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RESUMEN

Las plantas superiores sintetizan una gran variedad

-= compuestos denominadas "metabolitos secundarios', entre
--= cuales encontramos los isoprenoi des. Estos ultimos se
*--"3n a partir de &cido mevaldonico (W/A) a través de una ru-
biosintética en la que participan enzimas como la isopen-
*=~11 pirofosfato (IPP) isomerasa, Yy las preni Itransferasas .
Sistemas enzimaticos preparados de flavedo de Citrus
=i~ensis catalizan la formacidén de sesquiterpenoides, tanto
re conformacién E como Z, en la que participan las enzimas
““accionadas anteriormente. Sin embargo, no se ha_,podido es-
:=Dlecer si existen preniltransferasas independientes respon-
derles de la biosintesis de ambos diasteroisémeros, o bien,

=- axiste una via de interconversion redox de estos compues-

Para establecer la via de formacion de sesquiterpe-
“rires de conformacidén Z, vy su distribucién subcelular, se
33* di6 inicialmente [la ultraestructura de las células del
“le.edo de naranja. Este estudio permitié determinar las
::_riciones para la preparacion de homogeneizados, en los que
dd “antuviera la integridad de los organelos presentes en es-
dd ripo de células. Los homogeneizados se prepararon en pre-

dd~cia de albuminas vegetales (leche de coco), y se fraccio-

XV



~aron mediante centrifugacion diferencial. Dicha
crocedimiento permitidé separar e identificar las fracciones
“itocondrial y micrcsomal, y obtener una "fraccion soluble”
libre de lipidos y contaminantes de las fracciones que sedi-
mentaron a g menores.

La "fracciéon soluble™ (S"g™gg) contenia las activi-
dades de IPP isomerasa, de preniltransferasa y los sistemas
enzimaticos responsables de la transformacién del NIVA y de la
"ormacion de Z-farnesol. Este sesquiterpenoide de conforma-
cion Z se formaba mas eficientemente a partir de ~C-1PP, que
cuando se ensayaba el sistema enzimdtico en presencia de igb—

mas un sustrato alilico (DMAPP o GPP). En estas ultimas
rendiciones, sin embargo, se estaba midiendo principalmente
1= actividad de la preniltransferasa. Al estudiar la misma
reaccion usando IPP mas ~H-GPP como sustratos, el producto
resulté ser solamente el E-farnesilpirofosfato (E-FPP).

Al no existir una preniltransferasa que formara di-
rectamente Z-FPP, como precursor aislable del Z-farnesol, se
“tentd establecer si existia en la fraccion soluble una via
r= transformacidon de sesquiterpenoides de conformacién E en
rc"puestos de conformacion Z. No se detectaron actividades
nieladas de una fosfatasa que hidrolizara exclusivamente E-

r-=, ni de prenoldeshidrogenasa o reductasa, que pudieran ca-

:=lizan una interconversion redox de sesquiterpenoides.



Estos resultados, sin embargo, no descartan la posi-
ble existencia de un complejo muitienzimatico que catalice la
formacién de Z-farnesol a través de un mecanismo redox de
isomerizacion a partir de IPP mas GPP, o bien, que exista una
ruta alternativa que transforme directamente al IPP en Z-far-
~esol .

Se estudid entonces, la masa molecular del sistema
snzimatico responsable de la biosintesis de Z-farnesol, fil-
trando la fraccién soluble por Sepharose-2B. Se pudieron di-
sociar dos formas de IPP isomerasa (L65 kDa y 123 kDa) y dos
>ormas de preniltransferasa (L65 kDa y 96 kDa). La proteina
re masa molecular L65 kDa catalizaba, ademas, la formacién de
I-farnesol.

Los resultados sugieren que esta proteina de L65 kDa
rrdria corresponder a un complejo multienzimdtico responsable
te la formacién de Z-farnesol. Este podria contener a las
i"zimas que: @& Transformen directamente al IPP en Z-farne-
sol, o bien, b) Transformen a compuestos de conformacidn E en

ti Z-farnesol, a través de un mecanismo de isomerizacién re-

box.



SUMMARY

Isciprenoids belong to the so called 'secondary meta-
rolites", that are formed iIn higher plants. They are syn-
thetized from mevalonic acid (MUA) through a pathuiay that in-
.olves enzyme activities as 1isQpentenylpyrDphQsphate (IPP)
isomerase and prenyltransferases.

Enzyme Systems prepared from Citrus sinensis flavedo,
-atalyze the formation of E and Z sesquiterpenaids. It has
~ot been denrmnstrated yet, if there are different
zrenyltransfterases involved in the biosynthesis of each dias-
.sromer, or Z products are formed through a redox isomeriza-
tion pathiuay, from E compounds.

To establish the subcellular distribidtion and the
lathuay of Z sesquiterpenoids formation, it ivas initially
=tudied the ultrastructure of cells from orange flavedo,
"hese studies allouid us to prepare homogenates uihere practi-
rally no organelle destruction uas produced, including plant
albumins (coconut milk) in buffers used to obtain the homoge-
~ates. These uere fractionated by differential centrifuga-
"ion, obtaining clearly separated mitochondrial and microso-
~=1 fractions,as uell as a "soluble fraction” free of lipids

=~d contaminants from less g sedimenting fractions.



The "soluble fraction™ (B"g™gg) cantained IPP isome-
rase and prenyltransferase activities and the enzyme Systems
responsible for the transformation of MUA and formatian of Z-
*arnesol. This Z sesquiterpenoid uas more efficiently formed
*rom 14C—IPP than from 14C—IPP plus an allylic pyrophos-
znate(DMAPP or GPP). In the latter conditions, prenyltransfe-
rase activity uas being measured. Uhile studying this same
=ctivity, but uith IPP plus ~H-GPP as substrates, only E-far-
"esylpyrophosphat e (E-FPP) mas found as produc t,shoujing that
= Z prenyltransferase uas absent from the enzyme preparation.

The formatian of Z-farnesol could then have been per-
rormed from E compounds through an isomerization mechanism.
"o E-FPP specific phosphatase, for prenoldehydrogenase or
reduciase could be detected, to explain a redox isomerization
r* sesquiterpenoids. These resulta, uhereas, cannot discard
the existence of a multienzyme complex uihich could catalyze
r-e direct formation of Z-farnesol from IPP, or transform E
rrmpounds into Z-farnesol through a redox isomerization me-

ani sm.

The molecular mass of the enzyme system of the bio-
=nthesis of Z-farnesol, uas then studied. The soluble frac-
tion mas Tiltered through Sepharose-2B. Tujo different forms

r* IPP isomerase (465 kDa and 123 kDa) and prenyltransferase



(465 kDa and 96 kDa) could be dissociated. The 465 kDa pro-
tein, aleo catalyzed the formaticm of Z-farnesol.

The results suggest, that the 465 kDa protein, could

XX



- I NTRODUCCTION



Las tejidas vegetales contienen una gran variedad de
compuestas organicas, de estructura y tamafia muy diversas.
El descanacimienta de su funcidén y biasintesis hizo que se
les designara desde el siglo pasado can el nombre genérico de
metabolitos secundarios” (Gooduin, 1967; Richards &
-endrickson, 1964). Entre ellos podemos mencionar a los fla-
.onoides, antocianinas, isoprenoides, taninos, polifenoles,
-Diquinonas, alcaloides, etc. los cuales no comparten un co-
~Un denominador estructural. Actualmente se conoce un poco
~és sobre la biosintesis de todos ellos, se ha establecido Ila
Auncién que desempefian en la relacion planta y medio ambiente

Eeigler & Price, 1976; Mann, 1978) y se ha demostrado que
~ chos de ellos se renuevan activamente, con periodos de se-
midecaimiento de dias 6 aun de horas (Seigler & Price, 1976).

Algunos de estos "metabolitos secundarios™ se encuen-
tran en los "aceites esenciales”™ que forman las plantas supe-
riores. Se denomina asi a una mezcla de compuestos volatiles
:-= pueden ser extraidos por destilacion con arrastre de va-
--—-, Y cuyos componentes principales son hidrocarburos,
rlcehidos, cetonas y alcoholes mono- y sesquiterpénicos.
-irteds de los aceites esenciales, existen en los tejidos ve-
stales otros terpenoides que se pueden extraer mediante
"t:~icas diferentes, y que desempefian iImportantes roles fTi-

sioldégicos como fitohormonas, fitoalexinas , ubiquinonas,



carotenos, etc.

La estructura de todos estos compuestos deriva de una

molécula simple, el isopreno (CMg), Yy sus formulas corres-
ponden a multiplos de esta unidad: c¢c”™gq> ci5> Gtc*
1.-1). Es frecuente, sin embargo, que en el proceso de

biosintesis se pierdan uno 6 mas atomos de carbono, por oxi-
daciones sucesivas y descarboxilaciones.

Los isoprenoides son biosintetizados a partir de una
unidad isoprénica, que fua Ilamada "isopreno activo" aln an-
tes de conocer su estructura (Chaykin y col., 1958), deter-
minandose luego que este isopreno activo era el isopentenil-
pirofosfato (IPP)» (Lynen y col., 1958).

Se demostrdé su biosintesis a partir de MUA en levadu-
ra (Rilling & Bloch, 1959), bacterias (Ohnoki y col., 1962),
plantas superiores (Anderson y col., 1960; Beytia y «col.:
1969) y mamiferos (Witting & Porter, 1959). A partir de este
metabolito de 60 se origina desde el 1isopreno (Rasmunsen,
1978) y monoterpenos ICY-]) hasta politerpenoides, como el
caucho o la gutapercha.

La formacidén de precursores de los diferentes isopre-

noides a partir de IPP, se realiza a través de reacciones

Ver abreviaturas.






catalizadas por dos grupas de enzimas: la IPP isamerasas Yy
las prenil transferasas.

La IPP isamerasa cataliza la transfarmacion del IPP
en su isomera alilica, el DMAPP. El mecanisma de la reac-
cion enzimatica ha sida estudiada en higada (Hallautay &
Papjak, 1968; Shah vy cal., 1965), levadura (figranaff y
cal., 1960) y Pinus v_ Citrus (Jedlicki y cal., 1972).
Cansiste en la adicion de un praton a la cara rj[ del dable
enlace metilénica del IPP (Cliffard y cal., 1971) can far-
macién de un carbacatiéon alilica que se estabiliza par
pérdida estereaespecifica del praton 2-pra-R del
(Papjak, 1970 ; Jedlicki y cal., 1972) y farmacion 9el dable
enlace alilica (Fig.- 1.-2).

Las preniltransferasas 1-4 2 catalizan la candensa-
cion entre el del IPP y el C®, de un carbacation alilica.

San las enzimas que definen el tamafia y la geametria
de las prenilpirafasfatas, Yy se puede prever que presenten
especificidad respecta a tres variables: larga de cadena del
sustraia alilica, numera de maléculas de IPP adicianadas y
par ende larga de cadena del praductc; vy la cnnfnrmacidén en
terna a cada dable enlace generada. De este mada la distri-

bucidon de isaprencides caracteristica de cada especie, de ca-

No se hablard de las 1-1 preniltransferasas, ni de las

que prenilan RIMA, Triptafana, etc. (Pculter & Rilling,
1978).






da tejido 6 cada 6rgano, dependera de la especificidad de las
preniltransferasas.

Estas enzimas alargan la cadena isoprénica usando co-
mo sustratos el IPP y un pirafosfato alilico de 5, 10, 15 0O
mas atomos de carbono. La reaccidén de condensacidon se inicia
con el ataque nucleofilico del metileno del IPP sobre el C*,
del carbocation alilico, generado por pérdida del grupo piro-
fosfato de un sustrato como el DMAPP,GPP u otro. (Fig. 1.-
3). El producto de la reaccidon es un nuevo "prenélogo', es
decir un pirafosfato alilico que contiene una unidad isopré-
nica mas y un nuevo doble enlace. Hemming (1967) ha usado
este término para designar compuestos isoprénicos que difie-
ren so6lo en el largo de la cadena.

Dependiendo de la especie o tejido, el numero de con-
densaciones puede ser una 6 dos como en la biosintesis de GPP
g FPP (Lynen y col._, 1959), puede ser de 10j% 20 como en la
sintesis de poliprenoles (Hemming, 1970), 6 llegar a varios
miles como en la formacidén del caucha 6 la gutapercha (Archer
& Audley, 1967).

En general las preniltransferasas de origen animal
tienen una especificidad bastante restringida. Con excepcion
de los poliprenoles, moléculas que alcanzan largos de cadena

de hasta con dobles enlaces tanto de conformacién E como



Figura 1.3. Reaccion catalizada por la Preni llransferasa.
a) Formacidén de compuestos E
b) Formacidén de compuestos Z



Z, los prendélogos sintetizados en tejidas animales como
intermediarios por condensacion 1-4, tienen solamente la
conformacién E en torno a los dobles enlaces, vy largos de
cadena de hasta CH,.. Las preniltransferasas mas estudiadas
corresponden a las FPP-sintetasas de higado de cerdo (Poulter
& Rilling, 1976) e higado de ave (Reed & Rilling, 1975), las
que usan como sustratos alilicos DMAPP 6 GPP y generan FPP
Como excepcidén y bajo ciertas condiciones, la FPP-sintetasa
de higado de ave, puede catalizar la formacién de GGPP a par-
tir de IPP y FPP (Reed & Rilling, 1976).

En contraste, se ha encontrado una muy variada espe-
cificidad en estas mismas enzimas obtenidas de microorganis-
mos (Sagami y col. , 1977; Takahashi. y col., 198G; Baba &

Alien, 1980). Mientras algunas forman prenilpirofosfatos cu-

yo Qlargo de cadena varia entre Cg y %57 como la
undecaprenilpirofosfato sintetasa de Micrococcus
lysodeltikus, que adiciona sé6lo un Cg (Alien y col., 1967);

otras preniltransferasas, incluso del mismo organismo, Torman

pirofosfatos alilicos de 10, 15 y 20 atomos de carbono

Conformacidén: Los isomeros Z (cis) y E (trans) se refieren
a "'diasteroisomeros” (@) que difieren en su "conformacion',
de acuerdo a las especificaciones de la 1UPAC (b).

a) Mislouj, K. (1966) "Introduction to Stereochemistry™ p.
51, W.A. Benjamin, New York. b) IUPAC (1970) J. Org. Chem.
35, 2849
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(Takahashi & Ogura, 1981; Sagami & Ogura, 1981; Sagami vy
Col., 1978; Kandutsch y col., 1970).

Esta diferencia de especificidad también se traduce
en el larga de cadena del sustrato alilica a partir del cual
se 1inicia el proceso de condensaciodn. Esta relativa iInespe-
cificidad indica que la porciéon del sitio activa que acomoda
al pirofosfato alilico no tiene requerimientos estructurales
muy estrictas. Se ha demostrada experimentalmente que la FPP
sintetasa de higado de ave es capaz de condensar analogas de
GPP, que han sido modificados en la region del doble enlace
6,7 (IMishino y col._, 1972; Ogura y col._, 1970; IMishino vy
col ., 1973; Popjak vy col., 1969 a). Ademas lg enzima es
inhibida por octil-pirofosfato y par una serie de prenilpiro-
fosfatos vy prenilmonofosfatos de cadena larga. (Popjak vy
col ., 1969 b). Estos datos sugieren que la regién de Ila
union de la cadena alquilica del GPP deberia asemejarse a una
hendidura lineal en la estructura terciaria de Ir enzima; por
lo tanto, wuno de los factores que determina la especificidad
por el largo de cadena es la longitud de esta hendidura, res-
pecto a la longitud del sustrato alilico. El hecho que el
NPP no sea substrato indica que en esta hendidura no puede
acomodarse un substrato mas valuminoso.

El sitio de unidén del IPP a 1la preniltransferasa

tiene requerimientos estructurales mucho mas estrictos (Ogura
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y col._, 197A), ya que la unica modificacién que se puede in-
troducir es el reemplaza del metilo por un grupo etilo en el
IPP (Ogura y col., 1972 a).

En tejidas vegetales existe una especificidad mas
restringida, en cuanto al largo de cadena de los productos
formados por las preniltransferasas, Yya que estos alcanzan a
compuestos C™g. Por otra parte y a diferencia de los tejidos
animales, se ha observado la formacion de prenilpirofosfatas
tanto de conformacién E como Z, y se conocen productos con
dables enlaces de conformacién Z como el ABA, ™ bisabDleno,

el NPP (Beytia y col., 1969) y el caucho (Archer & Audley,

1967) - 1

Las preniltransferasas de origen vegetal, ademas de
catalizar Jla formacién tanto de compuestos E como Z, pueden
usar como sustratos pirofosfatos alilicos con ambas conforma-
ciones.

La preniltransferasa de Gossipun hirsutum forma los
cuatro diasteroisomeros del FPP, vy utiliza IWP y GPP como
sustratos (Adams & Heinstein, 1973) (Fig. 1.-u). Los siste-
mas enzimdticos de Citrus sinensis (de la Fuente vy col.,
19Q01) y Citrus paradisii (Pérez y col., 1983) utilizan sola-
mente sustratos de conformacién E y generan productos de con-
formacion E y Z coma GPP, NPP, Z-FPP y E-FPP. Un sistema en-

zimatico de Pinus radiata genera 2-3 veces mas nerol que ge-
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Figura 1.U, productos formados por la preniltransferasa da
Gossipum hirsutum
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raniol (Beytia y col., 1969) pero la proporcién ds 2E-FOH es
mayor que la del isémero 2Z (Jacob y col., 1972).

En Ricinus communis (Robinson & West, 1969; Green &"
West, 197L) y en CucuUrbita pepo se han descrito E-FPP y GGPP
sintetasas. La GGPP sintetasa de CucUrbita pepo cataliza
ademds la formacién de GPP y E-FPP (Ogura y col., 1972 b).

La geometria del doble enlace alilico es definida du-
rante la reacciéon por la relacién geométrica entre el carbo-
cation alilico y el IPP, vy la conformaciéon syn o anti en
torno al enlace C2-C3 del IPP (Cari, 19B3) (Fig.- 1.-5). El
carbocation terciaria que se produce después de la reacciodn
de adicion del metileno del IPP al C., del sustrato alilico,
se estabiliza por la eliminacidén estereoespecifica de un
protén del G2, con formacion del doble enlace alilico del
producto.

Experimentos realizados con sistemas enzimaticos de
Pinus vy Citrus (Oedlicki y col., 1972), demuestran que en la
formacidén de compuestos de conformacién E y Z, se pierde
siempre el protdon 2-pro-R del |IPP. Resultadas similares han
sido obtenidos por Banthorpe en otras especies (Banthorpe vy
col ., 1972; Banthorpe y col., 1985); lo que sugiere que la
especificidad por la conformacidon del producto formado no
guarda una relacidén obligatoria con la estereoquimica del

protén del IPP que es eliminada, sino que esté determinada



Figura 1.5

Conformacion
la reaccién de

del carbocatidén intermediaria
la Preniltransferas a

14
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par la geometria del sitia activo de la preniltransferasa.
Estas hechos han permitida demostrar que la denominada re-
gla biosintética"™, que se basdé en experimentos sobre Ila
estereoquimica de la biosintesis del FPP, escualeno, caucho,
betulaprenol y dolicol no era un principio de validez general
(Archer y col._, 1966; Gough & Hemming, 1970). Estos autores
encontraron que si se eliminaba el protén 2-pro-S del IPP se
obtenian productos de conformacién Z, y al eliminarse el
protén 2-pro-R se obtenian productos de conformacion E. Esta
regla se ha tomado como absoluta, hasta el punto de concluir
a veces la geometria del producto, exclusivamente por la con-
figuracién del protéon eliminada del C? del [IPP. \

La formacidén de prenilpirofosfatos de conformacion Z,
y algunas excepciones a la regla biosintética han sida inter-
pretados como debidas a la formacidon del diasteroisomera E,
el cual se transformaria a su isémero Z, en una reaccidén ca-
talizada por una isomerasa (Paulter & Rilling, 1981; Cane,
1980; Caie, 1981; Shine & Loomis, 197L; Overton & Roberts,
197L a). Por otra parte, en todos los sistemas en que se ha
buscado este tipo de isomerizacion de pirofosfatos, la evi-
dencia ha sido negativa (Chayet y col._, 1977; Ceorge-Nasei-
mento & Cari, 1971; Banthorpe y col., 1976; Paulése & Cro-

teau, 1978; Croteau & Karp, 1979; Cari, 1969; Cari y col.,
1980).
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Por otra parte, la biosintesis de alcoholes mono-y
sesquiterpénicos de conformacion Z, en ausencia de una pre-
niltransferasa especifica, podria realizarse a través de
mecanismos de isomerizacion redox de los alcoholes, con par-
ticipacion de aldehidos como intermediarios (Fig. 1.-6).
Esta isomerizacién ha sido descartada solamente en base a la
no perdida de tritio del de los alcoholes que participa-
rian en este mecanismo, Yy no en relacién a los pirofosfatos
(Carie, 19B0).

Sin embargo, la isomerizacion redox de alcoholes ha
sido descrita en Rosa damascena (Banthorpe & Poots, 1979),
Tanacetus (Banthorpe y col._, 1978) y Andrographls paniculata
(Dverton & Roberts, 197A a y b; Mackie & Overton, 1977).

En Citrus sinensis , a diferencia de las especies an-
teriores, se ha descrito un sistema de isomerizaciéon (Chayet
y col_, 1973), que no interconvierte preficles sino que re-
quiere de las reacciones previas'de condensacidon (catalizadas
por la preniltransferasa) e hidrolisis (catalizada por una
prenilfosfatasa (Pérez y col., 1980)) para generar el E-FOH
que participa en el mecanismo de isomerizacion (Fig. 1.7).
Ademas de este alcohol, se han identificado ambos aldehidos
(Ey 2) y el Z-FOH. Un mecanismo semejante podria ocurrir en
Pinus radiata donde se ha descrita la formacién de Z-FOH, sin

haber identificado aldehidos ni el correspondiente Z-FPP
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(Jacob y col., 1972). Ademas tanto en Pifius como en Citrus
no se ha observado isomerizacion directa de los alcoholes ni
de sus correspondientes pirofosfatos. Estos resultados
harfan pensar que la biosintesis de Z-FOH puede realizarse en
un compartimento diferente del que forma Z-FPP. Este
compuesto se forma aun cuando se incuba el sistema enzimdtico
de Citrus en presencia de anilina, que actla como atrapador
de los aldehidos (de la Fuente vy col., 1901) que son
intermediarios obligados en este proceso. Por lo tanto, en
estas condiciones, el Z-FPP no seria precursor de alcoholes y
aldehidos de conformacion Z, los que se sintetizarian a
través del sistema de 1isomerizaciéon redox, que puede
coexistir con el que biosintetiza el Z-FPP.

Una situacion semejante se ha descrito en
Andrographis pero se ha interpretado de una manera diferente.
Al retenerse la marca tritio en el Z-FDH formado a partir de
MUA marcado estereoespeciticamente (Mackie & Dverton, 1977),
se ha descartado la isomerizacion redox, y se ha atribuido
este hecho a una isomerizacién del E-FPP a su isbmero Z y su
posterior hidrolisis (Anastasis y col., 1982). Los datos de
estos autores pueden, sin embargo, validamente interpretarse
como debidas a una sintesis estereoespecifica de Z-FPP, se-

guida de su hidrélisis.

La coexistencia de dos vias que TfTormen productos de
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conformacion Z, a partir de los mismos precursores, puede
proporcionar a la célula la alternativa para compartimentali-
zar iIntermediarios que van a formar productos Tfinales muy di-
ferentes, como podrian ser el ABA y lipidos presentes en di-
versas membranas de células vegetales. Se sabe que suspen-
siones de Cercospora rosicola (Bennett y col., 19BA) pueden
usar solamente E-FPP 6 E-FP como precursores de ABA, cuya
conformacién en es Z, Yy no incorporan Z-FPP en este com-
puesto. Este hecho es un argumento mas que apoya la existen-
cia de vias alternativas de utilizacion de compuestos seme-
jantes dentro de la célula. La compartimentalizacion puede
producirse ubicando las vias alternativas en difergntes orga-
nelos, O bien a través de la existencia de complejos multien-
zimaticos.

La mayoria de los estudios relacionados con la bio-
sintesis de mono- y sesquiterpenos en plantas, han sido rea-
lizados en sistemas enzimdticos o enzimas obtenidas de ex-
tractos libres de células, sin considerar el tipo de tejido
ni la forma de obtener homogenizados, ni tomar en cuenta que
el proceso de obtencidn destruye totalmente la ultraestructu-
ra celular. Es asi como no se ha podido correlacionar es-
tructura de la célula, con distribucién subcelular de enzimas
y la funcidén que desempeiian en el metabolismo celular. Una

excepcion la constituye el trabajo realizado en Pinus
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pinaster (Gleizes, 1979; Gleizes y col._, 1980) vy en
Citrofortunella mitis (Gleizes y col., 1983). Junto al estu-
dio de ultraestructura de las células que forman las agujas
de Pinus se obtuvieron fracciones por centrifugaciéon diferen-
cial, vy se encontr6 que la biosintesis de hidrocarburos ses-
quiterpeni eos a partir de C-MVA, estaba asociada a la frac-
cion microsomal. En Citrofortunella mitis, por otra parte,
la biosintesis de hidrocarburos monoterpénicos se producia en
los leucDplastos. Esto coincidia con la presencia de mate-
rial osmid6filo en dichos organelos, observados por microsco-
pia electroénica. Este material osmiéfilo aparece en células
que contienen aceites esenciales. Sin embarga, en estas tra-
bajos s6lo se ha estudiado la incorporacién de un precursor a
productos, sin establecer si las enzimas se encuentran aso-
ciadas a la misma fraccién subcelular.

En otros tejidos, se han realizado exclusivamente es-
tudios de ultraestructura (Amelunxen & Arbeiter, 1967;
Bosabalidis & Tsekos, 1982 a y b; Heinrich, 1969; Heinrich,
1970; Heinrich y col_, 1980) o bien se han aislado algunas
enzimas estableciéndose su localizacién subcelular, pero sin
un estudio de ultraestructura realizado en forma paralela.
Es asi como se ha encontrado que en plastidios de tomate
existe un sistema enzimatico que transforma el IPP a cis-

fitoeno (Maudinas y col., 1975) y que se iIncorpora como un



22

compleja de masa molecular 200.000 Da, convirtiendo IPP, FPP
mas IPP y GEPP en fitoeno. También en plastidios de tomate

se han descrito las actividades de IPP isomerasa y prenil-

transferasa (Spurgeon y col._, 198*0, mientras que en cromo-
plastos de Capsicum annus (Camara y col._, 1982; Camara vy
col_, 1983) vy de IMarcissus pseudonarcissus (Beyer y col._,

1980) se ha descrito la biosintesis de j3-caratena a partir de
1EC-1PP.

Por otra parte, en plantas superiores se han descrito
dos isoenzimas de la quinasa mevald6nica (una de las enzimas
que participa en la transformacién de MVA a IPP), wuna de las
cuales se localiza en cloroplastos y la otra en una fraccion
soluble, después de fraccionamiento subcelular (Rogers vy
col., 1966 a y b).

Todos estos antecedentes sugieren gque pueden coexis-
tir vias alternativas de formacién y utilizacién de isopre-
noides. Alun cuando algunas de ellas se encuentran asociadas
a un organelo especifico, también se podria pensar en una
asociacion de enzimas dentro de un mismo compartimento subce-
lular, como una manera de aislar una secuencia de reacciones
que utilice precursores comunes con otra secuencia de ellas.

Se ha descrito una asociacion entre la IPP isomerasa
y la preni Itransferasa de Gossipum hirsutum (ldidmaier y col._,

1980), y se puede pensar que una asociacidén semejante pudiera
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existir entre las enzimas que catalizan la formacion de Z-FOH
a partir de GPP mas IPP en Citrus sinensis (Chayet vy col.,
1973). Dichas enzimas serian la preniltransferasa, una fos-
fatasa especifica que hidrolizara sélo E-FPP, una deshidroge-
nase Yy una reductasa (Fig- 1.7). La isomerizacion de E-
Farnesal a Z-Farnesal puede corresponder a una reaccién no
enzimatica, vya que la conjugacién entre el doble enlace car-
bonilico vy el doble enlace alilico favorecen esta isomeriza-
cion y no se requeriria la presencia de una enzima en dicho
proceso (Cari, 1983).

De las enzimas mencionadas, solamente la preniltrans-
ferasa (de la Fuente y col., 1981) y las fosfatasas (Pérez y
col_, 1980) de Citrus sinensis han sido caracterizadas. En
vesiculas de pulpa de naranja se ha descrito la oxidacién de
GOH (Potty & Bruemmer, 1970), en Foeniculum vulgare y Tanace-
tum vulgare se han descrito monoterpenol deshidrogenasas
(Croteau & Felton, 1980); en Pelargonium graveolens una mono-
terpenol oxidasa, una monoterpenol deshidrogenase y una mono-
terpenol reductasa (Banthorpe y col., 1983), y en \itis vini-
fera se ha estudiado la interconversién de aldehidos vy
alcoholes monoterpénicos (Ambid y col., 1983). Hasta el mo-
mento no se han decrito deshidrogenasas ni reductasas espe-

cificas de sesquiterpenaides.

La presente tesis pretende complementar el estudia de
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la ultraestructura de Jlas células del flavedo de Citrus
sinensiia, con una metddica de fraccionamiento subcelular para
este tipo de tejido y la distribucién subcelular de diferen-
tes enzimas de la biosintesis de isoprenoides. El  objetiva
principal es el poder correlacionar los tres puntos menciona-
dos anteriormente, y establecer ademdas las evidencias que
apoyen o descarten la existencia de vias independientes 6 la
participacién de un complejo multienzimatico, en la biosin-

tesis de sesquiterpenoles de conformacién Z.
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2.1. - Reactivos quimicos, enzimas, coenzimas y proteinas.
2.1.1. Reactivos quimicos
Todas las reactivos utilizados fueron de grado ana-

litico y se obtuvieron de las firmas comerciales mencionadas

en cada caso.

- Aldrich Chemical Company Inc. , Milwaukee, lilis., U.S.A. Ci-
clohexilamina, lIsopentenol, E-Farnesol, Tricloroacetonitri-

lo, Trietilamina.
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- Sigma Chemical Ce., St. Louis, Ma., U.S.A. Acido succini-
co, ATP, antimicina A, DEAE-Sephadex A-25, EDTA, 2-
mercaptoetanol, PCPGP, PPG, Sephadex G-25, Sepharose-2B,
TES, Tris, MES, Glicina, SDS, Anfolitos (Rango 3.5 - 10)
PVP.

- Uarian aerograph, UJalmut Creek, California, U.S.A.
Etilénglicol adipato. Chromosorb W.

2.1.2. Enzimas, coenzimas y proteinas.

- Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo., U.S.A. Apoferritina ca-
talasa, Citocromo c, Fosfatasa alcalina B coli , Fosfatasa
alcalina de intestino de ternera, Gliceraldehido-3-P Deshi-
drogenasa, Hexoquinasa, N+, IMADP+, IMADH, NADPH.

2.2.- Sustratos

Los sustratos fosforilados IPP, DMAPP, GPP, fueron

sintetizados en nuestro laboratorio. (Fig. 2.2.1.)

2.2.1.- Sintesis

Los sustratos se sintetizaron par pirofosforilacion
de los correspondientes alcoholes con fosfato de bis-trieti-
lamonio en presencia de CCICIM, de acuerdo al método descrito
por Cramer y Bflhm modificado (Cramer & Bflhm, 1959; Hollouay &

Popjak, 1967; Popjak y Col., 1962; Popjak y col., 1971). To-

dos los reactivos usados en la sintesis fueron previamente

destilados a presién normal. Los reactivos oxigenados fueron
ademas calentados a reflujo con SnCI™ durante 1 h (Smith &

Khorana , 1963) .
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Figura 2.2.1. Estructura de los sustratos fosforilados de
enzimas de la via Iisoprénica
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Los alcoholes utilizados fueron purificadas par des-
tilaciéon fraccionada en una columna anular de banda rotatoria
y posteriormente analizados por cromatografia gaseosa (Holui-
gue, 1900) vy por espectroscopia infrarroja y de resonancia
magnética nuclear. Los productos de la reaccion de fosfori-
lacion fueron separados por cristalizaciéon fraccionada (Fer-
nandez, 1970) y por cromatografia de intercambio anidnico en
DEAE-Sephadex T1-25 (Vial, 1900).

2.2.2.- Purificacioén

La purificaciéon de los sustratos se realizé de acuer-
do a lo descrito en nuestra laboratorio (Lozada, 1901; Loyola
1900).

La reaccion de fosforilaciéon se detuvo agregando 50
mi de agua amoniacal (W™ al 0,5%), Hluego los alcoholes que
no reaccionaron y otros subproductos se extrajeron con tres
porciones de 00 mi c/u de éter etilico. La fase eterea se
lavo con 20 mi de agua amoniacal. La fraccién acuosa total
(70 mi) se concentré en evaporador rotatorio a 40° hasta un
volumen de 20 mi manteniendo el pH basico con IMHQH. Se in
tentd una primera separacion de los manofosfatos y pirofosfa
tos (XP y XPP) (Cramer & BFflIhm, 1953). Para ello se adiciona
ron 5 mi de LiCl 10 M y se dejé reposar durante 24 h a 4°.
El precipitado obtenido se separdé por centrifugacion a 10.000

X g durante 10 min , luego se lavéo con tres porciones de O.
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mi c/u de acetona a -20° centrifugando a -7° después de cada

lavado. Finalmente se lavdo de la misma manera con tres por-
ciones de 8 mi c/u de éter etilico a -20° y SG evaporo el
éter a temperatura ambiente. El precipitado se redisolvid en

IVHHCO-J 50 mM pH 7,0 y se le adicionaron 2 mi de ciclohexi-
lamina seguidas de 30 mi. de acetona y se dej6é reposar 2A h a
o » El precipitado que debia contener al monofosfato se se-
par6 por centrifugacién a 10.000 x g durante 15 min , y se le
lavd siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. Este
precipitado se guarddé a AD. Al sobrenadante se le agregd
LiCl 10 M hasta tener precipitaciéon completa y se dejé repo-
sar zk h a k°. El precipitado que debia contener»el pirofos-
fato (XPP) se separ6 por el proceso ya descrito y se guardd a
A°.

Los analisis por TLC de los dos precipitadas, mostra-
ron que la separacion del monofosfato (XP) del pirofosfato
(XPP) no fue completa, pues ambos contenian compuestos mono y
pirofasforilados.

Para lograr wuna mejor separacion se disolvieron en
agua amoniacal hasta obtener una conductividad de 1,2 mMHO.
La muestra fui aplicada en una columna de vidrio de 2,2X67 cm
rellena con DERE-Sephadex A-25 previamente equilibrada con
amortiguador de trietilamina-bicarbonato 5D mM pH 7,5 (Smith

& Khorana, 1963; Vial, 1980). Una vez absorbida la muestra
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se lavd la columna con 5 uc del mismo amortiguador. Final-
mente se eluy6é con 5 \Uc y con una gradiente lineal entre 50
mM y 610 mM de trietilamina bicarbonato pH 7,5.
2,2.3. Anadlisis de las fracciones de sustratos.

En la Fig. 2.2.-2 se presenta el perfil de elucién de
los sustratos, con trietilamina bicarbonato. El eluido de la
columna se analizé midiendo la cantidad aparente de fosforo
inorganico ('P directo") (Fiske & Subbarow, 1925) la canti-
dad de fosforo liberado par previa hidrolisis acida en HC1 2N
durante 7 min. a 100° (P de 7 min'™) (Umbreit y col., 1959).

Las fracciones que dieron reaccidon positiva para 'P
de 7 min." se analizaron ademds por TLC (Seccion i2.3.1.1.1.)
y se les determind la cantidad de fésforo total (P total™)
(Ames, 1966). La fraccion obtenida entre 3,6 y A,3 \lc revelod

una sola mancha para materia organica y para Tfésforo.

Los esteres fosforicos de alcoholes alilicos o terciarios
son bastante &acido-labiles. En consecuencia, con el reac-
tivo de Fiske y Subbarou (Fiske & Subbarou, 1925) que con-
tiene HpSD™ 11M, se rompe el enlace C-D y se libera un
alcohol terciario y orto o pirofosfato inorgéanico. Por es-
to los fosfomonoesteres dan, como la IN\Il-fosforilcreatina
(Cardemil y col., 197A) o el acetilfosfato una reaccién po-
sitiva de ortofosfato inorganico, que llamamos "Fésforo di-
recto™. No es posible diferenciar, con esta técnica, el
ester fosforico del ortofosfato-
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Perfil de elucion de loa sustratos de wuna
columna de DEAE-Sephadex A-25. La columna se
equilibré con amortiguador de trietilamina-
bicarbonato 50 mM pH 7,5. La muestra se eluyd
con un gradiente lineal del mismo amortiguador
entre 50 mM y 610 mM. Volumen de la columna
(ve) = 200 mi.

Las fracciones se analizaron para P directo”
(=~ = )y "P de 7 minutos™ (0-0). (- - -)
representa la conductividad medida en mMho.
Los sustratos fueron eluidos entre 3,6 y L,3
Ve, indicado por la barra.
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Estas se guardaron en diferentes condiciones. con la
finalidad de estudiar la estabilidad del pirofosfato;a) Ila
primera se liofilizé b) la segunda se dejé como tal y ¢) la
tercera se concentrdé hasta 20 mi en euaporador rotatorio a
AOD . El DMAPP y el GPP se guardaron tal como eluyeron de la
columna, y al IPP se le agregdé LiCl 10 M hasta una precipita-
cion completa y se proces6 igual como se indic6é anteriormen-
te. Los cristales obtenidos se dejaron secar a temperatura
ambiente y se guardaron a - Los sustratos co-cromatogra-
fiaron con estandares radiactivos, no dieron reaccién de 'P
directo” y la razén "P total'/alcohol fué de 2. En el caso
de DMAPP vy GPP, la razén P de 7 min."/"P total™ fué igual a
1. valor que corresponde a un pirofosfato alilico (Fig. 2.2.-
3) -

Ona alicuota de la misma muestra se hidrolizé enzima-
ticamente (Beytia y col-, 1969) con apirasa y fosfatasa alca-
lina de E coli. ElI alcohol producido se extrajo con hexano y
se identificdé por GLC (Secciéon 2.3.2.), este analisis reveld
unicamente la presencia de los alcoholes primarios correspon-
dientes a los sustratos, por lo tanto, la muestra analizada
no contenia contaminacién de otro alcohol fosforilado. Ade-
mas el fToésforo presente en la fase acuosa se cuantificé para
determinar la razéon "P directo"/ prenol dando un valor de 2,

por 1o cual se dedujo que par cada dos moles de foésforo se



Fi?ura 2.2.3- Esquema de las métodos analiticos usados para
identificar distintos esteres Tfosféricos de
prefidles.

a)
b)
)
D
€)

Reactivo de Fiske-Subbarou (P directa™).
HCI 2N a 100 O por 7 minutos ('P de 7 min™).
Combustion humeda(*'P total™).

Apirasa.

Fosfatasa alcalina.
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produjo un mol dsl alcohol correspondiente. Todos los resul-
tados indicaron que los compuestos sintetizados correspondian
a los sustratos mencionados.

El IPP se us6 para diluir el ~1-7 ngPP, y otros

sustratos se usaron directamente en sus respectivas reac-



separados
capa fTina.
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identificadas por cromatografia en



el Tfoésforo. La radiactividad se localizé raspando la silica
cada 0,5 cm vy recogiéndola en frascos que contenian 3 mi de
una solucion fluorescente y se cuantificO por espectrometria
de centelleo para liquidos (Seccion 2.9).

2.3.1.1.2 . Solvente de desarrollo Cloroformo.

Este sistema se usdO para separar alcoholes de aldehi-
dos. Las placas se revelaron primero con 2,L- dinitrofenil-
hidrazina al 0,1% en etanol y 2N HCl,para reconocer grupos
carbonilos(Stahl & Jork,1965), y luego con vapores de yodo
para visualizar materia organica.
2.3.1.1.3. Solvente de desarrollo Benceno: Eter de petréleo

(p-e. LO-60) = 7,5: 2,5 (Stahl & Jork, 1955).

Este sistema se usO para separar hidrazonas de dis-
tinto largo de cadena, formadas a partir de los correspon-
dientes aldehidos alilicos (secci6n 2.10.1.).
2.3.1.2. Placa reversa : Silica gel G de 0,5 mm de espesor.

El sistema se usO para separar e identificar prendles
de 5, 10 y 15 atomos de carbono, utilizando como solvente de
desarrollo metanol : agua =7 - 3 con dos gotas de vaselina
(Stahl & Cork, 19S5). La masa organica y la radiactividad se

localizaron en forma semejante a la descrita en la secciodn

37
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Soporte inerte

Malla del soporte

Fase liquida

Flujo de helio

Corriente del detector

Temperatura del
Temperatura del
Temperatura del
Contador Geiqger
Flujo de butano
Temperatura del

radiactividad

horno (variable)
inyector

detector

detector de

Voltaje en el contador Geiger

2.3.3.

Cromatografia en columna de

de naranja.

2.3.3.1. Filtracién disociativa.
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Chromosorb G-Ald DMCS
60/70

EGA 0,83% (p/p)

40 ml/min

150 mA

100 - 170 grados

180 grados

180 grados

40 ml/min

180 gradost

2700 Volts

las proteinas del flavedo

Una columna de vidrio (1,5 x 21 cm) se rellen6 con

Sephadex G - 25
las instrucciones del
libré6 con 5 Ve de solucidn que contenia:

100 mM pH 7,4 ;

(malla 40/120).

2-mercaptoetanol

La matriz

se prepard segun

fabricante (Pharmacia, 1980) y se equi-

amortiguador de K-Pi

100 mM y EDTA 2 mM.

A la fraccidén de proteinas que se iba a filtrar se le

agregd sulfato de amonio hasta 70% de

continua Yy homogéneamente en un

bafno a 0°

saturacion, agitando

durante 15 min
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y controlando que el pH no bajara de 7, con IMHOH. Una vez
agregado todo el sulfato de amonio, el sistema se dejé esta-
bilizar con agitacién durante 30 min, y luego se centrifugd
durante 20 min a 10.000 x g.

La pella que precipité entre 0 y 70% de saturacion de
(IMHMNSO™ se disolvido en 5 mi de la solucién de equilibrio vy
se aplic6é a la columna en forma continua y homogénea. Cuando
la muestra penetro totalmente en el gel, se agregaron 5 mi
de la solucion de equilibrio para asegurar su completa pene-
tracion. Las proteinas se eluyeron con una solucidén igual a
la de equilibrio pero saturada al 70% con (IMNN~SOAN. El
eluido se analiz6 determinando las proteinas por su absorbi-
lidad a 280 nm y los colorantes a 310 nm. En esta zona se
obtiene la mayor diferencia de absorbancia entre proteinas vy
flavonoides.

Se ensay6 la actividad enzimatica de las diferentes
fracciones. Se juntaron las fracciones que contenian la ac-
tividad, se guardaron a y se usaron como fuente de enzima
6 proteinas (membranas).
2.3.3.2. Filtracién en Sepharose 2-B.

Una columna de vidrio (1,8 x 12 cm) se rellend con
Sepharose 2-B, se lavéo con 30 Ve del amortiguador de equili-
brio para eliminar la azida de sodio usada como preservativo,

y para equilibrarla en las condiciones de trabajo:
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amortiguador K-Pi 100 mM pH 7,4 ; 2-mercaptoetanol 5 mM.

Se aplicé a la columna un volumen de muestra corres-
pondiente a 0.1 Ve, y se eluydé con el amortiguador de equili-
brio. El eluido se analiz6é determinando las proteinas por su
absorbilidad a 2BD nm y Bos colorantes a 310 nm. Se ensayo
la actividad enzimatica de las diferentes fracciones. Se
juntaron las fracciones que contenian la actividad, se guar-
daron a 4° y se usaron como fuente de enzima.

2.4.- Preparacion del sistema enzimético.
2.4.1. Preparacion de homogeneizados.

Los homogeneizados se prepararon utilizando el flavedo
(exocarpio) de naranjas de variedad chilena (George-
Nascimento & Cori,1971), obtenido de las siguientes formas:

a) Obtencidén de trozos de flavedo de 0,5 mm de espesor, 'y
0,5 x 0,5 cm., con hoja de afeitar.

b) Obtencidon de flavedo por rallado superficial de la naran-

Ja-
En todos los casos, el flavedo se recibid sobre un
amortiguador que tenia la siguiente composicion:
a”~ K-Pi1 100 mM pH 7,4; sacarosa 0,3 My PVP 5% (P/V)
b* K-Pi 100 mM pH 7,4; sacarosa 0,3 M; MgCI™ 5 mM y PVP 5%
(P/V).
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d* TRIS-HC1 100 mM pH 7,4; sacarosa 0,3 M y PUP 5% (P/U)

e TRIS-HC1 100 mM pH 7,4; sacarasa 0,3 M, MgCI™® 5 mM y PUP
5% (P/U)

* TRIS-HC1 100 mM pH 7,4; EDTA 20 mM (preparado en agua de
C0oCo0)

Los homogeneizadas se realizaron usando todas las
combinaciones entre la obtencién del flavedo y tipo de amor-
tiguador usado, de las siguientes formas:

Flavedo obtenido segin elmmtodo a y homogeneizado por
corte manual con hoja de afeitar,
b Flavedo obtenido segun el método a y homogeneizado en

una Ularing Blendor a velocidad maxima durante 3D seg.
1

Flavedo obtenido segun el método a y homogeneizado en
Politron a velocidad maxima durante 2G seg.
d* Flavedo obtenido segun el método b y homogeneizado con
agitacion manual durante 2 minutas.
Todos 14s homogeneizadas se filtraron por s capas de
gasa para eliminar restos de tejido y se fraccionaron tal co-
mo se indica en la seccion 2.4.2.

El agua de coco usada corresponde a wuna fraccién obte-
nido después de centrifugar a 100.000 x g durante 1 hora,

el liquido contenido en un coco Palma nucifera. La con-
centraciéon de proteinas es de 1 mg/ml, y su tonicidad es
equivalente a 0,3 M sacarosa. El agua de coco se usa co-

rrientemente en la preparacién de homogeneizados de te-
jidos vegetales (Price, 1983).
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2.4.2. Fraccionamiento subcelular por centrifugacion dife-

rencial .

Los homogeneizados obtenidos (Seccién 2.4.1) se frac-
cionaron por centrifugacidén diferencial de acuerdo al esquema
de la Fig. 2.4_-1.

Los Iipidos sobrenadantes de cada centrifugacién se
eliminaron por Tfiltracion a través de tela de nylon. Las pe-
Ilas obtenidas de cada centrifugaciéon se disolvieron en el
mismo amortiguador usado para preparar el homogeneizado.

i cada fraccion se le determiné concentracidén de
proteinas (secci6on 2.5.), concentracion de almidén (seccidn
2 .6.), diferentes actividades enzimaticas (enzimas marcadoras
: seccion 2.S.2. y enzimas de la biosintesis de isoprenoides

seccion 2.8.1.). Ademas, cada fracciéon se analizé por mi-
croscopia electronica (seccion 2.14.) , por electroforesis en

SDS (seccion 2.11.) y por electroenfoque (seccidén 2.12.).

2.4.2.1. Expresion de resultados del fraccionamiento subce-
lular.

Los resultadas del fraccionamiento subcelular se ex-
presaron como actividad especifica relativa en funcidon del %
de proteinas en las respectivas fracciones obtenidas por cen-
trifugacion diferencial (De Duve y col., 1955).

La actividad especifica relativa de cada fraccion se
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geneizados de flavedo de naranja.
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calculé como el % de las unidades totales de la enzima medida
en la fracciéon (referida de las unidades totales en todas las
fracciones) dividido por el porcentaje de proteinas en la
fraccion (referido a la suma de las proteinas totales de
todas las fracciones).

Esta forma de expresioéon de resultados permite visua-
lizar la cantidad de enzima asociada a las fracciones obteni-

das por centrifugacion diferencial.

2.4_.3. Fraccionamiento en gradientes de sacarosa.
2.4.3.1. CGradientes discontinuas de sacarosa.

Se prepararon utilizando volumenes iguales de solu-
ciones de sacarosa 1,4 M; 1,2 M; 1,0 My 0,8 M ep el mismo
amortiguador en que se encontraba la muestra, en tubos de 5
mi . La muestra se colocé sobre el gradiente y contenia una
concentracién de sacarosa de 0,3 M, y se centrifugé durante
30 min a 30.000 x g en una centrifuga Beckmann wusando el
rotor Sld - 65. Posteriormente se sacaron fracciones co-
rrespondientes a cada una de las fases e interfases, pipe-
teando directamente con pipeta Pasteur. A cada fraccidén se
le determindé su densidad y diferentes actividades enzima-
ticas (secciones 2.7. y 2.8.).
2.4.3.2. Gradientes continuas de sacarosa.

Se prepararon utilizando sacarosa 1,4 M como solucidn
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pesada y sacarosa 0,3 M como solucién liviana, preparadas en
el mismo amortiguador en que estaba la muestra. Esta se in-
corpor6é al gradiente como solucidén liviana, o bien, en am-
bas soluciones de modo que se distribuyera a lo largo del tu-
bo.

Los gradientes preparados en tubos de 5 mi, se cen-
trifugaron durante 3 y 6 horas a 30.000 x g, en una centri-
fuga Beckmann usando el rotor SUJ - 65. Las diferentes
fracciones se obtuvieron pinchando el fondo del tubo y colec-
tando. A cada fraccion se le determiné densidad (Secciodn
2.7.), proteinas (Seccion 2.5.) y diferentes actividades en-
zimd ticas.

2.5. Determinacion de proteinas.

La concentracién de proteinas en los homogeneizados vy
en las diferentes fracciones obtenidas por centrifugaciéon di-
ferencial se determindé por dos métodos diferentes:

2.5.1. Método turbidimétricD (Stadtman y col., 1951)

Este método se utilizé debido a que tanto los homoge-
neizados como las fracciones obtenidas por centrifugaciéon di-
ferencial contienen calorantes que interfieren con los méto-
dos basados en la absorcidéon de luz al UU, asi como en la ma-
yoria de las distintas reacciones de proteinas que se utili-
zan corrientemente para la determinacién de su concentracion.

En este método 2,5 mi de TEA al &» (P/V) se agregaron
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sobre 2,5 mi de una solucidon que contenia la muestra y la
turbidez se compar6 con un blanco de agua en un colorimetro
Klett usando un filtro verde. El método es lineal hasta una
cantidad de 3 mg finales de proteinas y detecta hasta G,I mg
de proteina por muestra.

2.5.2_. nfAzul de Coomassie (Bradford, 1976).

Este método se basa en la unidon del colorante azul de
Coomassie a las proteinas, y esta especialmente disefiada para
soluciones proteicas en las que existen contaminantes como
flavonoides vy colorantes en general. La cuantificacion de
proteinas por este método elimina, ademas, la mayoria de los
problemas que presentan otros métodos para determinar concen-
tracién de proteinas. El método se basa en la diferencia de
color (rojo y azul) del azul de Coomassie G-250. La forma
roja del colorante se transforma en azul al wunirse a Ila
proteina; y el complejo colorante-proteina tiene un coefi-
ciente de extincion muy alto, lo que proporciona una gran
sensibilidad al método. La unién del colorante a la proteina
es muy rapida (2 minutos), vy el complejo colorante-proteina
permanece disperso en solucidén por aproximadamente una hora.

En este método 100 jjl de una solucidén que contiene la
muestra se agregan sobre 3 mi de reactivo (azul de Coomassie
G-250 0,01% (P/V), etanol L,7% (P/V) y acido fosférico 8,5%

(P/V)) , y se mide la absorbancia comparando con un blanco de
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agua destilada en espectrofotometra a 595 nm. El método es
lineal hasta 125 jjg de proteinas y detecta hasta 10 “Ng de
proteinas por muestra.
2.6. Determinacion de almidon.
Se determind por el método del yodo-yoduro (Plummer vy
col., 1981) midiendo la absorbancia a 650 nm.
2.7. Determinacion de densidad de las fracciones obtenidas
de las gradientes de sacarosa.
Se obtuvieron comparando con una curva estandar que
mide la posicion de las gotas de KBr de diferente concentra-

cion (densidad) dentro de una gradiente organica (Leighton vy

col., 1977).
2.8. Ensayo de las diferentes actividades enzimaticas
2.8.1. Enzimas de la biosintesis de isoprenoides

2.8.1.1. Incorporaciéon de ~C-MV/fl en trozos de flavedo de na-
ranja.

50 g de trozos de flavedo obtenidos segun la forma a)
(Secciéon  2.L.1.) se suspendieron en 110 mi del amortiguador
b” (sin PUP) que contenia ~C-MV/A 3,7 M (rad. especifica 6x
10 dpm/jjmol), y se mantuvieron durante A8 horas a 25°.
Posteriormente se procedio a filtrar el material y se lavo
con 8 litros del amortiguador de incubacion (sin el precursor
radiactivo), con el fin de eliminar toda la radiactividad co-

rrespondiente a absorcién inespecifica. Luego se obtuvo un
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homogeneizado de acuerdo al método b”” , el cual se frac-
cioné mediante centrifugacion diferencial (Seccidon 2.A.2.).
Cada fracciéon se analizd de acuerdo a radiactividad presen-
te en la fraccién, en lipidos libres (LL) , alilicos (flIA) y
prenol fosfatos (PP) como se explica mas abajo.

La incorporacion de ~C-MVA se expresé como fracciodn
incorporada de ~C, referido siempre al isémero R en experi-

1A

mentos realizados en equilibrio. (El C-MVA comercial es una

mezcla racémica (RS), y las quinasas utilizan so6lo el isomero

R).

Los productos de 1la reaccidon se determinaron de
acuerdo al siguiente procedimento (George—lMascimenFo & Cari,
1971; Beytia y col., 1969):

a) Extraccién directa con 1,5 mi de hexano: la fracciodn
extraida en la fase hexéanica se denominé LL y contiene hi-
drocarburos y alcoholes.

b) Hidrélisis &cida durante 7 minutos a 37° en HC1 2 Ny su-
cesiva extraccién con hexano como en a): la fraccién ex-
traida en la fase hexanica se denominé AA y contiene los
alcoholes alilicos reordenados, producto de la hidrélisis
acida de los correspondientes compuestos Ffosforilados

alilicos , y
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c) Hidrdélisis enzimatica con fosfatasa alcalina ds intestino
de ternera, durante 2 horas a 37" y posterior extraccié'n
con hexano igual que en a): la fracciéon hexanica se deno-
miné PP y contiene a los alcoholes alilicos no reordenados
mads el 1isopentenol, producto de la hidréolisis enzimatica
de las correspondientes compuestos fosfarilados alilicos.

2.8.1.2. Determinacion de la actividad de la IPP isomerasa.

Se determind cuantificando la transformacion de [I-
1AéJ IPP en fosfatos alilicos, midiendo la radiactividad en
la fracciéon AA y se expresdé como pmoles/min/mg de proteinas.

La incubacidéon se realizé a 30° durante 5 min en un

medio que contenia amortiguador de succinato de sodio 156 mM

pH 6,0; 2-mercaptoetanol 20 mM ,.£I-" -IPP 50 jM (rad. espe-

cifica A,25 x 10™ dpm/pmol) y 0,05 mg de proteinas en un VvoO-
lumen final de 0,5 mi. La reaccidéon se detuvo enfriando los
tubos en un bafio de hielo y agregando HC1 hasta una concen-

tracion final de 2IM. Luego los tubos se incubaron durante 20

minutos a 30° y los productos de la reaccidén se extrajeron

con 1,5 mi de hexano.

2.8.1.3. Determinacion de la actividad de la preniltransfe-

rasa.
Se determind cuantificando la incorporacién de
proveniente de la condensacion de un sustrato alilico como el

GPP 6 el DMAPP con pl-~cjlIPP en la fracciéon AA descontando la
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respectiva actividad isomerasica del sistema. La actividad
se expres6 came pmoles/min/mg.

La incubacion se realizé a 37° durante 30 min en un
media que contenia: Amortiguador de fosfato de potasio 100
mM pH 7,A, MgCI™ 6 mM, 2-mercaptoetanol 20 mM, GPP o DMAPP
10 uM, [1-1V] IPP 50 jM (radiact. esp. A,25 x 100
dpm/jjmol) vy 0,03 mg de proteinas en un volumen final de

0,25 mi. La reacciéon se detuvo enfriando los tubos en un



2.8.1.5.

Determinacioén de

52

la actividad de la prenilfcsfatasa

Se determind cuantificando la radiactividad

presente
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Alcohol (GOH, IMH, FOH)'5 disuelto en Tueen 20 (10 jjg/~ymol)

0,1 mM; IMAD+ 1mM y 250 mg de proteinas en un volumen final
de 0,5 mi. La reaccién se detuvo enfriando en un bafio de
hielo y los tubos se extrajeron con 1.5 mi de éter de pe-
troleo.

Se mididé la radiactividad de la fase hexanica y de la
fase acuosa remanente. La fase hexanica se analizé por GLC y

TLC (secciones 2.3.2., 2.3.1.1.2.)

2.8.1.6.2. Determinaciéon de la actividad de la prenol deshi-
drogenase por reduccidn de pIMBT.

Se determiné acoplando la reaccion de oxidaciéon de
alcoholes a la reduccidn de pIMBT.

La incubacidon se realizé a 30° en un medio que conte-
nia 0,5 mi de reactivo pIMBT (Fottrell, 1966), 100 mM TRIS-HC1
pH 7,A, 0,16 mM IMAD+ 6 IMADP+, 0,05% de ROH™ (preparado al 30%
v/v en acetona) y 0,5 mg de proteinas, en un volumen final
de 3 mi. El curso de la reaccidon se siguid espectrofotomé-
tricamente, midiendo la absorcién del pIMBT reducido a 600 nm.
La actividad se expresdé como y moles de NADH o IMADPH produci-

dos por min y por mg de proteinas.

Sustratos usados: E-Farnesol, Z-Farnesol, [IMerolidol, Gera-
niol, Nerol, Linalol, Terpineol, Isopentenol, Etanol.



2.8.2. Enzimas marcadoras de fracciones subcelulares
2.8.2.1. Citocromo c oxidasa (Mitocondrias) (Leighton y col._,
1968)

Se determindé cuantificando la oxidacién de citocromo
c a 550 nm, en velocidades iniciales.

Cada fraccion obtenida por centrifugaciéon diferencial
y el homogeneizado se preincubaron a 0° durante 10 min con
una solucidon que contenia IMaHCO® 1 mM, Tritén X-100 0,01% vy
EDTA 1 mM en una relacion de volumenes 1:1.

La incubacion se realizd6 a 25° en cubetas de vidrio
de 3 mi. en un medio que contenia citocromo ¢ A3.6 mM, K-Pi
30 mM pH 7,A y EDTA 1 mM y 0,5 mg/ml de proteinas, y se re-
gistro la absorbancia a 550 nm.

La actividad enzimatica se definié como el A log
DOMio/min /mg.
2.8.2.2. Catalasa (Peroxisomas Yy glioxisomas) (Baudhuin vy

col., 196A)

Se determindé cuantificando el ™~2 rernanGn*E luego de
la incubacién con la enzima, usando el complejo coloreado que
forma el HMO™ non el TiOSON en medio acido, que absorbe a A05

nm.

Cada fraccidon obtenida por centrifugacién diferencial

y el homogeneizado se preincubaron a 0D durante 10 min con

una solucidén que contenia NaHCO-j 1 mM, Tritén X-100 0,01% y
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EDTA 1 Mm en una relacién de volumenes 1:1.

La incubacidén se realizé a 0° en un medio que conte-
nia amortiguador imidazol 20 mM pH 7,0, HYO, ~,006%, BSA 1
mg/ml 'y 0,5 mg/ml de proteinas en un volumen final de 5,2
mi ; durante 10 y 2D min. La reaccidon se detuvo agregan-
do 3 mi. de TiOSO”, 'y luego se colocaron los tubos en H™ a
temperatura ambiente. Se mide después de 3 min la absor-
bancia a A0O5 nm (Pabel & Mohan, 1960).

La actividad enzimatica se definiéo como la cantidad
de enzima que disminuye el log” de la concentracién de H2°2
en una unidad por minuto y por mg de proteinas.
2.8.2.3. ATPasa dependiente de K+ (membrana plasmatica)

(Leonard & Van der Udoude, 1976).

Se determindé midiendo el aumento de la hidrélisis de
ATP en presencia de K+ y Mg™+, en relacion a la hidrolisis de
ATP en presencia de Mg , cuantificando el Pi liberado por el
método de Fiske-Subbaroui. (Fiske & Subbaroiu, 1925).

La i#ncubacion se realizé durante 30 min a 37° en un
medio que contenia amortiguador MES-TRIS 100 mM pH 6,5, KC1
50 mM, MgCI® 5 mM, ATP 5 mM y 0,5 mg/ml de proteinas, en un
volumen final de 0,5 mi. Para medir la actividad de la

ATPasa dependiente de Mg™+, se omitiéo del medio de ensayo
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La actividad enzimatica se definié como pinoles de Pi
liberados por min y por mg de proteinas.

Para la medicién de la ATPasa-K, las fracciones pro-
venientes de los homogeneizados preparados en amortiguador K-
Pi  se dializaron en contra de 100 volumenes de amortiguador
MES-TRIS 0,1 M pH 6,5 durante 2 horas, con A cambios de Ii-
quido.
2.8.2.A. (\IADMH Citocromo c reductasa (Reticulo endoplasmico)

(Beaufay y col., 197*0.

Se determind cuantificando la reduccién de citocromo
c a 550 nm, en presencia de NADPH, en velocidades iniciales.

La incubacion se realizé en cubetas de cuarzo de 1 mi
a 25° en un medio que contenia amortiguador K-Pi 36 mM pH
7 A, Nicotinamida 30 mM, Na CN 0,22 mM, citocromo c A276 jjM,
NADPH 2 mM y 0,5 mg de proteinas, y se registré la absorban-
cia a 550 nm durante 15 minutos.

La actividad enzimatica se definié como la cantidad
de enzima que reduce ! jJjmol de citocromo c por minuto y por
mg de proteinas.
2.8.2.5. NADH Citocromo c reductasa insensible a antimicina

(Reticulo endoplasmico) (Tolbert, 197*0
Se determindé cuantificando la reduccidon de citocromo

c a 550 nm, en presencia de NADH y antimicina A, en veloci-
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La incubacidén se realizé en cubetas de cuarzo de 1
mi. a 25° en un medio que contenia amortiguador K-Pi 60 mM pH
7, citocromo c 60 jM, KCN 0,15 mM , antimicina A 0,012 mg/ml,
NADH 0,6 mM y 0,5 mg de proteinas, y se registré la absorban-
cia a 550 nm durante 15 min.

La actividad enzimatica se definiéo como la cantidad
de enzima que reduce ! jjmol de citocromo c por min y por mg
de proteinas.

2.8.3. Controles no enzimaticos.

Los controles no enzimaticos se realizaron usando en-
zima hervida, para todas las actividades mencionadas en la
seccion 2.8 ., descontandose de los respectivos valores de ac-
tividad medidos.

2.9. Cuantificacién de los productos radiactivos.

Se midio la radiactividad en alicuotas de 1 mi de las
respectivas fases hexanicas a la que se agregaron 3 mi de una
solucion centelleante. Esta solucidén contenia 0,05 g de
PDPGP y A g de PPO por litro de tolueno (Vial, 1980). Para
muestras hidrosolubles se us6 una alicuota de 1 mi de fase
acuosa en 10 mi de la mezcla centelleante, preparada con
0,125 g de POPOP, A g de PPO, 500 mi de Triton X-100 por li-
tro de tolueno (Vial, 1980). La radiactividad se midié en un
espectrometro de centelleo para liquidos Delta 300 con 82% de

eficiencia para 1AC y 63% de eficiencia para 3H.
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2.10. Identificacion de los productos de las reacciones
catalizadas por las enzimas de la biosintesis de
1soprenoides.

Los productos de la reacciéon de incorporacion del
MVA, extraidos en las fracciones LL, AA y PP se analizaron
por TLC en los sistemas descritos en las secciones 2.3.1.2_,
2.3.1.3. y 2.3.1.¥, y por GLC (secci6n 2.3.3.).

Los productos de la reaccion de la preniltransferasa
y del sistema de isomerizacidén redox extraidos en las frac-
ciones LL y PP, se analizaron por TLC en los sistemas descri-
tos en las secciones 2.3.1.2. y 2.3.1.3. 'y ademas por GLC
(seccion 2.3.3.) "

Los productos de la reaccidon de la prenilfosfatasa,
extraidos en la fracciéon de LL, se analizaron por TLC (sec-
cion 2.3.1.3.) y pdr GLC (seccion 2.3.3.).

Los productos de la reaccion de la prenoldeshidroge-
nasa se analizaron por TLC (secciones 2.3.1.1.2. y 2.3.1.3.),
y por GLC (seccion 2.3.2.) y por TLC (seccion 2.3.1.1.3.)
previa derivatizacion.

2.10.1. Derivatizacién de aldehidos con 2 ,A-dinitrofenilhi-

drazina.

La derivatizacion se realizdo mezclando volumenes
iguales de la fase hexénica de extraccion de productos inso-

lubles en Hr,0 o de una solucidén en hexano de citral (mezcla
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de neral y geranial) de 22 mg/ml, can soluci6n de 2 ,L-dini-

trofenilhidrazina al 0,1% en HC1 2IM Se agité vigorosamente

en un agitador V/ortex durante 30 segundos y se analizé la

fase hexanica por TLC (secci6on 2.3.1.1.3.).

2.11. Electrofaresis en geles de pnliacrilamida en presen-
cia de SDS.

Se prepararon geles de poliacrilamida al 12% en pre-
sencia de SDS, de acuerdo a lo descrito (UJeber & Osborne,
1969), usando el sistema de amortiguadores de Laemmli
(Laemmli, 1970).

Los geles se prepararon en placas y fueron de 1,5 mm
de grosor y de 13 cm de altura. Se dejaron polimerizar du-
rante la noche a temperatura ambiente, y luego se agregé so-
lucion de poliacrilamida al L% como gel concentrador, cuya
altura fue de 3,5 cm, dejando polimerizar durante 2 horas a
temperatura ambiente.

Se aplicaron 10 muestras diferentes de LO pg de
proteinas cada una al gel, previamente desnaturadas.

Se aplicaron 20 mi por gel en un aparato para elec-
traforesis modelo PROTEAN DUAL SLAB CELL de Bio-rad hasta que
el colorante migré hasta el gel separador, y luego se incre-
menté la corriente a 30 mA. Se detuvo la electroforesis

cuando el colorante habia migrado entre 10 y 11 cm.
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Las geles se fijaran durante 1 hara y luego se tife-
ran can azul de Coomassie, de acuerda a lo descrito (Ueber &

Osborne, 1969).

La migracion de las diferentes proteinas en el gel se

midié solamente en el gel separador, considerando la
migracion del colorante como correspondiente a un Rm=1.
2.12. Electroenfoque en geles de poliacrilamida.

Se prepararon los geles para electroenfoque de acuer-
do a lo descrito (Pearce y col._, 1972). Se usaron anfolitos
de rango de pH 3,5 a 10,0. El catodo se sumergié en una so-
lucién de NaOH 20 mM y el anodo en HASO™ 0,2%, se aplicdé un
voltaje de 300 volts durante 100 min tiempo que demord en
obtenerse una corriente constante (Mancilla, 1980).

Se aplicaron 100 ug de proteina por gel.

La medicion de pH de Ilds geles se hizo con un elec-
trodo de superficie (Broadley James Corp., de 0,5 cm de base)
a la misma temperatura a la cual se realizé el electroenfo-
que. Para la localizacidon de las bandas de proteinas en el
gel se utilizaron las técnicas de tincidn y destincién des-
critas (Mancilla, 1980). La cuantificaeidon de las bandas de
proteinas se efectud por densitometria en un Quick-Seam, mo-

delo R 4-077 (Helena Laboratories Corp., U.S.A.).
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2.13. Microscopia de luz.

Se obtuvieron cortes de flavedo de naranja (exocar-
pio) de 0,1-0,2 mm de grosor, usando hojas de afeitar, vy se
cortaron en tracitos de 0.5 x 1 cm. ElI tejido se fijo duran-
te 48 horas en paraformaldehido al 2% y luego se incluyd en
parafina soélida. Se obtuvieron cortes de 4 |jm de espesor, las
que se tifieron con hematoxilina-eosina, para observacion
directa con un microscopio de luz con maguina Tfotografica in-
corporada.

2.14. Microscopia electrénica de transmision.

Se obtuvieron cortes de flavedo de naranja al 1igual
que en la secci6on 2.13., las que se Tfijaron en glutaraldehido
al 2» preparado en amortiguador K-Pi 0,1 M pH 7,4, durante 48
horas; y se post fijaron en 0sO™ al 1% durante 2 horas. Las
muestras se incluyeron en Epon 812 después de deshidratar
en series de acetona de concentracidn creciente.

Se siguid el mismo procedimiento de fijacion para las
diferentes fracciones obtenidas por centrifugacion diferen-
cial, con la excepcion de la fijacion en glutaraldehido que
se realizé durante 3 horas.

De ambos tipos de muestras se obtuvieron cortes fTinos

para observacién al Microscopio Electréonico (Siemens, mode-

lo 102).
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2.1A.1. Tincién de muestras con AcUO y Pb-

Las cortes fTinas se recogieron sobre grillas de cobre
de malla 200, y se tifieron directamente con acetato de
uranilo al L% en metanol y después con citrato de plomo
al 2%.
2.1A.2. Tincién de muestras con PTA/CrO~. (Roland vy col.,

1972) .

Los cortes finos se recogieron en anillos de pléas-
tico, los que se hicieron flotar en una solucidn de &cido
peryodico al 1% durante 30 min. Se lavaron los cortes pos-
teriormente en HMO destilada (b lavados de 5 min cada uno),

y luego se tifieron haciéndolos flotar durante 10 a 20 min a
temperatura ambiente, sobre una solucién de PTA al 1% en
acido cromico (CrOn) al 10%. Después de teiir, se lavaron
los cortes con agua destilada (2 veces durante 2 min cada
una) Yy se recogieron sobre grillas de cobre de malla 200
para su observacion al M.E.

2.1A.3. Tincion negativa del ~ g™M~.

Se colocé wuna gota del ~3g 0O, tomada con pipeta
Pasteur, sobre grilla de cobre de malla 200, vy se retiré el
exceso de liquido con papel Tfiltro. Se coloc6d luego 1 gota
de PTA al 2% sobre la misma grilla durante 2 min. Se re-
tiré6 el exceso de PTA, se lavé con HMO0 destilada vy se

observé directamente al M.E.



2_1itit. Analisis de las fracciones de membranas.

ElI grosor de las membranas se determind midiendo
con una lupa provista de una escala milimétrica (Leitz)
perfiles de membrana presentes en ampliaciones Tfotograficas

(x 67.500) obtenidas de negativos cuyo aumento fua de

25.000. Se consider6é el exterior de las dos Ilineas oscuras
del sistema trilaminar de las membranas, para estimar su
grosor.

El porcentaje de membranas de distinto grosor se
determiné usando reticulados de 1| x1 cmy de 0,5 x 0,5 cm,
sobre un total de 20 fotografias diferentes tanto para pre-
paraciones de frutos verdes como de frutos maduros.
2.15. Microscopia electrénica de barrido.

Cortes de flavedo de naranja preparados al igual
que en la seccién 2 .1A., se montaron usando grafito y luego
se sombrearon con oro metdlico hasta alcanzar un grosor de
aproximadamente 300 8. La muestra asi preparada se observo
directamente en un microscopio electréonico de barrido Oeol,

modelo 125.
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3.1.- Ultraestructura de las células del flavedo de naran-
Ja-
3.1.1. Microscopia de luz.

Las células del flavedo de naranja (exocarpio) co-
rresponden a epidermis y parénquima subepidérmico, en el cual
se forman las cavidades lisigenas que contienen a los
aceites esenciales.

La Fig. 3.1.-1 muestra a células de flavedo de naran-
ja. No existe gran diferencia en cuanto a tamafio y forma en-
tre células de frutos verdes y maduros, lo que estd de acuer-
do con lo descrito por Heinrich en Citrus limén en el sentido
de que las células del flavedo cambian muy poco durante el
desarrollo del fruto (Heinrich y col., 1980). Dichos cambios

se refieren fundamentalmente al hecho de que en frutos verdes
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Microscopia de [luz de cortes de flavedo de
naranja provenientes de frutos verdes y madu-
ros. a) Flavedo de fruto verde b) Flavedo de
fruto maduro : se observa un alto grado de
degeneracion celular. correspondiente a tejido

que estd generando aceites esenciales. Escala:
1a jjm.
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y de tamafo pequeiio (1-2 cm. de longitud), las células del
flav/edo ya poseen la gran vacuola central y el citoplasma se
observa como una delgada franja entre la vacuola y la pared
celular.

Existen sin embargo diferencias entre las células
provenientes de frutos en distinto grado de maduracién, ya
que el ordenamiento interno y el contenido en organelos es
diferente. En células de fruto maduro (Fig. 3.1.-1b) los or-
ganelos se encuentran en menor cantidad, el tamafio de la va-
cuola ha aumentado y en muchas células no es posible visuali-
zar citoplasma. Se observa ademds un patrén de desorganiza-
cion y degeneracion celular, que concuerda con la, formacioén
de cavidades [lisigenas en que existe autodigestiéon de las

células conservando las paredes celulares.

3.1.2.- Microscopia electrénica de barrido.

Las células del flavedo de la naranja son ovaladas vy
contienen una gran vacuola central (Fig. 2.1.-2). Estan ro-
deadas de una gruesa pared celular e iInterconectadas entre si
mediante plasmDdesmos. El citoplasma forma una capa muy an-
gosta entre la membrana plasmatica y el tonoplasto, vy se en-
sancha para dar cabida a los organelos. Las células mas cer-
canas a la superficie son mas pequefias y aplanadas, vy el ta-

mafio de la vacuola es menor que el de las células mas
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Figura 3.1.2, Microscopia electrénica de barrido de cortes de
flavedo de fruto verde. Las flechas 1indican la
localizacién de plasmodesmos. Escala : 10 um.
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profundas. En algunas da Ellas se observa mas dE una vacuo-
la, y dentro de las vacuolas abundante material en proceso de
degradacidn.

Los organelos de mayor tamafio corresponden a nucleos,
con sus respectivos nucléolos, vy plastidios. Nuevamente, el
contenido en organelos es mayor en las células cercanas a la

superfici e.

3.1.3.- Microscopia electrénica de transmision.

La casi totalidad de los estudios de ultraestructura
se hicieron mediante esta técnica, Yy Se compararon prepara-
ciones provenientes de frutos verdes y maduros.

En células provenientes de flavedo de naranjas verdes
y maduras se observaron estrechamientos de la pared celular
donde se localizan los plasmodesmos. Estos lugares de inter-
conexién no tienen una distribucidn sistematica pero parecen
ser mas abundantes hacia los extremos de la célula (Fig.
3.1.-2), vy en lugares donde existe un gran numero de organe-
los como mitocondrias, plastidios, reticulo endoplasmico,
etc. (Fig. 3.1.-3).

Estos plasmodesmos pueden ser rectos o bien ramifica-
dos formando una cémara intermedia. Tienen membrana plasma-

tica lo que permite que el protoplasma de una célula esté co-

nectado directamente con el de otra vecina. Su diametro
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Plasmodesmos. a) Plasmodesmos conectando dos
células de fruto verde. Se observan reticulo
endoplasmico rugoso, cloroplastos y mitocon-
drias. Los plasmodesmos presentan céamaras
centrales. Las flechas indican material os-
mi6éfilo que puede contener aceites esenciales,
localizada en el interior del cloroplasto y en
la zona correspondiente al reticulo endopléas-
micoO rugoso. b) Plasmodesmos en células de
frutos maduros. Se observan mitocondrias vy
trozos de membrana dentro de la vacuola,proba-
blemente en proceso de degradacioén. c) Plasmo-
desmos en células de frutos maduros. Se obser-
va gran numero de mitocondrias y dictiosomas en
la célula inferior. La célula superior carece
de tonoplasto, probablemente debido al proceso
de autodigestioén de este tipo de células. Es-
cala 0,5 pm.



71



72

fluctiua entre LO y 1LO nm.

La pared celular, que presenta su correspondiente
Ilaminilla media, permite mantener aisladas a las células ve-
cinas que estan sintetizando aceites esenciales y otros pro-
ductos del metabolismo secundario. Su diametro fluctiua entre
0,25 y 2,3 pm.

Las células provenientes de frutos verdes tienen un
citoplasma muy osmiofilD, probablemente debido al mayor con-
tenido proteico 6 a mayor contenido en aceites esenciales en
este estado de madurez. Tienen nucleo con su correspondiente
nucléolo (fig. 3.1.-L) y los plastidios corresponden a cloro-
plastos (Fig. 3.1.-5), donde no es posible observar riboso-
mas .

Los cloroplastos identificados por el tipico sistema
de membranas tilacoides, contienen pequefias cantidades de ma-
terial osmiofilo (Fig. 3.1.-3) y algunos granulos de almidén.
M parecen transformarse en amiloplastos con el proceso de
maduracion del fruto, tal como se ha descrito en Citrus deli-
ciosa (Bosabalidis & Tsekos, 1962 a y b).

En células de naranjas maduras no se observan nucleos
y los plastidios corresponden a cromoplastos. En el proceso
de maduracién del fruto las células comienzan a autodigerir

los componentes citoplasmaticos, aumentando el volumen
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Nucleo. a) Fruto verde. Nucleo con su nucléo-
lo. Se observan algunas discontinuidades de la
membrana nuclear que podrian corresponder a los
poros nucleares o0 a procesos de degradacidon de
dicha membrana. No se observa tonoplasto en
esa region de la célula. b) Nuacleo vecino a un
cloroplasto y a un gran numero de mitocondrias.
Se observan las mismas discontinuidades de la
membrana nuclear. Fruto verde. Escala 0,5 pm.
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Cloroplastos de Fruto verde. a) Cloroplastos
en tres células. Se observan elementos de re-
ticulo endopléasmico rugoso, y contenido de al-
midén dentro de |ds cloroplastos. b) Cloro-
plasto con sus membranas tilacoides; se encuen-
tra vecino a dictiosomas y reticulo endoplas-

mico rugoso. Se observa una inclusion con mem-
branas. Escala 0,5 jim
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vacuolar Yy transformando los cloroplastos en cromoplastos
(Fig. 3.1.-6).

Los cromoplastos contienen sistemas de membranas que
se parecen a las de los cloroplastos, sin un patron definido
de organizacion. En algunos puntos presentan discontinul-
dades (Fig- 3.1.-6) que pueden deberse a procesos de autodi-
gestion de la célula, 6 en algun tipo de interconexién entre
el plastidio y el citoplasma. Contienen ademas inclusiones
de lipidos, granulos de almidon y material osmiofilo. Se ha
descrito que este material osmiéfilo contiene aceites esen-
ciales, y se ha observado dentro de plastidios de Poncirus
trifoliata, Citrus limon (Heinrich, 1969; Heinrich, 1970) y
Citrus deliciosa (Bosabalidis & Tsekos, 1982 a y b). La pre-
sencia de este material en plastidios de Citrus sinensis su-
giere que éste puede ser uno de los lugares de biosintesis de
los aceites esenciales. Sin embargo, datos de formacidon de
alcoholes e hidrocarburos monoterpénicos por sistemas enzi-
maticos de flavedo de naranjas (George IMascimento & Cori,
1971; Pérez y col., 1980), 1indican que estos terpenoides no
serifan sintetizados en los plastidios, sino por enzimas que
se encuentran en sobrenadantes de 10.000 x g- Estos datos,
sin embargo, podrian no ser concluyentes, ya que si las enzi-
mas responsables de la biosintesis de los diferentes aceites

esenciales estuvieran débilmente unidas a estructuras ce-
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Cromoplastos. Cromoplastos de frutos maduros.
Se encuentran vecinos a un gran numero da mito-
condrias. En su interior se encuentran granu-
los de almidodn, inclusiones lipidicas y mate-
rial osmiofilo, ademas de un sistema de membra-
nas que no poseen patrén de organizacion. Las
flechas indican material osmi6filo que puede
contener aceites esenciales, y los asteriscos
indican material lipidico. Escala 0,5 Nim.
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lulares, podrian aparecer como enzimas solubles sin serlo
realmente.

Por otra parte, se ha observado que cloroplastos ais-
lados de espinaca absorben hidrocarburos monoterpénicos
(Gleizes, 1979), agregados al medio de incubacidén que con-
tiene plastidios. Por lo tanto, el hecho de encontrar mate-
rial osmi6filo asociado a plastidios en flavedo de Citrus si-
nensis, no es prueba concluyente de que éstos sean un lugar
de biosintesis, tal como se ha descrito en Citrofortunella
mitis (Gleizes y col., 1983).

Los organelos mas abundantes, aunque de mucho menor
tamafio, son las mitocondrias. Se distribuyen a%través de
todo el citoplasma, pero de preferencia en la cercania de
plastidios (Fig. 3.1.-7).

Cercanos a las mitocondrias se encuentran organelos
que podrian corresponder a glioxisomas, sin estructuracion
interior y rodeados por una membrana simple. Estos organelos
no se encuentran nunca aislados, lo que concuerda con el
hecho de que siempre se les ha encontrado asociados con otros
organelos dentro de la célula (Tolbert, 1971).

El reticulo endoplasmico rugoso presenta una distri-
bucion similar a las mitocondrias (Fig- 3.1.-8), lo que con-
cuerda con una interdependencia en los diferentes procesos

metabélicos de la célula. La biosintesis de hidrocarburos



Figura 3.1.7.

Mitocondrias. Agrupacion de mitoccndrias cer-
canas a un glioxisoma. Se observan ademas
inclusiones lipidicas provenientes de un plas-
tidio en proceso de degradacidén, debido a la
discontinuidad de sus membrana. Fruto maduro.
Escala D ,5 jjm.
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Reticulo endoplasmico rugoso. Se encuentra a
lo largo de todo el citoplasma, tanto de frutos
verdes como maduros, Yy asociado a otro tipo de
organelos como mitocondrias y piasti dios ;en las
células del flavedo de naranja. Escala 0,5 um.
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sesquiterpénicos parece estar ligada al reticulo endcplasmicc
en Pinus pinaster (Gleizes y col_, 1980), y par le tanto, Ila
presencia de material osmiéfilo ligada a este organelo en
frutos verdes de Citrus sinensis (Fig. 3.1.-3) podria corres-
ponder a otro lugar de biosintesis de aceites esenciales, o]
bien estar relacionado con un proceso de excrecidon de estos
aceites hacia las cavidades lisigenas.

Debido al caréacter hidrofébico de los componentes de
los aceites esenciales, es plausible pensar que su biosinte-
sis esté asociada a estructuras hidrofébicas como son 14s
distintos tipos de membranas.

De aqui que sea muy iImportante correlaciopar los re-
sultados de ultraestructura, con el de las diferentes enzimas
relacionadas con la biosintesis de isoprenoides, para no con-
cluir sobre los sitios en que esto ocurre, basandose solamen-
te en la presencia o ausencia de material osmioéfilo, o en la
radiactividad asociada a una determinada fraccioéon subcelular,
proveniente de un precursor marcada (Gleizes y col., 19BG).

A través del citoplasma se encuentran un gran numero
de cisternas y vesiculas pequefias que corresponden a dictio-
somas (Fig. 3.1.-9), algunas de las cuales presentan material
osmiéfilo en su interior. Su presencia en la célula esti re-
lacionada con su papel en la formacién de pared celular y en

diversos procesos metabélicos, y el transporte de distintos



Figura 3.1.9.

Dictiosomas. Dictiosomas presentes en las cé-
lulas del flavedo de naranja en una parte muy
angosta de citoplasma. Su distribucién es seme-
jante a la del reticulo endoplasmico. Se ob-
serva gran numero de vesiculas con diferente
contenido, que aparecen solas, fusionandose con
las cisternas o0 con otros tipos de membranas.
Escala 0,2 pm.
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componentes celulares. Entre estos componentes pueden encon-
trarse los aceites esenciales, vy por lo tanto, la presencia
de material osmi6filo dentro de este tipo de vesiculas su-
giere su participacion en el procesa de transporte o excre-
cion de estos compuestos hidrofdébicos.

Al madurar el fruto disminuye el ndamero de Drganelos ,
lo que concuerda con un aumento en el tamafio de la vacuola.
La vacuola se encuentra rodeada por el tonoplasto y no con-
tiene ningln tipo de organizacioén. Es comun encontrar en su
interior algunas inclusiones o trozos de membranas en proceso
de degradaciéon, de acuerdo con el hecho de que en tejidos ve-
getales es éste el organelo que desempefia la funcion de los
lisosomas de la célula animal (Matile, 1982).

La ultraestructura de las células del flavedo de Ci-
trus sinensis estd relacionada con el tipo de funcidén que

desempefia, como es la biosintesis de aceites esenciales y de

otros metabolitos secundarios como Tflavonoides, carotenos,
etc. Al igual que otras células secretoras, como la de los
canales resiniferos en Pinus (Loomis & Croteau, 1973), pre-

sentan un patron de degeneracidon progresiva del citoplasma en
la medida que se acumula el producto, Tformando una gran va-
cuola central. Estos cambios en la estructura de la célula
no parecen afectar las actividades de la IPP isomerasa y de

la preniltransferasa (Pérez & Garrido, 1985), las que se man-
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tienen constantes en frutos con distinto grado de maduracioén
cuya ultraestructura indica un cambio significativa en el
contenido en organelos y tamafio vacuolar.

Tanto en células provenientes de frutos verdes como
maduros es pasible encontrar material osmiéfilo asociado a
estructuras membranosas, como es el caso de plastidios y re-
ticulo endopléasmico, al igual que dentro de vesiculas corres-
pondientes a dictiDSomas, cuya funcidén seria probablemente Ila
de transportar aceites esenciales hacia las cavidades lisi-
genas que se forman en este tipo de tejido.

La presencia de cromoplastos en las células de flave-
do de Citrus sinensis coincide con el proceso de maduracioén
del fruto. Es este el tipo de organelos donde se realiza la
biosintesis de carotenos, que reemplaza como pigmento a la

clorofila que se encontraba en los cloroplastos de los frutos
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3.2.- Fraccionamiento subcelular.

3.2.1. - Preparacion del homogeneizado.
3.2.1.1. - Obtencio6n del flavedo:

Los dos métodos usados para la obtencidon del flavedo
resultaron satisfactorios; ya que tanto con el corte en tro-
zos 6 con el rallado se obtenian solamente células del flave-
do con ocasional contaminacién con células de albedo
(mesocarpi 0).
3.2.1.2. - Amortiguador usado para la homogeneizacion:

Debido a la gran vacuola presente en las células del
flavedo, vy al escaso citoplasma y organelas, se decidio
incorporar agua de coco a los amortiguaodres y de este modo
evitar una dilucidén en exceso del contenido celular, al apor-
tar albuminas vegetales. El agua de coco aporta ademds una
tonicidad equivalente a sacarosa 0,3 M con lo cual se man-
tiene la integridad de los organelos. Los amortiguadores de
K-Pi 6 TRIS-HC1 preparados en agua de coco y agregando EDTA
fueron los que dieron resultados mas satisfactorios para el

posterior fraccionamiento subcelular.

3.2.1.3. - Forma de homogeneizar el tejido:

La homogeneizacidén de cortes de flavedo en forma ma-

nual 6 por medio de un politron, o6 la agitaciéon manual del
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rallada de flavedo sobre el amortiguador de homogeneizacion
dieron resultados similares en el proceso de fraccionamiento.

La homogeneizacidn en juguera a pesar de ser reali-
zada durante tiempos cortos, dejaba a simple vista trozos muy
grandes de tejido sin homogeneizar. Ademas los resultados
del fraccionamiento indicaron que habia ocurrido ruptura de
organelos, pues se encontré una distribucidén de enzimas mar-
cadoras en fracciones diferentes de las que correspondian.
Es asi como se encontraba la totalidad de la actividad de Ila
catalasa en el N"3g 0O vy la totalidad de la actividad de Ila
citocromo c oxidasa en el "3g -

Se optéd,finalmente,por utilizar el rallado del flave-
do sobre el amortiguador de homogeneizacidon, y posterior agi-

tacion manual con varilla de vidrio durante 2 minutos.

3.2.2. Centrifugacion diferencial.

Una vez obtenida el homogeneizado, se Tfiltré6 por gasa
para eliminar restos celulares no homogeneizados, tal como se
describio en la seccion 2 _A.l.; vy se fraccion6 por centrifu-
gacion diferencial de acuerdo al esquema de la Fig. 2 .A.l.

Con el fin de acortar el proceso de fraccionamiento,
y obtener las fracciones que presentaban las actividades en-
zimaticas sefialadas en la seccion 2 .8., se intentdé realizar

una centrifugacion a A3AG x g durante 5 minutos, en vez de
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las dos descritas en la seccidéon z.k.z. a 108 x g y A3A0 x g,
respectivamente. Este procedimiento no permitié eliminar en
las sucesivas centrifugaciones los lipidos que quedaban en
los respectivos sobrenadantes, y se obtenia un ~3g”~0O CDn
lipidos en suspensioin. Lo mismo sucedia al tratar de obtener
una fraccién soluble si se reemplazaban las centrifugaciones
a 1085, ¢+340 y 9750 x g por una sola centrifugaciéon a 10000 x
g durante 30 minutos.

Por este motivo aunque se necesitara ensayar solamen-
te las actividades enzimaticas de la fraccién soluble, era
necesario realizar el procedimiento completo.

3.2.3.- Analisis de las fracciones obtenidas por centrifuga-
cion diferencial.
3.2.3.1.- Enzimas marcadoras.

En el homogeneizado inicial y en las diferentes frac-

ciones obtenidas por centrifugacién diferencial se ensayaron

las actividades de las siguientes enzimas marcadoras:

a) Citocromo c oxidasa (mitocondrias).

b) Catalasa (peroxisomas y glioxisomas).

c) ATPasa-K+ (membrana plasmatica).

d IMADPH citocromo c¢ reductasa (reticulo endop lasmico) .
e) NADH citocromo c reductasa insensible a antimicina A

(reticulo endoplasmico).
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La distribucidon de las enzimas marcadoras se observa
en la Fig. 3.2.-1 correspondiendo la Fig. 3.2.-1la a un homo-
geneizado realizado con un amortiguador que no contenia agua
de coco, vy la Fig. 3.2.-1b a un homogeneizado preparado con
albuminas vegetales.

La distribucidén es la esperada para estas actividades
enzimaticas, con la excepcién de la IMADH citocromo > reducta-
sa insensible a antimicina A. Esta enzima se distribuye pre-
ferentemente en la fraccién soluble, habiéndose esperado en-
contrarla en la fraccién microsomal (Tolbert, 1974). La INAH
citocromo . c reductasa no se encuentra solamente asociada al
reticulo endoplasmico, pero su actividad medida en presencia
de antimicina A permite diferenciarla de la enzima mitocon-
drial (Lord, 1983). Sin embargo, aln en presencia de este
antibidético, se observé una gran actividad en el "3ggO- Es-
ta puede deberse a la presencia de otras reductasas 1inespe-
cificas o0 bien, a una reduccidén no enzimatica pues controles
realizados con enzima hervida 6 en ausencia de IMADH agregado
eran muy altos. Ambos efectos pueden ser aditivos y producir
una "falsa" alta actividad enzimatica que no refleje la real
distribucion de la enzima. Por otra parte, se ha encontrado
IMADH citocromo c¢ reductasa insensible a antimicina A en pre-
paraciones de vacuolas (Marty y col., 198G), vy por lo tanto

no podria descartarse que la actividad encontrada en la frac-
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Y

(6]
Figura 3.2.-1 Distribucién de enzimas marcadoras en las
fracciones obtenidas por centrifugacion diferencial. A) A

partir de un homogeneizado preparado en amortiguador TRIS-HC1
0,1 M pH 7,A; sacarosa 0,3 M, MgCl2 10 mM, B) A partir de un
homogenizado preparado con albuminas vegetales, que contenia
TRIS-HC1 0,1 M pH 7,A y MgCI™ 10 mM. La expresién de resul-

tados se realizé de acuerdo a lo sefialado en la seccién
2.A.2.1.
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cion soluble provenga de una enzima vacuolar. En las condi-
ciones de homogeneizacion del tejido es imposible mantener Ila
integridad de la gran vacuola de la célula del flavedo de na-
ranja, luego el contenido de éste debe encontrarse en la
fraccion soluble.

También se observaron controles muy altos de la acti-
vidad de la IMADPH citocromo o reductasa en el ~39100" seme-
jante al caso anterior, pero con la diferencia que la adicidn
de NADPH al medio de reaccidén no modificé el valor obtenido
no enzimaticamente. Al realizar el fraccionamiento en amor-
tiguador con agua de coco, la NADPH citocromo c reductasa se
distribuyé en la fraccién microsomal de acuerdo a lo esperado
para el reticulo endoplasmico, y se mejord la distribucidén de
la IMADH citocromo c reductasa insensible a antimicina Ay de
las otras enzimas marcadoras.

La citocromo oxidasa se ubicé en el > junto con
la catalasa. La aparicion de citocromo oxidasa en el Pgg gg
puede deberse a que el método de homogeneizacién aln no es
lo suficientemente suave, y se obtienen trozos de membranas
mitocondriales que sedimentan con la fraccidon microsomal. La
catalasa aparece en dos fracciones correspondientes a PAN y
~39100* ~sta ultima no es de extrafar, ya que peroxisomas Yy
glioxisomas son organelos muy fragiles, vy por lo tanto muy

susceptibles de romperse durante el proceso de
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homogeneizacidon, encontrandose parte de la actividad de cata-
lasa normalmente asociada a la fraccién soluble (Leighton vy
col., 1977).

La actividad de fiTPasa-K+ se ubicé en el in-
dicando que la membrana plasmatica se encontraba en la frac-
cion microsDmal, como se ha descrito para este tipo de frac-
cionamiento (Gleizes y col., 1980).

La preparacidon de amortiguadores en agua de coco, in-
dudablemente logro la distribucién de las enzimas marcadoras
medidas en fracciones mejor definidas. Al aportar albuminas
vegetales, que van a quedar en la fraccion soluble después
del fraccionamiento, probablemente favorecié la interaccion
proteina-proteina por sobre la interaccién proteina-lipido.
El flavedo de naranja no solo contiene aceites esenciales si-
no que otros lipidos como carotenos, acidos grasos, etc.
(Kefford & Chandler, 1970). Durante la homogeneizacion del
tejido, ambos tipos de compuestos hidrofébicos que estaban
hasta ese momento aislados en algun compartimento subcelular,
se incorporan a la fase acuosa y probablemente interactian
con proteinas u otros componentes de membrana, iIntactos o0 no.
Este fue probablemente el efecto que simuld una distribucidn
anémala de la NADPH citocromo c reductasa, en los fracciona-
mientos realizados con amortiguador sin agua de coco. Si se

piensa que el reticulo endoplasmico puede ser uno de los
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lugares de biosintesis de aceites esenciales, es probable que
éstos interactlen facilmente con las membranas del reticulo;
interacciéon que seria mas débil en presencia de otras
proteinas, como las albuminas vegetales. Algo semejante
puede atribuirsele a la IMADH citocromo c¢ reductasa insensible
a antimicina A. Sin embargo, el hecho que parte de esta ac-
tividad haya permanecido en el S~g”"gg probablemente no se de-
ba a que membranas de reticulo endopldsmico alun se encuentren
en esa fraccidéon sino a las razones expuestas anteriormente,
puesto que la otra enzima marcadora de ese organelo se
encuentra en el P~gg.

La recuperacion de las enzimas marcadoras se encuen-
tra en la tabla 3.2.-1. ElI porcentaje de recuperacidén indica
que los resultados sobre la distribucidén subcelular son con-
fiables. La recuperaciéon total de cada enzima es superior al
80% del valor del homogeneizado, 0o que excluye un artificio
en el célculo de la distribuciodn.

La distribucidon de proteinas en cada fraccidon tuvo
una variacion de un 5%, considerando todos los fraccionamien-
tos realizados.

El se centrifugd a 10G.000 x g durante una ho-
ra. En esas condiciones no hubo sedimentacidén de otra frac-
cion; vy el patron de distribucidon de enzimas marcadoras fué

idéntico al de la Fig. 3.2.-1b. Esto permite descartar del
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ENZIMA MARCADORA n ACTIVIDAD ESPECIFICA RECUPERACION
(u/mg) O]

Citocromo c oxidasa 20 (16+2)x10~3 81,6+0

Catalasa 20 0,308+0,015 89,3+3

NADPH Citocromo c

reductasa 30 (6 ,4+0,7)x10-5 87,2+5
ATPasa-K+ 30 (1,07+0,06)x10-3 90+5
NADH Citocromo c

reductasa 1insensible

a antimicina A 15 (6,5+0,5)x10"5 91,3+4

Tabla 3.2.-1

Actividad de las enzimas marcadoras en el homo-
geneizado y recuperaciéon después del fracciona-

miento subcelular. n corresponde al numero de
fraccionamientos realizados en los cuales se
midieron las enzimas marcadoras. Las U/mg co-

rresponden a lo definido en la seccién 2.0.2.
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~39100 ™a Presencia de componentes de la fraccién microsomal
que no hubieran sedimentado en las condiciones de centrifuga-
cion.

El grado de madurez del fruto tampoco altero la dis-
tribucidén subcelular de enzimas marcadoras, observandose so-
lamente una diferencia en el color de las pellas obtenidas:
las del fruto verde eran practicamente incoloras el P3g-Jogg y
verde la del Pg”gg (debido a la presencia de clorofila en los
plastidios); mientras que ambas eran de color naranja en pre-
paraciones con fruto maduro.
3.2.3.2.- Contenido de almidoén:

La observaciéon de granulos de almidén en plastidios,
tanto de frutos verdes como maduros, hizo necesario estable-
cer su distribucion después de fraccionar los homogeneizados.
Be analiz6, por lo tanto el contenido de almidén de cada una
de las fracciones, y dicho contenido se expresé como concen-
tracion de almidén en la fraccion (Tabla 3.2.-11). Se puede
observar que el mayor porcentaje de almiddén se encuentra en
IDS P1085 y PuU3kQ' seguidos de Pg75g, P3gioo V S3910CT La
gran cantidad de almidon que sedimenta en las dos primeras
pellas, sugieren que éste puede provenir de los organelos que
lo contienen y que se han deteriorado por el proceso de cen-

trifugacion, liberando su contenido. La mayor proporciéon de



FRACCION % ALMIDON ALMIDON
(mg/ml)
Homogenizado 100 16,9%+
P1085 25,55 19,77
P*3%0 *¢5,15 12,2
P975G 15,59 1,27
P39100 8,27 0,18
$S39100 5 ,* 0 e

Tabla 3.2.-11 Distribucién de almidéon en las diferentes frac-

ciones subcelulares obtenidas por centrifuga-
cion diferencial.
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almidén debiera encontrarse en el fracciéon en que de-
bieran sedimentar los plastidios.
3.2.3.3.- Ultraestructura de las fracciones.

Cada fraccidén (pella) obtenida se fijéo con glutaral-
dehido al 2% tal como se describidé"en la seccién 2.14_; y el
739100 SE observo al M.E. usando tincidén negativa.

Las pellas correspondientes a y N 38g na pudie-
ron ser observadas debido a que fue imposible realizar cortes
ultrafinos. Esto se produjo probablemente debido al gran con-
tenido en almidon que dafiaba las cuchillas del ultramicréotomo
obteniéndose cortes '"rasgufados'.

La fraccion que contiene la actividad de
citocromo oxidasa, contiene mitocondrias y contaminacidén can
membranas. Cuando se han utilizado naranjas verdes, esta
fraccion aparece contaminada con membranas tilacoides de gran
tamafio (Fig. 3.2.-2), lo cual indica nuevamente que los plas-
tidios se han deteriorado, probablemente en el proceso de
centrifugacion. La densidad de los granulos de almidén es
mucho mayor que la correspondiente a los plastidios, por Ilo
tanto, aun cuando estos organelos no se hayan deteriorado du-
rante la homogeneizaciéon del tejido, el almidén mismo al se-
dimentar a velocidades menores ha provocado la ruptura de Ila

membrana de estos organelos, vaciando todo su contenido.
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Figura 3.2.-3 Membranas presentes en el P-,¢/. a) En pre-
paraciones realizadas a partir de frute maduro; b) En prepa-
raciones realizadas a partir de fruto verde. Se observan pe-

queiios trozos de membranas tilacoides. Escala 0,5 um.
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La fraccion contiene membranas de distinto
grosor (Fig. 3.2.-3), ~cuyo % varia de acuerdo con el estado
de madurez del fruto (Tabla 3.2_.-111).

Se ha descrito que tanto la membrana plasmatica como
el tonoplasto tienen grosores de aproximadamente 10 nm, mien-
tras que el reticulo endoplasmico tiene membranas de aproxi-
madamente 6 nm (Morré & Buckhout, 1979). Las membranas de 8
nm presentes en esta fraccidn pueden corresponder a membra-
nas de los plastidiDsS, que se dafiaron en el procesa de frac-
cionamiento.

La disminucién en el grosor de las membranas de 5,6
nm y el equivalente aumento de las 10,k nm puede explicarse
como el resultado del proceso de autodigestion de la célula
del flavedo de naranja. Proporcionalmente, al aumentar el
tamafio vacuolar, debe aumentar en longitud el tamafio del to-
noplasto sin modificarse significativamente la membrana plas-
matica, y disminuir las membranas correspondientes a otros
organelos como las del reticulo endoplasmico. La mantencion
del porcentaje de membranas de 8 nm coincide con la transfor-
macion de cloroplastos en cromoplastos, en que no debiera
existir wuna gran variacion en este tipo de membranas, audn

cuando la estructuracidon de estas dentro del organelo sea to-
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% DE MEMBRANAS

GROSOR
(nm) IMAR. VERDE NAR. MADURA
5,6 3A,A+0,5 23,9+0,5
8,0 38,9+1,21+ 39,8+1 ,A
10,u 26,7+0,36 36 ,3+0,A
Tabla 3.2.-111 Membranas presentes en el El porcen-
calculo de

taje de cada tipo da membranase
acuerdo a lo indicado en la secci6on 2 .1A_A.
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La fraccion P3g.jgg contiene ,ademas ,una gran cantidad
de pigmentos que aparecen come contaminantes en la prepara-
cion. Dichas pigmentos se pueden eliminar mediante una Til-
tracion disociativa en Sephadex G-25 (Seccién 2.3.3.1.), pre-
via solubilizacién del P3g-Jgg con® el amortiguador en que se
preparo el homogeneizado, precipitaciéon entre 0 y 7D% de sa-
turacion con sulfato de amonio y centrifugacion a 10.00D x g
durante 10 minutas (Fig. 3.2.-L).

La fraccion de membranas eluidas de la columna no
presentaba contaminacién con pigmentos, sin embargo, al ser
observada al M.E. se encontr6 que algunas membranas adoptaban
una forma de baston. Este efecto era producido al precipitar
con sulfata de amonio y no se revertia con la Ffiltracion
(Fig. 3.2.-5).

Aln cuando este procedimiento eliminaba iImpurezas vy
colorantes, no resulté apropiado para purificar la fracciodn
microsomal y obtener una posterior separaciéon de los distin-
tos tipos de membranas, debido a los cambios que se producian
en éstas. El cambio de forma puede deberse a un proceso de
exclusion de solvente del interior de las vesiculas. Sin
embargo, esto parece poco probable ya que las observaciones
al M_.E. muestran una membrana doble que no estd formando ve-
siculas. Otra posibilidad seria el que se hubiera producido

una ruptura de la vesicula, quedando los extremos de la mem-
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gura 3.2. % Filtracién disociativa en SEphadex G-25. La
Itracion se realizé de acuerdo a lo indicado en la seccidn
3.3.1. La fraccidén de proteinas usada como membranas esta
ndicada

por una barra horizontal sobre el perfil de elucidn
de la columna.

Fi
fi
2.
i
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Figura 3.2.-5 Membranas obtenidas a partir de ”g-inrr

a) Precipitado con (IH, ),SO, y teiiidas con AcUG y PD, d) Pre-
cipitado con (IM),SGN y tenidas con PTA/CRO”, <c¢) Eluidas de
Sephadex G-25 y tenidas con AcUG y Pb, d) Eluidas de Sephadex
G-25 y tefiidas con PTA/CrD-~. Escala 0,5 |jm.
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brana en contacto con el solvente y que se hayan estabilizado
en una forma semejante a una micela.

La observacion al M.E. del mediante tinciodn
negativa, mostré una estructuracidn de este sobrenadante
(Fig- 3.2.-6a), la que se perdia\al calentar a 100° por 10
minutos 6 al tratar este S3giQQ con Tritén X-10G al G,5%
(Fig. 3.2.-6b). Estos hechos indican que las estructuras en-
contradas en el "g”~g son agregados no covalentes. Su natu-
raleza proteica se confirm6é al determinar la concentracién de
proteinas antes y después del tratamiento. El sobrenadante
obtenido después de centrifugar el S3gl1lQQ calentado o tratado
con Tritén X-100, a 10.000 x g durante 20 minutos, no conte-
nia proteinas medidles por el método turbidimétrico 6 con
azul de Coomassie (seccidon 2.5.2.).

La estructuracidén observada puede deberse a vesiculas
muy pequefias producidas en el proceso de homogenizacidn, que
no corresponderian a membrana plasmatica o reticulo endo-
plasmico,de acuerdo a la distribucidon de las enzimas marcado-
ras de dichos organelos. Dicha estructuraciéon, por otra par-
te, puede corresponder a proteinas del citoesqueleto de la
célula vegetal que no sedimentan en las condiciones del frac-
cionamiento, debido a su interaccién con lipidos del tejido
mismo o0 a su densidad; o bien a complejos proteicos de gran

tamafio que pueden existir originalmente en la célula o que
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Figura 3.2.-6 ”~g”QQ observado al M-E- con tincidén negativa.
8)5539'ng' b) S3910G dEsnatorado por calentamiento. Escala
um
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pueden formarse durante la homogenizacién del tejida.
3.2.3.4.- Membrana plasmatica.
3.2.3.4.1. - ldentificacion de membrana plasmatica.

Para determinar la presencia de membrana plasmatica
en las diferentes fracciones,(debido a que la actividad de la
ATPasa-K+ es bastante baja) se decidiéo montar la tincidon con
PTA/Criu”~ descrita para otros sistemas como especifica para
membrana plasmatica (Roland y cal., 1972).

Cortes de tejido y la fraccion P~gnhgg previamente fi-
jJadas para M.E. (seccidon 2.14.) y que presentaban la activi-
dad de ATPasa-K+ se trataron con HIO™ y luego se tifieron con
PTA/CrO”™ (Seccib6n 2.14.2.). Las Figs. 3.2.-7 y 3.2.-8 mues-
tran la tincidon de ciertas membranas en las preparaciones
mencionadas permaneciendo el resto como "fantasmas'. Las
membranas que se tefitan con PTA/CrO” eran solamente las de
1G ,4 nm de grosor.
3.2.3.4.2. - Separacion de membrana plasmatica en gradiente

discontinuo de sacarosa

La fraccion ~g~gg se disolvié en el amortiguador u-
sado para el fraccionamiento subcelular, y se colocé sobre un
gradiente discontinua de sacarosa preparado con el mismo
amortiguador. Después de la centrifugacion en las condi-
ciones indicadas (Seccién 2.4.3.1.), se tomaron cuidadosamen-

te alicuotas desde la superficie del gradiente con pipeta
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Figura 3.2 --7 Cortes de tejido tenidos con PTA/CrC-j So la-
mente la membrana plasmatica se encuentra tefiida con este
reactiva. Escala 1 um.
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Figura 3.2. -8 Fracciéon P3y] tefiida can PTA/CrD™. SalE-=--
te se encuentran tefiidas las membranas de 10 nm"de groscr-
a) Tenidas durante 10 minutas, b) Tefitdas durante 20 minutas.
Escala 0.5 um.
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Pasteur. Se midié el volumen, la densidad (Seccion 2.7.), la
concentracién de proteinas (seccion 2.5.) y la actividad de
ATPasa-H+ y NADPH citocromo c¢ reductasa (secciones 2.8.2.3. y
2.8.2.1+.) en cada fraccion. Los resultados se observan en
las Fig. 3.2.-9 y 3.2.-10; donde ,la fraccidon que contenia to-
da la actividad de la ATPasa-K+ ,que se equilibrdé a una densi-
dad de 1,08 g/ml, tienen membranas que se tifilen por 1igual con
AcUO/Pb que con PTA/CrO”. La actividad de IMADPH citocromo c
reductasa tiene wuna distribucion diferente y se encuentra
preferentemente en una fracciéon que se equilibré a una densi-
dad de 1,12 g/ml. Estos resultados difieren de los publica-
dos para este tipo de membranas de otros tejidos vegetales
(Vvan der Idoude y col.,197L; Helgerson y col., 1976;
Idilliamson y col., 1975). AUn cuando se us6 un procedimiento
similar a los descritos, las membranas plasmatica y del re-
ticulo endoplasmico se equilibraron en zonas de densidad mas
bajas, lo cual sugiere que éstas también interactuan con los
lipidos del flavedo de naranja. Centrifugaciones a tiempos
mds largos no modificaran la distribucién de estas membranas
en el gradiente.

La obtencidén de una fraccidn que contiene actividad
de ATPasa-K+, que no contiene actividad de NADPH citocromo c
reductasa, Yy cuya tincion con PTA/CrO” es muy semejante a la

obtenida con AcUO/Pb, sugiere que la membrana plasmatica
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Figura 3.2.-9 Fraccién obtenida de una gradiente discontinua
de sacarosa a densidad 1.12 g/ml. a) Tenida con AcUO y Pb.
b) Tefiida con PTA/CrO”N- Escala 0.5 um.



Figura 3.2.-10
nun de sacarosa,
cion de ATPasa
reductasa: 69%.
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aislada en estas condiciones se encuentra bastante pura. No
se puede descartar, sin embargo, que exista contaminacién con
membranas de tonoplasto que se parecen mucho a la membrana
plasmatica, aunque sOlo esta dltima se tifia especificamente
con PTA/CrO~.

Hasta la fecha na se ha encontrado una enzima marca-
dora especifica para tonoplasto, por lo que su cuantifi cae ion
se ha basado fundamentalmente en criterios morfoldgicos: mem-
branas de aproximadamente 1D nm de espesor y que no se tifen
con PTfI/CrO-j (Morré & Buckhout, 1979).
3.2.3.5.- Electroforesis en SDS.

Las distintas fracciones obtenidas por centrifugacion
diferencial junto con el homogeneizado, se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% en presencia
de SDS (seccion 2.11.). La Fig. 3.2.-11 muestra un esquema
de las proteinas que se lograron separar en cada una de las
fracciones, junto con los estandares de masa molecular entre
1L.00D y 9L.000 daltons.

Es posible observar diferencias entre las proteinas

que quedan en la fraccion soluble, con respecto a las

Masa Molecular: 1 Dalton corresponde a 1/12 de la masa del
atomo de C; de aqui que se use la nomenclatura kDa, etc.
En forma alternativa se puede usar el término masa molar
expresada como g/mol. (H.B.F. Dixon. 1983. TIBS 8, L9).
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Figura 3.2,-11 Electroforesis en SDS de las proteinas
diferentes “fracciones obtenidas por centrifugacion d
cial (Secci6n z.u.2.), junto a estandares de masa mole
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proteinas que sedimentan en las diferentes fracciones obteni-
das por centrifugacién diferencial. Sin embargo, no se pue-
den sacar conclusiones respecto a las diferencias observadas,
ya que solamente se podria hacer referencia a grupos de
proteinas de determinada masa molecular que se distribuyen en
las diferentes fracciones, y a las proteinas del que no
penetraron al gel de acrilamida al 12%. Estas ultimas
proteinas son de masas moleculares mayores a 150.000 Da, de
acuerdo con las proteinas estandares usadas.

3.2.3.6 .- Electroenfoque.

Las fracciones obtenidas por centrifugacion diferen-
cial junto con el homogeneizado se sometieron a electroen-
foque wusando anfDlitos en un rango de pH de 3-10. La Fig.-
3.2.-12 esquematiza los resultados obtenidos luego de teiiir
el gel con azul de Coomassie (Seccion 2.12.). En todos los
geles se observdé una coloracion azul de fondo solamente en la

zona en que aparecian bandas de proteinas, lo que se visuali-

za en el trazado densitométrico de los geles. Las proteinas
de la fracciodn no entraron al gel, al i1gual que la
fraccion prr Debido a que las proteinas no se desnaturan

previamente para el electroenfoque, ni el gel contiene agen-
tes desnaturantes, los agregados proteicos no penetran al

gel. Lo mismo sucede con un grupo de proteinas de P~"n»

P391 y S391G0*
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Figura 3-2.-12 Electroenfoque de las proteinas de las frac-
ciones obtenidas por centrifugacién diferencial (Seccion
2-1+-2-)_. Trazado superior corresponde al densitograma de los
geles. Esquema inferior corresponde a Jlas bandas de
proteinas observadas al tefir con azul de Coomassie.
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El Pi+3;tQ, que puede corresponder a wuna Ffracciodn
nuclear por su sedimentacioén, presenta tres bandas de
proteinas tefidas can azul de Cacmassie, con puntas isoeléc-
tricas acidos cuyos valores son de 4,4; 4,0 y 3,7; que po-
drian corresponder a nucleoproteifas. En el otro extremo del
gel aparece una banda de mayor intensidad cuyo punto
isoeléctrico es de 9,2 que puede corresponder a proteinas
basicas que normalmente se encuentran asociadas a las nucleo-
proteinas.

La fraccidon F'g-jgg presenta tres bandas de proteinas
con puntos isoeléctricos de 0,0; 5,0 y 5,0; y el S~g”~g cinco
bandas de proteinas con puntos isoeléctricos de 0,2; 6,0;
6,4; 6,0 y 5,6. El numero de bandas presentes en cada uno de
los geles, indica que en las condiciones no desnaturantes del
electroenfoque, existen asociaciones de proteinas en compara-
cion con el patréon observado en la electroforesis en presen-
cia de SDS (Seccidén 3.2.3.5).

Los analisis de las diferentes fracciones por elec-
troforesis en SDS (Seccidn 3.2.3.5) y por electroenfoque
(Seccidon 3.2.3.6) tuvieron como Unico objetivo establecer una
comparacion entre proteinas O asociaciones de proteinas pre-
sentes en éstas; sin pretender sacar otras conclusiones de

estos resultados.
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3.2.3.7.- Incorporacién de "C-MV/A.

Para identificar la 6 las fracciones obtenidas por
centrifugacion diferencial, que podian transformar el ~C-MVA
a los distintos productos de la via isoprénica, se incubaron

cortes de flavedo de naranja con LA

C-MUA tal como se descri-
bié en la seccion 2.8.1.1. Luego de la incubacién y lavado
exhaustivo de los cortes, se homogeneizé el tejido en forma
manual y se fraccion6 mediante centrifugacién diferencial,
tal como se describié en la seccidon 2 .A.2.

Se sabe que en estas condiciones (George-Nascimento &
Cori, 1971) la formacidén de hidrocarburos es escasa (menor
que 0,(15%) o nula.

Se midi6é directamente la radiactividad de cada frac-
cion y luego se analizé de acuerdo a lo descrito en las sec-

ciones 2.9. y 2.10.

. -, 1A . i
La incorporacidén de C-MVA en el tejido entero fTué

de 0, A% con respecto al sustrato inicial (R-W/A) , valor bas-
tante superior al que se ha encontrada al incorporar ~C-MVA
en plantas u o6rganos enteros de otras especies vegetales
(Banthorpe y col., 1972) . Los resultados obtenidos se resu-
men en la Tabla 3.2.-1V. 0,78 del lAC—MVA total 1incorporado
se encuentra asociado a la fraccion

La aparicioéon de un alto porcentaje de radiactividad

en la fraccién de lipidos libres concuerda con la alta acti-
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Alilicos A,9

Prenol
fosfatos 8,7

Total 39,9

Fraccion
incorp. 1,00

P 1085

1,3

0,2

1,5

0,038

PA3AO

0,3

2,7

0,068

Tabla 3.2.-1V Distribuciéon de

partir de

obtenidas

incorporacion
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SUMA
P39100 S39100 Tapag

FRACC
2 LA 19,5 26,9
0,02 3,7 3,9
0.A 8 9,1
2,8 31,2 39,9
0,07 0,782 1,00

la radiactividad incorporada a

las diferentes fracciones

por centrifugacion diferencial. La

a partir del

3R-MIZA.

esta expresada como fracciéon x

(Ver Seccié6n 2.8.1.1.)
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vidad de fosfatasas que se ha encontrado en extractos de fla-
vedo de naranja (Pérez y col., 198D; seccid6n 2.8.1.5.). Los
lipidos libres contienen fundamentalmente prefioles solubles
en hexano, productos de la hidrdolisis de pirofasfatos alili-
cos 6 IPP (Beytia y col., 1969), y no contienen derivados del
W/A que son hidrosolubles. La fraccion alilicos contiene
prefidles reordenados, también solubles en hexano (Beytia vy
col., 1969), provenientes de hidrélisis acida de los pirofos-
fatos alilicos productos de las reacciones enzimaticas. Una
menor incorporacién de ~C-MVA en la fraccion alilicos compa-
rada con la de lipidos libres tanto en el 739100 como en
otras fracciones, se deberia principalmente a la alta activi-
dad de las fosfatasas del medio, reflejadas en los [lipidos
libres. Por ultimo, la fraccion de prenol fosfatos, que
corresponde a todos los preidles fosforilados o pirofosfori-
lados, es decir, fosfatos alilicos mads el IPP formado, pre-
senta una mayor incorporacion que la fraccién de alilicos.
Esta indica que la incorporacién a IPP es mayor que la incor-
poracion a pirofosfatos alilicos. El cuociente alilicos/IPP
es de B,B6, valor que se encuentra muy lejos del equilibrio
para la reacciéon catalizada por la IPP isomerasa (Hollouay,
1972); lo que indica que la actividad de esta enzima puede
ser limitante, o bien que los alilicos se drenan mas rapido y

es por esto que se acumularia IPP. Si se consideran las di-
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ferentes etapas de transformacion de W/A a pirofosfatos ali-
licos, con diferentes constantes de velocidad, tendriamos el

siguiente esquema:

kq H1 k3
MVA—> _—> —> |IPP—> DMAPP-—> Pirofosfatos
< alilicos
K,

La constante de equilibrio para la reacci6én catali-
zada por la IPP isomerasa es de 9, 1lo que significa que
Nl=n 2" Si "3 GS may°r H6 y a su vez es mayor que
y se deberia acumular IPP en el sistema que estad en
estado de régimen, y en el cual la IPP isomerasa junto con la
preniltransferasa serian las enzimas encargadas de drenar el
IPP formado.

En Hevea brasilensis la actividad de la IPP isomerasa
es muy baja. Sin embargo este hecho no es iImportante, ya que
basta una molécula de DMAPP para que la preniltransferasa co-
mience a alargar la cadena isoprénica, adicionando moléculas
de IPP para fTormar el caucha (Archer & Audley, 1973).

En Citrus sinensis (de la Fuente y col._, 1981) y en
otras especies vegetales, en que las reacciones catalizadas
por las preniltransferasas dan como productos compuestos de
hasta ~20” la actividad de la IPP isomerasa no debe ser limi-
tante, de modo que siempre exista DMAPP para iniciar nuevas

reacciones de condensacion.
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Los resultados de la Tabla 3.2.-1\u indican que los
productos formados, a partir de ~C-MVA, interactuan poco 0
no se forman en fracciones que contienen membranas. Experi-
mentos similares realizados en Pinus pinaster (Gleizes vy
col., 1980), demostraron que toda la radiactividad iIncorpora-

da a partir de lAC—MVA, se encontraba asociada a la fraccidén

microsomal.

Los resultados del fraccionamiento subcelular, indi-
can que el método usado es el adecuado para obtener al menos
tres fracciones claramente identificables: mitocondrial,
microsomal y soluble. La distribucidn de enzimas marcadoras
ha coincidido con las observaciones de ultraestructura, Yy se
ha podido identificar a la membrana plasmatica por medio de
una tincién especifica con PTA/CrO/. Los grupos de productos
formados, a partir de 1AC—MVA, se encuentran casi exclusiva-
mente en la fraccién soluble, iIndicando que en estas prepara-
ciones .las enzimas encargadas de la transformacidén de este
precursor, se encuentran también en esta misma fraccion. Nb

1A

se puede descartar el metabolismo del C-MVA en los plasti-

dios, vya que no fué posible con la metdédica usada, obtener

estos organelos intactos.
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3.3.- Actividades enzimaticas relacionadas con la biosin-

tesis de compuestos de estructura isoprénica.

3.3.1.- Actividad de IPP iscmerasa y de Preniltransferasa.
Ambas actividades se midieron en todas las fracciones
obtenidas por centrifugacion diferencial, con el fin de de-
terminar si las enzimas responsables de la incorporacion de
lAC—MVA a productos alilicos, se encontraban en [la misma
fraccion que los productos de dicha incorporaciéon (seccion
3.2.3.7.). La Tabla 3.3.-1 muestra la distribucion de las
actividades de IPP isomerasa y de Preniltransferasa en las
fracciones mencionadas, y su recuperacion. Ambas actividades
se encontraron asociadas al y por el proceso de frac-
cionamiento se obtuvo una purificacion de 11 veces con un 86%
de rendimiento para la CY_ preni ltransferasa; y una purifica-
cion de 13 veces con un 105% de rendimiento para la IPP iso-
merasa. Esta ultima actividad medida en iguales condiciones
que la preniltransferasa”™ excepto por la omisién del pirofos-
Este control es indispensable hacerlo, vya que la medicidn
de la actividad de las preniltransferasas se basa en la
radiactividad presente en la fraccién alilica. ElI producto
de la reaccién catalizada por la IPP isomerasa también es

un pirofosfato alilico, que se cuantifica igual que |los
productos formados en la reaccidéon de las preniltransfera-

sas. Cuando la radiactividad en la fraccion de alilicos,
proveniente de ambos tipos de reacciones es igual, signi-
fica que solamente hay actividad de IPP isomerasa. En en-

sayos de preniltransferasa, se descuenta el valor co-
rrespondiente a la IPP isomerasa.
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FRACCION C15PRENILTRANSFERASA IPP 1SOMERASA
pmcles/min/mg % pmcles/min/mg %
Hcmogeneizadc A9 100 32 100
P 1085 20,6 1,8A 6,9 0 ,9A
PA3AO 27,3 0,2 0 0
P9750 9,2 0,33 0 0
P39100 39, A 1,53 11,3 0,38
$39100 53U,U B6 A30 105

Tabla 3.3.-1 Distribucidon subcelular de las actividades de la
Cl5 preniltransferasa e IPP isomerasa.
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7 295 10 450
15 1.772 16 1.870
13 2.309 14 2.420

Actividad del sistema enzimatico en presencia
de diferentes sustratos y en ausencia 0 presen-
cia de N+ agregado. Los LL representan Ila
actividad de la fosfatasa del sistema enzima-
tico y los AA las actividades de IPP isomerasa,
C'ID y C”™ preniltransferasas.
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fati alilico, no altero su distribucién subcelular y resulto
ser de un 16% y de un 13% de las actividades de y
preniltransferasas medidas solamente en el ~3giqq (Tabla
3.3.-1D).

Los resultados indican que [la preniltransferasa
utiliza mas eficientemente al GPPIC”) que al DMAPPCCM), vy
que la actividad de la IPP isomerasa al ser menor, no influye
en dichas actividades. La actividad fosfatasica, medida en
las condiciones de ensayo de estas dos enzimas como los li-
pidos libres formados, no alcanzan a interferir con las con-
centraciones de sustrato requeridas para obtener velocidades
iniciales en el tiempo que dura el ensayo de la IPP isomerasa
0 de la preniltransferasa.

Al incubar un sistema enzimatico de Citrus sinensis
con IPP mds GPP, se habia observado formacién de alcoholes de
conformaciones E y Z (Chayet y col., 1973), los que se produ-
cirfan a través de un mecanismo de isomerizacion redox invo-
lucrando actividades de deshidrogenasas y reductasas. Una
observacidon semejante se habia realizado en Pinus radiata
(Jacob y col., 1972), y por lo tanto se estudié el efecto de
QI+ en las actividades de las preniltransferasas y de la IPP
isomerasa. Al 1incubar el en presencia de N+ 1 mM, se
encontré una activacion de un 60% de la formacidon de alilicos

a partir de 1AC—IPP, en condiciones de ensayo de la prenil-
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transferasa; mientras que las actividades de y pre-
niltransferasas nc se mcdificaron (Tabla 3.3.-11). Ademas se
observé un aumento de un A3% de los lipidos libres, de 1la

reaccién en que se usO solamente ~C-I1PP como sustrato, mien-
tras que los lipidos libres de las- reacciones de y
preniltransferasas casi no se modificaron.

Los aldehidos que se pueden producir a través del me-
canismo de isomerizacioéon redox, se extraen en la fraccioéon de
lipidos libres; por [lo tanto, un efecto de NAD+ sobre
deshidrogenasas del sistema debiera observarse como un aumen-
to de radiactividad en la fracciéon de lipidos libres.

El efecto de N+, solamente sobre la reacciéon de la
IPP isomerasa puede deberse a una activaciéon de las fosfa-
tasas del medio que hidrolicen el IPP, lo que resulta poco
comprensible; o bien que exista formacién de alcoholes vy
aldehidos como productos de las reacciones catalizadas por

enzimas que participen en el mecanismo de isomerizacidn re-
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3.3.2.- Productos formadas por el sistema enzimatico a partir
de diferentes sustratos.

Con el fin de establecer si se producia un aumenta de
la actividad de la fosfatasa o0 se estaban sintetizando inter-
mediarios del mecanismo redox , s analizaron los productos
formados por el sistema enzimatico a partir de ~C-I1PP, ~NC-

, 4 , o
IPP mas DMAPP y C-IPP mas GPP, en las condiciones de ensayo

=

de la preniltransferasa. En todos los casos los productos de
la reaccién medidos como lipidos libres y analizados por pla-
ca reversa (seccion 2.3.1.2.), correspondieron a sesquiterpe-
nos (Tabla 3.3.-111).

Los lipidos libres reflejan en forma indirecta la ac-
tividad de la preniltransferasa, y al encontrar en esta
fraccion de productos solamente CM-, indica que la o las pre-
niltransferasas del flavedo de Citrus sinensis drenan los
sustratos hasta sesquiterpenoles, sin formar intermediarios
libres de 10 atomos de carbono. S1 estos intermediarios se
liberaran al medio deberian haberse observado en las reac-
ciones en que la incubacidén se realizdé con IPP y con IPP mas
DMAPP.

Al analizar los presentes en los lipidos libres
en relacién a su conformacién (seccion 2 .3.1.3.), se encontro
que el cuociente de productos Z/productos E dependia del sus-

trato wusado, Yy que estos productos correspondian exclusi-



127

SUSTRATO PRODUCTOS Z-FOH/E -FOH
LL PP

14C-1PP c15 1,19 0,066

1 - 1PP +DMAPP c15 0,60 0,062

1 KC-1PP+GPP c15 0, 0,07

Tabla 3.3.-111 Productos formados y cuociente Z-farnesol/E-
farnesol, en las reacciones de IPP isomerasa
Cin, vy preniltransferasas. (Ver Sec-

ciones 2.8.1.2. y 2.8.1.3.



128

vamente a farnesales. Tampoco se observé formacidén de alde-
hidos (Tabla 3.3.-111). El sistema enzimatico forma una ma-
yor proporcion de Z-farnesol, cuando el sustrato usado es so-
lamente IPP, que cuando se usa IPP mds GPP que es la reacciodn
que fTorma directamente sesquiterpenns.

La formacién de Z-farnesol se estudio en las dife-
rentes fracciones obtenidas por centrifugacién diferencial,
encontrandose que tanto la formacion de Z-farnesol como las
actividades de la IPP isomerasa y la preniltransferasa se en-
contraban exclusivamente en la fraccion S"g{qq(Fig.3.3 .-1) .

La formacion de ambos sesquiterpenoles (E y Z2) puede
producirse por hidréolisis de los correspondientes pirofosfa-
tos, sintetizados estereoespecificamente; o bien, el producto
Z formarse a través del mecanismo de 1isomerizacion redox.
Los pirofosfatos alilicos formados durante la reaccion, medi-
dos como prenol fosfatos y analizados de acuerdo a largo de
cadena (seccidon 2.3.1.2.) y conformacién (secciéon 2.3.1.3.),
correspondieron solamente a E-FPP (Tabla 3.3_.-111). Estos
resultados fueron confirmados por GLC (Seccion 2.3.2.), en
que se analizaron los lipidos libres y prenolfosfatos de cada
una de las reacciones (Fig.3.3.-2).

Los resultados sugieren que la formacion de Z-farne-
sol en la fraccion se realiza a través de un mecanismo

de isomerizacion, aun cuando no se detectaron aldehidos como
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Diatribucian subcelular del sistema enzimatico
que biosintetiza Z-farnesol, de C.,. Prenil-

transferasa e IPP 1somerasa. (Ver ~Secciones
2.8.1.2., 2.8.1.3. y 2.8.1.4.)
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Analisis por GLC de los productos jjgrmados por
el sistema enzimatico a partir de u-1PP.

La reaccion se realizé a 37° durante 3 horas en
un medio que contenia amortiguador de K-Pi 100
mM pH 7,L;MgCl,, 6 mM ,2-mercaptoetanol 20 mM,[1->

Cj-IPP 50 uM (Rad. espc. A,25 x 10*

dpm/jjmol) y 0,03 mg de proteifias( g-Jgg) en un
volumen final de 0,25 mi.Los LL se extrajeron
directamente en hexano (0,5 mi). La fase acuo-
sa remanente se hidrolizé con fosfatasa alcali-
na de intestino de ternera a 37° durante 2
horas. Los PP se extrajeron directamente con
0,5 mi de hexano. Los LL y PP se analizaron

por GLC de acuerdo a lo sefialada en la secciodn
2-3-2.
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intermediarios. Estos resultados son semejantes a los de Pi-

1972) y difieren de los obtenidos
y

nus radiata (Jacob y col.,

en un extracto crudo de flavedo de Citrus sinensis (Chayet

col., 1973) en que se observé una aparicioéon secuencial de los

aldehidos y del Z-farnesol en el tiempo. Experimentos reali-
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Analisis por GLC de los productos formados por
el sistema enzimatico a partir de "h-GPP + IPP.
La reaccion se realizé a 37° durante 3 horas en
un medio semejante al de la Figura 3-3.2. usan®
do [1- HH-GPP 10 pM (Rad. esp. 2,9 x 107
dpm/pmol) e IPP 50 pM; vy los LL y PP se obtu-
vieron y se analizaron de igual forma. La
radiactividad asociada a GOH, tanto en LL como
en PP, corresponde al sustrato hidrolizado por
fosfatasas del medio (LL), o por la fosfatasa
alcalina agregada al medio de reaccidén para
analizar los PP formados-
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Al incubar el sistema enzimatico solamente con C-

IPP, este seria principalmente utilizado por la via a) obte-

niéndose preferentemete Z-farnesol. Con ~C-I1PP mas DMAPP o
EPP existiria una competencia por el 1AC—IPP entre las dos
IPP isomerasas de la via a) y de la>via b). Al adicionar al

medio de reaccidon el pirofosfato alilico, la actividad de la
preniltransferasa de la via b) se harifa mds importante que Ila
via de formaciéon de Z-farnesol; lo que se traduce en una ma-
yor proporcion de E-farnesol formado en esas condiciones.

La via que utiliza el lAC—IPP también presenta dos
alternativas, dependiendo de las enzimas que la estuvieran
formando:
an) Una IPP isomerasa,una E-C” preniltransferasa, una Z-

C~ preniltransferasa y una fosfatasa, O
b™) Una IPP isomerasa, una y preniltransferasa,

una Tosfatasa, una deshidrogenasa y una reductasa, de

acuerdo al esquema de la Fig. 1.7.

En ambos casos el producto final seria el Z-farnesol,
y cada via podria estar formada por enzimas independientes o
por enzimas (que Iinteractuen entre si formando un complejo
polienzimatico.

Para establecer evidencias que apoyen o descarten las

vias propuestas y la interaccion entre diferentes proteinas,
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se estudiaron ademds las actividades de fosfatasa y de deshi-
drcgenasa, usando sustratos de estructura isoprénica.
3.3.3. Actividad de prenilfosfatasa.

La actividad de la prenilfosfatasa se midié a pH 6,0
(seccion 2.8.1.5.) y en las condiciones de ensayo de la pre-
niltransferasa (seccion 2.8.1.3.). La actividad medida a pH
6,0 es siempre mayor que en las condiciones de 1la prenil-
transferasa. En ambas condiciones de ensayo, la fosfatasa se
encontrdé asociada solamente a la fraccion S3g<igg> para todos
los sustratos de estructura isoprénica medidos (Tabla 3.3.-
).

A pH 6,0 la velocidad de hidrolisis fue mayor para el
E-FPP seguido por los monoterpenil pirofosfatos y TfTinalmente
el IPP. No se observé diferencias en la velocidad de hidré-
lisis entre NPP y GPP, lo que iIndica que la fosfatasa del
sistema no presenta especificidad por la conformacién del
sustrato, sino por el largo de cadena, lo que coincide con lo
descrito en preparaciones de polvo ceténico de Citrus sinen-
sis (Pérez y col., 1980).

Los productos formados fueron solamente los alcoholes
primarios de los respectivos sustratos usadas, los que se
analizaron por GLC (seccion 2.3.1.2.) y por TLC (secciodn

2.3.1.3.).
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Tabla 3.3.-1V Actividad de la fosfatasa del en presen-
cia de diferentes sustratas.
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Analisis par GLC de las productos formadas por
las fosfatasas-

La reaccion se realizé a 37° durante 1 hora en
un medio que contenia amortiguador de succinato
de sodio 100 mM pH 6,0,sustrato 0,2 mM y 0,03
mg de proteifias (§5g” ) en un volumen Tfinal de
0,5 mi. Los productos de la reaccidon se extra-
jeron directamente con 0,5 mi de hexano y se

analizaron por GLC de acuerdo a Id indicado en
la seccidén 2 .A.2.
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N0 se observd formacidon de aldehidos a partir de los
pirofosfatos alilicos de y al ser incubados a pH 6,0
y a pH 7,4 (Fig-3.3.-4) en ausencia y presencia de NAD+ 1 mM
agregada.

Estos resultados indican que las enzimas presentes en
el S3g-i00 s6lo pueden hidrolizar al sustrato pirofosforilado,
y no transformar al producto de esta reaccidon (prenol) en su
correspondiente aldehido.

3.3.4.- Actividad de prenoldeshidrogenasa.

para medir la actividad de prenoldeshidrogenasa se
cuantificdéd la reduccion de pNIBT en presencia de diferentes
alcoholes primarios de estructura isoprénica y de etanol,
usando NAD+ O IMADP+ como cofactores (seccidon 2.8 .1.6.2.). El
etanol se incluyé como sustrato para descartar una deshidro-
genacion de los terpenoles por una enzima contaminante, como
seria la deshidrogenasa alcohdlica.

Los resultados de la Tabla 3.3.-V indican que soélo el
NAD+ puede actuar como sustrato en la oxidacidén de etanol.
La actividad medida en presencia de mono y sesquiterpenoles
primarios es mayor que la que se obtiene para etanol. Esta
actividad no se deberia a la actividad concomitante de wuna
deshidrogenasa alcohdlica especifica para NOD+ y no para el
alcohol (Dickinson & Dalziel, 1967) ya que en presencia de
NIADP+ s6lo se obtuvo actividad con alcoholes primarios

alilicos, y no con etanol.
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SUSTRATO 1M NADH/min/mg pM  NADPH
2E-farnesol 8 ,A 8 ,A
2Z-farnesol 8,3 8,3
IMerolido 1 0,0 0,0
Geraniol 5,3 2,3
IMero 1 5,2 2,3
Linalol 0,0 0,0
Terpineol 0,0 0,0
Isopentennl 0,0 0,0
Etanol *¢,2 0,0

Tabla 3.3.-V Formacion de NADH y NADPH en la reaccidon de re-
duccién de PpNBT en presencia de diferentes
alcoholes de estructura isoprénica y de etanol.
(Wer Secci6n 2.8.1.6.2.)
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La velocidad de reduccion de pNBT fue mayor para los
sesquiterpenoles, y no se observaron diferencias de velocidad
en relacion a la conformacion de los sustratos.

Se probaron ademas como sustratos alcoholes tercia-
rios de 10 y 15 4tomos de carbono, 1¢s cuales fueron
inefectivos y sirvieron para descartar un efecto de cambio de
polaridad del medio que pudiera afectar la reduccién del pNBT
6 wuna interaccién proteina-pIMBT-grupo hidrofébico hidroxila-
do. Se ha determinado que cambios en la polaridad del sol-
vente, producen cambios en el coeficiente de extincion del
pN\IBIT (Ricardo Farias, comunicacion personal), lo cual se ha-
bia descartado al usar los alcoholes terciarios.

Al medio de reaccidén que reducia pNBT en presencia de
mono- O sesquiterpenoles primarios, se agregdé hexano para ex-
traer el sustrato remanente y los productos de la reaccion
solubles en este solvente.

La fase hexanica se analizé directamente por TLC
(seccidon 2 .3.1.1.2.), 6 se derivatizé con 2 ,A-dinitrofenilhi-
drazina (seccié6n 2.10.1.) para ser analizada posteriormente
por TLC (secci6on 2.3.1.1.3.).

Los resultados de ambos analisis indicaron que no se
habtan formado aldehidos u otros compuestos carbonilicos, a
pesar de habserse producido reduccién de pNBT (Fig. 3.3.-5).

Para corroborar el resultado anterior, se usaron
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~  Revelado con vapores de 12

N Hidrazona

EU Revelado con 2,4 Dinrtrofenil Hidrazina y con vapores de 12

Figura 3.3.5.

Analisis por TLC de los productos formados por
la prenoldeshidrogenasa.

a) Solvente de desarrollo: cloroformo puro

b) Solvente de desarrollo: benceno: éter de pe-
tréoleo = 7,5:2,5.

La reaccion se realizé a 30° durante 30 minutgs
en un medio que contenia amortiguador TRIS-HC1
100 mM pH 7,A ;0,5 mi de reactivo plIMBT,NAP+
0,16 mM,0,05% de sustrato (ROH) y 0,5 mg de
proteinas en un volumen de 3 mi. Los productos
de la reaccidén se extrajeron directamente con
0,5 mi de hexano y se analizaron por TLC (Sec-
cion 2.3.1.1.2.) 6 previa derivatizacién con
2 ,A-dinitrofenilhidrazina(Seccién 2.10.1. Yy
seccion 2 .3.1.1.3.).



141

alcoholes tritiados como sustratos (“H-geraniol y “H-Nlerol)
con el sistema enzimatico que reducia el pNBI con estos
mismos alcoholes. Ell medio de incubacidén se extrajo con
hexano y la fase orgéanica se analizé por TLC (secciodn
2.3.1.3.). Solamente se observdé radiactividad asociada al
alcohol usado como sustrato (Fig. 3.3.-6).

Los resultados indican que este sistema enzimdtico en
contraposiciéon a lo descrito en Rosa damascena (Banthorpe &
Poots, 1979), Tanacetum (Banthorpe y col., 1978) y Androgra-
phis paniculata (Overton & Roberts, 197A a y b; Mackie &
Overton, 1977), no oxida a los terpenoles usados como sustra-
tos, ni isomeriza un alcohol al diasterdmero opuestp.

La reduccidén de pINBT por el sistema enzimatico, puede
corresponder a una reductasa inespecifica presente en el
E33910G como [la descrita en leucocitos (Lochmanova vy col.,
198A ). Esta podria ser la que reduce el citocromo c en pre-
sencia de IMAH y antimicina A. Esta reductasa, sin embargo,
debe estar relacionada de alguna forma con los alcoholes usa-
dos como sustratos (Tabla 3.3.-V), ya que descartado un efec-
to no enzimdtico relacionado con la polaridad del solvente en
la reduccidén de pIMBT, es clara la mayor velocidad de reaccioén
con los alcoholes primarios

Otra posibilidad que no se puede descartar por ahora,

es la transformacién de los alcoholes a derivados hidrosolu-
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Figura 3.3..6- Analisis por TLC de las productos formados por

la prenoldeshidrogenasa a partir de sustratos
radiactivos”®.

La reaccion se realizé a 37° durante 30 minutos
en un medio que contenia amortiguador K-Pi 50
mM pH 7,85; MgCI™® 5 mM ,2-mereaptoetanol 2 mM y
H-fllcohol 0,1 mM y 0,25 mg de proteinas
(S,g1lnn) en un volumen final de 0,5 mi.Los
productos de la reaccion se extrajeron directa-
mente con 0,5 mi de hexano y se analizaron por

TLC de acuerdo a lo indicado en la seccidn
2.3.1.3.
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bles y que por este motivo no hayan sido 1identificados por
las técnicas descritas en las secciones 2.3.1.1.2 Yy
2.3.1.1.3. El balance de radiactividad en experimentos con
alcoholes tritiados, indicaron que un 25% de la radiactividad
inicial permanecia en la fase acuosa después de L
extracciones con hexano. Este hecho sugiere que el alcohol
usado como sustrato se ha transformado a un compuesto hidro-
soluble; y que el sistema enzimatico no lo transforma en el
correspondiente aldehido ni lo isomeriza a su diasterodmero.

Por el contrario, la oxidaciéon de geraniol por enzi-
mas obtenidas de pulpa de naranja, da como producto exclusi-
vamente geranial. La enzima, geraniol deshidrogenasa, tam-
bién puede oxidar nerol, farnesol y citronelol, pero a velo-
cidades menores vy solamente en presencia de NIAP+ (Potty &
Bruemmer, 1970). Esta deshidrogenase es diferente de Ila
alcohol deshidrogenasa del mismo tejido. Otras monoterpenol
deshidrogenasas descritas (Croteau & Felton, 1900), también
son diferentes de la deshidrogenasa alcohdélica, y son especi-
ficas para determinados monoterpenoles como el fenchol y el
tujanol.

Con el sistema enzimatico de Citrus sinensis, no se
pudo medir actividad en el sentido de la reduccién de pre-
nilaldehidos vya que no se obtuvo oxidacién de NITH ni apari-

cion de alcoholes.
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3.3.5.- Filtracién per Sepharose-2B del ~3g qO

Los resultados obtenidos de la observaciéon al M.E.
del ~3g qO mediante tincidén negativa (seccidon 2.14.3.); junto
.con los datos de biosintesis de Z-farnesol (seccion 3.3.2.),
y antecedentes que existian sobre la masa molecular de Ila
preniltransferasa, preparada a partir de polvo ceténico de
flavedo de Citrus sinensis (de la Fuente, 1976); indicaron
que el estudio del comportamiento del ~3gqqO BEr filtrado
por una columna de Sefarosa-2B, podria sefialar algunas carac-
teristicas de las proteinas que catalizan algunas etapas en
la biosintesis de isoprenoides.

El S39igg Be filtré por una columna de Sefarosa-2B
calibrada con proteinas estandares de masa molecular conoci-
da, en las condiciones seflaladas en la seccidon 2 .3.3.2.

El perfil de elucion de la columna indica que se pro-
duce una disociacién entre dos formas de preniltransferasa,
las que emergen de la columna en un volumen equivalente a ma-
sas moleculares de 462.000 y 95.50B Da (Fig. 3.3.-7).

La actividad de IPP isomerasa también se encuentra
disociada en dos formas: una que coeluye con la preniltrans-
ferasa de 462.00 Da y otra que eluye desfasada de 1la de
95.500 Da con un volumen equivalente a una masa molecular de
123.000 Da. Las fosfatasas del sistema se distribuyen en dos

fracciones: una que eluye con un volumen es correspondiente a



Figura 3.3.7,

145

Filtraciéon en Sepharose 2B del S,qinr].
Se aplicaron 9 mg de proteinas del 5.ijg.nn a una
columna de Sefarosa 2B preparada segun lo indi-
cado en la seccion 2.3.3.2., y se eluyeron con
amortiguador K-Pi 10B mM pH 7,L que contenia 2-
mercaptoetanol 5 mM. En el eluido se determind
actividad de IPP 1isomerasa (seccion
2.8.1.2.) vy de prenillransferasa (Seccion
2.8.1.3.). La actividad de fosfatasa correspon-
de a los LL del ensayo de la preniltransferas a.
Se midieron proteinas por el método del azul de
Coomassie (Seccioéon 2.5.2.) a las fracciones que
contenian las actividades enzimaticas menciona-
das.
La columna se calibré usando < apoferriti-
na(L8DK), m catalasa(250K), a gliceraldehido-3-
fosftato deshidrogenasaO”LK) y 0 hexoquina-
sa(10DK), (@ mg de cada una), las que se eluye-
ron en condiciones idénticas a las mencionadas
anteriormente.
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una masa molecular de 275.A00 Da y otra que es eluida junto
con la preniltransferasa de masa molecular 95.500 Da.

La preniltransferasa de masa molecular A62.000 Da,
puede corresponder a un estado de agregacion de la correspon-
diente a 95.500 Da. Este ultimo valor es muy semejante al de
la preniltransferasa de Pisum sativum, cuya masa molecular es
de 96.000 y estd formada por dos subunidades (Alien & Ban-
thorpe, 1981). Las preniltransferasas de Ricinus communis,
que coexisten en una misma fraccidén subcelular, presentan ma-
sas moleculares 1dénticas de 72.500 Da a altas concentra-
ciones de proteinas, pero es posible separarlas a bajas con-
centraciones de proteinas en dos especies de masa.s molecu-
lares de 56.000 y 60.000 Da (Green & West, 197L). Por otra
parte, la preniltransferasa de Gossipum hirsutum se encuentra
asociada a otras dos proteinas, una de las cuéales es la IPP
isomerasa; y ambas actividades junto a una tercera proteina
emergen como un solo pico de masa molecular 258.000 Da de una
columna de Sepharose-6B (Widmaier y col_, 1980) . Las masas
moleculares de estas tres proteinas eran de 52.000, 92.000 y
126.000. La de masa molecular 126.000 correspondia a la IPP
isomerasa, siendo este valor equivalente al encontrado para

esta misma enzima eluida de Sepharose-2B, de la preparacion



148

La Tabla 3.3.-VI resume las actividades de [la |IPP
isamerasa, preniltransferasa y fosfatasas. Solamente la pre-
niltransferasa aumenta significativamente su actividad espe-
cifica, recuperandose mas del 100% de las unidades.

El cuociente de actividades entre C~ y C\. prenil-
transferasas es de 0,75 para la enzima de A65.000 Da vy de
0,58 para la de 95.500 Da; siendo ambos valores diferentes
del encontrado en el homogeneizado (1,125) y en el S3gigQ
(0,69). Este hecho indica que puede existir mas de una pre-
niltransferasa, especifica para el sustrato alilico; o bien
que durante el proceso de fraccionamiento, la enzima pierde
su capacidad de utilizar al DMAPP como sustrato.

La IPP isomerasa mantiene su actividad y las fosfata-
sas pierden actividad durante la filtracidn y su recuperacion
es de sOlo un 50% y un 30% respectivamente.

Ambos tipos de fosfatasas son inespecificas, ya que
hidrolizan los mismos sustratos que el (secciodn
3.3.3. ).

Las fracciones en que son eluidas las actividades de
preniltransferasa, IPP isomerasa y fosfatasa, no presentan
actividad de prenoldeshidrogenasa, al igual que el ~g-igo
(Seccién 3.3.A.).

Con el fTin de aplicar a la columna de Sepharose-2B una

fraccion de proteinas mas concentrada, se precipité el ”3gqqq



FRACCION

S39100

Sepharos e-2B

MM
465.000

275.000

123.000
95.500

Tabla 3.3.-Ul

149

PRENILTRANSFERASA IPP  1SOMER. FOSFATASA
a.e. U.tot a.e. U.tot a.e. U.tot
6 A0 19.200 107 3.210 94 2.820
442a
1.950 6.340 140 460 - -
1-462a
- - - 15 66
- - 83 1.055 - -
1.134 14.800 - - 77 1.013
658a
Actividad da IPP isctnerasa, preniltransfe-

rasa y fosfatasa en S~g™gg y proteinas de di-
ferentes masas moleculares (MM) eluidas de una
columna de sepharose-2B. La actividad especi-
fica (a.e.) esta expresada en pmoles/min/mg.

actividad de C*rg preniltransferasa. La ac-
tividad especifica se estimdé para cada una de
las proteinas en base al promedio de cpm en
cada pico y la concentracidon de proteinas pro-
medio (Fig. 3.3.7.)
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entre 0 y 70% de saturacion con (IMHAMSON (Seccidén 2.3.3.2.).
La pella obtenida se disolvié en 1/6 del volumen original del
~39100 ~SU concentraci®n de proteinas fue de 18 mg/ml), vy se
aplic6 a una columna de Sepharose-2B en las condiciones indi-
cadas en la seccidén 2.3.3.2.

El perfil de elucién de la columna se muestra en la
Fig. 3.3.-8, vy se puede observar que emergen tres formas de
preniltransferasa, cuyas masas moleculares corresponden a
467 .700 Da, 275.400 Da y 96.600 Da. Las actividades
correspondientes a las masas moleculares de 467.700 y 96.600
Da son equivalentes a las eluidas de la columna de Sepharose-
2B a partir del sin precipitar con sulfato de amonio.
La de masa molecular 275.400 podria corresponder a un estado
de agregacion diferente.

La Tabla 3.3_.-VIl resume las actividades de la IPP
isomerasa, preniltransferasa y fosfatasas. ElI comportamiento
de estas tres actividades es semejante al observado en Ila
columna anterior en cuanto a actividad especifica y recupera-
cion de unidades totales.

El porcentaje de cada actividad eluida de las colum-
nas de Sepharose-2B, que se encuentran en Jlas diferentes
fracciones de masas moleculares distintas, se encuentran re-
sumidas en la Tabla 3.3.-VIII. Los resultados sugieren que

la preniltransferasa de masa molecular 465.000 se comporta
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FRACCION

S39100

Precipitado
(NH4) 0,
(O - 70%)

Sepharose 2B
MM

467 .000
275.000
120.000

96.600

Tabla 3.3.-WII
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PRENILTRANSFERASA IPP ISOMER. FOSFATASA
a.e. U.tot a.e. U.tot a.e. U.tot
640 19.200 107 3.210 94 2.520
350 10.600 24 720 149 4_470
1.256 6 .4S0 25 206 -
949 12.857 17 369 5,3 72
— - 153 92 -
4.510 3.650 — 1 .359 1.100

Actividad de IPP isomerasa CV. preniltransfe-
rasa Yy fTosfatasa en S,g.-nn, precipitada de
sulfata de amonio entre u y 70% de saturacioén
y proteinas de diferentes masas moleculares
(MM) eluidas de una columna de sepharose-2B.
La actividad especifica (a.e.) estd expresada
en pmoles/min/mg. La actividad especifica se
estimé6 para cada una de las proteinas en base
al promedio de cpm en cada pico y la concen-
tracién de proteinas promedio.
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MASA MOLECULAR % PREIMILTRANSFERASA % IPP I1SOMERASA
(®a)

a
A65.000 29,99 30, A
123.000 - 69,6
95.500 70,01

b
A67.700 28,18 30,8
275.000 55,9 55,32
120.000 - 13,88
96.600 15,89 -
Tabla 3.3.-VIIl Porcentajes de unidades totales de

preniltransferasa e IPP 1isomerasa en las
proteinas eluidas de las columnas de sepharo-
se-2B (Tablas 3.3.-Vl (@ y 3.3.-VII (b))
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siempre como una sola entidad pese a las diferentes concen-
traciones de proteinas mientras que la de 275.000 y 96.000
podrian corresponder a diferentes estados de agregaciéon de la
misma enzima.

La proteina de masa molecular 275.L00 podria ser
semejante a la que se obtiene de Gossipum hirsutum (LJidmaier
y col., 1980), formada por la IPP isomerasa de masa molecular
123.000 Da, Hla preniltransferasa de masa molecular 96.000 Da
y otra proteina de masa molecular 56.000 Da.

El perfil de elucidon de ambas columnas de Sepharose-
2B muestra un pico de elucidon de proteinas en el rango de
69.000 y L8.000 Da, que no presenta actividad enzimética.

La Fig. 3.3.-9 muestra un esquema de las bandas de
proteinas separadas en geles de acrilamida al 12,5% y en pre-
sencia de SDS (seccion 2.11.) de las distintas fracciones
eluidas de ambas columnas de Sepharose-2B. Es posible obser-
var diferencias entre las bandas de proteinas provenientes de
los picos de preniltransferasa de masa molecular L65.000 Da y
275.000 y 96.000 Da. En los dos ultimos casos se observan
bandas de proteinas de masa moleculares 72.500, 59.D00 vy
35.000 Da que no aparecen junto a la preniltransferasas de
masa molecular L65.000 Da. Este resultado es un argumento
mas para suponer que la forma de L65.000 Da, es diferente de

las de 275.000 y 96.000; siendo probablemente estas Uultimas
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Figura 3.3
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preniltransfBrasas con diferente grada de asociacion.

Se analizaran las productos formados por cada una de
estas actividades enzimaticas de los diferentes picos eluidos
de las columnas de Sepharose-2B, en las mismas condiciones
indicadas en la seccién 2 .10.

Debido a la baja actividad de fosfatasa, se obtuvo
muy poca radiactividad asociada a la fraccion de lipidos
libres, equivalente s6lo a un 2% del sustrato transformado.
El analisis por GLC (seccién 2.3.2.) indicé que los alcoholes
formados correspondian a alcohol dimeti lalilico, cuando el
sistema se habia incubado solamente con 1AC—IPP; y a E-
farnesol cuando la incubacién se habia realizada con ~C-I1PP
mas DMAPP 6 GPP, para las proteinas de masa 123.000 Da (IPP
isomerasa) y 96.000 Da (Preniltransferasa), respectivamente.

Los resultados no son tan claros para la preniltrans-

1A

ferasa de masa molecular A65.000; vya que a partir de C-IPP

es posible observar formacién de E y Z farnesoles, mientras
que a partir de lLC—IPP mds DMAPP 6 GPP s6lo se observa for-
macion de E-farnesol.

El bajo nivel de radiactividad encontrada en la frac-
cion de lipidos libres, no permite establecer con seguridad
la verdadera composicién de productos de los lipidos libres a

partir de los diferentes sustratos, aun cuando parecieran

existir diferencias en cuanto al tipo de productos formados
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por las especies de ¢+65.000 Da y 96.000 Da.

Mientras la enzima de ¢+65.000 Da es capaz de formar
ambos farnesoles a partir de 1<"{_C—IPP, la de 96.000 no tiene
actividad de IPP isomerasa y s6lo estaria catalizando Ila
reaccion de condensacion.

El analisis de los prenolfosfatos formados por ambos
tipos de enzimas ((+65.000 y 96.000 Da), indicaron que soélo se
habta formado E-FPP. La fraccidon correspondiente a 123.000
Da s6lo contenia compuestos de 5 atomos de carbono.

El' conjunto de resultados sugiere que en el ~39-100
existen mads de una forma de IPP isomerasa y de preniltransfe-
rasa, los que coinciden con experimentos de fraccionamiento
del 7"39-100 sn gradientes continuas de sacarosa. En dichos
gradientes (seccidn 2 .;.3.2 .) se observaron dos formas de
preniltransferasa que se equilibraron a 1,095 y 1,135 g/ml vy
dos formas de IPP isomerasa que se equilibraron a 1,1 y 1,135
g/ml. La proteina que es eluida de la columna de Sepharose-
2B con una masa molecular de ¢+65.000 podria ser la que forma-
ra los E y Z farnesoles, ya que se encuentra asociada a una
actividad de IPP i1somerasa. Este complejo proteico también
presenta actividad de y preniltransferasas, Yy puede
corresponder a una Tforma de preniltransferasa diferente de la

que eluye con una masa molecular de 96.00Q, 0 bien tener una
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especificidad de productos diferente debido a un distinto ti-
po de asociacidén con otras proteinas del medio.

A pesar de encontrar ambas formas de enzima asociadas
al no puede descartarse que una provenga de los plas-
tidios y otra se encuentre realmente en el citoplasma. Los
resultados de ultraestructura indicaron que no se observaban
plastidios intactos, y por lo tanto, es posible que alguna de
las formas de enzima (tanto preniltransferasa como IPP
isomerasa) pueda encontrarse en estos organelos, tal como se
ha descrito en plastidios de tomate (Spurgeon y col., 19BA).

La preniltransferasa de masa molecular 96.000 Da po-
dria corresponder a la forma soluble de enzima, semejante a
la descrita en Pisum sativum (Alien & Banthorpe, 1901).

La coexistencia de mas de una forma tanto de prenil-

transferasa como de IPP isomerasa, de masas moleculares muy

diferentes, permiten suponer que la formacidn de Z-farnesol
pueda ser realizada por un compleja proteico, ain cuando no
se hayan podido aislar o medir enzimas individuales. La

ausencia de una fosfatasa especifica y de una actividad de
prenoldeshidrogenasa, no permiten descartar la existencia de
un complejo enzimatico que forme Z-farnesol a partir de IPP y
a través de un mecanismo redox de isomerizaciéon (Fig. 1.7.),
ni permiten afirmar que este alcohol se forme por hidrolisis

directa del Z-FPP sintetizado estereoespecificamente a partir
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de IPP, dentro de un complejo diferente. La proteina de
L65.00U Da que tiene tanto la actividad de IPP isomerasa como
de CYy] y - preniltransferasa podria corresponder a este
complejo.

La formacion de E-FPP y E-farnesol puede realizarse
por las reacciones catalizadas por la preniltransferasa de
96.000 Da mas una fosfatasa inespecifica del medio, que hi-
drolice al pirofosfato formado.

Los productos formados a partir de diferentes sustra-
tos por el pueden explicarse por la existencia de dos
formas de preniltransferasa y de IPP isomerasa, de acuerdo a
lo sefialado en la Fig. 3.3.-10, en la que la formacidén de Z-
farnesol podria realizarse a través de los dos mecanismos
alli sefalados.

Los resultados de las observaciones de ultraestructu-
ra de las células del flavedo de naranja, de fraccionamiento
subcelular y de las diferentes actividades de enzimas de Ila
biosintesis de sesquiterpenos, sugieren que esta biosintesis
podria vrealizarse en mds de un compartimento celular. En
forma paralela existiria una preniltransferasa y una IPP iso-
merasa que fFfueran solubles, aun cuando dentro de la célula
estuvieran ligadas a estructuras membranosas, de las cuéales

puedan haber sido disociadas en el proceso de homogenizaciodn.
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Figura 3.3.10.Esquema de las
C-IPP.
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CONCLUSIONES

El estudio de la ultraestructura de las células que forman
el flavedo de naranja, permitié establecer que éstas no cam-
bian significativamente de forma ni de tamafio durante la ma-
duracion de los frutos. Sin embargo, hay algunas diferencias
pues las células de frutos verdes poseen nucleo, mientras que
éste no existe en células de frutos maduros. En estos ulti-
mos se puede observar una vacuola de mayor tamafio y un cito-
plasma mas angosto. Esto coincide con el proceso de autodi-
gestion de estas células, que van a formar las cavidades li-
sigenas para almacenar aceites esenciales.

Estas caracteristicas de las células de flavedo de
naranja permitieron diseflar una metddica de fraccionamiento
subcelular. Es esencial usar amortiguadores con albuminas
vegetales (agua de coco) en la preparaciéon de los homogeniza-
dos. Con esto se logra una distribucidn de enzimas marcado-
ras de organelos subcelulares muy reproducible y concordante
con las velocidades de sedimentacidn de estos.

Mediante el proceso de fraccionamiento se logran
también eliminar los lipidos de la preparaciéon enzimatica vy
purificar con muy buen rendimiento las actividades de la IPP
isomerasa Yy de la Preniltransferasa. La eliminacién de un

componente no proteico del homogeneizado (lipidos,
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flavonoides, taninos, polisacaridos), as de par si un Impar-
tante proceso de purificaciéon- Este criterio no es destacado
lo suficiente, pero en trabajos de enzimologia vegetal debe
ser tomado en cuenta como una etapa indispensable (Pérez vy
col_., 1980; Chayet y col., 1977) que permite obtener prepara-
ciones mas reproducibles.

Esta separaciéon ha permitido también descartar la
participacion del reticulo endoplasmico en la biosintesis de
isoprenoides en fTlavedo de naranja. La fraccion ”~3ggdg (quE
contiene las actividades de IPP isomerasa y de preniltransfe-
rasa) aun cuando posee un cierto grado de estructuracioén, no
contiene membranas correspondientes a reticulo endoplasmico,
lo que se traduce en una ausencia de la actividad de IMADPH
citocromo ¢ reductasa en esta fraccion. Este hecho, vy la
ausencia de actividad de preniltransferasa e IPP isomerasa en
el 739700 que contiene al reticulo endoplasmico, descartan su
participacion en la formacion de sesquiterpenoides, a dife-
rencia de lo descrito en Pinus pinaster (Gleizes y col._,
1980) .

M puede descartarse que la existencia de IPP isome-
rasa Yy Preni ltransferasa en la fracciéon soluble ~ 391007
puede deberse a la rotura de plastidios debido a la presencia
de gréanulos de almidén en el interior de cloroplastos y cro-

moplastos. Estos granulos probablemente Tfavorecieron la
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ruptura de estas plastidios en el procesa de centrifugacion.
Can ello se vacia el contenido de estos organelos y la IPP
isomerasa y la preniltransferasa aparecen en la fraccion so-
luble. La ruptura de plastidios es un hecho corriente en los
procesos de fraccionamiento subcelular, sin embargo, depende
mucho del tipo de plastidios que se encuentren en las células
el tipo de resultados obtenidos. Es asi como en el caso de
los leucoplastos, cuya forma es alargada, se encuentran
muchas veces a lo largo de toda la célula y no contienen
almidon en su interior, su ruptura solo produce formacidén de
vesiculas con igual contenido que el leucoplasto intacto
(Gleizes y col., 19B3)

La fraccioén forma Z-farnesol, E-farnesol y E-
FPP. La formacién de Z-farnesol no ocurre en estas prepara-
ciones enzimaticas a través de reacciones catalizadas por una
Z-preniltransferasa especifica, ya que no se observé forma-

ado

cién de Z-FPP. El mecanismo de isomerizacion redox, inic
con la reaccidon de condensacion entre G-PP mds IPP para dar
E-FPP, es una probable via que no puede descartarse pues las
enzimas participantes podrian estar formando un complejo
multienzimatico. El hecho de no haber podido detectar acti-
vidades aisladas de fosfatasa, prenildeshidrogenasas ni pre-
ni Ilreductasa, pero que si se observa la formacidéon de Z-farne-

sol, apoyan la hipotesis de un complejo mullienzimatico -
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Nos parece interesante discutir esta posible duplici-
dad de rutas biosintéticas a la luz de los conceptos propues-
tos por Tito Ureta, para el metabolismo de hidratas de carbo-
no (Ureta, 1978; Ureta, 1985), en que se postula la existen-
cia de mads de una via de utilizacidon de un mismo sustrato.

Cada via corresponderia a un compartimento celular, vy
estaria formada por 1isoenzimas que podrian estar débilmente
unidas entre si 0 a alguna proteina de citoesqueleto.

Dentro de las enzimas de la biosintesis de 1isopre-
noides, s6lo se han descrito isoenzimas de la quinasa meva-
lénica que se encuentran en compartimentos diferentes (Rogers
y col-, 1966 a y b). y de la preniltransferasa de Ricinus
communis que se encuentran en la misma fraccion subcelular
(Green & West, 197L). La mayoria de los estudios realizados
en plantas sobre biosintesis de isoprenoides, no se ha esta-
blecido si existen otras isoenzimas, que participen en el me-
tabolismo de terpenos.

La presencia de mas de una forma de enzima, tanto pa-
ra preniltransferasa como para la IPP isomerasa sugiere que
en el flavedo de naranja podrian existir vias paralelas de
utilizacion de IPP y de formacién de sesquiterpenos; adn
cuando los resultados no permiten afirmar que ambas formas de

enzimas provengan de diferentes 6 de un mismo compartimento
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Seria esta una modalidad diferente de la sefalada
(Ureta, 1978), pues se trataria de complejos unidos en forma
"Mas intima'", que a diferencia de las enzimas glicoliticas no
se pueden ensayar separadamente con 'sustratos libres™.

La solucion al problema de"la localizacion subcelular
de las enzimas de la biosintesis de isoprenaides, requiere el
aislar plastidios iIntactas para verificar si la existencia de
estas enzimas en la fraccién soluble corresponde a una dable
distribucién subcelular o se debe a un artificio del proceso
de aislamiento.

Nos encaminamos con estos resultados a unificar el
criterio citolégico muy conocido en enzimas de origen animal,
con los procesas quimicos que conducen a la sintesis de la

amplia diversidad de moléculas isoprenoides en plantas.
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