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L. EL GIRASOL. ORIGEN Y DESARROLLO DEL CULTIVO.

1. Origen e historia.

El girasol (Helianthus annus L.) tiene su origen en Norteamérica, mas concretamente

en la parte oeste, incluyendo también el norte de México. Existen evidencias arquelogicas que
apuntan a la utilizacién del girasol en el primer milenio a.C. e incluso hay alguna referencia
que sugiere la utilizacion del girasol en el afio 3.000 a.C.. Una gran cantidad de obras
histéricas y etnograficas atestiguan la utilizacién de semillas de girasol silvestre por los indios
norteamericanos como alimento y condimento, explicando la importancia de dicha planta para
la vida de las tribus primitivas. También se le dieron usos medicinales utilizindose para curar
ciertas enfermedades o incluso para picaduras de serpientes, ademas de emplearlo en
ceremonias primitivas y en bailes rituales en las que se pintaban la cara con un machacado de
ligulas de girasol (Vranceanu, 1977).
Posteriormente los colonizadores espafioles a mediados del siglo XVI introdujeron el girasol
en Europa, principalmente en Espafia y de aqui pasaria a Italia, Francia, Alemania y Este de
Europa, aunque durante aproximadamente 200 afios se cultivd solamente como planta
ornamental. En los primeros decenios del siglo XIX el girasol se aclimat6 en Rusia y en 1830
comenz6 la produccién de aceite de girasol a escala industrial produciéndose un aumento
rapido de la superficie cultivada de girasol pasando de 158.000 ha en 1881 a 980.000 en 1963
(Vranceanu, 1977).

2. Importancia econémica y desarrollo del cultivo.

2.1. Importancia econémica.

El aceite de girasol es un excelente aceite comestible que se caracteriza por su alto
contenido en Aacidos grasos insaturados (85-90%), fundamentalmente 4cidos oleico y
linoleico, y por la casi total ausencia de 4cido linolénico. El aceite de girasol, desde el punto
de vista calorico y del grado de asimilacion por el organismo, se sitGa entre los mejores
aceites vegetales, con la ventaja sobre otros aceites que al no tener acido linolénico tiene una
mayor estabilidad oxidativa. El alto valor nutritivo del aceite de girasol se debe ademas a la
presencia de vitaminas liposolubles, esteroles (o-tocoferol, P-tocoferol y y-tocoferol),

lecitinas, etc....(Gunstone et al., 1994).
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El aceite de girasol de mayor calidad se utiliza para alimentacion, fundamentalmente para la
fabricacion de margarinas o como aceite de mesa y para cocinar, en cuyo caso €s necesario
eliminar las ceras. Los de menor calidad se emplean en la industria para la fabricacion de
detergentes, pinturas y varnices, resinas, etc...

El girasol constituye también una importante fuente de proteinas para alimentacion del
ganado ya que una vez extraido el aceite se obtiene una torta rica en proteinas con una

composicién quimica similar a otras harinas (Vranceanu, 1977).

2.2. Desarrollo del cultivo del girasol.

El cultivo del girasol ha experimentado un importante desarrollo en los altimos 30
afios, triplicandose practicamente la superficie mundial dedicada a su cultivo desde 1965
hasta 1997, pasando de 7,5 a 19,6 millones de Ha. En nuestro pais el aumento ha sido mayor
ya que en el mismo periodo de tiempo se ha multiplicado por cien el area cultivada de girasol,

pasando de 11.000 a 1 millon de Ha (tabla 1).

Tabla 1. Superficie cultivada, rendimiento, produccion de semillas y produccion de aceite de

girasol en el mundo y en Espafia desde 1965 hasta 1997 (Faostat, 1997).

AR Superficie Rendimiento Produccién Aceite
(0]

(miles Ha) (Kg/Ha) (miles Tm)  (miles Tm)

1965 Mundial 7.539 1.059 7.985 3.024

Espaifia 11 780 9 4

1975 Mundial 9.238 1.068 9.868 4.172

Espafia 792 525 416 166

1985  Mundial 14.847 1.270 18.859 6.595

Espaifia 989 926 915 355

1995  Mundial 21.080 1.253 26.406 9.160

Espaiia 1.112 529 538 450

1997 Mundial 19.628 1.250 24,537 9.135

Espafia 1.051 1.294 1.359 622

En cuanto al rendimiento mundial del cultivo se ha mantenido mas o menos alrededor de

1.000-1.300 Kg/Ha, sin embargo el rendimiento del cultivo en Espafia ha oscilado desde 1965
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aumentando y disminuyendo, experimentando una importante subida desde 1995 (529 Kg/Ha)
hasta 1997 (1.294 Kg/Ha). La produccion mundial de semillas ha aumentado de forma
importante desde 1965 a 1995 pasando de 8 a 26 millones de Tm. En Espafia el mayor
aumento en la produccion de semillas se produjo entre 1965 y 1975 pasando de 9 a 416 miles
de Tm, en 1995 sufri6 un descenso importante aumentando posteriormente hasta superar el
millén de Tm. En cuanto a la produccion de aceite en el mundo se ha triplicado desde 1965
hasta 1997, pasando de 3 a 9 millones de Tm, mientras que en Espafia el aumento ha sido
mucho mayor pasando de 4.000 a 622.000 Tm en el mismo periodo de tiempo.

El aceite de girasol, en relacion con otros cultivos oleaginosos, ocupa actualmente el cuarto
lugar en el mundo (tabla 2), tras el aceite de soja, palma y colza, con una produccién mundial
de 8,7 millones de Tm durante 1997, mientras que en Europa ocupa el segundo lugar tras el
aceite de colza. No existe produccion de aceite de palma en el continente europeo, sino que la
mayor produccion corresponde a Asia, concretamente a Malasia, que produce mas de 8
millones de Tm. Con respecto al aceite de soja, Norteamérica es el mayor productor siendo

los EEUU el principal pais productor con 7,1 millones de Tm.

Tabla 2. Produccion de aceite (miles de Tm) de los principales cultivos oleaginosos en el

mundo y en Europa en 1997 (Faostat, 1997).

Cultivo Mundial Europa
Soja 20.147 2.644

Palma 18.205

Colza 10.321 3.564

Girasol 8.722 2.957
Algodon 3.864 96

Oliva 2.260 1.742

Maiz 1.817 215

En cuanto a los paises productores de aceite de girasol (tabla 3) en 1975 era la URSS el pais
con mayor produccion, con mas de 2 millones de Tm, seguida por Argentina (209.000 Tm) y
Espaifia (166.000 Tm). En 1985 la URSS continuaba siendo el principal pais productor con
mas de 1,5 millones de Tm, le seguia Argentina, que habia aumentado mucho su produccién

de aceite de girasol, hasta llegar a superar el millon de Tm. Espafia ocupaba el cuarto lugar,
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con 355.000 Tm, detras de China. En 1997, después de la desaparicion de la URSS, Argentina
pasé a ser el primer pais productor, con mas de 2 millones de Tm, seguida de Rusia, con

750.000 Tm y en tercer lugar Espaiia con 622.000 Tm (Faostat, 1997).

Tabla 3. Produccion de aceite de girasol (miles de Tm) de los principales paises productores.

Pais 1975 1985 1997

Argentina 209 1.163  2.056

Rusia 750
Espaiia 166 355 622
Ucrania 594
Francia 27 183 575
India 79 101 490
China 24 574 425
USA. 77 219 365
URSS 2471 1.629

3. Mejora del cultivo del girasol.

El objetivo que el cultivo del girasol ha perseguido desde sus inicios ha sido obtener
nuevas variedades con una serie de caracteristicas deseables tales como una mayor
produccion de semilla por capitulo, aumento del contenido de aceite, resistencia a parasitos
como el jopo (Orobanche cumana), la roya (Puccinia helianthi) o el mildiu (Plasmopara
helianthi), resistencia a la sequia, etc... Para conseguir estos objetivos a lo largo de los afios se
han estado utilizando varias estrategias 0 mecanismos:

La estrategia clasica que se utilizo fue la mejora del cultivo aprovechando la gram
variabilidad genética natural del girasol, que es una de las razones que hacen del girasol un
cultivo ampliamente adaptado y con un gran potencial. Fue posible mejorar ciertos caracteres
agronomicos y morfologicos asi como la resistencia a enfermedades o a pesticidas. La mejora
del cultivo de girasol comenzoé en Rusia a finales del siglo pasado y se baso en la seleccion de
ciertas caracteristicas como eran la no ramificaciéon y el mayor tamafio de las semillas,
apareciendo ya en esa época variedades con notables propiedades de productividad.

Posteriormente la seleccion se basé en la resistencia al jopo, apareciendo variedades que de
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forma natural mostraban resistencia a este parasito (Vranceanu, 1977), de manera que
investigaciones efectuadas por Pustovoit a principios del siglo XX dieron como resultado la
creacion de lineas muy resistentes al jopo. Otro paso importante en la mejora fue la creacion
de variedades con alto contenido en aceite, pasando de un 30% a principio del siglo XX
(1912-26) a un 43% en 1940 y a un 45-50% a principio de los afios 60. Estas variedades con
un alto contenido en aceite se extendieron a Rumania, Bulgaria, Yugoslavia y en general a
Europa del Este (Robbelen et al., 1989).

Un ejemplo de mejora vegetal de gran importancia aprovechando la variabilidad natural fue la
obtencion de una variedad de colza (Brassica napus) libre de acido ertcico, normalmente con
un 40% de este acido graso (Stefansson et al, 1961). El acido erucico tiene efectos
perjudiciales para la salud ya que puede producir ciertas cardiopatias. Se observo que en la
poblacion existia una gran variabilidad para el contenido de acido ericico en semilia,
variando entre 6 y 50%, por lo que se seleccionaron las semillas de menor contenido en este
acido graso.

Posteriormente se desarrolld la mejora mediante la obtencion de hibridos, aprovechando el
fenomeno de la heterosis, es decir, la propiedad de los hibridos de la primera generacion
obtenido a partir de dos lineas puras de sobrepasar en ciertos caracteres al mejor de los
parentales. La mejora mediante la heterosis se comenzo en Rusia a principios del siglo XX
aunque, debido a los problemas que surgieron en la produccion, se abandono el estudio siendo
posteriormente reiniciado en Canada sobre 1945 donde el mejorador Putt obtuvo los primeros
hibridos (Vranceanu, 1977). Estos se obtuvieron cruzando de forma natural dos variedades
distintas pero dado que en el parental hembra ocurrian tanto autopolinizaciéon como
polinizacion cruzada los porcentajes de hibridacion fueron menores del 50% (Robbelen et al.,
1989). Para aumentar la eficacia de la hibridacion se procedié a principios de los afios 70 a la
aplicacion de la androesterilidad genética, asegurando de esta forma un 100% de semillas
hibridas. Para la obtencion de buenos hibridos es fundamental seleccionar de forma adecuada
a los parentales de tal forma que produzcan una heterosis lo suficientemente alta para hacer
eficiente el cultivo del girasol hibrido (Vranceanu, 1977).

Sin embargo el método actual utilizado para la obtencion de hibridos es la androesterilidad
citopldsmica (cms) descubierta en 1969 por Leclerq en Heliantus petiolaris y que se viene
utilizando desde principios de los afios 70. Fue en EEUU en 1972 donde se introdujeron los

primeros hibridos obtenidos por este sistema, mostrando un 25% mas de produccion sobre las
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variedades obtenidas por polinizacion abierta. El caracter cms es un sistema que se transfiere
de una generacion a otra por via materna. Tras analizar el genoma mitocondrial de cms y de
una linea normal se observé que diferian en una inversion de 11 Kb y una insercion de 5 Kb
producidas en el locus arpA (Kohler et al., 1991). Como consecuencia de la inversion y la
insercion aparecia una nueva secuencia codificante de 522 nucledtidos que co-transcribia con
el gen afpA apareciendo un nuevo transcrito mas largo, de aproximadamente 2.500
nucleotidos, a partir del cual se sintetizaba un nuevo polipéptido mitocondrial que parecia ser
el responsable del caracter cms. La linea cms, por tanto, sera la linea hembra y es necesario
que la linea macho ademas de ser fértil (que produzca polen) tenga los genes de restauracion
de la fertilidad, de manera que los hibridos de primera generacion produzcan polen de forma
normal. Debido a que todas las lineas hembras que se utilizan tienen este citoplasma, todos
los hibridos cultivados en el mundo estan estrechamente relacionados al menos en lo que se
refiere a su citoplasma (Friedt, 1992).

Sin embargo dado que tanto la variabilidad genética natural del girasol como la conseguida
mediante la hibridacion son, en ocasiones, insuficientes para conseguir lineas con unas
caracteristicas determinadas es necesario recurrir a otras técnicas como la mutagénesis, que
puede ser quimica o fisica, 0 la ingenieria genética a fin de obtener variedades con una serie
de caracteres deseables demandados por la industria y por tanto con un importante interés
economico. Entre las caracteristicas deseables se encuentran entre otras la obtencion de aceite
de girasol con caracteristicas fisicas y quimicas diferentes como una mayor solidez, diferente
composicion quimica, variedades con resistencia al ataque por parasitos o plagas, resistencia a
sequia, etc..Este ultimo apartado sera tratado posteriormente con mas profundidad
explicandose con mas detalle algunos de los mutantes de girasol obtenidos hasta el momento
haciendo especial hincapié en los mutantes con modificaciones en la sintesis de lipidos de

semilla.
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IL. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y FISIOLOGICAS

1. Morfologia del girasol

El género Helianthus pertenece a la familia Compositae y comprende mas de 100
especies diferentes que pueden ser perennes o anuales. El nimero basico de cromosomas del
género Helianthus es n=17 y comprende especies diploides, tetraploides y hexaploides. El
girasol cultivado pertenece a la especie Helianthus annuus L., es una planta dicotiledonea
anual y diploide (2n=34).

Ciertos caracteres morfologicos de la planta influyen de alguna manera en la productividad y

rendimiento del cultivo como ocurre por ejemplo con el sistema radicular. Su gran desarrollo

en profundidad le permite extraer agua y nutrientes de capas no explotadas por otros cultivos.

La profundidad a la que se desarrolla depende de las condiciones climaticas; si hay sequia se

desarrolla a mas profundidad, si hay humedad crece mas cerca de la superficie del suelo

(Gomez-Arnau, 1988).

El tallo es erecto y cilindrico con el interior macizo, mientras que la superficie externa es

vellosa. Tiene un diametro entre 2-6 ¢cm y una altura variable entre 60-220 cm. El tallo suele

ser recto y solamente en la madurez se inclina la parte terminal por el peso del capitulo.

El tallo posee entre 20-30 hojas en funciéon de las condiciones de cultivo, hojas que son

alternas, grandes, trinervadas y con un peciolo largo. Debido a la gran superficie foliar el

girasol presenta una gran eficiencia fotosintética que se ve incrementada ademas por el

movimiento heliotropico de las mismas (Vrinceanu, 1977).

El tallo termina en una Unica inflorescencia o capitulo apical también llamado coloquialmente

“cabeza” (figura 1). También presenta movimiento heliotropico aunque so6lo al principio de la

floracion, permaneciendo fija posteriormente. Tiene un diametro entre 15-30 cm dependiendo

de la variedad y de las condiciones de crecimiento. Se compone de numerosas flores situadas
en un receptaculo discoidal, siendo las flores de dos tipos, liguladas y tubulares:

- Las liguladas se sitian en el borde del capitulo y se disponen radialmente en 1-2 filas.
Tienen forma alargada y son de un color amarillo intenso. Son estériles y tienen estilos y
estigmas vestigiales pero no tienen anteras.

- Las flores tubulares son las flores propiamente dichas y son hermafroditas. Se disponen en
arcos espirales que parten desde el centro del disco y estan separadas entre ellas por la

palea. Las flores que primero se abren son las de las filas externas y continQlan abriendo
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hacia el interior. El caliz se compone de dos sépalos muy reducidos que se caen con
facilidad. La corola tiene forma de tubo con cinco dientes y es de color amarillo. Tiene
cinco estambres con los filamentos libres y las anteras unidas entre si por una cuticula. El
pistilo tiene dos carpelos y el ovario es infero con un solo ovulo. El estilo esta oculto en el

interior del tubo y el estigma esta bifurcado.

Figura 1. Inflorescencia o capitulo. 1. Receptaculo floral; 2. Bracteas; 3.
Flores liguladas estériles; 4. Flores tubulares abiertas; 5. Flores tubulares antes
de abrir (Alba y Llanos, 1990).

El fruto (figura 2) es un aquenio de 7-17 mm de largo compuesto por el pericarpio (céscara),
que es la envuelta externa dura y fibrosa normalmente muy pegada a la semilla excepto por
las aristas; la membrana seminal, que forma una pelicula fina que cubre a la semilla y asegura
la adherencia entre ésta y el pericarpio; los cotiledones; que representan la reserva principal
de aceite de la semilla y la gémula, situada entre los dos cotiledones y formada por unas

células alargadas que daran lugar a la radicula (Vranceanu, 1977).

Figura 2. Seccion longitudinal de un
aquenio: 1. Pericarpio; 2. Gémula; 3.
Cotiledon; 4. Membrana  seminal
(Vrénceanu, 1977).
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2. Fisiologia.

2.1. Crecimiento y desarrollo

La longitud del ciclo del girasol depende principalmente de dos factores: la variedad y

el momento de la siembra, incluyendo este Gltimo factor la temperatura durante el desarrollo

de la planta, nimero de horas de luz por dia o la cantidad de agua del terreno. En términos

generales varia entre 120-150 dias para las variedades cultivadas actualmente en Espafia. El

ciclo del girasol se puede dividir en cinco etapas:

1-

2-

Germinacion de las semillas y emergencia. Comprende desde la siembra hasta la
aparicion de los cotiledones y depende en gran medida de la temperatura del suelo,
teniendo una duracion de 5-7 dias a 25°C. Si la temperatura es inferior a 4°C la semilla no
germina. Las condiciones en que transcurre esta fase son muy importantes ya que de ellas
depende la densidad del cultivo.

Formacion de las primeras hojas. Desde la emergencia hasta que aparecen los primeros
4-5 pares de hojas. Tiene una duracion de 12-20 dias. La importancia de esta fase radica
en que en ella se produce el enraizamiento de la planta que va a condicionar el posterior
vigor de la plantacion. Al final de este periodo se aprecian ya los esbozos foliares que se
van a ver afectados por la disponibilidad de agua, de manera que la escasez de agua
reduce el nimero de esbozos y por tanto el de hojas. Un exceso de agua hara que el
sistema radicular no profundice.

Crecimiento activo. Desde que tiene 4-5 pares de hojas hasta el principio de la floracion,
con una duracion de 50 a 60 dias. Es el periodo de crecimiento mas activo y el de mayor
absorcion de elementos minerales del suelo. La aparicion del boton floral marca el
comienzo del periodo de maxima sensibilidad de la planta a la falta de agua (estrés
hidrico).

4- Floracion. La floracion del capitulo completo puede durar de 10-12 dias. Comienza con la

apertura de las primeras flores liguladas, sigue la de las flores verdaderas de los 2-3
anillos exteriores del capitulo y continia en direccion hacia el centro a razén de 2-5
anillos diarios. Durante la floracion el capitulo se convierte en el receptor principal de las
sustancias asimiladas por la planta. En estos momentos la planta es muy sensible a la falta

de agua por lo que un estrés hidrico puede afectar gravemente el rendimiento de la
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cosecha, mientras que una temperatura elevada también afecta negativamente al
rendimiento.

5- Maduracion. Puede durar entre 35-50 dias. Comienza con el final de la floracion y llega
hasta el estado de madurez fisiologica. Hay un escaso aumento de la materia seca de la
planta, produciéndose una redistribucion de las sustancias asimiladas por la planta en
beneficio de las semillas y a expensas de los tallos y hojas. En este estado los aquenios
tienen una humedad de un 30%. Es en esta fase cuando se produce la sintesis y
acumulacion de la matéria grasa. La fase termina al finalizar el llenado de las semillas.

A partir de la madurez fisioldgica la semilla pierde agua, momento que resulta optimo

para la recoleccion (Vranceanu, 1977; Koipesol, 1987; Alba y Llanos, 1990).

2.2. Reproduccion

El girasol es una planta alogama debido al sistema genético de autoincompatibilidad y
a la discordancia de maduracion de estambres y pistilos existiendo un desfase ya que madura
en primer lugar la parte masculina (protandria). La maduracion de una flor dura
aproximadamente tres dias: primer dia, en las primeras horas de la mafiana emergen los
estambres y por la tarde salen los estilos; segundo dia, por la mafiana se despliegan los
estigmas en forma de dos lengiietas curvadas receptivas al polen; y fercer dia, tras la
polinizacion y fecundacion los estigmas se marchitan y esconden dentro del tubo de la corola
(figura 3) (Alba y Llanos, 1990).
De forma general se considera que el girasol tiene polinizacion cruzada, en su mayor parte
entomofila (por insectos) y s6lo parcialmente anemofila (viento) debido a que el grano de
polen es pesado y no esta adaptado al transporte a través del viento. Fundamentalmente las
abejas son los insectos polinizadores que se ven atraidos por el néctar segregado por las
flores. Sin embargo la autoincompatibilidad no es absoluta sino que existe una gran variacion
entre las lineas de girasol y los hibridos en lo que se refiere al grado de autocompatibilidad lo
cual supone una ventaja ya que muestran una menor dependencia de las abejas para la
polinizacion. Por tanto los hibridos empleados actualmente se han seleccionado por tener un
elevado grado de autocompatibilidad que asegura cierta produccion incluso en ausencia de
insectos polinizadores (Fick, 1983).
Teniendo en cuenta este grado de autocompatibilidad, si se quiere llevar a cabo un proceso de

autofecundacion, por ejemplo para la obtencion de lineas puras o para fijar un determinado
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caracter, es necesario cubrir los capitulos con bolsas antes de que ocurra la floracion para
evitar la polinizacion cruzada.

Para obtener hibridos artificiales se realiza la emasculacion (castracion) del parental
femenino, que implica la eliminacion de las anteras a primera hora de la mafiana antes de la
dehiscencia de las anteras y del despliegue de los estigmas evitando asi que puedan dafiarse al
realizar la castracion. Aunque los estigmas permanecen receptivos durante 4-5 dias es mejor

aplicar el polen al dia siguiente de la emasculacion (Robbelen et al., 1989).

A B C D

Figura 3. Flores en varios estadios de desarrollo. A) Antes de
abrirse; B) Comienza a abrirse (emergencia de los estambres), C)
Abierta; D) Después de fecundada; a) sépalos; b) pétalos; c)
anteras, d) estilo; e) estigma; f) ovario; g) aquenio; h) ovulo
(Alba y Llanos 1990).
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[I1. BIOQUIMICA DE LiPIDOS. CLASIFICACION Y NOMENCLATURA.

La palabra “lipido” designa un grupo heterogéneo de sustancias que tienen en comun
ciertas propiedades tales como la insolubilidad en agua y solubilidad en solventes no polares
como el cloroformo, éter, hidrocarburos o alcoholes. Para definirlos es necesario recurrir a
propiedades fisicas ya que existe una gran diversidad en cuanto a la composicion quimica de

los diferentes compuestos que se incluyen en los lipidos.

1. Acidos grasos

Los éacidos grasos son los constituyentes principales de las grasas y aceites,
confiriéndoles sus propiedades fisico-quimicas. Son acidos organicos formados por una larga
cadena hidrocarbonada con un grupo carboxilo terminal y con un niimero par de atomos de
carbono.
Se conocen cientos de acidos grasos en la naturaleza aunque no todos tienen la misma
importancia (Naudet, 1996):

-_Acidos grasos mayoritarios- Son muy comunes y estan presentes en gran cantidad. Son

pocos los que pertenecen a este grupo pero constituyen casi el 95% de los acidos grasos.

-_Acidos grasos minoritarios- Suelen tener estructura similar a los anteriores pero estan

presentes como constituyentes secundarios.

-_Acidos grasos inusuales- Se encuentran en las semillas de pocas especies vegetales pero en

ellas son los constituyentes principales.

Existen varias nomenclaturas para nombrar los acidos grasos:

- Abreviada- Consiste en dos nimeros separados por dos puntos (ej. 18:1A9c¢), indicando los
primeros digitos el mimero de atomos de carbono, y el segundo, tras los dos puntos, el
numero de dobles enlaces. También se indica a continuacion la posicion en la que se
encuentra el doble enlace y la configuracion cis (c) o trans (t).

- Sistematica- Sigue las reglas adoptadas por la IUPAC (ej. cis-9-octadecenoico)

Se puede contar el nimero de atomos de carbono a partir del grupo carboxilo (A) o a partir del
grupo metilo terminal (n 6 ®).

Segun el numero de dobles enlaces los acidos grasos se clasifican en:

- Saturados- No presentan ningun doble enlace y son moléculas lineales. Su formula general
es CoH»,0; y los mas comunes tienen entre Cq2-Cy,. Segln el nimero de atomos de carbono

se clasifican en dcidos grasos de cadena media (acido laurico, 12:0 y acido miristico, 14:0),
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dcidos grasos de cadena larga (acido palmitico, 16:0; acido estearico, 18:0) y dcidos grasos

de cadena muy larga (acido araquico, 20:0; acido behénico, 22:0 y acido lignocérico, 24:0).

- Insaturados- Presentan uno ¢ mas dobles enlaces, generalmente en configuracion cis. Se

dividen a su vez en monoinsaturados, con un solo doble enlace y poliinsaturados, con mas de

un doble enlace.
Monoinsaturados- Se han descrito aproximadamente una centena de acidos grasos
monoinsaturados que aparecen de forma natural aunque la mayoria son raros o inusuales.
Los mas usuales tienen entre C,4-C22 v el doble enlace en configuracion cis, normalmente
en la posicion A9 aunque los isomeros frans también existen. El mas comin de los
monoinsaturados es el acido oleico cuya abreviatura es 18:1A9¢ 6 mas comunmente 18:1
La configuracion cis introduce un codo o angulo en la cadena hidrocarbonada mientras que
la frans deja la molécula lineal por lo que estos isomeros van a tener propiedades mas
parecidas al saturado equivalente (figura 4). Debido a que la forma cis es
termodinamicamente menos estable que la frans tendra menor punto de fusion que este

ultimo y que su correspondiente saturado (Gurr y Harwood, 1991).

A B C

Acido Acido Acido
estearico oleico estearico
Pi=69°C Pi=16°C P=44°C

Figura 4. Estructura de los acidos: A) estearico (18:0), B) oleico
(18:1A9¢) y C) elaidico (18:1A9¢). Se observa el “codo” que introduce el
doble enlace cis en la molécula del acido oleico, lo que hace que su
punto de fusion baje desde 69°C del acido estearico hasta 16°C. El doble
enlace frans, sin embargo, no distorsiona la molécula por lo que el punto

de fusion se mantiene en 44°C. >
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Poliinsaturados- Derivan de los monoinsaturados y la posicion del segundo y sucesivos
dobles enlaces va a depender de los sistemas enzimaticos, aunque suelen estar separados

entre si al menos por un grupo metileno.

Tabla 4. Principales acidos grasos que aparecen en la naturaleza, tanto en animales, plantas
superiores, algas o bacterias. En negrita se marcan los AG mayoritarios de los lipidos de

girasol, tanto de semilla como en los de tejidos fotosintéticos (Gurr y Harwood, 1991).

Nombre comun Nomenclatura Tr (°C)
abreviada
Saturados
Caprico 10:0 29
Ladrico 12:0 42
Miristico 14:0 52
Palmitico 16:0 60
Estearico 18:0 69
Araquidico 20:0 75
Behénico 22:0 80
Lignocérico 24:0 84
Monoinsaturados
Palmitoleico 16:1A9¢ 1
Oleico 18:1A9¢ 16
Elaidico 18:1A%t 44
Petroselénico 18:1A6¢ 33
Asclépico 18:1A11c 15
Ertcico 22:0A13¢ 24
Trans-hexadecenoico’ 16:1A3t 53
Poliinsaturados
Linoleico 18:2A9¢,12¢ -5
v-linolénico 18:3A6¢,9¢c,12¢
a-linolénico 18:3A9¢,12¢,15¢ -11
Araquidonico 20:4A5¢,8¢c,11c,14c  -49

T : -
No tiene nombre comun
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2. Principales glicerolipidos

Tanto los lipidos de reserva que se acumulan en la semilla como los lipidos
estructurales que se encuentran en las membranas de las células vegetales tienen en comun
que son derivados del glicerol denominandose por tanto glicerolipidos. El glicerol (propano-
1,2,3-triol) posee tres sitios de esterificacion que son diferentes estereoquimicamente y que se
denominan como sn-1, 2y 3. Los lipidos de reserva estan constituidos fundamentalmente por
los acilgliceroles ¢ glicéridos, denominados mas cominmente /ipidos neutros (LN) debido a
que no poseen carga, mientras que los lipidos de membrana son principalmente fosfolipidos y
glicosilglicéridos, englobandose dentro de los lipidos polares (LP) debido a que tienen carga

neta, positiva 0 negativa.

2.1. Acilgliceroles o glicéridos.

Son los principales componentes de las grasas y los aceites y estan constituidos
basicamente por acidos grasos esterificados a una molécula de glicerol, de forma que segin el
numero de acidos grasos que se esterifiquen (figura 5) se denominaran monoacilglicéridos
(MAG), con un solo 4cido graso esterificado formando el 1-monoacilglicérido 6 2-
monoacilglicérido, diacilglicéridos (DAG) que pueden ser 1,2-diacilglicerol ¢ 1,3-
diacilglicerol y triacilglicéridos (TAG), siendo estos ultimos, con diferencia, los mas

abundantes dentro de los lipidos neutros.

al H,COCOR H,COH

B2 HO=CwH RCOO=CoH

3 H,COH H,COH 4.COCOR

1-sn -monoacilglicerol 2-sn-monoacilglicerol '

R*COO=C=H
COCOR?
H, c OCOR' H,COCOR! Triacilglicerol
RXCOO=~CeH HQ«(f:-H
H,COH H,COCOR?
1,2-sn-diacilglicerol 1,3-sn-diacilglicerol

Figura 5. Acilgliceroles (Gunstone et al., 1994).
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Los MAG y DAG debido a que son intermediarios metabdlicos se encuentran en pequefias
cantidades. Los TAG, dado que no tienen ningin grupo hidroxilo libre, son moléculas poco
reactivas y estables, por lo que son las moléculas utilizadas por las semillas oleaginosas como
material de reserva y energia, asi como por algunos frutos como aceitunas, palma 6 aguacate

para atraer a los animales y asegurar la dispersion de las semillas (Gurr y Harwood, 1991).

2.2. Fosfolipidos

Los fosfolipidos se dividen en dos clases dependiendo de si el esqueleto es una
molécula de glicerol (glicerofosfolipidos) 6 de esfingosina (esfingolipidos). Los
glicerofosfolipidos son, sin duda, los lipidos mas abundantes de las membranas celulares y
estan compuestos por dos acidos grasos esterificados en las posiciones sn-1 y sn-2 del glicerol
y un grupo fosfato unido a la posicion sn-3 por lo que son derivados del acido fosfatidico
(4cido sn-3-fosfatidico). El grupo “X” unido al grupo fosfato puede ser una base nitrogenada,
un aminoacido 6 un alcohol (figura 6). Dependiendo de la naturaleza de ese grupo X se

denominan como:

Sustituyente (X) Glicerofosfolipido
CH,OCOR! H Acido fosfatidico
RZCOO?H 0O —CH;CH(&H;)COO— Fosfatidilserina
CH,0POX
o —CH,CH,NH, Fosfatidiletanolamina
—CH,CH,N(CH,), Fosfatidilcolina
—CH,CH{OH)CH,OH Fosfatidilglicerol
HO OH
‘ Fosfatidilinositol
OH
b £3
HO

Figura 6. Formula general de los glicerofosfolipidos (a la izquierda) y naturaleza del
sustituyente X de los mas importantes (a la derecha) (Gunstone et al., 1994).
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- Acido fosfatidico (PA)- Es el mas simple de los glicerofosfolipidos ya que no tiene ningun

grupo unido al fosfato, por lo que es una molécula cargada negativamente. Es un

importante intermediario metabolico y solo se encuentra en cantidades trazas.

- Fosfatidilcolina (PC)- Tiene una colina unida al fosfato de la posicion sn-3 del glicerol.
Tiene carga neta neutray esta presente en grandes cantidades en las plantas.

- Fosfatidiletanolamina (PE)- Una molécula de etanolamina esta unida al grupo fosfato. Se

encuentra en cantidades apreciables en plantas y algunos de sus derivados actian como
intermediarios metabolicos.

- Fosfatidilserina (PS)- El aminoacido serina esta unido al fosfato. Tiene carga negativa y es

un lipido minoritario.

- Fosfatidilinositol (PI)- Tiene una molécula de inositol unida al fosfato. Tiene carga negativa

y también es un lipido minoritario aunque sus derivados fosforilados estan presentes en
todas las plantas.

- Fosfatidilglicerol (PG)- Presenta otra molécula de glicerol unida al fosfato. También esta

cargado negativamente y es muy abundante en tejidos fotosintéticos (Gunstone, 1994). El
PG de plantas superiores se caracteriza por tener cantidades importantes de un acido graso
inusual, el frans-A’-hexadecenoico, esterificado en la posicion sn-2 (Webb y Green,

1991).

2.3. Glicosilglicéridos

Estos lipidos son también derivados del glicerol, con dos acidos grasos esterificados
en las posiciones sn-1 y sn-2, con un azucar esterificado en posicion sn-3 que puede ser la
glucosa en los microorganismos, 6 la galactosa en el caso de plantas superiores. Los mas
importantes son los galactolipidos (6 galactosilglicéridos) que incluyen el
monogalactosildiacilglicerol (MGDG), con una s6la molécula de galactosa unida por un
enlace B(1-3)glicosidico al glicerol, y el digalactosildiacilglicerol (DGDG), con dos
galactosas unidas a la posicion sn-3 del glicerol y unidas entre si por un enlace a(1-6) (figura
7).Tanto MGDG como DGDG se encuentran en las membranas tilacoidales de las plantas
superiores y en las algas marinas, representando un 75% de los lipidos totales del tilacoide
(50% y 25% respectivamente), por lo que cuantitativamente son los lipidos de membrana mas
importantes en la naturaleza (Webb y Green 1991). Representan un 40% del peso seco de las

membranas fotosintéticas de las plantas superiores. Existe otro grupo dentro de los
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glicosilglicéridos, los sulfolipidos o sulfoquinovosildiacilglicéridos (SQDG) que tienen un
grupo sulfonico en posicion sn-3 del glicerol y también se encuentran formando parte de las

membranas fotosintéticas (Gurr y Harwood, 1991).

HzC'OH
HO 0 o-cH,
OH (lznocon‘
2
o CH,OCOR

1,2-diacil-[B-D-galactopiranosil-(1'—3)]-sn-glicerol
(monogalactosildiacilglicerol, MGDG)

H,C- OH
HO 0
OH
0—CH,
0
HO HO ~CH,
OH 1

(IZHOCOR’
OH CH,OCOR?

1,2-diacil-[a-D-galactopiranosil-(1'—->6)--D-galactopiranosil-
(1'-3)]-sn-glicerol (digalactosildiacilglicerol, DGDG)

Fisura 7. Galactolipidos (Gunstone et al.. 1994).

3. Funciones de los lipidos

La mayor parte de los lipidos tienen alguna de estas tres funciones: estructural, reserva
6 metabdlica:
-Estructural- Los lipidos juegan un papel importante como barreras o proteccion (piel,
superficie de hojas, pared de microorganismos) y en membranas biolégicas rodeando a todas
las células.
-Reserva- La degradacion de los lipidos aporta gran cantidad de energia por lo que se utilizan
como sustancia de reserva, por ejemplo formando parte del fejido adiposo en animales o
como aceite en las semillas.
-Metabolica- Regulan el funcionamiento de la membrana (ej. el colesterol), también existen
vitaminas de origen lipidico, como las vitamina A y D, regulando esta ultima el metabolismo

del calcio 6 hormonas esteroideas, que son de naturaleza lipidica.
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IV. BIOQUIMICA DE LiPIDOS. BIOSINTESIS.

En las plantas se pueden distinguir diferentes rutas de biosintesis de lipidos segin se
trate de tejidos fotosintéticos como las hojas, o tejidos de reserva como la semilla (también el
fruto en ciertas ocasiones puede actuar como tejido de reserva). En tejidos de reserva la
sintesis de novo de acidos grasos comienza en los plastidios donde se sintetizan la majroria de
los acidos grasos, hasta el acido oleico, continuando posteriormente en el reticulo
endoplasmico (RE) donde se sintetiza el 4cido linoleico. También en el RE ocurre la sintesis
de los TAG y de los LP (figura 8). En tejidos fotosintéticos la sintesis de novo de acidos
grasos comienza en otro compartimento celular, los cloroplastos, pero también requiere la
participacion del RE.

Por tanto entre los tejidos verdes y los de reserva existen diferencias en cuanto a los
compartimentos celulares implicados en la biosintesis de acidos grasos, asi como en ciertas
reacciones enzimaticas especificas bien de tejidos fotosintéticos bien de tejidos de reserva.

Dado que el interés de este trabajo se centra en el analisis y caracterizacion del aceite de
semilla de girasol, en este apartado se detalla la ruta biosintética de lipidos en tejidos de
reserva, que en gran parte es coman para todas las semillas oleaginosas (soja, colza, cartamo,
girasol ...) aunque determinadas reacciones se llevan a cabo por enzimas diferentes o bien por

la misma enzima pero con alguna modificacion (especificidad, afinidad, regulacion,...).
1. Sintesis de novo de los acidos grasos.

1.1. Sintesis intraplastidial de los acidos grasos.
La sintesis de novo de los acidos grasos en el interior de los plastidios (figura 8)
requiere la accion concertada de dos complejos enzimaticos: la acetil-CoA carboxilasa y la

acido graso sintetasa.

1.1.1. Acetil-CoA carboxilasa

Aunque el dioxido de carbono fijado por la fotosintesis es, en Gltima instancia, la
fuente de carbono para la sintesis de acidos grasos, el acetil-CoA puede considerarse como el
precursor mas directo. Este acetil-CoA se sintetiza en el interior del plastidio ya que existe

toda una bateria de enzimas glicoliticas asi como la piruvato deshidrogenasa.
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La acetil-CoA carboxilasa (ACCasa) cataliza de forma ATP-dependiente la formacion de
malonil-CoA a partir de acetil-CoA y bicarbonato. Se trata de una enzima “soluble” aunque in
vivo puede estar asociada a la membrana plastidial. Pertenece a un grupo de enzimas que
contienen biotina y cataliza la reaccion en dos pasos principales:

1- La primera reaccion parcial la cataliza la enzima biotina carboxilasa, que utiliza el ATP
para carboxilar el grupo prostético de la biotina de la BCCP (proteina transportadora de
biotina carboxilada).

2- La segunda reaccion parcial la lleva a cabo la carboxiltransferasa, que transfiere el grupo

carboxilo al acetil-CoA para formar malonil-CoA (Bishop y Stumpf, 1971).

BCCP-biotina + HCO3+ATP > BCCP-biotina-CO, + ADP +Pi

BCCP-biotina-CO;, + acetil-CoA <" BCCP-biotina + malonil-CoA

La ACCasa puede existir como un complejo multienzimatico o como una proteina
multifuncinal. La de Escherichia coli, por ejemplo, es un complejo multienzimatico
disociable formado por cuatro proteinas separadas, denominando a este tipo de estructura
“forma procariota” de la ACCasa. En cloroplastos de espinaca se encuentra esta forma asi
como en plantas dicotiledoneas en general donde la “forma procariota” se encuentra en el
interior de los plastidios. En levaduras, animales y hongos la ACCasa consta de una sola
cadena polipeptidica con tres dominios funcionales (proteina multifuncional), denominandose
a este tipo “forma eucaridtica”. También en cloroplastos de gramineas (maiz, trigo y arroz)
existe la proteina multifuncional, con un peso molecular de 240 KDa en el caso del trigo. En
este tipo de ACCasa los sitios activos de la biotina carboxilasa y la carboxiltransferasa estan
separados fisicamente (Harwood, 1988).

Sin embargo, en plantas el malonil-CoA se necesita no solo en el interior de los plastidios
sino también para elongaciones extraplastidiales, como ocurre en el citoplasma de células
epidérmicas donde se necesita la actividlad ACCasa para la produccién de acidos grasos de
cadena muy larga precursores de las ceras y cutinas. Por tanto parece probable que muchas
dicotiledoneas puedan tengan una ACCasa tipo complejo multienzimatico en los plastidios y

otra tipo proteina multifuncional en el citosol, como se ha visto en guisante (Harwood, 1996).
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CoA —C —€H, —€00-
Malonil-CoA
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Primera condensacion
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Figura 8. Esquema general de la sintesis de acidos grasos en plantas (Budziszewski et al., 1996).
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1.1.2. Complejo acido graso sintetasa

La sintetasa de acidos grasos (FAS) de plantas es un complejo multienzimatico que
lleva a cabo reacciones parciales individuales catalizadas por proteinas separadas: B-cetoacil
sintetasas (KAS), B-cetoacil reductasa, B-hidroxiacil deshidratasa y enoil-ACP reductasa. Este
complejo cataliza una serie de reacciones de condensacion en las que moléculas de dos
carbonos se van adicionando a otra, de manera que tras sucesivos ciclos de condensacion se
obtiene una cadena hidrocarbonada larga de un méaximo de 18 atomos de carbono. Tanto las
moléculas que se adicionan como la que se va elongando se encuentran unidas a una pequefia
proteina denominada ACP (proteina transportadora de acilos) cuya naturaleza y caracteristicas

€s necesario conocer previamente.

a) Proteina transportadora de acilos

La proteina transportadora de acilos (ACP) tiene un papel crucial en la sintesis de
acidos grasos. Est4 constituida aproximadamente por 80 aminoacidos y un grupo prostético
que es la panteteina, unida a un residuo de serina situado en la mitad de la proteina. El ACP se
une al grupo carboxilo del acido graso a través de un grupo sulfidrilo situado al final del
grupo prostético formando un enlace tioester, para lo cual requiere energia (en forma de
ATP). Se purificé en primer lugar el ACP de E. Coli, tratindose de una pequefia proteina
acidica, globular, con un peso molecular de 8847 Da y bien conservada durante la evolucion
(Rock y Cronan, 1981a). En E. coli existe s6lo una isoforma sin embargo en plantas se han
encontrado diversas isoformas, por ejemplo en espinaca se encontraron dos isoformas ACP 1
y ACP II, con una distribucion especifica de tejido. En cebada existian tres isoformas, ACP I,
Iy III, asi como en Arabidopsis donde en todos los tejidos analizados (hojas, raiz y semilla)
al menos se expresaban tres ACP (Harwood, 1996). En cuanto a la regulacion de los niveles
de ACP en la célula parece existir una estrecha correlacion entre el nivel de ACP y la
biosintesis de lipidos in vivo, existiendo un incremento en los niveles de ACP por sintesis de
novo que coincide con la fase de sintesis activa de lipidos (Ohlrogge y Kuo, 1984).
La expresion especifica de tejido de las diferentes isoformas de ACP que se ha observado
podria explicarse por la posible influencia de las isoformas de ACP sobre la canalizacion del
carbono hacia distintas rutas. A esta suposicion se llegd después de estudiar la competencia

por el sustrato entre las actividades acil-ACP tioesterasa y acil-ACP-3-glicerol aciltransferasa,
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competencia que variaba segln la isoforma de ACP que estuviera unida al sustrato (Guerra et
al., 1986).

b) Reacciones de condensacion de la FAS.

Las primeras reacciones de la sintesis de AG implican la formacion de acetil-ACP y
malonil-ACP por transacilacion a partir de sus respectivos CoA tioesteres (reacciones (1) y

(2)) por la accion de la acetil-CoA y malonil-CoA:ACP transacilasas.

(1) Acetil-CoA+ACP <" Acetil-ACP + CoA

2) Malonil-CoA + ACP > Malonil-ACP + CoA

En un principio se pens6 que la reaccién que tenia lugar a continuacion era la condensacién
del acetil-ACP y malonil-ACP (reaccion (3)) catalizada por la B-cetoacil-ACP sintetasa 1
(KAS I) (Harwood, 1988):

3) Acetil-ACP + Malonil-ACP > Acetoacetil-ACP + CO; + ACP-SH

Sin embargo en 1987, Jackowski y Rock descubrieron en E. coli una nueva enzima, la B-
cetoacil-ACP sintetasa III (KAS III) que era capaz de condensar directamente acetil-CoA y
malonil-ACP sin necesidad de la enzima acetil-CoA:ACP transacilasa (ACAT).
Posteriormente la KAS III se encontrd en plantas y dado que tenia mucha mas actividad que
la ACAT y que la tasa inicial de formacion de acil-ACP no se afectaba por cerulenina (que
inhibe a la KAS I), la primera reaccion de condensacion parecia estar catalizada por la KAS
III, que ademas parecia tener actividad ACAT intrinsica. Este descubrimiento arrojaba dudas
sobre la existencia real de una actividlad ACAT. La KAS III se ha purificado de espinaca y
aguacate, tiene un peso molecular de 63 y 69 KDa respectivamente y una estructura
homodimérica. Muestra insensibilidad frente a la cerulenina (Harwood, 1996). La reaccion

catalizada por la KAS I1I es la siguiente:

4) Acetil-CoA + Malonil-ACP > Acetoacetil-ACP + CO, + CoA
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A continuacion intervienen dos enzimas reductasas (-cetoacil-ACP reductasa y enoil-ACP
reductasa) y una deshidratasa ($-hidroxiacil-ACP deshidratasa). La B-cefoacil-ACP reductasa
cataliza la primera reduccion:

(5)  Acetoacetil-ACP + NADPH+H' " B-hidroxibutiril-ACP + NADP*

La p-hidroxiacil-ACP deshidratasa lleva a cabo la siguiente reaccion de deshidratacion:

(6) B-hidroxibutiril-ACP . * crotonil-ACP + H,0O

La enoil-ACP reductasa cataliza la segunda reduccion:

) crotonil-ACP + NADPH + H' butiril-ACP + NADP"

El resultado neto de esta primera condensacion es una molécula de butiril-ACP (4C) y la
regeneracion de dioxido de carbono. El butiril-ACP (4C) formado se condensa a continuacion
con otra molécula de malonil-ACP (3C) por medio de una reaccion similar a la (4) pero
catalizada por la enzima KAS I en lugar de la KAS III. La KAS I se ha purificado de colza,
tiene un peso molecular de 87 KDa y también se trata de un homodimero. Se diferencia de la
KAS III en que muestra sensibilidad a la cerulenina. La reaccidn que cataliza la KAS I es la
siguiente:

8) butiril-ACP + malonil-ACP " f-cetoacil-ACP + CO, +ACP

Tras esta segunda condensacion se producen las dos reducciones y la deshidratacion
(reacciones (5)-(7)) formandose el hexanoil-ACP como producto final. A continuacion se
producen posteriores condensaciones de malonil-ACP de forma ciclica, de manera que tras la
condensacion de cada molécula de malonil-ACP, catalizada por la KAS I, se llevan a cabo las
reacciones (5-7). La KAS I es la enzima que cataliza las condensaciones desde C4-Ciq.

Después de siete ciclos el producto final es un acido graso de 16 C, el 16:0-ACP, siendo la

estequiometria de la reaccion la siguiente:
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Acetil-CoA + 7 malonil-CoA + 8 ACP + 14 NADPH+ 14H" ———
Palmitil-ACP + 7 CO2 + 7 ACP + 8 CoA + 14 NADP" + 7 H,0O

El palmitil-ACP puede ser elongado por sistemas de elongacion especificos que difieren de la
FAS en que interviene la B-cetoacil-ACP sintetasa II (KAS II) en lugar de la KAS I. La KAS
II solo cataliza la elongacion del palmitil-ACP (Ci¢) a estearil-ACP (Cis) por tanto va a tener
un papel importante en determinar los niveles de Ci6 y C;s. La reaccion de la KAS 1II es la

siguiente:

) Palmitil-ACP + Malonil-ACP > B-cetooctadecanoil-ACP + CO, + ACP

A continuacion intervendrian de nuevo la B-cetoacil-ACP reductasa, B-hidroxiacil-ACP
deshidratasa y enoil-ACP reductasa (reacciones (5)- (7)), dando como producto final el

estearil-ACP (18:0-ACP).

1.1.3. Biosintesis de acido oleico.

Los AG insaturados mas abundantes de plantas son los acidos oleico, linoleico y a-
linolénico, que constituyen mas del 80% del total de acidos grasos de plantas superiores. En
tejidos no fotosintéticos como la semilla la sintesis plastidial de acidos grasos termina en el
acido oleico, mientras que en los tejidos fotosintéticos el acido graso mayoritario, el a-
linolénico, se sintetiza también en el interior de los cloroplastos.

La estearil-ACP desaturasa (EDS) (EC 1. 14. 99. 6) es la enzima que cataliza la sintesis de
acido oleico utilizando como sustrato el 18:0-ACP introduciendo un doble enlace en
configuracion cis entre los carbonos 9 y 10, por lo que también se denomina A9 desaturasa. Es
una enzima soluble que utiliza NADPH como donador de electrones, Fd como molécula
transportadora y oxigeno molecular (Nagai y Bloch, 1968; McKeon y Stumpf, 1982). En
cuanto a su requerimiento de Fd reducida la enzima muestra especificidad por la Fd de plantas
ya que cuando se ensayaba la actividad EDS de cartamo con ferredoxina de E. coli s6lo
existia una actividad minima por lo que no parecia ser un donador de electrones eficiente
(Thompson et al., 1991). El poder reductor parece provenir de la ruta de las pentosas fosfato
mientras que el oxigeno difunde a través del sistema vascular. También requiere Fd:NADPH

oxidoreductasa y catalasa, ésta ultima estimulaba de 4 a 5 veces la actividad EDS.
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La reaccion catalizada por la EDS es la siguiente:

Estearil-ACP + ferredoxina (II) + O, + 2H" — Oleil-ACP + ferredoxina (III) + 2H;0

a) Propiedades de la estearil-ACP desaturasa.

La EDS es una enzima de gran actividad en relacion a la KAS II por lo que €l18:0 rara
vez se acumula en plantas. La enzima se ha purificado, entre otras, de semillas de cartamo
(Mckeon y Stumpf, 1982), soja (Cheesbrough y Cho, 1990) y ricino (Shanklin y Somerville,
1991). La EDS esta codificada por un gen nuclear, sintetizandose como un precursor con un
péptido de transito N-terminal para dirigir la enzima hasta el plastidio. En cartamo y ricino el
péptido de transito, de 33 residuos, se elimina para dar un polipéptido de 363 aminoacidos
con un peso molecular de 36 kDa por subunidad. La enzima se encuentra en forma dimérica
con un peso molecular aproximado de 70 KDa (Shanklin y Somerville, 1991; Mckeon y
Stumpf, 1982; Thompson et al., 1991).

Existe una gran homologia entre las secuencias nucleotidicas de las EDS de plantas superiores
pero no hay tal homologia cuando se comparan las secuencias de plantas con la de la enzima
estearil-CoA de animales y hongos, lo cual era de esperar debido a que existen diferencias
importantes entre ambas enzimas: mientras que la de plantas utiliza como sustrato el
18:0-ACP la de animales y hongos utiliza 18:0-CoA, la de plantas es soluble y la de animales
y hongos es una proteina integral de membrana, la de plantas utiliza Fd como transportador de
electrones y la de animales citocromo b5 (Shanklin y Somerville, 1991).

Estudios realizados sobre las propiedades fisicas de la enzima han mostrado que contiene
hierro y que se inhibe por agentes quelantes y por cianuro. Estudios espectroscopicos han
demostrado que la EDS pertenece a un grupo de proteinas dependientes de oxigeno y que
contienen interacciones hierro-oxigeno. Cada subunidad enzimatica contiene dos atomos de
hierro (figura 9) y se ha observado que este tipo de proteinas di-férricas se caracterizan por la
existencia de un par de secuencias de aminoacidos conservadas, (Asp/Glu)-Glu-Xaa-Arg-His,
separadas por unos 100 aminoacidos, analogas a sitios de union de atomos de hierro de la
ribonucleétido reductasa (Fox et al., 1993). Estudios mutagénicos y cristalograficos realizados
sobre la EDS de Thunbergia alata parecen indicar la importancia de un dominio de 30
aminoacidos, 178-207, en la determinacion del punto de insercion del doble enlace y la
especificidad del tamafio de la cadena de la EDS de T. alata (Cahoon et al., 1997).
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Se ha determinado la estructura tridimensional de la EDS de ricino por medio de estudios
cristalograficos observandose que cada mondémero de 363 aminoacidos esta compuesto por un
tnico dominio formado por 11 a-hélices. Se puede distinguir ademas una especie de canal
que se extiende desde la superficie hasta el interior de la enzima que probablemente sera el

sitio de union del acido graso (Lindqvist et al., 1996).

Figura 9. Modelo tridimensional de la estearil-ACP desaturasa (Lindqvist et al., 1996).

b) Especificidad de sustrato.

En cuanto a la especificidad de sustrato la EDS de cartamo tenia una gran
especificidad para el 18:0-ACP presentando solo un 1% de actividad frente al 16:0-ACP
(McKeon y Stumpf, 1982). Mostraba una Km muy similar para ambos sustratos pero una
Vmax 100 veces superior para el 18:0-ACP, luego parece ser que la enzima requeria un
tamafio de cadena de 18 carbonos para su actividad. En soja (Gibson, 1993) se hicieron
ensayos de la actividad EDS de una enzima recombinante sobre el 16:0-ACP y se obtuvieron
los mismos resultados que en cartamo, es decir, el factor de especificidad Vmax/Km era 100
veces superior con el 18:0-ACP que con el 16:0-ACP debido principalmente a la diferencia
entre las Vmax de los dos sustratos. Sin embargo, al ensayar la actividad desaturasa con
18:0-ACP y 18:0-CoA la enzima mostraba s6lo un 5% de actividad frente el 18:0-CoA, con
una Vmax similar pero una Km muy superior para el estearil-CoA, luego parece ser que la

union del acilo al ACP jugaba un papel importante (Mckeon y Stumpf, 1982). La EDS de
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cartamo tenia una Km de 0,3 pM y un pH 6ptimo entre 6,0 y 7,5 (Mckeon y Stumpf, 1981)
mientras que la de soja (Cheesbrough y Cho, 1990) tenia una Km diez veces superior que la

de cartamo (3 uM) y un pH 6ptimo de 6,6.

Se han realizado diversos experimentos a fin de intentar determinar qué aminoécidos son los |

que estan implicados en la especificidad de sustrato de la EDS. Mediante mutagénesis dirigida
sobre la EDS de Thunbergia alata se pudo comprobar que la sustitucion de dos aminoacidos,
Leul18 Phe/Pro179 Ile, aumentaba la especificidad de la enzima por el 16:0-ACP respecto al
18:0-ACP (Tocher et al., 1998). Mas recientemente, otros autores han estudiado una
16:0-ACP A9-desaturasa de Doxantha unguis-cati L., una planta que acumula un 80% de
4cido palmitoleico (16:1A9) mas acido asclépico (18:1A11), sintetizado por elongacion del
primero (Cahoon et al, 1998). Cuando expresaban dicha A9-desaturasa en E. coli mostraba
una mayor preferencia por 16:0-ACP que por 18:0-ACP. Se analizd la secuencia de
aminoacidos de esta enzima y se compar6 con la de la 18:0-ACP A9-desaturasa de ricino lo
que permiti6 identificar la existencia de una sola sustitucién, Leul18 por Trp, localizada en la
hendidura donde se unia el sustrato, como consecuencia de la cual se incrementaba
drasticamente la especificidad de la enzima por el 16:0-ACP respecto al 18:0-ACP. Para
confirmar esta hipotesis obtuvieron un mutante de ricino en el que la 18:0-ACP A9-desaturasa
llevaba la sustitucion Leul18 Trp, consiguiendo de esta forma que la actividad sobre el
16:0-ACP fuera un 115% superior respecto al 18:0-ACP, mientras que en el ricino normal la
actividad sobre el 18:0-ACP era un 70% superior que sobre el 16:0-ACP. Sin embargo, a
pesar de que con una sola sustitucion (Leul18 Trp) se conseguia aumentar la especificidad
por el 16:0-ACP, la relacion de actividad 16:0-ACP/18:0-ACP era de 2,4 para el mutante
Leul18 Phe/Pro179 Ile mientras que solo de 1,1 para era el mutante Leul18 Trp. Por tanto,
aunque el aminoacido Trp118 es el principal determinante de la especificidad de sustrato de la

desaturasa de Doxantha unguis-cati L. otros residuos probablemente contribuiran también.

c)_Regulacién temporal y especifica de semilla de la expresion génica de la estearil-ACP

desaturasa.

En cuanto a la expresion del gen de la EDS durante el desarrollo de la semilla, no es
constante y continua sino que existen picos de expresion en un periodo concreto lo que hace
pensar que se trata de un gen de expresion temporal. En colza (Brassica rapa) el ARNm se

podia detectar a los 19 dias después de la floracion (DDF), alcanzaba un maximo a los
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25 DDF y posteriormente disminuia de manera que a los 35 DDF ya no se podia detectar
(Knutzon et al., 1992b). En Brassica napus existian algunas diferencias ya que el ARNm de la
desaturasa se detectaba a los 25 DDF y alcanzaba los niveles méaximos a los 45 DDF,
disminuyendo drasticamente mas alla de este punto (Slocombe et al., 1992).

En cacao (Theobroma cacao), que acumula 18:0, se midi6 la cantidad de enzima entre 95 y
115 DDF y se vi que era 2,3 veces superior a 95 DDF que a 105 DDF (Patel et al., 1994). En
sésamo (Sesamun indicum) se cuantificd el ARNm entre 28 y 70 DDF, existiendo un pico de
ARNm a los 28 DDF y disminuyendo a continuacién (Yukawa et al., 1996). En girasol
(Kabbaj et al., 1996) se estudio la cantidad de ARNm de la enzima en semillas de 12, 16, 20 y
28 DDF, existiendo un maximo a los 12 DDF.

Para determinar si el gen de la EDS de Brassica napus mostraba expresion especifica de
tejido se hizo una hibridacion con una sonda del ADNc completo de la EDS y se observo que
no se detectaba ningin ARNm en hojas, por lo que se sugeria que la expresion de este gen era
especifica de semilla. Probablemente la isoforma de la enzima que se expresa en hoja fuera
suficientemente diferente como para que no hubiera hibridado con la sonda utilizada
(Slocombe et al., 1992). El analisis mas detallado del promotor del gen de la EDS de Brassica
napus indicé que efectivamente en el promotor existian secuencias responsables de que la
desaturasa se expresara especificamente en la semilla, concretamente en cotiledones y
endospermo donde se acumulan los lipidos de reserva, asi como de la regulacion temporal de
la expresion (Slocombe et al., 1994).

En ricino (Ricinus communis) también se hicieron ensayos de hibridacion con una sonda de
ARN del gen de la EDS utilizando ARN de raiz, hoja y semilla, observandose también, al
igual que en colza, expresion especifica de semilla (Shanklin y Somerville, 1991).

También en sésamo (Sesamum indicum 1.), mediante el analisis del ARN total y su
hibridacion con una sonda se observd que no existia expresion del gen de la EDS ni en raiz,
tallo ni hojas. Solo se detectaba ARN en semilla, siendo mucho mayor la expresion en

semillas inmaduras de 21 DDF que en las anteriores a los 14 DDF (Yukawa et al., 1996).

d) Influencia de la temperatura sobre la estearil-ACP desaturasa.

También la actividad de la EDS se ve afectada por factores ambientales como la
temperatura, asi por ejemplo, en soja (Cheesbrough, 1989; Cheesbrough, 1990) la actividad

relativa es cinco veces superior en semillas cultivadas a 20°C que a 35°C, produciéndose un
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aumento de la sintesis de la enzima al descender la temperatura. También en colza se observo
una mayor actividad EDS a temperatura mas baja (Lee y Guerra, 1994). En girasol (Kabbaj et
al,, 1996) sin embargo, se observd el efecto contrario de la temperatura sobre el nivel de
acumulacion del ARNm de la estearil-ACP desaturasa siendo en este caso la temperatura alta

la que incrementaba la sintesis d¢ ARNm.

1.1.4. Terminacion de la sintesis de dcidos grasos. Tioesterasas de acil-ACP.

Los acidos grasos procedentes de la sintesis intraplastidial, normalmente Cy6 y Cis, se
exportan al citoplasma para sufrir diversas modificaciones y posteriormente ser incorporados
en TAG o en lipidos de membrana. Teniendo en cuenta que en el interior del plastidio los
acidos grasos se encuentran unidos al ACP, se requiere la accion de unas enzimas, las
acil-ACP tioesterasas (EC 3. 1. 2. 14), que van a hidrolizar el enlace tioester existente entre el
acilo y el ACP, liberando de esta forma el 4cido graso. Las acil-ACP tioesterasas (TE) son
enzimas intraplastidiales solubles, diméricas, con un peso molecular aproximado de 80 KDa
(Mckeon y Stumpf, 1982).

Las primeras TE que se habian purificado tenian una mayor especificidad por el 18:1-ACP
por lo que en un principio se denominaron 18:1-ACP tioesterasas (OTE). En cartamo
(Carthamus tinctorius) (Mckeon y Stumpf, 1982; Knutzon et al., 1992a) se habia purificado
una TE con una gran especificidad por 18:1-ACP mientras que solo mostraba un 10-20%
actividad frente al 16:0-ACP y 18:0-ACP. En colza (Brassica napus) (Hellyer y Slabas, 1990)
también se purificé una TE con una mayor actividad sobre el 18:1-ACP.

En Coriandrum sativum L., una Umbellifera que acumula acido petroselinico (18:1A6¢) en
los TAG de semilla, se encontrd una actividad petroselinil-ACP tioesterasa alta, que aunque
en un principio se pensod que estaba asociada a la propia OTE, posteriormente se comprobd
que se trataba de otra enzima, distinta de la OTE, especifica del petrosenilil-ACP (Dérmann et
al., 1994).

En cacao (Theobroma cacao), una planta que acumula un 34% de 18:0 en la semilla, se
ensayé la actividad TE (Griffiths et al., 1993) y se comprob6 que la TE de cacao, aunque
mostraba una mayor actividad sobre el 18:1-ACP era relativamente mas activa sobre el
18:0-ACP en comparacion con las TE encontradas en otras plantas. Por tanto la acumulaciéon
de 18:0 en cacao no era debida a la existencia de una TE especifica de 18:0-ACP sino a un

aumento de la especificidad de la OTE por el 18:0-ACP. Esto contrastaba con los resultados
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obtenidos al ensayar la actividlad TE en epidermis de puerro (Allium porrum) (Liu y
Post-Beittenmiller, 1995) donde se requeria una sintesis muy importante de acidos grasos
saturados de cadena larga para la produccién de ceras. Se encontraron dos TE, una con un
rango amplio de especificidades aunque con preferencia por 18:1-ACP, y otra especifica de
18:0-ACP que sélo mostraba un 10% de actividad sobre 16:0-ACP y 18:1-ACP.

Sin embargo, algunas especies vegetales se caracterizan por acumular acidos grasos de cadena
mas corta, como es el caso de Umbellularia californica que posee un 60% de 12:0 en su
aceite. Voelker et al. en 1992 purificaron una TE con especificidad por acidos grasos de
cadena media (TECM) que mostraba una mayor actividad sobre el 12:0-ACP. Para confirmar
la importancia de estas TECM en determinar la acumulacion de acidos grasos de cadena
media en semilla se transformb Arabidopsis thaliana, que normalmente tiene actividad
oleil-ACP tioesterasa predominante, con el gen de TECM de Umbellularia californica. Las
plantas transformadas acumularon grandes cantidades de 12:0 en su aceite, luego parecia
quedar claro el importante papel que desempeifiaba las TECM en la acumulaciéon de acidos
grasos de cadena media. Posteriormente transformaron plantas de colza (Brassica napus) con
el gen de la 12:0-ACP tioesterasa de Umbellularia californica y también consiguieron que
acumulara 12:0 (Eccleston et al., 1996).

Otras plantas que acumulan acidos grasos de cadena media son las pertenecientes al género
Cuphea, asi por ejemplo C. lanceolata acumula 80% de 10:0 mientras que C. wrightii
contiene 30% de 10:0 y 54% de 12:0. En C. lanceolata (Dérmann et al., 1993) se purificaron
dos acil-ACP tioesterasas, una con mayor actividad sobre el 18:1-ACP y otra especifica para
acidos grasos de cadena media.

Jones et al. en 1995 utilizaron los términos FatA y FatB para denominar a los dos tipos de
genes de tioesterasas de plantas superiores, siendo FatA el gen que codifica la oleil-ACP
tioesterasa y FatB el que codifica tioesterasas con preferencia por acidos grasos saturados.
Purificaron una tioesterasa tipo FatB de otra especie de Cuphea, C. hookeriana, que acumula
un 60% de 8:0 y 25% de 10:0, sin embargo la FatB purificada mostraba una mayor actividad
sobre el 16:0-ACP, algo inesperado ya que C. hookeriana no acumulaba 16:0. Ademas
cuando transformaron Brassica napus con esta FatB de C. hookeriana el contenido de 16:0 en
las plantas transformadas aumentaba de 7% a 34%. Por tanto esta FatB (denominada FatB1)

no era la responsable de la acumulacion de 8:0 y 10:0 en C. hookeriana sino que existia otra
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tioesterasa, descubierta posteriormente, denominada FatB2. Por tanto dentro de las FatB
parecian existir dos subgrupos, uno con mas especificidad por Cs-Ci4 y otro por Ci4-Cis.
Existe otra Cuphea, C. palustris, que acumula un 64% de 14:0 y un 20% de 8:0. Se
encontraron también dos tioesterasas FatB (Dehesh et al., 1996), una con una alta
especificidad por 14:0-ACP aunque también mostraba una actividad significativa frente el
16:0-ACP, y otra con especificidad por 8:0-ACP aunque con una actividad importante sobre
10:0-ACP. Por tanto no se sabia por qué a pesar de la existencia de actividad tioesterasa sobre
10:0-ACP y 16:0-ACP ambos acidos grasos no se acumulaban y sélo existian en cantidades
muy pequefias. Una posible explicacion para este hecho seria que los productos de la
biosintesis de acidos grasos estuvieran determinados no solo por las especificidades de las
tioesterasas sino también por otras actividades enzimaticas como las P-cetoacil-ACP
sintetasas. Segun esta hipdtesis, la composicion de acidos grasos de un aceite estaria
determinado tanto por la accion de las tioesterasas como por las sintetasas de acidos grasos
que competirian por los mismos sustratos (Chasan, 1995).

A esta misma conclusion llegaron Voelker et al. en 1997 tras estudiar las actividades
tioesterasas en dos especies diferentes, Ulmus americana, que acumula 65% de 10:0y 10% de
8:0 y que sin embargo tiene una FatB con preferencia por 16:0-ACP y 14.0-ACP, y Myristica
Jragrans, con un 80% de 14:0 y una FatB que hidroliza por igual sustratos C14-Cg. Por tanto
concluyeron igualmente que la tasa de produccion de un acido graso no s6lo dependia de las
tioesterasas respectivas sino también de la capacidad de elongacion de las sintetasas. Asi por
ejemplo, en Myristica fragrans, el 80% de 14:0 se conseguiria por la existencia de una
sintetasa de 4cidos grasos con una alta capacidad de elongar acidos grasos hasta 14:0 pero con
poca capacidad para elongaciones posteriores. Por tanto ellos proponen que, ademas de una
FatB especializada, el principal factor que determinaria la produccion de acidos grasos medios
en Myristica fragrans seria la variacion de la capacidad de elongacién de las sintetasas de
acidos grasos.

Recientemente, sin embargo, se ha comprobado que las tioesterasas FatB, a pesar de tener
preferencia por acidos grasos saturados no siempre estan implicadas en su acumulacion. Asi
por ejemplo se han caracterizado las acil-ACP tioesterasas de Garcinia mangostana, un arbol
tropical que acumula hasta un 50% de 18:0 y s6lo un 25% de 18:1 en la semilla (Hawkins y
Kridl, 1998). Cuando se media la actividad tioesterasa del extracto crudo mostraba una mayor

preferencia por 18:1-ACP, aunque también tenia una actividad relativamente alta sobre el
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18:0-ACP respecto al 16:0-ACP. Se aislaron tres acil-ACP tioesterasas, dos del tipo FatA
(FatAl y FatA2) y una tipo FatB, esta ultima con una fuerte especificidad por el 16:0-ACP, al
igual que la Cuphea hookeriana, descrita anteriormente. Una de las FatA (FatAl), aunque
mostraba preferencia por el 18:1-ACP tenia una actividad baja sobre el 16:0-ACP con
respecto a la que mostraba sobre el 18:0-ACP. Era esta baja actividad sobre el 16:0-ACP lo
que distinguia esta enzima de las demas FatA. Cuando esta FatAl se expresaba en canola el
contenido de 18:0 aumentaba desde un 2% hasta un 22%, lo que sugeria que FatAl era

responsable, al menos en parte, del alto contenido de18:0 de Garcinia mangostana.

1.1.5. Transferencia de los acidos grasos al citoplasma. Acil-CoA sintetasas.

Una vez que las TE han hidrolizado los enlaces tioesteres de los acil-ACP y han
liberado los acidos grasos éstos tienen que ser exportados al citoplasma para ser incorporados
en TAG. Sin embargo no se exportan al citoplasma como acidos grasos libres sino que se
esterifican a una molécula de coenzima A formandose los correspondientes acil-CoA. Esta
reaccion esta catalizada por la acil-CoA sintetasa, una enzima que se encuentra en la
membrana plastidial (Roughan y Slack, 1982). La reaccion enzimatica se llevaria a cabo en la
misma membrana del plastidio, en la interfase estroma/citoplasma, de manera que la molécula
de CoA accederia a la enzima por el lado citoplasmico de la membrana mientras que los

acidos grasos libres se unirian por el lado estromatico de la membrana. (Sénchez y Mancha,
1981).

1.2. Modificaciones extraplastidiales de los acidos grasos.
1.2.1. Desaturaciones
a) Biosintesis de acido linoleico.

El acido linoleico (18:2A9¢,12c) es uno de los acidos grasos mayoritarios en los
aceites vegetales que ademas tiene gran importancia desde el punto de vista nutricional ya
que es un acido graso esencial para la dieta humana.

La sintesis del acido linoleico ocurre por desaturacion del acido oleico (18:1A9c),
introduciendo un segundo doble enlace en configuracion cis entre los carbonos 12 y 13
por la accion de la oleil-PC desaturasa (ODS) también denominada A12 desaturasa, una
enzima localizada en la fraccion microsomal como se pudo determinar al estudiar la

sintesis de este acido graso en hojas de guisantes (Dubacq et al., 1976). También se
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encontré en microsomas de semillas de girasol (Gray y Kekwick, 1996) asociada al
reticulo endoplasmico rugoso. A diferencia de la A9 desaturasa, que es una desaturasa de
acil-ACP, la A12 es una desaturasa de acil-lipido, es decir, que desatura 4cidos grasos que
van unido a un lipido y no a una proteina como ocurria con la A9-desaturasa (Murata y
Wada, 1995).

En un principio se pensd, por similitud con la A9-desaturasa, que el sustrato de la
Al2-desaturasa era el 18:1-CoA. Sin embargo cuando se incubaban microsomas de
semilla de cartamo con ['“C]18:1-CoA se observaba que el [**C]18:2 aparecia en primer
lugar en la PC, antes que en cualquier otro lipido analizado (Stymne y Appelqvist, 1978).
Slack et al. en 1979 llegaron a la misma conclusién trabajando también con semillas de
cartamo, ya que al incubar con ['*C]18:1-CoA no recuperaban [“*C]18:2-CoA sino
[14C]18: 1-PC, luego parecia confirmarse los resultados que sefialaban a la molécula de PC
como el sustrato para la A12 desaturasa. Cuando se analizaron las especies moleculares de
PC que estaban presentes en microsomas de hoja de guisante (Serghini-Caid et al., 1988)
se observé que las que contenian residuos 18:2 eran muy abundantes y constituian
aproximadamente un 70% del total, mientras que las que contenian residuos oleil eran
escasas y representaban menos del 7%. Estos resultados indicaban que las moléculas de
PC que contenian residuos oleil, tan pronto como se formaban eran canalizadas
directamente hacia la A12 desaturasa que utilizaria estas 18:1-PC como sustrato. Se
hicieron analisis moleculares para determinar con més exactitud en qué posicién de la PC
tenia lugar la desaturacion, concluyéndose que el grupo oleil de los 18:1-CoA se
transferian a la posicion sn-2 de la PC por la accion de la 18:1-CoA lisofosfatidilcolina
aciltransferasa, siendo el 1-palmitil(estearil)-2-oleil-PC el sustrato mayoritario (Murphy et
al., 1985). Posteriormente esta molécula se convertia en 1-palmitil(estearil)-2-linoleil-PC
por la accién de la A12 desaturasa, por lo que tanto la transferencia del oleil como su
posterior desaturacion ocurrian en la posicidn sn-2 de la PC, existiendo un acoplamiento
funcional entre la aciltransferasa y la oleil-PC desaturasa. Ademas se comprobd que una
vez que se producia la desaturacion del oleil esterificado en la posicion sn-2 de la PC, el
linoleato formado, mediante un mecanismo de intercambio de acilos, pasaba al conjunto
de acil-CoA celular para ser posteriormente utilizado de forma selectiva en la acilacién del
glicerol-3-fosfato y continuar en la ruta biosintética de los TAG. Segin estos resultados,

el intercambio de acilos entre los acil-CoA y la PC parece jugar un importante papel en
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controlar los acidos grasos insaturados C;s que estan disponibles para la sintesis de aceite

durante el desarrollo de la semilla (Stobart et al., 1983).

Actividad ODS durante el desarrollo de semilla.

La sintesis del 18:2 en semillas oleaginosas no ocurre de forma constante durante la
formacién de una semilla sino que en una determinada etapa del desarrollo se produce un
aumento de la sintesis de este acido graso, debido a un aumento de la actividad ODS.
Estudios sobre dicha actividad a lo largo del desarrollo de la semilla de girasol (Garcés y
Mancha, 1991) indicaban que se producia un fuerte aumento de la actividad ODS durante
el desarrollo de la semilla alcanzando un maximo entre 16-20 DDF y disminuyendo

drasticamente a continuacion.

Efecto de la temperatura sobre la actividad ODS.

El contenido de los 18:1 y 18:2 de un aceite se ve muy afectado por la temperatura de
crecimiento de la planta, de manera que un descenso de la temperatura provoca un
aumento en el contenido de 18:2. En semillas de soja y lino (Slack et al., 1978) y de
girasol (Garcés et al., 1992) se estudio el efecto de la temperatura sobre el nivel de ambos
acidos grasos y se observo que cuando semillas de plantas cultivadas a una temperatura de
20°C se transferian durante 24 h a 10°C se producia un aumento en la relacion 18:2/18:1
tanto en TAG como en PC.

Ensayos de la actividad ODS a diferentes temperaturas indicaron que la temperatura baja
estimulaba dicha actividad bien por activacion de la enzima o por induccion de la sintesis.
Tras ensayar la actividad en presencia o ausencia de cicloheximida (un inhibidor de la
sintesis de proteinas) se observé que la actividad ODS era mucho menor en presencia de
cicloheximida luego estos resultados indicaban que la estimulacién de la actividad ODS
por la baja temperatura era una consecuencia de un aumento en la sintesis de novo de la
enzima (Garcés et al., 1992).

También parecia existir una importante relacion entre la actividad ODS y el
mantenimiento de la fluidez de membrana relacionado a su vez con la aclimatacion de las
plantas a los cambios de temperatura ambiental. Aunque Stymne y Stobart en 1985
estudiando la actividad ODS en semillas de cartamo no encontraron ninguna evidencia de

que dicha actividad estuviera regulada por un cambio en la fluidez de las membranas
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microsomales, parece ser, sin embargo, que existe una relacion entre estos dos hechos. En
Synechocystis (Vigh et al., 1993) el gen desA codifica para una desaturasa de acil-lipidos
(al igual que la ODS de plantas superiores) que introduce también un doble enlace entre
Ci2-C13. Se observd que al producir un aumento “artificial” de la saturacion de la
membrana mediante hidrogenacion, disminuyendo de esta manera la fluidez de
membrana, se estimulaba la expresion del gen des4. Por tanto, segun estos resultados
parece ser que el cambio producido en el nivel de transcritos de la ODS al descender la

temperatura esta regulado por la fluidez de membrana.

b) Biosintesis de acido linolénico.

El 4cido a-linolénico (18:3A9¢,12¢,15¢) es el acido graso mas abundante en la
naturaleza ya que es el principal componente de las membranas tilacoidales de los
cloroplastos, representando el 65% de los acidos grasos de los lipidos de la hoja. Sin
embargo, a pesar de su importancia se conoce poco sobre su biosintesis debido a la
dificultad para obtener fracciones subcelulares activas donde estudiar su formacion.

La sintesis del 18:3 se lleva a cabo a partir del 18:2 mediante la introduccion de un tercer
doble enlace entre los carbonos 15-16 en configuracion cis por la accién de otra
desaturasa de acil-lipido, la A15 6 ®3-desaturasa, una enzima unida a membrana.

Existen dos posibles sustratos para la A15 desaturasa, la PC extracloroplastica o el MGDG
cloroplastica (Lee y Guerra, 1994). Para llegar a esta afirmacién se realizaron
incubaciones de homogenados de semillas de soja con ['*C]18:2 (Stymne y Appelqvist,
1980) y se observé que la acumulacion de [**C]18:3 ocurria principalmente en la PC a la
vez que disminuia el nivel de [**C]18:2. Ademas cuando incubaban hojas de cebada con
[**C]oleil se encontré [**C]18:3 en la PC, aunque en cantidades muy pequefias, antes que
en el MGDG. Por tanto estos autores excluian cualquier papel del MGDG en la
desaturacion del acido linoleico.

Sin embargo cuando las incubaciones de hojas se hacian con [**C]acetato, el linolenato
marcado se acumulaba en los MGDG (Bolton y Harwood, 1978), indicando un importante
papel de este glicolipido en la desaturacion del 18:2. Incubaciones de hoja de Vicia faba
con "*CO, (Lem y Williams, 1981) confirmaban el papel del MGDG en la desaturacion
del 18:2 aunque no excluian la desaturacién en la PC. Utilizaron para sus ensayos un

herbicida que inhibia la desaturacion del 18:2-MGDG, sin embargo, observaban que dicha
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inhibicion no era absoluta y que se encontraban pequefias cantidades de 18:3 radiactivo,
por lo que debian existir, al menos, dos sitios de sintesis de 18:3 de los que sélo uno se
inhibia por el herbicida. Ellos proponian a la PC extracloroplastica como un segundo lugar
de sintesis de 18:3 de manera que el 18:1 que se esterificaba a la PC podia sufrir dos
desaturaciones secuenciales formando 18:2 y 18:3. Estos acidos se transferirian desde la
PC y en forma de DAG hasta la envuelta del cloroplasto donde mediante una reaccion de
galactosilacion formaria MGDG. De esta forma, al existir dos rutas de sintesis de 18:3 se
sintetizarian grandes cantidades de MGDG que se requieren para formar las membranas
tilacoidales.
Por tanto las reacciones enzimaticas serian (Mazliak, 1994):
1) En las membranas del reticulo endoplasmico:

Linoleil-PC + O, + NADH + H" ——— Linolenil-PC +2 H,0 + NAD"

2) En las envueltas cloroplasticas:
Linoleil-MGDG + O, + NADPH + H' + Fd reducida ——
linolenil-MGDG + 2H,0 + NADP" + Fd oxidada

Ademas del a-linolénico (A9,12,15) existe otro isdbmero, el y-linolénico (A6,9,12) al que
se le atribuyen importantes beneficios para la salud. Este acido graso poliinsaturado es
muy abundante en animales mientras que s6lo se encuentra en algunas especies vegetales
como Oenothera biennis 6 Borago officinalis. En esta ultima especie se estudio la sintesis
del y-linolénico utilizando sustratos radiactivos, comprobandose que la sintesis se lleva a
cabo a partir del 2-18:2-PC sobre la que actia una nueva desaturasa, la A6-desaturasa, una
enzima también microsomal que introduce un doble enlace entre los carbonos 6 y 7

(Stymne y Stobart, 1986).

1.2.2. Elongacion de los acidos grasos. Biosintesis de acidos grasos muy largos.

Se consideran acidos grasos muy largos (AGML) aquellos que tienen 20 atomos de

carbono o mas. Normalmente se encuentran formando parte de las superficies protectoras de

plantas tales como ceras, cutinas, suberinas, etc..aunque también hay algunas semillas

oleaginosas que acumulan grandes cantidades de AGML, generalmente con menos de 24
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carbonos, tanto saturados como insaturados normalmente con una sola insaturacion. Los
AGML entre 24-30 carbonos se suelen encontrar como ésteres de ceras (Gunstone, 1994).
Dentro de las especies que acumulan AGML saturados se encuentran Nephelium lappaceum y
Scheleichera trifuga que acumulan 4cido araquidico (20:0), 35% y 30% respectivamente.
Lophira alata y Lophira procera acumulan &cido behénico (22:0), 30% y 20%
respectivamente.

Son mas abundantes las especies que acumulan AGML insaturados, como es el caso del acido
erticico (22:1A13¢) que se acumula en semillas de colza (Brassica napus) llegando a un 49%,
la mostaza (Brassica alba) un 43% 6 Crambe abyssinica un 56%. Limmanthes alba acumula
hasta un 69% de AGML, incluyendo 20:1(A11), 22:1 (A13) y 22:2 (A5,13); Lunaria annua
acumula un 43% de 22:1 y un 25% de 24:1 6 el género Tropaeolum, que acumula 25% de
20:1 y un 65% de 22:1 (Gunstone et al., 1994).

Las enzimas que sintetizan estos AGML son la elongasas, unas enzimas presentes en la
fraccion microsomal que llevan a cabo la elongacion de los acidos grasos a partir de acil-CoA
y malonil-CoA. Los AGML monoinsaturados se suelen sintetizar a partir del 18:1-CoA y
malonil-CoA como ocurre en Lunnaria annua (Fehling y Mukherjee, 1991) o Tropaeolum
majus (Pollard y Stumpf, 1980a) aunque en otros casos la insaturacion se introduce
posteriormente, como es el caso de Limmanthes alba (L. alba) donde una vez que el acido
graso se exporta al citoplasma actuaria una AS-desaturasa sobre el 22:0 (Pollard y Stumpf,
1980b).

Estas enzimas presentan cierta especificidad de sustrato, asi por ejemplo en Lunnaria alba
(Fehling y Mukherjee, 1991) se observd que la acil-CoA elongasa a pesar de que elongaba
tanto saturados (14:0 hasta 20:0) como monoinsaturados (14:1 hasta 22:1) la reaccion
transcurria mas rapidamente sobre los sustratos Cis y Czo. En puerro (Allium porrum) la
elongasa no utilizaba 18:1-CoA pero si 20:1 y 22:1, aunque se comprobé que no era una
propiedad intrinseca de la enzima ya que cuando se purificarla elongaba Ci,-Cz4 (Harwood,
1996).

En cuanto a la localizacion subcelular se ha estudiado en L. alba, donde parece existir un
sistema de elongacion para acil-CoA saturados, situado en el precipitado de 100.000g y otro
para insaturados en la fraccion de 15.000g. También en guisante en germinacién se han
encontrado dos elongasas separadas, la 18:0-CoA y la 20:0-CoA elongasas, pero localizadas

ambas en las membranas del reticulo endoplasmico (Harwood, 1996).
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1.2.3. Otras modificaciones explastidiales.
Los acidos grasos naturales con grupos funcionales diferentes al grupo carboxilo o a
las insaturaciones son inusuales aunque dentro de estos grupos las hidroxilaciones y

epoxidaciones son las mas frecuentes.

a) Hidroxilaciones.

Dentro de los hidroxiacidos el acido ricinoleico (18:1-OH) es el mas conocido. Se trata de
un acido graso monoinsaturado con el doble enlace entre los carbonos 9 y 10 en configuracion
cis, al igual que el acido oleico, pero con un grupo hidroxilo en el carbono 12 (12-
hidroxioctadec-9-enoato). El 18:1-OH es el componente mayoritario del aceite de semilla de
Ricinus communis, llegando a un 90% del total de acidos grasos. La enzima que produce la
hidroxilacion es la A-12 hidroxilasa, una enzima microsomal que en un principio se pensd
que utilizaba como sustrato el 18:1-CoA ya que al hacer incubaciones con ['*C]18:1-CoA
aparecia abundante [“*C]ricinoleil-CoA libre y 2-[**Clricinoleil- PC aunque en menor
cantidad. Posteriormente se comprobé que la 2-18:1-PC era su sustrato y que el ricinoleil-
CoA libre era el resultado de la accién de una fosfolipasa que eliminaba el ricinoleico de los
lipidos de membrana. La A-12 hidroxilasa requiere también NAD(P)H vy utiliza el citocromo

bs para llevar a cabo la reaccion de hidroxilacion (Bafor et al., 1991).

b) Epoxidaciones.

Los epoxiacidos se producen por oxidacion de ciertos acidos grasos insaturados,
siendo el més conocido el acido verndlico (acido 12,13-epoxi-9-octadecanoico) que debe este
nombre a que se decubri6 en Vermonia anthimintica donde representa un 72%, o en
Euphorbia lagascae donde alcanza un 58% (Gunstone et al., 1994). Se ha estudiado su
biosintesis y se ha determinado que el acido verndlico se forma por epoxidacion del doble
enlace A12 del 18:2 esterificado en las posiciones sn-/ y sn-2 de la PC. La enzima se localiza

en la fraccion microsomal y requiere citocromo bs para su actividad.
2. Biosintesis de glicerolipidos.

Las semillas oleaginosas durante su desarrollo acumulan lipidos de reserva que

posteriormente les serviran como fuente de energia para la germinacién. Estos lipidos de
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reserva basicamente estan formados por TAG, que representan alrededor de un 98% por lo

que el estudio de su biosintesis tiene un gran interés.

2.1. Biosintesis de los triacilglicéridos por la ruta del glicerol-3-fosfato.

La biosintesis de los TAG tiene lugar en el reticulo endoplasmico a través de la ruta del
glicerol-3-fosfato, también conocida como rufa de Kennedy (figura 10) en honor a su
descubridor. Esta ruta biosintética se describié en primer lugar en animales y posteriormente
se encontré también en plantas. La sintesis se realiza a partir del glicerol-3-fosfato (G-3-P) y
los acil-CoA procedentes de la sintesis intraplastial de 4acidos grasos en varias etapas
secuenciales en las que diferentes moléculas de acil-CoA se van distribuyendo de forma “no
aleatoria” en las tres posiciones del G-3-P. Esta distribucion no azarosa de los acil-CoA se
debe a que las enzimas que intervienen muestran diferentes especificidades por los acil-CoA
(Gurr y Harwood, 1991).

La ruta biosintética se puede dividir en varias fases o etapas:

a) Formacion del acido fosfatidico

La sintesis del acido fosfatidico (PA) ocurre en dos pasos:
1. G-3-P + Acil-CoA — Acido 1-acil-lisofosfatidico

2. Acido 1-acil-lisofosfatidico + Acil-CoA —— Acido fosfatidico

Las enzimas que median estos dos pasos son dos aciltransferasas, la acil-CoA:sn-glicerol-3-P
aciltransferasa (o glicerol-3-P aciltransferasa; GPAT), que realiza la primera acilacion,
transfiriendo un acil-CoA a la posicion sn-1 del G-3-P, y la acil-CoA:sn-I-acilglicerol-3-P
aciltransferasa (6 lisofosfatidil aciltransferasa; LPAAT) que lleva a cabo la transferencia de
un segundo acil-CoA a la posicion sn-2 del acido lisofosfatidico (Stymne y Stobart, 1987).

La seleccion de los acil-CoA que se van a esterificar en estas posiciones no es al azar sino que
las enzimas muestran cierta especificidad. En semillas de cartamo (Griffiths et al., 1985) y
girasol (Stymne y Stobart, 1984) se habia observado que la GPAT aunque utilizaba todos los
sustratos mostraba preferencia por acidos grasos saturados, especialmente por 16:0y 18:0. La
actividad LPAAT, sin embargo, si mostr6 una fuerte preferencia por &cidos grasos
insaturados, 18:1 y 18:2, y una total exclusion de los saturados (Griffiths et al., 1985).

En microsomas de Cuphea lanceolata, una planta que acumula cerca de un 80% de acido

caprico (10:0) se observé que cuando se hacian incubaciones de microsomas con diferentes
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[**Clacil-CoA (Ci00-CoA hasta Ci3,-CoA), tanto la GPAT como la LPAAT mostraban
preferencia por el 10:0-CoA sobre el resto de los sustratos utilizados (Bafor et al., 1990). En
semilla de palma, que acumula un 52% de 12:0 en los TAG, de los que el 62% esta
esterificado en la posicion sn-2, la LPAAT mostraba una mayor selectividad hacia el 12:0-
CoA que hacia otros sustratos (Oo y Huang, 1989). Por otro lado, en este
'C(16:0, 180, 18:1, 18:2)
(18:2, 18:1)%C

; *C(16:0, 18:0, 18:1, 18:2)
C(16:0, 18:0, 18:1, 18:2)

(182, 18:1)3¢ Triacilglicerol
I
P
: + acil-CoA
* Acido fosfatidico VI *
'C(16:0, 180, 18:1, 18:2) 1C(16:0, 18:0, 18:2)
I (182, |x:|)2(|: Diacilglicerol ’C(182)
3¢ I\ / 3&
'(|:(16:0, 180, 18:1, 18:2) v
2c v >
+ acil-CoA C(16:0, 18:0, 18:1, 18:2)
3(‘: '_P m
(182, 18:1) ’C
Acido lisofosfatidico 3é
I
: &
I
20 :
| + acil-CoA
T=-p

Glicerol-3-fosfato

Figura 10. Ruta del glicerol-3-fosfato (o ruta de Kennedy) para la biosintesis de triglicéridos.
I) acil-CoA:sn-glicerol-3-P aciltransferasa; II) acil-CoA:sn-1-acilglicerol-3-P aciltransferasa;
II) 3-sn-fosfatidato fosfohidrolasa; IV) colina fosfotransferasa; V) oleil-fosfatidilcolina
aciltransferasa;VI)  acil-CoA:lisofosfatidilcolina  aciltransferasa;  VII)  diacilglicerol
aciltransferasa (Stymne y Stobart, 1987).

mismo trabajo estudiaron la actividad LPAAT en semillas de colza, las cuales acumulan un
40% de acido ertcico (22:1A13¢) en su aceite. Observaron como la actividad LPAAT era

incapaz de utilizar el 22:1-CoA cuando se le suministraba como sustrato. Sin embargo estos
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resultados estan de acuerdo con el hecho de que aunque las semillas de colza acumulen 40%

de 22:1 sdlo se esterifica en las posiciones sn-1, 3 de los TAG.

b) Sintesis de diacilglicéridos.
La enzima fosfatidato fosfatasa (3-sn-fosfatidato fosfohidrolasa) es la responsable de la
hidr6lisis del enlace que une el fosfato a la posicion sn-3 del PA, liberando de esta forma

fosfato inorganico y sintetizando los diacilglicéridos.
Acido fosfatidico —— Diacilglicérido + P;

En semillas de cartamo (Ichihara et al., 1989) se han encontrado dos fosfatidato fosfatasas
(FF) diferentes, una soluble y otra unida a membrana, pero ambas dependientes de Mg2+.
Determinaron cuél era la velocidad con la que liberaba el DAG a fin de averiguar si esta
enzima limitaba de alguna manera la tasa de acumulacién de TAG, llegando a la conclusiéon
de que el potencial de la enzima era suficiente para mantener dicha tasa de acumulacioén por lo
que no parecia ser el paso limitante en la sintesis de TAG. También se estudio si la
especificidad de la FF afectaba a la composicion de acidos grasos de los TAG. Tanto la FF
microsomal de semilla de cartamo como la de cloroplastos de hoja de espinaca preferian los
PA diinsaturados (tanto dioleil como dilinoleil) sobre las moléculas 1-palmitil-2-oleil. Las
moléculas disaturadas, sin embargo, se defosforilan a una tasa muy baja por lo que la FF
selecciona contra dichas especies disaturadas. Sin embargo a pesar de la especificidad
mostrada in vifro hay que tener en cuenta que debido a las especificidades de GPAT y
LPAAT los PA sintetizados in vivo son del tipo diinsaturados 6 1-saturado-2-insaturado pero
nunca disaturados por lo que la selectividad de la FF contra las moléculas disaturadas
probablemente no ocurra in vivo. Por tanto seglin estos resultados parece ser que la accion de

la FF no afecta, o muy poco, a la composicion de acidos grasos de los TAG (Ichihara, 1991).

c) Sintesis de triacilglicéridos.

La diacilglicerol aciltransferasa (DAGAT) es la enzima que cataliza la ultima acilacion,
esterificando un tercer acilo en la posicion sn-3 de la molécula de DAG para sintetizar los
TAG. Los DAG son los precursores comunes de la mayoria de los lipidos de membrana

extracloroplasticos, PC y PE, asi como de los TAG. Por tanto la DAGAT puede ser la enzima
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clave para la canalizacion de los acidos grasos hacia la sintesis de lipidos de membrana 6 de
reserva.

En cuanto al estudio de la especificidad de sustrato de esta enzima se hicieron ensayos en
semillas de cartamo (Ichiahara et al., 1988) utilizando una mezcla de diferentes acil-CoA y se
observo que la enzima no mostraba preferencia por ninguno de los sustratos. Estos resultados
sugerian que la composicion de la posicion sn-3 de los TAG de cartamo dependia
exclusivamente de la composicion de los acil-CoA de la célula. También observaron que esta
enzima tenia una actividad baja en comparacion con las otras dos aciltransferasas por lo que
esta reaccion parecia ser el paso limitante en la sintesis de TAG in vivo.

En semillas de girasol (Wiberg et al., 1994) se obtuvieron resultados diferentes ya que por un
lado se observo que la DAGAT mostraba preferencia por el 16:0-CoA en detrimento del 18:0-
CoA cuando se utilizaba una mezcla equimolar de 16:0-CoA, 18:0-CoA y 18:1-CoA, y
ademas la actividad de la DAGAT era comparable a la de las otras dos aciltransferasas por lo
que no parecia ser el paso limitante. En este mismo trabajo estudiaron la actividad DAGAT en
semillas de especies vegetales que acumulaban &cidos grasos inusuales como Cuphea
procumbens 'y Ricinus communis que acumulan grandes cantidades 10:0 y 18:1-OH
respectivamente en sus TAG. La DAGAT de ambas plantas utilizaban selectivamente DAG y
acil-CoA con 10:0 y 18:1-OH respectivamente, por lo que estos resultados apoyaban la idea
de que la DAGAT jugaba un papel crucial en la canalizacion de acidos grasos inusuales hacia
los TAG y su exclusion de los lipidos de membrana.

En el caso de semillas que acumulan AGML la DAGAT desempefiaba también un importante
papel. En Lunaria annua, una crucifera que acumula grandes cantidades de AGML
monoinsaturados (22:1 y 24:1) en sus TAG se observd que al analizar las moléculas
intermediarias en la sintesis de TAG, tales como PA y DAG, éstas contenian s6lo cantidades
pequefias de AGML ya que éstos se esterificaban casi exclusivamente en la posicion sn-3 de
los TAG. Luego segun estos resultados seria la DAGAT la enzima que selectivamente
esterificaria los AGML a la posicion sn-3 de los TAG (Fehling y Mukherjee, 1990).

2.1.1. Participacion de la PC en la sintesis de TAG. Interconversion de DAG y PC.

La PC juega un papel muy importante en la sintesis de los TAG teniendo una doble
participacion: 1) por un lado existe un intercambio de acilos entre los acil-CoA y la posicion

sn-2 de la PC, ya explicado anteriormente, de manera que los 18:1-CoA se esterifican en esta
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posicion sn-2 vuelve al conjunto de acil-CoA celular mediante la accion de la acil-
CoAlisofosfatidilcolina aciltransferasa en sentido inverso (Stymne y Stobart 1984a). Con este
mecanismo de intercambio de acilos los acil-CoA se van enriqueciendo en acidos grasos
poliinsaturados, especialmente en 18:2-CoA, por lo que existe una mayor disponibilidad de
18:2-CoA para la sintesis de TAG; y 2) se ha demostrado la existencia de una interconversion
entre la PC y los DAG mediante ensayos in vivo con cotiledones de semillas oleaginosas en
los que el [*H]glicerol de la PC aparecia en los TAG, sugiriendo un movimiento de glicerol
desde la PC hasta los TAG (Slack et al., 1978).

Posteriormente en microsomas de cartamo (Stobart y Stymne, 1985) se observé que tanto el
glicerol como los acilos unidos a la PC se intercambiaban con los DAG sintetizados a partir
del PA. También se vio que la reaccion de interconversion PC-DAG era reversible y de esta
forma los DAG, que contenian 18:1, se transformaban en PC para desaturar el 18:1,
produciéndose a continuacion la reaccion de interconversion pero en sentido inverso, con lo
que habria una mayor disponibilidad de DAG poliinsaturados para la sintesis de TAG. Tras
realizar ensayos enzimaticos en microsomas de cotiledones de cartamo (Slack et al., 1985) se
observd que una enzima, la colinafosfotransferasa, podia catalizar la reaccion de
intercoversion DAG-PC en ambos sentidos, es decir, que a partir de [*CDP]colina y DAG
sintetizaba ["*CDP]PC, sin mostrar preferencia por ninguna especie molecular de DAG en
especial, y que al suministrarle PC doblemente marcada era capaz de producir DAG y CDP-
colina.

Stymne y Stobart en 1985 habian observado que a partir de la PC se producia sintesis de TAG
en ausencia de acil-CoA por lo que podia existir otra manera de sintetizar TAG ademas de la
conocida. Teniendo en cuenta esta idea recientemente se ha propuesto una hipétesis para
intentar explicar estos resultados. Segun dicha hipotesis (Stobart et al., 1997) puede
producirse una reaccion de transacilacion entre dos moléculas de DAG de manera que se
obtendria una molécula de TAG y un MAG, siendo esta reaccion reversible y pudiendo
ocurrir en ambos sentidos. Dichas transcilaciones in vivo pudieran tener su importancia
biologica si se considera que de esta forma los oleil esterificados en TAG podria tener una
“4ltima oportunidad” para desaturarse y asi enriquecer ain mas los TAG en éacidos grasos
poliinsaturados. Asi por ejemplo, una molécula de TAG podria reaccionar con un MAG para
dar dos DAG que rapidamente se transformarian en PC sobre las que podrian actuar las

desaturasas.
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2.2. Biosintesis de glicerofosfolipidos.

La molécula central a partir de la cual se produce la sintesis de los fosfolipidos es el
acido fosfatidico (PA) que se sintetiza por acilacion del glicerol-3-fosfato. El PA sirve como
intermediario para la sintesis de la mayoria de los glicerofosfolipidos (figura 11):

a) Fosfatidilcolina- La sintesis de la PC fue la primera que se clarificé debido a que es uno de

los fosfolipidos mas importantes. Se sintetiza a partir del DAG que se obtiene por la
defosforilacion del PA. La colina puede proceder de varias rutas pero todas relacionadas con
el metabolismo de las proteinas. En primer lugar se produce la fosforilcolina por fosforilacion
de la colina con ATP por la accion de la enzima colina kinasa. A continuacidn intervienen
otras dos enzimas, la colinafosfato citidiltransferasa y la 1,2-diacilglicerol:colina
Josfotransferasa. Mientras que la colina kinasa es soluble la citidiltransferasa se ha
encontrado tanto en el citosol como en el reticulo endoplasmico. La citidiltransferasa parece
ser la enzima limitante en la sintesis de la PC por lo que su regulacion es de gran importancia
(Gurr y Harwood, 1991).

La PC se puede sintetizar por otra ruta diferente, a partir de la triple metilacion de la PE
usando S-adenosilmetionina como donador por medio de la actividad fosfatidiletanolamina-
N-metiltransferasa.

b) Fosfatidiletanolamina- La sintesis de la PE ocurre de forma analoga a la de la PC, es decir,

por una serie de reacciones sucesivas llevadas a cabo por la etanolamina kinasa, etanolamina
Josfato citidiltransferasa y etanolamina fosfotransferasa. Al igual que en la sintesis de la PC
la citidiltransferasa parece ser el paso limitante.

Este fosfolipido se puede formar también por la descarboxilacion de la fosfatidilserina por la
accion de la enzima fosfatidilserina descarboxilasa (Harwood, 1989).

c) Fosfatidilserina- Cuantitativamente se trata de un glicerofosfolipido minoritario. La

principal ruta de biosintesis es por sustitucion de la colina 6 etanolamina por la serina.
Parecen ser dos las enzimas que intercambian los grupos: una enzima que cambiaria
colina/etanolamina por serina, y una segunda enzima especifica para la fosfatidiletanolamina
como donador del grupo fosfatidil. Estas actividades que intercambian los grupos se
encuentran en la fraccion microsomal (Longmuir, 1993).

d) Fosfatidilglicerol- El fosfatidilglicerol es el fosfolipido mayoritario de las membranas

tilacoidales del cloroplasto, sintetizindose a partir del CDP-DAG en dos etapas: 1)
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Figura 11. Biosintesis de glicerofosfolipidos. (1) colina kinasa; (2) colinafosfato
citidiltransferasa; (3) 1,2-diacilglicerol:colina fosfotransferasa; (4) etanolamina
kinasa; (5) etanolaminafosfato citidiltransferasa; (6) etanolamina fosfotransferasa; (7)
fosfatidilserina descarboxilasa; (8) fosfatidiletanolamina:serina fosfatidiltransferasa;

(9) fosfatidiletanolamina-N-metiltransferasa;

(10) fosfatidato fosfatasa,

(11)

fosfatidato:CDP-diacilglicerol citidiltransferasa; (12) fosfatidilinositol sintetasa; (13)

fosfatidilglicerol fosfato sintetasa;
Harwood, 1991).

(14) fosfatidilglicerol fosfato fosfatasa (Gurr y
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combinacion del CDP-DAG con G-3-P para formar fosfatidilglicerol-3-fosfato (PGP); 2)
hidrolisis del PGP para formar el fosfatidilglicerol (PG). El glicerol se une al fosfato en la
posicion sn-1. Esta ruta biosintética a partir del CDP-DAG se ha encontrado en procariotas,

levaduras, células animales y plantas. La ruta de sintesis es la siguiente:

CDP-DAG + G-3-P > PGP * PG+P;

e) Fosfatidilinositol- La biosintesis del PI se ha estudiado con detalle en levaduras y en

células animales donde tiene un importante papel como precursor de mensajeros celulares. En
plantas se encuentra formando parte de las membranas celulares pero es un lipido minoritario.
Al igual que el PG, el PI se sintetiza a partir del CDP-DAG al que se le une una molécula de
inositol por la accidén de la fosfatidilinositil sintetasa, formandose el PI (Gurr y Harwood,
1991). En levaduras y animales el PI puede fosforilarse de forma secuencial al reaccionar con
ATP formandose derivados fosforilados (PI-4-P y PI-4,5-BP), por la accién de dos enzimas
kinasas asociadas a membrana. Posteriormente actuaria una fosfolipasa C especifica que
formaria 1,4,5-trifosfato y DAG, dos moléculas que actuarian como segundos mensajeros

(Longmuir, 1993).

2.3. Biosintesis de galactosilglicéridos.

Los galactosilglicéridos 6 galactolipidos (GaLP), MGDG y DGDG, son los
constituyentes mayoritarios de las membranas tilacoidales del cloroplasto representando un
75% del total de los lipidos tilacoidales (50% y 25% respectivamente). Dado que dichas
membranas cloroplasticas contienen cerca del 70% de los lipidos de hojas, los galactolipidos
son cuantitativamente los lipidos de membrana mas importantes de la naturaleza.

Los GaLP se sintetizan en los cloroplastos, en el caso de tejidos fotosintéticos, 6 en los
plastidios, en los tejidos de reserva. La biosintesis de los GaLP ocurre por la transferencia
secuencial de dos moléculas de galactosas a partir de la UDP-galactosa por medio de dos
galactosiltransferasas, sintetizandose primero el MGDG y posteriormente el DGDG. Las

reacciones ocurren de la siguiente forma (Harwood, 1989):

a) 1,2-Diacilglicerol + UDP-galactosa —— Monogalactosildiacilglicerol + UDP

51



Introduccion

b) Monogalactosildiacilglicerol + UDP-galactosa — Digalactosildiacilglicerol + UDP

Las dos galactosilaciltransferasas muestran ligeras diferencias en sus caracteristicas
enzimaticas ya que la primera forma enlaces a-glicosidicos y la segunda -glicosidicos.

Los GaLP de hojas se caracterizan por tener un alto contenido en &cidos grasos
poliinsaturados (16:3 6 18:3), clasificandose las plantas como “plantas 16:3” 6 “plantas 18:3”.
Asi por ejemplo, la espinaca (Spinacia oleracea) es una “planta 16:3” que posee en los GaLP

de hojas acidos grasos C;s en posicion sn-/ y Ci en sn-2 y utiliza para la sintesis DAG

cloroplastico.
PROCARIOTICA EUCARIOTICA
DG (18:1/16:0) DG (18:2/18:2)
UDP-Gal UDP-Gal
: Ubp 1 lG UDP
®3,6,9
MGDG (18:3/16:3) <l MGDG (18:1/16:0) UDP MGDG (18:2/18:2) -MGDG (18:3/18:3)
MGDG MGDG
\_ DG
DGDG (18:3/16:0) 4";6_ DGDG (18:1/16:0) DGDG (18:2/18:2) -DGDG (18:3/18:3)
UDP-Gal

DGDG (16:0/18:3)

Figura 12. Esquema simplificado de la sintesis de galactolipidos por las rutas pro- y
eucari6tica.  Abreviaturas para las enzimas: 1, UDP-Gal:diacilglicerol
galactosiltransferasa; 2, galactolipido:galactolipido galactosiltransferasa; ®3,6,9, 3,
06, 09 desaturasas (Heemskerk et al., 1991).

Esta es la tnica clase de GaLP que existe en cianobacterias por lo que se ha considerado como
producto de una ruta procaridtica residual de sintesis de glicerolipidos en plantas superiores
por lo que se denomina “ruta procariotica” (Gardiner et al., 1984). Las especies moleculares
predominantes son MGDG (18:3/16:3) y DGDG (18:3/16:0) (Heemskerk et al., 1991).

Las “plantas 18:3”, como el girasol, poseen 4cidos grasos Cis tanto en sn-/ como en sn-2, y el
DAG que utiliza en este caso es extracloroplastico y proviene directamente de la PC,

denominandose por ello “ruta eucaridtica”. Las especies moleculares predominantes tanto
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para MGDG como DGDG son 18:3/18:3 aunque algunos DGDG son del tipo 16:0/18:3 y
otras especies moleculares minoritarias poseen 18:2 (Heemskerk et al., 1991) (figura 12).

Mientras que ambas rutas operan simultaneamente en las “plantas 16:3” produciendo una
mezcla de especies moleculares de GaLP, en las especies vegetales mas avanzadas,
pertenecientes al tipo “plantas 18:3”, la ruta procariotica parece estar abandonada por lo que

los GaLP tendran una composicién mas simplificada (Harwood, 1989).
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V. BIOSINTESIS DE LOS LiPIDOS DE RESERVA DURANTE EL DESARROLLO
DE LA SEMILLA

1. Sintesis activa de lipidos de reserva.

La sintesis de TAG de reserva en semillas oleaginosas no ocurre de forma gradual y
constante durante la formaciéon de la semilla sino que hay una etapa especifica de
acumulacion rapida de lipidos que se inicia solo cuando ha transcurrido aproximadamente la
cuarta parte del desarrollo de la semilla. Durante dicha etapa de sintesis activa de lipidos se
produce un aumento drastico de la tasa de biosintesis de AG debido a un incremento de
determinadas actividades enzimaticas implicadas en la ruta de biosintesis.

En semillas de cartamo (Hill y Knowles, 1968) se habia observado un incremento muy rapido
del contenido lipidico de la semilla entre 10-15 DDF alcanzando un maximo a los 25 DDF.
Otros autores habian determinado, también en semillas de cartamo, que el contenido lipidico
en semillas inmaduras (0-10 DDF) era menor del 2%, mientras que la mayor acumulacion de
TAG se producia entre los 14-18 DDF a una tasa de 1,5 umol por semilla y por dia. A los 20
DDF el contenido de TAG era de 10 umoles por semilla manteniéndose constante en etapas
posteriores aunque se observaba un aumento del porcentaje de TAG debido a la pérdida de
humedad (Ichiahara y Noda, 1980).

En semillas de soja en desarrollo también habia una etapa donde la sintesis de TAG era
maxima, entre los 19-50 DDF, siendo la tasa de acumulacion lipidica mucho mas lenta en
etapas posteriores (Garcia et al., 1988; Privett et al., 1973).

En semillas de girasol entre los 14-18 DDF se producia una importante acumulacién de
lipidos, pasando de un 16% a un 50% de aceite /peso seco de semilla desde los 14 DDF hasta
los 18 DDF. A partir de este momento y hasta que alcanza la madurez fisiologica (a los 35
DDF) el contenido de aceite se mantenia mas o menos constante (Robertson et al., 1978).
Otros autores habian descrito una etapa mas amplia de acumulacion de aceite, comenzando a
los 10 DDF hasta los 20 DDF produciéndose solo un pequefio incremento en el contenido de
aceite en etapas posteriores (Monga et al., 1983; Luthra et al., 1991; Garcés et al., 1989). Por
otro lado la sintesis de los diferentes componentes de los lipidos de semilla (TAG y LP)
ocurre en etapas diferentes, ya que por ejemplo en semillas mas jovenes (menos de 8 DDF)
los TAG solo representaban un 50% de los LT, mientras que los LP llegaban a sobrepasar un

25%, sin embargo a partir de los 12 DDF aumentaba de forma importante la sintesis de TAG
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los cuales representaban un 87% de los lipidos totales de la semilla mientras que los LP s6lo
eran el 10%. A medida que la semilla va madurando aumentaban ain mas los TAG vy
disminuian los LP, llegando los TAG a representar hasta un 94% mientras que los LP s6lo un
2,7% delos LT de la semilla madura (Garcés et al., 1989).

Ensayos de incorporacién de [1-C'*Jacetato en semillas de girasol en formacion realizadas por
Monga et al. en 1983 habian obtenido similares resultados, de forma que en semillas muy
jovenes de menos de 10 DDF se producia una mayor incorporaciéon de radiactividad en LP
que en TAG, debido posiblemente a la sintesis de nuevas membranas, mientras que en
semillas de hasta 20 DDF existia una incorporaciéon muy importante de radiactividad en TAG

coincidiendo con el periodo de sintesis masiva de TAG en la semilla.

2. Almacenamiento de lipidos de reserva en el interior de los oleosomas.

Al examinar al microscopio electronico una semilla oleaginosa en fase activa de
acumulacion lipidica se pueden apreciar unas particulas esféricas que presentan una matriz
opaca y una capa densa a los electrones rodeando a la matriz. Estas particulas contienen en su
interior los lipidos de reserva que se han sintetizado durante el desarrollo de la semilla, por lo
que se les ha denominado cuerpos de aceite, oleosomas 6 esferosomas. Tienen forma esférica
y un diametro entre 0,2-2,5 um dependiendo de la especie vegetal.

Se pueden obtener preparaciones de oleosomas relativamente puras a partir de homogenados
de semillas los cuales contienen 92-98% de lipidos neutros, 1-4% de lipidos polares y 1-4%
de proteinas. Los lipidos neutros se encuentran formando parte de la matriz, son basicamente
TAG y como componentes minoritarios contiene DAG y acidos grasos libres. Los lipidos
polares se encuentran formando una monocapa de 2-6 nm de espesor que rodea la matriz de
TAG, mayoritariamente estan compuestos por PC y en cantidades menores por PS, PE y PL
Se disponen de forma que los grupos acilos hidrofébicos interaccionan con la matriz de TAG
y la parte hidrofilica est4 orientada al citosol. Las profeinas méas abundantes son las oleosinas,
unas proteinas exclusivas de los oleosomas, aunque también se encuentran citocromo ¢
reductasas y algunas lipasas (Gurr y Harwood, 1991).

En cuanto a las oleosinas son proteinas alcalinas de bajo peso molecular habiéndose
determinado su secuencia de aminoacidos en maiz, Brassica O soja. Poseen tres dominios
estructurales de los que el dominio central es hidrofobico y muy conservado en todas las

especies por lo que debe tener un papel importante (Huang, 1992). Las oleosinas parecen
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tener diversas funciones, entre ellas la de estabilizar a los oleosomas ya que al estar
embebidas en la monocapa de LP interaccionan con ellos y con la matriz de TAG formando
asi una barrera estable y cohesiva, ademas las oleosinas protegen la integridad de la

monocapa impidiendo que las fosfolipasas degraden los fosfolipidos (Murphy, 1993).

2.1. Biogénesis de los oleosomas.

Existen diferentes modelos que intentan explicar como ocurre la formacion de los

oleosomas. Uno de los modelos que se propusieron después de analizar los oleosomas de
semilla de ricino (Schwarzenbach, 1971), sugeria que los TAG parecian sintetizarse entre la
membrana interna y externa de una unidad de membrana, quedando “secuestrados” en el
espacio entre dos monocapas de LP. Finalmente seria la membrana externa la que
permaneceria dlrededor del oleosoma. A esta misma conclusion llegaron Moreau et al. en
1980 al estudiar también oleosomas de semillas de ricino, ya que observod que los niveles de
varios de sus componentes - lipidos, lipasa, citocromo ¢ reductasa y proteinas- aumentaban y
glisminuian de forma paralela durante la maduracion de la semilla mostrando un patron muy
similar, por lo que se propuso que el oleosoma completo se sintetizaba como una sola unidad
3} que ningin componente se afiadia 6 eliminaba durante el desarrollo.
Un segundo modelo proponia que los oleosomas no se originaban ya rodeados por una
membrana sino que cuando las semillas eran jovenes aparecian como “gotas” lipidicas y
posteriormente se rodeaban por una capa de reticulo endoplasmico rugoso (figura 13)
(Bergfeld et al., 1978).

RER Oleosinas

Figura 13. Modelo propuesto por Bergfeld et al. en 1978 para la ontogenia de oleosomas en
plantas. (A) Sintesis de TAG en el reticulo endoplasmico por la ruta de Kennedy; (B)
acumulacion de TAG en el espacio entre la bicapa lipidica; (C) eventualmente gotas de TAG
rodeadas por una monocapa de fosfolipidos se separa del RE para formar oleosomas
inmaduros; (D) los oleosomas inmaduros se rodean por RE rugoso y comienzan a recubrirse
por oleosinas; (E) oleosomas maduros rodeados por una cubierta de oleosinas (Murphy 1993).
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Otros modelos proponian que en primer lugar se formarian los oleosomas, constituidos
solamente por la matriz de TAG y una monocapa de LP, y posteriormente se unirian las
oleosinas Este modelo se planted después de aislar oleosomas de semillas inmaduras de
ciertas cruciferas y observar que practicamente no contenian proteinas, mientras que cuando
los oleosomas se aislaban de semillas maduras, entre 10-12% del peso correspondia a
proteinas, la mayor parte de las cuales eran oleosinas. Por tanto segin este modelo los
oleosomas se formaban inicialmente como una “gota” de TAG rodeados por una capa de
fosfolipidos y posteriormente se unirian las oleosinas que se sintetizaban en el RE. Sin
embargo este modelo no da explicacion alguna sobre como las oleosinas pasan del RE a los
oleosomas (Murphy, 1993).

Modelos mas recientes, sin embargo, proponen que las oleosinas se sintetizaban en los
n'bosomasl asociados al RE, aunque aparentemente no entrarian en el lumen del RE sino que a
medida que se sintetizan se irian disponiendo entre ambas capas de LP (figura 14) (Huang,
1992).

MADURACION POSTGERMINACION

AG
(PLASTIDIO)

RIBOSOMAS
LIBRES

Figura 14. Modelo de sintesis y degradacion de oleosomas en embriones
de maiz durante la maduracion de la semilla y la germinacion (Huang
1992).

58



Introduccién

3. Modificacion de la composicién de los lipidos durante la formacioén de la semilla.

La composicion de acidos grasos de los lipidos de semilla, determinada principalmente
por el genotipo de la planta, no se mantiene constante durante la formacion de la semilla sino
que a medida que la semilla va madurando los niveles de los diferentes acidos grasos varian,
debido a la expresion temporal especifica de las enzimas que participan en la sintesis de los
mismos. En este sentido se ha estudiado la variacion de la composicion de AG de los lipidos
de numerosas semillas oleaginosas. En soja (Privett et al., 1973; Cherry et al., 1983) los
porcentajes de 16:0 y 18:0 eran relativamente mas altos en estadios tempranos del desarrollo,
disminuyendo posteriormente, mientras que los porcentajes de 18:1 y 18:2 eran bajos
inicialmente pero incrementan a medida que la semilla maduraba, mientras que el 18:3
aumentaba rapidamente al principio y después disminuia. En canola también se estudi6 la
modificacién de los porcentajes de los AG durante la maduracion de la semilla (Rakow y
Mcgregor, 1975), produciéndose también una disminucion gradual de 16:0 y 18:0 durante la
maduracion. El 18:1y 18:3 eran los 4cidos grasos que mas variaban, aumentando a partir de
los 14 DDF, mientras que el 18:2 disminuia ligeramente. En cartamo (Hill y Knowles, 1968)
también se observaba una disminucion de los saturados (16:0 y 18:0) y un importante
aumento de 18:2 a medida que la semilla avanza en su desarrollo. En girasol (Robertson et al.,
1978; Garcés et al., 1989) las modificaciones que se observaron coincidian con las de
cartamo, ya que los porcentajes de 16:0 y 18:0 disminuian gradualmente a medida que la
semilla maduraba, produciéndose a la vez un aumento progresivo de 18:2. Por tanto, parece
que la tendencia de las semillas oleaginosas durante su maduracion es disminuir el contenido
de saturados y aumentar el de insaturados, de ahi la consistencia liquida de los aceites

vegetales.

4. Efecto de la temperatura de cultivo sobre la composicion de acidos grasos de los
lipidos de semilla.

A pesar de que la composicién de AG de los lipidos de semilla viene determinada
principalmente por el genotipo, factores ambientales tales como la luz o la temperatura de
cultivo modifican también, en cierta medida, la composicion de un aceite. Dicho efecto se ha
estudiado en soja (Rennie y Tanner, 1989) analizando los lipidos de semillas desarrolladas a
15/12°C y a 40/30°C (dia/noche). A temperatura baja se observaba un ligero descenso del

porcentaje de 16:0 mientras que el 18:0 se mantenia constante. Los niveles de 18:1 y 18:2
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sufrian cambios mas importantes, aumentando el 18:2 y disminuyendo el 18:1 cuando la
temperatura era mas baja. En colza (Trémoliéres et al., 1982) los cambios de temperatura sélo
modificaban significativamente el porcentaje de 18:1, que aumentaba de forma importante al
subir la temperatura de cultivo. A diferencia de lo que ocurria en soja el porcentaje de 18:2 en
colza practicamente no variaba con la temperatura. En cartamo y ricino (Canvin, 1965) la
composicion de acidos grasos del aceite permanecia practicamente constante y no se veia
afectada por los cambios de temperatura, mientras que en lino los porcentajes de 18:2 y 18:3
aumentaban al bajar la temperatura, produciéndose a la vez una disminucién de 18:1.
También en girasol se habia estudiado con anterioridad la modificacion de la composicion del
aceite al variar la temperatura (Harris et al, 1978; Fernandez-Martinez et al,, 1986)
observandose un marcado incremento de los niveles de 18:2 junto con una disminucién de
18:1 al descender la temperatura de cultivo. Por tanto, el efecto de la temperatura es el mismo
en todas estas semillas oleaginosas, es decir, practicamente no se observan variaciones en los
porcentajes de AG saturados, mientras que, de forma general, se produce un aumento del

porcentaje de 18:2 al bajar la temperatura de cultivo.
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VL. UTILIZACION DE LA RESERVA LIPIDICA DURANTE LA GERMINACION
DE LA SEMILLA. DEGRADACION DE LOS OLEOSOMAS.

1. Disminucion de la reserva lipidica y sintesis de nuevos lipidos durante la germinacién.
Durante la germinacion de las semillas oleaginosas se produce la degradacion de los
lipidos de reserva acumulados durante el desarrollo de la semilla asi como la sintesis de
nuevos lipidos, fundamentalmente glicerofosfolipidos, para las nuevas membranas celulares
del tejido en desarrollo, y, en menor medida TAG.
En ricino, donde el proceso de germinacion de ha estudiado en detalle, se producia un
aumento importante del peso fresco del cotiledén entre 2-6 dias después de la siembra (DDS),
alcanzando un peso cuatro veces superior al de la semilla seca. Al mismo tiempo, el contenido
lipidico de la semilla se mantenia constante durante los dos primeros dias, disminuyendo
posteriormente de forma progresiva hasta que a los 7 DDS se habia consumido casi en su
totalidad (Muto y Beevers, 1974). En cartamo (Ichiara y Noda, 1980) también se producia un
fuerte incremento en el peso fresco del cotiledon, pasando de 17,5 mg/ semilla (a los 4 DDS)
a 214 mg/ semilla (a los 8 DDS). El contenido de TAG permanecia sin variar durante los dos
primeros dias de germinacion pero disminuia rapida y linealmente 1umol/ semilla hasta los 6
DDS. A la vez que los TAG se iban degradando se sintetizaban nuevos LP, tanto fosfolipidos
como galactolipidos. Respecto a los primeros el contenido total no variaba durante los dos
primeros dias aunque posteriormente aumentaban, sobre todo PC y PE, los cuales alcanzaban
un maximo a los 4 DDS, mientras que PG continuaba aumentando hasta los 8 DDS. También
habia una sintesis importante de MGDG y DGDG ya que estos dos lipidos se Nencuentran
formando parte de las membranas tilacoidales. También se ha estudiado la germinacién en
semillas de soja (Wilson y Kwanyuen, 1986) donde los lipidos totales disminuian desde 20,9
a 5,8 umol/cotiledon entre los 4 y 8 DDS. Durante ese periodo los TAG disminuian, pasando
de un 82% a un 58% de los LT (desde los 4 a los 8DDS), mientras que los LP aumentaban de
forma importante debido a nueva sintesis pasando de un 17 a un 40% de los LT en el mismo
periodo. A los 12 DDS el contenido de LT era de 3,1 umol/ cotiledon, de los que un 24% eran
TAG y un 71,8% LP. A pesar de que durante la germinacion fundamentalmente se sintetizan
fosfolipidos para las nuevas membranas también se produce sintesis de TAG como se
comprobd tras realizar incubaciones con ['*C]-acetato (Wilson y Kwanyuen, 1986, Harwood,.
1990).
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2. Degradacion de los oleosomas durante la germinacion.

Durante la germinacion de la semilla se produce la degradacion de los oleosomas y la
hidrélisis de los TAG de reserva, liberandose los acidos grasos que seran transformados en
carbohidratos necesarios para el desarrollo de la plantula. Las /ipasas son las enzimas que
hidrolizan los TAG, posteriormente los acidos grasos que se han liberado saldran del -
oleosoma y entraran en otro compartimento celular, los glioxisomas, donde se metabolizaran
hasta acetil-CoA a través de un proceso oxidativo denominado S-oxidacion. También en los
glioxisomas este acetil-CoA, mediante el ciclo del glioxilato, se transformara en malato que
servirda como fuente de oxalacetato para la gluconeogénesis. De esta forma las semillas en
germinacion son capaces de convertir el carbono de los lipidos almacenados en glucosa

(Huang, 1992).

2.1. Hidrdlisis de los TAG de reserva.

Las lipasas son las enzimas responsables de la degradacion de los TAG que estan
almacenados en el interior de los oleosomas, aunque no se sabe con certeza como es el
mecanismo de accion de estas enzimas.

La actividad lipasa se ha estudiado con gran detalle en semillas de ricino, las cuales acumulan
un 85% de 4cido ricinoleico (18:1-OH). En estas semillas se encontraron dos lipasas (Muto y
Beevers, 1974), una con pH optimo acido que estaba presente en la semilla seca, con gran
actividad durante los primeros dias de germinacion, y una segunda con pH 6ptimo alcalino
particularmente activa en un estadio posterior. La lipasa alcalina se encontraba asociada a la
membrana glioxisomal e hidrolizaba los MAG pero no los TAG mostrando cierta
especificidad dependiendo del acilo que estuviera esterificado al glicerol. Aunque no quedaba
resuelto como esta lipasa glioxisomal podia hidrolizar los lipidos situados en otro
compartimento celular, se ha pensado en la posibilidad de un contacto fisico entre los
glioxisomas y los oleosomas (Huang, 1992). La lipasa acida se localizaba en la membrana de
los oleosomas y aunque hidrolizaba los MAG en mayor medida también hidrolizaba tanto
DAG como TAG. Dado que la lipasa alcalina no actuaba sobre los TAG parecia que la
actividad de esta enzima dependia de la actividad previa de la lipasa 4cida. Ademas
concluyeron que dado que no se acumulaban acidos grasos libres parecia que la lipasa 4cida
no atacaba a los lipidos de reserva de los oleosomas antes del tercer dia de germinacion

cuando la actividad de la lipasa alcalina era ya apreciable. Sin embargo Donaldson en 1977 si
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observd una acumulacion de acido ricinoleico en semillas de ricino en germinacion llegando a
alcanzar un 30% de los lipidos totales después del sexto dia de germinacion. La acumulacion
de este acido graso parecia indicar que la actividad lipasa y la P-oxidacion no estaban
totalmente coordinadas en este tejido.

Ensayos de la actividad lipasa alcalina de semilla de ricino realizados posteriormente
utilizando su sustrato nativo (es decir, la triricinoleina) (Maeshima y Beevers, 1985) indicaron
que esta enzima si podia hidrolizar los TAG nativos, en contra de lo publicado anteriormente.
Estos autores también situaron la enzima asociada a la membrana del glioxisoma siendo
accesible al sustrato por el lado externo del glioxisoma.

En cuanto a la lipasa 4cida cuyo ph optimo era de 4,5-5 y aparecia en la semilla seca (solo
existia en semilla seca de ricino pero en ninguna otra especie vegetal), no estaba claro como
esta enzima no atacaba a los TAG durante la maduracién de la semilla. Ademas, esta
circunstancia unida al hecho de que el citoplasma celular esta a un pH mas cercano a la
neutralidad y que la enzima se inactivaba a un pH superior a ph 6.0, hacia pensar en la
posibilidad de que esta lipasa no desempefiara ningin papel en la lipolisis in vivo. En
oleosomas de semillas de ricino en los primeros estadios de germinacién se encontr6 una
lipasa que era activa a pH neutro, que se correspondia con el pH citoplasmatico, y ademas
estaba ausente en la semilla seca. Esta lipasa podia hidrolizar directamente TAG. Ademas en
otras semillas oleaginosas también se encontrd una lipasa asociada a la membrana del
oleosoma que era activa a pH neutro (Hills y Beevers, 1987).

Existe cierta controversia en cuanto a la hidrolisis de las diferentes especies moleculares de
los TAG durante la germinacidén, ya que por un lado algunos autores piensan que dicha
hidrolisis es al azar, sin que se observe ninguna variacion en la composicion de AG de los
TAG (Harwood, 1975), mientras que otros autores piensan que hay ciertas especies
moleculares que son preferentemente hidrolizadas debido a cierta especificidad de sustrato de
las lipasas. En semillas de soja en germinacion (Lin et al., 1982) se encontrd una lipasa
alcalina, ausente en semillas secas, que mostraba especificidad por sustrato ya que cuando se
le suministraban diferentes especies moleculares de TAG fundamentalmente hidrolizaba
monolinoleina, y en menor medida di- y trilinoleina, pero no podia hidrolizar trioleina,
triestearina ni tripalmitina. Sin embargo, posteriormente analizando los TAG residuales
durante la germinacion de semillas de soja se comprobd que las especies moleculares con AG

mas cortos se metabolizaban preferentemente a aquellas con AG mas largos, ademas de
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observarse una mayor hidrolisis de los TAG con AG saturados con respecto a especies
moleculares mas insaturadas (Yoshida, 1984). También en semillas de canola en germinacion
se encontraron dos lipasas, una asociada a los oleosomas (pH 6ptimo 9.0) y otra microsomal
(pH optimo 7.5), ésta ultima con especificidad por sustrato ya que mostraba una actividad de
2-4 veces superior sobre los TAG que contenian acidos grasos monoinsaturados (acidos
oleico y ericico) que sobre los que contenian acidos grasos saturados (Hills y Murphy, 1988).
Una vez que las lipasas han hidrolizado los TAG, cuando el periodo de germinacién ha
terminado, se puede observar en el citoplasma de las células de los cotiledones los oleosomas
vacios también llamados oleosomas “fantasmas” que siguen manteniendo su integridad

aunque no se conoce con exactitud cual sera su destino (Huang, 1992).
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VIL. MODIFICACION DE LOS LiPIDOS DE PLANTAS

1. Disponibilidad de aceites y grasas.

Los aceites y grasas juegan un importante papel en la nutricion humana debido a su
alto contenido energético. Aproximadamente el 90% de los aceites vegetales que se producen
se destinan al consumo humano, fundamentalmente a fabricacion de margarinas, pasteleria,
aceites de fritura 0 aceite de mesa, y s6lo el 10% restante tiene aplicaciones industriales como
lubricantes, pinturas, jabones ¢ detergentes. El hecho de que un aceite se destine o no al
consumo humano depende de sus propiedades, que vienen determinadas, en parte, por su
composicion de acidos grasos.

Los aceites vegetales destinados al consumo humano (soja, palma, colza, girasol, algodon,
cartamo...) se componen basicamente de 16:0, 18:0, 18:1, 18:2 y 18:3, en unas proporciones

determinadas que son caracteristicas de cada aceite (tabla 5).

Tabla 5. Composicion de acidos grasos de algunos aceites y grasas comestibles.

Aceite Composicion de acidos grasos (mol %)

16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
Algodon 222 2,5 17,8 55,2 -
Cacao 25,2 35,5 35,2 32 -
Cartamo 5,9 1,5 8,8 83,8 -
Canola 3.9 1,8 60,8 23,9 9.6
Girasol 5,9 41 21,5 67,5 -
Oliva 12,9 2.8 72,2 10,5 0,7
Palma 44,0 4,5 39,2 10,5 0,7
Soja 11,4 37 229 53,6 8,4

Como se observa en la tabla 5, a excepcion del aceite de palma y la manteca de cacao, los
aceites vegetales se caracterizan por su alto contenido en 4cidos grasos insaturados (60-90%),
fundamentalmente 18:1 y 18:2, y por tener un porcentaje de acidos grasos saturados bastante
inferior, oscilando entre un 24% del aceite de algodon y un 6% del aceite de colza. El aceite
de palma y la manteca de cacao representan una excepcion ya que tienen un contenido muy
superior de saturados, entre 44-60%, siendo grasas solidas o semisolidas a temperatura

ambiente, a diferencia de los aceites vegetales que son liquidos.

65



Introduccion

Ademas de estos acidos grasos existen en la naturaleza un gran nimero de acidos grasos
inusuales- con una longitud de cadena diferente, grupos funcionales epoxi 6 hidroxi- que le
confieren propiedades fisicas y quimicas de gran interés para la industria quimica. Sin
embargo presentan la desventaja de que se acumulan en especies vegetales no cultivables por
lo que carecen de importancia desde un punto de vista econdémico (Tépfer et al., 1995). Por
tanto si se consigue modificar la composicion de acidos grasos de un aceite se podria
incrementar su valor econémico. El valor de un cultivo oleaginoso puede ser potenciado
simplemente por eliminacion de una caracteristica indeseable de un aceite como puede ser la
reduccion de los niveles de 18:3 del aceite de soja, ya que este acido graso reduce la
estabilidad oxidativa del aceite, o aumentando el contenido de otro acido graso considerado
saludable y estable como es el 18:1 con la intencién de conseguir un aceite ideal como aceite
de fritura. Por otro lado, el aumento de los niveles de acidos grasos saturados aumentaria la
consistencia del aceite de manera que serian semisélidos a temperatura ambiente.
Alternativamente un aceite se puede modificar haciendo que la planta acumule en sus lipidos
de reserva un acido graso inusual y novedoso que sea de interés para la industria

farmaceutica, quimica o de otro tipo.

1.2. Hidrogenacion

Uno de los principales usos a los que se destinan los aceites vegetales en alimentacion
es la fabricacion de margarinas para lo cual se requieren grasas que a temperatura ambiente
tengan una consistencia semisolida. Sin embargo, como ya se ha comentado anteriormente,
los aceites vegetales disponibles, debido a su alto contenido en 4cidos grasos insaturados son
liquidos a temperatura ambiente por lo que tradicionalmente se tenia que recurrir a procesos
de hidrogenacion parcial de los aceites vegetales, fundamentalmente aceite de soja, para
obtener grasas mas solidas. El consumo de aceite de soja hidrogenado aumentd
espectacularmente a mediados de la década de los ochenta debido entre otras causas a una
importante campafia de mercado realizada por los EEUU consiguiendo desplazar al aceite de
palma, una grasa sélida natural, en la preparacion de muchas comidas precocinadas (Willet,
1994b).
La hidrogenacion es un proceso quimico que utiliza altas temperaturas, hidréogeno y ciertos
catalizadores metalicos, normalmente niquel, para convertir un aceite vegetal liquido en una

grasa solida. El proceso de hidrogenacion que se lleva a cabo sobre los aceites vegetales no es
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completo ya que de esta forma se obtendrian grasas demasiado solidas, sino que se trata de un
proceso parcial a fin de conseguir grasas semisélidas con una textura adecuada. Este proceso
quimico produce un cambio en las propiedades fisicas y quimicas de los lipidos ya que parte
de los acidos grasos insaturados se transforman en saturados, con un punto de fusién mas
elevado, y por otro lado se producen isomerizaciones de los dobles enlaces (Patterson, 1983).
Los isdmeros artificiales pueden ser isomeros posicionales, en los que el doble enlace cis ha
cambiado su posicion a lo largo de la molécula desde A5 hasta A16, como geométricos,
pasando de configuracion cis a trans. Estos isobmeros frans, a pesar de ser acidos grasos
insaturados, se comportan de forma mas parecida a un saturado debido a que también poseen
un punto de fusién mas elevado por lo que contribuirian a darle consistencia y solidez a la

grasa (tabla 4).

1.3. Acidos grasos frans.
Los écidos grasos rans son acidos grasos insaturados que tienen el doble enlace en un
plano espacial diferente al de la configuracion cis lo que hace que la cadena hidrocarbonac’la‘
del 4cido graso no forme un “codo”, como ocurre en los isdmeros cis, sino que mantenga una
estructura mas recta. Este cambio estructural provoca una modificacion de sus propiedades
fisicas ya que aumenta el punto de fusion del acido graso haciendo que se comporte mas
como un saturado que como un insaturado (Gunstone et al., 1994). Por ejemplo, mientras que
el acido oleico (18:1A9c¢) tiene un punto de fusion de 16°C, el de su isémero trans, el acido
elaidico (18:1A97) es de 44°C y el del saturado correspondiente, el 18:0, de 69°C (tabla 4).
Algunos isomeros trans se encuentran de forma natural en la leche de los rumiantes como
consecuencia de la fermentacion bacteriana en el rumen, sin embargo el porcentaje de frans
en derivados lacteos no sobrepasa el 5% del total de acidos grasos. Sin embargo, los isomeros
trans “artificiales” que aparecen durante el proceso de hidrogenacion parcial al que se somete
a los aceites vegetales pueden llegar a representar hasta un 40% y son isdbmeros diferentes a
los que se encuentran de forma natural en los productos lacteos (Lawson, 1995).
Hasta hace pocos afios no se sabia con certeza cual era el efecto que el consumo de estos
isémeros frans “artificiales” tenia sobre la salud ya que ensayos con animales a los que se les
habia suministrado una dieta rica en #rans no dieron resultados claros ni concluyentes
(Kinsella et al., 1981). Se suponia que quizas dichos isdmeros tuvieran efectos no demasiado

beneficiosos ya que eran elementos “artificiales” que se desconocia como se metabolizaban y
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cuales eran sus implicaciones en la salud. Posteriormente, sin embargo, se hicieron publicos
determinados estudios metabolicos llevados a cabo en humanos donde se analizé el nivel de
lipoproteinas en sangre ademas de estudios epidemiologicos que relacionaban el consumo de
trans con el riesgo de enfermedades coronarias. Se demostré que los acidos grasos frans
aumentaban el nivel del colesterol de baja densidad (LDL) a la vez que disminuia el de alta
densidad (HDL). Ademas se realizaron estudios post-mortem en pacientes que habian
fallecido por infarto de miocardio y se encontraron mayores niveles de frans en el tejido
adiposo que en personas fallecidas por otras causa (Willet, 1994b).

Actualmente en E.E.U.U. entre 90-95% de los #rans consumidos procede de grasas vegetales
hidrogenadas. El consumo de estos isdmeros ha aumentado desde un 0% en 1900 hasta un 5%
del total de la grasa en los afios 60, existiendo un aumento paralelo de las enfermedades
cardiovasculares. Ademas se observo que los frans no sélo disminuian el HDL y aumentaban
el LDL sino que también provocaban un incremento en el nivel de lipoproteina (a), otro lipido
asociado a enfermedades cardiovasculares (Willet, 1994a). Este Gltimo descubrimiento fue de
gran importancia ya que recientemente se ha sabido que la concentracion de lipoproteina (a)
en el plasma, estrechamente relacionada con el desarrollo de infartos de miocardio en
pacientes con niveles altos de colesterol en sangre, no esta solo determinada genéticamente
sino que también se ve afectada por la cantidad de frans consumidos en la dieta (James,
1996). Aunque no se conoce con certeza cuantas muertes por enfermedades coronarias en
EEUU se atribuyen a los frans se supone que mas de 30.000 muertes al afio pueden deberse al

consumo de grasas vegetales parcialmente hidrogenadas (Willet, 1994b).

1.4. Algunas alternativas para el consumo de acidos grasos trans.

Teniendo en cuenta estos resultados seria conveniente reducir o incluso eliminar el
consumo de 4cidos grasos trams, siendo necesario por tanto buscar otras alternativas que
permitan conseguir grasas semisélidas, requeridas para la fabricacion de margarinas,
prescindiendo de los isomeros frans. Una posible solucion seria conseguir aceites vegetales
con un mayor contenido en ciertos acidos grasos saturados, ya que a pesar de que los acidos
grasos saturados, en general, se han considerado durante mucho tiempo perjudiciales para la
salud por aumentar el nivel de colesterol LDL en sangre (Willet, 1994a) recientemente se ha
comprobado que no todos los acidos grasos saturados tienen el mismo efecto sobre el nivel de

colesterol. Los 4cidos laurico (12:0), miristico (14:0) y palmitico (16:0) si tienen un efecto
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hipercolesterolémico, aumentando el nivel de colesterol LDL en el plasma, segiin parece
como resultado de la inhibicion que ejercen sobre la sintesis del ARNm de las proteinas
receptoras que unen el colesterol LDL que circula por la sangre y lo introducen en el higado.
Al bajar el nimero de receptores el nivel de LDL en la sangre aumenta (James, 1996). Por el
contrario los acidos grasos saturados cortos (6:0, 8:0 y 10:0) y el 18:0 (18:0) no tienen efecto
hipercolesterolémico y muestran un efecto neutro sobre el nivel de colesterol en sangre
(James, 1996; Grundy, 1994).

A fin de evitar el proceso de hidrogenacion y sus posibles consecuencias se desarrolldé en
Espafia un programa de mutagénesis sobre ciertas variedades de girasol (Helianthus annuus)
con el objetivo de conseguir nuevas lineas con un mayor contenido de acidos grasos saturados

en su aceite.

2. Modificacion de la composicion de acidos grasos de los lipidos de semilla por
mutagénesis.

Para mutagenizar semillas oleaginosas se emplean habitualmente mutagenos quimicos
sumergiendo las semillas en soluciones de estos productos previa hidratacion de las mismas.
No existe ningun criterio a la hora de elegir un mutigeno aunque hay algunas propiedades que
hay que tener en cuenta como la estabilidad, toxicidad 6 reactividad sobre el ADN,
propiedades que van a variar dependiendo de la especie vegetal que se quiera mutagenizar.
Entre los mutdgenos quimicos se encuentran los agentes alquilantes, que actian donando un
grupo alquilo a una zona nucleofilica del ADN con una alta densidad de electrones como
puede ser los grupos fosfatos 6 el nitrégeno en la posicion 7 de la guanina y de la posicion 3
de la adenina y citosina, provocando la rotura del ADN (rotura mono 6 bicatenaria) 6 el
apareamiento con una base incorrecta. Entre los agentes alquilantes se encuentra el
dimetilsulfato, el dietilsulfato 6 el etilmetanosulfonato (EMS) que es el mutageno mas
ampliamente utilizado debido a su baja toxicidad, buena efectividad y estabilidad. Otro
potente agente mutagénico es la azida sodica, que aunque no es mutagénica en si misma y no
interacciona con el ADN, debe su mutagenicidad a la formacion de un metabolito que si tiene
propiedades mutagénicas. La azida sodica provoca pocas aberraciones cromosomicas por lo
que su toxicidad es minima, es facil de manipular y no se han detectado efectos mutagénicos
ni carcinogénicos en mamiferos, pero tiene el inconveniente de que solo es efectivo en

algunas especies vegetales (Mccourt y Somerville, 1987).
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Los mutagenos fisicos no se emplean normalmente para mutagenizar semillas oleaginosas
aunque en ocasiones se utilizan radiaciones ionizantes como rayos-X 6 rayos-y. Ambos tipos
de radiaciones provocan roturas en la doble cadena de ADN algunas de las cuales seran
reparados por los mecanismos celulares de reparacion.

Una de las plantas que con mas frecuencia se ha sometido a procesos de mutagénesis es
Arabidopsis thaliana por su facil estudio y manipulacion. Mediante mutagénesis quimica con
EMS se han obtenido una serie de mutantes con variaciones en la composicion de acidos
grasos de los lipidos de semilla (James y Dooner, 1990). Se ha conseguido un mutante con
alto contenido en 18:0 (8% frente a un 3% del control), otro con alto contenido en 18:1 (63%
frente a un 15%) y un tercero con bajo contenido en 18:3 (1% frente a un 19%). También en
Arabidopsis thaliana se han obtenido mutantes con modificaciones en los lipidos de hojas,
con bajo contenido de 16:3 y 18:3 en lipidos polares de hoja (Browse et al., 1986) 6 con alto
contenido en 18:0 tanto en TAG como en todos los lipidos polares de hojas (Lightner et al.,
1994). Este ultimo mutante presentaba una alteracién en su morfologia como consecuencia
del alto contenido de 18:0 en sus membranas, mostrando un crecimiento en miniatura cuando
se cultivaba en condiciones normales pero que podia revertir si se cultivaban a temperatura
alta (Lightner et al., 1994b).

En soja (Glycine max) (Wilcox y Cavins, 1985) también mediante mutagénesis con EMS se
habia obtenido un mutante con un menor contenido en 18:3 en el aceite de semilla (3% frente
a 7%). Ademas se han obtenido tres mutantes con alto contenido de 18:0 en el aceite de
semilla (Graef et al., 1985), uno con azida sédica y dos con EMS. De los tres mutantes el
obtenido con azida sodica es el que tenia un mayor contenido de 18:0 (30% frente a 5%).
Posteriormente se aislé otro mutante “alto estearico” pero obtenido mediante mutagénesis
fisica con rayos-X (Rahman et al., 1995) con un contenido de 18:0 de 21% frente a un 3% en
el control. A diferencia del mutante “alto estearico” de Arabidopsis, este mutante mostraba
fenotipo normal y buenas caracteristicas agrondémicas.

En colza (Brassica sp.) (Auld et al., 1992) se han obtenido mediante mutagénesis con EMS
mutantes con bajo contenido en acidos grasos poliinsaturados (<6% frente a un 20% en el
control que tenian ademas alto nivel de 18:1 (més de un 87%). Posteriormente se obtuvo otro
mutante de colza con alto contenido en 18:1 (80%) también mediante tratamiento quimico

con EMS (Riicker y Rébbelen, 1995).
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En lino (Linum usitatissimum) (Green y Marshall, 1984) utilizando rayos-y y EMS se han
obtenido dos mutantes independientes con niveles reducidos de 18:3 en la semilla (29% frente
un 43% en el control) y a la vez con un aumento del contenido de 18:2 (30% frente a 18%).
Tras cruzar ambos mutantes entre si se obtuvo un doble mutante con un contenido de 18:3
inferior al 2% y mas de un 50% de 18:2 (Green, 1986).

En girasol (Heliantus annuus) se han obtenido varios mutantes con modificaciones en los
lipidos de semilla. En Rusia se obtuvo el primer mutante de girasol, con alto contenido de
18:1 (80-90%) en lipidos de semilla, mediante mutagénesis con dimetilsulfato (Soldatov,
1976). Posteriormente se han obtenido varias lineas mutantes con niveles superiores de acidos
grasos saturados utilizando tanto mutagénesis quimica como fisica, asi como un mutante con

alto contenido en 16:0 en fondo alto oleico.

2.1._Mutantes de girasol con alto contenido de 4cidos grasos saturados en los lipidos de

semilla.

Se han conseguido obtener varias lineas de girasol con un mayor contenido de &cidos
grasos saturados - 16:0 y 18:0 (Osorio et al., 1995) asi como mutantes con alto contenido en
16:0 en fondo alto oleico (Fernandez-Martinez et al., 1997). Los mutantes de girasol con alto
contenido en saturados obtenidos por mutagénesis (quimica o fisica) son los que aparecen en

la tabla 6.

Tabla 6. Mutantes de girasol con alto contenido en acidos grasos saturados.

Linea Fenotipo Mol  Linea original  Tratamiento
mutante (%)* mutagénico

CAS-3 Alto estearico 25-30 RDF-1-532 EMS; 70 mM
CAS-4 Medio estearico 10-14 RDF-1-532 Azida sodica; 2 mM
CAS-8 Medio estearico 10-14 RDF-1-532 Azida sodica; 2 mM
CAS-5 Alto palmitico 25-30 BSD-2-691 Rayos-X; 160 Gy

CAS-12 Alto palmitico/Alto oleico 25-30 BSD-2-423 Rayos-X; 160 Gy
* Porcentaje (mol %) de 18:0 (para CAS-3, CAS-4y CAS-8) y de 16:0 (para CAS-5y CAS-12).
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2.2._Obtencion del mutante de girasol CAS-3 con alto contenido de 18:0 en el aceite de

semilla,

La mutagénesis para la obtencion de la linea de girasol “alto estearico” se realizé a
partir de lotes de 1000 semillas secas de la linea RDF-1-532 elegida por sus buenas aptitudes
agrondémicas. Las semillas se embebian en agua destilada durante 4 horas a 20°C y
posteriormente se transferian a tubos de vidrio con una solucién de EMS 70 mM en tamp6n
fosfato 0,1 M a pH 7,0 durante 2 horas con agitaciéon (60 rpm). A continuacion las semillas
sometidas al proceso mutagénico (M,) se lavaban en agua corriente durante 16 horas (Osorio
et al., 1995).

El proceso seguido para la fijacion y seleccion del mutante alto estearico CAS-3 se resume en
la tabla 7. Las semillas mutagenizadas M, se sembraron en campo en Abril de 1991 y cuando
comenzo la floracion los capitulos se embolsaron para obtener de esta forma semillas
autofecundadas M,, recolectandolos individualmente tras la maduracion. Se tomaban tres
semillas M, de cada capitulo y se determinaba su composicién de acidos grasos (Garcés y
Mancha, 1993) analizando solamente un trozo de endospermo situado en el extremo opuesto
al embrion, reservando éste intacto. Si al anlisis de la porcion mostraba un alto contenido de
18:0 se podia sembrar el trozo de semilla que se habia guardado y que incluia el embrion.
Para establecer los criterios de seleccion de los mutantes “alto estearico” se definié un rango
de seis desviaciones tipicas centrado en la media del contenido (mol %) de 18:0, englobando
al 99,97% de la poblacion. Se establecieron dos niveles de porcentajes (superior e inferior)
definidos de la siguiente manera:

Nivel superior = media + 3 desviacion tipica
Nivel inferior = media — 3 desviacion tipica

Se consideraba como presunto mutante a cualquier individuo que tenia un porcentaje de 18:0
mayor o igual () que su nivel superior 6 menor o igual (<) que su nivel inferior. Si en los
analisis aparecia un presunto mutante se recuperaba el capitulo de origen y se analizaban 24
semillas mas del mismo capitulo.

Una de la semillas analizadas tenia un 11% de 18:0, por lo que se recuper6 el capitulo M, y se
analizaron 48 semillas mas estableciendo dos clases (alta y baja) segun el contenido de 18:0.
La clase alta tenia un rango de porcentajes de 9-17% que se considerd fuera de los limites de
la poblacion y portadora del caracter mutante. Se sembraron las medias semillas seleccionadas

por tener mas de 9% de 18:0 recuperandose cinco capitulos M3 y analizandose 24 semillas de

72



Introduccién

cada uno. Dos de los cinco capitulos mostraban un nivel de 18:0 mas alto, con un promedio
de 20% (12-27%) seleccionandose las medias semillas M3 con mas alto nivel de 18:0. Las
semillas seleccionadas se sembraron y se recuperaron tres capitulos My analizindose 24
semillas de cada uno. Dos capitulos mostraban un promedio de 18:0 de 15% (9-23%) y el
tercero de 20% (16-26%). Se seleccionaron las semillas M4 con mayor contenido de 18:0 y se
sembraron para obtener su descendencia. Se recuperaron siete capitulos Ms y se analizaron 24
semillas de cada uno mostrando todas un contenido de 18:0 entre 22 y 29%. En base a estos
resultados se concluia que en la generacion Ms el caracter alto estearico estaba fijado en

homocigosis (Osorio et al., 1995).

Tabla 7. Proceso de seleccion y fijacion del mutante de girasol CAS-3 con alto contenido en

18:0.

) Nivel de  Contenido medio Rango Numero de

Generacion )
18:0 18:0 (mol %) (mol %) semillas
Bajo 45+ 14 2-7 40

M,
Alto 12,243,1 9-17 8

M; Alto 20,443,5 12-27 24

M, Alto 20,0+2,7 16-26 35

M; Alto 25,045,5 22-29 24

2.3. Control genético del mutante de girasol CAS-3.

Para determinar el control genético del alto contenido de 18:0 en CAS-3 se llevaron a
cabo cruzamientos de CAS-3 con la linea HA-89, una linea ampliamente utilizada en la
produccion de hibridos comerciales cuyo aceite posee una composicion de acidos grasos
estandar, asi como con su linea parental RDF-1-532. En la tabla 8 se muestra el contenido de
18:0 de las tres lineas utilizadas.

En primer lugar se realizaron cruces de la linea CAS-3 con la linea control HA-89 y se
analizaron las semillas F; obtenidas. Dichas semillas mostraban un contenido de 18:0
comprendido entre el valor de ambos parentales aunque mas cercano al parental bajo estearico
lo que sugeria la existencia de dominancia parcial del bajo contenido de 18:0 sobre el alto.
Ademas al hacer cruces reciprocos se observod que el nivel de 18:0 era mas elevado cuando el
parental femenino era CAS-3 lo que sugiri6 la existencia de efectos maternos sobre el

contenido de 18:0.
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Tabla 8. Contenido medio de 18:0 (mol%) de HA-89, RDF-1-532 y CAS-3, asi como el

rango de variacion.

Contenido medio Rango
Linea
18:0 (mol %) (mol %)
HA-89 4,6+0,3 3,9-5,2
RDF-1-532 8,0+£0,9 6,3-9.6
CAS-3 25,4+1,6 21,8-29,2

Por autofecundacion se obtuvo la generacion F; que mostrd un amplio rango de variacion en
el contenido de 18:0 aunque pudieron distinguirse dos clases: una “baja-media” (4-14%) y
otra “alta” (>14%) que se ajustaban a una proporciones 3:1 lo que hizo pensar en un principio
en una herencia monogénica. Sin embargo el intervalo de variacion del contenido de 18:0 de
la clase “alta” de la generacion F, no coincidia con los valores del parental CAS-3 sino que
mostraba un intervalo mayor lo que hizo pensar en una posible herencia digénica en lugar de
monogénica. Estos dos supuestos genes se denominaron como £/ y E2 y se encontrarian en
forma homocigética recesiva en la linea CAS-3. Los alelos recesivos de dichos genes
presentarian accion aditiva, si bien no contribuirian de igual forma al contenido de 18:0 sino
que el efecto de e/ seria mayor mientras que e2 solo modularia los efectos de e/. Para
confirmar 6 rechazar el modelo digénico se analizo la generacion F3 obtenida también por
autofecundacion. Se analizaron semillas F; de cada planta F, por separado observandose
diferentes grupos de segregaciones y asignandole un genotipo a cada uno de los diferentes
grupos. La existencia de diferentes grupos de segregacion en la generacion F; procedentes de
distintos genotipos heterocigotos en la generacién F, confirmé la existencia de dos genes
cuyos alelos recesivos, actuando de forma aditiva, determinarian el control genético de los
altos niveles de 18:0 en CAS-3.

Posteriormente la linea CAS-3 se cruzd con su linea parental RDF-1-532, obteniéndose
semillas con niveles intermedios aunque mas cercanos al parental bajo estearico
confirmandose la dominancia parcial observada en el cruce con HA-89, sin embargo en los
cruces reciprocos no se observo ninguna diferencia lo que parecia indicar ausencia de efectos
maternos. Se obtuvo la generacion F, recuperandose dos clases, una “alto estearico” con un
contenido de 18:0 superior a 20% y otra “bajo-medio estearico” con un contenido inferior a
18%. Debido a que el contenido medio de 18:0 del parental RDF-1-532 era de 8% y que el

limite inferior de la clase “baja-media” F, no fue en ningun caso inferior a 6% (frente a 3-4%
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de HA-89) se dedujo que el genotipo de dicho parental podria ser E/Ele2e2. Ademas la
segregacion de la generacion F, se ajustaba a unas proporciones 3:1 lo cual indic6 que se
trataba de la segregacion de un s6lo gen. Se llegd a la conclusion de que el alelo recesivo e2
se encontraba ya presente en el genotipo de la linea RDF-1-532 y que posiblemente el gen que
se mutagenizod fue £/ dando lugar al alelo recesivo e/ y generando el genotipo elelele2
determinante del alto contenido de 18:0.

La contribucién de cada alelo al contenido de 18:0 se calculé mediante las diferencias en el
contenido de este acido graso en las lineas HA-89 (EI/EIE2E2 y 4-5% de 18:0), RDF-1-532
(E1Ele2e2 y 7-8% de 18:0) y CAS-3 (elele2e2 y 25% de 18:0). Se concluyé que el alelo
recesivo el contribuiria de un 7-8% y e2 de 1,5-2,5% (Pérez-Vich, 1998).

3. Modificacion de la composicion de acidos grasos de los lipidos de semilla por
ingenieria genética.

En los ultimos afios se ha desarrollado una nueva metodologia, basada en la aplicacion
de la ingenieria genética, que permite modificar los lipidos de plantas redirigiendo la sintesis
de acidos grasos hacia otros de diferente tamafio o incluso modificando el grado de
insaturacion. Esto ha supuesto un avance importante ya que ha hecho posible que cultivos
importantes de oleaginosas, con una alta productividad, adquieran la capacidad de sintetizar
un nuevo acido graso, inexistente en la planta original o bien una mayor acumulaciéon de un
acido graso ya existente. De esta forma se ha conseguido que plantas transgénicas con buenas
caracteristicas agronomicas y alta productividad sinteticen acidos grasos de interés, para uso
industrial o en la alimentacidn, sintetizados originalmente por plantas no cultivables
(Ohlrogge, 1994).

Dentro de los acidos grasos destinados a uso industrial estd el 12:0 empleado para la
fabricacion de jabones y detergentes. Este acido graso se acumula en grandes cantidades
(70%) en las semillas de Umbellularia californica donde se ha encontrado una enzima acil-
ACP tioesterasa especifica de 12:0-ACP (Pollard et al., 1991) que es la responsable de que la
sintesis de acidos grasos termine en este acido graso Cy2 y no contintie elongando hasta Ci¢ y
Cis. Cuando se transfirié el ADNc de la 12:0-ACP tioesterasa de Umbellularia californica a
Arabidopsis thaliana, que no acumula 12:0, la planta transgénica acumuld hasta un 25% de

este acido graso (figura 15).
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También se introdujo el gen de la 12:0-ACP tioesterasa en colza (Brassica napus) hasta
conseguir un 40% de 12:0, sin embargo debido a la ausencia de una LPAAT en colza que
introdujera 12:0 en posicion sn-2 del glicerol, la acumulacién maxima que se conseguia de
este acido graso era de un 60%. Para aumentar la produccion de 12:0 en colza se le introdujo
el gen de la LPAAT de coco (que acumula 47% de 12:0) consiguiéndose plantas transgénicas
de colza que habian aumentado significativamente la incorporacion de 12:0 en la posicion
sn-2 de los TAG (Budziszewski et al., 1996).

Cz C2
i \ Sintetasa

10:0-ACP 14:0-ACP

12:0-ACP tioesterasa
introducida

12:0

Figura 15. Esquema de la sintesis de acidos grasos redirigida por la
introduccion de una 12:0-ACP tioesterasa (Voelker, 1996).

El 4cido erucico (22:1A13) es otro acido graso de interés para la industria pudiéndose utilizar
para la fabricacion de lubricantes 6 también como precursor del nylon. Este acido graso es el
principal componente del aceite de semilla de Brassica napus (50%), sin embargo debido a la
especificidad de la LPAAT de colza este acido graso se excluye de la posicion sn-2 de los
TAG por lo que el contenido maximo de 22:1 en colza sera de un 60% (en las lineas de colza
“alto eriicico”). Recientemente se ha clonado el ADNc de la LPAAT especifica de 22:1-CoA
de Limmanthes douglasii y se ha introducido en una variedad de colza “alto erticico” para
incrementar atin mas el nivel de este acido graso (Budziszewski et al., 1996).

También se han obtenido plantas transgénicas de colza (Brassica napus y rapa) a las que se
les ha transferido el gen de la EDS en orientacion opuesta (antisentido) (Knutzon et al., 1992).
Esta enzima es la responsable de la sintesis de 18:1 por desaturacion del 18:0 en posicion A9.

El ARNm “antisentido” que se sintetizaba hibridaba con el ARNm “normal” formando un
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ARNm de doble cadena que no podia ser traducido a proteina por lo que se producia un
importante descenso en el nivel de la enzima y un consiguiente aumento del contenido de
18:0 llegando a un 40% (figura 16).

Asi mismo se consiguieron plantas transgénicas con el ADN “antisentido” de ODS
consiguiendo semillas con un 83% de 18:1, en comparacién con el 63% del control
(Budziszewski et al., 1996).

FLUJO NORMAL REPRESION ANTISENTIDO

A9Desaturasa
8:1-ACP

rasa Sintetasa
2 18:1-ACP

Sintetas A9Desatu

’ 18:1
g 18:1
16:0-ACP
Entrada
constante
8:0-ACP tioesterasa 18:0-ACP tioesterasa

18:0 18:0

Figura 16. Esquema de la sintesis de acidos grasos redirigida mediante la represion

antisentido de la A9 desaturasa; (A) Estado normal; (B) Represion de la estearil-ACP

desaturasa (Voelker, 1996).
En soja (Glycine max) se ha conseguido reducir el nivel de acidos grasos saturados por el
fenomeno de la co-supresion al introducir un gen adicional de una acil-ACP tioesterasa
exdgena. Como consecuencia de la adicion de esta nueva copia se produce una disminucion
de la expresion del gen de la tioesterasa endogena asi como de la copia introducida,
observandose ademas una correlacion entre el descenso de la actividad tioesterasa y una
disminucién en el contenido de 4acidos grasos saturados. Sin embargo dicha correlacion
desaparecia cuando la actividad tioesterasa disminuia por debajo de 0,6 nmoles min-1 mg
proteina-1 (Yadav et al., 1993). También se consiguieron plantas transgénicas de soja con un
78% de 18:1 frente a un 22% del control por transferencia de ADN “antisentido” de la ODS
(Budziszewski et al., 1996).
Dentro de los 4cidos grasos inusuales el acido petroselinico tiene un gran interés debido a sus
posibles aplicaciones. El 4cido petroselinico (18:1A6c) es un acido graso monoinsaturado, al

igual que el 18:1, pero con el doble enlace en posicion A6 (en lugar de A9) lo que provoca un
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aumento del punto de fusion hasta 33°C en lugar de los 16°C del 18:1 (Ohlrogge, 1994). Este
alto punto de fusion hace que sea solido a temperatura ambiente por lo que tiene un
importante uso potencial en la fabricacion de margarinas, aunque también posee usos
industriales ya que por escision de la molécula se forma 12:0, que se usa para fabricacion de
detergentes, y 4cido adipico, para la produccion de nilon. El acido petroselinico se acumula en
las especies del género Umbelliferae llegando a un 80%. Tres enzimas intervienen en su
sintesis: una palmitil-ACP desaturasa que introduce el doble enlace en posicion A4, una
elongasa especifica para 16:1A4 y por ultimo una tioesterasa. La palmitil-ACP desaturasa de
una Umbelliferae, Coriandrum sativum, se ha clonado en tabaco obteniéndose una planta
transgénica que acumula acido petroselinico cuando en condiciones normales no lo hace
(Cahoon et al., 1992).

La obtencion de plantas transgénicas no sOlo se limita a la transferencia de genes
pertenecientes al reino vegetal sino que también se han conseguido plantas viables con genes
de bacterias, animales, levaduras con lo que las posibilidades son ain mayores (Grayburn et
al., 1992).

78



MATERIALES Y METODO




Materiales y Método

I. MATERIALES

1. Material biolégico.

Como material de trabajo se han empleado dos lineas de girasol (Helianthus annuus L.)
no isogénicas, la linea pura RHA-274, donada por el Dr. J M*: Fernandez-Martinez (Instituto
de Agricultura Sostenible, CSIC, Cérdoba), una linea restauradora de la fertilidad, con un
perfil estandar en cuanto a su composicion de acidos grasos y con buenas caracteristicas
agrondmicas; y la linea mutante CAS-3, obtenida por mutagenesis quimica con EMS sobre la
linea RDF-1-532 (Osorio et al., 1995), una linea restauradora, fértil pero con citoplasma
estéril, con buenas caracteristicas agronémicas y con una composicion de 4cidos grasos
estandar. La linea mutante CAS-3 se seleccioné por tener un mayor contenido de 18:0 en los
lipidos de semilla que la linea RHA-274 utilizada como control, aunque unicamente se ha
empleado como control en lo que se refiere a la composicion de acidos grasos, ya que al no
ser RHA-274 y CAS-3 lineas isogénicas pueden manifestar otras muchas diferencias que se

deban al genotipo de cada linea y no a la mutacion.

1.1. Tejidos biologicos analizados.

Para caracterizar la linea mutante alto estearico CAS-3 se han analizado tanto semillas,
para estudiar como la mutacién habia afectado a la composicion de acidos grasos del aceite,
como fejidos vegetativos, para determinar si la mutacion habia afectado solo a los lipidos de la
semilla o habia otros tejidos que también habian modificado sus lipidos. Dependiendo del

tejido que se iba a analizar la metodologia seguida variaba ligeramente:

- Analisis de semillas- Para los ensayos de analisis de lipidos de semillas se han utilizado
siempre semillas peladas y, segun el tipo de analitica que se iba a realizar, se recolectaban
semillas maduras ¢ de diferentes edades, expresando la edad como dias después de floracion
(DDF), y tomando como primer dia de floracion aquel en que los tres circulos exteriores de
flores del capitulo habian abierto y los estigmas eran perfectamente visibles. Para la analitica
de lipidos de semilla madura se han empleado semillas recolectadas 35 DDF, mientras que
para la de semillas en formacion se han recolectado a 8, 12, 16, 20, 24, 28 y 32 DDF. No ha
sido posible recoger semillas mas jovenes debido a que no estaban suficientemente formadas,

mientras que no era necesario recoger semillas de mas de 32 DDF ya que a partir de esa edad
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se considera que la semilla de girasol ha llegado a la madurez fisioldgica y la composiciéon de
los lipidos no va a variar significativamente.

- Analisis de tejidos vegetativos- Para los ensayos analiticos de lipidos de fejidos vegetativos

se han recogido muestras de tejidos durante la germinacion de la semilla (cotiledon, raiz e
hipocotilo) asi como durante el crecimiento y desarrollo de la planta (hojas, flores, ligulas y
polen). Como punto de partida (punto cero) se tomé la semilla madura no germinada,
recogiendo muestras de los diferentes tejidos a los 2, 4, 7, 10, 15 y 30 dias después de siembra
(DDS).

Todos los anélisis se han realizado por triplicado, recogiendo el material biologico (semillas o

tejidos vegetativos) de tres plantas diferentes.

2. Condiciones de cultivo.

Las semillas de girasol se han germinado siempre en placas de petri con perlita
expandida donde permanecian tres dias en oscuridad en una estufa a 25 °C para facilitar la
germinaciéon. A continuacion se pasaban a macetas pequefias con turba himeda donde
continuaba el crecimiento durante dos semanas aproximadamente y seguidamente se pasaban
a macetas mayores en una mezcla de turba y vermiculita.

El crecimiento de las plantas se hizo en camaras de cultivo, normalmente a una temperatura
25/15°C (dia/noche), aunque en ocasiones y dependiendo del estudio que se quisiera hacer (ej.
determinar el efecto de la temperatura en la composicion de acidos grasos) se necesitdba
disponer de camaras a 20/10°C o 30/20°C (dia/noche). Las camaras tenian un fotoperiodo de
16 horas y una intensidad de luz de 300 yE m? s™.

El riego se realizd de forma autoématica con una frecuencia de tres riegos diarios de 2-3
minutos de duracién y el abonado se llevo a cabo con abono liquido Bayfolan S (Bayer) tres

VECES POor semana.

II. METODOLOGIA GENERAL PARA LA ANALITICA DE LIPIDOS

1. Extraccion de lipidos totales.
La extraccion de los lipidos totales se ha llevado a cabo segun el método de Hara y Radin

(1978) con algunas modificaciones, partiendo aproximadamente de 200 mg de tejido a los que
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se les han afiadido 5 ml de una mezcla de hexano/isopropanol (3:2, v/v) (25 ml/g tejido) con
0,01% de butilhidroxitolueno (BHT), utilizado como antioxidante. La extraccién se ha
realizado en tubos de cristal (100 x 13 mm) utilizando una varilla de vidrio y arena de mar
para facilitar la homogeneizacion del tejido. A continuacion se sonicaban las muestras durante
15 minutos y se afiadia la mitad de volumen de una solucion al 6,7% de SO4Na,. Se agitaba
vigorosamente para facilitar la extraccion de los lipidos y se centrifugaba 10 minutos a 3000
rpm. Se formaban dos fases, la inferior acuosa y la superior con hexano, isopropanol y los
lipidos. Se retiraba con una pipeta pasteur la fase superior de hexano pasandola a otro tubo de
cristal. Se hacia una reextraccion afiadiendo 2 ml de una mezcla de hexano/isopropanol (7:2,
v/v) con BHT, agitando vigorosamente y se volvia a centrifugar 10 minutos a 3000 rpm. La
fase superior se retiraba de nuevo afiadiéndola a la anterior. Se evaporaba el disolvente con

una corriente de nitrogeno, obteniendo de esta forma los lipidos totales.

2. Técnica de separacion de los diferentes tipos de lipidos. Cromatografia en capa fina.
Una vez extraidos los lipidos totales se procedia a separar los diferentes componentes, ya
fueran los lipidos neutros o los lipidos polares, mediante cromatografia en capa fina (TLC).
La cromatografia en capa fina es una técnica de separacién que se basa en el equilibrio
existente entre la adsorcion de las moléculas sobre una fase fija de polaridad variable y la
solubilidad de las mismas en una fase movil. Se utiliza como soporte o fase fija gel de silice y
como fase movil disolventes organicos mezclados en diferente proporcion segin la polaridad
requerida para separar los lipidos. Se han utilizado cubetas de vidrio para desarrollar las

placas.

2.1. Placas de TLC utilizadas.

Para los diferentes analisis de los lipidos se han utilizado placas de gel de silice
(Kiesegel-60) con un tamafio de 20 x 20 ¢cm y de 10 x 20 cm, de 0,25 mm de grosor
activandolas previamente durante 30 minutos a 110°C para eliminarles la humedad.
Dependiendo de qué tipo de lipidos se quisieran separar se utilizaban las placas tal cual o
impregnadas con distintas soluciones:

- Nitrato de plata al 10 % en acetonitrilo (p/v). Se vertia directamente la solucion sobre las

placas (10 ml para placas de 20x 20 cm). El liquido de desarrollo empleado era una mezcla

de hexano/éter dietilico (85:15; v/v). El nitrato de plata se une a los dobles enlaces por lo
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que un 4cido graso con una insaturacion va a quedar retenido en la silice mientras que uno
saturado no. Por tanto, las placas de nitrato de plata se han empleado para separar acidos
grasos que difieren en el nimero de insaturaciones, de tal forma que mientras mayor sea el
numero de insaturaciones de un acido graso mas retenido quedara en la silice, situandose los
trienos (ej. 18:3) mas cercanos al origen, posteriormente, un poco mas arriba los dienos (ej.
18:2), los monoenos (ej. 18:1) y por ultimo los saturados.

- Sulfato aménico al 2% en una mezcla acetona:agua (1:1, v/v). Se vertia directamente la

solucién sobre las placas (10 ml para placas de 20x 20 cm). Estas placas se desarrollaban
con una mezcla de acetona/benceno/agua (90:30:10; v/v/v).

- Aceite de vaselina al 2,5% en hexano (p/v). Se vertia la solucion en una cubeta de vidrio y se

dejaba que impregnara la silice de la placa. El liquido de desarrollo utilizado era una mezcla
polar compuesta por acetonitrilo/hexano (90:10; v/v). Este tipo de placa se denomina de fase
reversa ya que el aceite de vaselina modifica la polaridad de la placa convirtiéndola en un
soporte apolar por lo que las sustancias mas polares son las que van a mostrar una mayor
movilidad debido a su mayor afinidad por el solvente polar. Estas placas se emplean para
separar los acidos grasos segun el tamafio de la cadena de manera que los acidos grasos
largos se retienen mas que los de menor tamafio de cadena por lo que éstos van a tener una

mayor movilidad.

2.2. Visualizacion e identificacién de las bandas.

Una vez que se han separado los lipidos por TLC era necesario proceder a la deteccion

e identificacion de las bandas correspondientes a cada tipo de lipido. Se han empleado para

ello dos tipos de métodos:

- Método no destructivo- Se situaba la placa en una cubeta de cristal cerrada con atmosfera de
yodo tapando la muestra con un cristal de tal forma que s6lo quedase al descubierto la zona
de los patrones o la parte externa de muestra. El yodo tifie la muestra debido a que se une de
forma especifica a los dobles enlaces de los acidos grasos insaturados.

-Método destructivo- Se pulverizaba la placa con acido sulfurico al 50% en agua y
posteriormente se situaba en una placa calefactora hasta la carbonizacion. Este método se
utilizaba basicamente para los diferentes LP separados en placa, facilitando la identificacion
el hecho de que los glicerofosfolipidos se tefilan de marron mientras que los galactolipidos

lo hacian de rosa.
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3. Separacion por TLC de los diferentes tipos de lipidos.
3.1. Separacion por TLC de los lipidos neutros.

Los lipidos totales que se habian extraido se resuspendian en un pequefio volumen de
hexano/isopropanol (7:2, v/v) y se colocaban sobre el extremo inferior de la placa de silice
aproximadamente a dos centimetros del borde inferior. En uno de los lados de la placa
(izquierdo o derecho) se situaban los patrones para poder identificar las bandas. A
continuacion se desarrollaba en una cubeta de vidrio utilizando como liquido de desarrollo
hexano/éter dietilico/formico (75:25:1, v/v/v), mezcla empleada normalmente para separar
lipidos neutros. Para visualizar los diferentes lipidos se cubria parcialmente la placa con un
cristal dejando al descubierto la fraccion de la placa donde se habian colocado los patrones y
se introducia en una cubeta con atmdsfera de yodo. Se identificaban los diferentes tipos de
lipidos comparandolos con patrones conocidos, quedando la distribucion de los lipidos desde
el origen como sigue: los lipidos polares (LP), que permanecian en el origen, los
diacilglicéridos (DAG), que al tener un grupo hidroxilo libre que le conferia polaridad
quedaba mas retenido, los dcidos grasos libres (AGL), que debido a la polaridad del grupo
carboxilo se retenian un poco mas en la silice y por altimo los triacilglicéridos (TAG) que es
la fraccion mas apolar y por tanto la que menos se retenia por la silice. Las bandas
correspondientes a los LP, DAG, AGL y TAG se raspaban de la placa con una espatula y se

eluian de la silice con 4-5 ml de cloroformo/metanol (2:1, v/v).

3.2. Separacion por TLC de los lipidos polares.

Una vez eluidos los LP de las placas anteriores se evaporaba el disolvente con una
corriente de nitrégeno y se resuspendian en un pequefio volumen de la misma mezcla anterior.
Para separar entre si los diferentes tipos de LP se desarrollaban sobre placas de TLC
utilizando como liquido de desarrollo cloroformo/metanol/acido acético/agua (85:15:10:3,5,
v/v/v/v). En uno de los extremos de la placa se ponia una muestra de lipidos de espinaca que
se utilizaban como patrén debido a que poseen una mezcla de lipidos polares muy
compensada. Una vez desarrollada la placa se cubria parcialmente con un cristal dejando al
descubierto Unicamente la fraccion del patron y se introducia en una cubeta con vapores de
yodo para visualizar las bandas, identificando los lipidos polares individuales comparandolos
con el patron. El orden en el que los diferentes lipidos polares quedaban en las placas desde el

origen era el siguiente: fosfatidlinositol (PI), fosfatidilcolina (PC), digalactosildiacilglicéridos
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(DGDG), fosfatidilglicerol (PG), fosfatidiletanolamina (PE) y monogalactosildiacilglicéridos
(MGDG). Con este desarrollo la PC y los DGDG aparecian con bastante frecuencia
solapados, no siendo posible separarlos totalmente. Se utilizaba ademas otro método que
consistia en una modificacion del método de Khan y Williams (1977) empleando placas de
TLC impregnadas con una solucion de sulfato amonico desarrollandolas con
acetona/benceno/agua (90:30:10, v/v/v/). Con estas placas la PC y DGDG si se separaban
perfectamente, aunque PI y PE quedaban solapados, por lo que een ocasiones eran necesarios
los dos desarrollos para conseguir separar todos los lipidos polares que se querian analizar.
Una vez identificados los lipidos polares se raspaban de la placa por separado con una

pequefia espatula en tubos de vidrio individuales.

4. Analisis de los acidos grasos.
4.1. Formacion de los ésteres metilicos de los Acidos grasos.

Una vez que se han raspado de las placas tanto los lipidos neutros como los lipidos
polares se procedia a la determinacion de la composicion de acidos grasos de cada fraccion,
para lo cual era necesario sintetizar sus ésteres metilicos. Para ello se ha utilizado un método
de metilacion rapida (Garcés y Mancha, 1993) que consistia en afiadir 3 ml de la solucién
metanol/tolueno/H,SO4 (88:10:2, v/v/v) y calentar en un bafio a 80°C durante 1 hora. Una vez
enfriada se afiadia 1 ml de heptano con 0,01% de BHT, y se agitaba vigorosamente
formandose dos fases inmediatamente. Se recuperaba la fase superior de heptano con los
ésteres metilicos y se pasaba a otro tubo de vidrio. Se evaporaba el disolvente con una

corriente de nitrogeno y se resuspendia en un pequefio volumen de heptano.

4.2. Separacion y cuantificacion de los ésteres metilicos.

Una vez que se han obtenido los ésteres metilicos se separaban mediante cromatografia
gas-liquido utilizando un cromatégrafo de gases Hewlett-Packard 5890A con una columna
capilar Supelco SP-2380 (30 m de longitud, 0,32 mm de luz interna y 0,20 um de grosor de
fase) de silice fundida. Se ha utilizado un detector de ionizacion de llama e hidrogeno como
gas portador. La temperatura inicial del horno era de 160°C y un gradiente de temperatura de
1°C/min, llegando a una temperatura final de 175°C en la que permanecia durante 5 minutos,

por lo que el tiempo. requerido para cada analisis individual era de 20 minutos. La temperatura
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del inyector y del detector era de 200°C. Los picos correspondientes a los diferentes acidos

grasos se identificaban comparandolos con patrones conocidos.

S. Determinacion del contenido lipidico o riqueza de grasa de semillas de girasol.

Para hacer determinaciones cuantitativas del contenido lipidico total de las semillas de
girasol o de algin componente lipidico (TAG, LP, etc...) se afiadia una cantidad conocida de
acido heptadecanoico (17:0), un acido graso saturado de 17 atomos de carbono que no se
encuentra en ninguna grasa ni aceite natural y que se utiliza como patrén interno. Se
preparaban disoluciones de este acido graso en una mezcla de metanol:tolueno (1:1, v/v) a
unas concentraciones de 0,2 y 1 mg 17:0/ml. Se afiadia un volumen adecuado de estas
disoluciones de tal forma que el 17:0 representara aproximadamente un 10% del total de
acidos grasos de la muestra. El momento en que se afiadia el patron interno variaba segln si
se queria determinar el contenido total (miligramos) de lipidos de la semilla, en cuyo caso el
17:0 se afiadia antes de triturar las semillas, 6 la cantidad (miligramos) de algin componente
lipidico (TAG, LP, etc..) en cuyo caso se afiadia previamente a la metilacion de dicho
componente.

Una vez extraidos los lipidos totales o separados sus componentes por TLC, como se ha
descrito anteriormente, se metilaban las muestras y se analizaban por cromatografia gaseosa.
El 17:0 se separaba perfectamente por esta técnica cromatografica, presentando un tiempo de
retencion intermedio entre los acidos palmitico y estearico. A partir del porcentaje de 17:0
obtenido en el cromatograma y conociendo exactamente la cantidad afiadida de patrén interno
asi como el porcentaje restante de acidos grasos, se podia calcular la cantidad total de lipidos

de la semilla o de cualquier componente lipidico.

6. Anadlisis posicional de los dcidos grasos en los triacilglicéridos.

Para determinar si la distribucion de los acidos grasos en la molécula de TAG era al azar o
si por el contrario existia una cierta preferencia de determinados AG por alguna posicién del
glicerol se ha llevado a cabo la hidrolisis parcial de los TAG con lipasa pancreatica, una
enzima que hidroliza especificamente los acilos de las posiciones sn-/ y sn-3 de la molécula
de TAG dejando la posicion sn-2 intacta (figura 17) (Luddy et al., 1964).

Se purificaban 10 mg de TAG a los que se les afiadian 2 mg de lipasa pancreéatica de cerdo, 1

ml de tampén Tris-HCI 1 M pH 8, 1 ml de una solucién de CaCl, al 22% y 0,25 ml de
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deoxicolato al 0,1% (Mancha et al., 1970). Se agitaba vigorosamente en un vortex durante 1-2
minutos y a continuacion se detenia la reaccion con 0,5 ml de HCI 6 N de tal forma que la
reaccion de hidrolisis no era completa sino que dejaba un cierto porcentaje de TAG sin
hidrolizar. Se extraian los lipidos con 1,5 ml de éter dietilico, se evaporaba el disolvente con

nitrégeno y se resuspendian en un pequefio volumen.

'CH, —R,
I
R, _*CH
)
CH, R,
TAG
Lipasa pancreitica
R,—'COOH 'CH,OH 'CH, —R, 'CH,0H 'CH, —R,
2I 2 2 2&
+ R,_’CH + R~—CH ., R.—?CH + R,—2CH
| I |
R;__3COOH 3CH,OH 3CH,0H 3CH,—Rs 3éH2 —R;
AGL 2-MAG 1,2-DAG 2,3-DAG TAG

Figura 17. Hidrolisis de los TAG con lipasa pancreatica. AGL, acidos grasos libres;

2-MAG, 2-sm-monoacilglicerol; 1,2-DAG, 1,2-sn-diacilglicerol, 1,3-DAG, 1,3-sn-

diacilglicerol; TAG, triacilglicerol (Gunstone 1994).
Los productos de la reaccion se separaban por TLC y se desarrollaba con hexano/éter
dietilico/férmico (75:25:1, v/v/v). A continuacion se raspaban las siguientes bandas: la de los
MAG, la mas cercana al origen, con el acilo esterificado en posicion sn-2, la de los AGL, que
incluia los acilos de las posiciones sn-1 y sn-3, y la banda de los TAG que no se habian
hidrolizado para determinar si su composicion de acidos grasos coincidia con la de los TAG
iniciales, confirmando de esta forma que la hidrolisis habia ocurrido al azar. Seguidamente se
metilaban y se determinaba la composicion de AG de cada fraccion por cromatografia de

gases.
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III. METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES
ENZIMATICAS

1. Material biolégico.

Para la determinacion de las diferentes actividades enzimaticas en semillas de girasol se
han recolectado capitulos completos de la linea control RHA-274 y del mutante alto estearico
CAS-3 de 15 DDF, edad en la que las semillas se encuentran en fase activa de sintesis
lipidica. Una vez recolectados los capitulos se guardaban a —80°C hasta su posterior

utilizacidn.,

2. Sintesis de sustratos radiactivos.
2.1. Preparacion de la sal sédica de los acidos grasos.

Los ensayos para determinar actividades enzimaticas se han realizado en medio
acuoso donde los acidos grasos son insolubles, por lo que ha sido necesario sintetizar
previamente la sal sodica de los acidos grasos para hacerlos solubles en tampén. Los acidos
[1-'C]palmitico, [1-*C]18:0 y [1-"*C]Joleico (2,0 GBg/mmol) se han comprado a American
Radiolabeled Chemicals Inc. (St.Louis, Miss., USA). Para sintetizar la sal sédica de los
diferentes acidos grasos se cogia un volumen determinado de cada acido graso, se evaporaba
el disolvente con corriente de nitrogeno y el residuo se disolvia en 10% Tritén X-100 en 0,6
mM de NaOH. Se calentaba a 55°C durante una hora para asegurar la homogeneizacion (Rock
y Cronan, 1981).

2.2, Sintesis de los acil-ACP.

Los acil-ACP se sintetizaban usando una modificaciéon del método de Rock et al.
(1981). Cada ensayo contenia 0,1 M de Tris-HCI, 0,4 M LiCl, 5 mM ATP, 10 mM MgCl,, 2
mM DTT, 133 pM de la sal sodica de los acidos grasos, 70 pM de ACP de E. Coliy 1,8 mU
de acil-ACP sintetasa de E.coli (ambos productos comprados en Sigma-Aldrich Quimica S.
A. Madrid, Espafia) en un volumen final de 120 pl. Las reacciones se incubaban a 37°C
durante toda la noche y transcurrido este tiempo el pH se acidificaba hasta pH 6,0-6,5
afiadiendo 3 pl de HCI 3,6 M ya que los acil-ACP son mas estables a ese pH. A continuacion
se eliminaban los acidos grasos libres que no se habian unido al ACP usando una

modificacion del método descrito por Mancha et al. (1975), que consistia en afiadir el mismo
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volumen de isopropanol y lavar tres veces con 0,5 ml de hexano saturado en

agua/isopropanol (1:1, v/v).

2.3. Cuantificacion de radiactividad en los acil-ACP sintetizados.

Para medir la radiactividad presente en los acil-ACP sintetizados se ha utilizado un
contador de centelleo liquido (Rackbeta II; LKB, Sweden) previamente calibrado. Para
cuantificar la radiactividad de las muestras se han utilizado viales de centelleo de polietileno
de 5 ml de capacidad a los que se les afiadia 3 ml de liquido de centelleo (comprado a
National diagnostics, Hessle, England). Después de agitar fuertemente se cuantificaba la

radiactividad durante 240 segundos.

2.4. Determinacion de la concentracion de sustrato radiactivo de una muestra.

Para determinar la concentracién de los acil-ACP radiactivos de una muestra las
desintegraciones por minuto (dpm) cuantificadas en el contador de centelleo se dividian por
60 para conocer las desintegraciones por segundo (dps) o becquerel (Bq), unidad
recomendada por el sistema internacional (Salisbury, 1991). Esta cantidad se dividia a
continuacion por la actividad especifica (A.E.) del producto (2,0 GBg/mmol ) y por el
volumen (pl) de ensayo. La concentracidon obtenida (mM) se multiplicaba por 1000 para
trabajar con valores mayores. La férmula resumida seria:

(DPM/ (60 x A E. x ul)) = concentracion (mM) x1000 = (uM)

3. Determinacion de la actividad acil-ACP tioesterasa.

3.1. Preparacion del extracto crudo.

Para la obtencion del extracto crudo se cogian semillas de tres capitulos diferentes de la
linea control RHA-274 y del mutante CAS-3 guardados a —80°C y se trituraban en un mortero
en tampon Tris-HCI 20 mM (pH 8,5), 2 mM de ditiotreitol (DTT) y 5% de glicerol (v/v)
(Dormann et al., 1994) en una proporcion de 10 ml de tamp6n/g de semilla. Todo el proceso

de obtencion del extracto crudo se llevaba a cabo a 4°C.
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Las concentraciones de proteinas de los extractos crudos se determinaban utilizando un Kit

para ensayo de proteinas (BioRad) utilizando BSA como estandar.

3.2. Ensayo enzimaitico de la actividad acil-ACP tioesterasa.

Para el ensayo enzimatico se ha seguido el método descrito por Dérmann et al. en 1994
con algunas modificaciones. Para los ensayos de la actividad acil-ACP tioesterasa se
mezclaban 130 pl del extracto crudo con diferentes volimenes (2, 5, 7, 10, 20 y 40 pl) de [1-
1C116:0-ACP, [1-*C]18:0-ACP 6 [1-**C]18:1-ACP a una concentracién inicial de 4 pM en
un volumen final de 170 ul. Las concentraciones finales de sustratos oscilaban entre 0,05-
1uM. Cuando era necesario se completd hasta el volumen final de 170 pl afiadiendo el mismo
tampon que se habia utilizado para obtener el extracto crudo. La reaccion se incubaba a
temperatura ambiente durante 20 minutos y transcurrido este tiempo se detenia afiadiendo 170
ul de acido acético 1 M en isopropanol, conteniendo 1 mM de acido oleico frio. A
continuacion la mezcla de reaccion se lavaba tres veces con 500 pl de hexano saturado en
agua/isopropanol (1:1, v/v) para eliminar los acidos grasos liberados por la accion de la

enzima.

3.3. Cuantificacion de los productos de la reaccion.

La actividad acil-ACP tioesterasa en los ensayos se ha determinado midiendo la
radiactividad en la fase acuosa donde se encontraban los acil-ACP que no se habian
hidrolizado por la accidn de la acil-ACP tioesterasa. La fase acuosa se pasaba a viales de
centelleo, se afiadian 3 ml de liquido de centelleo y se cuantificaba la radioactividad en el
contador de centelleo liquido.

Una vez determinada la radiactividad (DPM) se calculaba la concentracion de sustrato como
ya se ha explicado anteriormente. La actividad acil-ACP tioesterasa se expresaba como

pmoles de acil-ACP hidrolizados por minuto por miligramo de proteina.
4. Determinacion de la actividad de la estearil-ACP desaturasa.
4.1. Preparacion del extracto crudo.

Para la obtencion del extracto crudo se cogian semillas de tres capitulos diferentes de la

linea control RHA-274 y del mutante CAS-3 guardados a —80°C y se trituraban en un mortero
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en tampén PIPES 0,1 M pH 6.5 y 1 mM dietilpirocarbonato (DEPC) en una proporcion de
125 pl de tampén por cada semilla. Se mantenia 1 hora en hielo para que el DEPC inactivara
a las acil-ACP tioesterasas enddgenas las cuales compiten con la EDS pbr el sustrato

(Knutzon et al., 1992).

4.2. Sintesis del sustrato ([*C]-estearil-ACP). Ensayo enzimaitico de la B-cetoacil-ACP

sintetasa II.

La sintesis de 18:0-ACP, el sustrato de la EDS, se ha llevado a cabo utilizando la
maquinaria enzimatica existente en la semilla, es decir, mediante la reaccion catalizada por la
enzima f-cetoacil-ACP sintetasa II (KAS II) enddgena, localizada en el plastidio. La
actividad KAS 1II se ha ensayado en un volumen final de 200 ul usando 150 ul de extracto
crudo obtenido de igual forma que el utilizado en el ensayo de la actividad acil-ACP

tioesterasa. La mezcla de reacciéon contenia Tris-HCl 20 mM, 17 uM de ACP, 5 uM de

14
malonil-ACP, 10 uM de cerulenina y 0,5 uM de [1- C] 16:0-ACP. La reaccion se incubaba a

26°C durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo y antes de parar la reaccion se retiraban 45
ul que serian utilizados como sustrato para la reaccion catalizada por la EDS. Este volumen
(45 pl) incluia tanto18:0-ACP como 16:0-ACP ya que la reaccion habia sido parcial. Para
cuantificar el 18:0-ACP sintetizado por la KAS 1I una vez retirado el volumen indicado se
paraba la reaccion con 125 ul de NaOH 8M, afiadiendo ademas 50 ul de acidos grasos frios
(Img de 18:0 y 18:1/ml acetona) y manteniendo la mezcla 15 minutos a 80°C. A continuacion
se acidificaba la mezcla afiadiendo 125 ul de HC1 8M para liberar los acidos grasos. Se
metilaba la muestra y se afiadian 2 ml de heptano agitando vigorosamente para extraer los
acidos grasos. Se retiraba la fase superior de heptano y se pasaba a otro tubo, evaporando el

disolvente con corriente de nitrogeno y resuspendiendo de nuevo en 50 ul de heptano.

4.3. Ensayo enzimatico de la estearil-ACP desaturasa.

El ensayo de la actividad EDS se basaba en la cuantificacion del ['*C]18:1-ACP formado
por la desaturacién del ['*C]18:0-ACP (Mckeon y Stumpf, 1981). En un eppendorf se
mezclaban 15 pl de DTT 100 mM, 10 pul de BSA 10 mg/ml, 7,5 ul NADPH 25 mM en
Tricine 0,1 M ph 8,2, 2,5 ul de ferredoxina de espinaca 10 mg/ml, 1,5 pl de ferredoxin-
NADP" reductasa 2,5 U/ml, 7,5 pl de catalasa 800.000 U/ml. Se mantenia la mezcla 10

minutos a temperatura ambiente. A continuacion se pasaba la mezcla a un tubo de ensayo de
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13x100 mm que contenia 125 pl de PIPES 0,1 M pH 6,5 y agua para completar los
volumenes. Se afiadian 35 pl del extracto crudo y se comenzaba la reaccion afiadiendo 45 pl
de la reaccion anterior, catalizada por la KAS 1I, afiadiendo de esta forma el sustrato
radiactivo, [**C]18:0-ACP. Sin embargo, como la reaccion de la KAS II solo se dejaba
transcurrir durante 15 minutos no todo el ['*C]16:0-ACP se convertia en [*C]18:0-ACP. Por
tanto, en el volumen (45 pul) que se afiadia a la reaccion ademas del sustrato de la enzima, el
[**C]18:0-ACP, se estaba afiadiendo también ['*C]16:0-ACP. La concentracion inicial de
[*C]18:0-ACP, procedente de la reaccion de la KAS 11, oscilaba entre 0,2-0,4 uM, llegando a
unas concentraciones finales entre 45-75 nM. El volumen final de ensayo era de 250 pl. La
reaccion se incubaba a 23°C durante 10 minutos con agitacion suave y se detenia con 125 pl
de NaOH 8 M y 50 pl de acidos grasos frios (Img de 18:0 y 18:1/ml acetona). Se mantenia
durante 15 minutos en un bafio a 80°C para hidrolizar los acil-ACP y a continuacion se

acidificaba la mezcla con 125 pl de HCI 8 M y se metilaba para obtener los ésteres metilicos.

4.4. Separacion de los productos de ambas reacciones enzimaticas.

La separacion de los productos de la reaccion catalizada por la KAS II (16:0 y 18:0) se
hacia mediante placas de silice de TLC de fase reversa, mientras que la separacion de los
productos de la reaccion de la EDS (18:0 y 18:1) se hacia en placa de TLC impregnadas con

solucion de nitrato de plata.

4.5. Deteccion e identificacion de las bandas radiactivas.

Para visualizar las bandas y cuantificar la radioactividad del '*C se ha utilizado un
Packard InstantImager, que mediante un sistema de autorradiografia electronica permite
cuantificar en pocos minutos las emisiones tipo P que son emitidas por una muestra. El
detector tiene un érea de deteccion de 20x24 cm y una resolucion de 0,5 mm. Casi de forma
inmediata aparecia en la pantalla del monitor la imagen de la placa con las bandas radiactivas

y en pocos minutos te permitia cuantificar la radiactividad presente en la muestra.
4.6. Cuantificacion de los productos de la reaccion

Las bandas de los diferentes acidos grasos se raspaban por separado de la placa y se

eluian en viales de centelleo con 4 ml de éter dietilico, se evaporaba el disolvente y se
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resuspendian en 200 pl de heptano. Después de afiadir 3 ml de liquido de centelleo se
cuantificaba la radiactividad en el contador de centelleo.

Tanto la actividad KAS II como la EDS se daban como actividades relativas, expresiandolas
como pmoles mg prot ~' min ~'. Asi pues, para la actividad KAS II una vez cuantificada la
radiactividad en las bandas de 16:0 y de 18:0, se calculaba el porcentaje de 18:0 que se habia

formado:
% 18:0 =[DPM 18:0/ (DPM 18:0 + DPM 16:0)] X 100

Una vez conocido dicho porcentaje y dado que se conocian los pmoles de ['“C]16:0-ACP que
se habian afiadido como sustrato de la reaccion catalizada por la KAS 1I se podia determinar
cuantos pmoles de ['*C]18:0-ACP se habian sintetizado.

Para la actividad EDS el procedimiento era similar, cuantificando la radiactividad de la banda
de 18:1 asi como de la de acidos grasos saturados (16:0 + 18:0) calculando de esta forma el

porcentaje de 18:1 sintetizado:
% 18:1 =[DPM 18:1/ (DPM Saturados + DPM 18:1)] X 100

Al igual que en el caso anterior, dado que se conocian los pmoles de [**C]18:0-ACP que se

habian afiadido se podian determinar los pmoles de [*C]18:1-ACP formados.
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L. ANALISIS Y CARACTERIZACION DE LOS LiPIDOS DE SEMILLA MADURA
DEL GIRASOL

La semilla es el lugar de sintesis y almacenamiento de los lipidos en el girasol, siendo
utilizado como fuente de energia para la germinacién de la semilla y el desarrollo inicial de la
planta. La semilla de girasol tiene un alto contenido de aceite, aproximadamente entre
35-40%. Para caracterizar el mutante de girasol alto estearico CAS-3 se ha comenzado
analizando los lipidos totales (aceite) asi como varios de sus componentes lipidicos para
determinar si el alto contenido de 18:0 se encontraba en todos los lipidos de la semilla o sélo

en algunos.

1. Analisis de la composicién de Acidos grasos de los lipidos totales, lipidos neutros y
lipidos polares totales de la semilla madura de girasol.

En primer lugar se han analizado tanto los lipidos totales (LT) como sus componentes
mas importantes de los lipidos de semilla, es decir, los TAG, componentes mayoritarios que
representan alrededor de un 95% de los lipidos de la semilla, los DAG, componentes
minoritarios e intermediarios metabdlicos, y los LP, igualmente minoritarios en semilla
madura y que se encuentran formando parte de las membranas celulares. Segin puede
observarse en la tabla 9, existian diferencias interesantes entre el mutante alto estearico
CAS-3 y el control RHA-274 en lo que se refiere a la composicion de acidos grasos de los LT
de semilla madura. Los niveles de 16:0 y 18:2 en el mutante CAS-3 eran similares a los de la
linea control RHA-274, permaneciendo el 16:0 entre 5-6% en ambas lineas, mientras que el
18:2 varia algo mas, siendo mayor su porcentaje en RHA-274 (56%) que en CAS-3 (51%).
Las mayores variaciones se observaban en los 18:0 y 18:1. El 18:0 de la linea mutante
experimentaba un aumento de mas de cinco veces con respecto a la linea control, pasando de
un 4,9% en el control a un 26,1% en el mutante. Este aumento en el contenido de 18:0 se
hacia a expensas del 18:1 que disminuia su contenido desde 30,8% en el control hasta un
14,2% en el mutante. Este mismo efecto se habia observado en mutantes de soja con un alto
contenido de 18:0 en semilla (Graef et al., 1985; Rahman et al., 1995) y en Arabidoposis
thaliana (James y Dooner, 1990). El resto de los acidos grasos eran minoritarios y no

experimentaban cambios importantes.
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Tabla 9. Composicion de acidos grasos de los LT, TAG, DAG y LP de semillas de la linea
control RHA-274 y de la linea alto estearico CAS-3.

Lipido Linea Composicion de acidos grasos (mol %)
16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 20:0 22:0
LT RHA-274  6,4+0,1 4,9+04 30,8+23 562425 tr tr 1,0+0,1

CAS-3 54403 26,111 142421 51328 tr 1,4£0,1 1,3%0,1

TAG RHA-274 6,8+0,2 5,0£0,4 31,4422 55,423 tr tr 0,9+0,1
CAS-3 5,3+0,3 27,0£1,6 142426 50,6+2.6 tr 1,440,1 1,4+0,1

AG RHA-274  71+10 3,807 259+15 62,3+09  tr 0,5+0,2 tr
CAS-3 6,4£0,5 16407 16,4429 595422  tr 0,6£0,1 tr

P RHA-274 12.8+08 53+03 17,7408 61,9403 tr 0,9+0,8 1,3+0,3
AS-3 9,6+0,1 18,5+0,5 11,5+3,2 57,8+4.2 tr 1,0+0,2 0,8+0,1
tr< 0,5%

Unas variaciones muy similares se observaban en los TAG, los componentes mayoritarios de
los LT, variando el contenido de los acidos grasos en el mismo rango. El 16:0 variaba entre
5-6% en ambas lineas, al igual que ocurria en los LT, y también en TAG el porcentaje de 18:2
era mayor que en el control (55% en RHA-274 y 50% en CAS-3). Los porcentajes de 18:0 y
18:1 eran los que mas variaban también en TAG, siendo el contenido de 18:0 de CAS-3 mas
de cinco veces el de RHA-274 (27% y 5% respectivamente) con un descenso paralelo del
contenido de 18:1 (14% y 31% en CAS-3 y RHA-274 respectivamente)

En los DAG los contenidos de 16:0 y 18:2 en ambas lineas eran similares a los de LT y TAG,
observandose también las mayores variaciones en el par 18:0-18:1. El contenido de 18:1 era
de un 25,9% en el control y 16,4 % en el mutante, mientras que el de 18:0 era de 3,8% en el
control y 16,4% en el mutante. El menor contenido de este AG en los DAG con respecto a los
TAG se debe a que el 18:0 solamente se esterifica en las posiciones externas del glicerol (sn-/
y sn-3) de las que s6lo sn-1 esta disponible en los DAG (Stymne y Stobart, 1987).

En los LP el contenido de 16:0 era superior al del resto de los lipidos, aunque se mantenia en
unos valores parecidos en ambas lineas, variando entre un 9-13%. El 18:0 es el que

experimentaba también una mayor variacion, pasando de un 5,3% en el control a un 18,5% en
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el mutante. El porcentaje de 18:2 era similar en ambas lineas, con un 62% en RHA-274 y un
59% en CAS-3.

Tampoco se observaban variaciones significativas en los niveles de acidos grasos saturados
largos, como 20:0 y 22:0, como consecuencia del aumento del contenido de 18:0.

Por tanto, en el mutante CAS-3 el aumento en el contenido de 18:0 no provocaba variaciones
significativas en los niveles de otros acidos grasos, a excepcion del 18:1. En otros cultivos el
método empleado para aumentar o disminuir el contenido de un acido graso en concreto tenia
efectos impredecibles y no deseados sobre el nivel de otros acidos grasos, como habia
ocurrido en lineas mutantes de soja con alto contenido en 18:0 6 16:0 (Mounts et al., 1996)
que también aumentaban el nivel de 18:3 lo cual reducia la estabilidad del aceite. También en
colza (Knutzon et al., 1992) los mutantes alto estearico mostraban un aumento en el contenido
de AG saturados largos como acidos araquidico (20:0), behénico (22:0) y lignocérico (24:0),
supuestamente debido a la accion de la B-cetoacil-ACP sintetasa II sobre el 18:0-ACP.

Segilin estos resultados se puede afirmar que el aceite extraido de semillas de CAS-3 es un
aceite con un alto contenido en acidos grasos saturados y por tanto con un mayor punto de

fusién que un aceite de girasol normal por lo que presenta una mayor solidez y consistencia a

temperatura ambiente. Estas propiedades lo convierten en un aceite ideal para sustituir a las
grasas semisolidas utilizadas actualmente para la fabricacion de margarinas, pasteleria ¥

productos relacionados obtenidas por hidrogenacion parcial de aceite de soja .

fundamentalmente (Norris, 1991). De esta forma se evitaria el consumo de acidos grasos
trans, isomeros formados durante el proceso de hidrogenacion, los cuales parecen no ser
recomendables para la salud por sus posibles implicaciones en el aumento del nivel de
colesterol-LDL y del riesgo de enfermedades coronarias (Willett, 1994; Willett et al., 1994;
James, 1996, Grundy, 1994). Ademas el aceite de CAS-3 tiene otro valor afiadido ya que
aunque tiene un alto contenido en acidos grasos saturados, a los cuales se les atribuye también
un importante papel hipercolesterolémico y en el desarrollo de enfermedades coronarias, se ha
observado que no todos los acidos grasos saturados tienen el mismo efecto sino que el 12:0,
14:0 y 16:0 tienen un mayor poder hipercolesterolémico que el 18:0, el cual parece tener un
efecto neutro sobre el nivel de colesterol LDL y HDL en sangre (James, 1996; Grundy, 1994;
Pearson, 1994).
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2. Analisis de la composicion de acidos grasos de los principales tipos de lipidos polares
de semilla madura.

Dado que los primeros analisis indicaban que en los principales componentes del aceite de
semilla, TAG, DAG y LP, del mutante CAS-3 existia un mayor contenido de 18:0 que en el
control, se han seguido realizando posteriores analisis de los diferentes LP, tanto de los
glicerofosfolipidos como glicosilglicéridos, para determinar si mostraban también un mayor
contenido de 18:0. Se han analizado los glicerofosfolipidos mayoritarios en la semilla, PI, PC
y PE, asi como los galactolipidos, MGDG y DGDG (tabla 10).

Tanto PC como PE presentaban una composicion de acidos grasos similar en el control y en el
mutante, con un contenido de 18:2 alrededor de un 60% y un contenido de 16:0 también

similar, entre 5-12%.

Tabla 10. Composicion de acidos grasos de los principales LP de semilla de girasol,
incluyendo glicerofosfolipidos y galactolipidos, de la linea mutante CAS-3 y del control
RHA-274. |

Lipido Linea Composicion de acidos grasos (mol %)

16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 20:0 22:0

PC RHA-274 10,742,0 43+0,5 253+1,1 592426  tr tr tr
CAS-3  88+17 184437 11308 594425  tr 0,6£0,1 0,9+0,3

PE RHA-274 13,1£4,9 31204 172440 662+17  tr tr tr
CAS-3 112425 184+15 7,8+403 596423  tr 0,8£0,1 1,740,5

PI RHA-274 33,8£0,6 14,0421 142430 37,3436 tr tr tr
CAS-3  16,0£12 414421 49425 369429  tr tr tr

DGDG RHA-274 69435 52+05 243407 602439 28+10 0,5+0,5 tr
CAS-3  52+18 204442 56433 61,9434 52+11 tr 1,2+1,3

MGDG RHA-274 11815 3,1202 18,0438 66,0+3,9 14+0,1 tr -

CAS-3 8,7£0,8 16,3+33 12,5434 555+1,9 4,6+1,2 0,6+£0,1 1,5+0,7
tr< 0,5%
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Sin embargo todos los glicerofosfolipidos del mutante presentaban un contenido de 18:0
entre 4-6 veces superior que en el control. Este aumento del contenido de 18:0 lo hacia a
expensas del 18:1 que bajaba su contenido en todos los glicerofosfolipidos.

El PI era el unico lipido que presentaba en ambas lineas un comportamiento diferente. Su
contenido de 18:2 era bastante inferior, alrededor de un 36% en ambas lineas, mientras que el
contenido en 18:0 aumentaba desde un 14% en el control a un 41% en el mutante. A pesar de
este aumento importante en el contenido de 18:0 el mutante mantenia un contenido total de
saturados (16:0 + 18:0) similar al del control, alrededor de un 50%, debido al alto porcentaje
de 16:0 en el control y al importante descenso que sufre el contenido de este AG en el
mutante llegando casi a la mitad que en el control. El contenido de 18:1 en el mutante también
disminuia para contrarrestar el importante aumento del 18:0. El hecho de que el contenido de
PI en el mutante sea de un 57% de saturados implica que al menos un 7% de los saturados
debe estar esterificado en posicion sn-2, en contra de la tendencia habitual en los
glicerolipidos que es excluir los saturados de esta posicion intermedia y esterificar solamente

acidos grasos insaturados.

3. Analisis posicional de los acidos grasos en los TAG.

La calidad nutricional de un aceite viene determinada, en parte, por su composicion de
AG asi como por la distribucion de éstos en los TAG. Como ya se ha explicado
anteriormente, los acidos grasos saturados normalmente se excluyen de la posicion intermedia
de los TAG (sn-2), esterificandose en las posiciones extremas (sn-1 y sn-3).

Dado que CAS-3 tiene entre 4-6 veces mas 18:0 que el control, habia que determinar si en el
mutante se habia producido un aumento en la cantidad de 18:0 esterificado en la posicién sn-2
de los TAG o, si por el contrario, se mantenia la exclusion de los saturados de dicha posicion.
Para ello se llevo a cabo la hidrolisis enzimatica de los TAG de semilla madura con lipasa
pancreatica, obteniéndose por un lado sn-2 MAG vy por otro los acidos grasos libres que
estaban esterificados en sn-1 y sn-3, determinandose la composicion de acidos grasos de
ambos componentes.

Segln se observa en la tabla 11 el porcentaje de 16:0 esterificado en la posicion sn-2 de los
TAG era muy bajo en ambas lineas apareciendo un 0,5% y 0,4% en RHA-274 y CAS-3
respectivamente, mientras que la mayor parte del 16:0 estaba esterificado en las posiciones
sn-1'y sn-3, un 9,2% en RHA-274 y un 8,3% en CAS-3. El 18:0 presentaba una distribucion
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similar a la del 16:0 esterificandose en sn-2 sélo un 0,4% en RHA-274 y un 1,4% en CAS-3,
mientras que en posiciones sn-1 y sn-3 se esterificaria el resto de 18:0, es decir, un 6,1% en
RHA-274 y un 37,6% en CAS-3.

Tabla 11. Distribucién de acidos grasos en los TAG de semilla madura de la linea control

RHA-274 y del mutante CAS-3 tras la hidrolisis con lipasa pancreatica.

Linea Pos. Composicion de acidos grasos (mol %)
16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 20:0 22:0
RHA-274 1+3  92+0,1 6,1+0,1 34,024 50,7+£2,7 tr tr 0,9+0,1
2 0,5%0,1 0,440,1 34,706 64,2409 tr tr tr
CAS-3 1+3  83+0,1 37,6432 10,9+1,6 43,1439 tr 1,8402  1,5+0,1
2 0,4+0,1  1,4+0,2 22,4437 75,7+3,7 tr tr tr
tr< 0,5%

Luego en las semillas mutantes CAS-3, a pesar de tener un contenido de 18:0 mas de cinco
veces superior al del control, se seguia excluyendo de la posicion intermedia de los TAG,
confirmando la especificidad de la LPAAT mencionada anteriormente. La posicion
intermedia estaba ocupada casi exclusivamente por acidos grasos insaturados, 18:1 y 18:2,
aunque existe cierta diferencia entre ambas lineas ya que mientras que en RHA-274 el 18:1 se
esterificaba indistintamente (34 %) en posicién sn-2 o en sn-1+ sn-3, en CAS-3 el 18:1
preferia la posicion sn-2. Con respecto al 18:2 en ambas lineas se esterificaba preferentemente
en posicion intermedia.

Por tanto en el aceite de girasol, como en la mayoria de los aceites vegetales, los AG
saturados se excluian practicamente de la posicion central de los TAG, lo cual tiene unas
importantes implicaciones desde el punto de vista nutricional, ya que son precisamente los
acidos grasos esterificados en la posicion intermedia de los TAG los que se absorben
preferentemente a través de la pared intestinal (Small, 1991). Los que se esterifican en las
posiciones sn-1,3, si son acidos grasos saturados, se absorben sélo parcialmente ya que la
mayor parte se excretarda en las heces mediante la formacion de sales de calcio o magnesio
(Mattson et al., 1979; Jandacek, 1991). Segun algunos autores es precisamente esta menor
absorcion del 18:0 una de las causas por las que dicho acido graso tiene un efecto neutro

sobre el nivel de colesterol. Parece ser que cuando el 18:0 se encuentra esterificado en la
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posicion sn-2 de los TAG la 2-monoestearina que resulta tras la accion de las lipasas se
absorbe bien, sin embargo si el 18:0 se esterifica en las posiciones sn-1 6 sn-3 se van a liberar
quedando como 18:0 libres, que en presencia de calcio 6 magnesio formara jabones que seran
sélo parcialmente absorbidos (Mattson et al., 1979). Otros autores han sugerido que la
diferencia entre el 18:0, no hipercolesterolémico, y el 16:0, hipercolesterolémico, estriba no
en la diferente absorcion de ambos AG sino a diferencias en su metabolismo, sugiriendo una
rapida conversion de 18:0 a 18:1 en el higado, mientras que la conversion del 16:0 a 18:1
seria mas lenta, teniendo asi mas tiempo para ejercer su efecto sobre el nivel de colesterol
(Bonanome y Grundy, 1988; Denke y Grundy, 1991). También existe otra evidencia, y es que
los acidos grasos saturados Cjz0-Ciso aumentan el nivel de LDL debido a que inhiben la
sintesis de los ARNm de los receptores del colesterol LDL, mientras que Cis no tiene efecto
sobre dichos receptores (James, 1996). En resumen, actualmente existen diferentes evidencias
a favor del papel no aterogénico del 18:0: 1) el 18:0 no actaa sobre los receptores-LDL por lo
que no ejerce ningun efecto sobre la tasa de produccion o de eliminacion del colesterol LDL;
2) presenta una menor absorcion en el intestino debido a la posicion que ocupa en los TAG
(sn-1'y sn-3); 3) se desatura rapidamente a 18:1 en el higado (Pearson, 1994). Sin embargo,
parece ser que ninguna de estas evidencias podrian explicar, por separado, el menor efecto
hipercolesterolémico del 18:0 con respecto a otros 4cidos grasos, sino que se requiere un
efecto acumulativo de todas estas diferencias metabolicas (Emken, 1994).

Este hecho tiene gran importancia dada la controversia que existe actualmente sobre los
efectos de las grasas saturadas en el nivel de colesterol en sangre y en la formacion de placas
de ateromas en las arterias (James, 1996). Sin embargo parece ser que no es el contenido total
de saturados de una grasa lo que determina su efecto sobre el nivel de colesterol en sangre,
sino el porcentaje de saturados esterificados en posicion sn-2 de TAG que es la que sera
absorbida por el epitelio intestinal (Renaud et al., 1994). Existen grasas muy saturadas de
origen vegetal como la manteca de cacao con altos niveles de 18:0 (35%) y 16:0 (25%) pero
que estan esterificados casi exclusivamente en posicion sn-/ y sn-3 y no muestran ningun
efecto sobre el nivel de colesterol en sangre (Bracco, 1994), mientras que grasas saturadas de
origen animal como la manteca de cerdo, con un notable efecto sobre el nivel de colesterol ya
que aumentan el colesterol LDL en sangre y favorecen la formacion de ateromas

(Kritchevsky, 1996), tienen un alto contenido en 16:0 (25%), similar a la manteca de cacao,
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pero con la diferencia de que mas de un 95% de ese 16:0 se encuentra esterificado en posicion
sn-2.

Para confirmar la relacion entre la posicion de un AG saturado en la molécula de TAG y su
capacidad aterogénica se han realizado procesos de interesterificacion en la manteca de cerdo
y se ha observado como disminuia el porcentaje de 16:0 en posicion sn-2 (7,6%) asi como
también su capacidad aterogénica (Kritchevsky, 1996). Por tanto, dado que el aceite del
mutante de girasol alto estearico CAS-3, a pesar de tener cerca de un 30% de 18:0 en los TAG
se encuentra casi exclusivamente esterificados en posicion sn-1+3, al igual que ocurria en la
manteca de cacao, cabe suponer que tampoco tendra ningn efecto hipercolesterolémico ni

aterogénico por lo se trata de un aceite “saturado” saludable y de un gran valor afiadido.
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II. ANALISIS DE LOS LIPIDOS DE ALGUNOS TEJIDOS VEGETATIVOS DEL
GIRASOL.

Como ya se ha visto en el apartado anterior el mutante CAS-3 tiene un alto contenido
de 18:0 en la semilla, reflejandose en todos los lipidos de la semilla madura, tanto en TAG,
DAG y LP, como en los distintos tipos de lipidos polares, PI, PC, PE, MGDG y DGDG. Sin
embargo también interesaba determinar cual era el contenido de 18:0 en otros tejidos de la
planta para conocer si también manifestaban el fenotipo mutante, e intentar determinar si el
caracter alto estearico era de expresion especifica de semilla o por el contrario ocurria como
en el mutante alto estearico de Arabidopsis (Lightner et al., 1994) donde se habia encontrado

un mayor contenido de este acido graso no sélo en la semilla sino en otros tejidos de la planta.

1. Caracterizacion de los lipidos del cotiledon

Durante la germinacién de la semilla se produce la movilizacion y degradacion de los
lipidos de reserva, constituidos en mas de un 95% por TAG, asi como la sintesis de nuevos
lipidos, fundamentalmente lipidos de membrana (lipidos polares). Dado que el analisis de los
TAG de la semilla habia dado como resultado un importante aumento en el contenido de 18:0
de los TAG del mutante CAS-3 en comparacion con los del control, pudiera ocurrir que en
CAS-3 la degradacién de los TAG ricos en 18:0 estuviera de alguna forma modificada. Por
otro lado el catabolismo de los TAG es el mecanismo que emplea la semilla para obtener la
energia necesaria para la germinacion, por tanto, un cambio en la composicién de AG de los
TAG podria afectar de alguna manera al proceso germinativo de la semilla, como ocurria en
Brassica, donde mutantes con alto contenido de 18:0 en la semilla presentaban serias

dificultades para germinar (Knutzon et al., 1992).

1.1. Degradacion de la reserva de lipidos durante la germinacion.

Semillas de girasol de ambas lineas se pusieron a germinar y se analizé el contenido
lipidico de los cotiledones en diferentes etapas de la germinacion, desde 0-15 DDS. En la
figura 18 se ha representado el porcentaje (%) de TAG por miligramo de semillas, pero solo
hasta los 11 DDS ya que en ese momento la reserva lipidica ha sido utilizada casi en su
totalidad. Como puede observarse la disminucién de la reserva lipidica es similar en ambas
lineas, produciéndose una disminucion drastica de los TAG de reserva durante los siete

primeros dias después de la siembra, hidrolizindose mas de un 95% de los TAG en este
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periodo. Un comportamiento similar en cuanto a la utilizacion de los lipidos de reserva se
habia observado en otras semillas oleaginosas tales como ricino (Ricinus communis L.) donde

el proceso de germinacion se ha estudiado con detalle (Muto y Beevers, 1974).
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Figura 18. Disminucion del porcentaje de TAG (%) por miligramo de cotiledon durante la
germinacion de la semilla RHA-274 () y CAS-3 ().

1.2. Cambios en la composicion de AG de los lipidos totales del cotiledén.

Durante la germinacion también se analiz6 la composicion de AG de los lipidos ain
sin hidrolizar en el cotiledon. Con este analisis se pretendia conocer si los TAG de CAS-3,
por ser mas saturados, se hidrolizaban de manera diferente a los del control RHA-274, es
decir, si sobre los TAG ricos en 18:0 de CAS-3 existia una seleccion en contra a la hora de su

degradacion. Los resultados de estos analisis se muestran a continuacion.

1.2.1. Variacién en el contenido de acido palmitico durante la germinacion.

El contenido de 16:0 en la semilla madura, como ya se ha visto anteriormente, era
similar en CAS-3 y en RHA-274, oscilando entre 5-7%, sin embargo, durante la germinacion
si se observaban diferencias significativas en el contenido de 16:0 del cotiledon de ambas
lineas, fundamentalmente en la ultima etapa de la germinacion (figura 19). Durante los siete
primeros dias después de la siembra el nivel de 16:0 del cotiledon de ambas lineas no
experimentaba grandes cambios, manteniéndose entre un 5-7% tanto en el control RHA-274

como en el mutante CAS-3. A partir de este momento el contenido de este acido graso
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experimentaba un aumento en ambas lineas aunque mayor en RHA-274, llegando a un 12%
mientras que solo alcanzaba un 8,7% en CAS-3. Este aumento en el porcentaje de 16:0 en
ambas lineas se debia, probablemente, a sintesis de novo de &cidos grasos destinado
fundamentalmente a la sintesis de lipidos de membrana, como se observo en semillas de soja
tras analizar la sintesis de lipidos durante la germinacion (Harwood, 1975). Por tanto, debido
a esta sintesis de novo de acidos grasos el porcentaje de un determinado AG en el cotiledon va
a estar determinado tanto por los TAG de reserva de la semilla ain no hidrolizados como por

la sintesis de novo.

13
- /
114

10

Acido palmitico (mol %)
i

Dias después de sicmbra

Figura 19. Variacion del porcentaje (mol %) de 16:0 durante la germinacion de la semilla de

la linea control RHA-274 (@) y del mutante CAS-3 (<).

1.2.2. Variacién en el contenido de acido estearico durante la germinacién de la semilla
de girasol.

El contenido de 18:0 en el cotiledon durante la germinacion presentaba importantes
diferencias entre ambas lineas, siendo el porcentaje de este AG mayor en el cotiledon de
CAS-3 que en el control RHA-274 durante toda la germinacion (figura 20). Durante los 7
primeros dias de la germinacion el contenido de 18:0 se mantenia constante, en un 27%
aproximadamente, en comparacidon con el contenido de 18:0 de la linea control que
permanecia en 5-6%. A partir del 7 DDS el contenido de 18:0 en el cotiledon del mutante
disminuia hasta un 17% manteniendo este nivel durante todo su desarrollo (hasta los 15 DDS

momento en que se considera que el cotiledon ya ha perdido su funcion de suministrar energia
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al embrion en los primeros estadios de su desarrollo. En la linea control el nivel de 18:0 en el
cotiledon de méas de 7 DDS se mantenia alrededor de un 5% durante todo el desarrollo. El
hecho de que el mutante CAS-3 mantuviera en el cotiledon de 10-15 DDS un nivel de 18:0‘
cuatro veces superior al del control podria deberse a varias razones, entre ellas, a que una
cierta cantidad de los lipidos de reserva de la semilla, con un 30% de 18:0, no se hubieran
catabolizado durante la germinacion o bien que algunos de los genes modificados en la
semilla CAS-3 responsable en parte del fenotipo mutante estuviera expresandose también en

el cotiledon.
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Figura 20. Variacion del porcentaje (mol %) de 18:0 durante la germinacion de la semilla de

la linea control RHA-274 (@) y del mutante CAS-3 ().

1.2.3. Variacion en el contenido de acido oleico y linoleico.

Ambos 4cidos grasos tienen un comportamiento similar durante el desarrollo del
cotiledon. En el caso del 18:1 durante los 4 primeros dias de germinacion el nivel se mantiene
mas o menos constante en ambas lineas (figura 21), aunque el control tenia el doble de 18:1
que el mutante. A partir del 4 DDS y hasta el 10 DDS el porcentaje de 18:1 disminuia en
ambas lineas aunque dicha disminucién era mucho més pronunciada en el control (de 28% a
los 4 DDS a 1,65 alos 10 DDS) que en CAS-3 (de 17,7% a 5,8% en el mismo periodo) de tal
forma que a los 10 DDS el cotiledon de CAS-3 tenia mas 18:1 que el de RHA-274. Ambas

lineas mantenian estos mismos niveles hasta los 15 DDS.
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El 18:2 tenia un comportamiento similar, de manera que durante los 7 primeros dias el
cotiledon de RHA-274 tenia un contenido de 18:2 superior al de CAS-3 (figura 21), aunque

cada linea mantenia sus niveles durante esta primera etapa.
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Durante el periodo comprendido entre 7-10 DDS el nivel de 18:2 sufria variaciones
importantes, disminuyendo hasta alcanzar un 23,8% en RHA-274 y un 30,7 % en CAS-3. A
partir de este momento estos niveles no experimentaban variaciones significativas,

manteniendo CAS-3 un mayor nivel de 18:2 que RHA-274 en el cotiledon de 15 DDS.

1.2.4. Variacion en el contenido de acido linolénico durante la germinacion de la semilla
de girasol.
El 18:3 es el AG mas abundante de los tejidos verdes, encontrandose esterificado en

los lipidos de las membranas tilacoidales (MGDG, DGDG y PG) (Webb y Green, 1991).

105



Resultados y Discusion

Tanto en la linea control como en el mutante el contenido de 18:3 en el cotiledén aumentaba a
partir de los 4 DDS aunque la subida era mucho mayor en el control, ya que mientras
RHA-274 pasaba de 1,3% (4 DDS) a 18% (7 DDS) CAS-3 lo hacia de 0,5% a 5,2% en el
mismo intervalo de tiempo (figura 22). Desde los 7 a los 10 DDS era cuando se producia la
mayor subida, aunque también mucho mas importante en RHA-274, aumentando hasta 57%
mientras que CAS-3 sélo llegaba a un 35%. A partir de este momento y hasta los 30 DDS
(datos no mostrados) el cotiledon mantenia el nivel de 18:3 que tenia a los 10DDS tanto en el

control como en el mutante CAS-3.
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Por tanto, durante la primera etapa del desarrollo, desde 0-7 DDS, el cotiledon de cada linea,
tanto control como mutante, mantenia una composicion de AG similar, sin grandes
variaciones. Entre los 7-10 DDS los niveles de los AG experimentaban los mayores cambios
aumentando los niveles de 16:0 y 18:3 y disminuyendo los de 18:0, 18:1 y 18.2, observandose
este comportamiento en ambas lineas. A partir de 10 DDS y hasta los 15 DDS los niveles de
AG volvian a mantenerse mas o menos constante, sin sufrir cambios significativos. Sin
embargo, las variaciones en los porcentajes AG durante la germinacion de las semillas
mutantes eran menos pronunciadas que las del control, excepto el 18:0 cuya variacion era mas

importante en CAS-3.
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2. Caracterizacion de los lipidos del hipocotilo

Otro de los tejidos analizados en el control y en el mutante fue el hipocotilo,
designando con este nombre el fragmento situado entre la raiz y los cotiledones. Se sembraron
semillas de ambas lineas y se fueron recogiendo muestras de hipocotilo en distintos estados de
desarrollo (7, 10, 15 y 30 DDS), analizando posteriormente su composicion de acidos grasos.
De esta manera se queria determinar si los lipidos del hipocotilo del mutante CAS-3 tenian un
mayor contenido de 18:0 que los del control RHA-274, es decir, mostraban fenotipo mutante,
o si, por el contrario los niveles de este acido graso eran similares a los del control, indicando

que este tejido no manifestaba el caracter alto estearico.

2.1. Variaciones en la composicién de AG de los lipidos totales del hipocotilo durante la
germinacion de la semilla y el desarrollo de la pliantula.

De este tejido solamente se determiné la composicion de acidos grasos de los LT. Con
respecto a los acidos grasos insaturados (18:1, 18:2 y 18:3) el porcentaje de cada uno de ellos
no variaba significativamente entre el control y el mutante (tabla 12). El nivel de 18:1 se
mantenia entre 3-6% en ambas lineas durante todo el desarrollo del hipocotilo, mientras que
el porcentaje de 18:2, tanto en el control como en el mutante, era mayor en el tejido de 7
DDS, alrededor de 50%, disminuyendo posteriormente. Con respecto al 18:3 su contenido era
menor en el hipocotilo joven aunque después a los 30 DDS aumentaba hasta un 22% tanto en
el control como en el mutante.

Los porcentajes de acidos grasos saturados tampoco experimentaban, en general, variaciones
importantes aunque habia algunos diferencias a destacar. El contenido de 16:0 era entre 2-3%
superior en RHA-274 que en CAS-3 durante todo el desarrollo del hipocotilo, pudiéndose
apreciar en ambas lineas un aumento en el porcentaje de 16:0 a medida que el tejido se iba
desarrollando, alcanzando los niveles mas altos a los 15 DDS (23% en RHA-274 y 20% en
CAS-3). Con respecto al 18:0 las mayores diferencias se observaban en el hipocotilo mas
joven, de 7 DDS, donde el contenido de este AG era muy superior en CAS-3 (14,9%) que en
RHA-274 (3,7%). Posteriormente, a medida que el tejido iba creciendo el nivel de 18:0 en el
mutante iba disminuyendo, de forma que a los 10 DDS CAS-3 (6,9%) tenia el doble de 18:0
que RHA-274 (3,4%) y a los 30 DDS ambas lineas tenian porcentajes similares, alrededor de

un 3%.
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Tabla 12. Variacion de la composicion de acidos grasos de los LT del hipocotilo de la linea

RHA-274 y de CAS-3 durante su desarrollo.

DDS Linea Composicion de acidos grasos (mol %)

16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 20:0 22:0

7 RHA-274 159+0,7 37402 54406 525428 15,740,7 1611 5,0£0,8
CAS-3  98+08 149416 5,6+03 50,7+14 112+18 3,1202 4,5+04

10 RHA-274 195+16 34408 33404 40,7+12 19,6£03 2,5£0.6 10,7426
CAS-3  16,7£1,6 69409 47+0,8 412+16 18,120,9 26+0,5 9,6+0,7

15 RHA-274 23.7+1,6 3404 45+1,1 418430 16408 22405 7,8+18
CAS-3 202406 4,9+0,6 49+0,6 40,4429 150+2,1 2,040,1 12,4+0,3

30 RHA-274 22,6404 2,6£0,1 30+£0,1 46606 22,7404  tr 2,4+0.8
CAS-3 18,815 3,805 6,1+0,6 41,6+1,1 22,115 0,5£0,3 6,940,8

tr< 0,5%

Con respecto al porcentaje de AGML (20:0 y 22:0) se observaba que el contenido de 20:0 se
mantenia entre 2-3% durante todo el desarrollo del tejido, mientras que el porcentaje de 22:0
era superior al de 20:0 en todo momento. A los 7 DDS ambas lineas tenian el mismo
porcentaje de 22:0, aumentando hasta alcanzar alrededor de un 10% a los 10 DDS. A partir de
este momento disminuia hasta un 7,8% en RHA-274 mientras que seguia aumentando en
CAS-3 llegando a un 12,4%. A los 30 DDS en ambas lineas habia disminuido su porcentaje
de 22:0 aunque CAS-3 seguia manteniendo un mayor porcentaje de este acido graso que
RHA-274. La presencia en los LT del hipocotilo de AGML (20:0 y 22:0), dos acidos grasos
ausentes tanto en semilla como en otros tejidos, se debia a que ambos AG se encuentran
formando parte de las ceras (Harwood y Stumpf, 1971). La sintesis de los AGML se podia
producir por una doble via, tanto por sintesis de novo como por sucesivas elongaciones de un
acido graso ya existente, principalmente 18:0 (Bolton y Harwood, 1977, Walker y Harwood,
1986). Por tanto, el mayor contenido de 22:0 en el hipocotilo de 15 y 30 DDS de CAS-3
respecto al de RHA-274 podria deberse a que, 1) parte del 18:0 que se estuviera elongando a

22:0 proviniera de la reserva lipidica de la semilla CAS-3, rica en 18:0, o bien 2) alguna de las
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actividades enzimaticas modificadas en la semilla CAS-3 estuviera ain presente en el
hipocotilo, de manera que habria una mayor cantidad de 18:0, procedente de sintesis de novo,

que saldria del plastidio y seria posteriormente elongado.

3. Caracterizacion de los lipidos de raiz

Otro de los tejidos de la planta que se queria analizar era la raiz, para determinar si, al
igual que la semilla manifestaba el fenotipo alto estearico, o si, por el contrario, el contenido
era similar al de la linea control RHA-274 como ocurria con el hipocotilo adulto (30 DDS).
Para tomar las muestras se sembraron semillas de ambas lineas y se recogieron raices en
distintos estadios de desarrollo, desde los 4 a 30 DDS. Se extrajeron los lipidos totales de

todas las muestras y se determind la composicion de acidos grasos.

3.1. Variaciones en la composicion de AG de los lipidos totales de la raiz durante la
germinacion de la semilla y el desarrollo de la plantula.

Al igual que en el cotiledon, en la raiz sélo se determiné la composicion de AG de los
LT, debido al bajo contenido lipidico de este tejido. No se observaban grandes diferencias en
la composicion de AG de los lipidos de raiz entre el mutante y el control. Con respecto al
porcentaje de acidos grasos insaturados (18:1, 18:2 y 18:3), el AG mayoritario era 18:2, en
torno al 50% en ambas lineas durante todo el desarrollo del tejido. El porcentaje de 18:1
tampoco mostraba diferencias entre el mutante y el control, oscilando entre 3-6%, mientras
que el 18:3 era mas abundante que el 18:1, manteniéndose alrededor de 10-15% en ambas
lineas (tabla 13).
Respecto a los AG saturados, el 16:0 era el AG mas abundante después del 18:2, con unos
valores parecidos en ambas lineas y relativamente constantes durante el desarrollo del tejido,
oscilando entre 20-26%. El contenido de 18:0 de la raiz de CAS-3 era algo mayor que la de
RHA-274 desde los 4 hasta 30 DDS, aunque las diferencias eran mas importantes a los 4
DDS, cuando CAS-3 tenia mas del doble de 18:0 (8,3%) que el control (3,6%).
Posteriormente el nivel de 18:0 disminuia ligeramente en ambas lineas aunque CAS-3 seguia
manteniendo un nivel de 18:0 ligeramente superior que el control. En la raiz de 15 DDS
ambas lineas alcanzaban un contenido maximo de 18:0 siendo de un 5% en el control y de

8,7% en el mutante. A partir de los 15 DDS disminuia el contenido de 18:0 en ambas lineas
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de manera que en la planta adulta de 30 DDS las raices del control y del mutante poseian

practicamente el mismo contenido de 18:0.

El aumento de 18:0 que se producia en ambas lineas a los 15 DDS pudiera deberse a sintesis

de novo de acidos grasos en la raiz, de manera que el 18:0 serviria como precursor de la

sintesis de AGML precursores a su vez de las ceras que van a formar parte de las paredes

celulares (Harwood y Stumpf, 1971), si bien no se producia un aumento paralelo del

contenido de AGML (20:0+22:0) como ocurria en el hipocotilo.

Tabla 13. Variacion de la composicion de 4cidos grasos de LT de la raiz de la linea RHA-274

y de CAS-3 durante su desarrollo.

DDS Linea Composicion de acidos grasos (mol%)
16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 20:0 22:0
4  RHA-274 21,7£0,8 36+08 6313 51.6£07 14,5404 tr 1,80,5
CAS-3 20,8+£1,7 83+1,0 58+13 50,2+0,6 11,7+1,6 1,1+0.8 1,9+0,5
7 RHA274 255407 24207 33+1,0 519+04 154408 tr 1,240,3
CAS-3  22,6£04 47+1,0 4,113 513£12 14,6408 1,0+02 1,5+04
10 RHA-274 26,6+2,9 2,7+0,6 3,6+0,6 509+25 13,9+13 tr 1,9+0,3
CAS-3  268+38 51+18 3912 50342 114432 tr 1,840,3
15  RHA-274 257+0,1 50+1,6 46405 50018 10,8+0,1 1,0£04 2.6+0,1
CAS-3 26,0£1,1 8,715 5,1+23 483+29 86+05 1,1+0,1 1,9+0,6
30 RHA-274 255+0,6 22402 50+0,1 53,6408 12,8+03 tr 0,940, 1
CAS-3 22,4+0,8 2,7+0,1 3,905 559+04 11,9+0,6 tr 2,603

tr< 0,5%
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4. Caracterizacion de los lipidos de la hoja

De los tejidos hasta ahora analizados, cotiledon, raiz e hipocotilo, sélo la raiz es un
tejido vegetativo propiamente dicho ya que tanto el cotiledon como el hipocotilo son tejidos
tienen importancia durante la germinacion de la semilla pero no contintian su desarrollo. La
raiz s6lo mostraba un nivel de 18:0 ligeramente superior en CAS-3 que en RHA-274 en los
primeros estadios de formacion del tejido, hasta los 15 DDS, llegando a un porcentaje similar
cuando se convertian en tejidos adultos (30 DDS). Sin embargo, en una planta el tejido
fundamental para su buen desarrollo es la hoja ya que es en la superficie foliar donde tiene
lugar la fotosintesis, concretamente en las membranas tilacoidales de los cloroplastos, donde
va a residir especificamente la actividad fotosintética. Dichas membranas estdn compuestas
fundamentalmente por lipidos polares, siendo un glicerofosfolipido, el PG, y galactolipidos,
MGDG y DGDG (Webb y Green, 1991). Ademas, las envueltas cloroplasticas se componen
de glicerofosfolipidos, PI, PC y PE. Por tanto seria de gran interés analizar los lipidos de la
hoja y su composicion de AG para determinar si en el mutante CAS-3 dichos lipidos tienen un
mayor contenido de 18:0 que los del control, afectando de alguna forma al desarrollo de las

hojas, o si las hojas de ambas lineas tienen el mismo porcentaje de este AG.

4.1. Composicion de acidos grasos de lipidos totales de hojas durante su formacién.

El primer par de hojas emergian aproximadamente a los 10 DDS, cogiendo en este
momento la primera muestra del tejido. Las siguientes se recogieron a los 15 y 30 DDS, se
extrajeron los LT de todas las muestras y se determiné la composicion de AG.

Respecto a los AG saturados, el porcentaje de 16:0 se mantenia en los mismos niveles en
ambas lineas, observandose un ligero descenso a medida que la hoja va madurando, teniendo
de un 15-16% a los 10 DDS y bajando a 12% a los 30 DDS (tabla 14). El 18:0 se mantenia en
unos valores muy bajos tanto en el control como en el mutante durante todo el desarrollo de la
hoja. A diferencia de lo que ocurria en raiz y en hipocotilo, el porcentaje de 18:0 era muy bajo
desde el momento en que aparecian las primeras hojas, si bien siempre habia un 1% mas de
18:0 en los lipidos de hoja de CAS-3 que en los de RHA-274. El porcentaje de AG muy
largos (20:0 y 22:0) era muy bajo en ambas lineas, solo existiendo en cantidades trazas.

Respecto a los AG insaturados, el 18:3 era el 4cido graso mayoritario en ambas lineas, con un
55-70%, aumentando su porcentaje a medida que el tejido iba madurando, pasando de 56% a
68% en RHA-274, y de 55% a 65% en CAS-3. El 18:2 era el segundo AG méas abundante
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después del 18:3, con un contenido entre 16-22% en ambas lineas, observandose un ligero
descenso en el porcentaje durante el desarrollo de la hoja. Por ultimo, el 18:1 era el AG
insaturado menos abundante, con un porcentaje similar al de 18:0, entre 1-3% tanto en el
control como en el mutante.

Por tanto, aunque basicamente el mutante CAS-3 tenia un porcentaje de 18:0 en los LT de
hoja similar al del control RHA-274 sin que se apreciasen diferencias importantes, sin

embargo el contenido de este AG en CAS-3 era ligeramente superior al de RHA-274.

Tabla 14. Composicion de acidos grasos de LT de la hoja de la linea RHA-274 y de CAS-3

durante su desarrollo.

DDS Linea Composicion de acidos grasos (mol %)
16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 20:0 22:0
10 RHA-274 16,6+14 2,1+0,5 2,1+0,5 21,8+0,9 56,0+1,6 tr 0,9+0,2
CAS-3 15,120,1 3,102 29403 22,113 55512 tr 0,8+0,1

15  RHA-274 13240,1 1,6+0,1 1801 16,7+0,3 66,1+0,4 tr 0,5+0,1
CAS-3 12,2401 23+0,1 17401 17,6£0,5 655+1,6 tr 0,5+0,1

30 RHA-274  12,3+0,3 0,9+0,1 1,1+0,1 16,2402 68,7+0,2 tr 0,5+0,1
CAS-3 12,5+0,1 1,8+0,1 1,1+0,1 17,2+0,1 65,8+0,4 tr 0,8+0,1
tr< 0,5%

4.2. Composicion de acidos grasos de diferentes lipidos polares de hoja.

Los lipidos polares de hoja constituyen el componente mas importante desde un punto
de vista cuantitativo dentro de los lipidos totales de hoja (Weeb y Green, 1991), compuestos
a su vez por glicerofosfolipidos (PI, PC, PG y PE) y glicosilglicéridos (DGDG y MGDG).
Estos ultimos son los principales componentes lipidicos de las membranas tilacoidales (75%
de los lipidos tilacoidales) junto con el PG.

Una vez que se habia determinado que no existian diferencias importantes en la composicion
de AG de los LT de hoja entre ambas lineas, podia ocurrir, sin embargo, que dichas
diferencias se observaran en algin tipo de lipido en concreto, por lo que se procedié a separar

los LT en sus diferentes componentes y a analizar su composicion de AG.
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4.2.1. Composicion de acidos grasos de los principales glicerofosfolipidos de hoja.

En primer lugar se analizaron los distintos glicerofosfolipidos (PI, PC, PE y PG) de
hoja madura (30 DDS) y se determiné su composicién de AG (tabla 15). Con respecto al PG,
el mas abundante, se observaban ciertas diferencias entre ambas lineas en lo que se refiere a
los AG saturados. La linea CAS-3 tenia un mayor porcentaje de 16:0 que RHA-274 (15,8%
frente a un 10,9%) asi como también un contenido mas alto de 18:0 (3,7% frente a un 1,7%).
Respecto a los insaturados, CAS-3 tenia menos 18:2 y mas 18:3 que RHA-274. Este lipido de
hoja se caracteriza por su alto contenido en 16:1-A3-trans (Webb y Green, 1991), un AG
insaturado pero que geométricamente es mas parecido a un saturado debido a que el doble
enlace esta situado muy cerca del extremo carboxilo y a que tiene configuracion frans. El
porcentaje de este AG era ligeramente inferior en CAS-3 que en RHA-274 (29% frente a
35%).

Los demas glicerofosfolipidos (PC, PI y PE) son minoritarios en hoja y no forman parte de las
membranas tilacoidales sino que se encuentran tanto en las membranas cloroplasticas como

las celulares.

Tabla 15. Composicion de 4cidos grasos de los principales glicerofosfolipidos de hoja

madura del mutante CAS-3 y de la linea control RHA-274.

Lipido Linea Composicion de acidos grasos (mol %)
16:0 16:1* 18:0 18:1 18:2 18:3
PI RHA-274 43,5+0,1 - 3,90+40,6 0,6+0,1 324+1,1 18,8+14
CAS-3 38,043,9 ; 3,9404 0,8+0,1 39,1303 17,3%4,1
PC RHA-274  32,040,1 - 2,740,4 1,120,1 24,9+0,1 38,4+0,8
CAS-3 20,9+0,1 ; 26401 0,840,1 16,3+0,8 584%0,7
PG RHA-274 10,9407 349427 17%0,5 19410 152439 34,9+1,7
CAS-3 15,8417 292+44 37#0,5 2,7+0,1 10,740,1 37,243,0
PE RHA-274  25,7+4,5 - 24407 12409 37,9434 30,7+1,8
CAS-3 21,9427 07402 2,540,5 1,0£0,3 20,2+0,1 52,7+4,0

*16:1-A3-trans
Algo general en todos ellos era que el porcentaje de 18:0 era muy bajo (por debajo del 4%) en

ambas lineas. Tanto en PC como en PE el mutante CAS-3 tenia menos 16:0 y 18:2 que la
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linea control pero mas 18:3. Por otro lado, el PI de hoja, al igual que el de semilla, tenia un
contenido de AG saturados superior al del resto de los glicerofosfolipidos (47% RHA-274 y
42% CAS-3). Su porcentaje de 18:3 era similar en ambas lineas aunque si se observaban
diferencias en el contenido de 18:2.

Por tanto, en ninguno de los glicerofosfolipidos se han encontrado elevados niveles de 18:0,
sino que el porcentaje de este AG en el mutante era similar al del control. No ha sido posible

determinar las causas de las diferencias observadas en los porcentajes de los demas AG.

4.2.2. Composicién de acidos grasos de los galactolipidos de hoja.

Una vez analizados la fraccion de los glicerofosfolipidos se procedio a separar los
diferentes tipos de galactolipidos (MGDG y DGDG) y a determinar su composicion de AG.
Tanto MGDG como DGDG se componen casi en un 90% por 18:3 (tabla 16) no observandose
diferencias entre ambas lineas. Esto coincide con lo descrito previamente como algo general
para las plantas superiores (Webb y Green, 1991). En el caso de DGDG ademas del 18:3,
tanto 16:0 como 18:2 eran relativamente importantes, teniendo una composicion muy similar
tanto en el control como en el mutante. El contenido de 18:0 era muy bajo y similar en ambas
lineas, si bien en CAS-3 habia un 1% mas de 18:0 que en RHA-274, al igual que ocurria en
los LT. En cuanto al MGDG, que representa casi el 50% de los lipidos tilacoidales, su
contenido de 18:3 era superior al de DGDG (93-94%) en ambas lineas, y en segundo lugar por
18:2. En este caso el 18:0 solo se encontraba en cantidades trazas tanto en CAS-3 como en
RHA-274.

Tabla 16. Composicion de acidos grasos de los galactolipidos de hoja madura de la linea
control RHA-274 y del mutante CAS-3.

Lipido Linea Composicion de acidos grasos (mol %)
16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
DGDG  RHA-274 95+29 1,2402 0,8+0,1 5,7+1,7 82317
CAS-3 4,8+0,7  2,3%0,1 tr 5,2+40,4 86,6+0,4
MGDG RHA-274 1,120,2 tr tr 43+32 93,9436
CAS-3 0,8+0,3 tr tr 4,6£0,1 94,1+0,6
r<0,5%
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Seguin los resultados que se han obtenido, el mutante de girasol CAS-3 no mostraba niveles
elevados de 18:0 en ninguno de los lipidos de hoja que se analizado por lo que se parece ser
que el mutante CAS-3 no manifestaba el fenotipo mutante en la hoja. Sin embargo, en CAS-3,
tanto DGDG como PG, dos de los lipidos mayoritarios en hoja, tenian un porcentaje de 18:0
algo mayor que RHA-274 por lo que aunque la hoja no manifiesta de forma total el caracter
alto estearico si lo hacia parcialmente. Algo similar ocurria en un mutante de lino con bajo
contenido de 18:3 en todos los lipidos de semilla pero que mostraba niveles normales de 18:3
en los lipidos de hoja (Tonnet y Green, 1987) 6 también con un mutante de soja con menor
porcentaje de 18:3 en semilla pero que tampoco manifestaba la mutacion en la hoja (Wang et
al. 1989). Sin embargo no siempre ocurre asi sino que en otras semillas oleaginosas las
mutaciones que modificaban la composicion de acidos grasos de la semilla provocaban
también cambios en los acidos grasos de hoja, como .en Arabidopsis (Lemieux et al., 1990)
donde mutantes con deficiencias en la desaturacion del 18:1 de semilla y por tanto que
acumulaban dicho acido graso, mostraban también mayores niveles de este acido graso en
hojas. Otro mutante de Arabidopsis, con mayor contenido de 18:0 en semilla (James y
Dooner, 1990), presentaba ademas niveles superiores de este acido graso en otros tejidos

como hojas, raiz, tallo 6 pétalos cuando se comparaban con una planta normal.

5. Caracterizacion de los lipidos de otros tejidos

Segun los analisis realizados hasta ahora ninguno de los tejidos de una planta CAS-3
adulta (raiz, hipocotilo y hojas) presentaba un contenido de 18:0 tan alto como el de la semilla
(5 veces mas que el control), por lo que, a partir de una semilla mutante se desarrollaba una
planta cuyos tejidos tenian una composicion de AG muy similar a la RHA-274. Ahora bien,
dado que la semilla es el Unico tejido donde el fenotipo mutante parece manifestarse .
fotalmente era importante determinar en qué momento aparecia el caracter alto estearico en la
semilla, es decir, si ya alguno de los gametos (polen y/o 6vulo) mostraba el fenotipo mutante,
o si, por el contrario, aparecia durante el desarrollo de la semilla. Se recogieron muestras de

polen (el mismo dia que aparecia), flores (recogidas antes de abrir) y ligulas.
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S.1. Composicién de dcidos grasos de los lipidos totales de flores, ligulas y granos de
polen.

Una vez recogidas las muestras se extrajeron los LT y se determind la composicion de
AG para ver si existian diferencias entre el mutante y el control (tabla 17). En las flores, la
composicion de acidos grasos era similar en ambas lineas, siendo los AG mayoritarios 16:0,
18:2 y 18:3, con un 25-30% de cada uno de ellos. Se observaban, sin embargo, ciertas
diferencias en el contenido de 16:0 y 18:2. El porcentaje de 18:0 era similar en ambas lineas,
alrededor de un 10%. En el caso de las /igulas tampoco se observaban diferencias importantes
en los niveles de los diferentes AG entre la linea control y el mutante, sin embargo, al igual
que ocurria en los lipidos de hipocotilo, raiz y hoja el porcentaje de 18:0 era ligeramente
superior en CAS-3 que en RHA-274 (10,8% frente a un 7,8%). Como en las flores, 16:0, 18:2
y 18:3 eran los AG mayoritarios en ambas lineas, con un 25-30% de cada uno de ellos. En
cuanto a los granos de polen, su composicion de acidos grasos variaba algo entre ambas
lineas, fundamentalmente en el porcentaje de 18:1 (14,4% en RHA-274 y 7,5% en CAS-3). El
contenido de 18:0 era también algo mayor en CAS-3 (11,4%) que en RHA-274 (9,7%), al

igual que ocurria en las ligulas.

Tabla 17. Composicioén de acidos grasos de los LT de las flores, ligulas y polen de la linea

control RHA-274 y del mutante CAS-3.

Tejido  Linea Composicion de acidos grasos (mol %)
16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 20:0 22:0
Flores RHA-274 24,607 10,0803 49407 29.6+0.7 26909 23401 1,6%0.1
CAS-3 31,5+0,7 10,3+0,8 3,1+0,9 21,3+0,1 27,9433 39+0,8 1,8+0,1

Ligulas RHA-274 29,1+0,8 7,8+0,1 09401 30,1+1,9 27,740,5 18+0,1 2,4+04
CAS-3  27,740,9 10,8+0,3 0,7+0,1 28812 284424 19401 1,5%0,1

Polen RHA-274 274+13 97+13 145406 105+1,1 35619 19403 tr
CAS-3 288403 114403 7,5+1,8 11,7428 38,1+42 24405 tr

r< 0,5%

Por tanto, después de analizar los lipidos de distintos tejidos de CAS-3 y al compararlos con
los de RHA-274 podria decirse que el mutante de girasol CAS-3 s6lo presentaba niveles altos

de 18:0 en los lipidos de semilla (4-6 veces mas que el control). De los demas tejidos
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analizados (cotiledon, hipocotilo, raiz, flores, hoja, ligulas y polen) sélo el hipocotilo y la raiz
en su fase inicial de desarrollo mostraban niveles de 18:0 relativamente altos en comparacién
con el control aunque dicho porcentaje disminuia a medida que el tejido iba desarrollandose
alcanzando valores similares a los del control. El resto de los tejidos- hojas, flores, ligulas y
polen- asi como el hipocotilo y la raiz de la planta adulta tenian un porcentaje de 18:0 sélo
ligeramente superior en CAS-3 que en RHA-274, entre 2-3% superior.

Resultados similares a estos se habian obtenido al analizar los lipidos de varios tejidos de un
mutante de Arabidopsis con alto contenido de 18:0 en la semilla con un mayor porcentaje de
este AG también en cotiledon, raiz, hojas, pétalos y sépalos de flores (Lightner et al., 1994b).
Otro mutante de Arabidopsis, deficiente en la desaturacion del 18:1, mostraba niveles
mostraba niveles reducidos de 18:2 tanto en semilla como en hojas y raiz (Lemieux et al.,
1990). También en soja (Glycine max L.) se habia obtenido un mutante con niveles reducidos
de 18:3 tanto en semilla como en raiz, aunque otros tejidos como el tallo y las hojas no habian
modificado su porcentaje de 18:3 (Wang et al., 1989).

Las diferencias en el porcentaje de 18:0 de los tejidos vegetativos entre CAS-3 y RHA-274 no
parecian ser suficientemente significativas como para afirmar que en ellos pudiera existir
manifestacion propiamente dicha del caricter mutante, aunque existen varias razones que
podrian explicar el porqué de esta pequefia diferencia: 1) tanto el hipocotilo como la raiz, en
sus primeros estadios, provienen de células de la semilla cuyos lipidos tenian alrededor de un
30% de 18:0 por lo que los porcentajes de 18:0 relativamente altos en sus inicios (14,9%
frente a 3,7% en el hipocotilo y 8,3% frente a 3,6% en la raiz) podrian deberse a la mezcla de
lipidos antiguos, procedentes de células de la semilla con un 30% de 18:0 y de lipidos nuevos
con un porcentaje de 18:0 entre 3-5%; 2) otra posibilidad seria que en los primeros estadios de
desarrollo del hipocotilo y la raiz atn estuvieran presentes la/s enzima/s modificadas que
existian en semilla que eran las responsables del fenotipo mutante y que posteriormente como
consecuencia de la sintesis de novo en estos tejidos el contenido de 18:0 de CAS-3 se igualase
al de RHA-274; 3) sin embargo, como ya se ha comentado anteriormente, en todos los tejidos
vegetativos analizados habia un porcentaje de 18:0 ligeramente superior en CAS-3 que en
RHA-274 por lo que otra posibilidad podria ser que alguno de los genes modificados en la
semilla de CAS-3, responsable en parte del fenotipo alto estearico (Fernandez-Martinez et al.,

1998), estuviera expresandose en todos los tejidos de la planta.
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A pesar del mayor contenido de 18:0 en el hipocotilo y la raiz de CAS-3 en la fase inicial del
desarrollo con respecto a RHA-274 y del ligero aumento de 18:0 en el resto de los tejidos
vegetativos tanto la germinacion de la semilla como el crecimiento y desarrollo de ia planta en
las camaras de cultivo ocurrian con normalidad. Ademas la planta que se desarrollaba a partir
de una semilla CAS-3 tenia el mismo vigor y tamafio que una planta control, a diferencia de
lo observado en los mutantes de Arabidopsis thaliana con alto contenido de 18:0 en semilla,
mencionados anteriormente, que presentaban un mayor contenido de este 4cido graso en otros
tejidos de la planta lo que provocaba una ralentizacion del crecimiento de la planta,
desarrollandose plantas miniaturas (Lightner et al., 1994b). También se habia observado un
efecto similar en un mutante de canola el cual tenia un mayor contenido en 18:0 en la semilla
pero que presentaba igualmente problemas de germinacion, e incluso aquellas semilla que
tenian los niveles mas altos de 18:0 ni siquiera llegaban a germinar (Knutzon et al., 1992b;

Thompson y Li, 1997).
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III. ANALISIS Y CARACTERIZACION DE LOS LiPIDOS DE LA SEMILLA EN
FORMACION.

Segtn los resultados obtenidos cuando se analizaba la composicion de AG de los
lipidos de flores y polen, parece ser que en los gametos aiin no se estaba manifestando el
caracter alfo estearico ya que el porcentaje de este AG era similar al de la linea control, s6lo
ligeramente superior. Luego, el fenotipo mutante propiamente dicho (25-30% de 18:0) deberia
empezar a manifestarse durante el desarrollo de la semilla, una vez que se habia producido la
fecundacién del 6vulo. Para intentar determinar con mas exactitud en qué momento del
proceso de formacién de la semilla aparecia un 25-30% de 18:0 en sus lipidos se recogieron
semillas de ambas lineas en varios estadios de desarrollo (8-32 DDF). Se extrajeron los LT, se
separaron las fracciones de TAG y LP y se determin6 la composicion de AG de las tres

fracciones.

1. Analisis de los TAG de semilla de girasol en formacion.
1.1. Composicion de acidos grasos de TAG de semillas de la linea control RHA-274 en
formacion.

Dado que los TAG son el componente mayoritario de los LT de semilla,
representando, a partir de los 12 DDF, mas del 85% de los LT (Garcés et al., 1989), la
composicion de acidos grasos de los LT de semilla va a ser un reflejo de la composicion de
los TAG. En la figura 23 sélo se representan los acidos grasos mayoritarios, ya que el 18:3,
20:0 y 22:0 son minoritarios y se encuentran en los TAG como trazas. Como se observa, el
perfil de AG de los TAG no permanecia constante a lo largo de la formacion de la semilla

sino que variaba conforme la semilla iba madurando.

1.1.1. Variacion en el contenido de dcidos grasos saturados (4cidos palmitico y estedrico)
durante el desarrollo de la semilla de la linea control RHA-274.

Con respecto al contenido del 16:0 durante el desarrollo de la semilla se observaba que las
mayores variaciones en los niveles de este AG se producian en los primeros estadios del
desarrollo de la semilla, aproximadamente hasta los 16 DDF (figura 23). A los 8 DDF las
semillas tenian alrededor de un 15% de 16:0 disminuyendo hasta un 8,8% a los 16 DDF. A
partir de este momento el contenido de 16:0 continuaba bajando pero mas suavemente

manteniéndose en un 6% aproximadamente. Estos resultados coincidian con los obtenidos
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anteriormente en semillas de girasol en formacién (Robertson et al., 1978; Garcés et al., 1989)
donde también se habia observado un mayor contenido de 16:0 en semillas jovenes y su

disminucion durante el desarrollo de la semilla.
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Figura 23. Variacion de la composicion de los acidos grasos mayoritarios (16:0, @; 18:0, H;
18:1, A y 18:2, #) de lipidos totales de semilla de girasol en formacion de la linea control
RHA-274.

El 18:0 es el AG que se encontraba en menor proporcion en los TAG desde el principio de la
formacion de la semilla, con un contenido de 7,8% a los 8 DDF aunque aumentaba
ligeramente a los 12 DDF llegando a un 9,8%. A partir de este momento disminuia el
porcentaje hasta un 6% a los 20 DDF y posteriormente a 4% a los 24 DDF, manteniendo este

valor hasta completar su desarrollo.

1.1.2. Variacion en el contenido de acidos grasos insaturados (icidos oleico y linoleico)
durante el desarrollo de la semilla de la linea control RHA-274.

Segun se muestra en la figura 23 los niveles de ambos acidos grasos sufrian importantes
variaciones durante el desarrollo de las semillas, en comparacion a los cambios
experimentados por los acidos grasos saturados. Las semillas de 8 DDF tenian un mayor
contenido de 18:2 (46%) que de 18:1 (26%), sin embargo a partir de este momento y hasta los

16 DDF el contenido de 18:2 disminuia hasta un 27% mientras que el de 18:1 aumentaba
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alcanzando un 56%. Durante un cierto periodo, que iba desde los 16 hasta los 20 DDF las
semillas tenian mas 18:1 que 18:2, sin embargo a partir de los 20 DDF los niveles de ambos
acidos grasos volvian a experimentar importantes cambios, disminuyendo el 18:1 y
aumentando el 18:2. A los 28 DDF las semillas tenian una composicion de acidos grasos
insaturados similar a la que tenian a los 8 DDF, es decir, un mayor contenido de 18:2 (52%)
que de 18:1 (35%). A partir de este momento los niveles de ambos acidos grasos se mantenian
en estos valores, sin experimentar variaciones significativas. Por tanto los contenidos de
ambos AG mostraban en la linea control un patrén alternante, como ya se habia descrito
previamente para semillas de girasol en desarrollo (Robertson et al., 1978). La acumulacion
de 18:1 que comenzaba a los 8 DDF posiblemente se debiera a la induccion de la enzima
plastidial EDS, la cual presentaba el mayor nivel d¢ ARNm a los 12 DDF (Kabbaj et al,
1997), mientras que el aumento de 18:2 a partir de 20 DDF pudiera deberse a la induccion de

la enzima ODS (Garcés y Mancha, 1991).

1.2. Composicion de acidos grasos de TAG de semillas de la linea mutante CAS-3 en
formacion.

La composicion de acidos grasos de los lipidos de semilla de la linea mutante alto
estearico variaban también durante su desarrollo aunque en menor medida que lo hacian los
AG de RHA-274 (figura 24).

1.2.1. Variacién en el contenido de los acidos grasos saturados (dcidos palmitico y
estedrico) de semilla en formacion de CAS-3.

El contenido de 18:0 de CAS-3 era muy superior al de la linea control RHA-274 ya
desde los primeros estadios del desarrollo, entre 4-7 veces mas que RHA-274 (figura 24). En
semillas muy jovenes, de 8 DDF, el 18:0 representaba un 24% del total de acidos grasos, a
continuacion aumentaba hasta llegar a 29% a los 16 DDF y a 31% a los 24 DDF. A partir de
este momento descendia solo ligeramente manteniéndose entre 28-29% hasta que la semilla

llegaba a su madurez a los 32 DDF.
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El contenido de 16:0, al igual que ocurria en RHA-274, era mayor en semillas jovenes (8,2%
a los 8 DDF) aunque menor que el de semillas de 8 DDF del control (15%), disminuyendo
lentamente hasta alcanzar un 6% a los 20 DDF. A partir de este momento y hasta que la

semilla llegaba a su madurez el contenido de 16:0 se mantenia entorno a un 5-6%.
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Figura 24. Variacion de la composicion de los acidos grasos mayoritarios (16:0, @; 18:0, l;
18:1, Ay 18:2, #) de lipidos totales de semilla de girasol en formacion de la linea mutante
CAS-3.

Por tanto, el caracter mutante alto estearico (25-30% de 18:0) de CAS-3 se manifestaba en la
semilla desde estadios muy tempranos del desarrollo, al menos desde los 8 DDF. No ha sido
posible analizar semillas mas jovenes debido a que no estaban lo suficientemente formadas

para recolectarlas y manipularlas.

1.2.2. Variacién en el contenido de icidos grasos insaturados (4cidos oleico y linoleico)
durante el desarrollo de la semilla de la linea mutante alto estearico CAS-3.

En el mutante CAS-3 el perfil de 18.1 y 18:2 era diferente al del control, ya que tanto
el 18:1 como 18:2 mantenian unos niveles mas constantes que el control durante el desarrollo
de la semilla, variando el primero entre 23,6% a los 8 DDF y 14,7% a los 32 DDF y entre
40,1% a los 8 DDF y 47,7% a los 32 DDF el segundo. Por tanto a lo largo de todo el
desarrollo de la semilla mutante el contenido de 18:2 era muy superior al de 18:1 y en ningin

momento el porcentaje de éste Gltimo era superior al de 18:2. La ausencia del aumento del
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porcentaje de 18:1 a partir de los 8 DDF observado en el control podria deberse a una
modificacion de la actividad EDS, responsable de la sintesis de 18:1 a partir de 18:0. Ademas,
el hecho de que la semilla madura de CAS-3 alcanzara un 30% de 18:0 a expensas del 18:1,
cuyo porcentaje disminuia mientras mantenia constante el de 18:2 sefialaba una vez mas a la
EDS como una de las enzimas que pudiera estar modificada en el mutante CAS-3. Tampoco
en CAS-3 se observaba el aumento de 18:2 que se veia en la linea control a partir de los 20
DDF, sino que mantenia durante todo el desarrollo un nivel de 18:2 similar al de la semilla
madura de la linea control, de manera que a los 32 DDF ambas semillas tenian el mismo
porcentaje de 18:2 (47-49%). Por tanto, en CAS-3 pudiera existir una “induccion constante”
de la ODS, la enzima que sintetiza el 18:2, debido al mayor nivel de saturados en las

membranas celulares para mantener la fluidez de las membranas.

2. Andlisis de los LP de semilla de girasol en formacion.
2.1. Composicién de dcidos grasos de LP de semillas de girasol de la linea control
RHA-274 durante su formacion .

Como ya se ha visto en el apartado anterior, los TAG, los principales componentes de
los lipidos de reserva de la semilla, mostraban ya en la semilla de CAS-3 de 8 DDF un alto
contenido de 18:0. Por el contrario, los LP son lipidos minoritarios en la semilla que se
encuentran formando parte de las membranas celulares, por lo que el interés de analizar su
composicion de AG era determinar si también los lipidos de membrana de la semilla CAS-3
en formacion tenian un alto contenido de 18:0, al igual que los TAG, o si el porcentaje era
similar al de la linea control, indicando en este caso que el “exceso” de 18:0 en los lipidos de
CAS-3 estaria almacenado en los TAG, evitando de esta forma la “saturacion” de las
membranas celulares de la semilla CAS-3.

Una vez purificados los LP de las semillas en formacion se determin6 su composicion de AG.

En este caso en las figuras 25 y 26 también se muestra el 18:3.

2.1.1. Variacién en el contenido de Acidos grasos saturados (acidos palmitico y estedrico)
en LP en la linea control RHA-274.

El contenido de 16:0 en LP era superior al de TAG durante todo el desarrollo de la
semilla, con un contenido mas alto a los 8 DDF (20,9%) y disminuyendo progresivamente

hasta un 10,3% a los 32 DDF (figura 25). Con respecto al 18:0, su porcentaje era siempre algo
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inferior al de TAG, manteniéndose siempre por debajo de un 6%. Se observaba, al igual que
ocurria en TAG, un ligero aumento en el contenido de 18:0 desde los 8 DDF (4,6%) hasta los
16 DDF (5,9%). A partir de este momento y hasta los 32 DDF (semilla madura) se mantenia
alrededor de un 4%. El contenido total de saturados (16:0+18:0) era siempre superior en los
LP que en los TAG, variando entre 14-25% los primeros y entre 10-23% los segundos. Este
mayor contenido de saturados lo conseguia a pesar de que los LP solo tienen una posicion
para esterificar AG saturados (sn-/) mientras que los TAG tienen dos (sn-1 y sn-3) debido a la
exclusién de los AG saturados de la posicion intermedia, como ya se ha mencionado con

anterioridad.
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Figura 25. Variacion de la composicion de los acidos grasos mayoritarios (16:0, @; 18:0, H;
18:1, A; 18:2, ® y 18:3, X) de lipidos polares de semilla de girasol en formacion de la linea
control RHA-274,

2.1.2. Variacién en el contenido de acidos grasos insaturados en LP en la linea control
RHA-274.
a) Acidos oleico y linoleico.

Con respecto a los TAG los LP tenian un contenido inferior de 18:1 pero superior de
18:2, aunque también mostraban el mismo perfil que en TAG, es decir, a los 8 DDF las

semillas tenian mas 18:2 (46%) que 18:1 (20,1%). Posteriormente, a medida que las semillas
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iban madurando aumentaba el contenido de 18:1 y disminuia el de 18:2, si bien los valores
alcanzados a los 16 DDF eran algo diferentes que los de TAG, ya que los LP no superaban un
49% de 18:1 frente al 56% de TAG, mientras que el 18:2 no disminuia por debajo de un
31,4% frente al 27% de TAG (figura 25). Ente los 16-20 DDF el porcentaje de AG
insaturados permanecia en los mismos niveles, al igual que ocurria en TAG. A partir de este
momento los porcentajes volvian a variar, aumentando el 18:2 y disminuyendo el 18:1. A
partir de los 24 DDF el 18:2 era el acido graso mayoritario en LP, al igual que en TAG, sin
embargo los niveles alcanzados eran diferentes ya que a los 28 DDF el 18:2 llegaba a un
63,8% (mientras que en TAG no superaba un 52%) y el 18:1 alcanzaba un minimo de 20,1%
(un 35,9% en TAG). Por tanto, aunque ambos acidos grasos en LP mostraban perfiles
similares a los de TAG, sin embargo los valores alcanzados eran méis extremos que los
conseguidos en TAG.

La tendencia observada en TAG y LP de semillas de la linea control en formaci6n en cuanto a
la disminucion de los porcentajes de 16:0 y 18:1 y al aumento del 18:2 a lo largo del
desarrollo de la semilla coincidia con los resultados obtenidos anteriormente en semillas de
girasol (Garcés et al., 1989; Robertson et al., 1978). Dicha modificacién de la composicion de
acidos grasos durante la maduraciéon de la semilla se habia analizado en otras semillas
oleaginosas como el cartamo (Hill y Knowles, 1968; Ichiara y Noda, 1980), soja (Cherry et
al., 1984; Privett et al., 1973), canola (Rakow y McGregor, 1975) o cacao (Patel et al., 1994).

b) Acido linolénico

El 18:3 es un 4cido graso minoritario en la semilla de girasol que Gnicamente tenia una
cierta importancia en LP de semillas jovenes de 8 DDF (7,2%), ya que a medida que la
semilla iba madurando el contenido de 18:3 disminuia llegando a los 35 DDF a cantidades
trazas (figura 25). Este mayor contenido de 18:3 en semillas jovenes también se habia
observado en semillas inmaduras de cartamo (Ichihara y Noda, 1980) y soja (Cherry et al.,
1984).

125



Resultados y Discusioén

2.2. Composicion de acidos grasos de LP de semillas de girasol de la linea mutante
CAS-3 durante su formacion.
El perfil de AG en LP de semillas en formacion era similar al observado en TAG

aunque con algunas variaciones (figura 26).
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Figura 26. Variacion de la composicion de los acidos grasos mayoritarios (16:0, @; 18:0, H,;
18:1, A; 18:2, @ y 18:3, X) de lipidos polares de semilla de girasol en formacion de la linea

mutante alto estearico CAS-3.

2.2.1. Variacioén en el contenido de Acidos grasos saturados (dcidos palmitico y estearico)
en LP en la linea mutante alto estearico CAS-3.

El porcentaje de 16:0 en LP era superior al de TAG, como ocurria en RHA-274,
variando entre un 13,9% a los 8 DDF (8,2% en TAG) y un 9,4% a los 32 DDF (5,6% en
TAG), sin embargo era inferior al porcentaje de 16:0 de LP de RHA-274 durante todo el
desarrollo de la semilla, siendo las diferencias superiores en semillas jovenes (figura 26). Por
otro lado, el contenido de 18:0 de LP también era inferior al de TAG, al igual que ocurria en
RHA-274, con un 15,2% a los 8 DDF (23,9% en TAG), un méaximo de 20,9% a los 24 DDF
(31,2% en TAG) y un 19,4% en semilla madura de 32 DDF (28,9% en TAG). A pesar de este
menor contenido en LP que en TAG el porcentaje de 18:0 estaba muy por encima del
existente en LP de RHA-274, variando entre 15-21% el primero y entre 3,5-6% el segundo. El
contenido global de saturados (16:0+18:0) en LP era menor que en TAG, a diferencia de lo

que ocurria en RHA-274, variando entre 27-31% los LP mientras que los TAG los hacian
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entre 32-37%. Cabe suponer que en los LP, dado que solo esterifican AG saturados en la
posicion sn-1, practicamente todos los saturados (alrededor de un 30%) van a estar unidos a la

posicion sn-1.

2.2.2. Variacion en el contenido de acidos grasos insaturados en LP en la linea mutante
alto estearico CAS-3.
a) Acidos oleico y linoleico.

El contenido de 18:1 en LP era similar al encontrado en TAG (aunque un 2-3%
inferior), manteniéndose mas o menos constante durante el desarrollo de la semilla aunque
disminuia ligeramente durante la maduracion de la semilla, pasando de un 16,6% a los 8 DDF
aun 12,6% alos 32 DDF (figura 26). Durante la formacion de la semilla el porcentaje de 18:1
en LP de CAS-3 (12-19%) estaba muy por debajo del encontrado en LP de RHA-274, que
oscilaba entre 20-50%. Con respecto al 18:2, su porcentaje en LP de CAS-3 era superior al de
TAG, igual que en RHA-274, aumentando ligeramente a medida que la semilla maduraba
pasando de un 48,2% a los 8 DDF (40,1% en TAG) a un 55,5% a los 32 DDF (47,7% en
TAG). Por tanto, al igual que ocurria en TAG de CAS-3, tampoco se observaba un perfil
alternante de estos dos acidos grasos como existia tanto en TAG como en LP de RHA-274,
sino que los porcentajes de 18:1 y 18:2 se mantenian en unos valores similares a lo largo de la

maduracion de la semilla.

b) Acido linolénico
Al igual que en RHA-274, el contenido de 18:3 en CAS-3 solo tenia cierta importancia
en semillas jovenes, con un 3,8% a los 8 DDF, disminuyendo paulatinamente a medida que la

semilla iba madurando (1% a los 32 DDF) (figura 26).

De forma general se observaba que, al comparar la composicion de AG de LP y TAG para
cada linea, los LP estaban enriquecidos en 16:0 y 18:2 con respecto a los TAG de la misma
linea. Ademas se observaba que en cada punto analizado los TAG tenian una composicion de
acidos grasos similar a los LT, debido a que desde los 12 DDF aproximadamente los TAG
representaban ya un 87% de los lipidos totales de la semilla. Los LP, sin embargo, sélo tenian
cierta importancia desde el punto de vista cuantitativo en semillas jovenes (25% de los lipidos

totales), disminuyendo en semillas maduras donde representaban apenas un 3% de los lipidos
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totales (Garcés et al. 1989). Ademas la composicion de acidos grasos de LP mostraba algunas
diferencias con respecto a la de TAG que se explicaban por el hecho de que mientras que
TAG tienen tres posiciones para esterificar acidos grasos, los LP sélo tienen dos. Ademas, el
hecho de que los acidos grasos saturados se excluyan de la posicion sn-2 del glicerol sélo deja

un sitio de esterificacion de saturados (sn-7) en los LP (Stymne y Stobart, 1987).

128



Resultados y Discusion

IV. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA COMPOSICION DE ACIDOS
GRASOS DE LIPIDOS DE SEMILLAS DE GIRASOL EN FORMACION.

La composicion de AG de los lipidos de semilla viene determinada fundamentalmente por
el genotipo de la planta, variando a medida que la semilla madura, sin embargo factores
ambientales tales como la temperatura o la luz también afectan a la composicion de acidos
grasos de un aceite. Para determinar si el efecto de la temperatura de cultivo sobre la
composicion de AG del mutante CAS-3 era diferente respecto al control debido a su mayor
contenido de 18:0, se pusieron a crecer plantas de ambas lineas a diferentes temperaturas,
recogiendo semillas en varios estadios de desarrollo y analizando posteriormente sus lipidos.
Una vez extraidos los LT de las semillas desarrolladas a diferente temperatura se purificaron
TAGyLP.

1. Efecto de la temperatura sobre la composicion de acidos grasos de TAG.
Cuando se hubieron purificados los TAG de las semillas en formaciéon de CAS-3 y

RHA-274 se determiné su composicion de AG.

1.1. Efecto de la temperatura sobre los niveles de acidos grasos insaturados de TAG.

En la linea control RHA-274 las mayores variaciones se observaban en los AG
insaturados produciéndose una disminucién en el contenido de 18:1 y un aumento en el de
18:2 al descender la temperatura a la que se desarrollaban las semillas (tabla 18). Este efecto
de la temperatura se observaba en semillas de todas las edades aunque era en semillas de
20 DDF, con una mayor actividad metabolica, donde se observaban las variaciones en el
contenido de insaturados mas importantes. La relacion 18:2/18:1 nos da idea del grado de
insaturacion de un lipido y de esta forma se veia que en las semillas crecidas a 30/20°C dicha
relacion era menor de uno, es decir, siempre habia méas 18:1 que 18:2, siendo, por tanto, el
AG mayoritario. En semillas cultivadas a 20/10°C, sin embargo, la relaciéon 18:2/18:1 pasaba
a ser mayor o muy proxima a uno, alcanzando un valor maximo de 1,5 en semillas de
35 DDF. Por tanto a temperatura mas baja se producia un aumento en la tasa de desaturacion,
incrementandose el contenido de 18:2 llegando a superar al de 18:1.

Estos resultados coincidian con los resultados obtenidos previamente en girasol (Harris et al.,
1978; Trémoliéres et al., 1982; Fernandez-Martinez et al., 1986; Garcés et al.,, 1992), asi

como en otras semillas oleaginosas tales como colza (Trémoliéres et al., 1978), lino (Green,
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1986) o soja (Wolf et al., 1982; Rennie y Tanner, 1989) donde también se habia observado

dicho incremento en el contenido de 18:2 al descender la temperatura.

Tabla 18. Efecto de la temperatura de cultivo sobre la composicion de AG mayoritarios de
TAG de semillas en formacion de la linea mutante CAS-3 y del control RHA-274. Las
temperaturas de cultivo fueron 30/20°C y 20/10°C (dia/noche).

DDF Linea Composicion de acidos grasos (mol%o)
16:0 18:0 18:1 18:2 Otros®
20/10°C
10 RHA-274 13,942,1 9,7+0,3 38,0+1,1 35,4+34 2,9
CAS-3 74+02 28,7422 21,740,8 37,2+12 4.8

20 RHA-274 8,1#0,5 7.2+1,1 352438 483436 1,1
CAS-3 59405 30,8+1,9 21,111 388+24 32

35 RHA-274 55403  57+0,5 342+15 534+13 1,1

CAS-3 59407 27,0£14 142404 503425 25
30/20°C

10 RHA-274 10,1+0,3 89408 57,14#2,8 21,0+3,1 238

CAS-3 74403 382406 332+17 19,4+13 1,7

20 RHA-274 5,102 4,9+0,1 74,8+08 14,0+12 1,1
CAS-3 6,120,1 27,940,1 33,9425 292428 28

35 RHA-274 49401 3,6£0,4 57,7+1,2 32,5+1,7 1,2
CAS-3 6,5£0,1 27,2+0,1 34,1+£0,5 30,3%£0,3 1,8
%183 +%20:0 + %220

Por el contrario, en cartamo o ricino (Canvin, 1964) no se habian observado modificaciones
de los niveles de acidos grasos por variaciones de la temperatura sino que basicamente
permanecian en los mismos niveles.

En la linea mutante alto estearico CAS-3, al igual que ocurria con la linea control, la
disminucion de la temperatura provocaba un descenso del contenido de 18:1 y un aumento en

el de 18:2 en los TAG, independientemente de la edad de las semillas. También la relacion
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18:2/18:1 era inferior a la unidad en semillas cultivadas a 30/20°C, mientras que a 20/10°C
dicha relacion era siempre mayor que uno, alcanzando un valor maximo de 3,5 en semillas de
35 DDF.

Al comparar ambas lineas entre si se observaba que los niveles de AG insaturados en los TAG
de semilla respondian de la misma manera a los cambios de temperatura, disminuyendo el
nivel 18:1 y aumentando el de 18:2 al bajar la temperatura, aunque en todos los casos el
porcentaje de 18:1 en CAS-3 era inferior a su correspondiente en el control. Aunque las
variaciones en los niveles de insaturados ocurrian en el mismo sentido en ambas lineas eran
mayores en la linea control que en la mutante. Dado que la relacién 18:2/18:1 nos daba una
idea de fasa de desaturacion existente en cada momento, en semillas jovenes de 10 DDF de
ambas lineas cultivadas a 30/20°C la relacién 18:2/18:1 era de 0,4 en RHA-274 y 0,6 en
CAS-3, por lo que el porcentaje de 18:1 a esa temperatura era superior al de 18:2. Cuando las
semillas de 10 DDF se habian cultivado a 20/10°C la relacion 18:2/18:1 aumentaba a 0,9 para
RHA-274 y 1,7 para CAS-3. Es decir, en la linea control el descenso de temperatura de
cultivo provocaba un aumento del porcentaje de 18:2 pero sin llegar a sobrepasar el de 18:1,
mientras que en CAS-3 el nivel de 18:2 habia aumentado mucho superando el contenido de
18:1. En semillas de 20 DDF, con un metabolismo lipidico muy activo, se observaban
diferencias importantes entre ambas temperaturas, ya que en RHA-274 la relacion 18:2/18:1
era de 1,4 a 20/10°C y de 0,2 a 30/20°C, es decir, a temperatura alta el contenido de 18:1 era
cinco veces mayor que el de 18:2, mientras que a temperatura baja el contenido de 18:2 habia
aumentado superando al de 18:1. Por el contrario, en el mutante CAS-3 la relacion 18:2/18:1
era de 1,8 a 20/10°C y de 0,8 a 30/20°C, es decir, a temperatura alta tenia un contenido de
18:1 superior al de 18:2 aunque no habia tanta diferencia como en RHA-274, mientras que a
temperatura baja el porcentaje de 18:2 habia aumentado hasta situarse por encima del de 18:1,
como ocurria también en RHA-274. Este aumento del porcentaje de 18:2 a 20/10°C indicaba
un importante incremento de la tasa de desaturacion en el control a temperatura baja,
postblemente debido a una induccién de la enzima ODS, responsable de la sintesis de 18:2
(Garcés et al., 1992), aumento que no se observaba en el mutante. También se observaban
diferencias en la relacion 18:2/18:1 en semillas de 35 DDF cultivadas a diferentes
temperaturas aunque menores que en las de 20 DDF. En RHA-274 dicha relacién era de 0,6 a
30/20°C y de 1,5 a 20/10°C, por lo que a temperatura alta el contenido de 18:1 era casi el

doble que el de 18:2, mientras que a temperatura baja el porcentaje de 18:2 habia aumentado
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hasta superar el porcentaje de 18:1. En CAS-3 la relacion 18:2/18:1 era de 0,9 a 30/20°C y de
3,5 a 20/10°C, es decir, a temperatura alta habia un porcentaje similar de 18:1 y de 18:2, sin

embargo a temperatura baja el porcentaje de 18.2 aumentaba hasta triplicar al de 18:1.

1.2. Efecto de la temperatura sobre los niveles de acidos grasos saturados de TAG.

En la linea control RHA-274 la temperatura s6lo modificaba ligeramente el porcentaje
de AG saturados, aumentando algo los niveles de 16:0 y 18:0 al disminuir la temperatura de
cultivo. Este ligero aumento del porcentaje de 16:0 y 18:0 al bajar la temperatura se observaba
tanto en semillas jovenes como en maduras, coincidiendo, al menos en parte, con lo descrito
previamente en semilla madura de girasol (Lajara et al., 1990) donde también se habia
observado un ligero incremento de 18:0 al disminuir la temperatura. Sin embargo, en soja
(Rennie y Tanner, 1989) se observo el efecto contrario, es decir, la disminucion de la
temperatura de cultivo provocaba un ligero descenso del porcentaje de 16:0 y 18:0.

En la linea mutante CAS-3 se observaban ciertas diferencias con respecto a la linea control,
ya que el nivel de 16:0 practicamente no se veia afectado por los cambios de temperatura,
manteniendo un contenido similar a 20/10°C y a 30/20°C. Si se compara con el control, a
20/10°C la semilla inmadura tenia menos 16:0 que semillas de la misma edad del control
aunque en semilla madura el porcentaje se igualaba. A 30/20°C las semillas de 10 DDF tenian
también menos 16:0 que el control, aunque a partir de los 20 DDF la semilla de CAS-3
llegaba a un contenido superior de 16:0 que el control. Con respecto al porcentaje de 18:0, a
diferencia de lo que ocurria en el control, s6lo en semillas de 20 DDF se observaba un ligero
aumento al descender la temperatura (de 28% a 30%) ya que en semillas de 10 DDF la
variacion era en sentido contrario, disminuyendo de 38% a 28% al bajar la temperatura. Las
semillas maduras de 35 DDF no modificaban el contenido de 18:0 por la temperatura sino que
se mantenia alrededor de un 27%. Estos resultados coincidian parcialmente con los obtenidos
a partir del mutante A6 de soja, con alto contenido en 18:0, ya que este mutante tampoco
modificaba el contenido de 16:0 al descender la temperatura. Sin embargo el porcentaje de
18:0 de este mutante de soja aunque se mantenia alto a temperatura alta y media (18% a
40/30°C y 22% a 28/22°C) a temperatura baja (15/12°C) disminuia drasticamente llegando a
un 2%. Por tanto el mutante A6 no manifestaba el fenotipo alto estearico a temperatura baja

(Rennie y Tanner, 1989).
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Cuando se comparaba el contenido de 18:0 entre semillas de CAS-3 y RHA-274 cultivadas a
diferentes temperaturas se observaba que era en semillas cultivadas a 30/20°C donde existian
mayores diferencias entre el control y el mutante, oscilando entre 4-8 veces mas 18:0 en el
mutante, mientras que era entre 3-5 veces en semillas cultivadas a 20/10°C. Comparando el
contenido total de saturados (16:0 + 18.0) en ambas lineas se observaba que era superior en el
mutante que en el control a ambas temperatura, observandose unas diferencias mayores a
temperatura alta.

En los LT de semilla se observaba un efecto de la temperatura muy parecido al observado en
TAG debido a que a partir de los 12 DDF los TAG representaban cerca del 90% de los LT de
semilla (Garcés et al., 1989), de ahi que los cambios que se producian en la composicion de
AG de los LT debido a las variaciones de la temperatura de cultivo fueran un reflejo de los

producidos en los TAG.

2. Efecto de la temperatura sobre la composicion de dcidos grasos de los lipidos polares
de semillas en formacion.

Segin lo observado en el apartado anterior, la temperatura de cultivo tiene un
importante efecto sobre la composicion de los TAG de semilla en formacion,
fundamentalmente sobre los acidos grasos insaturados. Sin embargo, el efecto de la
temperatura se ha estudiado no sblo en TAG, componente mayoritario de los lipidos de
semilla, sino también en los LP, constituyentes de las membranas celulares. Una vez que los
LP de semillas de ambas lineas cultivadas a diferentes temperaturas se habian purificado se
separaron PI, PC y PE mediante TLC y se analizé su composicion de AG para determinar si
las variaciones de la temperatura tenian algin efecto sobre ella. En la tabla 19 se muestran
solo la composicion de AG de PI, PC y PE de semillas de 20 DDF que se encuentran en fase

activa de sintesis de lipidos.

Fosfatidilinositol

En la linea control RHA-274 aumentaba el porcentaje de saturados al descender la
temperatura, pasando el 16:0 de 19,9% a 26,1% y el 18:0 de 9,2% a 14,3%. Con respecto a los
insaturados el porcentaje de 18:2 en semillas cultivadas a 20/10°C era el doble que el de las
cultivadas a 30/20°C, con la consiguiente disminucion del porcentaje de 18:1 que pasaba de
43,2% a 13,3%.
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En la linea mutante CAS-3 el nivel de saturados era superior al de RHA-274, alrededor de un
50%, y variaba poco con la temperatura, aumentando solo ligeramente el contenido de 18:0 al
descender la temperatura. Al igual que en el control, el porcentaje de 18:2 aumentaba a
temperatura baja aunque no tanto como en el control. El aumento de 18:2 iba acompafiado

también de la disminucion del porcentaje de 18:1.

Tabla 19. Efecto de la temperatura de cultivo sobre la composicion de AG mayoritarios del
PI, PC y PE de semillas de 20 DDF de la linea control RHA-274 y del mutante CAS-3.

Lipido Linea Composicion de acidos grasos (mol %)
16:0 18:0 18:1 18:2 Otros
20/10°C
PI RHA-274 26,1+2,6 143+22 13,3+1,4 46,3+1,7 tr
CAS-3 14,5+0,5 34,7#2,5 14,9403 348423 0,9
PC RHA-274 13,44+0,1 8,8+29 39,5£04 37,2433 0,9
CAS-3 8,513 284+12 260+0,8 363+0,8 0,7
PE RHA-274 142+13 3,540,6 192%13 61,9405 1,0
CAS-3 6,742,7 18,8427 20,0440 532427 03
PI RHA-274 19,9402 92404 43,2435 27,5432 tr
CAS-3 15,7423 32,8442 22,6430 28,7+4,0 tr
30/20°C
PC RHA-274 6,7+1,1 3,9+0,7 71,5+0,1 17,4+1,4 tr
CAS-3 6,6+1,4 20,3+1,7 40,243,0 32,3+33 0,5
PE RHA-274 15914 23+03 52,0437 29,4425 tr
CAS-3 13,1+1,7 12,2+0,4 24,5+4,7 49,6%3,9 0,5
tr<0,5%

* %I18:3 + %20:0 + %22:0

Fosfatidilcolina

En la linea RHA-274, al igual que ocurria en el PI, los porcentajes de AG saturados

eran superiores a 20/10°C que a 30/20°C, duplicandose el contenido de 16:0 (de 6,7% a
13,4%) y el de 18:0 (de 3,9% a 8,8%). El nivel de 18:2 aumentaba a temperatura baja, al igual
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que ocurria con el PI, pasando de 17,4% a 30/20°C a 37,2% a 20/10°C. El 18:1 experimentaba
una disminucion importante al descender la temperatura, de 71,5% a 39,5%.

El mutante CAS-3, al igual que el control, también aumentaba los porcentajes de 16:0 y 18:0
al bajar la temperatura, fundamentalmente el de 18:0. Con respecto a los insaturados, el
contenido de 18:2 era mayor a 20/10°C que a 30/20°C, aunque el aumento no era tan
pronunciado como el de la linea control, pasando de 32,3% a 36,3%. El aumento de 18:2 iba

acompafiado de un descenso importante del contenido de 18:1, de 40,2% a 26,0%.

Fosfatidiletanolamina

La linea control RHA-274 practicamente mantenia los mismos niveles de saturados a
ambas temperaturas, aunque experimentaban pequefios cambios, disminuyendo el 16:0 y
aumentando el 18:0. Al igual que en PI y PC el contenido de 18:2 aumentaba a temperatura
baja aunque dicho aumento era mas pronunciado, pasando de 29,4% a 61,9%, a la vez que se
producia una disminucién del porcentaje de 18:1, desde 52,0% a 19,2%.
El mutante CAS-3, al igual que el control, disminuia el contenido de 16:0 a temperatura baja
aunque era un descenso mayor, a la vez que aumentaba el de 18:0 que pasaba de 12,2% a
18,8%. Respecto a los insaturados, al igual que la linea control, el porcentaje de 18:2 a
20/10°C era superior al que tenia a 30/20°C aunque la diferencia era menor que en el control,
pasando de 49,6% a 52,1%. A la vez que aumentaba el porcentaje de 18:2 disminuia, también
ligeramente, el de 18:1 desde 24,5% a 22,8%.
Por tanto, en los lipidos de membrana de semillas metabdlicamente activas (20 DDF) también
se producian modificaciones en la composicion de AG debido al efecto de la temperatura de
cultivo, similares a las producidas en los TAG, observandose de forma general un aumento
del contenido de 18:2 al descender la temperatura acompafiado de una disminucion del
contenido de 18:1. También se observaba un aumento del porcentaje de 18:0 al bajar la

temperatura de cultivo.
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V. DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE LA SEMILLA.

1. Determinacion de la actividad acil-ACP tioesterasa.

Las acil-ACP tioesterasas (TE) son las enzimas que hidrolizan los acil-ACP
sintetizados en el plastidio, liberando los 4cidos grasos que pasaran posteriormente al
citoplasma donde se esterificaran a moléculas de CoA. Los acil-CoA citoplasmicos seran los
sustratos para la sintesis tanto de TAG como de lipidos de membrana, por lo que dado que
tanto los TAG como los LP de CAS-3 tenian un alto contenido de 18:0 el conjunto de
acil-CoA del citoplasma debe estar necesariamente enriquecido en este AG. Por tanto, la
naturaleza de los acil-CoA va a estar controlada, en parte, por la especificidad de sustrato de
las TE, de manera que cualquier modificaciéon de la actividlad TE, ya sea a nivel de
especificidad de union al sustrato o de velocidad de reaccidon, producird una variacion
cuantitativa y/o cualitativa de los sustratos que son hidrolizados y exportados posteriormente
al citoplasma. Asi pues, con el objetivo de determinar si existia alguna modificacion de dicha
actividad en las semillas del mutante CAS-3 que pudiera ser la causa del fenotipo alto
estearico se ensayo la actividad TE en las semillas de girasol de la linea control y del mutante
CAS-3. Se determiné la actividad TE frente a los diferentes sustratos utilizados, es decir,
frente al 16:0-ACP, 18:0-ACP y 18:1-ACP, calculandose los parametros cinéticos, Km y

Vmax a partir de cuatro repeticiones de cada ensayo (tabla 22).

Tabla 22. Actividad relativa de la acil-ACP tioesterasa.

RHA-274 CAS-3
Km Vmax Km Vmax
Sustrato
uM pmoles/ mg/ min uM pmoles/ mg/ min
16:0-ACP 0,28 3,10 0,95 10,48
18:0-ACP 0,42 3,04 1,29 9,86
18:1-ACP 9,26 69,74 11,26 86,19

1.1. Parametros cinéticos de la actividad acil-ACP tioesterasa en semillas de RHA-274.
En la linea control RHA-274 la actividad TE total exhibia una Km sobre el 18:1-ACP
de un orden de magnitud superior a la que presentaba sobre el 16:0-ACP y 18:0-ACP. Esos

resultados contrastaban con los obtenidos en semillas de cartamo (Mckeon y Stumpf, 1982)
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donde la actividad TE tenia una Km similar para los tres sustratos, indicando que era la unién
del 4cido graso al ACP lo que determinaba la especificidad de unién del enzima. La diferencia
entre las Km observadas en semillas de girasol pudiera ser debida a la existencia de dos TE
como ya habia sido descrito por un gran nimero de autores, una con una fuerte preferencia
por 18:1-ACP y una segunda con mayor actividad por acil-ACP saturados (Jones et al., 1995).
En epidermis de puerro (Liu et al., 1995) se habian encontrado dos TE, una con mayor
actividad por 18:1-ACP y una segunda con una gran especificidad por 18:0-ACP. La supuesta
acil-ACP tioesterasa de saturados (TES) de semillas de girasol tendria muy poca afinidad por
el 18:1-ACP y por tanto una Km alta para este sustrato, lo que haria que la Km total, resultado
de la mezcla de las dos actividades, fuera mayor para el 18:1-ACP. La existencia de una TE
con una Km muy alta para algun sustrato en concreto se habia descrito en semillas de Cuphea
(Dérmann et al., 1993) donde se habian encontrado dos TE, una con mayor actividad sobre
acil-ACP de cadena media (Ci0.0-Cis:0) pero con una Km muy superior (10 veces) sobre el
8:0, y una segunda TE especifica de 18:1-ACP con una Vmax mucho mayor sobre 18:1-ACP
que sobre los acil-ACP de cadena media.

Con respecto a la Vmax también se observaban diferencias segun el sustrato, siendo la Vmax
sobre el 18:1-ACP al menos 20 veces superior que la observada sobre 16:0-ACP y 18:0-ACP.
Estos resultados son parecidos a los que se habian obtenido en cartamo (Mckeon y Stumpf,
1982) donde la Vmax sobre el 18:1-ACP era 5-10 veces superior a la obtenida frente a
16:0-ACP y 18:0-ACP. En este caso, y suponiendo la existencia de dos TE, la Vmax
observada (actividad TE total) sobre el 18:1-ACP seria resultado de la actividad de la TE
especifica de 18:1-ACP. La Vmax de la actividad tioesterasa especifica de saturados seria

muy baja y no modificaria a la Vmax de la 18:1-ACP tioesterasa.

1.2. Parametros cinéticos de la actividad acil-ACP tioesterasa en semillas de CAS-3.

En las semillas de la linea mutante CAS-3 se observaban diferencias similares en
cuanto a la especificidad de sustrato de la TE. La Km de la actividad TE total sobre el
18:1-ACP era mayor que la observada frente a 16:0-ACP y 18:0-ACP en un orden de
magnitud, al igual que ocurria en RHA-274. Sin embargo las diferencias mas importantes con
respecto a la linea control se observaban en la Vmax frente al 16:0-ACP y 18:0-ACP, que era
tres veces superior en el mutante que en la linea control. Este aumento de la Vmax provocaria

un aumento en la velocidad de hidrélisis de 16:0-ACP y 18:0-ACP, por lo que habria una
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mayor cantidad de acidos grasos saturados libres por unidad de tiempo que saldrian del
plastidio y pasarian a formar parte de los acil-CoA del citoplasma. Por tanto, la TES de
CAS-3 presentaba una mayor actividad sobre ambos acil-ACP saturados que su homdloga de
RHA-274, sin embargo, si dicho aumento de actividad se producia tanto sobre el 16:0-ACP
como sobre el 18:0-ACP, ;porqué en el aceite de la semilla de CAS-3, ademas de un alto
contenido de 4cido estearico, no existe un mayor contenido de acido palmitico?. La respuesta
podria ser que deberia existir ademas un segundo factor que, junto con la actividad TE
modificada, fueran los responsable de que en la semilla de CAS-3 se acumule acido estearico
pero no acido palmitico. Algunos autores habian apuntado hacia la idea de que las TE no son
las Unicas enzimas implicadas en la determinacion de la tasa de produccion de un acido graso,
sino que el resto de las enzimas que participan en la ruta de biosintesis de acidos grasos, tanto
B-cetoacil-ACP sintetasas como las desaturasas, pudieran interceptar de alguna forma la
accion de las TE e intervenir igualmente en el control de la terminacion de la sintesis de
acidos grasos (Dehes et al., 1996; Voelker et al., 1997). Ademas, a esta idea habria que afiadir
que, dado que los estudios genéticos previos realizados en CAS-3 para determinar el nimero
de genes responsables del fenotipo alto estearico habian demostrado que eran dos los genes
que estaban modificados en CAS-3 con respecto a la linea RHA-274 (Fernandez-Martinez et
al., 1998), debia existir en CAS-3 una segunda enzima modificada de manera que el resultado

de ambas daria el fenotipo alto estearico de CAS-3.

2. Determinacion de la actividad estearil-ACP desaturasa.

Para determinar la actividad de la EDS, enzima responsable de la sintesis de 18:1-ACP
a partir de 18:0-ACP, era necesario acoplar dicha reaccidén con la que llevaba a cabo la enzima
B-cetoacil-ACP sintetasa II la cual elongaba el 16:0-ACP hasta 18:0-ACP, sustrato de la EDS.
Ambas actividades enzimaticas se determinaron en semillas de 15 DDF tomadas de dos
capitulos diferentes tanto de CAS-3 como de RHA-274. En cada capitulo los ensayos se

repitieron cuatro veces.

2.1. Determinacion de la actividad de la B-cetoacil-ACP sintetasa I1.
Los resultados obtenidos tras realizar los ensayos de la actividad B-cetoacil-ACP
sintetasa II (KAS II) en semillas de 15 DDF de la linea mutante y en el control se muestran en

la tabla 23. Como puede observarse las actividades KAS II de las semillas de ambas eran muy
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similares, variando los valores medios entre 2,6-3,2 pmoles mg prot™ min™. El hecho de que
no existieran diferencias en la actividad KAS II entre el mutante y el control implicaba que la
cantidad de sustrato de partida ([**C]18:0-ACP) para el ensayo de la actividad de la EDS iba a
ser basicamente la misma en ambas lineas. Teniendo en cuenta estos resultados, la KAS II del
mutante CAS-3 no parecia estar modificada en modo alguno, presentando una actividad
similar a la KAS 1I de la linea control.

Por otro lado, si se tiene en cuenta que en las semillas maduras de CAS-3 el mayor contenido
de acido estearico con respecto al control conllevaba una disminucién del contenido total de
acidos grasos insaturados (65% CAS-3 y 87% RHA-274), parecia logico pensar que la
segunda enzima que pudiera estar modificada en CAS-3 fuera la EDS, responsable de la

desaturacion del [**C]18:0-ACP a [**C]18:1-ACP.

Tabla 23. Actividad de la KAS II en semillas de girasol de 15 DDF de la linea control
RHA-274 y del mutante alto estearico CAS-3. La actividad viene expresada como pmoles de
[*C]18:0-ACP mg prot” min™",

Linea Exp.1 Exp.2 Exp.3 Exp.4 Media DE'
RHA-274 2,20 3,18 3,31 2,98 2,92 0,43
2,05 3,23 2,87 2,58 2,68 0,45
CAS-3 3,30 3,52 2,92 2,14 2,97 0,52
3,16 3,62 3,61 2,32 3,18 0,53

lDE = desviacion estandar

2.2. Determinacion de la actividad de la estearil-ACP desaturasa.

Dado que para determinar la actividad de la EDS era necesario acoplar dicha reaccion
con la que llevaba a cabo la enzima KAS II, y como no se habian encontrado diferencias en la
actividad KAS II entre las semillas de CAS-3 y del control RHA-274, las variaciones
observadas en la cantidad de ['*C]18:1-ACP sintetizado se deberian exclusivamente a
diferencias en la actividad EDS entre ambas lineas. Como puede observarse en la tabla 24 la
actividad EDS en semillas de CAS-3 se habia reducido con respecto a la que existia en el
control RHA-274 en todos los experimentos realizados. Al analizar los valores medios se

observaba que la actividad EDS de CAS-3 habia disminuido a mas de la mitad los pmoles de
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['*C]18:1-ACP sintetizados por miligramo de proteina y por minuto con respecto a la linea

RHA-274.

Tabla 24. Actividad EDS en semillas de girasol de 15 DDF en la linea control RHA-274 y en
el mutante alto estearico CAS-3. La actividad viene expresada como pmoles de
['*C]18:1-ACP mg prot” min™.

Linea Exp.1 Exp.2 Exp.3 Exp.4 Media DE'
RHA-274 0,87 0,73 0,79 0,78 0,79 0,05
0,62 0,59 0,71 0,75 0,67 0,06
CAS-3 0,49 0,33 0,38 0,18 0,35 0,11
0,49 0,34 0,23 0,20 0,31 0,12

lDE = desviacion estandar

Por tanto, en vista de los resultados obtenidos parece ser que en el mutante de girasol CAS-3
la actividad EDS, responsable de la conversion de 18:0-ACP a 18:1-ACP, estaba modificada
con respecto a la misma actividad en la linea control, observandose una reduccion de dicha
actividad. Dicha disminucion produciria en CAS-3 una ralentizacion del flujo de AG a través
de la ruta biosintética. Por otro lado, la TES es una enzima que en condiciones normales
compite con la EDS por el 18:0-ACP, sin embargo, en una semilla de RHA-274 es la EDS la
enzima que esta favorecida en la “captura” del 18:0-ACP ya que el flujo de acidos grasos esta
desviado fundamentalmente a la sintesis de 18:1-ACP (90%) y su posterior desaturacion en
un 50-60% a acido linoleico. Por tanto, pareceria logico pensar que la disminucién de la
actividad EDS, por si sola, daria una posibilidad a la TES para unirse con mas facilidad al
18:0-ACP y sacar mas acido estearico del plastidio. En otras semillas oleaginosas se habian
obtenido mutantes con alto contenido en acido esteérico solo con modificar la EDS, como era
el caso de la colza (Brassica) donde se habian obtenido mutantes con alto contenido de acido
estearico al impedir la expresion del gen de la EDS (Knutzon et al,, 1992). También en
Arabidopsis se habia obtenido un mutante con alto contenido en acido estearico en todos los
tejidos de la planta, resultado de una mutacién en un solo gen, probablemente la EDS
(Lightner et al., 1994). En soja (Glycine max) se habia obtenido también un mutante con un
alto contenido de acido estearico en los lipidos de la semilla (30% frente a un 4%) como

resultado de un proceso de mutagenesis sobre un unico locus (Gref et al., 1985).
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Sin embargo, en las semillas de CAS-3 existe ademas un segundo factor que contribuye a que
salga del plastidio una mayor cantidad de acido estearico, que es la presencia de una TES con
una actividad sobre el 18:0-ACP tres veces superior a la de la enzima de la linea control. Por
tanto, la unién de estas dos modificaciones, por un lado menor actividad EDS y por otro la
mayor actividad TES, haria que en la semilla de CAS-3 la TES compitiera con mas fuerza con
la EDS y no estuviera en desventaja como en la semilla control, por lo que conseguiria
hidrolizar una mayor cantidad de 18:0-ACP por unidad de tiempo. |

Por otro lado, el alto contenido de acido estearico en CAS-3 sélo se observaba en la semilla,
mientras que el resto de los tejidos de la planta adulta, tallo, hojas y raiz, mostraban un
porcentaje de este AG similar al de la planta control aunque ligeramente superior (2-3%). Por
tanto, esto haria pensar que una de las enzimas que se habia modificado en CAS-3
(probablemente TE 6 EDS), deberia ser una enzima de expresion especifica de semilla, como
ocurria en Brassica, donde una de las isoformas de EDS descrita tenia una expresion
especifica de semilla, aunque los autores habian sugerido la existencia de otras isoformas de
la enzima que se expresarian en otros tejidos (Slocombe et al., 1992). Dado que los demas
tejidos de CAS-3, aunque tenian un porcentaje de acido estearico similar al control exhibian
un 2-3% mas de este AG, pudiera ser que uno de los genes modificados, responsable en
menor grado del alto contenido de acido estearico, se estuviera expresando también en estos
tejidos. Algo similar se habia descrito en el mutante alto estearico de Arabidopsis,
mencionado anteriormente (Lightner et al., 1994), donde en todos los tejidos de la planta se
habia encontrado un mayor contenido de acido estearico, por lo que los autores habian
sefialado que la mutacion deberia haber ocurrido en una isoforma de la EDS de expresion

inespecifica.
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Conclusiones

El trabajo de esta tesis ha consistido en la caracterizacion bioquimica de un mutante de girasol
(Helianthus annuus L.), denominado CAS-3, con un alto contenido de 4cido estearico en su
aceite, y su comparacioén con la linea RHA-274 utilizada como control. Como resumen del

trabajo realizado se pueden sacar las siguientes conclusiones:

1. El aceite de la semilla de la linea CAS-3 tiene un contenido de acido estearico entre cinco
y seis veces superior al de la linea control RHA-274. Dicho aumento conlleva
principalmente la disminucion del contenido de 4cido oleico con respecto al de RHA-274,
mientras que los acidos palmitico y linoleico se mantienen en unos niveles similares a los

de la linea control.

2. El mayor contenido de acido estearico de las semillas CAS-3 afecta a los principales
constituyentes lipidicos del aceite, triacilglicéridos y lipidos polares, aunque en estos
ultimos el contenido de acido estearico es menor que en los primeros debido a que solo

poseen dos sitios de esterificacion de acidos grasos.

3. A pesar del alto contenido de acido estearico de la linea CAS-3, éste se esterifica casi
exclusivamente en las posiciones externas de los triacilglicéridos mientras que la
intermedia esta ocupada por acidos grasos insaturados, al igual que en la linea control
RHA-274. Esta exclusion del 4cido estearico de la posicion intermedia en la linea CAS-3

confirma la especificidad de sustrato de la acil-CoA:sn-I-acilglicerol-3-P aciltransferasa.

4. El menor contenido de 4cido estearico de los lipidos polares de la semilla CAS-3 con
respecto a los triacilglicéridos se explica por la exclusién de los acidos grasos saturados de

la posicion sn-2 del glicerol, dejando solamente la sn-1 disponible para su esterificacion.

5. La degradacion de la reserva lipidica durante la germinacion de la semilla es similar en la
linea mutante CAS-3 que en el control RHA-274. Las pequefias variaciones observadas no
pueden atribuirse al mayor contenido de 4cido estearico de CAS-3 ya que pudiera deberse

a que ambas lineas 7o son isogénicas.
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Durante el desarrollo del cotiledon de la linea CAS-3 el contenido de acido estearico va
disminuyendo aunque no llega a los niveles de la linea control, manteniéndose en un 17%

frente al 4% de la linea control.

El contenido de acido estearico de los lipidos del hipocotilo de la linea CAS-3 es casi
cuatro veces superior al de RHA-274 en los estadios iniciales de formacion del tejido. A
medida que el tejido se va desarrollando el porcentaje de acido estearico va disminuyendo

llegando a valores similares a los de la linea control.

El contenido de acido estearico de los lipidos de la raiz en los primeros estadios de
desarrollo en la linea CAS-3 es superior al de RHA-274, aunque va disminuyendo a

medida que el tejido va madurando llegando a valores similares a los de la linea control.

En los lipidos de la hoja el contenido de acido estearico en la linea mutante CAS-3 es
similar al del control tanto en hojas jovenes como en maduras, siendo su porcentaje en

ambas lineas inferior al 3% durante todo el desarrollo de la hoja.

Respecto a los lipidos de las flores, ligulas y granos de polen, el contenido de éacido
estearico en la linea CAS-3 se encuentra en los mismos niveles que en el control,

existiendo s6lo un 2% mas este acido graso en ligulas y polen.

. Por tanto, parece ser que el fenotipo alto estedrico de la linea CAS-3 se manifiesta s6lo en

la semilla. Los tejidos vegetativos de una planta adulta de la linea CAS-3 tienen un
porcentaje de acido estearico similar al de una planta de la linea control en el mismo

estado de desarrollo, aunque con 2-3% mas de este acido graso.

El anélisis de la composicion de acidos grasos de los lipidos de la semilla durante la
maduracion indica que las semillas mas jovenes que se pudieron recolectar, de 8 DDF,
tienen ya un contenido de acido estearico cerca de cuatro veces superior en CAS-3 que en
RHA-274. No ha sido posible determinar si existe un momento en el desarrollo de la

semilla de CAS-3 a partir del cual empieza a aumentar el contenido de acido estearico o si
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ocurre desde el momento de la fecundacion ya que no se pudieron recolectar semillas mas

jovenes.

Las variaciones de la temperatura de cultivo tienen un mayor efecto sobre los niveles de
acidos grasos insaturados que sobre los saturados tanto en la linea CAS-3 como en el
control, siendo el efecto mas destacado el aumento del contenido de acido linoleico al

descender la temperatura de cultivo.

En semillas de 20 DDF, en fase activa de acumulacion de lipidos, el efecto de las
variaciones de la temperatura sobre el contenido de acido estearico de los traicilglicéridos
es similar en RHA-274 y CAS-3, produciéndose un ligero aumento en el porcentaje de

este acido graso al descender la temperatura.

El efecto de la temperatura sobre la composicion de acidos grasos de los diferentes lipidos
polares (fosfatidilinositol, fosfatidilcoilna y fosfatidiletanolamina) de semillas de 20 DDF

es similar al observado en los triacilglicéridos.

Las semillas de 15 DDF de la linea CAS-3 exhiben una actividad acil-ACP tioesterasa

relativa con una Vmax tres veces superior que la de RHA-274.

Las semillas de 15 DDF de la linea CAS-3 exhiben una actividad estearil-ACP desaturasa
relativa tres veces inferior a la de las semillas de RHA-274, por lo que se va a producir un

bloqueo parcial en ese punto de la ruta.

El hecho de que las semillas de CAS-3 de 15 DDF tengan tres veces menos actividad
estearil-ACP y una actividad acil-ACP tioesterasa con una Vmax tres veces mayor que las
semillas de RHA-274 parece ser la causa de que las primeras tengan un 30% de acido

estearico en lugar del 5% de la linea control RHA-274.
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