar
los tubos afadiéndoles a continuacién 2.5 mL de solucién salina (2% KCI). Los
ésteres metilicos de acidos grasos formados en la reaccién se extrajeron con
hexano mientras que la parte gliceridica de las moléculas de glicerolipidos se
reparte en la parte acuosa inferior (Brockerhoff, 1975). De esta forma es posible

determinar la distribucién de radioactividad en cada parte de la molécula.
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2.5.6 Cuantificacion de la radioactividad incorporada en lipidos

La determinaciéon de radioactividad en las distintas fracciones obtenidas
durante el procedimiento analitico se realizé por centelleo liquido, utilizando Ready-

Safe (Beckman) como céctel de centelieo, y un contador LKB 1215 Rackbeta Ii.

La deteccién de las bandas radioactivas correspondientes a los diferentes
lipidos fraccionados por cromatografia en capa fina (apartado 2.5.2.2.), se realizd
mediante autorradiografia. Las distintas bandas radioactivas, una vez localizadas
y raspadas, se vertieron sobre viales de centelleo conteniendo 0.5 mL de

hexano-isopropanol (3.2 v/v).

2.5.7 Determinacion de actividades de las enzimas carboxilantes

Preparacién del extracto enzimatico. El procedimiento utilizado ha sido descrito
recientemente por Sanchez y Harwood (1992). Los discos de pulpa de aceituna,
obtenidos tal y como se describe en el apartado 2.4.2, se sumergieron
inmediatamente en tampén 25 mM fosfato potésico, pH 6.0 que contenia 0.1%
de &cido ascoérbico y 6 mM de B-mercaptoetanol (8-ME). A continuacion se
tomaron unos 15 gramos de téjido, se lavaron dos veces con agua destilada y se
trituraron en un mortero en presencia de 7.5 gramos de polivinilpolipirrolidona

(PVPP), en 50 mL de tamp6én 50 mM HEPES, pH 7.2, 330 mM sorbitol, 2 mM
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MgCl,, 20 mM KCI, 2 mM EDTA, 10 mM metabisulfito sédico, 0.2% 4&cido
ascorbico, 10% glicerol, 5 mM glutation, 12 mM B-ME y 2 mM DTE (los tres
dltimos reactivos se afiadieron justo antes de su uso). El procedimiento se realizo
en dos etapas: en una primera, se trituré el tejido con 25 mL de tampdn de
trituracién y aproximadamente la mitad de PVPP filtrandose posteriormente a través
de dos capas de Miracloth; en una segunda etapa, los restos de tejido se trituraron
- con los restantes 25 mL de tampdén de trituracion y el resto de PVPP, y el
homogenado resultante se combiné con el primero. Todo el procedimiento se

realizé entre 0-4°C en aproximadamente 5 minutos.

El extracto obtenido se centrifugdé a 4.300xg, 10 minutos. La capa grasa
flotante se elimind por filtracion a través de lana de vidrio sobre una capa de
Miracloth. El filtrado se centrifugé nuevamente a 27.000xg, 20 minutos. El
sobrenadante resultante se pasé por una columna de Sephadex G-25 (PD-10,
Pharmacia), previamente equilibrada con tampén 25 mM Hepes, pH 7.0, 330 mM
sorbitol, 10 mM KH,PO,, 10 mM MgCl,, 10% glicerol y 6 mM B-ME (afiadido justo

antes de usar), y se ensayé inmediatamente.

actividad se midi6 segin el procedimiento descrito por Wishnick y Lane (1971).

Para ello, la mezcla de reaccién, 200 uL de volumen final, contenia 0.2 M tricina,
pH 7.8, 10 mM MgCl,, 5 mM DTE, 50 mM KH'CO, (1 Ci/mol), 0.5 mM ribulosa

1,5-bifosfato y extracto enzimatico equivalente a 25 ug de proteina. La reaccion,
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llevada a cabo en viales de plastico tipo Eppendorf, se inicid, trds una
preincubacién de 10 minutos a 30°C, mediante adicién de ribulosa 1,5-bifosfato
(20 uL de una solucién 5 mM) y , después de 5 minutos a la misma temperatura,

se detuvo por adiciéon de 50 uL de HCl al 50%.

Seguidamente, 100 uL de la mezcla de reaccion se depositaron sobre un
disco de papel de filtro (aproximadamente 20 mm de didmetro) y se dejé secar
durante 15 minutos sobre una placa calefactora a 80-100°C. La radioactividad

asociada al disco se midi6 por centelleo liquido en 9 mL de liquido centelleador.

Determinacion de actividad de la fosfoenolpiruvato carboxilasa. La actividad de esta

enzima se determiné espectrofotométricamente segin el procedimiento descrito por
Blanke y col. (1986). En una cubeta de cuarzo de 1 mL se mezclaron 690 uL de
un tampén compuesto de 50 mM Tris, pH 7.8, 10 mM MgCl,, 5 mM bicarbonato
sédico, 0.25 mM EDTA, 2 mM DTE, 12 mM B-ME y 20% glicerol con 50 uL de
extracto enzimatico (equivalente a 25 ug de proteina), 5 uL de NADH 15 mM
(concentracion final 0.1 mM) y 3 unidades de malato deshidrogenasa bovina
(Sigma). La reaccion se inicié6 mediante adicién de 5 yL de fosfoenolpiruvato 0.3
M (concentracién final 2 mM). La determinacién de actividad se realizé midiendo
la disminucién de absorvancia a 334 nm, a 30°C, en un espectrofotémetro de
doble haz Sigma ZFP 22. La proteina se determiné mediante el método del

colorante coomasie (Bradford, 1976).
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2.5.8 Determinacion de riqueza grasa. Método Soxhlet

El perfil de acumulacién de grasa durante el desarrollo del fruto se determiné
segun siguiente procedimiento (Propuesta UNE, 55030): se pes6 entre 12 y 14
gramos de pulpa de aceituna, que habian sido previamente deshuesadas, se les
anadié sulfato sédico anhidro, equivalente a 10 veces la masa de pulpa, y se
trituraron en un molinillo eléctrico. La pasta seca asi formada se introdujo en el
cartucho de papel de filtro para proceder a la extraccion de grasa con hexano en
un aparato Soxhlet. La grasa extraida se recogié en un matraz tarado, y su peso
se determind trds evaporar el disolvente. Los valores de riqueza grasa se

expresaron en porcentaje de peso fresco.

2.5.9 Andlisis de triacilgliceroles por cromatografia gaseosa

El estudio se realiz6 utilizando triacilgliceroles sin derivatizar (Geeraert, 1987)
segun el siguiente procedimiento: a 1 gramo de pulpa de aceituna se afadieron 2
gramos de sulfato sddico y 0.1 gramo de metabisulfito sédico como antioxidante.
Seguidamente se realizaron dos extracciones con hexano utilizando una batidora
Omni-Mixer; una primera de 5 mL durante 2 minutos, filtrdéndola sobre papel de
filtro, y a continuacién una segunda con 4 mL de disolvente procediendo de igual
forma. Posteriormente, se reunieron los extractos a los que se les anadi6 sulfato
sddico para clarificar; una vez filtrado, se llevé a sequedad mediante corriente de

nitrégeno, obteniédose asi un extracto de lipidos neutros. Estos se
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cromatografiaron en placa de gel de silice preparativa (Merck, silica gel 60H) de 0.5
mm de espesor usando hexano-éter etilico-acido férmico (60:40:1 v/v/v) como fase
mévil (Mangold, 1961). Tras rociar la placa con una soluciéon de ANSA (al 1% en
etanol), la banda de triacilglicerol se identific6 por comparacion con su
correspondiente patron. A continuacioén la banda se rasp6 y se monté en una
columna eleéndose con hexano-éter etilico (1:1 v/v). El eluato obtenido se llevo
a sequedad y se pesé. Finalmente la muestra se redisolvié en hexano hasta una

concentracion final de 12 mg/mL.

Las diferentes muestras fueron analizadas en un cromatégrafo Chrompack
CP 9000 (Middelburg, Holanda) equipado con una columna capilar de silica fundida
revestida con metil-65% fenilsilicona de 0.1 ym de espesor (Quadrex, New Haven
CT, EEUU) de aluminio recubierto (0.25mm diametro x 25 m longuitud), y detector
de ionizaciéon de llama. Temperatura inicial del horno: 350°C, 1 minuto;
programacion: 0.5°C/min; temperatura final del horno: 360°C, 8 minutos.;
temperatura inyector: 360°C; temperatura detector: 365°C. Como gas portador
se utiliz6 helio a 130 kPa. La cromatografia gaseosa ofrece una alta eficiencia y
rapidez en el analisis de acilgliceroles de elevada masa molecular. Los
triacilgliceroles se separan segun el nimero de carbonos y dentro de esto segun el
nimero de insaturaciones (Fig. 10). Los resultados del anélisis fueron corregidos
atendiendo al factor de respuesta de las distintas especies moleculares (Carelli y

Cert, 1993).



Biosintesis de lipidos en aceituna

57

START

4- =pro+pLp  OF

POS

PLO
PLL+PgLO

oLo

12 -

POO

000

FIGURA 10. Andlisis de triacilgliceroles por cromatografia gaseosa. Muestra correspondiente a frutos
de 11 SDF. Abreviaturas: L, linoleato; O, oleato; P, palmitato; Po, palmitoleato; S, estarato.
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3.1 DESARROLLO DEL FRUTO

3.1.1 Ciclo vegetativo del olivo

El ciclo vegetativo del olivo guarda relacién con las condiciones climéticas
de su area de cultivo, y sigue la secuencia de acontecimientos que se resume en

el siguiente esquema:

SDF
o 5 10 15 20 25 30 35 40
Floracidn
Lignificacién Envero Abscisidn
Cuajado
v v v v v
Reposo
invernal Desarrollo y crecimiento Maduracién
Abril Noviembre Enero

Después del reposo invernal, y tras la aparicién de nuevos brotes terminales
y yemas axilares, se desarrollan los primordios florales agrupados en racimos; la
floracién, en el 4rea de Sevilla, tiene lugar hacia comienzo de primavera (Fig. 11a);
la fecha exacta viene determinada por las temperaturas medias registradas durante
el invierno. Dos o tres semanas después de la floracién (SDF) se produce la
fecundacion del fruto (Fig. 11b). En el crecimiento de la aceituna se puede observar
una serie de etapas sucesivas. Después de la fecundacién y cuajado, una
abundante multiplicacion celular provoca un aumento rapido del tamafio del fruto.

Tras la lignificacion del endocarpo (endurecimiento del hueso), que ocurre entre la
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10 y la 12 SDF (Fig. 11c), se inicia la sintesis y acumulacién de aceite tanto en la
pulpa como en la semilla, lo que resulta en un fuerte aumento del volumen de las
células del mesocarpo. Este periodo de acumulacién de grasa se extiende hasta el
inicio de la maduracion, caracterizado por el cambio de color que sufren las
aceitunas, el envero, que tiene lugar unas 30 SDF (Fig. 11d). El periodo de
maduracién dura entre 5 y 10 semanas, en que tiene lugar un oscurecimiento del
color, produciéndose al final la abscision del fruto, si es que no ha sido recolectado

previamente.

FIGURA 11. Ciclo vegetativo del olivo. (A) Floracién; (B} cuajado del fruto; (C) lignificacién
del hueso; (D) inicio de la maduracidn.
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En general, la maduracién se realiza de forma gradual, escalonada y no
ocurre de manera simultanea en el conjunto de los arboles y ni siquiera en uno solo.
Se trata por tanto de un proceso lento y largo, realmente uno de los mas largos de

entre los frutos de interés comercial (Bollard, 1970).

El tamano de la aceituna es un caracter variable influenciado por algunos
factores ambientales (temperatura, 'humedad, plagas, enfermedades...) y
caracteristicas varietales; ademas se relaciona inversamente al nimero de frutos
que se desarrolian en cada olivo, es decir, a mayor nimero de aceitunas por olivo
el tamafo serd menor y viceversa (Barone y col., 1994). En la figura 12a se
representa la evolucién del peso medio de la aceituna durante su desarrollo. Se
observa un aumento lineal del peso medio del fruto hasta la 12 SDF.
Posteriormente se estabiliza, alcanzando un valor alrededor de 3 g/aceituna,
cuando el fruto inicia la maduracion (30 SDF). El contenido graso, que refleja la
acumulacién de triacilgliceroles (TAG) de reserva en el fruto, presenta unos valores
relativamente bajos hasta la 10 SDF, tanto en la semilla como en la pulpa (Fig.
12b). La lignificacién del endocarpo marca el inicio de la sintesis de lipidos de
reservay su acumulacién en ambos. La acumulacién en la semilla es relativamente
rapida y tiene lugar en aproximadamente 10 semanas. En la puipa, por otro lado,
se produce un incremento méas lento que requiere unas 20 semanas hasta
estabilizarse. Este es, sin embargo, un periodo de intensa sintesis de TAG: una tasa
de aproximadamente 40 mg aceite por fruto por semana se deriva de los datos

obtenidos de la figura 12c durante el periodo de maxima acumulacion de aceite.
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Similares resultados se han obtenidos anteriormente (Vazquez y Mancha, 1970;
Marzouk y Cherif, 1981). Conviene destacar que la mayor parte de la sintesis y
acumulacién de TAG de reserva en la aceituna se produce antes del comienzo del

periodo de maduracién, cuando el fruto es verde y fotosintéticamente activo.

Observando las figuras 12a y 12b, en el desarrollo de la aceituna se aprecian
tres etapas bien diferenciadas. La primera corresponde a los estadios iniciales del
desarrollo del fruto y en ella se produce, tal y como se ha descrito anteriormente,
un rapido aumento del tamafo del fruto. En la segunda, una vez se produce la
lignificacién del endocarpo y el fruto ha alcanzado més de la mitad de su peso final,
comienza el aumento del contenido graso en semilla y pulpa. La tercera es la etapa
de maduracidén caracterizada por el cambio de color del fruto. Procesos semejantes

ocurren en las semillas oleaginosas (Roughan y Slack, 1982).
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FIGURA 12. Evolucién del {(A) peso medio del fruto,
(B) contenido graso, expresado en porcentaje, de la
semilla (A) y pulpa (B) y (C) contenido graso,
expresado en mg de aceite/fruto, de la pulpa
durante su desarrollo. (A) Frutos recolectados
durante el afio 1992; (B) y (C) Frutos recolectados
durante 1993. Abreviaturas: Lig, lignificacién; Mad,
maduracién; SDF, semanas después de la floracién.
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3.1.2 Variacion de la composicion en triacilgliceroles durante el

desarrollo del fruto.

En los estudios realizados sobre transformaciones quimicas de la aceituna
durante su desarrollo, se ha prestado una particular atencién a las variaciones de
los componentes liposolubles y, dentro de ellos naturalmente, a los acidos grasos
y sus glicéridos, constituyentes mayoritarios del aceite (Vazquez y Mancha, 1970).
Las grasas naturales tienen una composicién especifica en sus TAG. La
combinacién de acidos grasos y su distribucién estereoespecifica en la molécula de
TAG, determina las propiedades quimicas y fisicas del aceite y su valor comercial

(Gunstone y Norris, 1983).

La composicidon de acidos grasos de los acilgliceroles viene determinada
tanto por la naturaleza de los acidos grasos disponibles como por la especificidad
de las transferasas implicadas en la ruta de Kennedy (pag.18). Era de interés, por
tanto, investigar las posibles variaciones en la composicién de TAG a lo Iargd del
periodo de desarrollo. Los resultados obtenidos (Fig. 13) indican que la trioleina es
la especie mas abundante a lo largo de todo el periodo de desarrollo de las
aceitunas, seguida de la palmitildioleina. Estas dos especies moleculares son,
efectivamente, las mas abundantes en los aceites de oliva de distintos origenes y
variedades (Graciani, 1988). L.a proporcién de ambas se mantuvo practicamente

constante hasta la mitad del periodo de acumulacién de TAG; a partir de unas 20
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SDF se observé un incremento en la proporcion de trioleina a costa,

fundamentalmente, de la palmitildioleina.

Estas diferencias sugieren cambios importantes ya sea en la especificidad de
las transferasas participantes en la ruta de Kennedy 6 en la composicion de acil-
CoAs disponibles como sustratos. Las aciltransferasas de microsomas de aceituna
han mostrado preferencia por el oleil-CoA (Sanchez y col., 1992a), aunque las
posibles variaciones de especificidad a lo largo del desarrollo de las aceitunas no
han sido estudiadas. Por otra parte, el anélisis de la composicion acilica de los acil-
CoAs de aceitunas mostré un ligero incremento en el porcentaje de oleato durante

el desarrollo (Sanchez y Mancha, 1980).
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FIGURA 13. Variacién de la composicién en los principales triacilgliceroles de la pulpa de aceituna
durante su desarrollo. 000 (A), POO (H), POP (%) y SOO (O). Muestras recolectadas durante la
temporada correspondiente ai afio 1991. Abreviaturas: 000, trioleina; POO, palmitildioleina; POP,
oleildipalmitina; SOO, estearildioleina; SDF, semanas después de la floracién.
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3.2 BIOSINTESIS DE GLICEROLIPIDOS EN LA PULPA. RUTA NO

FOTOSINTETICA.

Desde los trabajos pioneros de Newcomb y Stumpf (1953), en los que
realizaron incubaciones de cortes de cotiledones de cacahuete con precursores
radioactivos, éstos han sido ampliamente utilizados para investigar la formacion de
TAG de reserva en semillas oleaginosas (Stymne y Stobart, 1987). Actualmente
se dispone de un esquema bastante completo sobre su biosintesis. En lo
concerniente a frutos, se han realizados algunos estudios en palma (Oo y col,
1985) y aguacate (Gaydou y col, 1987). Sin embargo, en la literatura se
encuentran escasas referencias a la biosintesis de TAG en aceitunas, mas
concretamente en la pulpa, durante su desarrollo. En este trabajo hemos abordado
este tipo de estudios mediante el uso de precursores radioactivos y para ello se
hizo necesaria la realizacién de una serie de ensayos previos que determinen las

condiciones id6neas para la incorporacién del precursor marcado en glicerolipidos.

3.2.1 Utilizacién de '*C-acetato como precursor mas adecuado para

la sintesis de acidos grasos

Tal y como se indic6 en el apartado 1.2.2.1.1 de la Introduccién, el 14C-
acetato sigue siendo el precursor mas ampliamente utilizado en los estudios sobre

metabolismo lipidico. Varias razones apoyan esto, aparte de ser quimicamente



70 Biosintesis de lipidos en aceituna

estable y relativamente barato, difunde facilmente a los tejidos y es incorporado

eficientemente en acidos grasos.

El estudio de la incorporacidn in vivo de *C-acetato en moléculas lipidicas,
especificamente en su parte acilica (Slack y col., 1978), se ha realizado en una
gran variedad de tejidos de plantas. La pulpa de aceituna también sintetiza lipidos
a partir de este precursor radioactivo (Donaire y Lépez-Gorge, 1978; Marzouk y
Cherif, 1984; Mancha, 1978). Sin embargo todos estos estudios fueron realizados
utilizando frutos intactos, y no se investigé el efecto de los factores ambientales
sobre el proceso. En el presente estudio se han utilizado cortes de pulpa de
aceituna como material experimental; este sistema muestra tasas de incorporacion

de precursor mas elevadas, y ademas permite modificar las condiciones de ensayo.

3.2.1.1 Efecto del pH del medio

La aceituna se caracteriza por presentar un alto contenido de polifenoles y
una alta actividad polifenol oxidasa. Estudios realizados con diferentes variedades
han mostrado una posible relacién entre el grado de oscurecimiento y la actividad
de la polifenol oxidasa (Sciancalepore y Longone, 1984). Un problema que se
plantea en la realizaciéon de los ensayos in vivo con cortes de tejido es evitar su
oscurecimiento durante el tiempo que dura la experiencia. Un medio con pH &cido
y presencia de acido ascérbico previene el oscurecimiento, siendo éste el inhibidor

mas efectivo conocido hasta ahora de la actividad polifenol oxidasa (Galeazzi y
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Sgarbieri, 1981). Entre los ensayos previos que se deben realizar en este tipo de
estudios esta el que tiene por objeto estudiar el efecto del pH sobre la actividad
biosintética de pulpa de aceituna. Para ello, el tejido se ensayé en tampén
Hepes/Mes a diferentes valores de pH , conteniendo 50 mM de fosfato potasico

y 0,5% (p/v) de acido ascérbico.

Los resultados obtenidos se recogen en la figura 14. La incorporacién de
“C-acetato en glicerolipidos disminuy6 a medida que aumenté el pH del medio de
ensayo, principalmente en el intervalo comprendido entre 5.5 y 6.5. Conociendo
que la constante de disociacion, pKa, del acido acético es de 4.75, estos
resultados sugieren que es la especie protonada, mejor que el ion acetato, la que
difunde dentro del tejido. La incorporacion del precursor radioactivo en los
diferentes tipos de lipidos mostré la misma tendencia, siendo los TAG los mas
afectados por las variaciones de pH. Este efecto puede indicar una dependencia
respecto al pH de la enzima diacilglicerol aciltransferasa, responsable de la
formacion de TAG a partir de diacilglicerol (DAG), en linea con los resultados
obtenidos, para diferentes tejidos, por otros autores (Martin y Wilson, 1983; Cao
y Huang, 1986; Weselake y col., 1991). A la vista de los resultados obtenidos,
se selecciond el tampén fosfato, a pH 6.0, para la realizacion de los ensayos
subsiguientes. A dicho valor de pH, que es moderado desde el punto de vista
fisiol6gico, el fosfato ofrece buena capacidad tampé6n y permite una elevada

incorporacioén del precursor "*C-acetato en glicerolipidos.
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FIGURA 14. Efecto del pH sobre la incorporacién de '*C-acetato en
glicerolipidos (A) y , en TAG (V), DAG (%) y PC ([]) de la pulpa de
aceituna. Frutos recolectados la 12 SDF. Incorporacién expresada en
nmoles '“C-acetato/h/g tejido (peso fresco).



Biosintesis de lipidos en aceituna 73

3.2.1.2 Curva de concentracién de precursor

En este tipo de experimentos las distintas concentracio'nes de acetato en el
medio de incubacién se ajustaron afiadiendo acetato no marcado (sal potésica) a
una cantidad fija de *C-acetato (equivalente a 5 uCi) presente en cada tratamiento;
asi pues, el disefio del experimento implica una disminucién progresiva de la
radioactividad especifica del precursor por diluciéon con cantidades crecientes de

acetato no marcado.

Como se muestra en la figura 15 el aumento de la concentracién de acetato
en el medio estimul6 la sintesis de glicerolipidos siguiendo una curva de saturacién
hiperbdlica. Interesa recalcar que el aumento de incorporacién en glicerolipidos es
aproximadamente lineal en el rango de concentraciones comprendido entre 0.1 y
1.0 mM; esto significa que la incorporacion neta de radioactividad en glicerolipidos
no se ve afectada en gran medida al diluir en 10 veces la radioactividad el
precursor marcado. Es por ello que se seleccion6 una concentraciéon 1.18 mM de
acetato en la puesta a punto del ensayo estandar. Por otra parte, no se observaron

diferencias notables en los porcentajes de radioactividad asociados a las distintas

fracciones lipidicas.
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FIGURA 15. Efecto de la concentracién de acetato sobre la incorporacion en glicerolipidos (A), TAG
(V), DAG (%) y PC (0O) de la pulpa de aceituna. Frutos recolectados la 20 SDF. Incorporacién

expresada en nmoles '“C-acetato/h/g tejido {peso fresco).

3.2.1.3 Efecto del tiempo de incubacién

Cuando un tejido biolégico, o una fraccién subcelular, se somete a un ensayo
se produce un deterioro de sus actividades enzimaticas en el curso del mismo. Por
ello, en experimentos de marcaje isotépico es preciso determinar como varia la

incorporacién de precursor en el curso del tiempo de incubacién. Esto es
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particularmente importante para un tejido como la pulpa de aceituna que pasa por

diversas etapas en el curso de su dilatado periodo de desarrollo.

Utilizando frutos relativamente jévenes, colectados en los comienzos del
periodo de acumulacién de TAG (17 SDF), se observé que la incorporacién de '*C-
acetato en glicerolipidos mostraba una cinética lineal durante un periodo de
incubacion de al menos 7 horas (Fig. 16a). En cambio, cuando se utilizaron frutos
relativamente maduros, colectados hacia el final del periodo de méaxima
acumulaciéon de TAG (28 SDF), se observé una cinética no lineal (Fig. 16b), lo que
probablemente se relaciona con una relativa inestabilidada del tejido maduro en
comparacion con el joven. Una conducta similar se observé al comparar la cinética
de incorporacién de '*C-acetato en cloroplastos aislados de hojas de espinaca
jévenes y maduras (Sanchez y Mancha, 1981). En base a los resultados mostrados
en la figura 19a se eligié un tiempo de incubacién de 3 horas para el ensayo

estandar.

La distribucién de radioactividad entre las distintas clases de lipidos no
resulté sustancialmente alterada por la edad del tejido utilizado: en ambos casos
TAG resulté ser el principal producto a cualquier tiempo de incubacién, y la
proporcién de radioactividad asociada a esta fraccion se vié incrementada en el
transcurso de la incubacién, como corresponde a un tejido especializado durante

el periodo de acumulacién de TAG de reserva.
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FIGURA 16. Incorporacién de '*C-acetato a distintos tiempos de ensayo
en glicerolipidos de la pulpa de aceituna. (A) Frutos recolectados la 17
SDF, (B) frutos recolectados la 28 SDF. Incorporacién expresada en
nmoles '“C-acetato/h/g tejido (peso frescol. Glicerolipidos (A), TAG
(V), DAG {x), PC (O).

Experimentos de este tipo son Utiles para establecer relaciones entre los

intermediarios de una ruta metabélica. Como se describi6 en el apartado 1.2.3 la

ruta de biosintesis de glicerolipidos incluye &cido lisofosfatidico, &cido fosfatidico

y DAG como intermediarios. Los porcentajes de radioactividad en &cido
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lisofosfatidico y acido fosfatidico fueron relativamente bajos incluso al principio de
la incubacién (resultados no incluidos), mientras que se observé un aumento
consténte én la radioactividad asociada a DAG en el curso del ensayo, lo que
sugiere, como han indicado otros autores (Griffiths y col., 1988; Rutter y col.,
1992), que la dltima reaccién de acilacién, catalizada por la diacilglicerol

aciltransferasa, es la etapa limitante en la biosintesis de TAG.

En preparaciones microsdOmicas de cotiledones de semillas (Stymne y
Stobart, 1884, 1985; Stobart y Stymne, 1985b) se ha puesto de manifiesto la
formacién de fosfatidilcolina (PC) a partir de DAG por la enzima CDPcolina:1,2
diacilglicerol colina fosfotransferasa, asi como que la enzima puede operar de forma
reversible (Slack y col., 1985). Nuestros resultados muestran que la PC actia
como intermediario de rutas metabdlicas, acumulandose notoriamente al principio

para luego disminuir paulatinamente su concentracion.



78 Biosintesis de lipidos en aceituna

3.2.1.4 Efecto de la luz y temperatura

Los arboles y consecuentemente sus frutos, estan expuestos a cambios
ambientales de luz y temperatura que condicionan su desarrollo fisiolégico. En
frutos fotosintéticos, como es el caso de la aceituna, la sintesis de TAG de reserva
puede tener lugar a partir de los precursores sintetizados /in situ o a partir de
aquellos que provienen de la hoja y llegan al fruto via floema. Como quiera que la
fotosintesis del fruto podria contribuir significativamente a la formaciéon de TAG de
reserva en el mismo, era de interés investigar el efecto de la luz sobre la

incorporacién de '*C-acetato en glicerolipidos.

En todos los experimentos realizados a lo largo del desarrollo del fruto, la luz
mostré un efecto estimulador sobre la incorporacion total de '*C-acetato en los
glicerolipidos de la pulpa de aceituna (Fig. 17). Los porcentajes maximos de
estimulaciéon se produjeron durante el mes de agosto, que alcanzé el 240 % en la
18 SDF. Asi mismo, se observé una alta estimulaciéon de la luz en las etapas
iniciales del proceso, posiblemente relacionado con el elevado contenido clorofilico
que presenta el epicarpo del fruto en esa etapa del desarrollo. En las etapas finales,
coincidiendo con el cambio de color (envero) de las aceitunas, la estimulacién por
la luz disminuyé considerablemente; todo ello puede ser debido a la degradacién
que se produce durante la maduracién del fruto de las membranas cloroplasticas

(Donaire y col., 1984), asi como de ciertos polipéptidos implicados en el proceso
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fotosintético (Piechulla y col., 1987), lo que se traduce en una disminucién de la

capacidad fotosintética del fruto.
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FIGURA 17. Estimulacién de la luz sobre la incorporacion de '*C-acetato en glicerolipidos de pulpa de
aceituna durante el desarrollo del fruto.

Estudios previos realizados con semillas oleaginosas muestran que la
biosintesis in vivo de TAG a partir de precursores radioactivos puede afectarse,
cualitativa y cuantitativamente, por fluctuaciones de temperatura (Roughan y
Slack, 1982; ichiharay Noda, 19.82). En nuestras experiencias se apreciaron claras
diferencias en la incorporacién de '*C-acetato en glicerolipidos cuando la pulpa de

aceituna se ensayo a diferentes temperaturas, en condiciones de luz y oscuridad
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(Fig. 18a). La observaciéon mas inmediata de los resultados nos muestra que la
incorporacion de precursor en glicerolipidos resulté ser superior en la luz que en la
oscuridad, para todo el rango de temperaturas ensayadas, lo que ratifica el caracter
fotosintético del proceso. El maximo de incorporacién se obtuvo a 30°C con
iluminacion. Los resultados del analisis de los lipidos formados se muestran en la
figura 18b. En linea con los resultados discutidos en los apartados precedentes,
TAG y DAG resultaron ser los principales productos de incubacién. Es de destacar
el brusco descenso en la proporcién de radioactividad asociada a TAG que se
observa a temperaturas superiores a 40°C, tanto en la luz como en oscuridad, lo
que sugiere que la actividad DAG aciltranferasa es especialmente sensible a la
temperatura, en concordancia con los resultados obtenidos por otros autores en

otras especies (Martin y Wilson, 1983; Weselake y col., 1991).

Estos resultados demuestran que la aceituna es capaz de sintetizar TAG
tanto en presencia de luz como en la oscuridad. La energia quimica necesaria para
la sintesis de &cidos grasos en la oscuridad la suministraria la oxidacion
mitocondrial de fotosintatos importados de la hoja, o sintetizados en el fruto
durante el periodo de iluminacion. En este punto cabe preguntarse acerca de la
proporcién de TAG que son formados durante los periodos de luz y oscuridad a los
que esta sometida la aceituna durante su desarrollo. De lo discutido hasta ahora
acerca del efecto estimulador de la luz, todo indicaria que la formacién de TAG en
la aceituna tiene lugar principalmente durante el dia. Sin embargo, un examen mas

detenido de los resultados de la figura 18B indican que la respuesta a la cuestién
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estd condicionada por la temperatura. Asi, puede comprobarse que en las

condiciones del ensayo la sintesis de TAG en la oscuridad es mas elevada a 20°C

que en la luz a 48°C, y estas temperaturas son comunes durante la noche y el dia,

respectivamente, en el drea geografica en la que prospera el olivo.
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FIGURA 18. Efecto de la temperatura sobre la incorporacién de '*C-acetato en (A) glicerolipidos y (B)
TAG (V) y DAG (*) de pulpa de aceituna, en la luz (—) y oscuridad (--). Frutos recolectados la 18 SDF.
Incorporacion expresada en nmoles '“C-acetato/h/g tejido (peso fresco).
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3.2.2 Perfil de actividad biosintética durante el desarrollo

La biosintesis lipidica es un proceso condicionado al desarrollo de la planta.
La variacién de las condiciones externas (humedad, nutrientes, luz, temperatura...)
o internas (edad) deben influir en el desarrolio del proceso. Es por ello de interés
estudiar la evolucién de la capacidad de sintesis de lipidos a medida que avanza la
formacién de la aceituna. Asi, podremos conocer en qué momento del desarrollo
del fruto se produce un incremento de la actividad de las enzimas implicados en la
biosintesis de TAG. Un dato de interés cuando se trata de escoger el material

idéoneo para el estudio de dichas enzimas.

En la figura 19 se muestra la evolucién de la capacidad de sintesis de lipidos,
en pulpa de aceituna en desarrollo, expresada como incorporacién de '*C-acetato,
cuando se ensaya en las condiciones establecidas anteriormente, es decir, a pH
6.0, con una concentracién de acetato 1.18 mM, en la luz y a 30°C. Los
resultados obtenidos en dos campanas de seguimiento consecutivas muestran que
la actividad biosintética de glicerolipidos en pulpa de aceituna discurrié durante en
periodo de tiempo no inferior a 20 semanas, esencialmente durante el periodo
comprendido entre la 10 y fla 30 SDF. Un proceso similar se ha descrito para el
aguacate (Gaydou y col., 1987). Se trata en ambos casos de procesos lentos si se
comparan con el que tiene lugar en semillas oleaginosas (Ichihara y Noda, 1980;

Slack y Browse, 1984) que se produce en pocos dias.
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FIGURA 19. Perfil de incorporaci6n de ‘*C-acetato en glicerolipidos (A) y TAG (V) de pulpa de aceituna
a lo largo de su desarrollo. Los datos resefiados son medias de dos campainas consecutivas de
seguimiento de la actividad. Incorporacién expresada en nmoles '“C-acetato/h/g tejido {peso fresco).

Entre la 5 y la 10 SDF se produjo una alta incorporacion del precursor

radioactivo en lipidos totales (Fig. 19). Segin Donaire y Lépez-Gorge (1978) este

hecho se explica por el elevado contenido clorofilico que presenta la aceituna al

principio de su desarrolio. En-esta etapa, la pulpa de aceituna se encuentra

constituida fundamentalmente de epicarpo, tejido altamente activo en la sintesis

de glicerolipidos tal y como se mostrara posteriormente. A partir de la 10 SDF, y
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coincidiendo con la lignificacién del endocarpo, se observa un incremento en la
incorporacién de '*C-acetato, que se mantiene elevada a lo largo de todo el periodo

de acumulacién de TAG, y declina con el inicio de la maduracién, unas 30 SDF.

La incorporacién de radioactividad en TAG y PC a partir de un precursor
radioactivo es un indicador del reparto de acidos grasos entre lipidos de reserva y
de membrana. Todavia se desconoce el mecanismo preciso responsable de la
particion de &cidos grasos entre lipidos polares y TAG (Browse y Somerville, 1991).
En la figura 20 se representa la incorporacion relativa del precursor en TAG y PC
de la pulpa de aceituna durante el desarrollo del fruto y correspondiente a las dos
campafas de seguimiento citadas anteriormente. Se observa una notable
modificacion de la naturaleza de los lipidos sintetizados a expensas del acetato. En
las etapas iniciales del desarrollo, la incorporacién se produjo principalmente en PC,
lo cual indica que en estas etapas tempranas del desarrollo de la aceituna
predomina la biogénesis de membranas celulares. Sin embargo, a partir de la 10
SDF, coincidiendo nuevamente con la lignificacién del endocarpo, se inicié un
aumento progresivo de incorporacién en Ii’pidos neutros, principalmente TAG, que
alcanzé hasta un 61 % de la incorporacién total en las etapas finales (25 SDF).
Estos resultados confirman y extienden los obtenidos por Marzouk y Cherif (1981,
1984) y Mancha (1978). Entre la 25 y la 30 SDF (semanas previas al inicio de la
maduracidn) se observé un ligero descenso en el porcentaje de incorporacién en
ambas fracciones, en paralelo con un aumento en la proporcién de otros lipidos

polares (resultados no mostrados).
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FIGURA 20. Incorporaci6n relativa de '*C-acetato en TAG (V) y PC ([J) de pulpa de aceituna durante
su desarrollo. Los datos resefiados son medias de dos cempaiias consecutivas de seguimiento de la

actividad.

Aunque en menor grado, también se observé incorporacién en otros lipidos

polares, tales como &cido fosfatidico y fosfatidiletanolamina (datos no mostrados).

Su formacion a partir del precursor fue importante en las primeras semanas
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después de la floracion, pero no se detect6 en las etapas avanzadas del desarrolio.
Segun Wilson y Rinne (1976), el 4cido fosfatidico est4 presente generalmente en
trazas en el tejido fresco, pero puede ser generado por la congelacién del tejido
previo a su andlisis, por lo que su presencia entre los productos de nuestras
incubaciones bien pudiera ser artifactual, toda vez que todas las muestras fueron
siempre congeladas en N, liquido previo a la extraccion de lipidos (ver Materiales

y Métodos).

En ningln momento se observé acumulacién de acidos grasos libres, lo que
nos permite descartar la posibilidad de que los DAG puedan ser formados por
lipolisis durante el periodo de ensayo o extraccién, al igual que ocurre en algunas

semillas (Ichihara y Noda, 1980).

3.2.3 Distribucion estereoespecifica de los acidos grasos formados

en las moléculas de glicerolipidos

Segun se describi6 en el apartado 1.2.3 de la Introduccién , la biosintesis de
glicerolipidos tiene lugar por acilacién secuencial de la molécula de glicerofosfato
(ruta de Kennedy). Por tanto, los acidos grasos marcados formados a partir de '*C-
acetato, en forma de acil-CoAs, se utilizan en las reacciones de acilacién implicadas
en dicha ruta. El andlisis de I'os acidos grasos presentes en cada una de las
posiciones estreoespecificas de la molécula de glicerol sirve para establecer

relaciones metabdlicas entre los distintos glicerolipidos. Asi, cualquier glicerolipido
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sintetizado enteramente de novo, a partir de acidos grasos marcados formados a
partir de *C-acetato, deberia mostrar la misma radioactividad en cada una de las

posiciones de su molécula.

Las lipasas y fosfolipasas son enzimas que catalizan la hidrélisis de enlaces
ésteres de TAG vy fosfolipidos respectivamente, y se caracterizan por su
especificidad. La lipasa pancreatica s6lo actia sobre ésteres en posiciones
primarias de las moléculas de TAG, denominadas posiciones a (sn-1 y sn-3),
liberando dos &cidos grasos y una molécula de 2-monoacilglicerol (2-MAG).
[También es activa sobre moléculas de 1,2-DAG, sobre las que presenta la misma
especificidad]. La fosfolipasa A, hidroliza enlaces ésteres en posicién sn-2,
denominada posicién B8, de las moléculas de fosfolipidos, liberando el &cido graso
esterificado a dicha posicibn y una molécula del &cido lisofosfatidico
correspondiente. La especificidad de estas enzimas ha sido explotada para
determinar la distribucién de acidos grasos marcados entre las distintas posiciones

de los glicerolipidos formados en el curso de las incubaciones llevadas a cabo.

Se observo que la distribucion relativa de acidos grasos marcados, entre las
posiciones estereoespecificas de las moléculas de TAG, DAG y PC, varia a lo largo
del periodo de desarrollo de la aceituna (tabla 1). En las etapas tempranas del
desarrollo, la mayor parte de les acidos grasos marcados aparecian esterificados
a las posiciones a de los TAG; en el curso del desarrollo, la proporcién de

radioactividad en posicién 8 muestra una tendencia ascendente. Si los TAG fueron
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sintetizados enteramente de novo en el curso de la incubacién con '*C-acetato,
entonces la razén entre la radioactividad asociada a las posiciones a y 8 deberia ser
2, pues cada molécula posee dos acidos grasos en posicion a (sn-1y sn-3) y uno
sélo en posicién B (sn-2). Sélo en un caso se encontrd una relacioén a/f préxima a
2, lo que indica que, en general, la sintesis de TAG a partir de '*C-acetato no es
enteramente de novo. El predominio de acidos grasos radioactivos en posiciones
a sugiere que parte de los TAG se forman por acilacion de DAG no marcados
presentes en el tejido. La existencia de DAG en extractos lipidicos de aceitunas en
desarrollo ha sido demostrada (Vazquez y Mancha, 1970); igualmente se demostré
que la proporcién de DAG era relativamente elevada en las etapas tempranas del
desarrollo, antes del inicio de la acumulaciéon de TAG de reserva, o que concuerda
con la elevada proporcion de acidos grasos radioactivos en posiciones a al principio
del desarrollo, e indican que estos TAG se forman por acilacién en posicién sn-3

de los DAG preexistentes.

Tanto DAG como los fosfolipidos de membranas contienen sélo dos acidos
grasos. Por tanto, si su formacién se realiza enteramente de novo en el curso de
laincubacién con *C-acetato, los acidos grasos radioactivos se distribuirian al 50%
entre las dos posiciones. En los datos de la Tabla 1 se muestra como la relacién de
radioactividad en pos}iciones a y B es préxima a la unidad en DAG y PC, excepto
en las etapas muy tempranas del desarrollo, lo que indica que estos glicerolipidos
son sintetizados de novo en el curso de la incubacién. Es decir, los acidos grasos

formados a partir del marcador radioactivo y previa formacién de los acil-CoAs
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correspondientes, acilaron sucesivamente la molécula de glicerol-3-fosfato, segin
la ruta de Kennedy, hasta la formacion de DAG. Los resultados obtenidos para PC
podrian indicar que la entrada de &cidos grasos marcados en PC tiene lugar
mediante la accion de la enzima CDP-colina: 1,2 diacilglicerol colinafosfotransferasa,
que cataliza la conversion reversible de la molécula de DAG en PC (Slack y col.,

1983).

TABLA 1.Evolucién con el desarrollo de la incorporacién de *C-acetato en posicién a y en posicién 8
de los principales glicerolipidos de la pulpa de aceituna.

Distribucién (%)

TAG DAG PC
Edad
fruto a B (a/B) o B (af/B) o B (a/B)
6 92 8 (11.5) 80 20 (4.0) 80 20 (4.0)
10 89 11 (8.1) 58 42 (1.4) 39 61 (0.6)
13 82 18 (4.5) 55 45 (1.2) 55 45 (1.2)
16 84 16 (5.2) 53 47 (1.1) 46 54 (0.8)
19 82 18 (4.5) 51 49 (1.0) 56 44 (1.2)
22 64 36 (1.7) 58 42 (1.4) 42 58 (0.7)
25 77 23 (3.3) 61 39 (1.5) 53 47 (1.1)
28 77 23 (3.3) 58 42 (1.4) 62 38 (1.6)

Abreviaturas: @, posicién sn-1 y sn-3; 8, posicién sn-2; DAG, diacilglicerol; PC, fosfatidilcolina; TAG,
triacilglicerol.
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Stymne y col. (1983) demostraron la existencia de un rapido intercambio
acilico entre la posicién sn-2 de la PC y acilos insaturados, principalmente
oleil-CoA, porla accién de la enzima acil-CoA:lisofosfatidilcolina aciltransferasa. Sin
embargo, este enzima no ha sido detectado en el mesocarpo de frutos como el
aguacate y palma, ambos ricos en &cido oleico (Stymne y Stobart, 1984; Oo y col.,
1985). En el caso de la pulpa aceituna, caracterizada también por contener un alto
porcentaje de dicho acido graso, los resultados obtenidos sugieren la no existencia
del intercambio acilico dado que si el enzima actuara, la proporcién de
radioactividad en B seria mayor y como consecuencia, el valor de la relacién a/8

menor.

3.2.4 Utilizacion de sustratos alternativos

A pesar de ser el "*C-acetato el precursor mas ampliamente utilizado en los
estudios sobre metabolismo lipidico, también se han realizado estudios utilizando
otros sustratos radioactivos, lo que permite, en cierto grado, elucidar la
participacién de distintas vias, catalizadas asi mismo por diferentes enzimas, en la
biosintesis de TAG. A tal respecto se han realizado distintos ensayos in vivo en
pulpa de aceituna con precursores tales como '*C-piruvato, '*C-malonato, '*C-
glucosa, *C-sacarosa, '*C-palmitato y '*C-oleato, en las condiciones establecidas,
tal y como se describe en el apartado 2.4.3 de materiales y métodos, salvo que en

esta ocasion el tiempo de ensayo fue de 6 horas.
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El origen del acetil-CoA, precursor en la biosintesis de acidos grasos, en
plantas permanece sin aclarar (Roughany Ohlrogge, 1994). Se ha demostrado que
en su formacién participan dos enzimas diferentes (Sauer y Heise, 1984; Camp y
Randall, 1985; Treede y Heise, 1985, 1986 y Treede y col., 1986): la acetil-CoA
sintetasa y el complejo piruvato deshidrogenasa. La contribucién relativa de estos
dos enzimas puede desempenar un papel regulatorio en la sintesis de TAG. A este
respecto, se ha investigado la capacidad de sintesis de glicerolipidos en la pulpa de
aceituna a partir de '*C-acetato y '*C-piruvato. Los resultados obtenidos se
muestran en la tabla 2. La incorporacién total en glicerolipidos, expresada en
nmoles de sustrato/h/g tejido (pesb fresco), fue similar en ambos casos. Asi
mismo, la distribucién de radioactividad entre los diferentes lipidos fue semejante
para ambos precursorés. Por tanto, la capacidad por parte de la puipa de aceituna
de ingorporar Y4C-piruvato en glicerolipidos, sugiere la existencia del complejo
piruvato deshidrogenasa, que cataliza la conversion del piruvato en acetil-CoA, que
se anade a la presencia de la acetil-CoA sintetasa indicada por todos los
experimentos de marcaje con '*C-acetato descritos. (Experimentos diseiiados para

establecer la participacidn relativa de estas dos enzimas se describen en el apartado

3.2.5).



92 Biosintesis de lipidos en aceituna

TABLA 2. Incorporacion de diferentes sustratos radioactivos en glicerolipidos de pulpa de aceituna.

Incorporacidn Distribucidén (%)

total
Precursor (nmol/h/g) % TAG DAG PC Otros LP
acetato 33.8 + 3.4 100 58 13 19 10
piruvato 27.1 * 3.0 80 56 17 15 14
malonato 2.1 = 0.05 6 66 15 9 10
glucosa 0.2 * 0.03 0.6 no determinado
sacarosa 0.0

Frutos recolectados la 12 SDF. Incorporacién total en glicerolipidos expresada en nmoles '“C-
sustrato/h/g tejido (peso fresco}. Abreviaturas: DAG, diacilglicerol; LP, Iipidos polares; PC,
fosfatidilcolina; TAG, triacilglicerol.

Otro de los precursores utilizados en nuestras experiencias fue el '*C-
malonato. En los ensayos realizados con dicho precursor los valores de
incorporacion en lipidos fueron inferiores al 6 % de los obtenidos con el acetato en
idénticas condiciones (tabla 2). Estos resultados coinciden con los publicados por
Roughany col. (1979b) en sus experiencias realizadas en cloroplastos de espinaca.
La baja incorporacion en lipidos podria estar relacionado con la dificultad de
difusion del sustrato 6 con la baja permeabilidad del tejido, mucho menor que para
el acetato. Otro dato a tener en cuenta, es la posible contaminacién del precursor
radioactivo con '*C-acetato, consecuencia de la descarboxilacién esponténea del
malonato radioactivo (Von Korff, 1969). En el experimento aqui descrito se utilizé
'“C-malonato adquirido en forma sélida y disuelto inmediatamente antes de su uso,

para evitar en lo posible su descarboxilacién.
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El metabolismo del malonato tras su incorpofacién al tejido se presenta
controvertida, ya que pondria de manifiesto la existencia de la enzima malonil-CoA
sintetasa, que lo transformaria en malonil-CoA para la posterior formacion de
acidos grasos. La presencia de esta enzima ha sido descrita en Pseudomonas
fluorescens (Bang y Sam, 1990) y purificada recientemente en Rhizobium
japonicum (Kim y Chae, 1991). Asi mismo, Ohlrogge y col. (1978) vy
posteriormente Mukherjee (1986), en experiencias con diferentes semillas,
describen la incorporacion de dicho precursor esencialmente en los mismos
productos que se originan a partir del acetato, es decir acidos grasos. Otra
posibilidad seria la transformacién de malonato en acetato mediante una
descarboxilasa. Hasta el momento no se ha demostrado la existencia de un enzima

capaz de catalizar esta reaccién en plantas.

En definitiva el [2'*C]-malonato es un sustrato poco efectivo para la sintesis
de &cidos grasos y glicerolipidos en pulpa de aceituna, de acuerdo con lo descrito

por Roughan y col. (1979b) en cloroplastos de espinaca.

Considerando que los frutos son 6rganos sumideros, capaces de importar
fotosintatos de las hojas y utilizarlos para la sintesis de sus sustancias de reserva,
se investigo la capacidad de sintesis de TAG a partir de carbohidratos marcados.
En este sentido se han realizade toda una serie de ensayos, utilizando **C-glucosa
o '“C-sacarosa como precursores, a distintas condiciones experimentales

(infiltracién a vacio del precursor, distintos tiempos de incubacién), y en ninguno
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de ellos se han obtenido tasas significativas de incorporacion en lipidos en
comparacién a las obtenida con C-acetato (tabla 2); resultados que se asimilan
a los obtenidos por otros autores en semillas en desarrollo de jojoba (Ohirogge y
col., 1978) o de girasol (Luthra y col., 1991). La ineficacia de estos sustratos
podria radicar en la impermeabilidad del tejido o su incapacidad para metabolizarlos

por via glucolitica (ver Fig. 6).

Finalmente, se ha ensayado la incorporacion de acidos grasos marcados (en
forma de sales aménicas) en glicerolipidos de aceituna. Estudios de este tipo
realizados con hojas de espinaca (Roughan y col., 1987) y células de
Chlamydomonas reinhardtii (Giroud y Eichenberger, 1989) demostraron que los
acidos grasos eran incorporados en glicerolipidos. Asi mismo,la aceituna ha
demostrado una apreciable capacidad de sintesis de glicerolipidos a partir de *C-
palmitato (Mancha, 1978). Para su utilizacion en las reacciones de acilacién de la
ruta de Kennedy, los acidos grasos sintetizados en los plastidios, en forma de acil-
ACPs, han de ser convertidos en los correspondientes aciI—CoAs. En el proceso
participan una acil-ACP hidrolasa, que libera el 4cido graso, y una acil-CoA
sintetasa que activa los acidos grasos libres a sus correspondientes acil-CoAs
(Roughan y Slack, 1982). Por tanto, la utilizacion de &cidos grasos exégenos por
parte de un tejido requiere la participacién de la acil-CoA sintetasa, una enzima
dependiente de CoA y ATP, que se localiza en la envuelta de los cloroplastos

(Joyard y Stumpf, 1981; Sanchez y Mancha, 1981).
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Los experimentos realizados con '*C-oleato o *C-palmitato (sales aménicas)
indicaron que estos precursores podian permear el tejido y pasar a su interior, pero
no eran incorporados apreciablemente a sus glicerolipidos (resultados no
mostrados), lo que sugiere incapacidad del tejido para activar los acidos grasos en
las condiciones de ensayo. Mancha (1978) en sus estudios realizados en aceituna,
describe unos valores bajos de incorporacién de '“C-palmitato en glicerolipidos
debido a que su dificultad de acceso al lugar de localizacién de sintesis en el

interior de la célula.

3.2.5 Implicacion relativa de acetato y piruvato en la biosintesis de

acidos grasos

En el apartado anterior ha quedado establecido que tanto acetato como
piruvato pueden ser utilizados como precursores de la sintesis de acidos grasos por
la pulpa de aceituna, lo que indica la existencia de acetil-CoA sintetasa y piruvato
deshidrogenasa en el tejido. Como se discuti6 en el apartado 1.2.2.1.1 la
controversia acerca de la participacién de una u otra reaccién en la formacién de
acetil-CoA esta todavia vigente: no existe acuerdo general acerca de cual es el

origen de acetil-CoA para la sintesis de 4cidos grasos (Harwood, 1988).

Ya que ambos sustratos pueden ser utilizados para la formacién de 4cidos
grasos, presumiblemente via acetil-CoA, cabria esperar que la incorporaciénde '*C-

acetato en glicerolipidos se viera disminuida por la adicién de piruvato no marcado
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al medio de incubacién, ya que la radioactividad especifica del '*C-acetil-CoA
formado a partir de acetato radioactivo, disminuiria por dilucién con acetil-CoA no
marcado formado a partir de piruvato. Por el mismo razonamiento la tasa de
incorporacién de '*C-piruvato deberia disminuir en presencia de acetato. Los
resultados de este experimento (tabla 3) demuestran que tanto acetato como
piruvato inhiben la incorporacién de '*C-piruvato y '*C-acetato respectivamente, lo
que indica que ambos precursores convergen en un punto de la misma ruta
metabdlica, presupuestamente acetil-CoA. Ademdas, se observa que la
incorporacion de '*C-piruvato se inhibe por adicién de acetato en una extension
mayor que la de '*C-acetato por piruvato, lo que prueba que, en las condiciones
experimentales del ensayo, la pulpa de aceituna utiliza méas eficazmente el acetato
como precursor de los dcidos grasos. Esto concuerda con los resultados obtenidos
por otros autores utilizando cloroplastos aislados de espinaca (Roughan y col.,

1979a; Springer y Heise, 1989).

Conviene, sin embargo, anadir una nota de cautela a la interpretaciéon de
estos resultados. En el apartado 3.2.1.1 se describié el efecto del pH sobre la
incorporaci6n de '*C-acetato en glicerolipidos, y los resultados se interpretaron en
el sentido de que apuntan a que es la especie protonada (CH,COOH), mejor que la
disociada (CH;COO), la que difunde dentro del tejido. Las constantes de
disociacién (pKa) de acetato"y piruvato son muy diferentes (4.8 y 2.4
respectivamente), por lo que al pH del medio de incubacién (6.0) las

concentraciones de las especies protonadas de los acidos acético y pirtvico, a
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concentraciones totales de 1 mM, son de aproximadamente 50 y 0.25 yM
respectivamente. Asi pues, si realmente son las especies protonadas las que
permean al tejido, las concentraciones efectivas de uno y otro precursor no son

comparables.

TABLA 3. Efecto de la adici6n de piruvato y acetato no marcados sobre la incorporacién de **C-acetato
y "*C-piruvato en glicerolipidos de pulpa de aceituna.

Incorporacién

total
Tratamiento (nmol/h/qg) %
Yc-acetato 38.0 t 4.1 100
Yc-piruvato 29.2 3.6 100
Yc-acetato + piruvato 32.7 £ 0.01 86
Yc-piruvato + acetato 21.6 * 0.7 74

Frutos recolectados la 13 SDF. Incorporacién total en glicerolipidos en nmoles de '“C-acetato o C-
piruvato/h/g tejido {peso fresco). Concentracién de acetato y piruvato no marcado 1 mM.
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3.2.6 Localizacion histoldgica de la actividad biosintética

Estudios histoldgicos realizados en aceitunas (Duran Grande y Tamayo,
1964; Romano y col., 1980), han puesto de manifiesto que, a semejanza de lo que
ocurre en semillas oleaginosas, los TAG de reserva se acumulan en estructuras
celulares discretas llamadas oleosomas, preferentemente en el mesocarpo (Stymne
y Stobart, 1987; Wodner y col., 1988). Estas estructuras celulares parecen derivar
del reticulo endoplasmético (Wanner y col., 1981) y en ellas tienen lugar al menos

las etapas finales de la biosintesis de lipidos (Stymne y Stobart, 1987).

Como se explicé en el inicio de este trabajo, la aceituna consta de tres
tejidos bien diferenciados: epicarpo, mesocarpo y endocarpo. Durante el desarrollo
de la misma, el tamafo de la pulpa va aumentando progresivamente respecto al
endocarpo como consecuencia de la acumulaciéon de TAG. A partir de un cierto
grado de desarrollo, es posible visualizar en la pulpa los dos tejidos que la
constituyen: el epicarpo exterior, de color verde, y el mesocarpo, que presenta una
coloracion mas pélida (Fig. 21). Ambos tejidos pueden separarse, como se
describié en el apartado 2.4.2, para investigar su capacidad de biosintesis de

lipidos.

En la tabla 4 se muestra la distribuciéon de actividad biosintética entre
epicarpo y mesocarpo, determinada como incorporacién de '*C-acetato en

glicerolipidos y el efecto de la luz sobre la actividad en ambos tejidos. Cuando el
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tejido ensayado fue el epicarpo, la incorporacion total del precursor radioactivo en
glicerolipidos y en presencia de luz fue muy superior a la obtenida cuando se
ensayo6 en la oscuridad. La distribucidn relativa de radioactividad en los diferentes
glicerolipidos mostré algunas diferencias significativas. Asi, en la oscuridad se
observé una mayor incorporacion relativa en acido fosfatidico y otros lipidos
polares, y consecuentemente una ligera disminucién en TAG, DAG y PC, con
respecto a los valores registrados en condiciones de iluminacién. Cuando se ensayo
el mesocarpo, la incorporacién total del precursor en glicerolipidos resultd ser la
misma en la luz y en la oscuridad. Sin embargo, en condiciones de oscuridad se
observd una ligera disminucién de la incorporacién relativa en TAG y un aumento

en DAG.

FIGURA 21. Tejidos constituyentes de la pulpa de aceituna, (A) epicarpo y (B) mesocarpo. Fruto
recolectado la 23 SDF.
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Estos resultados demuestran la existencia en la pulpa de aceituna de dos
tejidos claramente diferenciados desde el punto de vista bioquimico. Ambos tejidos
son capaces de sintetizar TAG de reserva a partir de '*C-acetato, pero en el
epicarpo esta actividad es claramente dependiente de la luz, lo que demuestra su
caracter fotosintético. Asi pues, el doble caracter autotréfico y heterotréfico de la
aceituna puede ascribirse a la existencia de estos dos tejidos en la pulpa. [Otros
resultados experimentales que se discuten méas adelante, vendran a ratificar esta

observaciones].

TABLA 4. Distribucién de la actividad bkiosintética, como medida de '*C-acetato, entre epicarpo y
mesocarpo de pulpa de aceituna. Efecto de la luz.

Incorporacién Distribucidn (%)
total
Tejido Tratamiento (nmol/h/g) TAG DAG PC Otros LP
Pulpa luz 35.9 + 1.9 58 18 13 11
oscuridad 22.9 * 2.3 59 9 20 12
Epicarpo 1luz 52.6 + 7.5 59 18 13 10
oscuridad 20.2 * 0.9 56 14 10 20
Mesocarpo luz 29.5 £ 2.5 50 15 8 27
oscuridad 30.1 * 0.5 46 21 8 25

Frutos recolectados la 25 SDF. Incorporacién total en glicerolipidos expresada en nmoles de 'C-
acetato/h/g tejido (peso fresco). Abreviaturas: DAG, diacilglicerol;. LP, lipidos polares; PC,
fosfatidilcolina; TAG, triacilglicerol.
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3.2.7 Influencia del estado de maduracién‘ sobre la actividad

biosintética

La caracteristica més evidente que define el proceso de maduracién de un
fruto es la pérdida de color verde, tipico de los frutos inmaduros, y el desarrollo de
una tonalidad caracteristica. Esta pérdida de color se debe a la degradacion de
clorofila presente en el fruto. La coloracion negra tipica de las aceitunas maduras
es debida a la formacién de una antocianina denominada oleocianina (Vazquez,
1965). Todo esto implica una disminucidn de la capacidad fotosintética del fruto
(Piechullay col., 1987). Con objeto de conocer la influencia que sobre la actividad
biosintética ejerce este proceso, se han realizado diferentes ensayos con trozos de
pulpa procedentes de aceitunas verdes y moradas en condiciones de luz y

oscuridad.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 5. En aceitunas verdes, la
incorporacién total de '‘C-acetato en glicerolipidos fue superior cuando se
ensayaron en presencia de luz. Teniendo en cuenta que las aceitunas se
encontraban en un estado avanzado de maduracion (28 SDF), la estimulacion por
la luz resulté ser menor a la obtenida con aceitunas mas jévenes (ver Fig. 17). La
distribucién de radioactividad entre los diferentes lipidos fue semejante en ambos
casos. Por el contrario, las aéeitunas maduras, en las que se ha producido el
cambio de color del epicarpo (tejido fotosintético del fruto tal y como se describe

en este trabajo), presentaron una actividad biosintética similar a la de los frutos



102 Biosintesis de lipidos en aceituna

verdes en la oscuridad y no dependiente de la luz. Todo indica que la pulpa de
aceituna pierde su caracter fotosintético cuando se produce el cambio de color que

acompafa a la maduracion.

TABLA 5. Efecto del estado de maduracién sobre la incorporacién de '*C-acetato en glicerolipidos de
pulpa de aceituna.

Incorporacién Distribucidn (%)
total
Color Tratamiento (nmol/h/qg) TAG DAG PC Otros LP
Verdes 1luz 20.1 + 1.4 43 18 12 38
oscuridad 15.5 + 1.2 42 20 11 27
Moradas 1luz 13.2 + 1.2 38 20 4 38
oscuridad 14.6 + 2.1 28 22 3 47

Frutos recolectados la 28 SDF. Incorporacién total en glicerolipidos en nmoles de '*C-acetato/h/g tejido
{peso fresco). Abreviaturas: DAG, diacilglicerol; LP, lipidos polares; PC, fosfatidilcolina; TAG,
triacilglicerol.
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3.3 FOTOSINTESIS DE LIiPIDOS

Murphy y Leech (1981), aluden al término "fotosintesis lipidica" para definir
el proceso por el que el bicarbonato radioactivo se incorpora fotosintéticamente en
los productos lipidicos de la hoja de espinaca. Estudios similares fueron realizados
por Beck y Levine (1977) en células de Chlamydomonas reinhardti. Sin embargo
ningun estudio de este tipo se ha realizado en frutos oleaginosos como la aceituna.
Al tratarse de un fruto fotosintético, la capacidad del tejido de incorporar
bicarbonato radioactivo, puede jugar un papel significativo en el proceso de

formacion de TAG de reserva.

3.3.1 Biosintesis de lipidos a partir de '*C-bicarbonato en la pulpa de

aceituna

La pulpa de aceituna mostré capécidad de fijar *C-bicarbonato del medio de
incubacién e incorporarlo en glicerolipidos, una actividad que resulté ser
esencialmente dependiente de la luz (Tabla 6), lo que demuestra la naturaleza
fotosintética del proceso. La tasa de incorporacién de ‘*C-bicarbonato en
glicerolipidos ha sido calculada a partir del dato de radioactividad especifica del
precursor en el medio de incubacién; sin embargo, y como se indicé en el apartado
1.3.2, los frutos en desarrollo acumulan altos niveles de CO,/HCO, como
consecuencia de la respiracién mitocondrial: niveles de CO, del orden de 1-2% han

sido medidos en la atmdsfera interna de las aceitunas en desarrollo (datos no
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mostrados), resultados que concuerdan con los obtenidos para otros frutos (Blanke
y Lenz, 1989). Hay que considerar, por lo tanto, que las medidas de incorporacion
de '*C-bicarbonato en los experimentos que se describen en esta memoria estan
subestimados, toda vez que no se ha tenido en consideracion la dilucién de la

radioactividad especifica del precursor por el CO,/HCO, existente en la pulpa.

Tabla 6. Efecto de la luz sobre la incorporacién de '*C-bicarbonato en glicerolipidos.

Incorporacidn Distribucidn (%)
glicerolipidos
Tratamiento (nmol/h/g) : TAG DAG PC Otros LP
Luz 3.7 * 0.05 44 23 17 16
Oscuridad 0.1 * 0.02 no determinado

Frutos recolectados la 16 SDF. Incorporacién en glicerolipidos en nmoles de '*C-bicarbonato/h/g tejido
(peso fresco). Abreviaturas: DAG, diacilglicerol; LP, lipidos polares; PC, fosfatidilcolina; TAG,
triacilglicerol.

La distribucién de la radiocatividad entre los distintos glicerolipidos formados
en el curso de la incubacién nos muestra a TAG como el principal producto de
sintesis, seguido de DAG y PC, resultados similares a los obtenidos utilizando '*C-
acetato o '*C-piruvato como precursores (ver Tabla 2), lo que concuerda con los
resultados obtenidos previamente con cloroplastos aislados de espinaca (Murphy

y Leech, 1977, 1978).



Biosintesis de lipidos en aceituna 105

3.3.1.1 Naturaleza de los productos de fijacién fotosintética de '*C-bicarbonato

Acetato y piruvato son precursores inmediatos de acetil-CoA, por lo que
resultan eficazmente canalizados hacia la sintesis de acidos grasos en tejidos
oleaginosos (ver Fig. 2). El bicarbonato, por el contrario, puede ser metabolizado

en los tejidos fotosintéticos a través de distintas rutas.

En forma de CO, puede ser fijado en triosasfosfato, mediante las reacciones
del ciclo de Calvin, y abastecer las rutas de sintesis de lipidos {(ver Fig. 6),
carbohidratos, aminoacidos. Ademas puede serincorporado en malato por la accion
sucesiva de la fosfoenolpiruvato (PEP) carboxilasa y la malato deshidrogenasa,
segun se discutio en el apartado 1.3.2. Como consecuencia, en los experimentos
de marcaje de tejidos fotosintéticos con '*C-bicarbonato es de esperar que la
radioactividad se incorpore a una amplia gama de productos, tanto lipidicos como

hidrosolubles.

Cuando trozos de tejido de pulpa de aceituna se incubaron con '*C-
bicarbonato con iluminacién, se observé que la radioactividad se incorporaba tanto
en lipidos como en productos hidrosolubles (Tabla 7). Interesa resaltar que la
proporciéon de radioactividad en lipidos resulté ser baja en frutos jévenes, en los
gue no se habia iniciado la etapa de acumulacién de TAG de reserva, pero
aumentaba en el curso del desarrollo de la aceituna, como era de esperar en un

fruto oleaginoso.
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TABLA 7. Incorporaci6n relativa de "*C-bicarbonato en productos hidrosolubles y glicerolipidos de pulpa
de aceituna en diferentes estados de desarrollo.

Distribucidén (%)

Incorporacidén
Edad total Productos
fruto (nmol/h/qg) Lipidos hidrosolubles
8 8.0 21 79
16 18.5 20 80
19 21.1 35 65
26 65.0 60 40

Incorporacién total en glicerolipidos y productos hidrosolubles en nmoles '*C-bicarbonato/h/g tejido
{peso fresco).

3.3.1.2 Distribucion de la radioactividad en las moléculas de glicerolipidos

En presencia de luz, los tejidos fotosintéticos incorporan la radioactividad del
Y4C-bicarbonato en DHAP. Este es un intermediario central en la ruta de biosintesis
de glicerolipidos, pues de él se generan tanto el glicerofosfato, por reduccién
catalizada por la glicerofosfato deshidrogenasa, como acetil-CoA, a través de la
ruta glucolitica y la participacion final de la piruvato deshidrogenasa (ver Fig. 6).
Por tanto, a diferencia del *C-acetato que se incorpora a la parte acilica de los
glicerolipidos, en los experimentos de marcaje con **C-bicarbonato la radioactividad
puede en teoria incorporarse tanto a la parte acilica como a la gliceridica de las
moléculas de los glicerolipidos éintetizados. Los resultados de la Tabla 8 muestran
que éste es realmente el caso: la radioactividad del '*C-bicarbonato se distribuye

entre la parte acilica y la gliceridica de los glicerolipidos formados por la pulpa de



Biosintesis de lipidos en aceituna 107

aceituna durante la incubacién. Es interesante resaltar que la proporcidon de
radioactividad en una y otra parte de la molécula varia a lo largo del desarrollo: en
frutos recogidos en etapas tempranas, antes de que inicien el periodo de
acumulacién de aceite, la proporcion de radioactividad asociada a la parte acilica
hidréfoba es similar a la determinada en la parte gliceridica polar de la molécula,
mientras que en los frutos mas desarrollados, en los que tienen lugar una sintesis
activa de TAG, la radioactividad asociada a la parte acilica es claramente superior,
lo que indica que la biosintesis de 4cidos grasos a partir de los productos de fijacién
del "*C-bicarbonato se intensifica durante el periodo de sintesis y acumulacion de

TAG.

TABLA 8. Incorporacion relativa de '*C-bicarbonato en diferentes subfracciones de glicerolipidos de
pulpa de aceituna en diferentes estados de desarrollo.

Incorporacidn Distribucién (%)
Edad glicerolipidos
fruto (nmol/h/qg) parte acilica parte gliceridica
8 1.7 58 42
16 3.7 78 22
19 7.4 77 23
26 39.0 85 15

Incorporacién en glicerolipidos en nmoles **C-bicarbonato/h/g tejido (peso fresco).
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3.3.1.3 Cinética de incorporacién de **C-bicarbonato

Utilizando '*C-acetato como sustrato se observé una incorporaciéninmediata
de radioactividad en glicerolipidos de aceituna (ver Fig. 16); esto indica que el
acetato es eficazmente canalizado hacia la biosintesis de acidos grasos, pues es
precursor inmediato de acetil-CoA. La ciné‘tica de incorporacion de '*C-bicarbonato
por cortes de pulpa de aceituna incubados en la luz es mas compleja (Fig. 22).
Como se ha descrito en el apartado 3.3.1.1, el bicarbonato es fijado
fotosintéticamente por la pulpa de aceituna y se incorpora en productos lipidicos
~ e hidrosolubles. La figura 22a nos muestra que la incorporacioén de '*C-bicarbonato
en glicerolipidos se produce segun una cinética sigmoidal. Se aprecia que a tiempos
cortos de incubacion (hasta 20 minutos), la mayor parte de la radioactividad del
'*C-bicarbonato aparecia asociada a productos hidrosolubles; después de un retraso
apreciable se observé que la incorporacion en glicerolipidos aumentaba segin una
cinética hiperbélica parecida a la registrada utilizando '*C-acetato (ver Fig. 16). Un
retraso similar en la formacién de glicerolipidos se detecté en experimentos de
marcaje de hojas de espinaca con *CO, (Murphy y Leech, 1981), y puede
interpretarse como el lapso de tiempo necesario para que la radioactividad del '*C-
bicarbonato, fijado fotosintéticamente en los cloroplastos de la pulpa de aceituna
a través del ciclo de Calvin, se incorpore y sature a los precursores hidrosolubles

de la sintesis de glicerolipidos,-glicerol-3-fosfato y acetil-CoA.
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FIGURA 22. Incorporacién de '*C-bicarbonato a
distintos tiempos de ensayo en (A) glicerolipidos
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La cinética de incorporacién de '*C-bicarbonato en las distintas clases de
glicerolipidos (Fig. 22b) fue, asi mismo, similar a la obtenida con '*C-acetato si se
ignora el lapso inicial de 20 minutos antes comentado. La radioactividad se
incorporé principalmente en TAG, que acumulaba mas del 50% de la radioactividad
asociada a productos lipidicos a partir de los 90 minutos de incubacién. La
incorporacion en PC fue alta a tiempos de incubacién cortos, pero a partir de los
90 minutos se observé una disminucién de la radioactividad asociada a este
fosfolipido, al tiempo que se incrementaba la incorporaciéon en DAG y TAG. Esta
cinética concuerda con la observada en incubaciones con '*C-acetato y parece
reflejar la participacién de PC en la ruta de biosintesis de TAG, segtn se discuti6
en el apartado 3.2.1.3. Todo indica, por tanto, que el bicarbonato, una vez fijado
en triosafosfato a través del ciclo de Calvin y metabolizado a través de la ruta
glucolitica, se incorpora en TAG siguiendo la misma ruta biosintética que el

acetato.

Los productos hidrosolubles formados a partir de '*C-bicarbonato fueron
analizados segun el procedimiento de Regwell (1980) descrito en el apartado 2.5.3,
y los resultados se muestran en la figura 22¢. A cualquier tiempo de incubacién la
fracciéon de carbohidratos acumulaba mas radioactividad que las fracciones de
amino&cidos y acidos orgénicos, mientras que la incorporacion en fosfoésteres
resultd insignificante. Segtin -se ha demostrado, las aceitunas en desarrollo
presentan elevados contenidos de azlcares totales (Rodriguez de la Borbollay col.,

1955; Fernandez, 1971; Wodner y col., 1988); aunque estos resultados fueron
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interpretados en el sentido de que las aceitunas, como 6rganos sumideros,
importan activamente fotosintatos, principalmente en forma de azucares, de las
hojas, nuestros resultados sugieren que la aceituna en desarrollo posee una elevada
capacidad de fotosintesis de carbohidratos, en realidad comparable a la capacidad
de sintesis de TAG en las condiciones experimentales empleadas. Por otra parte,
la incorporacién de radioactividad en acidos organicos aumenté al principio de la
incubacién para alcanzar un maximo a los 40 minutos, a partir del cual se produjo
una disminucién de la radioactividad asocidada a esta fraccién. La acumulacién de
radioactividad en acidos orgéanicos al principio de la incubacién, un periodo que
corresponde con el lapso de tiempo previo a la formacién de glicerolipidos, quizés
sea reflejo de la incorporacién de '*C-bicarbonato en piruvato y/o acetato, que son

los precursores de acidos grasos, segun se discutié anteriormente.

3.3.1.4 Curva de concentracidon de bicarbonato

Estudios realizados con cloroplastos aislados de hojas de espinaca mostraron
que la incorporacién de '*C-bicarbonato en lipidos era linealmente dependiente de
la concentracién de sustrato hasta 60 mM (McKee y Hawke, 1978), un valor
ciertamente elevado si se considera que la Km de la ribulosa-1,5-bifosfato
carboxilasa es del orden de 10 yM (Woodrow y Berry, 1988). En nuestros
experimentos con trozos de puipa en desarrollo, por el contrario, se observé una
cinética de saturacion en relacién con la concentracién de bicarbonato (Fig. 23).

La semisaturacion del sistema se obtuvo a una concentracion de 12 mM de
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bicarbonato. Estos resultados, no obstante, deben interpretarse teniendo en cuenta
que en las condiciones de ensayo (30°C de temperatura y pH 6.0) menos de la
mitad del bicarbonato se encontraba en solucién, mientras que el resto estaba en
forma de CO, en la atmésfera del vial de incubacion. En todo caso, y aunque
desconocemos la constante de afinidad de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa de
aceituna, o la de algun otro fruto, la concentracién semisaturante de bicarbonato
deducida de nuestros experimentos parece excesivamente elevada, y posiblemente
se debe a la elevada concentracién de CO, en la atmdsfera intercelular de la
aceituna en desarrollo, segun se indicé en el apartado 3.3.1. Por otra parte, la
distribuciéon de radioactividad entre productos hidrosolubles y lipidicos no se vi6
significativamente afectada por la variacién de la concentracién de bicarbonato, ni
tampoco la distribucién de radioactividad en los distintos glicerolipidos (datos no

mostrados).
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FIGURA 23. Efecto de la concentracién de bicarbonato sobre la incorporacién en glicerolipidos (A) y
productos hidrosolubles ( # ) de pulpa de aceituna. Frutos recolectados la 18 SDF. Incorporacién
expresada en nmoles '“C-bicarbonato/h/g tejido (peso fresco).

3.3.1.5 La fotosintesis de glicerolipidos se localiza en el epicarpo

En los experimentos realizados con '*C-acetato quedé demostrado que la
biosintesis de glicerolipidos dependiente de la luz se concentra en el epicarpo de
la aceituna (Tabla 4). EI acetato es un precursor que se incorpora a los
glicerolipidos a través de una ruta metabdlica, la 4cido graso sintasa, que aunque

de localizacién plastidial, no esté directamente ligada a la fotosintesis. De hecho
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ha quedado demostrado que cloroplastos aislados de espinaca son capaces de
sintetizar acidos grasos a partir de '*C-acetato en la oscuridad, siempre que se les
suministre la energia quimica, en forma de ATP y NAD(P)H, necesaria para el
proceso (Sauer y Heise, 1983). La fijacién de CO,, por el contrario, es un proceso
genuinamente fotosintético, de ahi que la sintesis de lipidos a partir de '*C-
bicarbonato en la aceituna sea absolutamente dependiente de la luz, segin hemos
visto (Tabla 6). Cuando se investigd las distribucion histoldgica de la biosintesis de
glicerolipidos a partir de '*C-bicarbonato se encontré que la actividad aparecia
localizada casi exclusivamente en las células verdes del epicarpo (Tabla 9). La
capacidad de fijacion fotosintética del tejido epicarpico demostro ser unas 20 veces
superior a la del mesocarpo, mientras que en la oscuridad ambos tejidos mostraron
baja actividad. Ademas, la incorporaciénrelativa de radioactividad en glicerolipidos
resultd claramente afectada por la luz: el porcentaje de incorporacién en
glicerolipidos en la luz es 4 veces mayor que en la oscuridad en el caso del

epicarpo, y 3 veces mayor en el mesocarpo.
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TABLA 9. Distribucién de la actividad biosintética, como medida de '*C-bicarbonato, entre epicarpo y
mesocarpo de pulpa de aceituna. Efecto de la luz.

Distribucidén (%)

Incorporacién
total Lipidos Productos
Tejido Tratamiento (nmol/h/g) hidrosolubles
Epicarpo 1luz 62.6 * 4.4 38 62
oscuridad 2.5 + 0.8 9 91
Mesocarpo 1luz 3.6 + 0.3 15 85
oscuridad 1.2 + 0.0 5 95

Frutos recolectados la 17 SDF. Incorporacién total en nmoles **C-bicarbonato/h/g tejido {peso fresco).

En este punto era de interés conocer la distribucién histolégica de las
enzimas carboxilantes potencialmente implicadas en la fijacién de "*C-bicarbonato.
Para ello se determiné actividades ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa (Rubisco) y
fosfoenolpiruvato carboxilasa en extractos subcelulares preparados de tejido
epicarpico y mesocéarpico, encontrandose que la primera se concentra en el
epicarpo, mientras que la PEP carboxilasa se distribuye por igual entre epicarpo y
mesocarpo (Tabla 10). Como la actividad acido graso sintasa esta, igualmente,
concentrada en el epicarpo (Sédnchez y col., 1992b), estos resultados justifican la
diferencia en la tasa de sintesis de glicerolipidos entre epicarpo y mesocarpo
cuando se incuba en la luz (Tabla 9). Efectivamente, el anélisis de las diferentes
subfracciones de los glicerolipidos formados en ambos tejidos a partir de '*C-

bicarbonato mostraron que el porcentaje de radioactividad asociado a la parte
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acilica de la molécula gliceridica en el epicarpo fué superior que en el mesocarpo

(datos no mostrados).

TABLA 10. Localizacién histolégica de enzimas carboxilantes en la pulpa de aceituna.

Actividad
Enzima Tejido (umol CO,/h/mg prot)
Rubisco Epicarpo 0.69
Mesocarpo 0.16
PEP carboxilasa Epicarpo 4.04
Mesocarpo 3.74

Los extractos se prepararon de aceitunas 24 SDF. Actividad enzimética expresada en umoles '“CO,/h/g
proteinas del epicarpo y mesocarpo. Abreviaturas: Rubisco, Ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa; PEP,
fosfoenolpiruvato.

Como verificacién adicional de la participacion del ciclo de Calvin en la
sintesis de glicerolipidos a partir de *C-bicarbonato, se investigé la influencia de
ciertos efectores sobre el proceso. Los cationes Mg** son activadores de la
Rubisco (Keys y Parry, 1990), mientras que el gliceraldehido es un conocido
inhibidor del ciclo de Calvin (Stokes y Walker, 1972). Como se muestra en la tabla
11, la adicion de Mg** al medio de incubacién produjo una estimulacién
significativa de la fijacién total de '*C-bicarbonato, sin que se observara variacién
en la distribuciéon de la radioactividad incorporada entre lipidos y productos
hidrosolubles. La adicién de gliceraldehido, por el contrario, no indujo variacién

significativa en la incorporacién total de '*C-bicarbonato, aunque resulté en una
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disminucién de la incorporacién en glicerolipidos. Por lo demés, no se observaron
diferencias representativas en la distribucién de radioactividad entre las distintas
clases de lipidos, ni entre las partes acilicas y gliceridicas de las moléculas de
glicerolipidos (resultados no mostrados), lo que indica que estas adiciones aiteran
la tasa de incorporacién del precursor radioactivo en glicerolipidos sin afectar el

metabolismo lipidico de la aceituna.

TABLA 11. Efecto de la adicién de diversos compuestos sobre la incorporacion de **C-bicarbonato y
su reparto, expresado en porcentaje, entre glicerolipidos y productos hidrosolubles extraidos de la pulpa
de aceituna incubada in vivo con dicho precursor radioactivo.

Distribucidén (%)

Incorporacién

total Lipidos Productos
Tratamiento (nmol/h/g) % hidrosolubles
Control 21.8 * 4.5 100 35 65
+ Mg** 35.1 + 0.6 161 34 66
+ gliceraldehido 24.7 * 5.3 113 25 75

Frutos recolectados la 19 SDF. incorporacién total en nmoles *C-bicarbonato/h/g tejido (peso fresco).
Concentracion de Mg™* * y gliceraldehido, 10 mM.

Todo sucede como si en presencia de luz, el bicarbonato se fijara
fundamentalmente a través del ciclo de Calvin, para dar triosas fosfato que, seguin
hemos visto, son utilizados en la sintesis de glicerolipidos (Fig.6); mientras que en
la oscuridad, la fijacion de bicarbonato tiene lugar principalmente a través de PEP
carboxilasa, para producir 4cidos organicos que no son eficientemente canalizados

hacia la sintesis de glicerolipidos. Asi, sélo el epicarpo, que contiene altos niveles
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de actividad ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa, muestra elevada actividad de
sintesis de glicerolipidos a partir de '*C-bicarbonato cuando se incuba en presencia

de luz (Tabla 9).

3.3.2 Biosintesis de lipidos a partir de '*CO, en aceitunas

Todos los experimentos descritos hasta este punto han sido realizados
utilizando trozos de tejido de pulpa de aceituna preparados como se detalla en
materiales y métodos (apartado 2.4.2). El uso de trozos de tejidos para el estudio
del metabolismo lipidico ofrece ciertas ventajas metodoldgicas, pues permite
manipular en cierta medida las condiciones del ensayo, segun hemos visto. Sin
embargo, el procedimiento de preparacién de los cortes de tejido puede inducir una
serie de respuestas metabdlicas, colectivamente denominadas "metabolismo de
herida o traumatismo" (Davies, 1987) que podria originar la aparicién de artefactos
que falsearan la interpretacion de los resultados. Para comprobar este punto se
llevaron a cabo incubaciones de aceitunas enteras utilizando '*C0O, como precursor.
En estas condiciones es posible determinar la capacidad de fotosintesis de las

aceitunas en desarrollo utilizando el sustrato fisiolégico: CO, atmosférico.

Aceitunas en desarrollo incubadas en atmésfera de '*CO, segun se describe
en el apartado 2.4.4 fueron capaces de incorporar la radioactividad en glicerolipidos
(Tabla 12). Es de interés observar que la distribucién de radioactividad entre los

distintos glicerolipidos resulté ser similar a la obtenida utilizando trozos de tejido



Biosintesis de lipidos en aceituna 119

incubados con '*C-acetato (Tabla 4) o '*C-bicarbonato (Tabla 6): en todos los
casos TAG resulté ser el principal producto seguido de DAG y PC, lo que nos indica
que el material experimental utilizado rutinariamente en este trabajo, cortes de

tejido, reproduce el metabolismo lipidico del érgano intacto.

TABLA 12. Distribucién de la actividad biosintética, como medida de 14COZ, entre epicarpo y mesocarpo
de aceitunas enteras.

Distribucién (%)

Incorporacién
Tejido (nmol/qg) TAG DAG PC Otros LP
Fruto entero 25.4 * 1.4 62 20 5 13
Epicarpo 65.3 + 6.9 60 20 6 14
Mesocarpo 8.5 1.2 50 27 7 16

Frutos recolectados la 21 SDF, expuestos a *CO,, 18 h, bajo iluminacién (4000lux). incorporacién en
glicerolipidos en nmoles de '*CO,/g tejido (peso fresco). Abreviaturas: DAG, diacilglicerol; LP, lipidos
polares; PC, fosfatidilcolina; TAG, triacilglicerol.

Las tasas de incorporacion de *CO, en glicerolipidos resefiados en la tabla
13 han sido calculadas sobre la base de la radioactividad especifica del '*C-
bicarbonato utilizado para su formacién. Sin embargo, y debido a que las
incubaciones se realizaron en sistemas cerrados (ver apartado 2.4.2), la
radioactividad especifica del precursor se vi6 diluida por el CO, desprendido como
consecuencia de la respiradién de los frutos. Como se muestra en la figura 24, el
porcentaje de CO, en la atmésfera de la camara de incubacion aumenta
progresivamente hasta alcanzar un punto de compensacion de 3.7% a las 10 horas

del inicio de la exposicién, lo que representa un aumento en dos 6rdenes de
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magnitud de la concentracién de CO,. Debe enterderse, por tanto, que las tasa de

incorporacién de '*CO, estan altamente subestimadas.

% C02

5 10 15 20
tiempo (h)

FIGURA 24. Variacién con el tiempo del nivel de CO, presente en la cdmara de incubacién.

Por otra parte, cuando frutos incubados con '*CO, fueron sometidos a la
separacion de tejidos se encontré6 que, en concordancia con los resultados
anteriores, el epicarpo acumulaba la mayor parte de la radioactividad incorporada

en glicerolipidos (Tabla 12).
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3.3.3 Sobre la participacion relativa de Rubisco y PEP carboxilasa en

la fijacién de C-bicarbonato

Los resultados obtenidos en nuestras experiencias demuestran que la
aceituna en desarrollo es capaz de fijar CO, atmosférico, una actividad que ha sido
demostrada en otros frutos tales como naranja (Bean y Todd, 1960) o manzana
(Hansen, 1970), e incorporarlo en glicerolipidos, actividad que no habia sido

descrita con anterioridad en frutos.

La formacion de lipidos y productos hidrosolubles a partir de bicarbonato
radioactivo requiere la accion de enzimas carboxilantes. La acetil-CoA carboxilasa
cataliza la formacién de malonil-CoA a partir de acetil-CoA y bicarbonato. Sin
embargo, el mismo 4tomo de carbono fijado en esta reaccion es subsecuentemente
liberado en la reaccién de condensacion catalizada por las B-cetoacil sintasas
(Fig.3); no se produce por tanto fijacién neta de CO, en lipidos a través de esta
enzima. Las otras dos enzimas carboxilantes posibles participantes de la fijacion de
CO, son la Rubisco y la PEP carboxilasa, ambas puestas de manifiesto en tejido de

pulpa de aceituna (Tabla 10).

Asi en la luz, el CO, es fijado en los cloroplastos del fruto a través del ciclo
de Calvin por accién de la Rubisco (Fig.25a). Esto traerd consigo la formacion de
los precursores hidrosolubles basicos de la formacion de glicerolipidos, acetil-CoA

y glicerol-3-fosfato. Por otro lado, los azicares importado por el fruto via floema



122 ' Biosintesis de lipidos en aceituna

suministran esqueletos carbonados para rutas de biosintesis, como es el caso del
glicerol-3-fosfato, y combustible para la respiracién. EI CO, liberado como
consecuencia de la respiracién mitocondrial, es fijado por la PEP carboxilasa hacia
la formacién de oxalacetato. Pero este CO, fijado es liberado posteriormente por
la enzima mdlica. Por lo tanto no existe fijacion neta de CO, a través de la accion
de la PEP carboxilasa, aunque el CO, desprendido en la respiracién mitocondrial
puede ser reciclado a través del ciclo de Calvin. En definitiva, la fotosintesis lipidica
en pulpa de aceituna tiene lugar a través del ciclo de Calvin, debido a la alta
actividad del tejido exterior, epicarpo, el cual es el Unico expuesto a altas
radiaciones y en donde se concentra la Rubisco (Tabla 10) y la sintesis de

glicerolipidos es dependiente de la luz (Tabla 9).

Sin embargo, aunque la capacidad de la pulpa de aceituna de fijar '*C-
bicarbonato en glicerolipidos es una actividad esencialmente dependiente de la luz
(Tabla 6), nuestros resultados muestran asi mismo que cierta incorporacion se
produjo en glicerolipidos de ambos tejidos de la pulpa de aceituna en condiciones
de oscuridad (Tabla 9). Como se muestra en la figura 25b, en la oscuridad el
bicarbonato radioactivo puede ser fijado en oxalacetato por la accién de la PEP
carboxilasa. Hace tiempo algunos autores pusieron de manifiesto en plantas la
formacién de malonato a partir de oxalacetato (Huffaker y Wallace, 1961; de Vellis
y col., 1963; Shannon y col.,”1963). Una vez formado el malonato, podria ser
convertido en malonil-CoA, por la accion de la malonil-CoA sintetasa (Kim y Chae,

1991). La incorporacién de '*C-malonato en glicerolipidos se ha mostrado
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anteriormente (Tabla 2). Esto implicaria la participacion de la PEP carboxilasa en la
fijacion neta de CO, en glicerolipidos de pulpa de aceituna, mas concretamente en
su parte acilica que explicaria los datos obtenidos, aunque bajos, en el epicarpo y
mesocarpo cuando se incuban con '“C-bicarbonato en la oscuridad (Tabla 9),

teniendo en cuenta que esta enzima estad repartida por igual en ambos tejidos

(Tabla 10).

En cualquier caso, los resultados en su conjunto demuestran la naturaleza
fotosintética de la aceituna en desarrollo, aunque no informan acerca de la
“contribucién relativa de la fotosintesis del fruto en comparacion con la fotosintesis

de la hoja en la formacion de TAG.
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FIGURA 25. Participaci6n relativa de Rubisco y PEP carboxilasa en la fijacién de CO, en glicerolipidos.
(A) Luz, (B) oscuridad. 1, PEP carboxilasa; Il, Enzima mélico; lll, peroxidasa?; IV, malonil-CoA sintetasa.
Abreviaturas usadas: AGS, 4&cido graso sintasa; CC, ciclo de Calvin; CK, ciclo de Krebs; DHAP, fosfato
de dihidroxiacetona; G3P, glicerol-3-fosfato; Mal, malato; OAA, oxalacetato; PEP, fosfoenolpiruvato;

Pir, piruvato; TAG, triacilglicerol.
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1. En el desarrollo de I\a aceituna se distinguen tres etapas. La primera, que
comprende las 10-12 primeras SDF, se caracteriza por un aumento lineal del
tamanio del fruto, que llega a alcanzar casi la mitad de su peso final. La segunda,
que se inicia con la lignificacién del endocarpo, se extiende unas 20 semanas y en
ella tiene lugar la sintesis y acumulacién de TAG de reserva. La tercera es la etapa

de maduracion, caracterizada por el cambio de color de las aceitunas.

2. Durante la etapa de acumulacién de TAG, la pulpa de aceituna muestra
una elevada capacidad de sintesis de lipidos, principalmente TAG, a partir de

precursores radioactivos tales como acetato, piruvato, bicarbonato y CO,.

3. La biosintesis de lipidos a partir de acetato en aceitunas en desarrollo es
estimulada por la luz, pero el efecto no se produce en frutos maduros una vez que
tiene lugar el cambio de color. Esto indica que la formacién de lipidos en aceituna

tiene relaciéon con la fotosintesis del fruto.

4. La aceituna en desarrollo es capaz de fijar bicarbonato e incorporarlo en
glicerolipidos, incluyendo TAG, y compuestos hidrosolubles, principalmente
azucares. Esta actividad es esencialmente dependiente de la luz, lo que demuestra

su caracter fotosintético.
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5. En la pulpa de aceituna se reconocen dos capas de células bien
diferenciadas: el epicarpo, constituido por células ricas en cloroplastos, y el
mesocarpo, formado por células parenquimatosas que acumulan lipidos. En las
células del epicarpo, la biosintesis de &cidos grasos (incorporacion de '*C-acetato)
es estimulada por la luz, mientras que el en mesocarpo dicha actividad no se ve
afectada por la luz. La fijacién de '*C-bicarbonato, asi como la activi}dad ribulosa
1,5-bifosfato carboxilasa, se concentra en el epicarpo y es dependiente de la luz.
El doble caracter, autotréfico y heterotrofico, de la aceituna parece ascribirse a la

existencia de estos dos tejidos.

6. Se demuestra que las aceitunas en desarrollo son capaces de fijar CO,
atmosférico y utilizarlo en la biosintesis de TAG de reserva. Estos resultados
sugieren que la fotosintesis del fruto puede que participe significativamente en la

biogénesis de aceite de oliva.
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