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RESUMEN

Las peroxidasas y la conversion del acido 1-aminoci-
clopropano-1-carboxilico en etileno.

En el trabajo se discute el papel de las peroxidasas en el
tltimo paso de la ruta de biosintesis del etileno, la conversién
del &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico en etileno.
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SUMMARY

Peroxidases and the conversion of 1-aminocyclopropa-
ne-1-carboxylic acid to ethylene.

In this paper the role of peroxidases in the last step of the
ethylene biosynthesis pathway, the conversion of 1-aminocyclo-
propane-1-carboxylic acid, is discussed.

KEY-WORDS: 1-Aminocyclopropane-1-carboxylic acid - Ethy-
lene - Ethylene forming enzyme - Indolacetic acid - Information
(paper) - Peroxidase. )

1. INTRODUCCION

El papel preponderante del etileno como hormo-
na de la maduracién y senescencia de los vegetales
es sobradamente conocido, regulando muchos aspec-
tos de la fisiologia de las plantas superiores (1).

Su ruta de biosintesis quedd establecida en 1979
con el descubrimiento del acido 1-aminociclopropano-
1-carboxilico (ACC) como precursor inmediato de la
hormona (2) (3); segun el siguiente esquema: Metio-
nina—» S-adenosilmetionina —» ACC -» etileno.

Aunque se conocen muchos detalles de esta ruta,
quedan todavia puntos oscuros. Asi, el enzima o
sistema enzimatico que cataliza la conversién oxida-
tiva de ACC en etileno, denominado enzima formador
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de etileno (EFE), no ha podido aln ser aislado y
caracterizado in vitro.

Se han descrito, no obstante; varios sistemas libres
de células capaces de catalizar dicho paso (4) (5) (6)
(7) (8) (9). Aunque todos ellos tienen semejanzas con
el EFE nativo, poseen sin embargo otras propiedades
diferentes: baja afinidad hacia el ACC, bajo rendimien-
to y, con la excepciéon del sistema de protoplastos y
vacuolas (8) (9), no presentan estereoespecificidad
(10), por lo que se duda de su significado fisiolégico.

Las peroxidasas han traido considerable atencién
debido a su amplia distribucién, versatilidad, gran
nimero de isoformas, la increible cantidad de sustra-
tos con los que pueden actuar y su variacién en nimero
y actividad durante los procesos fisioldgicos (11).
Desde que en 1955 Kenten (12) demostrase que el
acido indol-3-acético (AlA) puede ser degradado por
peroxidasa purificada en ausencia de H,0,, se ha pro-
fundizado -en la cuestién de la dualidad de funciones
(AlA-oxidasa y peroxidasa) de estos enzimas, llegan-
do a la conclusién de que todos los isoenzimas de
peroxidasa pueden exhibir ambagg actividades, depen-
diendo de la presencia o ausencia de modificadores
alostéricos (13).

Las peroxidasas en la biosintesis de etileno.

1

Durante mucho tiempo se han relacionado las
peroxidasas con la biosintesis de etileno debido a su
influencia sobre los procesos de maduracién, senes-
cencia y abscisién (14) (15) (16), y a una serie de
hechos tipicos de la produccién de etileno in vivo,
como son: necesidad de oxigeno (17), participacién
de radicales libres (18) e incluso la sugerencia de la
implicacion de peréxidos (19). El incremento paralelo
en la produccién de etileno y la actividad peroxidasa
durante la maduracién de frutos de tomate (20), la
relacién entre peroxidasas y etileno de estrés (1) y
la propuesta de una localizacién de!l sistema sinteti-
zador de etileno en un complejo membrana plasma-
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tica-pared celular (21) parecen estar en linea con este
punto de vista.

Antes del descubrimiento del ACC como precur-
sor inmediato del etileno se describieron sistemas
modelo in vitro en los cuales las peroxidasas catali-
zaban la formacién de etileno a partir de metional (22)
y de &cido a-ceto-Y-metiltiobutirico (KMB) (23) (24).

Los trabajos ya citados sobre formacién de etile-
no a partir de KMB, los de Konze y Kende (4) con
ACC, asi como las ideas de Adams y Yang (2) sobre
la posible participacion del H,0, y una oxidasa en la
rotura del anillo de ciclopropano, llevaron a Vioque y
cols. (5) a proponer que el sistema AlA-oxidasa/
peroxidasa podria actuar in vivo en el paso ACC—»
etileno. Las cararteristicas de este sistema enzimati-
co, estudiadas por Vioque y cols. en el olivo (25) (26)
coincidian con las atribuidas hasta entonces al EFE
(2) (3) (4). Extractos enziméticos de hojas de olivo,
con actividades AlA-oxidasa y peroxidasa, transfor-
man el ACC en etileno in vitro en presencia de AlA,
diclorofenol, Mn?* y fosfato de piridoxal (5).

La participaciéon de este sistema enzimético y su
sustrato, AlA, en el Gltimo paso de la biosintesis del
etileno explicaria la bien conocida estimulacién de la
produccién de etileno en tejidos pretratados con auxina
(27).

Después de que Vioque y cols. (5) sugirieran la
participacion del sistema AlA-oxidasa/peroxidasa en
la conversién de ACC en etileno in vivo, el papel de
las peroxidasas en dicho paso ha sido objeto de
investigacién y, aunque los resultados no son conclu-
yentes, las pruebas en apoyo de dicha hipétesis son
cada vez mayores.

Machéackova y Zmrhal (28) y Rohwer y Mader (29),
utilizando peroxidasa purificada de trigo y guisante,
respectivamente, concluyeron que “si bien el ACC no
se convierte en etileno por accién directa de una
peroxidasa, no segpuede excluir que estén de alguna
manera implicadas en el proceso”. Shimokawa (30)
purificé en 1983 un extracto enzimatico de frutos de
Citrus unshiu con actividad AlA-oxidasa capaz de
catalizar la formacién de etileno a partir de ACC en
presencia de AlA, diclorofenol, fosfato de piridoxal e
iones Mn?*. Los trabajos de Frenkel y Mukai (31)
apoyan fuertemente la participacién del sistema AlA-
oxidasa en el Ultimo paso de la biosintesis del etileno.
Sus resultados, en ensayos in vivo e in vitro, mues-
tran que la formacién de etileno a partir de ACC se
estimula por el AlA y se restringe cuando se inhibe
la actividad AlA-oxidasa.

En esta misma linea se encuentran los estudios
de Billot (32), Parups (33) y Mussell (34). El primero
de ellos concluye que los mono- y difenoles pueden
regular la biosintesis de etileno gracias a sus efectos
contrapuestos sobre la actividad AlA-oxidasa. Parups
(33) apunta también a una interdependencia de los
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sistemas degradador de AIA y formador de etileno,
basédndose en los efectos de radicales libres y de
atrapadores de los mismos. Por su parte Mussell (34)
encuentra una interaccién entre ACC y AlA-oxidasa
en hojas de tomate. Vioque y Fernandez-Maculet (35)
observan inhibiciéon de la actividad AlA-oxidasa du-
rante la liberacién de etileno en el sistema in vitro
AlA-oxidasa/peroxidasa (5), sugiriendo una competen-
cia entre AIA y ACC por el enzima.

Utilizando técnicas electroforéticas, Vioque y cols.
(36) demostraron la existencia de una relacién inver-
sa entre las peroxidasas extraidas de los espacios
intercelulares por isoelectroenfoque directo de tejidos
y la actividad EFE en hojas de olivo. Estos mismos
autores y levinsh (37) encuentran una correlacién lineal
entre las actividades peroxidasa y EFE en tejidos de
distinta edad.

Otros trabajos se centran en la participacién de
estos enzimas en la formacién del etileno de estrés.
Boyer y cols. (38) proponen que el incremento en la
actividad EFE de los internudos de Bryonia dioica
sometidos a estrés mecanico podria ser debido a la
acciéon sobre el ACC de peroxidasas unidas a
membranas. La vitrificacién de cultivos celulares
resultaria, segin Kevers y cols. (39), de la produccién
de etileno de estrés mediada por el sistema AlA-
oxidasa/peroxidasa.

En una revisién del tema, Gaspar y cols. (40)
proponen un control generalizado de las repuestas de
los vegetales a situaciones de estrés. Sugieren una
secuencia de reacciones que relacionan auxina y
etileno, siendo las peroxidasas las responsables de
la regulacién de los niveles de AIA y de la conversién
del ACC en etileno, participando el Mn2* como ion ac-
tivante. Segln este mecanismo, que apoya la hipé-
tesis de Vioque y cols. (5), los cambios producidos
in vivo dependerian de la disponibilidad de peréxidos
y dadores de electrones, por lo que no se correlacio-
narian necesariamente con variaciones en la activi-
dad peroxidasa in vitro. Finalmente, Boyer y De Jaegher
(41) proponen también la intervenciéon de las peroxi-
dasas y del Mn?* en el paso ACC—setileno para explicar
la tigmomorfogénesis en Bryonia dioica.

Recientemente Vioque y Fernandez-Maculet (42)
han demostrado que en el sistema formador de eti-
leno descrito por Vioque y cols en 1981 (5), el ACC
es sustrato de las peroxidasas, siendo transformado
mayoritariamente en un compuesto identificado como
3-hidroxipropano amida (HPA). Extracto enzimatico,
Mn2* y oxigeno son los componentes del sistema in
vitro responsables de la transformacién del ACC en
HPA, pudiendo ser sustituido el extracto enzimatico
por peroxidasa comercial con andlogos resultados. La
formacién de HPA transcurre via generaciéon de
peréxidos e hidroperéxidos del ACC (43).
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Significado fisiolégico

La identificacién del EFE es una tarea dificil debido
a que casi cualquier sistema enzimatico que contenga
o produzca oxidantes puede conducir a la liberacién
de etileno a partir de ACC (44).

La evidentemente compleja naturaleza del EFE,
la imposibilidad de aislarlo y caracterizarlo in vitro y
las muchas interacciones del sistema oxidante del ACC
in vivo apuntan a la idea de que la reaccién puede
no ser simple, pudiendo intervenir varios enzimas,
posiblemente relacionados entre si (7). La ausencia
de correlaciéon entre actividad peroxidasa y EFE ob-
servada en algunos casos no excluye la participacién
de las peroxidasas en .la generacion de etileno. Las
peroxidasas pueden ser una parte de la cadena de
reacciones o bien puede darse una reaccién que
dependa de Mn2*, pero no de la cantidad de enzima
(45).

El EFE parece estar asociado a membranas (46)
y trabaja generando radicales libres (47). En la reaccién
estan implicados hidroperéxidos (48), el i6n Mn2+ (5)
(49) y quizan también el i6n Ca?* (50). Por su parte,
el Mn?* tiene un efecto estimulador sobre el sistema
AlA-oxidasa (51) y estd involucrado en la generacién
de una cadena de radicales libres (49). Todos estos
hechos sugieren una amplia relacién entre peroxida-
sas y EFE (45).

Las criticas al sistema AlA-oxidasa/peroxidasa
como responsable de la conversién ACC—setileno in
vivo estan basadas fundamentalmente en tres pun-
tos: baja afinidad hacia el ACC, ausencia de este-
reoespecificidad y bajo rendimento de la reaccion.

La baja afinidad hacia el ACC puede explicarse
por la falta de conexién entre las diversas partes de
la reaccién. In vivo podrian estar acopladas en la
membrana plasmética o vacuolar, lugares donde se
ha demostrado actividad EFE (52). Asi mismo, la
afinidad se determina en base al etileno liberado y no
al ACC consumido, no teniendo en cuenta la posibi-
lidad de que existan otras transformaciones del mismo,
como han demostrado Vioque y Fernandez-Maculet
(42).

La estereoespecificidad del EFE (10) ha sido
utilizada para juzgar el significado fisioldgico de los
sistemas in vitro descritos (53) (54) (55). Existen, no
obstante, ciertas reservas sobre la validez de este
criterio por varias razones: 1) Parece poco probable
que un enzima que se supone altamente especifico
(27) actte sobre el ACC formando etileno y sobre el
acido 1-amino-2-etilciclopropano-1-carboxilico para
liberar 1-buteno; 2) Los resultados de Amrhein y cols.
(56) con el acido 1-amino-2-metilciclopropano-1-car-
boxilico ponen en duda la esteroespecificidad del EFE,
o al menos ésta no es tan estricta como se habia
supuesto anteriormente; 3) Otra cuestién es si puede
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esperarse que el caracter estereoespecifico del enzima
se mantenga tras su aislamiento (57) y 4) Se han
descrito variaciones fisiolégicas de la capacidad de
estereodiscriminacién del EFE con la edad del tejido
(58), restando validez a dicho criterio.

El bajo rendimiento en la produccién de etileno
del sistema AlA-oxidasa/peroxidasa se explica por la
transformacién mayoritaria del ACC en HPA (42). La
competencia entre AIA y ACC por el enzima y la alta
afinidad del radical de ACC por el oxigeno para formar
hidroperéxidos de ACC son las causas de la baja tasa
de liberacion de etileno en este sistema. La posibi-
lidad de que el producto final mayoritario de la accién
de las peroxidasas sobre el ACC, identificado como
HPA (42), se encuentre como producto endégeno en
los vegetales, mantiene abierta una puerta para que
la reacciéon entre peroxidasas y ACC tenga un signi-
ficado fisiolégico, quizas préximo a la definitiva carac-
terizaciéon del EFE (43).
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