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I. INTRODUCCIÓN 

La gran importancia econ6mica que el olivar tiene en 

nuestro país, no necesita comentarios. Uno de los problemas más 

graves que tiene planteado actualmente, sin duda, ea el de la -

recolecci6n de sus frutos. Loe procedimientos clásicos, que ha­

cen uso de una gran cantidad de mano de obra, son cada día más 

inviables, por antiecon6micoe. 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 está aun 

sin resolver, limitándose los ensayos, totalmente empíricos, a 

tratamientos de los árboles con diversas sustancias, con el -­

fin de provocar la caida de los frutos, sin afectar pernicioe~ 

mente al resto del árbol y, por ende, a sus posteriores cose-­

chas. 

No cabe duda de que poder conseguir controlar la cai­

da o abecisi6n de loe frutos, retardándola o acelerándola según 

convenga, seria de la mayor importancia para eu recolecci6n, -

tanto manual como mecánica. Por ello, el proceso de abaciai6n 

de loa frutos ea hoy uno de loe temas que más atenci6n está r~ 

clamando por parte de loe fiei6logos vegetales. S6lo un conoci 

miento lo más profundo posible del mecanismo de la abeciei6n -

pondrá en manos del hombre loe medios eficaces para su control. 

Los conocimientos que se adquieran en este campo se­

rian de una utilidad inmediata en la recolecci6n de la aceituna, 

pero indudablemente cabe esperar que tales conocimientos po-­

drian trasladarse a la abecisi6n de otros muchos frutos de int~ 

rés agrícola nacional. 

Sin duda, uno de los principales protagonistas en el 

proceso de abaciei6n se considera hoy al sistema enzimático 
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AIA-oxidaea y buena prueba de ello es su acumulaci6n en la zo­

na de abscisi6n. Este sistema está sometido a una gran contro­

versia desde su descubrimiento en jugos vegetales por Larsen -

en 1936, debido principalmente a la dualidad de funciones que 

exhibe, al presentar simultáneamente las actividad.ea AIA-oxi­

dasa y peroxidaaa. Ello ha hecho que surjan tres hip6tesia pa­

ra explicar tal comportamiento: 1t) la AIA-oxidasa y la peroxi 

daaa son enzimas diferentes (Sequeira y Mineo, 1966), 2@) las 

actividades AIA-oxidaaa y peroxidaaa están asociadas con la mi~ 

ma molécula de proteína pero teniendo diferentes centros acti­

vos ( Siegel y Galston, 1967) y 31) e6lo algunos de los ieoenzi 

mas que constituyen la peroxidaea, poseen actividad AIA-oxida­

ea (Macnicol, 1973). 

Todas estas circunstancias justifican el estudio, lo 

más detenido posible, del sistema enzimático AIA-oxidasa/pero­

xidaaa presente en el olivo, que nos permita conocer su papel 

en la fisiología de la absciai6n y acercarnos a poder contro­

lar, en alguna medida, su funci6n (activaci6n, inhibici6n, iE 

ducci6n, etc.). 

II. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS 

II. 1. La abaci ei6n en general 

La abscisi6n del fruto lógicamente debe mirarse como 

una etapa dentro del proceso de maduraci6n y senescencia. Loe 

cambios fisiol6gicoe que acompafian a la senescencia son cam-­

bioe amplios que afectan al 6rgano entero. Es sorprendente -­

que uno de los resultados de estos cambios esté tan altamente 

localizado. El conocimiento de loe factores causantes de esta 

localizaci6n ea una de las metas importantes de la inveetiga­

ci 6n sobre a baci si6n. 
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La bibliografía sobre la abscisi6n ea muy abundante; 

entre las recopilaciones más importantes deben citarse las de 

Addicott (1961, 1965), Overbeek (1961), Carne (1966), Baird y 

Webster ( 1979) y lieberman ( 1979). 

Peroxidasas, deshidrogenaaaa y fosfataaae ácidas, -

han sido localizadas en la zona de abacisi6n de frutos de ce­

rezas ácidas y dulces durante la formaci6n de la capa de abs­

cisi6n (Poovaiah et al., 1973). Aunque no es posible sobre la 

base de datos histoquímicos establecer la participaci6n de e~ 

toe enzimas en el proceso de abscisi6n "per se" en estos fru­

tos, su actividad localizada en regiones en las que ocurre la 

separaci6n es indicativa de una asociaci6n con la abscisi6n. 

Ridge y Osborne (1970 a, b), encuentran actividad peroxidasa 

en zonas de abecisi6n del guisante y creen que dicha actividad 

es moderada por el etileno. Poovaiah et al (1973), sugieren -

que las peroxidasas pueden regular los niveles end6genos del 

AJ.A en la abscisi6n de los frutos. 

Limitaremos nuestros comentarios a aquellas facetas 

que guardan relaci6n directamente con nuestras experiencias, -

aún estando convencidos de que el proceso de abscisi6n es la 

interacci6n de muy diversos factores. 

La intervenci6n del ácido indolacético o auxina re­

trasando la maduraci6n o senescencia de los frutos está más -

que probada (Vendrell, 1969; Hale, 1968; Hale et al., 1970; 

Frenkel y Dryck, 197 3). Los cambios en auxina en una fase de 

preabacisi.6n son ahora bien conocidos. La abscisi6n va prece­

dida de una disminuci6n en auxina del 6rgano que sufre absoi­

si6n. El retraso de la abscisi6n por acci6n de auxina. ex6gena 

fue indicado por Laibach (1933). Esto ha sido confirmado inn~ 

merables veces en una amplia variedad de plantas. Carne (1966) 
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Jacoba (1962), Addicott (1965) y Rubinatein y Leopold (1964), 

han presentado revisiones, asignando a la auxina un papel re­

gulador específico en el proceso de abscisión. 

La presencia del sistema enzimático AIA-oxidasa en 

vegetales superiores está fuera de duda. Concretamente en el 

olivo ha sido estudiado en hojas y yema.a, a lo largo del ci­

clo vegetativo, por Catalina et al. (1972), en relaci6n con -

la floraci6n. 

El papel fisiol6gico de la AIA-oxidasa parece ser -

el de regular los niveles de AIA endógeno. Consecuentemente -

con ello, hay bastante evidencia de la intervención de este -

enzima en aquellos procesos fisiológicos vegetales en los que 

la concentración de auxina debe disminuir, tales como la mad_!:! 

ración y abscisión. Así Vendrell (1969), muestra como la aux:! 

na retarda la maduración del plátano, y Hale (1968) y Hale et 

al. (1970), encuentran el mismo efecto en la uva, comprobando 

que la aux:ina endógena disminuye en el momento en que se ini­

cia la maduración, haciéndose los tejidos sensibles al etile­

no. Frenkel (1972), estudiando los iaoenzimas de peroxidaea y 

AIA-oxidasa de peras, tomates y arándanos encuentra un aumen­

to de la actividad AIA-oxidasa durante la maduración, y apun­

ta que la finalidad sería conseguir la disminución de la con­

centración de AIA necesaria para hacer los tejidos permeables 

al etileno. 

Por otra parte, el papel predonderante que el etil~ 

no juega en el desarrollo, madtn"ación y senescencia de los 

frutos es sobradamente conocido. En efecto, el etileno fue y 

aún ea considerado como el agente "disparador" de la madura­

ci6n o como hormona de maduraci6n y, en general, como un po­

deroso regulador nattn"al en el metabolismo vegetal, actuando 
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e interaccionando con otras hormonas vegetales reconocidas, o~ 

servándose sus efectos especialmente en periodos críticos del -

ciclo vegetal de las plantas superiores. 

Los estudios bioquímicos y fisiol6gicos sobre la bio­

sintesis del etileno y modo de acción han aumentado significat! 

vamente en los pasados veinte años. 

Las investigaciones en el área de la bioquímica y fi­

siología del etileno tienen sus objetivos en el establecimiento 

de su ruta biosintética, controles regulares y mecanismos de a~ 

ci6n de esta hormona vegetal. Nosotros limitaremos nuestra ateE 

ci6n, fundamentalmente, a su ruta biosintética y sus relaciones 

con el AIA, por la aportaci6n que significan nuestras experien­

cias, ccmo veremos más adelante. 

La metionina,fue reconocida como el principal, si no 

el único, precursor del etileno en plantas superiores hace más 

de una década. Recientemente, se ha presentado evidencia de -­

que la activaci6n de la metionina por el ATP es la primera rea~ 

ci6n en la ruta desde la metionina al etileno, (Adame y Yang, -

1977; Konze y Kende, 1979 a). La ruta biosintética con más vi­

sos de realidad se debe fundamentalmente a los trabajos de 

Adama y Yang (1977, 1978) y se resume en la Figura 1. Sobre e~ 

te esquema queremos centrar nuestra atenci6n en el Último paso, 

descubierto muy recientemente y de forma simultánea por Adame 

y Yang (1979) en E.E.u.u. y por r;úrssen et al. (1979) en Al0Ill!! 

nia. Ellos han podido comprobar que la formaci6n del etileno a 

partir de la S-adenosil-metionina (SAM) tiene como producto iE 

termedio el ácido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), sieE 

do este aminoácido el inmediato precursor~l etileno, quedando 

establecida la siguiente ruta: Met ~ SAM ~ ACC ~ etileno. 

Uno de los caminos para probar si esta ruta realmen­

te existe durante la biosíntesis del etileno, es correlacionar 
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HO-CH¡CH¡~H-COOH 

NH2 (HOM05ERINA) 
~--""---

CH-5-CH-CH..-CH-COOH 
3 2 2 1 

NH2 
(IV\ETIONINA) 

( 5-METILTIORIB05A) 
ATP""J 

+ 

CH-5-CH-CH-CH-COOH 
3 1 2 2 1 

c~"¡D 

(5:..ME TILTIOADE N051NA) (5-ADEJ\OSILME TIONINA) 

CH3S-CH2DAD~ 

OH OH H H 
1 1 

H-C C-H 

~~CH'] ~ - ------- -""'-/ C~ 
NH2 COOH 

H·COOH 
(AC IDO l-AMINOC IC LO PROPANO- l-C ARBOXIL ICO) 

Figura 1: Esquema de la Biosintesis del etileno a par­

tir de la metionina en vegetales superiores. 
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la actividad y características de los tres enzimas que pueden 

catalizar las reacciones individuales desde la metionina al et1 

leno, con la actividad y características del sistema sintetiZ8;!! 

te del etileno "in vivo". 

Estos primeros pasos han sido seguidos en el caso 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 actúa en el paso SAM --7 ACC de -

frutos de tomate (Bollar et al., 1979) cuya actividad es inhib1 

da por los análogos de la rizobitoxina, tales como la aminoeto­

xivinilglicina (AVG), inhibidor típico de reacciones en que to­

ma parte el fosfato de piridoxal (Bollar et al., 1979). Sobre -

el mecanismo de conversi6n del ACC en etileno se tiene aún poca 

informaci6n, excepto que el proceso requiere oxígeno (Adame y -

Yang, 1979; Konze y Kende, 1979 a), ya que en un medio anaero­

bio se ac.umula ACC en los tejidos vegetales, y que es la parte 

de la ruta sintetizante del etileno más sensible al EDTA, n-pr~ 

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 Adame y Yang (1979), y 

por I:ürssen et al. (1979) para explicar la biosíntesia del eti­

leno a partir de la metionina difieren s6lo ligeramente. Según 

la hip6tesis de Adame y Yang, el fosfato de piridoxal se une a 

la S-adenosilmetionina (S.AM) como base de Schift, liberándose 

aquél antes de formarse el ACC. Los autores sugieren que el -­

oxígeno es transformado en H
2
o

2
.(o un hidroper6xido) por acci6n 

de una oxidase y, posteriormente, en presencia de una peroxida­

sa el H
2
o

2 
rompe el anillo ciclopropano paeo previo a la libar~ 

ci6n del etileno. En la hip6tesis de L·ürssen, el fosfato de pi­

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

zima A. 

Lógicamente, estos Últimos descubrimientos nos han 11~ 

vado a concebir que el sistema AIA-oxidasa/peroxidasa. sea pre­

cisa.mente el que actúe en la biosíntesis del etileno a partir de 

la metionina, en el paso ACC ~etileno, sobre todo teniendo pr~ 

sente el efecto reiteradamente mencionado en la bibliografía, de 

un incremento en la formaci6n de etileno producido por AIA ex6g~ 

no. Así quedaría perfectamente justificada la sorprendente duali 

dad de funciones del sistema enzimático objeto de nuestra aten­

ci6n. 

rr.2. La abscici6n en el olivo 

Ya hemos indicado que, hasta hace unos años, las Úni­

cas experiencias orientadas a resolver el problema de la reco­

lección de la aceituna consistían en unos ensayos totalmente 8.!!! 

píricos, de tratamientos de los árbol es con un sinnúmero de s~ 

tancias, que se esperaba provocasen la caida selectiva de los 

frutos, sin afectar perniciosa.mente al árbol (caida de hojas, 

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

Posteriormente,comenzaron a aplicarse al olivar los -

conocimientos adquiridos en otros árboles frutales, consisten-­

tes fundamentalmente en tratamientos con determinados compues-­

tos que, incorporados al árbol, se descomponen originando etil~ 

no, cuyo papel decisivo en la maduraci6n y senescencia ya se ha 

comentado. Entre los compuestos generadores de etileno utiliza­

dos están la cicloheximida, el ácido 2-cloroetilfosf6nico (Eth~ 

ph6n, Ethrel), el 2-cloroetil-tris- (2-metoxietoxi)-ailano (CGA­

-13586, Al11<>l) y el 2-cloroetilsulfónico (ffól). Todos ellos ca~ 

san abscisión de los frutos, pero simultáneamente ocasionan una 
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excesiva caída de hojas y reducen la floraci6n en la primavera 

siguiente (Hartman y Heslop, 1968; Hartman et al. 1972, 1975, 

1976; Lavee et al. 1973). Estas experiencias han ido acompaña­

das de estudios histoquímicos y ultraestructurales de la zona 

de abscisi6n (Reed yHartman, 1976). 

También debemos mencionar aquí el desarrollo de una 

maquinaria apropiada para someter a vibraci6n a los árboles fa 

cilitando así la caida de los frutos. 

El hecho de haberse propuesto medidas de actividades 

enzimáticas en extractos vegetales, con el fin de detectar d~ 

ficiencias en elementos micronutrientes que forman parte de d_! 

terminados enzimas (0 1 Sullivan et al. 1969) y la amplia expe-­

riencia en el Instituto de la Grasa sobre la determinaci6n de 

elementos trazas en productos vegetales, hicieron a Vioque y -

Albi (1975) concebir la idea de seguir la evoluci6n de los mi­

cronutrientes en el pedúnculo, desde la formaci6n de la aceit.!:! 

na hasta su maduración y caída, pensando que alguno de ellos 

estuviera implicado en algún sistema enzimático participante 

en los procesos de abscisi6n, dando así los primeros pasos en 

este campo. 

Estos autores siguieron la evoluci6n de las concen­

traciones de hierro, cobre, manganeso y cinc en pedúnculos y 

aceitunas durante las campañas 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 pedúnculos. El hecho nota­

ble, observado, fue el aumento .de la concentraoi6n de hierro 

en los pedúnculos, alcanzando su máximo valor cuando el fruto 

se ha desarrollado completamente, conservando aó.n 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 año 1971. 

Pudimos comprobar, Figura 2, qua la concentraci6n de 

hierro en los pedúnculos aumenta notablemente a lo largo del -

500 
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o:: 
~ 200 
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0 

" "' 
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Figura 2: Evoluci6n del contenido en hierro da J>edún­

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 máximo cuando el fru­

to se ha desarrollado completamente, momento en que comienza a 

disminuir, progresivamente, la fuerza necesaria para desprender 

las aceitunas. También volvió a observarse que la concentración 

de hierro en loa frutos permanece prácticamente constante. Este 

aumento de la concentración del hierro en pedúnculos (confirma­

do en 3 ciclos vegetativos sucesivos), se asoció con un incremeB 

to de la concentración del enzima AIA-oxidaaa, dada la natural~ 

za hemoproteica de este enzima y el hecho de venir atri buyéndo­

aele la misión de reducir la concentración de auxina hasta niv~ 

les apropiados para que se provoque la abscisión. 

Posteriormente pudimos detectar histoquímicamente, la 

presencia y acumulación de este sistema enzimático en la zona -

de abscisión pedúnculo-aceituna. 

Estos hechos noo llevaron a centrar nuestra atención -

en el estudio del sistema enzimático AIA-oxidasa/peroxidasa pr~ 

sente en el olivo, con objeto de adquirir unos conocimientos más 

profundos en la fisiología de la abscisión. Como loa resultados 

conseguidos en estos estudios (Vioque et al. 1978 a y 1978 b) 

nos han servido de base para el presente trabajo, recogemos a -

continuación las conclusiones más importantes obtenidas: 

1) Se ha desarrollado un procedimiento que permite ai~ 

lar y purificar parcialmente el sistema enzimático 

AIA-oxidaaa/peroxidasa a partir de hojas y pedúncE 

loa de olivo, consistente esquemáticamente en una. 

trituración del material vegetal con tampón, prec! 

pitación de las proteinaa con acetona fría y un -

tratamiento posterior del precipitado con polivi­

nilpirrolidona (PvP). 

2) El extracto así obtenido presenta actividades AIA­

-oxidasa y peroxidasa. 
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3) El sistema enzimático es termolábil, corriendo pa­

ralelos los efectos de la temperatura sobre ambas 

actividades enzimáticas. 

4) La actividad AIA-oxidasa presenta inhibici6n por -

exceso de sustrato. 

5) El pH tiene una clara influencia sobre las activi~ 

dades AIA-oxidasa y peroxidasa, siendo los valores 

6ptimos 5,7 y 6,1, respectivamenteº 

6) La presencia de los cofactores diclorofenol (DCP) 

y Mn++ es indispensable para que se manifieste la 

actividad AIA-oxidaaa. 

El presente trabajo puede dividirse en dos partes. La 

primera, en la que se continúa con el estudio de las oaracterí~ 

ticas del sistema enzimático AIA-oxidasa/peroxidasa del olivo, 

y la segunda, que pone de manifiesto la intervención de este -

sistema enzimático en el Último paso de la biosíntesis del eti-

len o. 

III. MATERIALES Y M!:TODOS 

III.1. Olivos 

Se han utilizado olivos de Lmoa 7 años de la varie-­

dad Picual. 

III.2. Determinación de hierro 

Se sigue el método espectrofotométrico de la ortofen0.,!! 

trolina según Vioque y Villagrán (1956). 

III.3. Medida de la fuerza de ruptura de las aceitunas 

Se utilizan dinam6metros apropiados (PEPSOLA), que peE 

miten fijar las aceitunas, mientra.a se aplica una fuerza en la -

dirección misma del pedúnculo. 
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111.4. Obtención del extracto enzimático parcialmente purifica­

do 

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

111.5. Medida de las actividades AIA-oxidasa y peroxidasa 

Se utilizan los métodos descritos por Vioque et al. -

(1978 a). 

Como medida de la actividad AIA-oxidasa se utiliza la 

velocidad inicial de destrucción del ácido indolacético (AIA) -

durante la incubación de una cantidad conocida del mismo y una 

parte alícuota de extracto enzimático. La determinación del AIA 

residual se hace con ayuda de la reacción colorimétrica de Sal­

kowski, modificada por Gordon y Weber (1951). 

El método utilizado para medir la actividad peroxida­

sa está inspirado en el de Pilet y Lavanchy (1969), en el que se 

usa guayacol como reactivo. 

111.6. Determinación de proteinas 

El contenido proteínico de los extractos enzimáticos­

se determina siguiendo el método de Lowry et al. (1951), utili­

zando ovoalbúmina como patrón. 

Ill.7. Ultrafiltraci6n 

Se ha utilizado un equipo de ultrafiltración UF-52 de 

Amic6n y membranas XM-100 (retiene moléculas de peso molecular 

superior a 100.000), XM-50 (retiene moléculas de peso molecular 

por enoima. de 50.000) y UM-10 (retiene moléculas de peso molec2 

lar por encima de 10.000). 

111.8. Cromatografía de filtración por gel 

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

MAClA. Los volf.unenes de eluci6n de las proteinas (Ve) se calcu-
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laron registrando continuamente las absorbancias a 254 nm, y -

la elución del sistema enzimático determinando las actividades 

AIA-oxidasa y peroxidasa en alícuotas de las fracciones. El VQ 

lumen vacio de la columna (Vo) se midió calculando el volumen 

de elución de una muestra de Azul Dextrano 2000 y el volumen tQ 

tal de la columna (Vt) se determinó calibrando la columna vacia 

con agua destilada. 

III.9. Electroforesis 

Hemos operado con láminas de gel de poliacrilamida -

(PAA), técnica horizontal, en accesorio FBE 3000 de PHARMACIA, 

con platina refrigerada con agua corriente. El gel tiene la 

composición T = 5 %, C = 2,5 %, recomendada por Jeppsson et al. 

(1978) y un gradiente de pH de 3 a 10, conseguido por incorpo­

ración de anfolito LKB o HlARMACIA. 

Las condiciones de trabajo sonz 

Preenfoque: 200 voltios, 1 hora. 

A continuación de llevan las muestras. 

Enfoque: 1i fase, 200 voltios, 2 horas. 

21 fase, 400 voltios, 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 lámina de gel, h~ 

mos utilizado un microelectrodo Ingold, realizando medidas ca-

da cm. 

El revelado de las bandas enzimáticas se hace por -

sus actividades peroxidaea y AIA-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 AIA-oxidasa se revela con el reactivo reco­

mendado por Hoyle (1977), que utiliza la propiedad del azul s6-

lido BB (Fast Blue BB, FBBB) de reaccionar con los productos de 

la oxidaci6n del AIA por el enzima, en un medio apropiado, en 
++ presencia de Mn y DCP. 

III.9.2. ~l~c1rQf~r~sis_eg ,ael ~ºE gr~dieEt~ ~e_cQn~egt~a~i~n­

~e_pQlia~ri_l~JDid~ 

Hemos operado con láminas 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 poliacrilamida y se termina -

con un 30 %. 
Como proteinas patrones hemos utilizado las coleociQ 

nes suministradas por PHARMACIA y se opera con tamp6n tris-b6-

rico-EDTA, pH 8,3-8,4, recomendado por PHARMACIA. 

Las condiciones de trabajo fueron: 

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

Preelectroforesis: 70 voltios, 20 minutos. 

Electroforesis: 150 voltios, 15 horas. 

Las proteinas se revelaron fijando con ácido sulfos~ 

licílico al 10 % durante 30 minutos, tiñendo con coomaesie G 

250 al 0,02 % en ácido acético al 7 % durante la noche y deet1 

ñendo con el mismo ácido acético al 7 %. La actividad peroxid~ 

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

III.10. Incubaci6n del ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico 

con extracto enzimático 

En un vial de 15 ml se colocan 50 pl de ACC 1 M 6 -

100 mM, 200 pl de fosfato de piridoxal 10 mM y se completa ha~ 

ta 1 ml con tamp6n fosfato 0,02 M pH 5,7. Se agita durante 10 

minutos a 3020. Se añaden 0,5 ml de DCP 3 mM, 0,5 ml de Mn++ 
3 mM, 1 ml de AIA 1 mM, una alícuota de extracto enzimáiico 
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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 muestras de 1 ml 

del espacio de cabeza con jeringa, periódicamente o a un tiempo 

determinado que se inyectan directamente en el cromat6grafo pa­

ra determinar etileno. Se desprecia el etileno dis1.ielto en la -

fase liquida. 

III.11. Incubación del ácido 1-aminociclopropano-1-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 302c, en la oscuridad y se toman muestras para de­

terminar etileno según se ha indicado en el apartado anterior. 

III.12. Determinación del etileno 

Cromat6grafo gaseoso con FID, columna de vidrio de -

3 m X 3 mm ~ interno, Chromasorb 102, temperatura del horno 

402c, gas portador helio. Tiempo de retención del etileno 2 m1 
nutos. 

Se construye una curva de calibrado partiendo de la 

mezcla azethyl de la Sociedad Española del Oxígeno (aproxima­

damente 5 % de etileno en nitrógeno). 

IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

IV.1. Propiedades del sistema enzimático AIA-oxidasa/peroxidasa 

de hojas de olivo 

IV. 1.1. Influe~ci,a_d~ 1a_c.QnQe_!!t,!SQi.Qn_d~ !!~t_ra::!!_o_e,g 1a_aQti,­

yi~a-ª. .E_e.ro~i~ª!!ª-

La misma cantidad de extracto enzimático se incuba -

con cantidades crecientes de H
2
o

2 
entre 0,08 y 4,80 mM, y se 

determinan las velocidades iniciales, obteniéndose de la repr~ 
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sentaci6n de Lineweaver-Burk wios valores de V = O, 24 6A/min y 

wia Km para el H
2
o

2 
de 0,88 m.M, (Figura 3). 
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Figura 3: Inf'lueilcia de la concentraci6n de H
2
o

2 
en 

la actividad peroxidasa. 
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La supuesta presencia de Wl grupo hamo en el coenzima 

de este sistema enzimático, nos llevó a estudiar los efectos de 

algwios inhibid ores de hemoproteinas tales como el cianuro, az.i 

da y EDTA. Se han estudiado los tipos y constantes de inhibi­

ción en ambas actividades enzimáticas. 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 a una -

concentración 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 inhibición similares. La Tabla I resume 

T A B L A I 

TIPOS Y CONSTANTES DE INHifilCION HiCONTRADOS PARA EL CIANURO, 

AZIDA Y EDTA EN LAS ACTIVIDADES AIA-OXIDASA Y PEROXIDASA 

INHifilDOR 

Cianuro 

Azida 

EDTA 

AIA-OXIDASA 

No-competitiva 

-8 K¡ = J,92.10 M 

Competitiva 

Competitiva 

K_ -4 J:= 1,44.10 M 

ACTIVIDAD PEROXIDASA 

Competitiva 

Competitiva 

Competitiva 
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los tipos y constantes de inhibici6n encontrados en cada caso. 

Puede concluirse que el sistema enzimático AIA-oxidasa/peroxid~ 

ea de hojas de olivo presenta una marcada sensibilidad al cianE 

ro, azida y EDTA típicos inhibidores de hemoproteinae. 

Por otra parte, hemos estudiado también, el efecto de 

la acriflavina, un potente inhibidor específico de flavoprotei­

nas (Hellerman et al., 1946; Murphy y 0 1 hEocha, 1973 a, by c), 

en el sistema enzimático AIA-oxidasa/peroxidaea, ante la poeibl 

lidad de la presencia de un grupo prostético flavina; como tie­

nen algunas peroxidaeas de bacterias (Dolin, 1957). 

En la actividad peroxidaea, la acriflavina 0,8 JJM• -
produce un 40 % de inhibici6n. En la actividad AIA-oxidasa, la 

acriflavina 5 pM' no e6lo no ejerci6 inhibici6n alguna, sino -

que la cantidad de AIA destruido, se increment6 ostensiblemen­

te. Posteriormente, pudimos comprobar, como a la luz la acri-­

flavina incrementa la velocidad de destrucci6n del AIA y, tam­

bién, que la acriflavina sola ee capaz de destruir el AIA, (F.!. 
gura 4). La cantidad de AIA destruido durante la incubación en 

presencia de enzima + acriflavina es, aproximadamente, la suma 

del destruido por el enzima más el destruido por la acriflavina. 

En la oscuridad, la acriflavina no actúa. 

En otros ensayos pudimos comprobar que la acriflavina 

necesita, también, para destruir el AIA, la presencia en el m~ 
++ dio de incubaci6n de los cofactores DCP y Mn • 

Para asegurarnos de que la acriflavina destruye rea_! 

mente al AIA, hemos seguido espectrofotométricamente, por abso~ 

ci6n en el ultravioleta, el proceso. Los espectros de absorci6n 

correspondientes al ensayo AIA + acriflavina son idénticos a -­

los del ensayo AIA + extracto enzimático 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. 

Fundación Juan March (Madrid)



27 

es análogo al encontrado por Galston (1948), y Galston y Ee.ker 

(1949), para la riboflavina, capaz de oxidar al AIA bajo acci6n 

de la luz, pero no en la oscuridad, siendo también la reacci6n 

de primer orden, con una constante de velocidad, precisamente -

del mismo orden de magnitud que la encontrada por nosotros para 

la acriflavina. 

Iv.1.3. Qo~pQr!9.!!!i~n1o_0!!. !!11r~f111r~ci6E 

Se ha filtrado un extracto enzimático a través de las 

membranas XM-100, XM-50 y UM-10, siguiendo a Hoyle (1972), obt~ 

niéndose cuatro fracciones, cuyas actividades específicas Al.A­

-cxidasa y peroxidasa se recogen en la Tabla II. Las fracciones 

T A B L A I I 

ACTIVIDADES Al.A-OXIDASA Y PEROXIDASA DE LAS FRACCIONES OBTENI­

DAS POR ULTRAFILTRACION DE UN EXTRACTO ENZIMATICO DE HOJAS DE 

OLIVO 

FRACCIÓN PESO MOLECULAR 

UF inferior a 10.000 

UF 2 10.000 a 50.000 

UF 3 50.000 a 100.000 

UF 4 superior a 100.000 

ACTIVIDADES ESPECIFICAS 

Al.A-OXIDASA 

1 ,36 

0,37 

PEROXIDASA 

57,9 

444,7 

122,8 

UF 3 y UF 4 presentan ambas actividades enzimáticas, siendo las 

actividades específicas de la fracci6n UF 3, 3,6 veces superio­

res a las de la fracción UF 4. Estos datos parecen indicar que 

ambas actividades son desarrolladas por el mismo enzima. 
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IV.1.4.1. Estudio de las actividades enzimáticas. 

Con el fin de obtener una mayor informaci6n sobre las 

dos actividades exhibidas por el sistema enzimático se han rea­

lizado ensayos de filtraci6n en gel de Sephadex. Se ha utiliza­

do una columna de 33 X 2,6 cm de Sephadex G-100, equilibrada -­

con tamp6n fosfato 0,02 M Pf 6,1, por la que se pasaron volúme­

nes de 1 ml de extracto enzimático, eluyéndose con el mirono ta~ 

pén a una velocidad de flujo de 0,3 a 0,4 ml/min, recogiéndose 

fracciones de 2 ml mediante un colector automático de fracciones 

LKB. 

Hemos podido comprobar, como ambas actividades eluyen 

juntas, lo que apoya la hipótesis de que ambas actividades son 

desarrolladas por el mismo enzima. 

IV.1.4.2. Determinaci6n del peso molecular. 

Se ha determinado el peso molecular del sistema enzi­

mático por filtraci6n a través de una columna calibrada de Se-­

phadex G-200 superfino de 91,1 X 2,6 cm, según Andrews (1964). 

Las proteinas patrones se filtraron en dos recorridos disueltas 

en 4 ml, con una concentraci6n de 5 mg/ml, de cada proteina, e_!! 

tableciéndose la siguiente relaci6n: 

K:av= - 0,517 log Pm ~ 2,917 

Se aplicaron a la columna 4 ml de una preparaci6n en­

zimática, que se eluyeron a una velocidad de 1,5 a 1,8 ml/hora, 

recogiéndose fracciones de 2 ml, y se determin6 el volumen de 

elución del sistema enzimático. De la Figura 5, se obtiene pa­

ra el sistema enzimático un peso molecular de 54.100 Daltone. 

Tanto en este ensayo, como en los anteriores, se aprecian ta:m­

bi én picos con actividad mucho menores, en volúmenes de elu--
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Figura 5: Peso molecular del sistema. AIA-oxidasa/peroxidaea de 

hojas de olivo. 

ci6n a los que les corresponden pesos moleculares de 34.500 y 

70. 500 Daltone. 

rv.1.5. Qo~p~r!8!!i~nto_e!e~t~ofo~é~i~o­

IV. 1. 5. 1. I eoelectroenfoq ue 

Hemos sometido a IEF un extracto enzimático y las fra~ 

cionee con pesos moleculares de 10.000 a 100.000 y superior a -

100.000, obtenidas de él por ultrafiltración, revelando las bBE 

das por su actividad peroxidaeao 
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La fracci6n de Pm entre 10.000 y 100.000 se comporta 

electroforéticamente como más pura, originando bandas nítidas 

y bien definidas correspondientes a isoenzimas con pI entre 4 

y 7. La fracci6n con Pm superio~ a 100.000 no tiene un compoI 

tamiento electroforético correcto, quedando jimto al lugar de 

aplicaci6n de la muestra una gran cantidad de restos con act1 

vidad peroxidasa, que no llegan a formar bandas nítidas, pero 

que si emigran ligeramente hacia el ánodo. Este comportamiento 

coincide con la idea de que el sistema enzimático se encuentra 

ligado a restos celulares. En el extrado original llegan a di~ 

tinguiree las mismas bandas que en las dos fracciones, aunque 

debido a la menor concentraci6n no alcanzan a verse todas las 

bandas. 

También hemos revelado las bandas por su actividad 

AIA-oxidasa, comportándose análogamente a como lo hacen frente 

al reactivo de peroxidaeas. 

IV.1.5.2. Electroforesis en gel con gradiente de concentraci6n 

de poliacrilamida. 

Se someten a este proceso electroforético las prote1 

nas patronee y la fracci6n de peso molecular entre 10.000 y -

100.000, aplicando 150 voltios durante 32 horas, para aeeguraI 

nos de que las bandas han alcanzado el "límite de poro". En e~ 

te caso hemos utilizado la reacci6n de las peroxidaaas por su 

mayor sensibilidad. Las proteinas patronea que se llevan aimuJ 

táneamente en el gel se revelan con Ooomasaie, cortando el gel 

previamente al revelado. Operando bajo las condiciones citadas, 

pueden verse en esta fracci6n hasta cinco bandas, de las cua­

les dos son mucho más intensas, a las que les corresponden p~ 

sos moleculares de 10.600 y 56.600, coincidiendo con los máx1 

moa de actividad obtenidos en filtraci6n por gel. 
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IV.1.6. ~Ql~ci6~ ~e! ~o~t~n!_dQ ~n_hie~rQ X ~e_l~s_a~tiVi,d~d~~ 

~~i~á!i~a~ !I~-QXid~sª ~ Ee~oEi~a~a_dEI'~n!e_el ~i~l~ 

_!ege!a!i.!Q.. 

Cuando se han diferenciado claramente las aceitunas 

en los árboles (Junio) se ha iniciado un muestreo peri6dico, -

cada quince días aproximadamente, de hojas y pedúnculos. para 

determinar sus contenidos en hierro y sus actividades AIA-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 rápidamente con el desarrollo del 

fruto para hacerlo más lentamente cuando éste ha alcanzado su 

tamaño definitivo, llegando a estabilizarse con la maduraoi6n 

del mismo. También podemo observar que las actividades AIA-oxi 

dasa y peroxidasa descienden al principio y aumentan en el Úl­

timo periodo del desarrollo, cuando el fruto comienza a madurar, 

alcanzando sus cotas más altas cuando del 90 al 100 % de las -

aceitunas están moradas y va a comenzar, incluso, la abscisi6n 

espontánea de las mismas. Este aumento de la actividad enzimá­

tica con la maduraci6n era de esperar y ha sido observado por 

Frenkel (1972) en peras, tomates y arándanos. 

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

El descubrimiento en 1979 del ácido 1-aminociclopro­

pano-1-carboxílico (ACC) como inmediato precursor del etileno, 

la hipótesis de Adama y Yang haciendo intervenir el H
2
o

2 
for~ 

da previamente por una oxidase en la ruptura del anillo de oi­

clopropano previa a la liberación del etileno, así como el -

que las características y propiedades fundamentales atribui-~ 

das al enzima presumiblemente activo en el paso ACC ---7 etileno, 
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Figura 6: Evoluci6n del contenido en hierro y de las activi-

dadas enzimáticas durante el ciolo vegetativo. 
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estudiadas muy recientemente, correspondan a las encontradas 

por nosotros para el sistema enzimático AIA-oxidasa/peroxida­

sa, nos hicieron suponer que este sistema enzimático fuese el 

que actuase "in vivo" en el paso ACC __,, etileno. 

E:llo nos movi6 a realizar las experiencias "in vitro" 

e "in si tu" que se recogen a continuación, con objeto de que 

pudieran servir de apoyo a esta hipótesis. 

IV.2.1. 10.!:fil:!!Ci6~ ie_e!i!~o_a_P_f!r!i~ ie1 !c!dQ l-!!.D!.inO~i~l,2-

~rQp~nQ-l-~8.!:bQXiliCQ Eº~ ~l_sis!e!!!!i_e.!!Zim!ticQ !J.!­
=º~i~a~aL!l~rQXidª~ ~e_h~jªs_d~ ~liVQ. 

La Tabla III recoge los resultados de una experien­

cia que pone de manifiesto la necesidad del fosfato de pirid~ 

xal para que el sistema enzimático AIA-oxidasa/peroxidasa de 

hojas de olivo libere etileno a partir del ACC. 

En efecto, cuando se ponen a incubar di ecos de hojas 

de olivo con ACC ( lmM), se produce una cantidad apreciable de 

etileno. En cambio, cuando un extracto enzimático de hojas de 

olivo se inouba con ACC, incluso diez veces más concentrado, 

10 mi!, en las condiciones 6ptimas encontradas por nosotros ~ 

ra desarrollar su actividad AIA-oxidasa, sólo se libera etil~ 

no en una proporci6n muy pequeña. 

Este comportamiento, junto con el hecho ya citado, 

de la intervenci6n del fosfato de piridoxal en el paso 

S.AM ----=,. ACC (Adama y Yang, 1 '!79 y Lºü.ssen et al., 1 '!79), -­

permaneciendo la base de Schiff formada, en la interpretaci6n 

de Lºü.rssen et al., hasta la posterior descomposici6n del ACC, 

así como, el que el método descrito por Bollar et al. ( 1 <J79), 

para determinar ACC en extractos vegetales por una via química, 

tiene como primer paso la unión del ACC al fosfato de piridoxal, 

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

NECESIDAD DEL FOSFATO DE PIRIDOXAL EN LA FORMACIÓN DE ETILE­

NO A PARTIR DEL ACC POR EL SISTEMA ENZIMATICO AIA-OXIDASA/PE­

ROXIDASA DE HOJAS DE OLIVO 

nmoles etileno/g peso 

INCUBACIÓN fresco o mg prot eina 

Discos de hojas (x) 773,7 

Extracto enzimático (xx) 42,4 

Extracto enzimático + fosf. pirid. ( 0,4 mM)(xx) 845,8 

Condiciones de incubaci6n: 

(x) ACC ( 1mM), 3 discos de hojas de olivo ( 10mm {6, 60 mg), V.Q 

lumen total de incubaci6n 1 ml; 30QC, oscuridad, 24 horas. 

(xx) ACC (10 mM), AIA (0,2 mM), DCP (0,3 mM), Mn++ (0,3 mM), 

tamp6n fosfato (0,02 M, pH 5,7) y extracto enzimático -

( 96,7 pg proteina), volumen total de incubaci6n 5 mli 

302c, oscuridad, 24 horas. 

ci6n del fosfato d·: piridoxal para que el sistema enzimático 

AIA-oxidasa pudiese actuar sobre el ACC y generar etileno. 

En la citada Tabla, puede observarse, como la adi­

ci6n de fosfato de piridoxal al medio de incubaci6n, aumenta 

en 20 veces la producci6n de etileno. 

Una vez demostrada la necesidad del fosfato de piri 

doxal, hemos estudiado la influencia de la concentraci6n del 

mismo en la velocidad de formaci6n de etileno. La Figura 7 -

que representa los resultados obtenidos muestra que la con­

centraci6n 6ptima 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 junto --
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con el fosfato de piridoxal, ante la sugerencia de su inter­

venci6n en la ruta biosintética del etileno por L"ürssen et al. 

(1979), pero no hemos observado influencia alguna. 

La Tabla IV recoge una serie de experimentos que po­

nen de manifiesto la intervenci6n del sistema enzimático en la 

liberaci6n de etileno a partir del ACC. 

En la Tabla IV (exp. n2 3 y 4) puede verse, la farill!! 

ci6n de cierta cantidad detectable de etileno, estando ausen-­

tes en la mezcla de incubaci6n el extracto enzimático o el AJ.A. 

Este hecho lo explicamos por la posible formaci6n, al estar -­

presentes los iones Mn++, de un complejo aminoácido-metal-fos­

fato de piridoxal del tipo descrito por Metzler et al. (1954), 

que a su vez podría generar etileno por vía no bioquímica. Efe~ 

tivamente, omitiendo simultáneamente los iones Mn++ en la mez­

cla de incubaci6n no se detecta formaci6n alguna de etileno -­

(tabla IV, exp. n2 5 y 6). 

Por otra parte, la omisi6n en la mezcla de reacci6n 
++ de uno cualquiera de los cofactores clásicos, DCP o Mn , ne-

cesariai para el desarrollo de la actividad AIA-oxidasa, anula 

prácticamente la formaci6n de etileno (tabla IV, exp. n2 7 y 

8). 

Los ensayos en atm6sfera de nitr6geno o con extrac­

to hervido (tabla IV, exp. 9 y 10), muestran una vez más, que 

se trata de un proceso aerobio y que el sistema. enzimático es 

termolábil. 

Un hecho plenamente confirmado y recogido en la bi­

bliografía es el incremento de la producci6n de etileno por -

tejidos vegetales cuando estos se someten a tratamientos con 

AIA. Esta producci6n de etileno, inducida por el AJ.A, respo~ 

de positivamente a las concentraciones crecientes de AIA, --
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TABLA IV 

FORl'l!ACióN DE ETILENO A PARTIR DEL ACC POR EL SISTEMA ENZIMATI­

CO AIA-OXIDASA/PEROXIDASA DE HOJAS DE OLIVO 

nmoles etileno/ 

Exp. nll MEZCLA DE INCUBACIÓN mg proteina 

1 Completa 845,8 

2 Sin ACC o,o 
3 Sin extracto enzimático 24 ,5 

4 Sin AIA 18, 5 

5 Sin extracto enzim. y Mn++ o,o 
6 Sin AIA y Mn++ o,o 
7 Sin DCP 9,8 

8 Sin Mn++ 4,2 

9 En atm6sfera. de ni tr6geno 7,6 

10 Extracto enzimático hervido 36,7 

Condiciones de incubación: 

ACC (10 mM), fosfato de piridoxal (0,4 mM), AIA (0,2 mM), DCP 
++ (0,3 :mM), Mn (0,3 :mM), tamp6n fosfato (0,02 M, pH 5,7) y --

extracto enzimático ( 96,7 pg proteinas), volumen total de in­

cube.ci6n 5 ml; 302c, oscuridad, 24 horas. 

hasta ciertos valores de éstas, a partir de loa cuales la pro­

ducción disminuye (Lieberman, 1979). Este fenómeno, junto con 

el hecho puesto de manifiesto por nosotros y otros autores de 

presentar el sistema AIA-oxidaaa inhibición por exceso de e~ 

trato, nos llevó a estudiar la influencia de la concentración 

de AIA sobre la velocidad de formación de etileno a partir del 
ACC. 
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Cuando se incuba ACC con extracto enzimático de ho­

jas de olivo según se indica en Materiales y Métodos (apart. 

111.11.), con concentraciones crecientes de AIA, entre 0,025 

y 1,2 mM, la velocidad de formaci6n de etileno aumenta con -

las concentraciones crecientes de AIA hasta 0,4 mM, a partir 

de aquí la producci6n de etileno disminuye. La Figura. 8 reCQ 

ge los resultados obtenidos. 
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Figura 8: Influencia de la concentraci6n de AIA en la 

velocidad de formaci6n de etileno a partir 

de ACC por el extracto enzimático de ]lojas 

de olivo. 
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La Tabla V recoge los efectos de diversos inhibidores 

típicos del sistema AIA-oxidasa, en la formaci6n de etileno a -

partir del ACC. Se incuba ACC con extracto enzimático según se 

indica en Materiales y Métodos (apart. III. 11.) con distintas 

cantidades de los inhibidores indicados. La velocidad de for~ 

ci6n de etileno en presencia de los inhibidores se representa 

frente a las concentraciones de inhibidor, deduciéndose gráfi­

camente de estas representaciones las concentraciones de cada 

inhibidor que producen el 50 % de inhibici6n. 

TABLA V 

INHifilDORES DE LA PRODUCCIÓN DE ETILENO A PARTIR DEL ACC "in v,! 

tro" 

Concentraci6n que produ-

INHIBIDOR Margen de concentraci6n ce el 50 r¡, de inhibici6n 

CoC1
2 

1 )lli1 50 ,uM 37 ¡U)l 

KCN 10 pM - 2 mil 212 .,.uM 

NaN
3 o' 1 :mld - 7 mM 5,9 mil 

EDTA 50 ).lM - 25 o )iM 32 p.1M 

Catalasa 5 jJg - 20 ).lg 4,9 }Jl5 

Condiciones de incubaci6n: 

ACC (1 mM), fosfato de piridoxal (0,3 mM), AIA (0,2 mM), DCP --
++ (0,3 mM), Mn (0,3 mM), tamp6n fosfato (0,02 M, pH 5,7), extra~ 

to enzimático (57,1 ,µg proteinas) e inhibidor, volumen total de 

incubaci6n 1 ml; 3011c, oscuridad, medidas peri6dicas. 

-·- - - -
IV.2.2. 1o~~ci6E ~e_e!i1ego_a_~r!i~ ~e! !cidQ l-~nQCiC10J?r,2-

J?a.!!<>::.1=c~r.!!,o~í1i~O_pQr_t~j,!dQS_d~ Ql,!VQ 

La Tabla VI muestra como discos de hojas de olivo, in-
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cubadoa con ACC 1 mM, liberan hasta 160 veces más etileno que -

con agua sola (ACC endógeno), mientras que segmentos de pedúnc_!:! 

loa y rodajas de aceitunas (de frutos pequeños, inmaduros) lib~ 

ran menos etileno. 

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

beración de etileno, tienen la ausencia de oxígeno y la inmersión, 

TABLA VI 

FORMACION DE ETILENO A PARTIR DEL ACC POR TEJIDOS DE OLIVO 

MUESTRA 

Discos de hojas + ACC 

Discos de hojas sin ACC exÓgeno 

Diaooa de hojas + ACC en atmósfera 

Discos de hojas hervidos + ACC 

Segmentos de pedúnculos + ACC 

Rodajas de aceitunas + ACC 

Condiciones de incubación: 

nmolea etileno/ 

g peso fresco 

77 3,7 

4,7 

de ni tr6geno o,o 
o,o 

7 3,5 

6,6 

ACC (lmM), volumen total de incubación 1 mli 3020, oscuridad, 

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

( aprox. 60 mg). 

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

Se confirma, una vez más, como el paso ACC --~~) etileno re-

quiere oxígeno y como interviene un sistema enzimático termo­

lábil. 
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Los discos de hojas de olivo, triturados con agua o 

un tampón apropiado. pierden su capacidad para liberar etileno 

a partir del ACC, al igual que encuentran L"úrssen et al. ( 1979) , 

en otros tejidos vegetales. Este fenómeno fue interpretado por 

estos autores como prueba de que era necesaria la estructura o~ 

ganizada, intacta, de los tejidos para la reacción de la libar~ 

ción de etileno. Nuestras experiencias con extractos parcial.me~ 

te purificados de hojas de olivo ponen claramente de manifiesto 

que no es corree-ta esa interpretación. Nosotros pensamos que, -

al destruirse las estructuras celulares se ponen en libertad -

sustancias, especialmente polifenoles, que inhiben la actividad 

enzimática AIA-oxidasa, y consecuentemente, cesa la formación -

de etileno. Esta misma interpretación fue dada por Ku, Yang y -

Pratt (1969), estudiando la formación de etileno a partir de -­

KMB, por incubación con extractos crudos de tomate. 

La Tabla VII recoge la acción "in si tu" de los mismos 

inhibidores estudiados anteriormente en los ensayos con extrac­

tos enzimáticos de hojas de olivo. En este ensayo los inhibido­

ree se han estudiado a una concentración fija (10 _pM, catalasa 

5 _µg), y se ha llevado a la Tabla la inhibición en %. Puede ob­

servarse que también se encuentra inhibición en los ensayos re~ 

lizados "in si tu" por los mismos inhi bidores estudiados "in vi-

tro". 

Los resultados recogidos en los apartados rv.2.1. y 

IV. 2. 2., ponen de manifiesto q·ue el sistema AIA-oxidasa, aisla­

do de hojas de olivo y convenientemente purificado, en presen--
++ cia de su sustrato, AIA, y de los cofactores, DCP y Mn , es c~ 

paz de liberar etileno a partir del ACC, en presencia de fosfa­

to de piridoxal. 
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T A B L A VII 

INHIBIDORES DE LA PRODUCCIÓN DE ETILENO A PARTIR DEL ACC POR 

DISCOS DE HOJAS DE OLIVO 

INHIBIDOR "/o inhibici6n 

CoC1
2 

40 

KCN 'Z7 

NaN
3 

42 

EDTA 23 

Catalasa 44 

Condiciones de incubaci6n: 

ACC (1 mM), 3 discos de hojas de olivo (10 mm~' 60 mg) e inhi­

bidor ( 10 pM; catalasa 5 pg), volumen total de incubaci6n 1 mli 

302c, ocuridad, medidas peri6dicas. 

Las características y propiedades fundamentales de es­

te sistema, estudiados por nosotros, corresponden a las atribui­

das recientemente (Adama y Yang, 1979; L"ü.rssen et al. 1979; y -­

Konze y Kende, 1 979 a) al enzima presumiblemente activo en el Úl 

timo paso de la biosintesis del etileno (ACC ~ etileno). 

Igualmente, el paralelismo existente entre las inhibi­

ciones encontradas al estudiar la destrucci6n del AIA por el si.!! 

tema AIA-oxidasa del olivo, las encontradas, y recogidas aquí -­

(Tabla V), en las experiencias "in vitro" de formación de etile­

no por acci6n de la AIA-oxidasa del olivo sobre el ACC y las, -­

asimismo, puestas de manifiesto en los ensayos "in si tu" con di_!! 

cos de hojas y ACC (Tabla VII), apuntan a que este sistema enzi-
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mático sea el que actúe "in vivo" en la Última fase de la ru­

ta biosintética del etileno. 

Consideramos muy interesante el papel desempeffado por 

el fosfato de piridoxal, incrementando la liberaci6n de etileno 

(unas veinte veces). En primer lugar, es una confirmaci6n de la 

hipótesis, ampliamente sostenida por diversos autores de ser n2 

cesaria su intervenci6n en el paso SAM ------.;. ACC, para explicar 

la inhibici6n producida por la aminoetoxivinilglicina (AVG), ti 

pica de reacciones en que toma parte el fosfato de piridoxal, -

y, especialmente, un apoyo al esquema de L"úrssen et al. ( 1979) , 

quienes suponen que el fosfato de piridoxal permanece unido, CQ 

mo base de Schiff, al ACC hasta su degradaci6n a etileno. 

En nuestras experiencias, siguiendo a Bollar et al. 

(1979), hemos hecho reaccionar previamente el ACC con el fosfa­

to de piridoxal, antes de su incubaci6n con el sistema enzimá­

tico. También hemos investigado la marcha de la liberaci6n de 

etileno, agregando simultáneamente el fosfato de piridoxal y el 

extracto enzimático, observando que, en este caso, la velocidad 

inicial de formaci6n de etileno ea mucho más lenta, si bien, al 

cabo de 24 h. las cantidades de etileno formadas son, práctica­

mente iguales. 

Sobre el posible mecanismo de la reacci6n que rompie~ 

do el anillo de ciclopropano, pone en libertad al etileno, arrQ 

ja luz la inhibici6n por la catalasa, que hemos encontrado tan­

to en los ensayos "in vitro" con extracto enzimático, como "in 

si tu" con discos de hojas. Este comportamiento de la catalasa 

apunta a favor de la hipótesis ·expuesta por Adama y Yang ( 1979) 1 

que hace intervenir el agua oxigenada, formada previamente por 

una oxidasa, en la ruptura del anillo de ciclopropano en pre­

sencia de LID.a peroxidasa. No cabe duda de que, precisamente, -

el sistema AIA-oxidaaa ha mostrado siempre, ante la pe:tpl8jidad 
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de los investigadores que de, él se han ocupado (Hoyle, 1972), 

esta dualidad de funciones oxidativa y peroxidativa. 

Sin embargo, nosotros nos inclinamos por la interveE 

ci6n, no del agua oxigenada, sino de algún radical peroxídico, 

análogo a los descritos por Fox et al. (1975), en la degrada­

ción oxidativa del AIA por la peroxidasa del rábano (HRP), y 

a los que también hacen intervenir Mapson y Wardale (1972), iE 

terpretando los resultados de sus investigaciones sobre el pa­

pel del AIA en la formación de etileno a partir de KMB, por p~ 

roxidasa de rábano (HRP). 

La intervención del sistema AIA-oxidasa y su sustra­

to, AIA, en este paso de la biosintesis del etileno, explica-­

ria, también, el fen6meno plenamente confirmado de un incremeE 

to en la producci6n de etileno por tejidos vegetales, cuando -

se someten a tratamiento con AIA. Esta producci6n de etileno, 

inducida por el AIA, responde positivamente a las concentraciQ 

nes crecientes de AIA, hasta ciertos valores de éstas, a par­

tir de loa cuales la producci6n disminuye, (Lieberman, 1979). 

Nosotros hemos visto como a AIA produce este efecto en la libe 

raci6n de etileno a partir del ACC por el extracto enzimático 

de hojas de olivo. Este comportamiento se corresponde con el -

hecho, puesto de manifiesto por nosotros y otros autores (Zmrhal 

y Machácková, 1979), de presentar el sistema AIA-oxidasa inhi­

bici6n por exceso de sustrato. Este punto de vista no coincide 

con el expuesto por Yu y Yang (1979), quienes opinan que el -

AIA ejerce su efecto estimulante sobre la producci6n de etil~ 

no al inducir la síntesis del enzima responsable de la conver­

sión de SAM en ACC. 
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IV.2.4. frQV.QC~ci6~ ~e_l-ª. ªb~cisióg ªe_lªs_aQeit~si ~o~ fo~­

~.2i.Qn_d~ ~til~nQ,_"in_s!,t!:!,".z. ~-r~s_d~ Q.l_!.v_Q _!rªtª­

g_a~ .2.º!! ~CQ 

Para comprobar la rápida formaci6n de etileno a par­

tir del ACC que es de esperar por ser éste su inmediato precu~ 

sor en su ruta biosintética, se plante6 la experiencia que a -

continuación se describe. 

Se separaron cuatro ramas parecidas, con unas 14 ace_!. 

tunas, del mismo olivo. Las aceitunas estaban terminando sud~ 

sarrollo, pero lejos aun de comenzar su maduración. Dos de ellas 

fueron pulverizadas con 5 ml de disoluciones al 0,04 % de Tri­

ton X-100 (agente humectante), una de las cuales contenía ACC 

10 mM (1mg/m1), 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 m1 de agua en el fondo donde se sumergían sl8 extremos infe­

riores. Las botellas se cerraron herméticamente con doble papel 

parafinado y se colocaron en cámara oscura a 302c. En la cuarta 

rama se determinaron las fuerzas de ruptura de los pedúnculos 

de aceituna. 

A las veinticuatro horas del tratamiento, se tomaron 

muestras de 1 ml del aire contenido en las botellas y se inye.2 

taron en la columna del cromatógrafo de gas. El aire que rod0;!! 

ba a la rama tratada con ACC, de la que se había desprendido -

de forma natural una aceituna, contenía etileno mientras que -

las otras dos ramas no habían producido liberación algtma de -

este gas. Se taparon nuevamente loe botes y se llevaron a la -

cámara o se ura. 

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 había ya cuatro aceitunas caidas) que re­

produjeron los resultados del día anterior: liberación de eti­

leno por la rama pulverizada con ACC y no liberación por parte 

de las otras dos ramas. 

Una vez hechas estas medidas, se extrajeron las ramas 

de las botellas y se sacudieron ligeramente. Desp~és se sacudi~ 

ron más fuertemente y, por Último, con el dinamómetro se midió 

las fuerzas de ruptura de los pedúnculos de las aceitLina.s aun -

retenidas (F.R.). 

De las 14 aceitunas que, originalmente tenía la rama 

tratada con ACC, 4 de ellas habían caido de forma natural en -

las 48 horas de permanencia en la cámara oscura, 9 cayeron al -

sacar la rama o al sacudirla muy ligeramente y sólo una de ellas 

necesitó una tracción de 80 gramos con el dinamómetro. Al sacu­

dir la rama se cayeron dos hojas. 

De las otras dos ramas no se cayó ninguna aceituna ni 

con fuertes sacudidas, teniendo que recurrir al arranque con el 

dinamómetro; de la mojada con Tritón se desprendieron dos hojas. 

En la Tabla VIII se recogen las F.R. medias de los tratamientos 

y la significación de sus diferencias. 

No cabe duda de que la experiencia ha sido francamen­

te interesante y prometedora, ya que, además de poner de mani-­

fieato la formación de etileno por la planta a partir del ACC -

ex6geno, ha mostrado que, sin producirse defoliación, las acei­

tunas pueden desprenderse con facilidad a las 48 horas del tra­

tamiento. 
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T A B L A V I I I 

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 tritón 187, 1 a B 

Rama con tritón y con ACC 5,7 b c 

(x) Los números seguidos por diferentes letras minúsculas son 

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

(xx) Los números seguidos por diferentes letras mayúsculas son 

significativamente diferentes al nivel del 5 % (prueba de t). 
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V. CONCLUSIONES 

1. Se han estudiado algunas características importantes del -

sistema enzimático AIA-oxidasa/peroxidasa de hojas de oli­

vo. Merecen destacarse: 

a) Dualidad de funciones enzimáticas AIA-oxidasa y peroxi­

dasa, incluso a nivel de isoenzimas. 

b) Inhibici6n de ambas actividades enzimáticas por cianuro, 

azida y EDTA, lo que parece confirmar la presencia de -

hierro en el sistema enzimático. 

c) La acriflavina, no sólo no ejerce inhi bici.6n de la act! 

vidad AIA-oxidasa, sino que, a la luz, destruye al AIA. 

En cambio, sí inhibe la actividad peroxidasa. 

d) En cromatografía de filtraci6n por gel, ambas activida­

des eluyen juntas. 

e) El sistema enzimático está formado por un componente lll!! 

yor, al que por cromatografía de filtraci6n por gel le 

corresponde un peso molecular algo superior a 50.000 -

Daltons. 

f) En electroforesis en gel con gradiente de concentraci6n 

de poliacrilamida se obtienen cinco bandas de las cuales 

dos son mucho más intensas, a las que les corresponden 

pesos moleculares de 56.600 y 70.600 Daltons. 

g) En isoelectroenfoque se obtienen bandas con actividades 

enzimáticas correspondientes a isoenzimas con pl entre 

4 y 7. 

2. El sistema enzimático AIA-oxidasa/peroxidasa de hojas de -

olivo, bajo las condiciones 6ptimas para desarrollar su ac 

tividad, es capaz de liberar etileno a partir del ácido 

1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC), su inmediato pre­

cursor en la ruta biosintética en vegetales superiores, --
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siendo necesaria la presencia del fosfato de piridoxal. 

3. Diversos tejidos del olivo, especialmente discos de hojas, 

son capaces de liberar etileno cuando se incuban con disolu 

ci6n de ACC. 

4. En ambos ensayos "in vitre" e "in situ 11
, la liberación de -

etileno es inhibida por los mismos compuestos que impiden -

el desarrollo de las actividades AIA-oxidasa y peroxidasa. 

5. Un tratamiento "in situ" de ramas de olivo con ACC, pone de 

manifiesto la liberación de etileno a partir del aminoácido. 

Después de 48 horas del tratamiento, las aceitunas caen es­

pontáneamente o se desprenden con facilidad, sin producirse 

defoliación. 

6. Se emite la hipótesis de que el sistema enzimático AIA-oxid~ 

sa/peroxidasa sea activo "in vivo" en el último paso de la -

ruta biosintética del etileno en los vegetales superiores: 

ACC etileno. Esta hipótesis explicaría la presencia -

del sistema enzimático en la zona de abscisión, su dualidad 

de funciones, el aumento de su concentraci6n con la madura­

ción y la inducción de la formación de etileno en tejidos v~ 

getales por el AIA. 
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