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I. INTRODUCCION

La gren importancia econémica que el olivar tiene en
nuestro pafs, no necesita comentarios. Uno de los problemas més
graves que tiene planteado actualmente, sin duda, es el de la -
recolecciébn de sus frutos. Los procedimientos clésicos, que ha-
cen uso de una gran oantidad de mano de obra, son cada dia més
inviables, por antieconbémicos. Este problema, presentado tam--
bién en otros tipos de cosechas, frutos o semillas, ha tenido
soluciones, en algunos casos, totalmente satisfactorias.

En estos momentos, en el caso del olivar estd aun —
sin resolver, limitédndose los ensayos, totalmente empiricos, a
tratamientos de los 4rboles con diversas sustancias, con el —
fin de provocar la caida de los frutos, sin afectar perniciosa
mente al resto del Arbol y, por ende, a sus posteriores cose--
chas.

No cabe duda de que poder conseguir controlar la cai-
da o abscisibén de los frutos, retardéndolae o acelerindola segOn
convenga, seria de la mayor importancia para su recolecciébn, -
tanto manual como mecénica. Por ello, el proceso de abscisibn
de los frutos es hoy uno de los temas que mis atencidn estd re
clamando por parte de los fisidlogos vegetales. S6lo un conoci
miento lo méds profundo posible del mecanismo de la abscisibn -
pondré en manos del hombre los medios eficaces para su control.

Los conocimientos que se adquieran en este campo se-
rian de una utilided inmediata en la recoleccidn de la aceituna,
pero indudablemente cabe esperar que tales conocimientos po—
drian trasladarse a la abscisibn de otros muchos frutos de inte

rés agricola nacional.

Sin duda, uno de los principales protagonistas en el

proceso de abscisiédn se considera hoy al sistema enzimltico —
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ATA-oxidasa y buena prueba de ello es su acumulacién en la zo-
na de abscisgibn. BEste sistema estd sometido a una gran contro-
versia desde su descubrimiento en jugos vegetales por lLarsen -
en 1936, debido principalmente a la dualidad de funciones que
exhibe, al presentar simulténeamente las actividades AIA-oxi-
dasa y peroxidasa. Ello ha hecho que surjan tres hipbtesis pa-
ra explicar tal comportamiento: 12) la AlA~oxidasa y la peroxi
dasa son enzimas diferentes (Sequeira y Mineo, 1966), 28) las
actividades ATA-oxidasa y peroxidasa estén asociadas con la mig
ma molécula de proteina pero teniendo diferentes centros acti-
vos (Siegel y Galston, 1967) y 32) s6lo algunos de los isoenzi
mas que constituyen la peroxidasa, poseen actividad ATA-oxida-
sa (Macnicol, 1973).

Todas estas circunstancias justifican el estudio, lo
mis detenido posible, del sistema enzimitico AIA-oxidasa/pero-
xidasa presente en el olivo, que nos permita conocer su papel
en la fisiologi{a de la abscisibébn y acercarnos a poder contro-
lar, en alguna medida, su funcién (activacibn, inhibicién, in

duceibn, etec.).

II. ANTECEDENTES EIBLIOGRAFICOS
IT.1, La abscisibdn en general

La abscisién del fruto légicamente debe mirarse como
una etapa dentro del proceso de maduraciédn y senescencia, Los
cambios fisiolégicos que acompafian a la senescencia son cam--
bios amplios que afectan al érgano entero. Es sorprendente —-
que uno de los resultados de estos cambios esté tan altamente
localizado. El1 conocimiento de los factores causantes de esta
localizacidn es una de las metas importantes de la investiga-

cién sobre abscisibdn.
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La bibliografia sobre la abscisibén es muy abundante;
entre las recopilaciones méds importantes deben citarse las de
Addicott (1961, 1965), Overbeek (1961), Carns (1966), Baird y
Webster (1979) y ILieberman (1979).

Peroxidasas, deshidrogenasas y fosfatasas &cidas, -
han esido localizadas en la zona de abscisidén de frutos de ce-
rezas 4cidas y dulces durante la formacién de la capa de abs-
cisién (Poovaiah et al., 1973). Aunque no es posible sobre la
base de datos histoquimicos establecer la participaciébn de es
tos enzimas en el proceso de abscisibn "per se" en estos fru-
tos, su actividad localizada en regiones en las que ocurre la
separacién es indicativa de una asocigcibdn con la abscisiébn.
Ridge y Osborne (1970 a, b), encuentran actividad peroxidasa
en zonas de abscisién del guisante y creen que dicha actividad
es moderada por el etileno. Poovaiah et al (1973), sugieren -~
que las peroxidasas pueden regular los niveles endbgenos del

ATA en la abscisiébn de los frutos.

Limitaremos nuestros comentarios a aquellas facetas
que guardan relacién directamente con nuestras experiencias, -
aiin estando convencidos de que el proceso de abscisidén es la

interaccibén de muy diversos factores.

La intervencibn del &cido indolacético o auxina re-
trasando la maduracién o senescencia de los frutos estd més -
que probada (Vendrell, 1969; Hale, 1968; Hale et al., 19703
Frenkel y Dryck, 1973)., Los cambios en auxina en una fase de
preabscisién son ahora bien conocidos. La abscisién va pfece—
dida de una disminucién en auxina del érgano que sufre absoi-
sién. El retraso de la abscisién por accibn de auxina exbgena
fue indicado por Laibach (1933). Esto ha sido confirmado innu

merables veces en una amplia variedad de plantas, Carns (1966)
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Jacobs (1962), Addicott (1965) y Rubinstein y Leopold (1964),
han presentado revisiones, asignando a la auxina un papel re-

gulador especifico en el proceso de abscisidn.

La presencia del sistema enzimAtico AIA-oxidasa en
vegetales superiores estd fuera de duda, Concretamente en el
olivo ha sido estudiado en hojas y yemas, a lo largo del ci-
clo vegetativo, por Catalina et al. (1972), en relacién con -
la floracién,

El papel fisiolbégico de la AIA-oxidasa parece ser —
el de regular los niveles de AIA endbgeno. Consecuentemente -
con ello, hay bastante evidencia de la intervencién de este -
enzima en aquellos procesos fisioldgicos vegetales en los que
la concentracién de auxina debe disminuir, tales como la madu
racién y abscisién., As{ Vendrell (1969), muestra como la auxi
na retarda la maduracién del plétano, y Hale (1968) y Hale et
al. (1970), encuentran el mismo efecto en la uva, comprobando
que la auxina endégena disminuye en el momento en que se ini-
cia la maduracibn, hacibndose los tejidos sensibles al etile-
no. Fremnkel (1972), estudiando los isoenzimas de peroxidasa y
ATA-oxidasa de peras, tomates y aréndanos encuentra un aumen-—
to de la actividad AlA-oxidasa durante la meduracién, y apun~
ta que la finalidad seria conseguir la disminucién de la con-
éentracién de AIA necesaria para hacer los tejidos permeables

al etileno.

Por otra parte, el papel predonderante que el etile
no juega en el desarrollo, maduracidén y senescencia de los —-
frutos es sobradamente conocido. En efecto, el etileno fue y
alin es8 considerado como el agente "disparador®" de la madura-
cibén o como hormona de maduracién y, en general, como un po-

deroso regulador natural en el metabolismo vegetal, actuando
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e iInteraccionando con otras hormonas vegetales reconocidas, ob
servindose sus efectos especialmente en periodos criticos del -
ciclo vegetal de las plantas superiores.

Los estudios bioquimicos y fisioldgicos sobre la bio-
sintesis del etileno y modo de accibén han aumentado significati
vamente en los pasados veinte afios.

Las investigaciones en el 4rea de la bioquimica y fi-
siologia del etileno tienen sus objetivos en el establecimiento
de su ruta biosintética, controles regulares y mecanismos de ac
cibén de esta hormona vegetal., Nosotros limitaremos nuestra aten
cibn, fundamentalmente, a su ruta biosintética y sus relaciones
con el ATA, por la aportacidn que significan nuestras experien-
cias, camo veremos mds adelante.

La metionina,fue reconocida como el principal, si no
el fGnico, precursor del etileno en plantas superiores hace més
de una década. Recientemente, se ha presentado evidencia de —-
que la activacibn de la metionina por el ATP es la primera reac
cibn en la ruta desde la metionina al etileno, (Adams y Yang, -
1977; Konze y Kende, 1979 a). La ruta biosintética con més vi-
gsos de realidad se debe fundamentalmente a los trabajos de ~—-
Adams y Yang (1977, 1978) y se resume en la Figura 1. Sobre es
te esquema queremos centrar nuestra atencidén en el @ltimo paso,
descubierto muy recientemente y de forma simultdnea por Adams
y Yang (1979) en E.E.U.U., y por ILirssen et al, (1979) en Alema
nia, Ellos han podido comprobar que la formacibén del etileno a
partir de la S-adenosil-metionina (SAM) tiene como producto in
termedio el Acido 1-aminociclopropano—1_carboxilico (acc), sien
do este aminodeido el inmediato precursor del etileno, quedando
establecida la siguiente ruta: Met — SAM —> ACC —» etileno.

Uno de los caminos para probar si esta ruta realmen-~

te existe durante la biosintesis del etileno, es correlacionar
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HO - CHZ—CHZ—CIH -COOH
NH, (HOMOSERINA)

CH3—S— CHZ—CHZ_C|H - COOH

NH,
(METIONINA)
( 5-ME TILTIORIBOSA ) ATP
CHy S \
CH2 0 OH
CHy-S - CH CH CH- COOH
of H i
AD
ADENINA
) ok H
(5-METILTIOADE NOSINA) (S-ADENOSILME TIONINA)
CHy 5-CH, :Oj AD
OH OH H H
| i
H-C——C~H
CHZ_CH2 /
COZ «—
/N
NH3 NH; COOH
H-COOH

(ACIDO FAMINOL ICLOPROPANO-1-C ARBOXILICO)

Figura 1: Egquema de la Biosintesis del etileno a par—

tir de la metionina en vegetales superiores.
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la actividad y caracteristicas de los tres enzimas que pueden
catalizar las reacciones individuales desde la metionina al eti
leno, con la actividad y caracteristicas del sistema sintetizan
te del etileno "in vivo™.

Estos primeros pasos han sgido seguidos en el cago del
enzima que transforma Met en SAM, metionina-adenosil-transfera-
sa, de flores senescentes de Ipomoea tricolor (Konze y Kende, -
1979 b), y para el enzima que actfim en el paso SAM —> ACC de —
frutos de tomate (Boller et al., 1979) cuya actividad es inhibi
da por los andlogos de la rizobitoxina, tales como la aminoeto-
xivinilglicina (AVG), inhibidor tipico de reacciones en que to-
ma parte el fosfato de piridoxal (Boller et al., 1979). Sobre -
el mecanismo de conversién del ACC en etileno se tiene afn poca
informacién, excepto que el proceso requiere oxigeno (Adams y -
Yang, 1979; Konze y Kende, 1979 a), ya que en un medio anaero——
bio se acumula ACC en los tejidos vegetaleé, ¥y que es la parte
de la ruta sintetizante del etileno més sensible al EDTA, n-pro
pilgalato, cianuro y azida (Konze y Kende, 1979 a). El cloruro
de cobalto y la catalasa inhiben el paso ACC a etileno (Konze y
Kende, 1979 a).

Los mecanismos postulados por Adams y Yang (1979), ¥y
por Luarssen et al. (1979) para explicar la biosintesis del eti-
leno a partir de la metionina difieren sblo ligeramente. Segfin
la hipbétesis de Adams y Yang, el fosfato de piridoxal se une a
la S-adenosilmetionina (SAM) como base de Schiff, liberéndose
aquél antes de formarse el ACC, Los autores sugieren que el —-

oxigeno es transformado en H 02-(0 un hidroperéxido) por acciébn

2
de una oxidasa y, posteriormente, en presencia de una peroxida-
sa el H202 rompe el anillo ciclopropano paso previo a la libera
cibén del etileno. En la hipbtesis de Lurssen, el fosfato de pi-

ridoxal permanece unido, como base de Schiff, al ACC hasta su -
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degradacién a etileno. Ellos hacen intervenir también al coen-

zima A,

L6gicamente, estos Gltimos descubrimientos nos han 1llg
vado a concebir que el sistema AIA-oxidasa/peroxidasa. gsea pre-
cisamente el que actfie en la biosintesis del etileno a partir de
la metionina, en el paso ACC —setileno, sobre todo teniendo pre
sente el efecto reiteradamente mencionado en la bibliografia, de
un incremento en la formacibn de etileno producido por AIA exbge
no., Asi quedaria perfectamente justificada la sorprendente duali
dad de funciones del sistema enzimltico objeto de nuestra aten~
cién.

1I.2. La absciciédn en el olivo

Ya hemos indicado que, hasta hace unos afios, las (ni-
cas experiencias orientadas a resolver el problema de la reco-
leccibén de la aceituna consistian en unos ensayos totalmente em
piricos, de tratamientos de los &rboles con un sinnGmero de sus
tancias, que se esperaba provocasen la caida selectiva de los -
frutos, sin afectar perniciosamente al Arbol (caida de hojas, -

etc.). Estos estudios no merecen un mayor comentario.

Posteriormente,comenzaron a aplicarse al olivar los -
conocimientos adquiridos en otros &rboles frutales, consisten--
tes fundamentalmente en tratamientos con determinados compues—-—
tos que, incorporados al Arbol, se descomponen originando etile
no, cuyo papel decisivo en la maduracién y senescencia ya se ha
comentado. Entre los compuestos generadores de etileno utiliza-
dos estén la cicloheximida, el dcido 2-cloroetilfosfénico (Ethe
phén, Ethrel), el 2-cloroetil-tris- (2-metoxietoxi)-silano (CGA-
-13586, Algol) y el 2-cloroetilsulfénico (H6l). Todos ellos cau

san abscisibén de los frutos, pero simulténeamente ocasionan una
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excesiva caida de hojas y reducen la floracién en la primavera
siguiente (Hartman y Heslop, 1968; Hartman et al. 1972, 1975,

1976; Lavee et al. 1973). Estas experiencias han ido acompafla-
das de estudios histoquimicos y ultraestructurales de la zona

de abscisién (Reed y Hartman, 1976).

Tambi én debemos mencionar aqui el desarrollo de una
maquinaria apropiada para someter a vibracién a los drboles fa

cilitando asi la caida de los frutos.

El hecho de haberse propuesto medidas de actividades
enzimAticas en extractos vegetales, con el fin de detectar de-
ficiencias en elementos micronutrientes que forman parte de de
terminados enzimas (0'Sullivan et al. 1969) y la amplia expe——
riencia en el Instituto de la Grasa sobre la determinacibn de
elementos trazas en productos vegetales, hicieron a Vioque y -
Albi (1975) concebir la idea de seguir la evolucién de los mi-
cronutrientes en el pedflinculo, desde la formacidn de la aceitu
na hasta su maduracibén y caida, pensando que alguno de ellos -
estuviera implicado en algOn sistema enzimdtico participante -
en los procesos de abscisidn, dando as{ los primeros pasos en
este campo.

Bstos autores siguieron la evolucidn de las concen-
traciones de hierro, cobre, manganeso y cinc en pedflinculos y
aceitunas durante las ocampafias 1971-2 y 1972~3. Ellos no ob-
servaron cambios de los citados metales en las aceitunas, ni
de cobre, manganeso y cinc en los pedinculos. El hecho nota-
ble, observado, fue el aumento de la concentracién de hierro
en los pednculos, alcanzando su médximo valor cuando el fruto
se ha desarrolladc completamente, conservando ain su color —

verde.
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Nuestros primeros trabajos se encaminaron a confirmar
los resultados obtenidos en algunas experiencias hechas en el -
Instituto de la Grasa a partir del afio 1971,

Pudimos comprobar, Figura 2, que la concentracibn de

hierro en los pedl(nculos aumenta notablemente a lo largo del -

500 |-
400

300

FR. (g)
Pes: (g)

600 - > —

500 -

wo Pedunculos

(2]

Fe (ppm)
o]
o

Figura 2: Evolucibdn del contenido en hierro de pedin-
culos y frutos, de la fuerza de ruptura --

(F.R.,) y del peso de los frutos.
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ciclo vegetativo, hasta alcanzar un valor méximo cuando el fru-
to se ha desarrollado completamente, momento en que comienza a
disminuir, progresivamente, la fuerza necesaria para desprender
las aceitunas. También volvib a observarse que la concentracién
de hierro en los frutos pefmanece pricticamente constante. Este
aumento de la concentracién del hierro en pedfGinculos (confirma-
do en 3 ciclos vegetativos sucesivos), se asocid con un incremen
to de la concentracién del enzima ATA-oxidasa, dada la naturale
za hemoproteica de este enzima y el hecho de venir atribuyéndo-
sele la misién de reducir la concentracién de auxina hasta nive
les apropiados para que se provoque la abscisién,

Posteriormente pudimos detectar histoquimicamente, la
presencia y acumulacién de este sistema enzimético en la Zona -
de abscisién pediinculo-aceituns.

Estos hechos nas llevaron a centrar nuestra atencién -
en el estudio del sistema enzimltico AIA-oxidasa/peroxidasa pre
sente en el olivo, con objeto de adquirir unos conocimientos més
profundos en la fisiologia de la abscisién. Como los resultados
conseguidos en estos estudios (Vioque et al. 1978 a y 1978 b) -
nos han servido de base para el presente trabajo, recogemos a -
continuacién las congclusiones mds importantes obtenidas:

1) Se ha desarrollado un procedimiento que permite ais
lar y purificar parcialmente el sistema enzimético
AlA-oxidasa/peroxidasa a partir de hojas y pedlncu
los de olivo, consistente esqueméticamente en una
trituracién del material vegetal con tampén, preci
pitacién de las proteinas con acetona fria y un -
tratamiento postefior del precipitado con polivi-
nilpirrolidona (PvP),

2) El extracto as{ obtenido presenta actividades ATA-

-oxidasa y peroxidasa.
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3) Bl sistema enzimdtico es termolébil, corriendo pa-
ralelos los efectos de la temperatura sobre ambas
actividades enzimAticas.

4) La actividad ATIA-oxidase presenta inhibieiédn por -
exceso de sustrato.

5) E1 pH tiene una clara influencia sobre las activi-
dades ATA-oxidasa y peroxidasa, siendo los valores
6ptimos 5,7 y 6,1, respectivamente.

6) La presencia de los cofactores diclorofenol (DCP)
y Mn++ es indispensable para que se manifieste la
actividad ATA-oxidasa.

El presente trabajo puede dividirse en dos partes. La
primera, en la que se continfa con el estudio de las caracteris
ticas del sistema enzimAtico ATIA-oxidasa/peroxidasa del olivo,
¥ la segunda, que pone de manifiesto la intervencidn de este -
gistema engimAtico en el (Gltimo paso de la biosintesis del eti-

leno.

III. MATERIALES Y MRTODOS
II1.1. Olivos

Se han utilizado olivos de unos 7 afios de la varie—

dad Picual.

I1I.2. Determinaciédn de hierro

Se sigue el método espectrofotométrico de la ortofenan
trolina segln Vioque y Villagrén (1956).

I11.3. Medida de 1a fuerza de ruptura de las aceitunag

Se utilizan dinamémetros apropiados (PEPSOIA), que per

miten fijar las aceitunas, mientras se aplica una fuerza en la -

direccién miema del pedunculo.
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IIT.4. Obtencidon del extracto enzimdtico parcialmente purifica-
do

Se sigue el método descrito por Vioque et al. (1978 a).

III.5. Medida de las actividades AlA-oxidasa y peroxidasa

Se utilizan los métodos descritos por Vioque et al. -
(1978 a).

Como medida de la actividad AIlA-oxidasa se utiliza 1la
velocidad inicial de destruccién del dcido indolacdtico (AIA) -
durante la incubacién de una cantidad conocida del mismo y una
parte alicuota de extracto enzimético. La determinamcidn del AIA
residual se hace con ayuda de la reaccidn colorimétrica de Sal-
kowski, modificada por Gordon y Weber (1951).

El método utilizado para medir la actividad peroxida-
sa estd inspirado en el de Pilet y Lavanchy (1969), en el que se

usa guayacol como reactivo.

ITII.6. Determinacién de proteinas

El contenido proteinico de los extractos enziméticos-
se determina siguiendo el método de Lowry et al. (1951), utili-

zando ovoalbimina como patrén,

I1T.7. Ultrafiltracibn

Se ha utilizado un equipo de ultrafiltracién UF-52 de
Amicén y membranas XM~-100 (retiene moléculas de peso molecular
superior a 100.000), XM-50 (retiene moléculas de peso molecular
por encima de 50,000) y UM-10 (retiene moléculas de peso molecu

lar por encima de 10,000).

IIT.8. Cromatografia de filtrecién por gel

Se han utilizado columnas K 26/40 y K 26/100 de PHAR-

MACIA, Los vollmenes de elucién de las proteinas (Ve) se calcu-
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laron registrando continuamente las absorbancias a 254 nm, y -
la elucidn del sistema enzimético determinando las actividades
ATA-oxidasa y peroxidasa en alicuotas de las fracciones. El vo
lumen vacio de la columna (Vo) se midié calculando el volumen
de elucién de una muestra de Azul Dextrano 2000 y el volumen to
tal de la columna (Vt) se determind calibrendo la columna vacia

con agua destilada.

111.9., Electroforesis

Hemos operado con léminas de gel de poliacrilamida -
(PAA), técnica horizontal, en accesorio FBE 3000 de PHARMACIA,
con platina refrigerada con agua corriente. El gel tiene la -
composicién T = 5 %, C = 2,5 %, recomendada por Jeppsson et al.
(1978) y un gradiente de pH de 3 a 10, conseguido por incorpo-
racién de anfolito LKB o PHARMACIA.

Las condiciones de trabajo sont

Preenfoque: 200 voltios, 1 hora.

A continuacidn de llevan las muestras,

Enfoque: 1¢ fase, 200 voltios, 2 horas.
28 fase, 400 voltios, 1 hora 30 minutos aprox.,
(el final se establece cuando dos muestras de ci-
tocromo C colocadas a cada extremo del gel coin-
ciden).

Para medir el pH a lo largo de la lémina de gel, he
mos utilizado un microelectrodo Ingold, realizando medidas ca-
da cm.

El revelado de las bandas enziméticas se hace por -
sus actividades peroxidasa y ALA-oxidasa. La actividad peroxi-
dasa se pone de manifiesto usando el reactivo recomendado por

Schrauwen (1966), que contiene una mezcla de bencidina y gua-
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yacol, La actividad ATA-oxidasa se revela con el reactivo reco-
mendado por Hoyle (1977), que utiliza la propiedad del azul sb-
lido BB (Past Blue ﬁB, FBBB) de reaccionar con los productos de
la oxidacibdn del AIA por el enzima, en un medio apropiado, en

presencia de Mn*+ y DCP,

Hemos operado con ldminas de geles prefabricadas, de
PHARMACIA, del tipo 4/30, es decir, que se comienza el proceso
en una zona de gel con un 4 % de poliacrilaemida y se termina -
con un 30 %.

Como proteinas patrones hemos utilizedo las coleoccip
nes suministradas por PHARMACIA y se opera con tampén tris-bé-
rico-EDTA, pH 8,3-8,4, recomendado por PHARMACIA,

Las condiciones de trabajo fueron:

Bquilibrio (sin muestras): 70 voltios, 20 minutos.

Preelectroforesis: 70 voltios, 20 minutos.

Electroforesis:t 150 voltios, 15 horas.

Las proteinas se revelaron fijando con 4cido sulfosa
lieflico al 10 % durante 30 minutos, tifiendo con coomassie G
250 al 0,02 % en 4cido acético al 7 % durante la noche y desti
filendo con el mismo Acido acético al 7 %. La actividad peroxida

sa se revela como se ha indicado antes (Schrauwen, 1966).

ITI.10. Incubacibédn del Acido 1-aminociclopropano—1-carboxilico

con extracto enzimético

En un vial de 15 ml se colocan 50 ul de ACC 1 M 6§ -
100 mM, 200 ml de fosfato de piridoxal 10 mM y se completa has
ta 1 ml con tampbdn fosfato 0,02 M pH 5,7. Se agita durante 10

minutos a 309C. Se efiaden 0,5 ml de DCP 3 mM, 0,5 ml de Ma'"
3 mM, 1 ml de ATA 1 mM, uns alicuota de extracto enzimético
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y se completa hasta un volumen de 5 ml., Se cierra herméticamen-
te y se incuba a 302C en la oscuridad. Se toman muegstras de 1 ml
del espacio de cabeza con jeringa, periddicamente o a un tiempo
determinado que se inyectan directamente en el cromatégrafo pa-
ra determinar etileno. Se desprecia el etileno disuelto en la -

fage liquida,

1II.11, Incubacidn del Acido l1-aminociclopropano-i-carboxilico

con discos de hojas de olivo

En un vial de 15 ml se coloca 1 ml de ACC 1 mM junto
con tres discos de hojas (diez mm @) y se cierra herméticamente.
Se incuba a 30¢9C, en la oscuridad y se toman muestras para de-—

terminar etileno seghn se ha indicado en el apartado anterior.

1I11.12, Determinacibédn del etileno

Cromatbgrafo gaseoso con FID, columna de vidrio de -
3mX 3 m @ interno, Chromasorb 102, temperatura del horno --
402C, gas portador helio., Tiempo de retencibn del etileno 2 mi
nutos.

Se construye una curva de calibrado partiendo de la
mezcla azethyl de la Sociedad Espafiola del Oxigeno (aproxima-

damente 5 % de etileno en nitrégeno).

1V. RESULTADOS Y DISCUSION
1V.1. Propiedades del sistema enzimético AT A-oxidasa/peroxidasa

de hojas de olivo

1v.1.,1, Influencia de la concentracibdn de sustrato en la acti-

vidad peroxidasa
La misma cantidad de extracto enzimdtico se incuba -
con cantidades crecientes de H 02 entre 0,08 y 4,80 mM, y se -

2
determinan las velocidades iniciales, obteniéndose de la repre
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sentaciédn de Lineweaver-Burk unos valores de V = 0,24 AA/mi

una Km para el H202 de 0,88 mM, (Figura 3).

<[~

Peroxidasa (AA~lmin)

N
v
v v T T T T T T T v T T T T

- cemM 5 10
Km
1

[H,0,)

mM ]

Figura 3: Influencia de la concentracién de H202 en

la actividad peroxidasa.
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IV.1.2, Inhibidores

La supuesta presencia de un grupo hemo en el coenzima
de este sistema enzimftico, nos llevd a estudiar los efectos de
algunos inhibidores de hemoproteinas tales como el cianuro, azi
da y EDTA, Se han estudiado los tipos y constantes de inhibi-
cién en ambas actividades enzimAticas. En este estudio se han -
empleado, indistintamente, las representaciones de Lineweaver-—
-Burk, que relaciona inversos de velocidades iniciales con in-
versos de concentraciones de sustrato, sin inhibidor y & una -
concentracién determinada del mismo; y la de Dixon, que rela—-
ciona inversos de velocidades iniciales con concentraciones de
inhibidor, a dos concentraciones determinadas de sustrato. En -
algunos casos se han utilizado las dos representaciones, obte——

niéndose constantes de inhibicién similares. La Tabla I resume

TABLA I

TIPOS Y CONSTANTES DE INHIBEICION ENCONTRADOS PARA EL CIANURO,
AZIDA Y EDTA EN LAS ACTIVIDADES ATA-OXIDASA Y PEROXIDASA

1 NHI BL DOR ATA-OXIDASA ACTIVIDAD  pppoxTDASA

No-competitiva Competitiva
Cianuro

K = 3,92.100n K= 7,3.107°K

Competitiva Competitiva
Azida

K= 1,06.1073 K= 4,13,107 3

Competitiva Competitiva
EDTA

4

= 1,44,10"

M K= 2,26.10~6y



25

los tipos y constantes de inhibicidn encontrados en cada caso.
Puede concluirse que el sistema enzimAtico ATA-oxidasa/peroxida
sa de hojas de olivo presenta una marcada sensibilidad al cianu

ro, azida y EDTA tipicos inhibidores de hemoproteinas,

Por otra parte, hemos estudiado tambibn, el efecto de
la acriflavina, un potente inhibidor especifico de flavoprotei-
nas (Hellerman et al., 1946; Murphy y O'hBocha, 1973 a, b y ¢),
en el sistema enzimAtico ATA-oxidasa/peroxidasa, ante la posibi
1idad de la presencia de un grupo prostético flavina, como tie-
nen algunass peroxidasas de bacterias (Dolin, 1957).

En la actividad peroxidasa, la acriflavina 0,8 M, -
produce un 40 % de inhibicibn. En la actividad ATA-oxidasa, la
acriflavina § pM, no sbélo no ejercid inhibicién alguna, sino -
que la cantidad de ATA destruido, se incrementd ostensiblemen-
te, Posteriormente, pudimos comprobar, como a la luz la acri-—-
flavina incrementa la velocidad de destruccidn del AIA y, tam-
bién, que la acriflavina sola es capaz de destruir el AIA, (E;
gura 4). La cantidad de ATA destruido durante la incubacidn en
presencia de enzima + acriflavina es, aproximadamente, la suma
del destruido por el enzima mAs el destruido por la acriflavina.
En la oscuridad, la acriflavina no actfa,

En otros ensayos pudimos comprobar que la acriflavina
necesita, también, para destruir el ATA, la presencia en el me
dio de incubacibén de los cofactores DCP y Mn**.

Para asegurarnos de que la acriflavina destruye real
mente al ATA, hemos seguido espectrofotométricamente, por absor
cibén en el ultravioleta, el proceso. Los espectros de absorcibdn
correspondi entes 2l ensayo AIA 4 acriflavina son idénticos a --
los del ensayo AIA 4+ extracto enzimitico de hojas.

En su conjunto, el comportamiento de la acriflavina -
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Figura 4: Efecto de la acriflavina a la luz, sobre la
actividad AIA-oxidasa.
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es anilogo al encontrado por Galston (1948), y Galston y Baker
(1949), para la riboflavina, capaz de oxidar al AIA bajo acciébn
de la luz, pero no en la oscuridad, siendo también la reaccidn
de primer orden, con una constante de velocidad, precisamente -
del mismo orden de magnitud que la encontrada por nosotros para

la acriflavina.

Se ha filtrado un extracto enzimético a través de las
membranas XM-100, XM-50 y UM~-10, siguiendo a Hoyle (1972}, obte
niéndose cuatro fracciones, cuyas actividades especificas ATA-

-oxidasa y peroxidasa se recogen en la Tabla II, Las fracciones

TABLA IT

ACTIVIDADES ATA-OXIDASA Y PEROXIDASA DE LAS FRACCIONES OBTENI-
DAS POR ULTRAFILTRACION DE UN EXTRACTO ENZIMATICO DE HOJAS DB
OLIVO

ACTIVIDADES ESPECIFICAS

FRACCION PESO MOLECULAR ATA-OXIDASA PEROXIDASA
OF 1 inferior a 10,000 - -

UF 2 10,000 a 50,000 - 57+9

OF 3 50. 000 a 100,000 1,36 444,7

UF 4 superior a 100.000 0,37 122,8

UF 3 y UF 4 presentan ambas actividades enziméhticas, siendo las
actividades especificas de la fraccién UF 3, 3,6 veces superio-
res a las de la fraccién UF 4, Estos datos parecen indicar que

ambas actividades son desarrolladas por el mismo enzimsa.
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IVv.1.4.1, Estudio de las actividades enzimdticas,

Con el fin de obtener una mayor informacidén sobre las
dos actividades exhibidas por el sistema enzimftico se han rea-
lizado ensayos de filtracién en gel de Sephadex. Se ha utiliza-
do una columna de 33 X 2,6 cm de Sephadex G-100, equilibrada -~
con tampén fosfato 0,02 M pH 6,1, por la que se pasaron volime-
nes de 1 ml de extracto enzimético, eluyéndose con el mismo tam
pén a una velocidad de flujo de 0,3 a 0,4 ml/min, recogiéndose
fracciones de 2 ml mediante un colector automdtico de fracciones
1KB,

Hemos podido comprobar, como ambas actividades eluyen
juntas, lo que apoya la hipbtesis de que ambas actividades son

desarrolladas por el mismo enzima,

IV.1.4.2. Determinacidén del peso molecular.

Se ha determinado el peso molecular del sistema enzi-
mético por filtracién a través de una columna calibrada de Se--—
phadex G-200 superfino de 91,1 X 2,6 cm, segln Andrews (1964).
Las proteinas patrones se filtraron en dos recorridos disueltas
en 4 ml, con una concentracién de 5 mg/ml, de cada proteina, es
tableciéndose la siguiente relacidn:

Kav= - 0,517 log Pm + 2,917

Se aplicaron a la columna 4 ml de una preparacidén en-
zimAtica, que se eluyeron a una velocidad de 1,5 a 1,8 ml/hora,
recogiéndose fracciones de 2 ml, y se determind el volumen de
elucién del sistema enzimAtico. De la Figura 5, se obtiene pa-
ra el sistema enzimético un peso molecular de 54.100 Daltons.
Tanto en este ensayo, como en los anteriores, se aprecian tam-

bién picos con actividad mucho menores, en vol(menes de elu——



29

Kav
1.0 o
0 n
g8 ‘o 2
== o = wn £
y R c Q o >
37 £8 s Z ~
< g u o = 0 o
S a R x o
4 L= _B_N - o4 EE
[°4 P [
EE g a S ©
(] .J\_/ E8 ~— U'lE
1 o S @9 @
LY o v =
B E ® o
o %
a o
< £
< ‘3
0.5+ z 5
S —_
o 2 =)
w X o
g ]
5T a9
[32]
EE S~
] 2 N
- E
o a
Q ~—
00 —— : r T I T : T T I . T T —
40 45 5.0

log Pm
Figura 5: Peso molecular del sistema AT A-oxidasa/peroxidasa de
hojas de olivo.
cién a los que les corresponden pesos moleculares de 34,500 y
70.500 Daltons.,

IV.1.5.1. Isoelectroenfoque

Hemos sometido a IEF un extracto enzimAtico y las frac
ciones con pesos moleculares de 10,000 a 100.000 y superior a -
100.000, obtenidas de é1 por ultrafiltracidn, revelando las ban

das por su actividad peroxidasa,
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La fraccién de Pm entre 10.000 y 100.000 se comporta
electroforéticamente como més pura, originando bandas nitidas
y bien definidas correspondientes a isoenzimas con pl entre 4
¥y 7. La fraccidén con Pm superior a 100,000 no tiene un compor
tamiento electroforético correcto, gquedando junto al lugar de
aplicacibén de la muestra una gran cantidad de restos con acti
vidad peroxidasa, que no llegan a formar bandas nitidas, pero
que gi emigran ligeramente hacia el 4nodo. Este comportamiento
coincide con la idea de que el sistema enzimdtico se encuentra
ligado a restos celulares. En el extrado original llegan a disg
tinguirse las mismas bandas que en las dos fracciones, aungue
debido a la menor concentracidn no alcanzan a verse todas las
bandas.

También hemos revelado las bandas por su actividad
ATA-oxidasa, comportdndose andlogamente a como lo hacen frente

al reactivo de peroxidasas.

IV.1.5.2. Electroforesis en gel con gradiente de concentracibn
de poliacrilamida,

Se someten a este proceso electroforético las protei
nas patrones y la fraccidn de peso molecular entre 10.000 y -
100,000, aplicando 150 voltios durante 32 horas, para asegurar
nos de que las bandas han alcanzado el "limite de poro”. En es
te caso hemos utilizado la reaccibén de las peroxidasas por su
mayor sensibilidad. Las proteinas patrones que se llevan simul
tdneamente en el gel se revelan con Coomassie, cortando el gel
previamente al revelado. Operando bajo las condiciones citadas,
pueden verse en esta fracciédn hasta cinco bandas, de las cua-
les dos son mucho més intensas, a las que les corresponden pe
sos moleculares de 10,600 y 56.600, coincidiendo con los mAxi
mos de actividad obtenidos en filtracidn por gel.
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Yegetativo

Cugndo se han diferenciado claramente las aceitunas
en los Arboles (Junio) se ha iniciado un muestreo peribédico, -
cada quince dias aproximadamente, de hojas y pedGnculos, para
determinar sus contenidos en hierro y sus actividades ATA-oxi-
dasa y peroxidasa. Los resultados obtenidos se recogen en la -
Figura 6.

Puede observarse que, al igual que otras veces, el -
contenido en hierro aumenta rdpidamente con el desarrollo del
fruto para hacerlo mids lentamente cuando éste ha alcanzado su
tamafio definitivo, llegando a estabilizarse con la maduracidn
del mismo, También podemo observar que las actividades ATA-oxi
dasa y peroxidasa descienden al principio y aumentan en el al-
timo periodo del desarrollo, cuando el fruto comienza a madurar,
alcanzando sus cotas mds altas cuando del 90 al 100 % de las ~
aceitunas estén moradas y va a comenzar, incluso, la abscisién
esponténea de las mismas. Este aumento de la actividad enzimé-
tica con la maduracidn era de esperar y ha sido observado por

Frenkel (1972) en peras, tomates y ardndanos.

IV.2, Sistema AIA-oxidasa/peroxidasa y biosintesis del etileno

El descubrimiento en 1979 del 4cido 1-aminociclopro-
pano-l1-carboxilico (ACC) como inmediato precursor del etileno,
la hipbtesis de Adams y Yang haciendo intervenir el H202 forma
da previamente por una oxidasa 'en la ruptura del anillo de ci-
clopropano previa a la liberacién del etileno, asi como el -
que las caracteristicas y propiedades fundamentales atribui-—

das al enzima presumiblemente activo en el paso ACC —> etileno,
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estudiadas muy recientemente, correspondan a las encontradas
por nosotros para el sistema enzimético ATA-oxidasa/peroxida-
sa, nos hicieron suponer que este sistema enzimAtico fuese el
que actuase "in vivo" en el paso ACC —> etileno.

EIb nos movid a realizar las experiencias "in vitro"
e "in situ" que se recogen & continuacidn, con objeto de que

pudieran servir de apoyo a esta hipdtesis.

La Tabla III recoge los resultados de una experien-
cia que pone de manifiesto la necesidad del fosfato de pirido
xal para que el sistema enzimftico AlA-oxidasa/peroxidasa de
hojas de olivo libere etileno a partir del ACC,

En efecto, cuando se ponen a incubar discos de hojas
de olivo con ACC (1mM), se produce una cantidad apreciable de
etileno. En cambio, cuando un extracto enzimftico de hojas de
olivo se inguba con ACC, incluso diez veces més concentrado,

10 oM, en las condiciones dptimas encontradas por nosotros pa
ra desarrollar su actividad ATA-oxidasa, =6lo se libera etile
no en una proporcidn muy pequefia.

Egte comportamiento, junto con el hecho ya citado,
de la intervencidén del fosfato de piridoxal en el paso =——-—-
SAM ——> ACC (Adams y Yang, 1979 y Lussen et al., 1979), —-
permaneciendo la base de Schiff formada, en la interpretaoién
de Lurssen et al., hasta la posterior descomposicidn del ACC,
as{ como, el que el método descrito por Boller et sl. (1979),
para determinar ACC en extractos vegetales por una via quimica,
tiene como primer paso la unién del ACC al fesfato de piridoxal,

nos hicieron suponer que tal vez fuera necesaria la interven--—
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TABLA ITTITZI

NECESIDAD DEL FOSFATO DE PIRIDOXAL EN LA FORMACION DE ETILE-
NO A PARTIR DEL ACC POR EL SISTEMA ENZIMATICO ATA-OXIDASA/PE-
ROXIDASA DE HOJAS DE OLIVO

nmoles etileno/g peso

INCUBACION fresco o mg proteina
Discos de hojas (x) 77357
Extracto enzimltico (xx) 42,4

Bxtracto enzimdtico 4 fosf. pirid. (0,4 mM)(xx) B45,8

Condiciones de incubacién:
(x) acC (1mM), 3 discos de hojas de olivo (10mm @, 60 mg), vo

lumen total de incubacidn 1 ml; 302C, oscurided, 24 horas.

(xx) ACC (10 mM), ATA (0,2 mM), DCP (0,3 mM), Mn™* (0,3 mM),
tampén fosfato (0,02 M, pH 5,7) y extracto enzimltico -
(96,7/ug proteina), volumen total de incubacién 5 ml;
30eC, oscuridad, 24 horas.

cibn del fosfato d- piridoxal para que el sistema enzimdtico
ATA-oxidasa pudiese actuar sobre el ACC y generar etileno,

En la citada Tabla, puede observarse, como la adi-
cibn de fosfato de piridoxal al medio de incubacidn, aumenta
en 20 veces la producciédn de etileno.

Una vez demostrada la necesidad del fosfato de piri
doxal, hemos estudiado la influencia de la concentracién del
mismo en la velocidad de formacidn de etileno. La Figura 7 -
que representa los resultados obtenidos muestra que la con=
centracidn Optima de fosfato de piridoxal es 0,30 mM,

Por otra parte, hemos estudiado también los posi-~

bles efectos de la presencia del coenzima A, solo o Jjunto —-
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nmoles etileno / hora

[FOSFATO DE PIiRIDOXAL] mM

Figura 7: Influencia de la concentracién de fosfato de
piridoxal en la velocidad de formacibn de --
etileno a partir del ACC por el extracto en-
zimdtico de hojas de olivo.
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con el foasfato de piridoxal, ante la sugerencia de su inter-~
vencién en la ruta biosintética del etileno por Lurssen et al.
(1979), pero no hemos observado influencia alguna.

La Tabla IV recoge una serie de experimentos que po-
nen de manifiesto la intervencién del sistema enzimdtico en la
liberacidn de etileno a partir del ACC.

En la Tabla IV (exp. n® 3 y 4) puede verse, la forma
cién de cierta cantidad detectable de etileno, estando ausen——
tes en la mezcla de incubacidn el extracto enzimdtico o el ATA.
Este hecho lo explicamos por la posible formacién, al estar —-
presentes los iones Mn4+, de un complejo aminodcido-metal-fos-
fato de piridoxal del tipo descrito por Metzler et al. (1954),
que 8 su vez podria generar etileno por via no bioquimica, Efec
tivamente, omitiendo simultdneasmente los iones Mn4+ en la mez-
cla de incubacifn no se detecta formacidn alguna de etileno --
(tabla IV, exp. n2? 5 y 6).

Por otra parte, la omisién en la mezcla de reaccibdn
de uno cualquiera de los cofactores cldsicos, DCP o Mn+*, ne—
cesaric para el desarrollo de la actividad AIA-oxidasa, anula
précticamente la formaciédn de etileno (tabla IV, exp. n® 7 y
8).

Los ensayos en atmdésfera de nitrbgeno o con extrac-
to hervido (tabla IV, exp. 9 y 10), muesiran una vez més, que
se trata de un proceso aerobio y que el sistema enzimitico es
termolédbil,

Un hecho plenamente confirmado y recogido en la bi-
bliografia es el incremento de la produccién de etileno por -
tejidos vegetales cuando estos se someten a tratamientos con
ATA. Esta produccién de etileno, inducida por el AIA, respon

de positivamente & las concentraciones crecientes de AIA, --
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T ABLA IV

FORMACION DE ETILENO A PARTIR DEL ACC POR EL SISTEMA ENZIMATI-
CO AIA-OXIDASA/PEROXIDASA DE HOJAS DE OLIVO

nmoles etileno/

Exp., n? MEZCLA DE INCUBACION mg proteina
1 Completa 845,8
2 Sin ACC 0,0
3 Sin extracto enzimético 24,5
4 Sin AIA 18,5
5 Sin extracto enzim, y Mn+* 0,0
6 Sin ATA y un*? 0,0
7 Sin DCP 9,8
8 Sin Mn+* 4,2
9 En atmésfera de nitrégeno T46

10 Extracto enzimdtico hervido 36,47

Condiciones de incubacién:

ACC (10 mM), fosfato de piridoxal (0,4 mM), ATA (0,2 mM), DCP
(0,3 mM), Mn** (0,3 mM), tempén fosfato (0,02 M, pH 5,7) y --
extracto enzimdtico (96,7 mg proteinas), volumen total de in-
cubacién 5 ml; 30°C, oscuridad, 24 horas.

hagta ciertos valores de &stas, a partir de los cuales la pro-
duccibn disminuye (Lieberman, 1979). Este fenémeno, junto con
el hecho puesto de manifiesto por nosotros y otros autores de
presentar el sistema ATA-oxidasa inhibicidén por exceso de sus
trato, nos llevé a estudier la influencia de la concentracién

de AIA sobre la velocidad de formacién de etileno a partir del
ACC,
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Cusndo se incuba ACC con extracto enzimético de ho-
jas de o0livo segOn se indica en Materimles y Métodos (apart.
III.11.), con concentraciones crecientes de AIA, entre 0,025
y 1,2 mM, la velocidad de formacién de etileno aumenta con -
las concentraciones crecientes de AIA hasta 0,4 mM, a partir
de aquf la produccidédn de etileno disminuye. La Figura 8 reco

&e los resultados obtenidos.

nmoles etilenoc/hora

o 0.5 Y
[AIA] mM

Figura 8: Influencia de la concentracidn de AIA en la
velocidad de formacidén de etileno a partir
de ACC por el extracto enzimético de hojas

de olivo.
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La Tabla V recoge los efectos de diversos inhibidores
tipicos del sistema ATA-oxidasa, en la formacién de etileno a -
partir del ACC, Se incuba ACC con extracto enzimdtico segin se
indica en Materiales y Métodos (apart., III. 11,) con distintas
cantidades de los inhibidores indicados. La velocidad de forma
cidn de etileno en presencia de los inhibidores se representa
frente a las concentraciones de inhibidor, deduciéndose grafi-
camente de estas representaciones las concentraciones de cada
inhibidor que producen el 50 % de inhibicibn,

TABLA V
INHIRIDORES DE LA PRODUCCION DE ETILENO A PARTIR DEL ACC "in vi

tro®
Concentracién que produ-
INHIBIDOR Mergen de concentracién ce el 50 % de inhibicién
00012 1 M - 50 uM 37 M
KCK 10 M - 2 M 212 M
NaN3 Oy mM - 7 mM 59 mM
EDTA 50 M -250 AM 32 M
Catalasa 5 mg - 20 ug 4,9 pg

Condiciones de incubacidn:

ACC (1 mM), fosfato de piridoxal (0,3 mM), ATIA (0,2 mM), DCP —-
(0,3 m), Ma*t (043 mM), tempbén fosfato (0,02 M, pH 5,7), extrac
to enzimAtico (57,1 ug proteinas) e inhibidor, volumen total de
incubaciédn 1 ml; 302C, oscuridad, medidas periéddicas.

La Tabla VI muestra como discos de hojas de olivo, in-
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cubados con ACC 1 mM, liberan hasta 160 veces mAs etileno que -
con agua sola (ACC endégeno), mientras que segmentos de pedimncu
los y rodajas de aceitunas (de frutos pequefios, inmaduros) libe
ran menos etileno,

También recoge la Tabla VI el efecto que, sobre la li-

beracién de etileno, tienen la ausencia de oxigeno y la inmersién,

TABLA VI

FORMACION DE ETILENO A PARTIR DEL ACC POR TEJIDOS DE OLIVO

nmoles etileno/

MUESTRA
& peso fresco
Discos de hojas + ACC TT3:7
Discos de hojas sin ACC exbdgeno 4,7
Discos de hojas + ACC en atmbsfera de nitrébgeno 0,0
Discos de hojas hervidos 4 ACC 0,0
Segmentos de pedfnculos + ACC 7355
Rodajas de aceitunas 4 ACC ’ 646

Condiciones de incubacibn:

ACC (1mM), volumen total de incubacién 1 ml; 302C, oscuridad,

24 horas. Se han utilizado 3 discos de 10 mm @ (aprox. 60 mg),
segmentos de pedfinculos (aprox. 60 mg) o rodajas de aceitunas

(aprox. 60 mg).

durante dos minutos, de los discos de hoja en agua hirviendo.

Se confirma, una vez més, como el paso ACC ———) etileno re-

quiere oxigeno y como interviene un sistema enzimdtico termo-
14bil,
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Los discos de hojas de olivo, triturados con agua o
un tampén apropiado, pierden su capacidad para liberar etileno
a partir del ACC, al iguml que encuentran Liurssen et al., (1979).
en otros tejidos vegetales. Este fendmeno fue interpretado por
estos autores como prueba de que era neceseria la estructura or
ganizada, intacta, de los tejidos para la reaccidén de la libere
cién de etileno. Nuestras experiencias con extractos parcialmen
te purificados de hojas de olivo ponen claramente de manifiesto
que no es correcta esa interpretacién, Nosotros pensamos que, -
al destruirse las estructuras celulares se ponen en libertad -~
sustancias, especialmente polifenoles, que inhiben la actividad
enzimdtica ATA-oxidasa, y consecuentemente, cesa la formacidn -
de etileno., Esta misma interpretacidén fue dada por Ku, Yang y -
Pratt (1969), estudiando la formaciédn de etileno a partir de —-

KMB, por incubacibén con extractos crudos de tomate,

La Tabla VII recoge la accibdn "in situ" de los mismos
inhibidores estudiados anteriormente en los ensayos con extrac-~
tos enzimhticos de hojas de olivo. En este ensayo los inhibido-
res se han estudiado a una concentracién fija (10‘pM, catalasa
5 ug)y y se ha llevado a la Tabla la inhibicién en %. Puede ob-
servarse que también se encuentra inhibicién en los ensayos rea
lizados "in situ" por los mismos inhibidores estudiados "in vi-

tro".

Los resultados recogidos en los apartados IV.2.1. y
IV.2.2., ponen de manifiesto que el sistema AlA-oxidasa, aisla-
do de hojas de olivo y convenientemente purificado, en presen—-—
cla de su sustrato, AIA, y de los cofactores, DCP y Mn**, es ca
paz de liberar etileno a partir del ACC, en presencia de fosfa-

to de piridoxal.
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TABLA VII

INHIBIDORES DE LA PRODUCCION DE ETILENO A PARTIR DEL ACC POR
DI sCOS DE HOJAS DE OLIVO

INHIBIDOR % inhibicién
CoCl2 40
ECN 21
NaN, 42
EDTA 23
Catalasa 44

Condiciones de incubacién:
ACC (1 mM), 3 discos de hojas de olivo (10 mm &, 60 mg) e inhi-
bidor (10 uM; catalasa 5 ug), volumen total de incubacién 1 ml;
30¢C, ocuridad, medidas peribdicas.,

las caracteristicas y propiedades fundamentales de es-—
te gistema, estudiados por nosotros, corresponden a las atribui-
das recientemente (Adams y Yang, 1979; Lurssen et al., 1979; y ——
Konze y Kende, 1979 a) al enzima presumiblemente activo en el &l
timo paso de la biosintesis del etileno (ACC ——> etileno).

Igualmente, el paralelismo existente entre las inhibi-
ciones encontradas al estudiar la destruccibén del ATA por el sis
tema ATA-oxidasa del olivo, las encontradas, y recogidas aqui —--
(Tabla V), en las experiencias "in vitro" de formacibn de etile-
no por accién de la ATA-oxidasa del olivo sobre el ACC y las, —-
asimismo, puestas de manifiesto en los ensayos "in situ" con dis

cos de hojas y ACC (Tabla VII), apuntan a que este sistema enzi-
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mAtico sea el que actlie "in vivo" en la (ltima fase de la ru-
ta biosintética del etileno.

Congideramos muy interesante el papel desempefiado por
el fosfato de piridoxal, incrementando la liberacibn de etileno
(unas veinte veces). En primer lugar, es una confirmaciédn de la
hipbétesis, ampliamente sostenida por diversos autores de ser ne
cesaria su intervencidén en el paso SAM ———> ACC, para explicar
la inhibicién producida por la aminoetoxivinilglicina (AVG), ti
pica de reacciones en que toma parte el fosfato de piridoxal, -
¥» especialmente, un apoyo al esquema de Lirssen et al. (1979).
quienes suponen que el fosfato de piridoxal permanece unido, co
mo base de Schiff, al ACC hasta su degradacidn a etileno.

En nuestras experiencias, siguiendo a Boller et al.
(1979), hemos hecho reaccionar previemente el ACC con el fosfa-
to de piridoxal, antes de su incubacibn con el sistema enzimi-
tico. También hemos investigado la marcha de la liberacibn de
etileno, agregando simulténeamente el fosfato de piridoxal y el
extracto enzimAtico, observando que, en este caso, la velocidad
inicial de formacién de etileno es mucho més lenta, si bien, al
cabo de 24 h, las cantidades de etileno formadas son, practica-~
mente iguales.

Sobre el posible mecanismo de la reaccibén que rompien
do el anillo de ciclopropano, pone en libertad al etileno, arro
Ja luz la inhibicién por la catalasa, que hemos encontrado tan-
to en los ensayos "in vitro" con extracto enzimdtico, como "in
gltu" con discos de hojas. Este comportamiento de la catalasa
apunta a favor de la hipbétesis expuesta por Adams y Yang (1979),
que hace intervenir el agua oxigenada, formada previamente por
una oxidasa, en la ruptura del anillo de ciclopropano en pre-

gencia de una peroxidasa. No cabe duda de que, precisamente, -

el sistema ATA-oxidasa ha mostrado siempre, ante la perplsjidad
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de los investigadores que dq &1 se han ocupado (Hoyle, 1972),
esta dualidad de funciones oxidativa y peroxidativa.

S5in embargo, nosotros nos inclinamos por la interven
cibn, no del agua oxigenada, sino de algin radical peroxidico,
anflogo a los descritos por Fox et al. (1975), en la degrada-
cibén oxidativa del AIA por la peroxidasa del rabano (HRP), y
a los que también hacen intervenir Mapson y Wardale (1972), in
terpretando los resultados de sus investigaciones sobre el pa-
pel del ATA en la formacidén de etileno a partir de KMB, por pe
roxidasa de rdbano (HRP).

La intervencién del sistema ATA-oxidasa y su sustra-
to, ATA, en este paso de la biosintesis del etileno, explica--
ria, también, el fenbémeno plenamente confirmado de un incremen
to en la produccidn de etileno por tejidos vegetales, cuando -
se someten a tratamiento con AIA, Esta produccibdn de etileno,
inducida por el ATA, responde positivamente a las concentracig
nes crecientes de ATA, hasta ciertos valores de éstas, a par-
tir de los cuales la produccibén disminuye, (Lieberman, 1979).
Nosotros hemos visto como e ATA produce este efecto en la libe
racién de etileno a partir del ACC por el extracto enzimético
de hojas de o0livo., Este comportamiento se corresponde con el -~
hecho, puesto de manifiesto por nosotros y otros autores (Zmrhal
y MachAckovd, 1979), de presentar el sistema AlA-oxidasa inhi-
bicién por exceso de sustrato. Este punto de vista no coincide
con el expuesto por Yu y Yang (1979), quienes opinan que el -
ATA ejerce su efecto estimulante sobre la produccidén de etile
no al inducir la sintesis del enzima responsable de la conver-

sién de SAM en ACC,
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Para comprobar la rdpida formacién de etileno a par-
tir del ACC que es de esperar por ser éste su inmediato Precur
sor en su ruta biosintética, se planted la experiencia que a -
continuscidén se describe.

Se separaron cuatro ramas parecidas, con unas 14 acei
tunas, del mismo olivo. Las aceitunas estaban terminando su de
sarrollo, pero lejos aun de comenzar su maduracidn, Dos de ellas
fueron pulverizadas con 5 ml de disoluciones al 0,04 % de Tri-
ton X-100 (agente humectante), una de las cuales contenia ACC
10 mM (1mg/ml), ajustadas a pH 5,7. Estas dos ramas pulveriza-
das, junto con una tercera sin tratar, fueron introducidas en
sendas botellas de cristal, de 2 litros de capacidad, con unos
50 ml1 de agua en el fondo donde se sumergian sws extremos infe-
riores. Las botellas se cerraron herméticamente con doble papel
parafinado y se colocaron en cédmara oscura a 302C, En la cuarta
rama se determinaron las fuerzas de ruptura de los pedl(nculos
de aceituna.

A las veinticuatro horas del tratamiento, se tomaron
muestras de 1 ml del aire contenido en las botellas y se inyec
taron en la columna del cromatdgrafo de gas, El aire que rodea
ba a la rama tratada con ACC, de la que se habia desprendido -~
de forma natural una aceituna, contenia etileno mientras que -
las otras dos ramas no habian producido liberacidén alguna de -
este gas. Se taparon nuevamente los botes y se llevaron a la -
cémara oscura,

A las cuarenta y ocho horas de las pulverizaciones -

se volvieron a repetir las medidas de etileno liberado (de la
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rama tratada con ACC habia ya cuatro acei tunas caidas) que re-
produjeron los resultados del dia anterior: liberacidon de eti-
leno por la rama pulverizada con ACC y no liberacibén por parte
de las otras dos ramas,

Una vez hechas estas medidas, se extrajeron las ramas
de las botellas y se sacudieron ligeramente. Después se sacudie
ron mis fuertemente y, por Gltimo, con el dinamémetro se midié
las fuerzas de ruptura de los ped(inculos de las aceitunas aun -
retenidas (F.R.).

De las 14 aceitunas que, originalmente tenia la rama
tratada con ACC, 4 de ellas habian caido de forma natural en -
las 48 horas de permanencia en la cdmara oscura, 9 cayeron al -
sacar la rama o al sacudirla muy ligeramente y s8lo una de ellas
necesitd una traeccién de 80 gramos con el dinambébmetro. Al sacu-
dir la rama se cayeron dos hojas.

De las otras dos ramas no se cayd ninguna aceituna ni
con fuertes sacudidas, teniendo que recurrir al arranque con el
dinamémetro; de la mojada con Tritén se desprendieron dos hojas.
En la Tabla VIII se recogen las F.R., medias de los tratamientos
¥y la significacién de sus diferencias.

No cabe duda de que la experiencia ha sido francamen-
te interesante y prometedora, ya que, ademds de poner de mani--
fiesto la formacibn de etileno por la planta a partir del ACC -
exbgeno, ha mostrado que, sin producirse defoliacién, las acei-
tunas pueden desprenderse con facilidad a las 48 horas del tra-

tamiento.
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TABLA VITII

EFECTOS DEL ACC SOBRE LAS FUERZAS NECESARIAS PARA SEPARAR EL -
FRUTO

Muestra Fuerzas ruptura (g)
Rama inicial 269,3 a(x) A(xx)
Rama sin tratar 237,9 a AB
Rama con tritén 187,1 a B
Rama con tritén y con ACC 5,7 b C

(x) Los nlmeros seguidos por diferentes letras minfisculas eon

significativamente diferentes al nivel del 1 % ( prueba de t).

(xx) Los nlmeros seguidos por diferentes letras may(isculas son
significativamente diferentes al nivel del 5 % (prueba de t).
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V. CONCLUSIONES

1. Se han estudiado algunas caracteristicas importantes del -~
sistema enzimético AlA-oxidasa/peroxidasa de hojas de oli-
vo. Merecen destacarse:

a) Dualidad de funciones enzimdticas AlA-oxidasa y peroxi-
dasa, incluso a nivel de isoenzimas,

b) Inhibicibén de ambas actividades enzimAticas por cianuro,
azida y EDTA, lo que parece confirmar la presencia de -
hierro en el sistema enzimitico.

¢) la acriflavina, no sb6lo no ejerce inhibicidn de la acti
vidad ATIA-oxidasa, sino que, a la luz, destruye al AIA,
En cambio, si{ inhibe la actividad peroxidasa.

d) En cromastografia de filtracibn por gel, ambas activida-
des eluyen juntas,

e) El sistema enzimdtico estd formado por un componente ma
yor, al que por cromatografia de filtracién por gel 1le
corresponde un peso molecular algo superior a 50,000 -
Daltons,

f) En electroforesis en gel con gradiente de concentracién
de poliacrilamida se obtienen cinco bandas de las cuales
dos son mucho més intensas, a las que les corresponden
pesos moleculares de 56.600 y 70,600 Daltons.

£€) En isoelectroenfoque se obtienen bandas con actividades
enzimdticas correspondientes a isoenzimas con pl entre
4y 7.

2. El sistema enzimético AlA-oxidasa/peroxidasa de hojas de -
olivo, bajo las condiciones 4ptimas para desarrollar su ac
tividad, es capaz de liberar etileno a partir del écido —-
1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), su inmediato pre-

cursor en la ruta biosintética en vegetales superiores, --
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giendo necesaria la presencia del fosfato de piridoxal.
Diversos tejidos del olivo, especialmente discos de hojas,
son capaces de liberar etileno cuando se incuban con disolu
cibdn de ACC.

En ambos ensayos "in vitro" e "in situ", la liberacién de -
etileno es inhibida por los mismos compuestos que impiden -
el desarrollo de las actividades ATA-oxidasa y peroxidasa.
Un tratamiento "in situ" de ramas de olivo con ACC, pone de
manifiesto la liberacidn de etileno a partir del aminodcido,
Después de 48 horas del tratamiento, las aceitunas caen es-
ponténeamente o se desprenden con facilidad, sin producirse
defoliacién,

Se emite la hipbétesis de que el sistema enzimético ATA-oxida
sa/peroxidasa sea activo "in vivo" en el (ltimo paso de la -
ruta biosintética del etileno en los vegetales superiores:
ACC ——— etileno. Esta hipdétesis explicaria la presencia -
del sistema enzimAtico en la zona de abscisidn, su dumlidad
de funciones, el aumento de su concentracién con la madura-
e¢ién y la induccidn de la formacidn de etileno en tejidos ve

getales por el ATIA,
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