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Carta del Presidente

Queridos amigos:

Este boletin coincide con la recta final de la elaboracién de los Planes de Estudios. Como para estas
fechas ya estaréis todos remitiendo al Ministerio la configuracién de las diferentes titulaciones, hemos
pensado que en el préximo nimero nos gustarfa incluir un dosier sobre cusl va a ser la situacién de la
Fisiologfa Vegetal y las asignaturas relacionadas en los planes de estudio que estdis aprobando. Por tanto
nos gustarfa que nos enviarais informacién de vuesiro departamento o unidad, bien remitiéndola a la
Secretarfa de la SEFV o bien a través de los respectivos vocales.

También recordaros que en el 4° trimestre del afio 1992 y segiin los estatutos de la SEFV, -
celebraremos la Asamblea General Ordinaria. Os enviaremos convocatoria de la misma; pero como es
posible que se celebre durante el mes de Octubre id pensando en enviar con suficiente antelacién los
posibles movimientos de socios (altas y bajas) segiin la tiltima modificacién de estatutos que se aprob6
en la Asmablea de Madrid, y que aparece en péginas interiores de este boletfn.

Como Presidente del Comité Organizador de la X Reunién de la SEFV quiero invitaros
formalmente a participar en el mismo, que como sabéis se va a celebrar en Pamplona, en donde espero
poder daros a todos la bienvenida.

Las fechas, pricticamente definitivas, serdn del 21 al 24 de Septiembre. En este nimero
encontraréis el boletin de preinscripcién que os rogamos enviéis en las fechas sefialadas.

El Comité Organizador estd intentando “dar forma” a unas mesas redondas mds dindmicas con
el objetivo de conseguir una participacién mds activa y esperamos asf que de esta forma queden
recogidas parte de las sugerencias que se plantearon en la Asamblea General, aunque comprendemos
que siempre resultard diffcil conseguir un congreso a gusto de todos, asf que os pedimos comprensién
y apoyo por vuestra parte.

Seguimos recibiendo con ilusién las revisiones docentes y metodoldgicas, asf como cualquier
informacién o comentario en relaci6n a la Fisiologfa Vegetal.

Un abrazo,
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Revisiones

Rutas metabdlicas de las poliaminas

en las plantas

Antonio Ferndndez Tiburcio y Xavier Figueras Remolat

Laboratorio de Fisiologia Vegetal. Facultad de Farmacia. Univ. Barcelona.

Rutas metabdlicas de las
poliaminas en las plantas:

Introduccion
Biosintesis
Catabolismo

Metabolismo secundario

~

J

INTRODUCCION

Desde ¢l descubrimiento, por van Leeuwenhoeck, en
1678 de cristales de fosfato de espermina en el semen
humano se han descubierto otras di- y poliaminas, tanto en
organismos procariotas como en eucariotas. La diamina
putrescina y la triamina espermidina se encuentran practi-
camente en todos los organismos vivos, por lo que podria
decirse que son biolégicamente ubicuas. Los organismos
procariotas poseen una mayor concentracién de putrescina
que de espermidina, y carecen de espermina, mientras que
los eucariotas, normalmente, poseen poca putrescina y
concentraciones altas de espermidina y espermina. La
diamina cadaverina, que normalmente procede de la
descarboxilacién del amino4cido lisina, tiene una presen-
cia més limitada; sin embargo, su distribucién no ha sido
estudiada completamente. En la naturaleza existen otras
poliaminas menos usuales tales como, sym-
homoespermidina, symhomoespermina, sym-
norespermidina y symnorespermina aunque su distribu-
cién es mucho més restringida.

Ademds, en los organismos vivos las poliaminas no
s6lo se encuentran en forma libre, sino también conjuga-
das, como amidas, unidas covalentemente a
macromoléculas (protefnas 6 4cidos nucléicos) o a compo-
nentes celulares solubles, formando compuestos acetilados
en las células animales, o bien, cinamoil derivados en las
células vegetales.

Por lo general, en las plantas superiores encontramos
niveles altos de poliaminas en tejidos meristeméticos yen
tejidos en crecimiento activo, mientras que los tejidos
senescentes se caracterizan por poseer niveles bajos de
poliaminas. Cada 6rgano posee un patrén especifico de
poliaminas y, en algunos casos, dicho patrén estd
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correlacionado con la divisién celular, mientras que en
ofros casos esta correlacionado con la extension celular.

Recientemente se ha demostrado que las poliaminas
putrescina, espermidina y espermina participan en nume-
rosos procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas,
* entre los que se incluyen la divisién celular, 1a diferenciacién
de hojas, flores y rafces, €l desarrollo de la flor y fruto, la
senescencia de 6rganos, eic. Mouchas de estas funciones
son similares a las ejercidas por las hormonas vegetales
auxinas, citoquininas, giberelinas, 4cido abcfsico y etileno.
Ademés, se poseen también evidencias sobre la existencia
de diversas interacciones entre poliaminas y fitohormonas
en algunos sistemas vegetales. Por todo ello las poliaminas
se consideran en la actualidad como un puevo grupo de
susténcias reguladoras del crecimiento vegetal.

En esta Revisi6n se realiza un estudio de las caracteris-
ticas bioquimicas de los principales enzimas que partici-
pan en la biosintesis y degradaci6n de las poliaminas en la
célula vegetal. Se trata también el metabolismo secundario
de las poliaminas.

BIOSINTESIS DE POLIAMINAS

SINTESIS DE PUTRESCINA
Ruta biosintética

Generalmente se asume que, por lo menos, las plantas
superiores comparten con las bacterias la existencia de 2
vias alternativas para la sintesis de putrescina: una via
directa, catalizada por ornitina descarboxilasa (ODC; EC
4.1.1.17), y otra via indirecta, a través de una serie de
intermediarios, catalizada por arginina descarboxilasa
(ADC; EC 4.1.1.19) (Fig.1).

La descarboxilacién de arginina, catalizada por ADC,
produce agmatina, que, mediante la accién del enzima
agmatina iminohidrolasa (AIH; EC3.5.3.12) es hidrolizada
y forma N-carbamoilputrescina (NCP). A partir de aqui
pueden describirse dos vias, una de ellas, la m4s frecuente,
en la que NCP es metabolizada y produce CO2 y NH3,
ademis de putrescina, mediante la accién del enzima
NCP-amidohidrolasa (NCPasa EC3.5.1.) (Fig.1). Laotra
via alternativa para la sintesis de putrescina, propuesta por
Adiga, es mediante un enzima multifuncional (Put sintasa),
segiin la cual Agm se convierte en NCP mediante el
componente ATH del enzima multifuncional, y la NCP se
convierte luego en putrescina y citrulina por la interaccién
de las actividades putrescina transcarbamoilasa (PTC; EC
2.1.3.6.) y ornitina transcarbamoilasa (OTC; EC 2.1.33.),
componentes ambas de la putrescina sintasa. Esta dltima
via, sin embargo, ha sido detectada tan s6lo en Lathyrus
sativus y Cucumis sativus.

Aunque la contribuci6n relativa de las dos vias ADC y/

0 ODC para la sintesis de putrescina en las plantas superio-
res ha sido objeto de cierta controversia, actualmente, se
consideraquetantoADCoomoODCpuedenseracﬁvas en
tejidos vegetales y que su contribucién relativa en la
sfntesis de putrescina (y poliaminas) depende del tipo de
tejido y del estado de desarrollo. A modo de ejemplo
citamos que nuestras investigaciones mostraron que teji-
dos de callo de tabaco cultivados en presencia de un
inhibidor suicida de ODC, dejaban de crecer, pero mos-
traban tan s6lo, una débil inhibicién enla produccién de
alcaloides; mientras que, los callos tratados con un inhibidor
suicida de ADC continuaban creciendo con pormalidad, si
bien sufrian un fuerte descenso de los niveles alcalofdicos.
Se ha sugerido por tanto, que la via ODC participa en la
divisi6n celular en tejidos en crecimiento activo; mientras
que, la via ADC estd involucrada en los procesos de
extensién celular, procesos de estrés, y procesos
metabélicos secundarios como la biosintesis de alcaloides.

Arginina Descarboxilasa

En plantas, ADC ha sido purificada hasta la
homogeneidad en pléntulas de avena, embriones de arroz,
Lathyrus sativus y en hojas deficientes en K.

En pléntulas de avena y en arroz existen dos formas
moleculares de ADC. Asi en avena pudieron separarse dos
fracciones: la fraccién A (P.M. 195.000) y la fraccién B
(P.M. 118.000) . La fraccién A era dos veces m4s activa
que la B; pero el pH éptimo (7-7.5) y otras propiedades de
las dos formas eran similares. La fraccién A era ademas
estimulada por piridoxal fosfato. De forma similar, el
enzima aislado de arroz pudo separarse en dos formas A
(P.M. 174.000) y B (P.M. 83.000) que correspondian casi
exactamente al dfmero y al mon6mero. La fraccién A es la
més activa; su pH 6ptimo es de 8 y requiere como cofactores
piridoxal fosfato y un grupo tiol.

Por el contrario, los enzimas purificados a partir de
Lathyrus sativus y de hojas de avena deficientes en K*
migraron en forma de una simple banda protéica (PM de
39,000) cuando fueron separados en geles de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes (presencia de SDS).
Ambas preparaciones requerian como cofactores, piridoxal
fosfato y grupos tiol.

Ornitina Descarboxilasa

Se sabe relativamente poco acerca del enzima ODC en
las plantas, comparado con animales y bacterias, debido a
que sélo recientemente se ha logrado purificar hasta la
homogeneidad en hojas de cebada y en embriones de yute.
Contrariamente al enzima ADC, que ha sido aislado so-
lamente de fracciones citoplasmicas, la actividad ODC se
encuentra también presente en el nicleo celular, y se ha
purificado parcialmente, en pléntulas de cebada, no sélo
del citoplasma sino también asociado a la cromatina. E1 75
9% de 1a actividad ODC se encontraba asociada a la cromatina
y era estable mientras que el 25 % restante correspondia a
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actividad procedente del citosol y era menos estable.

El enzima ODC asociado a la cromatina ha sido puri-
ficado hasta la homogeneidad en plantas de cebada. El
peso molecular deducido fue de 55.000. De los distintos

SEMIALDEHIDO
SUCCINICO

?T SUCCINATO

NAD*

inhibidores usados, los més efectivos son DL-o-
difluormetilornitina (DFMO), Co*? y espermina. Es esta-
ble durante 24 h a 04°C en presencia de piridoxal fosfato,
ditiotreitol y glicerina a pH 8.5.




6 Boletin n° 17

Sociedad Espafiola de
Fisiologfa Vegetal

En embriones de yute, se ha purificado asimismo hasta
1a homogeneidad un probable ODC citosélico presente en
1a fraccién sobrenadante y que tiene un peso molecular
aparente de 39.000 y muestra su actividad méxima a pH
4.8. Como cofactor necesita piridoxal fosfato y para su
méxima actividad precisa la presencia de grupos tiol. Al

contrario de 1a ODC hallada en cebada, la actividad no se
inhibe por DFMO. Los inhibidores més efectivos son
putrescina y espermidina.

Interconversiones enzimdticas enire Arginina y
Ornitina

Los precursores primarios para la sintesis de putrescina
en las plantas son los aminodcidos ornitina y arginina. Es
por ello que deben considerarse las posibles
interconversiones entre estos dos aminodcidos.

Segiin ¢l esquema de la Fig.1, ¢l primer paso en la
conversién de ornitina en arginina es la formacién de
citrulina a partir de ornitina y carbamoil-fosfato en reac-
cién catalizada por OTC. La conversi6n de citrulina en
arginina, via argininosuccinato (ARS), se produce en dos
pasos catalizados por los enzimas ARS sintasa (EC 63.4.5)
y ARS liasa (EC 43.2.1.).

Por otro lado la arginina puede convertirse en ornitina
y urea (Fig. 1) en reaccién catalizada por el enzima
arginasa (EC 3.5.3.1.). Las bacterias, levaduras y algas
verdes carecen de arginasa; sin embargo esté ampliamente
distribufda entre las células animales, plantas superiores y
muchos liquenes. La arginasa es un enzima caracteristico;
ya que posee un pH 6ptimo, alto, de 9.5, y ademés requiere
Mn™ como cofactor. Estas propiedades la diferencian dela
mayoria de enzimas hidrol{ticos.

Inhibidores de ADC Y ODC

Los andlogos estructurales de arginina y ornitina (L-
canavanina y L-canalina) o sus inhibidores reversibles
competitivos (D-arginina, DL-a-metilarginina y DL-a.-
metilornitina) fueron usados en primer lugar como
inhibidores de las poliaminas en las plantas superiores. Sin
embargo, la mayoria de estos compuestos son inespecificos
o pueden interferir con otros procesos. El uso de inhibidores
especificos de ADC y ODC no fue posible hasta que se
sintetizaron los denominados inhibidores irreversibles tipo
«suicida» DL-a-difluormetilornitina y DL-a-
difluormetilarginina. Estos inhibidores son andlogos al
sustrato y producto del enzima respectivo; poseen un
grupo metilo en la posicin o~ que es sustituido por 4tomos
de fluor y se unen covalentemente al centro activo del
enzima.

La disponibilidad de DFMO y DFMA ha permitido
demostrar que las poliaminas se requieren para el creci-
miento normal de las plantas, y también elucidar qué via de
formaci6n de putrescina (ODC y/o ADC) esta involucrada
en un determinado proceso de desarrollo de la planta.

SINTESIS DE ESPERMIDINA Y ESPERMINA
Ruta biosintética

Tal y como podemos ver en la Fig.1 para que putrescina
se convierta en espermidina, es necesaria la adicion deun
grupo propilamino que procede originariamente del
aminodcido metionina, el cual es primero convertido en
Sadenosilmetionina (SAM) y después descarboxilado, en
reacciones catalizadas por los enzimas SAM-sintasa y
SAM-descarboxilasa ( EC. 4 . 1. 1.50), respectivamente.
Fl SAM descarboxilado (dSAM) obtenido seré el donador
de los grupos propilamino necesarios para 1a sintesis de
espermidina y espermina. La transferencia del grupo
propilamino del dSAM a putrescina en 1a formacién de la
espermidina, es catalizada por el enzima espermidina
sintasa (EC.2.5.1.16). La transferencia de otro grupo
propilamino (prorocedente del dSAM ) a la espermidina
para dar espermina, se realiza mediante una segunda
aminopropiltransferasa, la espermina sintasa (EC.2.5.1).
Hl ofro producto de estas reacciones de transferencia es la
5'.metilticadenosina (MTA), que se recicla para regenerar
de nuevo SAM (Fig.1)

Un hecho que sucede tinicamente en las plantas supe-
riores y nO en Otros Organismos €s que el precursor de la
espermidina y la espermina, SAM, puede también
metabolizarse para formar etileno via 4cido 1-aminopropil-
1-carboxilico (ACC). El etileno es una hormona caracte-
ristica de la senescencia, mientras que las poliaminas
tienen actividad antisenescente; por lo tanto SAM, ademds
de participar en numerosas reacciones de metilacién, re-
presenta un punto de regulacién fundamental en los pro-
cesos de senescencia vegetal.

S-Adenosilmetionina Descarboxilasa

En las plantas superiores, la actividad SAM-
descarboxilasa se ha detectado en Vinca, zanahoria,
Helianthus, Phaseolus, avena y patata. Sin embargo, el
enzima tan s6lo ha sido purificado de L. sativus, maiz, col
y tabaco.

Estas preparaciones enziméticas se caracterizan por
tener propiedades distintas. As, el enzima de L. sativus (
pH 6ptimo 7.6) requiere piridoxal fosfato y Mg™ y no es
estimulada por putrescina; mientras que los enzimas de
maiz (pH 6ptimo 8.6; P.M. 25.000) y col (pH 6ptimo 7.3;
P.M. 35.000) son estimulados por putrescina, pero no
requieren ni piridoxal fosfato ni Mg"™. Del enzima proce-
dente de tabaco se sabe tan s6lo que posee un PM de
35.000, pero no se han indicado otras propiedades.

Aminopropiltransferasas

En plantas superiores, ¢l enzima espermidina sintasa a
pesar de haber sido detectado en L. sativus, Vinca rosea,
espinaca y avena, s6lo ha sido parcialmente purificado en
maiz y col. El enzima de maiz (pH 6ptimo, 7.2, P.M.
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43.000) se ha purificado sélo 115 veces y se inhibe por
compuestos con grupos tiol. El enzima de col fue purifica-
do en principio 160 veces, y més recientemente 1900
veces. Esta preparacién enzimética es fuertemente inhibida
por diciclohexilamina (DCHA). Por otra parte, la activi-
dad espermina sintasa ha sido detectada y purificada s6lo
en col y en avena.

Inhibidores de S-adenosilmetionina Descarboxilasa y
Aminopropiltransferasas

En las plantas, el metilglioxal bis (guanithidrazona)
(MGBG) sigue siendo el inhibidor reversible de la actividad
SAM descarboxilasa més usado. Por otro lado la
diciclohexilamina (DCHA) y Ia ciclohexilamina (CHA)
son inhibidores reversibles de la actividad Spd sintasa en
plantas.

No se ha descrito hasta el momento ningiin inhibidor
especifico del enzima espermina sintasa, aunque cabe
sefialar que MTA, 5'-metiltiotubercidina, y el 4cido
aurintricarbox{lico inhiben tanto la espermidina como la
espermina sintasas.

DEGRADACION DE LAS POLIAMINAS

Las tnicas vias catab6licas que se conocen para las
poliaminas en las plantas superiores son su oxidacién,
acompafiada de la formacién de H,0,.

Segiin el esquema que se muestra en la Fig.1, la
putrescina puede ser oxidada para formar pirrolina en
reaccién catalizada por la diamina oxidasa (DAO; EC.
1.4.3.6.). La espermidina y la espermina pueden oxidarse
formando 1,3 diaminopropano y pirrolina o 1(3-
aminopropil)-pirrolina, respectivamente en reacciones que
estdn catalizadas por el enzima poliamina oxidasa (PAO;
EC. 1.4.3.4). El DAP puede convertirse en B-alanina;
mientras que la pirrolina puede ser metabolizada dando
4cido y-aminobutfrico (GABA), en reaccién catalizada por
pirrolina deshidrogenasa (PYRR-DH). El GABA, poste-
riormente, es transaminado y oxidado a 4cido succinico,
que se incorpora al ciclo de Krebs. Esta via asegura, por
tanto, €l reciclaje de carbono y nitrégeno a partir de
putrescina y espermidina.

DIAMINA OXIDASA

Las diaminas oxidasas (DAOs), que son los enzimas
que oxidan las diaminas, se encuentran esporddicamente
en el reino vegetal; sin embargo, son bastante activas en la
familia de las leguminosas. Estos enzimas atacan solamen-
te a grupos amino primarios y han sido designados como
diamina oxidasas porque actian principalmente sobre
putrescina, como susiraio.

La mayoria de los enzimas caracterizados en las legu-
minosas son similares, ya que todos ellos son dimeros,
contienen Cu** y residuos carbonilos; aunque no se ha
demostrado que requieren piridoxal fosfato como cofactor,
Se ha sugerido que putrescina, espermidina y espermina
pueden actuar como activadores de la DAO, siendo el
oxigeno esencial para la induccion de dicha actividad.
Debido a su dependencia del cobre, las DAOs son inhibidas
por una amplia variedad de agentes quelantes, y por
compuestos que poseen grupos carbonilo, especialmente
la hidrazina. :

POLIAMINA OXIDASA

A diferencia del enzima DAO que es tipico de las
leguminosas, en las gramineas se ha demostrado la exis-
tencia de un enzima especifico que actiia oxidando las
poliaminas sin actuar sobre las diaminas. Este enzima sélo
ataca a grupos amino secundarios y ha sido denominado
PAO, ya que espermidina y espermina son los tinicos
sustratos sobre los que achia. Fuera de las gramineas, la
actividad PAO ha sido detectada en guisantes, amaranto,
soja, Vicia faba, jacinto de agua y en varios hongos.

Este enzima ha sido purificado hasta la homogeneidad
en maiz, avena y jacinto de agua.

PIRROLINA DESHIDROGENASA

H enzima PYRR-DH se ha caracterizado en guisante
y pléantulas de avena. El enzima obienido de guisante tiene
una temperatura ptima més elevada (45°C) y un rango
més amplio de pH 6ptimo (7.5-8) que en el caso de la avena
(40°C, pH 6ptimo 7.5). Ambos enzimas son especificos
para pirrolina y tienen dependencia estricta del NAD. Su
actividad enzimética es inhibida por los anilogos de NAD,
tionicotinamida y €] dinuclestido aminopiridina.

Se ha deteciado actividad PYRR-DH en maiz, cebada,
baba, guisante y avena.

METABOLISMO SECUNDARIO DE LAS
POLIAMINAS

Poliaminas Conjugadas

Las poliaminas se encuentran presentes en la natura-
leza no sélo como bases libres sino también en forma
conjugada. En las plantas, las amidas del 4cido cindmico
son las poliaminas conjugadas m4s comunes, pero también
se pueden encontrar unidas a protefnas o como parte de
alcaloides macrociclicos. En algunas plantas putrescina,
agmatina, espermidina y espermina pueden unirse a una o
dos moléculas de 4dcido cumdrico, cafeico o fertlico,
formando hidroxicinamoil amidas. La cafeoilputrescina
(conocida como paucina), se conoce desde 1894 como un
componente de la semilla de la leguminosa Pentaclethra
macrophylla. La feruroilputrescina fue identificada pri-
meramente en la Chenopodiacea Salsola subaphylla, de
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donde procede el nombre de subafilina.

Cumaroilputrescina, feruroilputrescina y
cafeoilputrescina han sido identificados en callos de tabaco.
La espermidina se encuentra principalmente en forma de
dicumaroil y diferuloil derivados, mientras que la espermina
se encuentra principalmente como diferuloil derivado.

Se sabe relativamente poco acerca de la biosintesis y la
significacién metabdlica de estos compuestos. La
biosfntesis de los dcidos hidroxicindmicos se realiza segin
la ruta general biosintética de fenilpropanoides, que se
inicia mediante la accién del enzima fenilalanina amonio-
liasa (PAL), forméndose luego los 4cidos cumdrico, cafeico
y fertlico sucesivamente. Ademés de esta secuencia de
reacciones, comiin a todos ellos, la sintesis de cada deri-
vado requiere otra serie de reacciones, que generan la
mitad poliamina de la molécula en el lugar y concentracién
apropiados; asi como la reaccién de acoplamiento por
enlace amida entre los dos componentes, la parte poliamina
y la parte cinfmica. En la formacién de cafeoilputrescina,
parece ser que ADC es ¢l principal enzima involucrado en
la sintesis del componente poliamina.

Acerca de la importancia metabélica de estos com-
puestos, se ha sugerido que podrian actuar como reservorio
de poliaminas, y que mds tarde serfan liberadas, en su
forma libre, para realizar sus funciones durante el creci-
miento. Sin embargo, tampoco se puede descartar que
estos compuestos posean por si mismos una intrinseca
funcién metabolica, ya que podrian actuar como substratos
en reacciones catabélicas o bien, como precursores de los
alcaloides derivados de putrescina.

Alcaloides derivados de las poliaminas

La putrescina aparte de ser un precursor de las
poliaminas, espermidina y espermina, s también un pre-
cursor en la biosintesis de alcaloides pirrolidinicos. Asi,
los anillos de pirrolidina de los alcaloides del tabaco
(nicotina, nornicotina), alcaloides trop4nicos (hiosciamina,
hioscina y meteloidina), alcaloides pirrolizidinicos
(retronecina), alcaloides de Erithroxylum coca (higrina,
cuscohigrina), y probablemente fenantroindolizidinas
(tiloporina) derivan de putrescina. Ademds, espermidina,
homoespermidina y espermina pueden conjugarse a los
4cidos grasos o Acidos cindmicos formando alcaloides
complejos denominados alcaloides macrociclicos. Ejem-
plos de alcaloides derivados de espermidina son las
oncinotinas, inandeninas, palustrinas, lunarinas y los
alcaloides de Cannabis . La solamina y la solapalmitina
son alcaloides derivados de homoespermidina, mientras
que la homalina, la verbascenina y pitecolobinas son
ejemplos de alcaloides derivados de espermina. Por otro
lado, cadaverina es un precursor de los alcaloides
piperidinicos de Nicotiana y de los alcaloides
quinolizidinicos del género Lupinus.

‘Durante varios afios se ha asumido que la putrescina de

la que proceden la nicotina y otros alcaloides pirrolidinicos,
se forma a partir de la descarboxilacién de ornitina, via
ODC y, efectivamente dichos compuestos se han clasifi-
cado como alcaloides derivados de la omitina. Por el
conirario, nuestras investigaciones con callos de tabaco
han demostrado que (i) variaciones en la actividad ADC,
y no ODC, se corresponden con cambios en los niveles de
alcaloides; (ii) DFMA inhibe con efectividad la biosintesis
de nicotina y nornicotina, mientras que DFMO es menos
efectivo y (iii) la incorporacién de marcaje en nicotina es
mucho més efectiva a partir de la arginina-“C, que de
ornitina-“C. Estos hechos nos permiten concluir que ADC
y no ODC es ¢l enzima més importante en la biosfntesis de
los alcaloides del tabaco derivados de la putrescina.

Nuestros resultados estén de acuerdo con los obtenidos
posteriormente en callos de Nicotiana tabacum cv, Samsum
y en raices transformadas de Datura stramonium .
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INTRODUCCION

Desde que SAUSSURE (1804) descubri6 el papel
fisiolégico de los elementos minerales en las plantas, hubo
que esperar bastante tiempo para que se fundamentaran las
bases cuantitativas de la Nutricién Mineral con la famosa
ley del minimo de LIEBIG (1985) y la teoria del creci-
miiento medio que proporcionan los bioelementos (MITS-
CHERLICH, 1909), que desarrollaron las idas basicas de
la influencia de los elementos minerales en la Nutricién
Vegetal No obstante, hasta el primer cuarto del siglo XX
no se supo que el andlisis quimico de tejidos de la propia
planta, en especial de la hoja, podia ser la guia de sus
necesidades nutricionales, naciendo asi el Diagnéstico
Foliar (LAGATU y MAUME, 1924 y 1926), perfecta-
mente definido por ellos como: «E! diagndstico del estado
de nutricion de una planta por la evolucion de la compo-
sicidn quimica de una hoja convenientemente elegida».
Estos autores basaron sus estudios en la vid, cultivo por
excelencia en la regién de Montpellier, en cuya universi-
dad trabajan, pero sus teorfas experimentaron un répido
desarrollo y se extendieron a casi todos los cultivos, en los
afios siguientes.

CRITERIOS PARA EL DIAGNOSTICO

La elecci6n de la hoja como 6rgano de control se
fundament6, ademas de lo comentado por los citados
investigadores: «...en una hoja bien escogida se detectan
los flujos de los elementos de manera similar que en un
tubo piezométrico...», en el hecho de que diversos 6rganos
o fraccién de ellos tengan distinto poder indicativo y que
esta capacidad varfe segiin su posicién en la planta, asi
como en la necesidad, para el buen uso del diagéstico, de
seguir la evoluci6n en el tiempo del 6rgano de referencia




Sociedad Espafiola de

1972) y 3 (MARTINEZ-SANCHEZ, 1985) ilustran la
adaptacién de estos criterios para la adecuaci6n del diag-
néstico foliar en vid y olivo, citrus y tomate respectiva-
mente, ¢l primero de ellos con fines de control de suminis-
tro de fertilizantes y los otros como sistema de diagn6stico
del estado nutricional.

OPTIMQ EXPER{MENTAL

RELACIONES FISIOLOGICAS

Figura 1.- Interpretacion del diagndstico foliar en vid'y
olivo, segiin BOUAT (1960).
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Figura 2.- Balance nutriente foliar de macronutrientes
en limonero Verna, segiin ALCARAZ (1968) y
CARPENA et al. (1968 y 1972).

451 1
Lf

sk NREE
45, (
wol /

20 e W9 W 1P %%
DIAS DESCE EL TRASPLANTE

Figura 3.- Balance nutriente foliar de macronutrientes en
plantas de tomate cultivadas en invernadero bajo sistema
de fertirrigacion, segiin MARTINEZ-SANCHEZ (1985).
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NECESIDADES INTERNAS Y EFICIENCIA . NIVEL CR(';J‘:?UMO";?O OE TOXICIDAD

INTERNA

Un importante progreso metodol6gico, injustamente
olvidado, se debi6 a MACY (1936), cuando estudié la
naturaleza de 1a relacién existente entre el nivel de un
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elemento mineral en la planta y la produccién de biomasa.
Expone (Figura4) que la méxima produccién de materia
seca, bajo el aporte diferencial de nitr6geno, dependia de
la luminosidad del medio y de 1a intensidad del suministro
hidrico (grupo 4a). La grifica 4b muestra que entre el
contenido de nitr6geno en el vegetal y la produccién de
materia seca no existe una relacién definida dnica que
permita expresar una ley para predecir la productividad a
partir del andlisis mineral de la planta. Pero modificando
la graduacién de la ordenada (gréfica dc) demuestra que
s¢ establece esta relacién: Es preciso considerar, no la
produccidn en valor absoluto, sino su déficit proporcional
sobre el mdximo alcanzable bajo la influencia del aporte
del elemento, siempre que las demé4s condiciones del cul-
tivo permanezcan inalteradas.

Estas consideraciones fueron recogidas, en cierto modo,
por PREVOT y OLAGNIER (1956), quienes propusieron
las curvas de eficiencia de un elemento, cuyo esquema se
ofrece en la Figura 8. Segtin ellos, 1a distancia vertical
entre un punto de la curva y el valor real representa el grado
de insatisfaccién de la necesidad interna del elemento
considerado.

DEFICIENCIA | LUJO 4

CREC{MIENTO O
RENDIMIENTO

CONTENIOO EN UN ELEMENTO MINERAL

Figura 5.- Curva de eficiencia interna de un
elemento, segiin PRVOT y OLAGNIER (1956).

El estudio y utilizacién de estas teorfas llevan a
MARTIN-PREVEL (1984) a proponer que: «la necesidad
interna estd plenamente satisfecha cuando la planta con-
tiene a los elementos minerales en cantidades y proporcio-
nes tales, que cualquier modificacion de ese equilibrio no
puede aumentar su rendimiento».

LA PROBLEMATICA DEL MUESTREO.
METODOLOGIAS DE CONTROL NUTRICIONAL.

Ahora bien, estos conceptos presentan, para su adecuada
utilizacién, diversos inconvenientes. Por una parte, los
referentes a la representatividad y fiabilidad del muestreo.
Esta problemética, a pesar de las innumerables comunica-
ciones en revistas especializadas y congresos, esti sin
resolver adecuadamente para todos los cultivos. Debe
conocerse la porcién vegetal (6rgano o fraccién de érgano)
idénea a muestrear en cada especie vegetal y en cada
condicién de cultivo, a fin de obtener las curvas o tablas de
referencia de cada bioelemento capaz de incidir en el
desarrolo y produccién. La muestra tipo debe combinar un
méximo de fiabilidad (constancia y precisién estadistica
de los valores, sensibilidad a las variaciones ocasionadas
por el ciclo vegetativo, por los aportes fertilizantes, por las
condiciones mediocambientales, etc.) con un minimo de
dificultades précticas (facilidad de muestreo y posibilidad
de repeticitn).

Ha sido frecuente, posiblemente debido a estas razo-
nes, la proposicién de metodologias alternativas al diag-
néstico, como el andlisis de savia (MAGNITSKI, 1954),
¢l diagnéstico fisiolégico (BEAUFILS, 1958), el andlisis
de extractos de tejidos conductores (ROUTCHENKO,
1975) o el diagnéstico peciolar (ETOURNEAUD y LOVE,
1984; LOVE y BOULAY, 1984), asi como la sustitucién
de los contenidos foliares por la composicién bioguimica
o los niveles de actividad enzimética de diferentes siste-
mas, bien en valoracién directa o por medio del sistema de
induccién (BAR-AKIVA, 1984). Un resumen de las
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Cuadro 1. Metodogias de control nutricional e indice de su aplicabilidad en
diferentes cultivos

metodologias més utilizadas y los cultivos sobre las que se
aplican, se ofrece en ¢l Cuadro 1.

RESPOZSTA
{PRODUCCION}

1

{Unidades d@ nutrisnta aplicada)

¥ DO%13

Figura 6.- Curva de respuesta/dosis para la
aplicacién de elementos, segiin AMBERGER (1986).

MACRONUTRIENTES Y OLIGOELEMENTOS EN

EL DIAGNOSTICO

Por otra parte, debe considerarse también que el trata-
miento de los nutrientes, en cuaquier metodologfa de

diagnéstico que se seleccione y particu-
larmente para el diagn6stico foliar, no
puede ser igual en todos los casos.
AMBERGER (1986) exponia clara-
mente la necesidad de esta considera-
ci6n diferenciada (Figura 6). Los
macronutrientes difieren notablemente
de los oligoelementos en sus curvas de
rendimiento, en especial en la zona 6p-
tima (tramo horizontal) de tales curvas,
muy amplio en los elementos mayorita-
rios y frecuentemente muy estrecho para
fos micronutrientes. Por ello CARPENA
etal, (1971 y 1972), para el diagnéstico
de situaciones de deficiencias o excesos
en agrios mediante el uso del anélisis
mineral foliar, proponian las zonas evo-
lutivas de normalidad para los
macroelementos (figura 2) y las zonas
criticas para los elementos traza (Figura
.

RELACIONES ENTRE
BIOELEMENTOS

Ademés de lo expuesto hasta ahora,
para una correcta interpretacién del es-
tado nutricional de la planta por medio
del diagnéstico foliar, debe tenerse muy

en cuenta, no solo el balance entre necesidades y eficiencias
internas, sino también las interacciones entre nutrientes.
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Figura 7.- Estado nutricional del hierro en limonero
Verna, segiin CARPENA et al. (1972a).
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Conviene sefialar que pueden aparecer fundamental-
mente dos tipos de interacciones:

- Cada elemento puede modificar 1a forma de la curva
de eficiencia interna de otro u otros nutrientes. Este fen6-
meno se conoce con €l nombre de interaccidn fisiolégica.

- Las variaciones en el contenido de un elemento
pueden modificar las concentraciones de otros elementos.
Este proceso se conoce también, por extensién, como
interaccién, lo que no deja de crear una cierta confusién
y es ¢l caso més generalmente contemplado en los trabajos
de diagnéstico foliar.

Cuando se proponen gréficas o tablas de referencia
para establecer las necesidades internas de nutricién mine-
ral para una planta, se debe suponer que se han considerado
ambos tipos de interacciones para todos los bioelementos
y ello conlleva que alglin nutriente pueda estar fuera de los
limites 6ptimos que se marcarfan para €l si se le conside-
rase aisladamente. La complejidad del manejo de estas
relaciones es tan grande que motiva, en muchos casos, la

cultivos locales, hace muy dificil su extensién generaliza-
da. Como luego se expondré, el apoyo de técnicas
informéticas a los resultados del andlisis foliar y de las
condiciones medio-ambientales, puede ser el camino para
la mejor utilizacién del diagnéstico foliar, al permitir un
estudio més completo y fiable y, por tanto, més objetivo de
Is relaciones entre los elementos compositivos del vegetal,
sean o no esenciales.

OFERTA Y DEMANDA NUTRICIONAL.
OPTIMIZACION DE LA FERTILIZACION.

De acuerdo con las ideas de MARTIN-PREVEL (1984),
en un sistema suelo-planta, como el que se presenta
esquematizado en la Figura 8, las «dimensiones» del
componente suelo son practicamente constantes si se ex-
ceptia el contenido orgénico, que evoluciona lentamente
si no se realizan aportes ocasionales, mientras que las del
componente planta son esencialmente variables, en virtud
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Figura 8.- Optimizacion de los aportes fertilizantes a los cultivos, segiin MARTIN-PREVEL (1984).

biisqueda de otras vias para el control de los cultivos, cual
es ¢l caso de SANFORD (1962) y CLEMENTS (1980) en
plétano y cafia de aziicar respectivarente, quienes prefie-
ren disponer del historial productivo y nutricional de las
plantas de las distintas parcelas, como guia de fertilizacién,
en los que se basa su Crop Log System. Pero a nadie se le
oculta que esta particularizaci6n del diagnéstico a zonas y

del crecimiento vegetativo que las incrementa notable-
mente y provoca un «flujo mineral» para compensar los
nuevos «espacios» originados por el desarrollo de 1a plan-
ta.

El problema de la optimizaci6n del rendimiento pro-
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ductivo es el de situar al componente suelo en condiciones
de presentar una «oferta» de flujo mineral capaz de satis-
facer, en todo momento, 1a «demanda» del componente
planta. Si esta oferta es deficitaria habr de compensarse
por ofras vias como, por ejemplo, la fertilizacién foliar.

Factores externos a estos componentes bésicos son el
- patrimonio genético de la planta, que configura el creci-
miento inicial y el estado nutricional de partida, el clima y
los posibles aportes hidricos por riego. Todos ellos de-
terminar4n el grado de satisfaccién de sus necesidades
internas, mediante una dindmica de demanda nutricional
que, a su vez, vendra condicionada por:

- ¢l ritmo de desarrollo, inherente al patrimonio genético,
que también viene condicionado por el nivel de crecimiento
y el estado nutricional, hidrico y fotosintético, as{ como
por otros pardmetros ambientales y climaticos (foto- y
termo-periodos, humedad, etc.).

- la intensidad del crecimiento, dependiente por una
parte del estado de desarrollo puntual y del «programa»
genético para ese estado y, de otra, por la adecuacién entre
la cantidad de energia solar y las necesidades inherentes a
ese programa, precisamente reguladas por el estado actual
de nutricién hidrica y mineral.

- la exigencia de complementar las condiciones, cuan-
do las necesidades internas no estén plenamente satisfe-
chas en un momento dado, es decir, cuando las necesidades
tebricas del vegetal que van a crear ¢l potencial de creci-
miento (incluso si éste es inferior al normal en razén de
estados deficitarios anteriores) precisen la recuperacién de
un estado nutricional que permita la completa expresién de
dicho potencial.

- las pertubaciones directas e indirectas originadas por
tratamientos fitosanitarios correctores de parasitismos
aéreos y subterrineos, que reducen el potencial de creci-
miento, originan alteraciones metabdlicas, modifican las
necesidades internas, etc.

La parte izquierda de Ia Figura 8 resume las etapas
para la decisi6n del programa fertilizante que contempla
los conceptos expuestos. A partir de los factores determi-
nantes del potencial de crecimiento (etapa I) y mediante la
determinacién de las necesidades internas con la ayuda
del diagnéstico foliar, se est4 en condicioens de calcular la
demanda mineral de la planta (etapa IT) con més o menos
facilidad segiin la especie y el momento de su ciclo
vegetativo. Conocida también 1a oferta mineral del suelo
(etapa III), se puede cuentificar el flujo mésico relativo a
un periodo, que puede ser adecuado o precisar variacion
por medio de modelizacidn.

La zona derecha de la figura presenta el concepto de
optimizacién del aporte fertilizante. El dptimo fisiolégico
(etapa TV) esté definido por la demanda neta o necesidad
externa inmediata, que tiene en cuenta las pérdidas de

nutrientes y viene expresado por la diferencia entre los
flujos demandado y ofrecido. Esta es una situacién ideal,
pero se presentan consideraiones de orden econémico,
politico, social, etc. (etapa V) que pueden condicionar la
decision final.

INNOVACIONES Y FUTURO

Hasta aqui se ha efectnado un recorrido del diagnéstico
foliar desde su inicio, con 1a aparicién del andlisis foliar,
hasta las directrices para su empleo en la optimizacién de
los programas fertilizantes. Los contenidos foliares en
bioelementos y sus mutuas relaciones constituyen las
variables principales de un cultivo. Como se ha expuesto,
frecuentemente es preciso incidir sobre tal equilibrio, bien
con fines de coreccion de alteraciones nutricionales o para
acercar a la planta a su 6ptimo productivo. Los sistemas
informéticos contribuyen al adecuado y rapido menejo del
ingente niimero de variables que concurren. En este senti-
do, GALLASCH y PFEILER (1988) aplican un modelo
computerizado obtenido mediante una base de datos reco-
pilados durante cinco afios de experimentacién y anélisis
en huertos de agrios de historial bien conocido y proponen
la implantacién de un servicio de andlisis foliar para la
citricultura australiana, capaz de afinar los programas
fertilizantes, favorecer la calidad de frato y monitorizar la
efectivadad de los aportes hidricos.

Otro acercamiento a la modelizacién es el programa
informético desarrollado por LEON ez al. (1991) para li-
moneros en fertirrigacién, que integra la evaluacién de
anilisis de hoja y suelo, obtenidos durante 25 afios de
ensayos, por medio de un algoritmo que hace interaccionar
ademés los consumos anuales de bioelementos, la situa-
ci6én nutricional actual (deducida del an4lisis foliar), la
prediccién de aptitud del suelo para el suministro de
nutrientes, las eficiencias fertilizantes y la idoneidad de la
época de aplicacién.

Es previsible que, en un futuro préximo, se pueda
rentabilizar la produccién en términos de calidad superan-
do el criterio de cantidad. En este sentido se har4 frecuente
la expresién «nutricién a la carta», posiblemente con el
empleo de elementos traza no considerados como esencia-
les que, por una parte modifiquen poco el equilibrio
nutricional 6ptimo de la planta y, de otro lado, induzcan la
sintesis de algiin compuesto determinante de la calidad.
Algunos resultados recientes sobre la incidencia del titanio
en el nivel de 4cido ascérbico y capsanteno del fruto de
pimiento para pimentén (MARTINEZ-SANCHEZ et al.
1991) apoyan las posibilidades de esta via de actuacién,
tendente a proporcionar a la planta la fertilizacién adecua-
da para exaltar uno o varios pardmetros definitorios de su
aceptacién por los consumidores.
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LI1-6200 Portable
Photosynthesis
System

The LI-6200 makes rapid, simultaneous
measurements of photosynthesis rate
and stomatal conductance. Measure-
ments are made by enclosing plant sam-
ples in a measurement chamber and
monitoring changes in CO, concentra-
tion, relative humidity and several other
parameters. Plant samples can range in
size from small leaflets to whole plants.

The LI-6200 features a LI-COR de-
signed and manufactured differential
CO, analyzer. The analyzer is a
non-dispersive, infrared type that has
very low noise (0.2 ppm peak-to-peak
at 350 ppm, typical), high stability and
fast response time (1 second). Opera-
tion in the field is enhanced by the solid
state, temperature controlled detector
which makes the analyzer insensitive to
vibration or temperature changes.

The high accuracy and low noise of the
CO, analyzer allow measurements to be
made at near ambient conditions. Typi-
cal CO, depletions are 2-10 ppm. Man-
ual contro} of air flow through a
desiccant results in only small changes
in relative humidity.

Sensor inputs are logged by a micro-
computer in the system console. Com-
putations of photosynthesis rate and
stomatal conductance are performed by
the console allowing on-site data eval-
uation. The LI-6200 software is easy to
learn, and yet has powerful features like
user programmability.

The LI-6200 opens up many new appli-
cations including dark respiration mea-
surements in the field, measuring very
low phetosynthesis rates, and response

curves.

TELEX: 49761 GEOI-E
FAX: (91) 459 46 14

"LAI-2000 Plant
Canopy Analyzer

For Rapid, Non-destructive
Determination of Leaf Area
Index and Mean Foliage
Tip Angle

The LAI-2000 computes an estimate of
Leaf Area Index (LAI) and Mean Tip
Angle (MTA) for a vegetative canopy
from simultaneous measurements of
light interception at five angles. The in-
terception values are computed by tak-
ing the ratio of readings made by a
fisheye sensor above and below the
canopy. The sensor projects a hemi-
spheric image (zenith angle cutoff =
75°) onto five separate silicon detectors
arranged in concentric rings. Thus,
each detector sees a different ring of
sky and/or foliage.

Typical Sensor Response

°
-]

Ralative Response
°
r-y

°
)

0o 20 40 60 80
Zanith Angle {deg)}

The sensor is filtered to reject radiation
above 490 nm, so the sky appears
bright, and foliage appears “black”.
This filtering minimizes the contribu-
tion of radiation scattered by the foli-
age, making the canopy transmittances
approximately equivalent to azimuthally
averaged gap fractions (non-inter-
ceptances of direct beam radiation).
The measurements of gap fraction are
then mathematically inverted to calcu-
late LAI and the mean tip angle (MTA)
of the foliage using a mode! of radiative
transfer in vegetative canopies.

ALEJANDRO RODRIGUEZ, 22-24 - 28039 MADRID
TELS.: 459 22 51 - 45051 18

LI-1600 Steady
State Porometer

The LI-1600 has set the standard for
measurements of stomatal resistance,
and is used worldwide for a variety of
plant science applications. By utilizing
the steady state technique, the LI-1600
has eliminated the need for field calibra-
tions. Measurements are also rapid,
thus minimizing potential for modifica-
tion of the stomata.

Features:

@ Direct readout of stomatal resistance
(s cm™), conductance (cm s) or con-
ductance in mmol s m*

# Semi-automatic nulling to ambient
humidity

# Wide measurement range, 0.5 to 50 s
cm! or higher using the 1600-07 Cy-
lindrical Chamber

# Concurrent measurements of RH, cu-
vette and leaf temperature, transpira-
tion, PAR

@ Rapid measurements

Water loss from the leaf is determined
by maintaining a constant relative hu-
midity (RH) in the cuvette that is in
contact with the transpiring leaf. This is
achieved by pumping dry air into the cu-
vette at an appropriate, measured rate
to obtain a balance (at a predetermined
humidity) between the flux of water
transpired by the leaf and the flow of
moist air out of the cuvette. Stomatal
resistance is determined directly from
the measured parameters.

A variety of interchangeable apertures
and chambers give the sensor head the
versatility needed to measure broad-
leaves, grasses, small leaves, conifers,
and many other types of agricultural
and horticultural crops and foliage.

GEONICA,S.A.

GEOFISICA Y ELECTRONICA
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Sistema enzimatico formador de etileno
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Biologia molecular del EFE

Conclusién
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1.- INTRODUCCION

La conversién del 4cido l-aminociclopropano
carboxilico (ACC) en etileno se produce mediante un
sistema enzimético oxidativo, al que generalmente se Ie
denomina «enzima formador de etileno» (EFE). Esta acti-
vidad enzimética fue descrita por primera vez en 1979 por
Adams y Yang, una vez inducida la acumulacién de ACC
por anaerobiosis en tejidos de manzana y posterior trans-
formaci6n de aquél a etileno en presencia de oxigeno (ec.

1.
ACC +1/20,~ CH, + CO, + CNH + H,O (ec. 1)

Recientemenie, se han realizado importantes aproxi-
maciones al conocimiento de EFE, pudiendo incluso
efectuarse experimentos «in vitro» (Ververidis y John,
1991); lo que constituye un avance importante ya que hasta
ese momento, todo lo mucho que se conocia sobre EFE
derivaba de estudios «in vivo», los cuales dificultaban en
algunos casos la interpretacién de los resultados.

2.- SUSTRATO E INHIBIDORES

EFE tiene una alta afinidad por €l ACC, no observén-
dose apenas variaciones en la Km cuando la concentracién
de O, incrementa desde el 20% al 100% (Yip y cols.,
1988); no obstante, si los niveles de ACC son muy altos, la
Km para el O, disminuye hasta valores préximos a cero
(Yip y cols., 1988). La Km para el ACC oscila entre 60-65
#M, tanto para 6rganos intactos (McKeon y Yang, 1984),
como en orgénulos celulares (Guy y Kende, 1984); m4s
recientemente, se cuantificé una Km de 8 MM en Malus
silvestris (Yip y cols., 1988). No debe sorprendernos la
existencia de estos valores tan diferentes de Km «in vivon,
yYa que tanto EFE como el ACC, estdn muy
compartimentalizados en la célula.

Cuando uno de los hidrégenos pertenecientes al anillo
del ACC se sustituye por un grupo etilo (C,H,), se generan
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cuatro estereoisémeros del 4cido 1-amino-2-etil-
ciclopropano-1-carboxilico (AEC): (1R,28), (18,2R),
(18,2S) y (1R,2R) (Esq. 1). EFE puede utilizar indistin-
tamente ACC o AEC, siendo el estereoisémero (1R,28) el
més affn para la sintesis de 1-buteno (analogo del etileno)
(Hoffman y cols., 1982); esta estereoselectividad por el
isémero del AEC ha sido empleada como criterio de-
mostrativo de que el sistema enzimético aislado se co-
rresponde con el intacto (McKeon y Yang, 1984).

3.-TRANSFORMACION DE ACC EN ETILENO
INDEPENDIENTE DE EFE

Existen varias preparaciones enziméticas de plantas
superiores (AlA-oxidasa, peroxidasa, lipoxigenasa,
microsomas, efc.) que convierten el ACC en etileno en
presencia de diferentes cofactores. Estos sistemas, si bien

. GHy HG . Ho S H
H,C—C _ CCH, C—CH, H,C—C
\/ 7 \/ \/ "\

\/ N Y\ HG 7\ / VGH,
iy \ = \ - \ = \

H,N COOH H,N COOH H,N COOH H,N COOH
(1R,29) (1S,2R) (15,29 (IR,2R)

Esquema 1

Se pueden citar varias razones que demuestran que el
ACC y AEC son sustratos del mismo enzima: (1) ambas
reacciones son inhibidas con igual intensidad cuando
disminuye el nivel de O, asf como por el Co%; (2) lapre-
sencia de ambos sustratos provoca una inhibicién en la
actividad catalitica de EFE, enire otras.

El ion Co*, que no posee efecto conocido sobre la
actividad ACC-sintasa (EC 4.4.1.14) ni est4 relacionado
estructuralmente con el ACC, es altamente eficaz para
inhibir EFE una vez aplicado a concentraciones entre 10-
100 uM (Yu y Yang, 1979). Hl 4cido a-aminoisobutirico
(AIB) es también un buen inhibidor; en este caso es
competitivo, presumiblemente por ¢l parecido estructural
con €l ACC (es un andlogo) oxidandose por EFE una vez
formado el complejo EFE-O,; sin embargo, se requieren
altas concentraciones de AIB para inducir inhibici6n (Satoh
y Esashi, 1980; Liu y cols., 1984; Yip y cols., 1988). Los
secuestradores de radicales libres constituyen otro grupo
de inhibidores, aunque carecen de una gran especificidad
y quizés no sea correcto adjetivarlos como inhibidores de
EFE propiamente dichos.

Otro sustrato de EFE lo constituye el O,, necesitindose
una concentracién del 1% para una actividad semiméxima
(Konze y cols., 1980). En la acmalidad no se conoce en
detalle cual es la funcién concreta del O, en la reaccidn, si
bien puede estar relacionada con el caricter oxidativo de
EFE (ACC-oxidasa). La afinidad de EFE para ¢l O,
incrementa sustancialmente cuando lo hace €l contenido
endégeno de ACC (Yip y cols., 1988), lo que parece
indicar que es €l O, quien se une primero al complejo EFE
(EFE-O,) reaccionando posteriormente con el ACC. Esta
posibilidad viene avalada por los resultados con AIB, en
presencia del cual se reduce la producci6n de etileno y el
EFE es més afin por el O,

son generalmente dependientes de O,, carecen de la
especificidad y afinidad para el ACC que posee EFE
(Venis, 1984; Guy y Kende, 1984); su Km esde 1I0mMo
incluso més alta (Yang y Hoffman, 1984), no muestran
cinética de saturacién y no discriminan entre los 2-etil-
ACC estereoisémeros (McKeon y Yang, 1984). Es proba-
ble que estos sistemas generen especies de oxigeno activo
(H,0, u O,") que reaccionan quimicamente con el ACC
para producir etileno (McRae y cols., 1982; Yang y

Hoffman, 1984).

4.- PRODUCTOS DE REACCION DE EFE

El estudio y la caracterizacién de los productos de
reacci6n de EFE han sido muy importantes para comprender
el mecanismo del sistema enzimdtico. En base aque la 1-
fenil-ciclopropilamina es oxidada quimicamente hasta
etileno y benzonitrilo, teniendo como intermediario al
«ion nitronium» (Adams y Yang, 1981), se propuso que el
ACC deberia degradarse enziméticamente por EFE hasta
etileno y 4cido cianoférmico, con el «ion nitronium»
también de intermediario; el etileno se derivaria de los C,
y C, del ACC, mientras que el 4cido cianoférmico se
transforma de manera esponténea a CNH y CO, (derivados
del C, y carboxilo del ACC, respectivamente) (Esq. 2).
Quienes demostraron esto fueron Peiser y cols. (1984);
yendo todavia mds lejos puesto que descubrieron que la 8-
cianoalanina y la asparragina eran los productos del
metabolismo del CNH (Peiser y cols., 1984; Pirrung,
1985; Yip y Yang, 1988), cuando demuestran que: (1) la
ausencia de CNH libre en el medio de reaccién era como
consecuencia de una transformacién muy rapida de éste
hacia derivados de la B-cianoalanina y (2) la adicién de
CNH exégeno se transformaba en conjugados de manera
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similar que €l C, del ACC para producir etileno «in vivo»
(Peiser y cols., 1984).

©

CH,

NH, CH,
@, A »
[><, 1) * ” + CO, + HCN
co,

®
2H

Esquema 2

Como no existe CNH detectable (menor que 0.2 uM)
en plantas con produccién de etileno muy alta, se sugiere
un metabolismo enzimético del CNH para detoxificar la
célula; la B-cianoalanina- sintetasa (EC 4.4.1.9), enzima
ampliamente distribuida en plantas (Miller y Conn, 1980),
es la responsable. Este enzima es dependiente de fosfato de
piridoxal y se inhibe por AOA (2-amino-oxiacético), que
también reduce la actividad ACC-sintasa.

S.- DISTRIBUCION DE EFE EN LA CELULA Y
ORGANOS

El aislamiento y caracterizacién de EFE es uno
de los puntos claves para la investigacién sobre el
etileno. La localizacién y relaci6én con ciertos siste-
mas membranosos del protoplasto parece clara; al

menos en alglin momento de la biosintesis del etileno.
Protoplastos y vacuolas intactos poseen EFE funcional
(Guy y Kende, 1984); pero esta actividad se pierde una vez
que se alteran los sistemas membranosos (Mayne y Kende,
1986; Kende, 1989). Las razones explicativas para la
necesidad de la integridad de la membrana son varias: (1)
acoplamiento de EFE a un flujo transmembrana de H*
(John, 1983; Mayne y Kende, 1986), descrito para vesicu-
las intactas; en este sistema, EFE se inhibe por 2,4-DNP
(desacoplador del transporte de H*); (2) acoplamiento de

L-cisteina + CNH — B-cianoalanina + SH,

H, s

hd © L] ($]
HCN + HS— CH, — CH — COQ, ——Lr CN—CH, —CH — CO, —»

®Nh,

H, NCO — CH, — CH — CO,
|
© Ny,

La conversién de ACC en CO,, CNH y etileno implica
1a oxidaci6n de 2¢". Cuando el cis- y trans- didentero-ACC
se oxida con hipoclorito (CIONa), se produce cis- y trans-
dideutero-etileno, respectivamente; confirmando que esta
reaccién ocurre mediante un mecanismo concertado, pro-
bablemente «via ion nitronium» (Adlington y cols., 1983).
Sin embargo, cuando uno de los dos di-deutero-ACC se
incuban con rodajas de manzana, el marcaje se reparte
homogéncamente y se obtienen cantidades iguales de cis-
y trans- di-deutero-etileno.

Estas observaciones indican que las reacciones biol6-
gicas no se producen de manera concertada, sino mediante
un mecanismo secuencial que implica a un intermediario
que permite un intercambio homogéneo de los hidrégenos
del anilio del ACC. Debido a que la oxidacién electrolitica
del cis- 2,3-dideutero-ACC también produce CNH y da
lugar a un reparto del marcaje en el 1,2-dideutero-etileno,
como se observé en tejidos vegetales, se sugiere que la
reaccién del hipoclorito y del EFE tienen lugar mediante 1a
oxidacién de 1 6 2 ¢ (Pirrung, 1983). Este intermediario
catiénico debe de ser muy reactivo y requerir una
estabilizacién «in vivo», en la cual alglin metal de transi-
ci6n de cardcter oxidante puede estar implicado (Cu®,
MnQO,, FeO,) (Baldwin y cols., 1985).

©

®NH,

EFE a un sistema de transporte de € ligado a la membrana,
lo que estarfa en concordancia con lo expuesto en el ap. 4,
en el sentido de que la oxidacién del ACC por EFE implica
una transferencia secuencial de ¢y por consiguiente una
cadena transportadora de los mismos; (3) proteccién de
EFE, una vez que la membrana mantiene altos niveles de
un cofactor necesario y todavia no identificado.

Recientemente, se ha demostrado la existencia de dos
lugares de produccién de etileno en células cultivadas «in
vitro» (Bouzayen y cols., 1990): (a) uno externo, que
convierie el ACC apoplstico, localizado en el plasmalema
¥y que es muy sensible a los agentes osméticos, y (b) otro
intracelular, que convierte el ACC interno y permanece
inalterable después de una plasmolisis severa (Esq. 3). En
la fase climatérica predomina el primero sobre el segundo;
sin embargo, durante los procesos de desarrollo se observa
una alternancia en la distribucién y actividad de ambos.

El EFE, medido como produccién de etileno en presen-
cia de una concentracién saturante de ACC, est4 presente
en todos los 6rganos de plantas superiores, con la excep-
ci6n de frutos no maduros (Yang y Hoffman, 1984). Sin
embargo, bajo algunas condiciones de estrés, en respuesta
a etileno ex6geno, o en ciertos estados del desarrollo tales
como la maduraci6n de frutos, aumenta el nivel de EFE y
regula eficazmente la produccién de gas (McKeon y cols.,
1982; Yang y Hoffman, 1984; Liu y cols., 1985); el
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sometimiento de plantas o alguno de sus érganos a tempe-
raturas relativamente altas (30°C o ligeramente superio-
res) provoca un descenso en la actividad EFE (Gallardo y
cols., 1991) pudiendo perderse a 40°C (Yang y Hoffman,
1984).

Vacuola

“"SAM

Baja sensibilidad
a los osméticos
"y al TNBS
MACCH ,

Alta senslbilidad
8 ios osmoticos

y al TNBS ACC

MACC
MAGCC of

Pared Celular Plasmalema Tonoplasto

Esquema 3

Como se ha mencionado anteriormente (ap. 5), la
actividad EFE desaparece cuando se homogeniza un teji-
do; sin embargo, en las vacuolas del meséfilo foliar
(Mitchell y cols., 1988) y en vesfculas de kiwi (Porter y
cols., 1986) permanece aproximadamente un 1% de acti-
vidad residual una vez homogeneizado el material vegetal.

6.- BIOLOGIA MOLECULAR DEL EFE

Recientemente, Hamilton y cols. (1990) identificaron
en plantas de tomate transgénicas un gen (pTOM 13) que
codifica por un polipéptido que es componente de EFE;
dicho gen transcribe un ARNm cuya sintesis estd
correlacionada con la produccién de etileno y conse-
cuentemente con la maduracién del fruto. La proteina
codificada por pTOM 13 tiene un peso molecular de 36 Kd.
ARN-antisentido frente a este gen provoca una reduccién
paralela en 1a sfntesis de etileno (Hamilton y cols., 1990).

La secuencia de aminodcidos de este polipéptido
muestra un 33% de identidad y un 58% de similitud con la
proteina enzimética flavonona-3-hidroxilasa de
Antirrhinum majus, lo que sugiere que EFE actiia median-
te la oxidacién del ACC, y por consiguiente puede
adjetivarsela como ACC-oxidasa. Por lo expuesto, pTOM
13 codifica una proteina que forma parte del sistema EFE,

catalizando el primer paso de la transformacién de ACC a
etileno (hidroxilacién del ACC) (Yang, 1985; Hamilton y
cols., 1990).

La actividad EFE del mel6n se recupera completamen-
te «in vitro» como un enzima soluble (Ververidis y John,
1991) cuando se extrae y ensaya bajo las condi-
ciones descritas por Britsch y Grisebach (1986)
para la flavonona-3-hidroxilasa «in vitro» y para
otras di-oxigenasas (Abbott y Underfriend, 1974).

Asf, EFE depende de la exclusién de O, del medio

de extraccién y de la adicién de Fe* y ascorbato

al medio de reacci6n aerébico (Ververidis y John,
1991). En melén, el 2-oxoglutarato (cofactor de la
flavonona-3-hidroxilasa, aislada y purificada a
partir de flores de petunia por Britsch y Grisebach),

no estimula la actividad EFE descrita por
Ververidis; pero puede hacerlo una vez purificada
(Ververidis v Jobn, 1991). La actividad EFE
descrita se parece a la cuantificada «in vivo» por
Yang y Hoffman (1984) en que es sensible a la
inhibicién por Co* (50% de inhibicién a 25 pM).

La localizaci6n subcelular de la actividad EFE
publicada por Ververidis es citosdlica, aunque
también existe actividad residual en el sedimento
de 140.000 g (el triton X-100 inhibe la actividad
«in vitro» finicamente un 10%). Asi, 1a actividad
EFE descrita en mel6n como flavonona-3-
hidroxilasa (EC 1.14.11.9), es probablemente un

enzima soluble, aunque «in vivo» puede estar intimamente
ligada a sistemas membranosos (Ververidis y John, 1991).

CONCLUSION

Por lo que se conoce de EFE, la propuesta de Hamilton
y cols. (1990) de que es una flavonona-3-hidroxilasa,
parece factible. Sin embargo, los datos de Ververidis y
John (1991) sobre las condiciones requeridas para demostrar
1a alta actividad EFE «in vitro» como enzima soluble, abre
un importante camino para la purificacién y caracteriza-
ci6n del enzima que controla, ya no solamente el paso final
de la ruta biosintética del etileno, sino también una gran
cantidad de procesos relacionados con €l crecimiento y
desarrollo en plantas superiores.
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