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The loss of intercellular peroxidases from olive tree leaf sections subjected to isoelectric
focusing correlates well with the capacity of the referred sections to convert 1-aminocyclo-
propane-1-carboxylic acid (ACC) into ethylene. Both activities are compared in leaves of dif
ferent ages (according to their position on the branch) and it is found that they follow a parallel
course. The inhibition of the capacity to convert ACC into ethylene in homogenized olive
tree leaves is due to inhibitors release. The results, in relation to other authors’ reports, are
discussed.
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El etileno regula muchos aspectos del
crecimiento, desarrollo y senescencia de
las plantas (1). En vegetales superiores es
sintetizado a partir de la metionina: Met**
—> SAM —> ACC —> etileno (23). La ma
yor parte de los tejidos vegetales convier-
ten el ACC en etileno, pero hasta ahora
no se ha aislado ningun enzima que tenga
todas las propiedades de la actividad for-
madora de etileno in vivo, existiendo una
gran laguna en el conocimiento de este ul
timo paso. En los ultimos anos se han des- 

* A ouien debe dirigirse la correspondencia.
** Abreviaturas: IEF, isoelectroenfoque; ACC,

acido 1-aminociclopropano-l-carboxilico; SAM,
S-adenosilmetionina; AIA, acido indolacetico; EFE,
enzima formador de etileno; DNP, dinitrofenol.

crito varios sistemas in vitro que transfor-
man el ACC en etileno (5, 9, 11, 15, 20,
21), pero no hay hasta ahora evidencias de
que alguno de ellos actue realmente in
vivo.

Durante muchos ahos el papel de las pe
roxidasas en la conversion ACC —> etileno
ha atraido considerablemente la atencion
(6), en especial por su relacion con el sis-
tema AIA-oxidasa/peroxidasa de hojas de
olivo. No obstante, los resultados presen-
tados hasta ahora son poco claros.

Por otra parte, el hecho de que la ho-
mogeneizacion de tejidos que producen
etileno lleve al cese de su produccion, se
ha interpretado como prueba de que el
EFE requiere integridad de membranas
(23). Posteriormente, BoROCHOvy Adam
(4) han demostrado que esta reaccion en 
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plantas es independiente de la integridad
celular o de las membranas.

En el presente trabajo se compara la ac-
tividad peroxidasa con la capacidad para
transformar el ACC en etileno en hojas de
olivo y se presentan resultados que con-
firman que la inhibicion del EFE en teji-
dos homogeneizados es debida a la libe-
racion de inhibidores.

Material y Metodos

Se han utilizado hojas de Olea europaea
L. cv. Picual, de arboles de unos 13 ahos
de edad, cortadas en discos de 4 mm de
diametro. Se incuban 5 discos (aproxi-
madamente 35 mg) con 1 ml de ACC 1
mM en la oscuridad a 30° C con agitacion,
en viales de 11 ml cerrados con tapones de
caucho. A los tiempos indicados en cada
caso se toma una muestra de 1 ml del es-
pacio de cabeza para determinar etileno en
un cromatografo gaseoso Hewlett Packard
5890A, equipado con columna de alumina
y detector de ionizacion de llama.

La actividad peroxidasa in vivo se de-
termina por incubacion de 1 disco con 200
pl de guayacol al 1 %, 200 pl de H2O2 30
mM y tampon fosfato 2 mM (pH 6,1) has-
ta un volumen total de 2,5 ml. Se agita du
rante 15 min a temperatura ambiente y se
mide la absorbancia a 420 nm, en un es-
pectrofotometro Hewlett Packard 8450A.

Obtencion del extrato crudo de hojas de
olivo. — 25 g de hojas de olivo, lavadas y
secas, se trituran con 125 ml de tampon
fosfato 20 mM pH 6,1 en un Omni-Mixer.
El homogenado se filtra por gasa cuadru-
ple y se centrifuga a 23.300 g durante 30
min. El extracto crudo es el sobrenadante
resultante.

Isoelectroenfoque de secciones de hojas
de olivo. — El procedimiento seguido en
la infiltracion de las secciones, condiciones
del IEF y posterior tincion de las peroxi- 

dasas sobre el gel de poliacrilamida son los
descritos por Vioque et al. (22).

Secciones de hojas de olivo sin infiltrar,
infiltradas bajo vacio con agua e infiltradas
bajo vacio con solucion acuosa de KC1100
mM se someten a IEF. Transcurridos 30
min se retiran los tejidos del gel, se incu
ban con 1 ml de ACC 1 mM y se deter-
mina el etileno liberado tras 24 h. El IEF
continua 1 h mas, se tihen las peroxidasas,
se corta el gel en tiras de 115 X 15 mm y
se determina la D.O. por transmision uti-
lizando un densitometro/absorcidmetro
Joyce Loebl modelo Chromoscan, pro-
visto de una rejilla vertical (10 x 0,5 mm)
en el emisor y de un filtro 3 D.O. en el
receptor.

Resultados

En la fig. 1 se recogen los perfiles de ab
sorbancia por transmision de las peroxi
dasas intercelulares extraidas de las seccio
nes de hojas de olivo durante el IEF. Los
tejidos sin infiltrar (fig. 1A) casi no liberan
peroxidasas en comparacion con los teji
dos infiltrados. La infiltracion bajo vacio
con solucion acuosa de KC1 100 mM (fig.
1C) libera mayor cantidad de peroxidasas
que la infiltracion con agua (fig. IB). Las
secciones de tejidos correspondientes a los
tres tratamientos se incuban con ACC 1
mM tras el IEF, determinandose el etileno
liberado despues de 24 h. En la fig. 2 se
representan las areas de los perfiles de ab
sorbancia de las peroxidasas extraidas en
el IEF frente al etileno liberado por los te
jidos sometidos a los tres tratamientos.
Los valores son media de dos ensayos con
tres replicados para cada tratamiento. Se
pone de manifiesto que la salida de pero
xidasas de los espacios intercelulares de los
tejidos disminuye la liberacion de etileno
por dichos tejidos, existiendo una buena
correlacion (r = —0,9958).

Hojas de olivo de distinta edad tienen
distinta capacidad para transformar ACC
en etileno. Se han determinado las activi-
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Fig. 1. Detection de peroxidasas intercelidares por
IEF directo de sectiones de hojas de olivo some-

tidas a diferentes tratamientos.
(A) no infikradas, (B) infikradas bajo vacio con
agua, (C) infikradas bajo vacio con KC1 100 mM.

dades peroxidasa y formadora de etileno
in vivo en hojas de distinta edad segun su
posicion en el ramillete. Para cada tipo de
noja se ha determinado el etileno con 5
viales replicados con 5 discos/vial y la ac-
tividad peroxidasa con 15 viales replicados
con 1 disco/vial. En la fig. 3A se presentan
los valores medios obtenidos para ambas
actividades frente a la posicion de la hoja
en el ramillete. El experimento se ha re-
petido cuatro veces con similares resulta-
dos. En la fig. 3A puede observarse que
ambas actividades siguen un curso para-

Area (mm2)
Fig. 2. Relation entre las peroxidasas intercelida
res y el etileno liberado por sectiones de hojas de
olivo sometidas a IEF tras distintos tratamientos.
(K) no infikradas, (B) infikradas bajo vacio con
agua, (C) infikradas bajo vacio con KC1 100 mM.

lelo, de forma que si se representa la ac-
tividad formadora de etileno frente a la ac-
tividad peroxidasa, se obtiene una relacion
lineal (ng. 3B).

Cuando se trituran hojas de olivo, cesa
la produccion de etileno (21). Para com-
jrobar si esto es debido a una perdida de
a integridad de las membranas o a la li-
Deracion de inhibidores, se ahaden distin-
tas cantidades (0,5 y 0,9 ml) de extracto
crudo de hojas de olivo al medio de in-
cubacion de discos enteros (tabla I). La
formacion de etileno se reduce al 32 y 6 %
del control. El extracto crudo se pasa por
una columna de Sephadex G-25 y se se-
jara la fraccion de alto Pm (excluida) de
a de bajo Pm (retenida). Se ahaden ambas
’racciones (equivalentes a 0,9 ml de ex
tracto crudo) por separado al medio de in-
cubacion de discos. Cuando se anade la
fraccion de alto Pm, no hay perdida de ac-
tividad, 108 %; en cambio, al anadir la
fraccion de bajo Pm, la actividad se reduce
al 4 %, del mismo orden que la obtenida
con extracto crudo (tabla I). Estos resul-
tados ponen de manifiesto la existencia en
el extracto crudo de inhibidores de bajo
Pm que son los responsables de la perdida
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Actividad peroxidasa (AA42o/15mln)

Fig. 3. Actividadesperoxidasa y formadora de eti-
leno (EFE) de hojas de olivo situadas en diferentes

posiciones en la rama.
La posicion 1 corrcsponde al extremo de la

misma.

Tabla I. Formation de etileno por incubation de
ACC 1 mM con discos de hojas de olivo bajo di-

ferentes condiciones.
Las fracciones de alto Pm (excluida) y de bajo Pm
(retenida) del extracto crudo se obtienen por cro-

matografia en columna (Sephadex G-25).

Incubacidn
Etileno/24 h

nmol %

Extracto crudo —
Discos 2,76 100
+ 0,5 ml extracto crudo 0,87 32
+ 0,9 ml extracto crudo 0,17 6
+ 0,9 ml fraccidn excluida 2,97 108
+ 0,9 ml fraccidn retenida 0,11 4

de actividad formadora de etileno en teji-
dos de olivo homogeneizados.

Discusion

Las peroxidasas han sido relacionadas
con la oiosintesis de etileno debido a al-
gunas caracteristicas de la misma: necesi-
dad de oxigeno, participacion de radicales
libres (12) o incfuso participacion de pe-
roxido de hidrogeno (2).

Tras el descubrimiento del ACC como
inmediato precursor del etileno, varies
equipos de investigadores han intentado
confirmar la participacion de las peroxi
dasas en este ultimo paso y, aunque los
datos aportados no sean concluyentes, las
pruebas en apoyo de esta hipotesis son
cada vez mayores. Vioque et al. (21) ob-
tuvieron un extracto de hojas de olivo con
actividad AIA-oxidasa y peroxidasa que
transforma el ACC en etileno en presencia
de Mn++ y varios cofactores. Shimokawa
(19) tambien purifico un enzima a partir
de frutos de Citrus unshiu que presentaba
iguales propiedades. Otros autores (14,
17) estudiaron separadamente el papel de
las peroxidasas en este paso usando pe
roxidasa purificada de trigo y guisante.
Concluyeron que si bien el ACC no se
convierte en etileno directamente por una
peroxidasa, no se puede excluir que esten
de alguna manera implicadas en el proce-
so, suministrando radicales libres o alguna
forma activada de oxigeno. Frenkel y
Mukai (7) estudiaron el efecto del AIA y
de un inhibidor de la AIA-oxidasa en la
produccion de etileno a partir de ACC en
ensayos in vivo e in vitro. El AIA esti-
muld la produccion de etileno, que se vio
restringida por un inhibidor de la AIA-
oxidasa, por lo que esta actividad podria
controlar la liberacion de etileno regulan-
do los niveles de auxina. La evolucion de
los mono- y difenoles durante la madu-
racion de la pera Passe-crassane podria re
gular la biosintesis de etileno gracias a sus
acciones contrapuestas sobre la actividad
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AIA-oxidasa (3). El hecho de que la ac-
tividad AIA-oxidasa se vea estimulada en
presencia de ACC podria indicar que la
sintesis de ACC y su interaccion con la
AIA-oxidasa puede ser un importance sis-
tema regulador en el desarrollo vegetal
(16). Recientemente Gaspar et al. (8) pre-
sentaron una secuencia de reacciones que
relacionan auxina y etileno, con las pero-
xidasas basicas como responsables de la
conversion ACC —» etileno y la partici-
pacion del Mn++, hipotesis apoyada por
Boyer y De Jaegher (6) que propusieron
una intervencion de las peroxidasas y el
manganeso en el paso ACC—> etileno para
explicar la «thigmomorfogenesis» de Bry
onia dioica Jacq.

Los resultados aqui presentados, que
relacionan las actividades peroxidasa y
formadora de etileno in vivo apoyan la
posibilidad de una implicacion de aquella
en la conversion ACC —» etileno. El hecho
de que no se haya aislado, hasta ahora,
ningun enzima que tenga todas las pro-
piedades del EFE nativo, hace suponer
que este paso no sea tan simple y que en
el puedan intervenir varios enzimas rela-
cionados entre si.

Durante mucho tiempo se ha pensado
que el ultimo paso de la oiosintesis del eti
leno in vivo podria estar asociado a mem-
branas, ya que es inhibido por compuestos
lipofilicos, DNP y, en general, por sus-
tancias que alteran la estructura de las
membranas (23); ademas, esta reaccion
cesa al homogeneizar los tejidos vegetales
(13). No obstante, existen evidencias de
que no es necesaria una integridad de las
membranas. Asi lo concluyeron Boro-
chov y Adam (4) en estudios con petalos
de clavel; la inhibicion por DNP tiene lu-
gar por interaccion directa con el enzima,
no con los lipidos estructurales, invalidan-
do de esta forma el modelo de membranas
propuesto por John (10).

La liberacion de inhibidores de bajo Pm
durante la homogeneizacion de los tejidos
puede explicar facilmente el hecho de que
todos los tratamientos que supongan des- 

truccion del sistema de membranas de la
celula inhiban la biosintesis de etileno, sin
que necesariamente el EFE este asociado a
membranas. Ademas, hay que tener en
cuenta que los resultados obtenidos en en-
sayos in vivo con compuestos lipofilicos,
choque osmotico, DNP, etc. son limita-
dos debido a la poca especificidad de los
sistemas y a las altas concentraciones re-
queridas para promover su efecto (18).

Resumen

Se comparan la actividad peroxidasa con la capa-
cidad para transformar el ACC en etileno, en tejidos
sometidos a isoelectroenfoque tras distintos trata
mientos y en tejidos de diferente edad, encontran-
dose una relacion lineal. La inhibicion de la capaci-
dad para convertir el acido 1-aminociclopropano-l-
carboxilico en etileno en hojas de olivo homogenei-
zadas se debe a la liberacion de inhibidores de bajo
Pm.

Palabras clave: Olea eitropaea L., Acido 1-amino-
ciclopropano-l-carboxilico, Etileno, Peroxidasas.
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