
U cn -rc

lqA6- B'

19 25

óIOilliTisIS DE PIRO-!'0S!'ATOS AIIIICOS

],N UN SISTE}{A ENZI],IATICO DE CITRUS PARADISII

T E S T.,.S

PRESENIADA A LA

, I]NIVER,SIDAD DX CHII¡

EN CUI'IPIIMIENTO PARCIA[ DE LOS REQUTSITOS

PARA OPTAR AI GRADO DE

MAGISTER EN CIENCIAS BIOIOGICAS CON MENCION EN BIOQUIMICA

FAOUITAD DE CINNCIAS -BASICAS Y FAiiMACEUTICAS

POR

RAI{ON LOZADA DEVIA

DIRECTORA DE TESIS

Dra. Luz María Pérez R.

SAN1IAGO DI, CHILE

MARZo, 1981

ASESOR DE INV],STIGACION

Dr. osvaLdo Cori M.



f iliüI L.ri cLe Cic¡rcias Básicas y l.arnaoéuticas
IJNIV)!¡ISIDAD DE C HLLE

. S e inf orrna a

. clas -Bás l cas

La Cornis:.ón de Pos tgrado d.e

y laroracéutrcas que la Tesj,s

tada por el candidato

RAr,lOi\¡ IoZADA DIVIA

ION

R

l-a Facultad de Cien

de Magistex presen

IN}'O

TI

MX

IS

EA

JJ I',I

PRO

AGl

"dAC

STE

tr.a sr.do aprobada por J-a

'ctlutsi- l;o par¿r optar a1

Patroc]"nante de Te§ j-s

r..rr'. Osval-do Cori Iq.

Uomr.sión Inforxlante de Tesis

r)r. Tito Ureta

)r' . Bruce Cas§els

lr,r' . Lui" s Corcuera

Co,itrsrón. Iniormante de Tesis ceno -
Srado de Ma¿,1ster en Cierrclas tsioló-

gi cas .
J'.



A ¡4] ESPOSA Y MIS HIJAS

Quienes aportaron: Aí¡or,
Alegría y Sacrificj.o.

/

I



1.

1 ,2,
1.2,1.
1))

1 .',¿,1 ,

1.).1.1.
'i . ).1 .2.

1.).1.1.
1.1.1.4.
1.).2.
1.J.4.

1 .).4.2.
1.4.
1.4.1.

r.4.4.
'i . '.) .

1 .b.2.

Ll0N'l rJN I l-r0

IISTA DE ]JSQU]I}{AS . iV

LI S TrT ]J]: }'I GUITAS V

A-tsltxVIATURAS. . . . . . viiÍ

Rrj iUi4IN. x

S Uivllrl¡tt y xiii

INTRODUC0ION. .... . xvi

lvlATllRIAlrS Y 1'{U',-L'Oll'JS 1

RIACTIVOIJ QUIMI CO:J 1

PREi'¡Ii{ACION .illll.., CPP. 1
Síntesis 1
Purificación... .. . 1
Aná11sis de las fracciones de sustratos... 5

Cromatodr¿1f ío en c .ipa cietgada ( TIC ) . 9
Sílica t{e} H de 0,15 rrm de espe^sor. 9
Placa révcrsa: .lílrüa Jel G de or5 mm de -
espesor. 10
ilílica ge1 G de orzJ nm de espesor. . lO
Síl:"ca geJ ü!'.,.., t1c 0,4 rn¡l de espesor..... 11

C-cornatodral ía' '' el ir¿!e1. 1 1

CroflaLodrafr¿1 dr) co Lutnna dE las pro Le].nas
ciel flavedo . 1,
l'i l trac:- ón dÍsociativa 13
Filtración en €jel-. 14

PR!]PARACIOII DEL SIJTEIVIA ENZIIVIA'IICO. . 14
Incorlor¿*c1ón de IvlVA. 15
tcrrvlriad oe l-a lpf-i:jolÍtv¡asa. 15
Activr-dad de i-a Cr.-prenil-sintetasa. 15
Actrvj-dad de Las ''fosfatasaÍj..... 15

DrrIURi'tINAClON ll-E ?RO'|!]INAS. . 16

PURI¡ICACION Drll 5ISTEMA INZIIIA'IIÜO... .... 16
F'racclona¡nien to O/BO con suLf ¿tto de ¿r¡rronio 16
-[¡raccionami errto 40/7O con sulf ato de a¡no--
nl"o. . . 1'l

i



I1

1.',i.1.
't .'l .2.
).1 "i.
1 .1 .4.
., .'l ,4 .1 .
1.'l .4.2,
1 .8.

1.10.
r.tt.

¿.1 .
2.1.1,
¿.1 .2.

¿.1 .1 .

.¿.1 .b.
'¿ .1 ."1 .
¿ .1.A.
,: .1,),
,:.1.10.
I .1.l'.t.
l.1.'t '1 .'t .
,1 .1.1'1 .2.'

.:.¡.11.-/.

1 1 '.)

.:,1.14.

. .? .2.
'..'.).

i,:,1.,:.! 1,., li, L]\) .Dl¡'r¡t]-l{.'i!J ACTIVIDA)XS ]iNZI-
,"lii ,' .l i.,it,
lrrcor¡oración de I,IVA.
Actlvidad de la IPP-isornL'rasa.
Aut]-v].rlad de 1a Cn tr-lrenllsr.ntetasa.
Ac Lrvrdad de las ''fosfatasas. . . . .
Aotiv.rdad de 1a prenilfost'atasa.
Activr-dad de la iosfatasa inorgánica. ... ..
CUAI$TII¡ICACIOi'i D}] J,O,J PRO]JIJC'IOS RADIAClI-.
VCS. . .

IDII',ITI¡'ICA0IoII )lJ l,Olj PitO)UC1'0S Dl, L,A RlAg
CIOTI..
,XTERi/iIl{ACI0¡l DIIL P¿R¡I]-¡ D! pH.

]'10]]IFICACION CON RIiACTIVO:J DU GRUPOS SH...

REiJUI.,TADOS.

I¡ICORPORACION DX I{VA.
Curva de progre s o .
Ifecto de diferentes amortÍduadores a dis-
rlnto§ pH....
¡lfecto áe 1a concentración de proteínas...
¡fecto de lones rnetálicos bivalentes
Curvas de metales bival-entes
Efecto de] ATP.
.0t'ecto deL l'Iuoruro.....
E{ecto del mercaptoetanol.
El'e c to del" P0.lvl.ii.
JJl ec t,o de]- DTI'IB.
Análisrs d.e -Los productos de ]a reacción..
Aná1.isis de i-nterrnedrarios f osf orilados. . .
Análisis de }os alcoholes según eI largo -
de 1a cadena. carbon¿rda
Análisis de ]os alcohol-es se¿;ún Ia confor-
mación H o Z.
Incorporación de MVA en un sistema más pu-
rificado.
Variaci"ón es taclonal .
nstabilj.dad del extracto enzimático..... ..
IIP-I¡iOlldRAiA Dli II,AV-LIDO DE C. PARADISII..
CondicÍones de ensayo .;.ffi;..
I.lf e c to de1 metal bi-valente.
llfecto de-L iiDTA.
dfecro del- ATP.
C¿rvas de pI{.
Ilecto de1 D'lliB.

18
18
19
¿U
20
20
21

)\

24

26

2b
26

28

10
10

36
1q
t9
41
41
41

45
48
49
6r

51
51
,4
5b
58

42

;



I 1-[

2.1.

2,3,1 .
)17
2.3 .4.
)7q
2.1 .6.
2,3.7 .

,,'), i l ! -,,.t-t ri Li, \) 
^ "- "1' t'-l, I l.J1 l{'.]"'ii I'rlli i\ )]iL. . .

1,'L.,r/..,.i.] )jr Cf lll LJi.l '/.PAltADl:iII
.l r ¡.d r c i o ne s-d6-6ñs ai6lllTlT
.ir ecto del metal DÍvalente.
Curv¿l de pH... .
jiec to del llTT ..r¡. . . .
rir'e c to de-t.lJI'N.ts.
Cirrética de 1a inactivación lror DTNB......
Ciné!ica de la reversión de fa :'nact:.va- .
ción con ! Il'{8. .
Aná1isis de loii productos de La reacción..
PurlIÍcacrón y estaoilj-dad. .

ACTIVIDAJ] DI T.q.IJ }'OJ}'ATASAS.
Actividad de 1a pirofosfatasa inorgánica..
Cr.¡ndicrones de ertsayo.
i.l f ecto de 1a concentración del- sustrato...
!Í'ecto de1 rne t¿¿I bivalente y deI EDIA. . . . .
rjf ecto de1 !'luoruro. . . . .
¡s!ecr.ficidad por el- sus trato
Esiabilidad de1 sistema enzimátlco.
Ac¿1vidad de Ia preni l-l o s fatas a.
Condlcioncs de ensayo y estabifidad... ... .
Ourva de meNal bivalente. .
Trfecto ciel )TNts.
C L.¡rvas de pH.

IJIsCU¡iION Y CONCLU;IONXS...

.BI]]LIOGRA}'IA.....

bU
60
60
64
66
66
69

;.).9.
: .4.
2.4.1.

;.4.1.¿.
:.4.1.4.
¿.4.1,2.
¿ .4.1 .6,
.a,4.2.
r:.4.2.1 ,
t .4 ,2.2 ,
¿.4 .2.1.
'¿ .4. ¿..4 .

¡t
71
7t
81
81
8.1
B1
B4
B4
a^
86
86
86

87
B./

90

1024.



tv

ris quema 1 .

lls que¡na 2 .

Esquema J.

IJuquema 4.

l-lsfA D.iL usjQudtqAs

Ruta uiocrr¡télica desde IVIVA hasta oono y --
sestluiterpenos... ........
Mecanismos oe las reacciones Isomeraaa, Pre
nilsintetasa y Carbociclasa. ........;
Posible mecanlsmo de foruacidn de nonoterpe
nog €n Citrus. . . . . . . . . . . . . . . . r .
PundaÍ¡ento de 1o$ mdtodoe analftlcog usados
para identiflsa¡ dlstintoa oster€s foafdrl-
cos de prenoles . i.........,... .

Pag.

xxll

xxvli

xxxl

I

I



].,IS A I]b ¡'ICUIIAÍJ

pag.

¡'rg. 1. Cromatodrafía de u¡a mozcla de productoo !os-forlLados en colttü¡na de uljAll-Sephadex A-2)... b

r,'16. 2. uu¡ya- de progreso para 1a lncorporación de---- 
12- '*u] ItiVA- poi un eitracto acuoso del flavedo-
I" L p."oáisii. ..........; 2't

r'ig. 1. Efecto de 1a conceniraclón de protefnaP de] -- extracto de fLavedo de U. paradisii Eobre Ia
ve loc load de t ncorporaci6'n-T6:'l'Í!T.-'. . . . . . . . . ; 29

}ilg. 4 . Ef ec to de .La naturaleza del me ta1 §obro 1a ve
locl<Iad de incorporación de IYIVA ' por un ex- I
tracto acuogo del" ffavodo ale C. Paradlsii.... ,1

¡'ig. ,. Bfecto de 1a concentración de Mn¿+ sobre La -
velocldad de incorpor:aclón de l'iVAr por ur¡ ex-
tracto acuoao deL flavedo de C. Paradlsil.... 1¿

¡'ig. 6. Efecto de la concenuracidn de co<+ sobre 1a -
veLocidad de incorporacidn de MVA, por un ex-
tracto acuoso de1 ilavodo de 9r lgg!¡g!!.... ,,

I'ld. 7, Efecto de la concentración de ATP sobre 1a ve
looidad de incorporacion do üVA, por un ex- 3
tracto &cuoso de1 flav€do ¿u L .Bgl@.... ,,

f ]'B. 8. Efecto del Fluoruro soEre la lncorporación de- MVA en preeencia de Mg"-, por un oxtracto acu
oso de1-fLav€do oc C.-pai'¿ráisii .......: 5'l

F'ig. 9. . Efecto del fluoruro eogre La lncorporación de- MVA en presencia de Mn'i, por un €xtraoto acu
oeo deL- flavedo de C. paiaáieli ..... ..: ,8

f'rd. 'lO. Efecto deL rercaptoetanol §obr€ La volocidad-- de lncorporaoión cie l4VA por un ortracto acuo-
so del fiavedo do ¡¡ pará¿lstt. ........ 40

t'id. 11. AnáIlsis por cromatografía en papel de.los.--
irroductos de Ia reaccrón de .r'ncorPorac].on de-
MVA por un oxtracto asuoso de1 flavedo de C.
p"".árui¡". ......,.;. 41

¡'r,¿. 12. lnáIisie por TL,C de Lo§ productoe de Ia reac-
crón dc iñcorporació¡r de MVA por un extracto-
¿acL¿ono del flavedo ¿e L .gg!!!ej!L 44

f'rx. lJ. AnáIisis por TLC de l-os productos de I'a reac-" crón de iñcorporación de MVA por un extracto-
aouoso del flavedo de C. para4isil, aegua au
confonnación. . . . . . .. ..-.: 46



v1

- ---,-l

Fis. 14. Ar¡áfisrs 1.ror Tl,C de Los pruductos de Ia reac-
ción de lncorporacj.ón de I"IVA por un extracto
acuo$o del fIávedo de C. paraálsii , se6ún oü
conformaciór\ D o z y silráifd-floGdena......
Estabilidad en el tiempo deL extracto enzimá-
tlco del flavedo de C. paradisii, re8pecto a
La incorporacidn de [fVe-Eñ-li6ñÍ1fosfátoe. . ..
Efecto de la concentracidn de proteínae del -
extracto de f lavedo de C. paradisli' Bobre Eu
actividad lPP-isoneráei64.m.........
Dfecto d61 tsD'IA BoDro la activio¿r.d lPP-:,some-
ráelca def flavedo de L ¡g4g!§!¡..........
Efecto doL plt sobre 1a actividad lPP-ieonerá-
sica del flavt¡do de L ¡EIgEi¡
Inactivacldn de 1a IPP-isonexasa de flavodo -
de C. paradi.sii por DfNts.. .....
¡fecto de 1a concentraclón de protefnae del -
extracto do flavedo de C. paradisli, sobre 8u
actividad Crr-pren11s¡nT6't8Effi..........
Curva ds progreso para 1a actividad do 1a.Cro
prenilsintotasa aIeI f lavedo de L lgg§lL: í b¿

Efecto del metal blvalente §oore la actlvldsd
de la Cr.-prenilsintetasa del f,.lavedo de 93 -paradisil.
¡lf €cto de1 pH 3ob-r'e 1¿r ac tlvidad de Ia l'
preni.Ls inte tas a dcL flavedo de L .PgI@..
Efecto cteL Dlt sobre Ia actividad de 1a Cr6-.
prenj.l"slntetasa tlel f tavedo de q .p3lSglglf ..
Efecto del DTN.ts soDre la actlvidaal de 1a C..-
prenilsint€tasa dei flavedo de q- .P3ElL!g!Lí..
Inactlvación de la C 

" 
tr- preni lsin tstasa del --

iráve¿o de c. tegdf¡:..... .......... 7o

Efecto deI Df'I sobr€ Ia reacci6n de I'nactlva-
ción de Ia C. <-preni Lsinto tasa do1 flavedo de
C. paradisiÍ,1 /con DTN.ts. ........-.
lnáLisls por TLC de Ioq. productos tio Ia reao-
cldrletr prásuncia de Mg", dc la c1"-prenllsln
Le!ása del flavedo de.q .egl3{!!g!L;..........
Análisrs por .lI.,C de los §roductos de Ia reac-
crón, en lresencia de mg.* do la cl,i-pr€niI-
sintetaBa del flavedo de C. .PgI@

Fig. 15.

Fi8. 16.

Fle. 17.

Fie. 18.

I¡ia. 19.

l'19. 20.

Fig. 21.

Fie. 22.

l'rg. 23.

F18.24.

Fig.25.

Fig. 26.

Fig. 27.

Fig.28.

Fig.29.

47

50

52

55

5'l

59

61

61

65

67

6e

7L

74

7,5



!'rs. 10.

I,'ig. ) 1 .

li¿;. 52.

F'Lg. 1).

!'19. ,4.

Fj-s. 15.

ti'ig. rb.

e¡rál r, rs
c1on, en

slntetasa
Análisi¡;
c]"on, en
si.nte¡asa

,,ur' -'J,C tre -[os l,rjo-ruc Los de 1a reac-
pt'trsE ..:ra rle Mn", de la c1 q,-prenil-
del f I;rvcoo dt, C. paradisif í.......

pur l'.1,c ot¡ 1o¡ yroouc Los de la reac-
Iirescrrcla d6 Mn*-, de la C. ^-prunl1-dcL f l-avedo de C. p¿radisll. ...;.. . 77

Análrsrs por' .;.L0 clc Ios ¿rr"oouctos do La reac-
ciórr, en pr""oncro d.e M¿jt*, de la C" ^-prenil-

Act1vr.daO. de .La pirofosfatasa inorgánrca dol-
f laveil,o de C. par¿rdisil
U.lecto d.e la concenuracrdn del sustrato, so--
bre La acLividao de Ia plrofosfatasa lnor6án1
c¿ de.l, f lavedo de C. paradisii. ... . ,
lJfecLo de1 fLuoruro sobre La actividad do la-
prrofosfatasa inorgánj.ca del- flavodo de L --paradi§ r- i .

ufecto del pH soore 1a actlvldad de La pren11
fosfataea dé1" flavedo de q .E¿rg¿g¿¿..:....;

76

7B

82

o?

85

8&



AA

AIVlP

ATF

DEAN

DMAPP

DTNB

DTT

E]]TA

¡GA

¡.0H

E-FOÍr

Z-FOH

FPP

It - IlDD

7 -'H1]lD

OGPP

Gl,C

GOH

G?P

I pOH

I r -14c] rpp

it,

ABR]JVI AT i.]iiA5

: -!-osf¿rtcs alílicos

: /!üelioiiír1- 5 r-rnonof osi'ato

: Atoino o á tr)irio s

: Arle no s ín- 5 r-trifosfato

: frclil,¿¡rinoetif

t 7 ,1 t - I-rilrre ti faI r 1- piro io s f ato

: ), ) t-J- Lio-ois-(2-nit,ro oenzoato)

D1 tlobreito1
Acldo e ¡1.1- endi ani no- t e traacé t1co

L!t i 1en, gli coL -adi pato

I'arnesol

2, ti-cii - lrans-l'¿rrnesol"

2-cis, b- trans -¡'¿irne s o l

l'aI'ne s.r..I- pi ¡'ot o s t'ato

2, 6-d1 - trilns -l'i1l.nei;i 1-pirof os f ato

2-ois, o- tr¿tns-¡arnesil-plrot'osfato

0am.)o ¿lravi tacionaj-

Qer:rlr 1¡;erani 1- pirofos fato

Urornato¿jraiía en fase gaseosa

{le rani. o L

(; e ran]. 1 - pi ro t'o s f at o

fs o pentenol
- 1rl ,
I I -'" c]i.;u, unLerril-pirorosfaLo

1,í ¡ricros li trl'es

vr 11



1X

p;lrs

,(RS)[

I{UH

NPP

PCi{B

POPOP

Pr'{vA

DDi

ltrP

PPMVA

DDrl

T¡JS

1/t .
J- '*cl I'tvA

$rlüo 2 (r,J-,riorf'o1ino), e Lanosulf dnlco
\/

i(;t-./[.-'*C].',er.ro ¡r 
" 

v., iónl. co

I'le ro 1

I'Joril-!iroÍ osf ato

;- ) Lu ro , nrerc Jr'1" - otr nzo¿Lo

2 , 2 r-p-f enr ien- Dis- i ieni loxazol )

Aciüo f o s f-or0ev¿rl-óni co

Pirof osi¿to rnor¿árrr co

PrenoI fosfatos

Acido pirol'osfomevalónico

2 , 5- Dl f enr loxazol

Acido fl- Tri s ( hirtrox j-rne ti I ) me til-2-arnino-

e t¿rrro - s uIf ó¡ir c o

: Cro rni,, I o gr'¿¡f ía en caupa delgada

¡ Tril;-nioroxi,rrte Ii 1r:xnÍno-e tano

: Vo l ulnen de 0olu¡nna

T 11s



R ii ri Ul,1¿ N

Un ex!-r.jc Lu ¿1cuo jo cr.udo dL i1.ivei1o de Ci trus paradisli -
l-rrcorlrora ?-'t /i' ic la r¿-r"útauLrvrdi.L(l proven].ente del (1R) {qVA,

pllra f olrnar rrio!r'r-rroriles Lic ), 1O y .l 5 at cie C, en presencizr

de ATir. L:r rncoriror¿,icicin ná; eilciente se o0tiene en lresen
))

!.:ra rc l-t" I rrr.. y .it.' ¿ 1t,.'1; il,-tn y,Jo'+ son rnenos eitrccrVo!.

lil l'f un¡'uro ,O 101.1 iniir be 1¿1 tótxrr.ición de prenilf osf atos y
L 1a- .l¡;r'rLJ¿d.i t-n prL.;Lnci,t ot, I,i,-2+. Ccrn ':qo2 

* prtr.icnLa e-

iecto rnirrDi lor'1o únrc¿r:uente soDre l"as fosfatasas y se estl-
i,.i.r-L¿i i¡r .ir.¡¡rriacrón ,Je f os !reni lf ost'atos.

lit )'r'1{ tJ , ¡l,i rnhiDe ¿11 sls t,ema en un 5O%. ljl PClvlB tÍene

un,r IO 
, , d., orden c1e {O ¡,,1.

.Ul Jis ¡eiua" f orrn¿r los Ílisln¡¡s interrnedlarros fosl'orrlados -
,tr.¿e r:lu lr¿rrr iüeri Lliic.ro.o en ¿!g: ry|glg: !'os-lo y PÍrofosfo
ilijvalond-!o (PyiVA y PPt,lVA) e Isopentenil lirofosfato (Ipp). -

,)
l; L-rreijbIlc],1 rLc ,IniJ y a lartl-r de ¡IvA proouce los compues-

I I I "" 
/ J u v15 \¡J

i,¿1 i..jolenrenrl prrol'osfa"1,o isoxreriisa (IPP-rsomerasa) de -
';: ,)¿.'i'lditj-r .no requlere metal bivalente lara su actlvld.ad.

.,..r i'A i mltl es t j-Íiuia en un 15/á su ac tividad y a concentraci,o-

irur i[¿1.yoles a.: mi'l acti.i coror.¡ inhioj"dor. L¿L enzima reqUi-ere

.,t, l,¡ pr,er,t-rrQ¡á t1c ¿,.1: uilo; ijiir rro e¡ 1n¡il.:rUa por D-titlts hasta

.f

r0O/rM; pero es inaclÍqada a l}o por 20O/¡M DTNB en ausenqia



do sus trato, con u¡¡ t,.r ( mayor a 1 ) oin.

la C., U-preni lsltrte tasa de C. paradJ.ell forna en preeeucla

du ¡{g2 * los Brodil,ctos E-I}P y Z-¡-PP, en u¡ra proporoldn de 5
e 1; üientras qu€ con Mn2+ sola.oenta slntetlza eI E-F?P. No

utl]lza NPP co¡no suotreto, pero en }a incorporacldn do l{VA -
oat€ com¡luod to se acunula.

Requiere de Mg2* 6 nM para su márina actlvldad; 61 !,fD2 
+ -

es ¡oenoa ofectivo, y roqui€re do Ia presencia de grupoo SH

para su aoti.vidad. EI DTI{B t1€n€ una IOr S d" 1? }rll, Entre

25 y 1OQ P¡rl inactlva Ia onzlna rsv€rslbl€ú€nto €a euaoncla -
de auatratos a Oo con t,r5 entre 1? y 6 nla. Ira reaecldn dc

¡nodifioacióu de 1os grupos SH llbroe do 1a s¡rzlna 6lguo u¡r -
patr<ín c1nétlco üonofáBtco y de psoudoprirqer ordon con res-

pecto a1 DINB.

X] €xtracto acuoso do1 flavedo de L EB4¿gIL tleuo ur¡a

aotividad foefatásica, quo hldroliza PPl, ATP, .{,M}, ¡l-nJ,tro-
f€nil fo8fato y GPP. las eezlEaa no roquloren netal bl"velon

t€ para su conpleta activid.ad. Son inhlbictas por F- y ur¡y -
poco por reactivos de grupoo SH.

De acuerdo e Lots rosuLtados alo lnactivación cotr DINB y -
do1 perf i.1 d€ pH de la C., ,-prenl ls lnto tasa se lnflsre la po-

Bibl€ partÍcÍpacidn d.e un reBlduo de clstelna en la rsacqióa

enz 1náti sa .

x1

I
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tra prenllslnt€tasa preaenta dos activlaladeg clsra €Btoroo-

espociflcldad pox e1 producto dopende de Ia aaturalesa dcl -
nstal usado co0o cofactor.

De todos los rssultados anterioro8 Bo concluyo quo la bio
gfnteeis de lsoprenolderr, a partlr de MfA por onzlnas del -
flavodo do L .Eggg§¡¿, slgua eI ml8oo petrdn observado eE

otros sistonas vegetaL€a.
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.i U],livlAR Y

A ce11 ¡'ree extract fxom. Citrus paradisii flavedo incorpo

rates 25% of the xadiactivity from (¡n)[ z-14c]mVA lnto C5, -
CrO and Cr, isolrenoids, in presence of ATP. The optÍma1 in

corporaLron r^; ootarned with 1 rnM Mn2+ and 2 mM ITP; Mg2+ or
)

¿o¿+ can rep-Lace L4n¿ 
+.

50 mll I¡l,uoride inhibr.ts the preny lphos phates formation -
:rnd phosphatase activities in presence of Mg2+. r¿/ith Mn2+ -

tne inhioltory effect is shown only on the phosphatases --

slnce preny l-phos phate forrnation is sti.muLated.

The system is inhibited about 5O/" by 5/BM DTNB. IO,5 fo.

/ü".1-d v,ras atrou t 40 ulvr.I

The system forms the $a¡ne pnosphorilated inter¡nediates -
t1¡at have been ldentLf ied :-n Pinus radiata; Pl,lVA, P?MVA and

IlrP; The conpounds u-C.,g (GPP) , z-cio (IIPP) and E-Cr, (E-

r'.PP) are produced, in prescnce oi Mn2+, fro¡u MVA.

IPP-j.somerase actÍvlty frotn C. paradisij- d.oes not require

orvalent met¿r1 . It is strmulated aoout 15% by 'l mM EDTA and

hrgher concenlration¡ that 2 mM DDTA is inhibited. [he en-

zyme requires Lhe pre§ence of SH groups, it is not inhibited

o.y concen[ration until ¿OU ]t4 DINB iiut, in absence of subrl-

¡rate, is inactivated at )Oo oy 20O rtiM DTNB, with tor, lon-

ger than 15 min.
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Cr {-lrcnyfsynLhetase from C. par¿idisil ioroe E-¡'PP and Z-

l'PP ln a rati.o of 1 to 'l , 1n presence of M62+ but witb Mn2+

syntAetrzes onJ-y l)-tr'PP. AlPp Ís not suos trate of tt¡e enzyEe,

out lt is accu¡¡rulateo. wfle¡r l"lvA was tr]e substrate.

llre cystem requrres 6

acttvi !y. ilitn Mn2+ ¡ras

IO,) fo, DTird ls 72 lr't,
is j.nactivated at 0o oy

6 m¡.n. The reaction of

tr. c monopnasic pattern.

in relatron to DTNB.

0., t-lrerrylsy¡rtJletase sho!{a

c]'ficity for t¡re syntnesrs of

tne nature of blvalent metal.

mtr lrg2+ ano ¡ilt groups for optimal -
rrDout 5016 of toe activity of üg2*.

fn al¡sonce of suostratea tbo enzyme

2) to 100 Pvt DIN! \rith t.,b of 7'l t'o
Sl'l gxoups nodÍflcat1on s¡ows a klno-

The reaetio¡r wa6 paeuoofirsE order

two activt,t]'es w1tII e tereoe rje-

E sEd Z products dependent of

An aqueous extrac! from C. Dars.disir flavedo proser¡ts a -
pnospaatase act].vity tnat spf].ts PPi, ATP, A.l1,lP, p-Nitroprle-

nylpho§lnate and GlP. The enzymes do not requir€ orvalent -
metals for fuII actlvrty. TIIey are innr.oiteo oy fluoride --
and very weeü<ly Dy sH groups reagento.

C 
1 5-prenylsyntnetas e probaole requj.res trle presence of a

Cystelr¡e rcsid.ue for enzyrnat].c reaction. Tbrs bipotheBi§ --
waB o.ed,uced froo tne ].nac§rvation cxp€rimeots rrit[ DtNts aoo

of ta€ pH profl}o.



We conclude Lnal, isolrerroLd Dl"osyrlt.(re3l-s frou l"lYA by err-

zyoes frorr C. paradisil flavedo snow§ tnc safla pattern that

has been ooserveo 1n ot¡¡ers pfant syste[¡.

xv
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TNTRODUCCION

En 1a naturaleza y en eapoclal en loe teJldos vegetslos,

exlste una gran varlodad tlo conpuestoo orgánlcoo tle nuy dl-
versa oatluctura, aobro cuya funcldn y btooíntesia so conoce

rolativau€nte poco, y quo por eIlo so ban doefgnadg con 01 -
térnlno geaárlco de rProductos secundar¿osn (48r9r). Dentro

dc eata gra¡¡ c¡aao pode¡ro8 monclonar e Loa aloafoldss, anto-

slanlnas, flavonoldes, laoprenoldoa, tanltros, polifenolos, -
ublquinoaar, etc.

El ostudio de 1oe productoo extrafdos cle fuenteg aatu¡e-

lea so remonta a le antlgü€dad, dondo loa aLqulrlstes tratag
do de eocontlar la lQulnt& oacenci'ar, €rtraj€ro! fracclones

voLátlles de dlve¡sos tejldoa yegstal€a, por destllaclón oon

arras trs de vapor do ague, y a los cual€8 dsaoEiD¿ron rAcel-

tos eacenclaleg t.

Er 188?, otto Yallachr alrudanto de Keku16, establealó que

1os dletlntos productos que conponfan 1os aooltoa esenclaleo,

tenfan algunas caracterlstlcas en conún. Todos €1los poso-

fa¡ Ia olsna fórnula 61oba1 CtoEt6 (boy llanados roaotorPe-

nos)r y sug oetructuras se podfan derlvar do u¡r orlgon oonú¡r,

of Isopreno rte fó¡nula C5Hgr cooocldo sn aguel ontonoes co¡no

produoto do plrót1o18 dol osuoho. Roclentenonte 8s ha demoa

tr¿d,o quc es producldo por boJas de plantao del 5ánero Quer-

cua v otras (9O).
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.Ademáe de ).os acol tos eoeuoiales, e¡rist€n ta,ublán . en 1os

toJidos vsgetalor¡, coxopuostos que ae obtiouou e¡r fracclonoa

do puntoo de €bull.1oidn uás alto o por dlfe¡eatee tóorlcee -
de €xtreoolón, oorco los quo boy l1a^oa,noo soaqultsrpcBoa¡ fl-
toboluonaa, carot€nos, glberollnasr otc.

El. ostudio de ].a deternlnaolón de lae ogtructuras de to-
dos 1os compu€atos oxtraldoe tle teJfdoa vegotaleB, oulnlnó

en 195) con J.a aparlción de fa nltogla del Isoprenoí eauncia-

da por Ruzicka (96). tssta rogla establecía {üg nu^uoroaoa -
productos aaturales cono los eonotorpenos, esterold€s¡ c&E-

cbo y otroa derlvaban de una nolácula slnple, eI loopreno.

Con el doscubrinisnto de1 Aoldo l{evalóalco en 1956 por -
FoLkero y llright (120), se ln1cid una nusv& etape en 1a quf-

mica de los Terperoldes. En el oia¡¡o año Iavornina y sua co

laboredorea (109) encont¡aron que ol MVA €r¿i un eroelente -
pr€cu:rao! de1 colosterol. Más tardo tambldn denoetraron gue

esto mlaoo conpugato era utiflzado en 1a bloefntesls do una

gran yariedad de iaoprenoidos, Bor lo quo llegeron e poatu-

Iar gue Ia inoorporaclón de t{VA eB un dgtornlDado oonpueato,

€ra caltorlo euficlente para afirBar gue dicbo Droducto era

un terpe¡roide (45). Reclent€nente Pop¡ák (59) ha. encootrado

oxoopclonea a eeto cri terio.

A p€ser de todo, la re81a dol isopreno do Ruzlcka no eÉ-

I

coatrd apoyo €rperinental dlreoto en slgtenas bioldglcoa, -
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haeta eL descubrimlento en 1958 de] Isopentenil plrofoefato

(IPP) (?1). tete es eI priaer compuesto de la ruta blosintd-

tica do lBoprenoldoe en e} quo }a estructura leopr6nlca eo -
roconoce dlrectamente y doBd€ dond€ 8€ orlSlnan loe nonoter-

penoo haota los poLlpronoldes, e travis do difereat€s r€ao-

clonea oatalizadas enzi¡ná¿ i camente. Dobido a quo oJ. IPF ee

e1 precuroor de 1oe isoprenoides on slstemaa biológlcoa ae -
Le ha f1a¡oad.o el. ülsopreno bioló6ican€nte *"¡ieqtt (24).

Alredodor de 20OO oapocies de plantas supoxlores produoen

eceiües esenciales. Loa cooponenLea de eaLoB aon princlpal-

mento hiórocarburoo, atrcohoL€s, aldehldos, e§tergB, áteres y

cetonas de eEtructura aronáti car'. allf,ática o ca¡bocfclloa. -
Una fracción i&portante de eEto§ conpuootos tierlo 6Etructura

isoprénlca ate 10 y 15 at de C (mono y seaqultexpenos). En -
general, .ostos compuestos son aintetizadoe en teJidoe espe-

cializados üe bojao, ta11os, frutos o pitaLoe de flores, co-

nocj.dos con e1 nombre cle glándula8 do acelte o cono tubos re

sinlferoe (6?r68).

Entro las pl"antaa que producen aceitets €sonclal€sr puodon

destacarse las de 1oo géneros 3lglC y AEgg, cuyo aceite re-

cibe eI nombre de I'Ea€nc1a do treoentinarr, 1os do @!8, gi,

Lrus. EucaliDtus. RoBa. Safvia' etc. Estos ac€l tog son uti-

lizados en cosmét1ca, perfumoría, repostería, pÍnturat farna

cia e industria en general. Debido a la llüitación de la -

industria petroquímica' eatos recursos renov¿blee cobrarían

l
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urra des tac¿ida importarrcia econciltica.

Desde e1 punro de vi.sta ecoldgico, se .piensa que 1os tor-
penoides de Los aceites esenc1a]"es curnpJ.en una funcidn insec

1rÍcidat herbicida, etc. (9148). No obstante hay datos para

pensar también que al-gunos de ell-os ¡ecamolan activaÍ¡ente y

pocirían constituír una reserva de carbono (68).

La estructura isoprenoide de muchos componentes de 1os a-

certes esenciales indicaba que podían ser biosÍntetizados -
. 
. por l-a vía del lvlVA, pero só1o en 1 958 Stanf ey ( 106) es table-
ció que dicho precursox se incorloraba en un 0rO5% aL o(-pr-
neno en aguJ,as (hojas) de liry nlsra. Hasta 1966 todos Los

experimentos reaLizados para e;;tudj.ar biosíntesis de terpe-

nordes fueron hechos en plantas u órganos enteros (9). nn -
t,odos estos casos Ia incorporación de MVA a hidrocarDuros -
terpénicos (9) parecía tener e.I Iímite de 0r05%. Esta baja

utiLización se atriDuyó a problemas de comparti merúalízaclón
y a barreras d.e permeabrlidad (9168169). por estas razones

fesul-taba cd"s1 iüposl,ble un estudio deL meca¡¡ismo químico de

la biosíntesls de fos hidrocar'ouros terpénicos.

En este ]aooratorio se ha tratado de§de 1964 de evitar -
por dos caminos 1-os problemas de comlartimentali zacÍ ón y per

mcabil-idad: a) Obtencrón oe sistemas enzimáticos Liores de

cé.Lu1as, o de enzimas aisladas que pernitan estudiar las re-
iaiiclone§ s]"n eI proD-Lema de 1as barreras cie 1a permeabllidad;



y b) :;ínüe;t; quíirr.:. cí:r du lrccul'rjore; n¿rcados isotói:j.c.imerrte,

{ue pe-rrn]-ta an¿-lrzar la lormacrrín de l-os producto§ flnales -
du esta vía lneta.bólrca, en slsterÍ¿is con menos etapas enzíná-

t.Icas que a partir de IIVA.

ltrr 1966, Vai-enzuel,a et al (.1 14) deiür:es L:'an que un extrac-

to iib-re de cél-ulas r obIs¡i¿o iie .olántu]as oe Prnus radiata, -

ic.rrm¿¿ a. partir ae Ie-14C] I4VA trc,- de lor lnteroedÍarios cono

crdos corno parte d.e la vía rsoprenoide: Acld.o fosfomevaLónr

co, Aciclo pi ro f cs fornevalóni oo e Isopentenil prrofosfator com

i)Lle$lo que irabía sido descrj,.co .por Lynerl (71) y denomlnado -
|'isolrcno Activort. Actu.rlnerlte se saoe .iuc todos 1os terpe-

rioldes se forman a parl,Lr de este corlpuesto (68).

L¿r orosíntesls .ie lPP se derlostró a pa.r¿l-r de lvlVA en leva

d,¿r'¿r (94), bacter:-as (8t ), plalt¿s sulerlores (5r 14) y namí-

f eros ( 1 1'J) . El pror-:e;ur ouurre a. t-ravés dc tre$ rca.üciones

,iue usan.ATP; 1as dob .pr]-rir§-cai, jclretd.n secuencralmente e1 -

tjlupo pirol'osr'ato y en la ú1t j-rrla el cari.¡oxr1o y e1 0H de1 -

I JA se ellmittan collcer Lcru¡rrleIIte, !.1r'a Sclrcrar ei metrlgno -
'¿crminal- de l- I ?P.

Las enzitn¿rs rlu(, catall-zall cs tas -reacciones son 1a quinasa

neva)-ónica, la ciurnasa ii¡siornev¿iIónlca y la descarboxilasa -

piroiosl'orleval-ónrc¿r. .i.s tas h¿1ri rioo e$ tucliarlas en hígado (

1>151 1b4t6d), Lcvadu ta (17 ¡':'i r1|a, 111), cucurbita pg¡g (66),

rirnus (9y, l)l ,114) ¡ :;ütlü (Lti ¡iúvea or'¿isillerlsls (101r 102r 118)



do

1a

rxi

y ar l.r,r.; (lld) .

Posteriormente en 19b9, teytía et a1 (14) demuestran en -

t-. nadiata 1a ior¡nacidn de Dimet11ali1 pirofosfato (DMAP?),

,icranl1 piroiosfato (GPP) y de un inierr ecliarÍo hasta enton-
]J

ces no descrrto e1 Neril pirofosfato (li?P), rsómcro ZÍ dei '

.i.PP¡ Corr es.[o queda estaDlecrdo Llue tarlbrén en este organis

rrio la vía brosintética es fa que se desc¡"ibe en el esquema 1'

lif paso d,e IPP a il.].cirocarburoir Illonoterpénicos es cataliza

Ijor tres enzinas o ¿l.rl1¡os de enztlnas: L¿I IPP-isomerasat

o 1as prenilsintetasi¿s y i- er o 1as carbocicl-a§as.

ia lPP-isomerasa tr¿losf ornt¿r el rfP en su tsórnero alílico

el DlvlAPP y ha sicio es¿uicli-.¡cla eo hígadc-r (11rrrr 1OO), levadura

12), z.aparl.o (77), Pinu:; (+o¡, ci Lrus (40,44)' El mecani-s-

,üo de 1a reacción enzrllátrc¿r cons:"iite en La adicÍdn de un -

¡rotón ar ooDle enLa,.:e nte L1iér,tco, utln I <.¡ cuaL §e lof'¡ua Uri -

c¿rruocatlón, que 5e estabrllza por 1zr pérdida de1 protón pro

de hí

y se

-/-

Z(crs) y r)(trans) se refreren
dr1:ie¡:en- en 'tconf ormación'r, de
de ta IUr'AC (0).

!. JeI Cr. -l,is 1,e mec¿ir'rl-illo .h¿ s].do es1,ud]-ado en enzi¡nas

-,,::.rro (55¡ 100), de isv¿rúLrra (Z), cie lr"Cn V Citrus (60)

; Lo$ i-sórrrelos
:idrneros't(a) iiue
cs?ecifr"caciones
:i) llislow, n.

Introduction to
Ner¡r York, 196b.

o) IUIAC
J. 0rg. Cilen . ,

ijtereochemlstry, pag. 51r

2, 2849 ( 1970 )

a rrdias teroi-
acuerdo a }as

W. A. Beniamirl,

iJ
;,i

a
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trrr r:,,!¡.rlilsc L jú iluu I¿-! es Lef'eu(iuÍr,.ie ¿. eij ^jiulli,.r-t'c l¿i llliliÍí¿.

l,¿rs I*!P-j-$ollrerasas descr]. L¿rs §olI rriuy senJ]. lJies a reactivos -

clectrofílicos y dc .;ru!os ljll (2r 5r,56r60' 100).

I]a o las pI'drlililiritetasas sotr las enzrtlas que al¿rtan Ia

c¿rdena iiioprénj-c¿1, a lartir del IPP y de un lntermediario a-

líl-ieo ce 5, 10, 15 o nás at de C. Quírlicatflente, estas reac

(.r rories (ie polrneriz¿rcrón pueden constcierarse col0o e1 produc-

r"u riel ¿!L¿rque llucleolifioo deJ, netilo¡to tluI IPI'] $oiiIe €] C1

üel carboc¿1 E1ón a1ílico generado por pérdlda del Srupo plro-

fosfato descie un rnterrnediarl-o como ]ll"lAPP' GIP u otro. Xl -

resultado rie -La reaccrón es 1.1 fo¡'rna.urón de un nuevo pirofos

iato a.tíf ico que conLiene una unÍdad isoprénrca rnás y un nue

vo ,loDle enlace. Dspendlenclo de }a esltecie o te¡ido, e1 nú-

lrrcro de co¡rdensacrones paralelag .puede ser una o dos como en

La orosíntesls de GPI' o i'PP (72), puede ser de 1O a 20 como

.rr 1¿1 sín¡e¡1s clv ;,o.Llprenoles (52 ) , o ilellar a varios m¡le§

u,Jir¡o en lir lorrrl¿1ció¡r dul c¿ruclio t¡ l¡i ¿;ut.rperctr;r (?). Muchos

s.i Iud]os !:orr ijre.rr11$rntet¿rsas de rlivers¿rs luerites han iLev¿r-

oo a obtcner un¿¿ ,,'PP-srntetasa colno una proteína homogénea a

1,¿1rlrr de hígoLio de crird o (121 ) , d.e hígauo de ave ( 91 ) y de

-ttrvauura (J8). .)tras preni-f srn¿etas¿rs i!¿Ln ijrdo parcialtnente

iruriiicadas de g1sgg cornunis (lo¡ , oe C. uepo (7'l). Es-

t:,s ú1 !rn¿rs caLalLZafi ra sírlLesrs cIe GP! y ¡'ll. Aderná,.; a1¿u

i, iii r)re11r1:ilir Ld!¿lija;i Lncl-üyen un¿¿ ac Lrvrdad lüPP-slntetasa -

ü.,..¡u J-ó [)ü1'Il LUd.l' JU 
- 

j.! j j- jL!-9!i.[a Ly'jr'1!'r¡' Lr L:u5 (b;,¡ y Ii' 't"

.i.



Lcu Lil"iii" qr. .irrrlL-ili.¡rj u.e ga !:¡¿ ('l l) y clc ;r. cl]1:llg_,. (.;l).

u ha Cesc1""L to tamt,idn trna unoecalrenii prI,of oijl:rIo $inteta-

;á j)&rc1á-Lrnerite luf ificao¿r de l¿1ctúilacillrrlj ir1¿,rr) Lüur[ i63) y

i-¿ni¡ C., .r U, , i.,rcrl1ip1roiosf ¿rto-srnteta¡ii¡ 1.i" & lJglgjlLljl-)'.t +)'
u¿s (i). ¡rt¿l¡i úl cr,¡ra.s erlzÍInalr cac¡+iizan ia slnlesrs cle pr:e

irrlpirofosr."rtos d,e 5, y de i5 a 4A al de C rcspectlvanrente,

.1i¿rruo coi¡tci iL¡i Lr¿ito:j iP! y r'PP. Ya que las prenrll:rrlteta-

sas son -|as enzrr[ai; ,]ue defj-nen e1 tamario. y ia geottretrí¿L de

ior; prenJ-i;rirciost¿¿tc.¡s, se puede lrever tiue oeoen existlr rnu

oiros rillorj d.e ell21r1¿rs ,]ue p"r'e§eniarán espec].r'icid¿¿d respecLcl

,, üos v¿r"ri:1bIe,;; el; Las son el larJo de cadena deI sustI.ato -

a,.ílrco y iror endr clei pri.ruuclo, y -La cont'ormaciófl en '-oxno

i¿ cad.1 dobie enlace óurler¿1do. Bajo cj-ertas condlcroltes, 1.a

ir'lll'-sintetasa. de r,í5ai1o oe pol-Lo luede cata]-tzar la f ornia- -

crdn rie ,iüPÍ) e pírr¿ir de lir! y ¡'PP (91), pero 1a velocidad -

üú esta iei.ccrón ri rj delrarjlado baja lara ser considerada de -

irrportancia ij-sru1o¡;j-ca. ?or ot.ro lado, una .oreparacidn bal;

LiinLe pura de (iGP!-sintet,asit do !l: ]¿gggggilggg catallza 1¿r

i'o¡;n¿rción d.ú .;?P, i,'!'P y i;Gl'f (oB), y una pre!¿1rac:-dri de l-a -

irLSrrl¿L e0zl1lr¿t o il Lertloa dc Ú. i¡e po cxtIlbe caruoién 1as tres ac-

t.r.vj-oaues ('79). Por' -Lo !¿1nLo' 1a porción deI sitlo activo -

qL{d acomoda ia cacieria- ttlquí11ca rlel- sus lrato a1ílico debe -

iirr rela!rvatfidfr¿e !oc'o e5!ecírica. Est¿a sul;osrción ha sido

,..LciILo3 tra"d"! experrtrlril¡t¿rrrllente, ya que i¿L ,t Pli-slrrtctasa e§ ca-

,¿is.z de.condensar una serie de homólogos de GIP modlficado§ -

en la resión del do01e enlace C6-C1 06J9r86). L'a unión -

i-

xx].v
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oui l"].'-Lr .! ;iU --Ltiu LlLj.tt; -L'c:!.§r.'Lr,r-rLIrLuri u.jlfucLurales rouChO

r.,iís estnc üos (d0). L¿¡ únic¿r r0oiirlicación ,lue Je puede in-
lroducrr es er reefl,)lazo dei I¡tetilo uor uir úrui)o etil-o (?8).

{jun excepcÍón d.e 1os 0oliprenoles, 1os inter.rnedrari-os prenil

Jrrcfosfatos tienen, en an:,males, estructura ll en forno a -
.Los do bles; en1¿ces. In tejidos vegetales, uí ca iJj-or eue p9

.-ruer.: ',r,n rüÉj t¿roo-Lisioo isop::én1co rnás cLiversiticarlo, se ha en-

c:ont-cado I'i?P, eI isómero Z del (;PP (14), y se conocen muchos

r-.'oúuctos con dooles enlaces d.e coniornacrórt Z, como e.1 Aci-
do aoscí..;rco (28), ciertos !ol-lprenotes (52) y el caucho (?).
,r-n ernbardo, uodas prenll-sintet¿rsas descl:itas, deneran pro-

üüc Los lj y urari sustr¿¡tos X. L,a exce¡.,o:-círr es una enzlma d.e

¡il¿jodón que lart1c1pa en l-a biosíntesÍs de gos1ljo1, ésta u&1

.Lrza IJPP co.r¡o suscraco a1ílrco (f ), y sinuv Lr¿a er X-lrPP.

',*€¡irás ire h¿i d.escrito u¡l sis Lema enzi¡aátrco de llgg (14) --
. üe gcneri¿t eI lri-?P, y otro de U1 L¡'us ijlrrens]'s (14) que aunque

¡1\ILza sólanente sus¿ratos de confcrrn¿,icrón r, úenera produc

tos d.e conf or¡naciór7 .'J ! Z ¡ tales oor o e -l- iiP!, NPP, Z-!'PP y -

e i "{-r'PP. Lra ¿ieoinc L.r'ía del do D1e enlaL:e \).¿-C3 es det'rnrda -
.i[-r¿nn1,e "la reacción: oe"pués de]a adición deI metrleno de.]-

IiP al C., del susrrato alílLco, se produce un carbocatl-ón -
,.jrci,¿1f lo tlue se rralrsiorú]a erI e-I productor por la el"imrna-

r;riiri cie ono üe 1<¡r; orotones de-I rJ, (11). PopJák (6) y He¡o-

rnrn¿5 (49) pos tularon ilue de la e-Lim j.n¿rción rlel lro tón 2 pro-

' ciel IP? síj ob¿en.t¡í¿1tl proúuotor) oe corlÍormación Z, y aI e-

1.itnínar¡e t1 p-r,otón I rrro-F. oe1 I1?!, óe oul,erld!íall productos

,r



de conJorrri¿¿ción l. iisLd:i úorrcl-u¡iolre¡: -tueron extraídas ba-

sándose sol-amente en d.aros o0ten:-dos sobre la estereoquímica

de la biosíntesÍs de .i'PP, escualeno, caucho, betulaprenol y

dol-icoL. Los experimentos reaL].zados en nues cro laboratorlo
con enaimas de liry y Citrus (14r21 ,59160), demostraron que

tanto l"a biosíntesis de compuestos E como Z está siempre aso

ciada con l-a ellninación del protón 2 pro-R del IPP, resulta
dos obtenidos tamt¡1én por .Banthorpe en otras especj.es (10).

§stos últimos resuLtados apuntan hacia 1a existencia d.e pre-

¡rilsintetasas estereoespecíficas, 1as que eliminando eL mis-

rno protón (2 pro-R d.e1 IPP) orlginan compuestos de conforma-

c1ón opues ta.

Los hidrocarburos cícl"1cos se formarían por 1a acclón de

enzimas d.enor¡inadas colectivar¡ente carbocicLasas (21). Es-

las cataL].za¡lari la adición 1n tramo l ecu]-ar del" dobl"e enl"ace

.J.-C- aL C. oe un caroocatrón al"ítico. ¡il caroocatión cíclio/t-
co se estabi]izaría por nuevas adÍciones de dobl-es enl-aces,

reordenamientos y final-mente e-Iiminación regioselectiva del

pr.o rón (21,29) .

I\¡ede decj-rse que l¿is tres enzimas mencionadas tienen un

,uEcanismo conún (29): ldición de un el-ectrófifo a un dobLe

enlace, corr forrnaoión de un carbocatión y estaoilización oe

dste por eiirninacÍón reglo o estereosel"ec¡iva de un protón,

',. ¿rI couro se rriuestra. en e1 esrtruena 2. El electróf i1o puede -

ser un protón (IPP-isornerasa), un carbocatidn a1ílico deriva

t

t
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ESOUEMA 2

I.REACCION DE LA ISOMERASA

-__\ H*rH\ro-@

3,REACCION DE LA CARBOCICLASA

R. ,,. HH R H H R.

H.}\G@ - >'.}\)o@ - ):._-}<"rm

2. RE ACCION DE LA PRENILSINTETASA
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otr.r rno-l-¿1cu.la (frclrrlrin rctasa) o uri ca¡bono catióni.co

misma molécura (Carooclc-Lasa).

ción de mod elos molecula::es.

IIó apoyo en expe{'irnerlios de

y en e-L haocr dern<.¡s tr'¿Jdo que

dr.ata fornaba I'IPP a par tir de

Por rni'lucncia de 1ol itec¡ios es [ablecidos para Ia blosín-

resis de coiesterol, s€ perrsó durante mucho tiempo que 10§ -

rnonoterpenos cíc.l-1cos se r-or¡naban a partir de1 GPP (18r9r).
''i:n 1,966, es1;e drupo lroljuso que e1 lrecursor lnmediato de di

chos terpenc)s f uese el 1\rlP 114 r114), basándose en la inspec-

Más arjelante esta hipótesis hg

s<¡-Lvólisis nc: enzi¡ná¡ica (1 1 5)

un sis ier¡a enzirnático de P. ra-

lz-laclMVA (14).

Ir¿¿ cc.lnf orrn¿"crón .E dc1 oJo-1tr un!¿ce C¿-C1 Jel GPP no permr

te que se produzca 1a ciclación por ataque del doble enlace

C6-C, ai a 
1 , a jnunoii qu.l i;c jru\i1cra prcriiucir una xotacldn en

¡orno ;r1 .coiace C:l-C-:,. il-sta lLipó besis se cornprobd por Ia in
. - 14corporaciin oo [2-'-0]N]P a 4y.F -!1¡¡eflo rlor un extracto de

plántulas de 3¡ tg9¿g:¿ (27). .!,'1 porcentaje de radiactivi-

lad lncorporaclo a nidlocaruuros fué dlez veces superior a 1:l

¡trs¿ habi tual obterrirlo a partLr o.e ¡lVA. 1ln cauibio, no hubo

incorporación apreciabl€ de radlactividad a partÍr de GPP. -

(21). se encontró clue NPP

coiro precursores de hidro-

.. "-,1;. t

0uancio se explorarorl estas actrvicl¿rdes en f l-avedo de Cltrus

-,ilrensis (47)

y üPP fueron

v oe .11 L r*,, I r.r.-r.untr.

i,ju¿r1mc n1, e elucüivos

J¿1r o l.iro s niorroterpénrcos cíc..]-rcos.
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C.rbe prt; .,un1,¿r,rre Ji 1¿¿ o las pI'erl.l-];l-11te L¿rsas fot'rnan es-

ros dos rsótqeros ilor síntesis est,ereoetspecífica a paxtir de

,li{AP? + rPP o bien lor un¿¿ isofiierl"zaci ón 1')-z que transiorme

'.i?P en NPP. Esta úttifta a-Lrúrrlai;lva no pafecía probable en

jlq, ya que sóro es te út L.roc, er¿i pirecL¿rsor de hid¡ocarbu-

ros cíclicos. Acle¡rás, en numerosos experrrrlenios (21r27r47)

se ha demc¡strado que ni ei'I iir rttl:j nl en Ci Lrus ocurre dicha -

iso¡nerizacrón. Recienteinellte tJaIItIIOrpe ( 12 ) ira reportado un

rusuitado sirnilar e¡i ct.t'i¿s esiiec]"es.

El objetivo prrnci;a1 de las invesr:.gaclones de estre labo

ratorj-o es 1J-e6ar a conocer 1os mecanlsmos c1e ias reacciones

..Je prenilslntetasas y rle caroc;ciclasas. Para e1lo es indis-

pensaDle contar coII pre!d.raüui u.tlzf rrlál,icos ¡riás o menos puri-

ficados, ya que son inücllas ias reacclones i.Lue pueden drenaf

:;usrratos o producLos. P.1ri1 clauor¿1r .ro p;'ocedinlento que -

puriolta obttrner cantrd¿i.de§ ¿1Gecuádas de eltz-Lm¿ts r es necesa-

rio drsi.:oner rj. e un maieriaj- brológrcr: que sea abundante, de

.f jcri obtencrórt, rri.l urvalilcll Le erj table y r:1e i cual se sepa -

i1-re ileve-r a cabo 1as re¿j.uc-]-ones 'luE intere¡¿r' esrudiar'

L¡o$ exper:.rrlentos de or,.lsírtLests de nrcroca'rburos terpéni-

cos a parti-r d'e j-n!erlíed1a'r'ro$ radiactivorj se rnicraron con

§xrractos de piáli[ura$ de.P. r'¿idlat¿r. Ijf rrateria]- de $!§ I

-1 0ierr ci.a i).i. re:lu,LDtIJol tuuy repro'iuci ¡llest era nuy escaso' -

0aoa pIá rula de iI!§ pesa ul]os 100 rn¿ y niluría sido necesa

r:to cont¿¿r crlIl virr1ai üeceIrils J'e ffliles cle piáritulaL para una



_-_.-j-

IJuriIic¿icidn enzrlriL-Lc¿i. iror e s L.s" razór¡ se pens<í eslurlj.ar -
l- ¿t biosíntesj,s de isoprenolcies eh il"avedo de Citrus. Estos

suministran 1O o l¡ás draiítos de teJido Iresco por fruto, y la
cornposi-cién quí,nrc:, de sus aceitEg esenclal-es es bastante co

nocída (8).

El estudro se lnrc]ó en ! lll§llg§ y en L iimonum. nx-

tractos crudos de flavedo de estos -t'rutos formaban los hidro

c¿lrburos cíclrcos o(-!.r-nero, p -pt.reno y lilnonen<l (23r47), -
lanro a partir de llPP coi o d€i I,,IPI], contrariamente a 1o des-

crito en Pinus, en ei que sdl-o este últr¡¡io es sustrato de -
la-s carDocic.l-¿rsas. Cornc.¡ se d.erflos ¡rd t¿irnb1én que en estos -
sistemas no hay intercor¡r/ersrón ent¡e e¡jtos dos pirofosfatc.:s

(¿1 ,4'7) se propuso una irrpdtesls que expJ-ica la rotación en

¿¡r'no a] ynl¿rce i,-C poI. oeriucd,l¿düidrr oe Ia carga oe urr/ )- '

c¿lrDocaiión alíl1co ]"i6¿ido a Ia enzina (21 ,11tt). Esquema ).

Ai vs IrLrüiar exL-rd.c Loij u I,.rL prrd.ctoritrs parc].almente purifi

calias de C. ;inensrs (4?), se ouservd qüe torflaban predomi-

rr;j.ntementc prrof ost'ato¡ af ílrcos de 1, at de C de conforma-

crón ir o 7, e^ e-l üorllc crrl¿ce ¿ ¿-¿ 5, lrco.orninando los prime-

:'o:r en ulri¡:r .]j:D porc i,órt cle 1?. t1 " ^!.j 
e iorr[a¿'on gó]"o cantldacles

II1uy pequeoa§ uu col¡1])uesto§ de 1u ¿1r oe L.l . A1 igual gue en -

o tras preparaciones, se dcmostrd la ausenoia de isomeriza- -

c:-ón E-Z de estos sesquL Lerpenoldes. Üon esto se demuestra

r¡ue ia síntes:-s r1e ¿rntoos orasierorsórfieros es un proceso este

r'eo;cleutrvo, iiue ¡uutie svr c:i[¿1lizado por una o dos lreni1-
I

i
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sinlet:lsas . kL tn¿,c ¿1v¿¿crón ue-lec i, j- va y 1a oisociaclón par-
ci-a1 de 1as dos activid¿rdes dur,ante e1 proceso de purj-fica-
cidn de estas enzina.s, sugj"ere que se trata de dos preniLsin
Letasas. llasta atrora ha sicio pos]'ole obtener una prepara- -
ción enzrmática que sintetlza só1o E-FPP, pues parecería que

I;i activid¿Ld Z-.!'}rP es rnás láurl y no se ha pod.ido aislar de

1IüVedo du ij. s r,rrenJl-lj.

iistudios prelrrnrnares de incorporación ae Iz-14c]MvA en -
¡r'urrole; dc dlsLrtrLo lar¿o do cadcnil, de¡nos Lraron que extr{rc
tos de flavedo oe Citrus para<liq,ll (pornelo) lncorporaban has

La vn 25% de la rad]'actlvidad, eomparadas con preparaciones

anáiogas de otros Cirrus, que incorporaoan sólo un 15%.

En consecuencia, se pensd explorar 1as características de

las enzimas de C. paradlsii. El objetÍvo f'ué buscar un mate

rial- que'por una parte lud:.eré¡ generar, en estado estaciona-

rio, una. cantldad ma.yor de GPP y NPP que las preparaciones -
de C. srnensisr y .uor otra parte, oUtener prenilsintetaSa8 -
..¡uc formaran una rnyor can[idad de productos de conformacidn

'2, Se elr¿ió esra espccie iror la facilidad de obtenerla de

r.u.entes comerciales y porgue se ootlene de un sól,o fruto una

cantioad nayor de r'lavedo úres veces mayor que de una rláran-

ja. Además se ob:servó que el fruto se puede conservar a 40

.jin deterioro, por nás tretnpo que otxos Citrus.

La expioracrón üe los slstemas enzrnáttcos se dividió en
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cuarro etapas:

a.. Bstudio de La trans f or¡r¡ac i. ón de |1VA en otros interme-

dÍarÍos de la vía isoprenoj.de

b. Estudio de la lPP-iüomerasa

c. nstudio de 1a C.,5-preniLsintetasa

.. d. Xstudi.o de La o Las acrividades fosfatásicas.



1.1 . REACTtrVO§ QUtr}4ICOS

1. MATI]iIIALES Y }.1ETODOS

utllizadots fusron de gratlo ena-

d.e las flrmaa co¡¡ercialeg mon-

Todos 1os reactlvos

lltico y se o o tuvl eron

cionadas en cada caso.

Aldxich Chemical Co&pany Inc.r Mil]daukee Uio¡ USA:

Ci cfohexi tr¿mina, E y z Farnosol, Geranlol, Isoponto-

noL, Tri cLoroace tonltrl lo r Trletilanlna.

Amersban/SearLe co.' I1linoi8, USA¡ ¡f-1aol IPP, tlo

radiactivldact eopeclfLca 57 Qi/nor..

- coloman Bell : CoCl2

Merck A.0.r DarB§tadtr Alemanla: Acotato de sodlo,

AcetonltrlIo, Acetona, Acialo fórnlco, AgNOlr A¡uoala-

co, a-Butanol, Caclrr Etor de petrdleo {4O0-6o0¡, r-

ter etfllco, Fecl1r Glicina, ECl¡ r2r KFr KII2P04r K2

}IPO4, LiCf, ¡'lgClrr MnC12, It{olibdato de anonior NHn-

uco), (NH4)2S0Ur ?irofosfato de sodio, n'fropa¡xol, É

SíIica gal G' sílica ge}''GF254r, síttca gol l{¡ Snola'

- New Er8larrd Nucloar, BoBtonr Hass .' USA¡

(ns) [e-14c]uvA, do radlactividad especffica 27J

C|lnol .



- Pfaltz and Baitex, Inc.: Nerol

' - Slgma Chemical. Co.r St. trouis' Missouri' USA: Acldo

succlnlco, AMp, AfP, DEa.E sephadax a'?5¡ DINB, DTI,

EDTA, !'osfatasa ¿lcal-j-na do ü. 99IL, Poefatese elca-

lina do lntastino de terEero, 2-Mercaptoo tanol r !)-Nl

trofeni lfosfato , PCM}, POPOPT PPO, Sephador G-25, -
TES, Tris, Tritén X-100.

r Va¡ian Aerograph, Wafnut Creekr Californiar USA: EGA

- ABr¡asa: Preparada eegún e1 mdtodo dosorlto €o la -
referencla 1 t ].

- [l-)¡t]cpr: Donado gontiLoento por 1a Dra. Luz Marfa

pérez R. (81 )

- IPP: Gentilnente donado por 0u§ tavo ¡oyo1a C. (?0).

- [z-1ac] P],tvA y ¡z-14clPPMvA: Gentiloonto doaados por

o1 Dr. ]cIoi1io Cardeoll ('l 1) .

2
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1.2. PREPARACION DDI GPP

1 .2.1. Sínteslg

I¿oE produotoe de la reaccj,ón

oeparadoe por crls ta1ízac!6n

cronatografía de interca¡nbi.o

dex a-25 (116).

1.2.2. Pr¡r1f lcación

El Bustrato GPP eo Blntetlzó por pirofooforlla-
clón de1 geranj.ol cou fosfato de bis- txi e ti Ia¡onlo -
§n pr€sencla de CClrCN, d.o acr€rdo aL nátodo deoorl-
to por Craner y Bttbu rodiflcaato (rr)54"A5r97). To-

dós los reactlvoa uaados on La afnteaia fuorou pre-

vianent€ dostilados a presión nornal. L,oI rgactivos

oxigenados fueron ade¡uáe calentados a roflujo cou -
SnClrdurant€1h(1Or).

B1 geraniol utiliz¿do fud doatifado en una coluü-

na anular do banda rotatori,a y posteriornente anaLl-

zado por eronatografía gaseosa (57) y por espoctroa-

copfa lnfrarroJa y do ¡esonancla nagndtlca nucleer.

do fosforllaclóa f,ue¡on

fraccionada (41) y por

anlónioo en DBAE Sepha-

La reacción de fosforilacj.óa so dotuvo agregaado

5O nl de agua ar¡onÍEcal (NH, al 01516), ]uego loa al-
cobolo8 qu€ no reacclonaroo y otros subproductoa Bo
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extraJeror con tres porciones de 80 nL c/u de éter -
etf11co. La fase etárea ee lavd con 20 El de ague -
amoniacal. I¿ fracclón aouoaa total (70 o1) ee coa-

centró en evaporador rotatorlo a 4Oo hagte un volu-
men de 20 m1 oanteniendo."el pH alcallno con ñHn0H. -
Para tratar de separar cP de GPP (55) se ad.iclonaron

5 m1 de LiCl 10 M y se dejó reposar durante 24 h a -
40. El precipitado obtenldo oo oepard por centrifu-
gación a lO.OOOxg dura¡rte 10 oin, luego sc le lavd -
con trss porcloneo de I el, e/u de acetona a -2Oo, -
oor¡Lr1 fugend«r c -'lo doo¡uds do r¡ro¡ lrvrdo¡ ütn¡t-
nente se lavd de la nigma ru&nera con tres porcionea

de 8 m! c/u cte áter etí:.ico a -2Oo y se ovaporó el -
áter a temperatura a¡¡biento. EL procÍpl.tado Be redi
eolvid en NH4HCOS 5G nM pH ?rO y oe 1e adicionaron 2

Dl aie ci clo¡exil.atrlna seguidos de 1O eJ. do acetona -
(2o) y se dejd reposal 24 a a 40. E1 preclpitatto -
que deoía contener cP (13) se separd por centrifuga-
ción a 10.O00x6 durante 15 uriu, y se 1o lavó oiguien

do e1 procediniento deecrito anterlorn€ntei Est6 -
precrpitado Be guardó a 40. A1 so or€¡radante se le a

6re6,ó LiCl 1O It has ta tenor preclpitacrdn conplota y

se dejd reposa! 24 n a 40. EI proclBltado que dobla

contener e1 GPP (r1) ae aeparó po! 01 prooeso ye dos

crito y se guardó a 40.



Los aná1ieio por TIC de los dos precipltadoo, mos

traron que la separaci'dn doL G? de GPP no fuá conple

te, pues aoooa contenía4" coropuostos Eono y plrofosfo

¡iIaclos. Para Lograr una meJor §€paración se dlsol'

vÍeron en agua anoniacal naeta ootener una oonductl-

vr.dad de 1 ,2 nJ'1HO " !a 4uestra f uó aplicada etr u¡ra -
colu¡¡na do vldrio de 2r2x67 crn, rellona con DEAn Se-

pnadea A-25 prevlarnente equiliDr{rda con aüortlguador

de trlot:.la¡llna bicaroonato 50 úM pH ?r5 (10rr116).

Ul¡a vez adaoroida }a muestra se lavó la colu'nna con

5 Vc de1 mismo anortiguador. Flnalnonto se eluyó -

con 5 Vc y con una gradiente lfneal ent¡e 50 nt'l y -
610 eI.,I de trletilaoina bj.caroonato pH 7¡5.

1.2.r. Anállsis de las f,racciones de Buatratos

Iln Ia f18ura 1 se preaenta e1 perfil tle olución -
do los Buatratos, con triBtilamlna blcarDonato. E1

e1uíoo do La columna se ana.ltzó nidiendo la cantldad

aparotrl;e de fósforo inorgánloo (rP cllrecto')#(+¡) y

-/ -

# Los €steres foefóricoe do alconolee alllicoe o t€rciarios
Éon bastante ácioo-lábiLes. En conaecuonoiar con el reacti-
vo d€ FiBke y Suoua ttow (41) que conti€ne u2SO¿ 1Nr.ee roope
eI onlace C-Ó v se Llbera un a.Lcono] terciafio'y orto o plro
fosfato 1¡¡oreá;lrco. Por csbo los foa fonono os tores danr. corno

Ia N-foeforilcreatina (19) o e-1 acetilfoefato une r€-acclon -
oorl trv"- ¿" 

- ortofoe iatü 
- 
íío"gá"r' "o, 

que llar¡¿rnoe rpósforo dl
fi;ili:* ;;uú;"I;-;;iéi,ó', io uu boáiore direrencÍar, en --
iá"ni"á, sÁia¡atfvae,, eI oátor fosiórtco del ortofoefato.

/

i



SIGURA 1

SBOMAfOORAI'IA DE UNA MET,CLA DE ?RODÜCTOS ¡OSPORIIjI,DOS I]N

COII'I{NA DE DXAE.SEPHADEX A-25

tra colunBa s€ equilibrd con a¡nortlguador d.e TrÉetllarina-b1-
carbonato 50 nl,l pH ?r5. la Duestra Be €luyd con uDa gradisn

te llneal dol nj.sno amortlguador entre 50 mM y.610 nU. Yolu

úen d€ le coluona (Vc) 200 d. Las fracclonos a€ anallz¿ron

para trP directotr (r---r ) Í ÍP do 7 nintr ( o-o ). o.-. lel¡recon

ta Ie conaiuctividad modida en nl.fflo. EL cPP eluy<í ontre )16

y 4t, Vc, lndlcado entre las dos flecbas.



P¡ (¡motes/mt)

l(mMH0)

q

ñ.J

a)

(,

N)

{-
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la cantioad de tósforo fiDeredo por previa hidró11-

eis ácida en HC1 2N durante ? min a 1000 1'rp de ? -

,in,r)(112). Las fr¿ccionea que dieron reacclón posi

tiva para rt3 de ? fl}n'r se €¡nal- ]. zaron adomég por tLC

(Seccrón 1.1 .'l .1 ) y se les deter¡o1nó 1a cantidad do

f,ésforc¡ totel (rr¡r ¡6¡¿]r¡) ({). tra fracción ootenida

entre Jrb y 4rtr Vc que revold una sola oancba pata -

m¿teria orgánlcar y para f,dsl'oro (Sooolón 't.J.1.1)r-

ee .livtdió erl tres porcionos. Estas ao guardalon en

drferentee condiclones, con la finalidad de ostudlar

la eataoifidad del GPP: a) 1a prinora se llofiIlzó
b) }a sogunda se dejé co¡so ta1 y c) la tercera se -
concentrd hasta 2O ni en evaporador rotato¡io a 40o.

A esta últina fracclón Bo 1e agre8ó I,rcl 10 ü tras ta

,ln¿r proclpitaci.óu coüpl6ta y Bo procosd 1gual cono

se indicd anterlors¡ento. Los crlstalos ootealdoa Eo

deJaron 6ecar & teoperatura a.¡¡¡Di€nte y ee guarrlaroa

a 40. t)sta úftiua fraco¡dn co- crooatografió con -
[t-]u]cpp con un Rf de 0,42, to rij.ó reacción do 'tP

dixacto r y 1a razón rP de ? ¡¡1¿rr/ rrp totallt f ud igual.

a 1, velor quo coresponde a un plrofoefato allllco
(vor eoquena 4).

Una alícuota tle la misma euoatra se hidroLlzó en-

t6 (14) con aplrasa y fosfateea alc¿lina

El alconol producido 8e extraJo coD he-

ziná{l.ca¡¿en

d. L sg]i.



ESQUEMA 4, Fundomento de tos
identificor disttntos
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ENSAYOS

\ ¡ .2H,po,
x' 'cH20H
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pOR 7 min (,.p de 7 min')
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xano y §€ identiflcd por GLC (Seccrdn 1.7.3), este

anál.j.s1c rcveld únrca¡nente 1a prosencla do 5eran1o1,

por 1o ta¡ito 1¿r muostra anaLizada no contenla conta-

nni-nación de NPP nj" do cualLluler otro compuesto fosfo

riLado; además eI fdsforo presente en la faso acuosa

se cuantlfic,í para detormlner la razón lrP directort/
geranloJ, dando un val-or do 2, por fo cual §e deduio

que por cad.a 2 moles de fósforo 8e lrodujo Lrn &o1 de

geran1ol. Todos Los r€auLtados indicaro¡i qtle e]. com

puesto slntetizado corrospondla al GPP.

1.tr, T!]CIIICAS CROMA'I'OGITA¡]CAS

1.r.1. Cronato8rafía en cppa delgada (TLC)

Como crlterio analílico y de pureza se usó La cro

mato3ralía en capa fina. Se utlfizaron 1os slguien-

tes sis temas ;

1.').'l ,1. Síf ica go1 H de 0,25 mm de espeaor

EsLe sistema ee usé para fa i. ci enti f i cación de -
cor:opuestoe fosforilados, utilizando cooo goLvento

d.o desarro.l,lo n-pxopanol¡aüonf€rco ¡agu&-b:J :1. f.,aa

plarcas se revelaron con va,pores de yodo para vÍsua

lizar materia orgánica y con puJ-verlzado de FtsCl,

J
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at 1% en etanol al 8Oh mas ácido 8u1f o6a.Licfl"lco -
al li6 en etanol al 609t (89) para reconoc€r el fós-

foro. La raüf,actLvÍdao se i-oc¿-tizó raspando Ia sí
lrce cada -l cm y reco6iénool,{r. en frascos qu€ eonte

nían tr mI de una soluclón fogforeecento y se cuan-

trfrcó por espectroruetrla d€ centelleo para 1{qul-

doo (Seccrón 1.8).

1.1 "1.2. Placa reveraa: Sí1lc¿¡ ge1 G de or5 nm de eopesor

UL sistema ee usd p¿i.ra separar e ldentlf]'cax -
prenoles de 5, 10 y 15 at de C, utillzanoo co¡no -
§olvente de desarrollo metanol:asuarJ:J con 2 go-

Las de vaselina (1Ob). La masa or6ánrca y Ia radi

actrvioad se local"lzaron en forma semejante a la -
deacrlta eD ]a seccidn anterror.

1.J.1.1. SÍlica gel G de Or25 nm d.e espesor

Este s:-atena ee usó para aeparérr o ldentificar
prenil alcono]es de conf orrnacrón ts y Z de 'lO o 1)

at de C. Ilf métoo<¡ sóLo qrstlngue conroroación y

no J.argo de cadona. tas placao se propararon y se

sr¡mergleron durante 1 min en una solucrón dB EGA -
a1 295 en acetona. El Bofvente de dosarrollo fué -
hexano:acetato de etÍl-o-8:2. .La ruasa orgánrca y -
Ia radtactrv]'dad se focaLlzaron de 1a forma deacrl"
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ta en la seccrón 1 . ', .1 .1 .

1 .1 "1 .4. Sílica ge-L Gl'A54 d.e 0,4 trin do e§pesor

I,as placas se propar¿¡ron con sílica ge1 GF25n -
en solucrón ¿e AANo, aL 12,5h en proporcldn do 1:2

(19). Este sj.st,üa se usó para separr'ir € Ldentr.fl

car pr:§no-Leg de conformacidn E ! Z de 10 y 1, at -
oe c, utlliz¿¡ndo como riolvenÚ€ de d€6erro1]"o ao€ta

to de etr.l"¡¡. L.,a rnasa orgálrca se vj-sua-Iizó con u-

na }ánpara UV de 260 nm y La radracllvid,ad se loca

Itzó d.e -La manera descrita en ]a 6eccldn 1 .I. l. 1 .

1 . ).¿. Cro¡natografía en papel

Para id€ntrflcar los intermedlarios fosforrlaoos

d.e Ia reaccrón de incorpor.rcró¡l cte MVA se usd crom¿l-

üografía €n papeL ilhatnan N91 lavado con ¡10]", utiLi-
zanoo cou¡o solve¡rte de dcaamolLo oulanol:ácroo fór-

$rco:aguas'l'':1O 215 \25). -La uolcactón de 1os eom- -
pucstos ee nizo cortando el papel cada I cm y cuantl

frcando La radlactlvroao por espectrorüetría oo cente

1Ieo en 10 m1 de l-a sol-uclón fosforescent€. Loe pro

ductos se identlficaron por comparracrón con lo§ Rf -
de los respecr,rvos estároares, deternlnados en lag -
ú1.¡,iin¡as condacrones exper].lnefl laf ea.
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1.1.7. Cromatogralla en fase g¿lseosa (GIJC)

Los análiurs de cromatogral'ía en faee gasoosa so

Llevaron a caoo en u.n crofl¡atógral-o Varl,ar¡ 18OO, con

detoctor de cond.uctr"vidad térrnrca e inecrrptor de do

bl-e regL§tro varian A-25. para el- anál-isis d.e ¡oues-

tras rao.lactlvas el- instrumento se acopld a un conta

Cor Geiger para fase Bas€osa Nucleax ghicago ¡¡9+994.

f,os prrrducto$ analizados se identificaron por co-cro

matografía con muestras 'estándares y 6n caso de mues

tra6 radlactÍvas por co- cromatü grafía de la radlacti
vidad con J-a rnasa de los respectivos está¡dares. De

pendiendo del- tipo de compueetos anal,lzaoos se uaa-

ron ]as condiciones exper j,ment¿rlea que ae resruuen on

Ia tabla I.

ÜA-l{ACT.EITIS TI CAS

Materi,aL de 1a coh,mna
Largo de 1a co lumna
Di.áme uro d.e Ia col-uona
Soporte Lnerte
lvla LIa deI so oortc
rase J.íquidá
Flujo de He

l¡lu j o de lJutano
Coxrrente de.¡- dB te c tor
T de.L horno
T del inyector
T del detector de ruasa
T de1 detec¡or de rediact.
Volt¿rje en el co[taoor Ger6er
Vefocidad de ]a c¿¡rta

.IAdl,A T

TlPO IJT, COMPUESTO
clo(GoH) c15(l'oH)

acero inox. acero inox.
1nt
6,25 mm
Chrom G- A'rf DMCS
60/lo
EGA 0,81?6(P,/P)
4O ¡¡L /mrn

1 5O ¡uA
120 grados
210 ü

::?
6,2\ d,n/b

116 mt
612' ún
Verapor E #10
1001120
sE-lo ty6(P/P)
40 nl /ml¡
4O m1./¡¡1n
150 nA
11? gradoe
195 'r195 ,
195 rr

21 )O volE
6,25 dn/b
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1.).4. CrornaLogrirflr, er-, "o 
ruirnil de las proLeína's de flavedo

1,1.4.1 , Fr I trac:.ón drsociattva

Una cofumna cie vrclrio \1.rx21 cm) 8e reLlend -
eon Sepnadex G-25 (rnalIa 4al12o). La s¡atría, Be -
prepard eegún las ins tr.uoclones de1 fabrÍcante (4b)

y se eclurlrbrd con 5 Vc de sol-ucj^dn que contenía:

¿uuortlgu¿¡dor de fosleto 10O mM pH ?r4r 2-mercapto-

etanol 1OO mfi y UD'IA 2 nM.

ta pe1la que precili td entre 0 y 8O.ló de satura-

crcín (t'tHO ) rSoO se disoLvió en 5 ml- do la solución

de equr-l-lbrÍo y se aplicd en fa columna en for&a -
continua y homogénea; cuanoo .l, a loue6tra penetró to

taLnen Le en e.l- ge1 , tse agregaron 5 trll de la solu-

clón de e{uli1brr-o par-a ¿rs€durar su complota pene-

tracrón. L,as proteínas se efuyeron con r¡na solu-

crón rgual a .La de equillbrl'o pero saturada al 7Oñ

con (NHO)rSOO. tiL eluído ee analrzd determinando

las protefrras por su absorbilLdad a 280 n¡o y los -
rioloranteÁl a )lO mn. iJn est¿t zoni¡ se obtiene 01 -

,rayor A €ntro proLeínas y flav<¡noides. Adomáo aI-

gunas fracclor¡es ae les ensayó ac trvrdad enzlmáti-

c&. IJas fracciones que contenlan l"¿r activldad se

juntaron, rre guardaron a 40 y se 1ae usó como fuen

te de enzi0¿rs.



1. i.4 "2. Fif traci.ón en gel

Cotr ef fín de e1r¡ninar oI 2-morcaptoo tano 1 pro-

§ente en el 6xtracto enzrmáttco, iste sc filtr<í en

una colunna que se prepar<í igual que en 1a seccldn

anterlor, pero la eolucr.ón do equillbrlo contonla:

amortlguador de io8l'ato 1OO mM pH ?r4 y EDTA 2 nM.

Una alícuota d.el ext.racto enz:,mático preparado en

la soccrón 1.4, se erpJ-rcó en la co h¡¡na y se J.a de

jó eluír aoLa hasta eequedad. A fa fraccidn quo -
sal"ió en el pr:'mer yc se le determinó por turoldi.-
metría fa ooncentraci.ón de proteínas y Be la Buar-

Od a 40 para aer usada cofi1o fuente de enzltra§.

1 .4. PII.U.PAXAC1o¡¡ ,Et SIStEt,lA Ei"¡ZI!1ATIC0

los pome] os se aoc¿uirioron de dlversaa fuentes co-

mercrales y se lavaron con agua corrient€ y luego con

agua d.eetilada. E1 flaveoo (exocarplurn) eo retird de

Ia fruta, 6e le recogió a t.¡ 
o y se ),e ¡.¡ezcl,ó con solu-

ci«ín de oxtracción €n proporciór 2:3 {P/V). La corupo-

sicron üe ür.cna soLucrdn varré se6ún e1 objotLvo parér

eI cual se usaría el- extracto. La extracción se reall
zó en uri omrrlmlxer on un baño de h1olo a 1000 rpn du-

ranie ¿ l0ln con interrupoiones cada 10 seg; la teopera

tura r-rnal deL hooogonrzatlo fué en promedio 1Oo. Pos-

14



1. 
',t

ter]-orr0€n [e ei" homoúen] ,"ado f ué f r L tr¿rclo a través de -
tela de nyLon y sa le con¿rr.fu6d a 2\.OOOxg durante ,O

min a -5o. .81 soo.renad¿lnúe sje 6uardó a 40 y se 1e usó

como fuen¿e de €rrz1mas.

L,oB slguientes t,ilos oe so-lucrón de extracclón se -
prepararon, según 1a cllruc'ue re¿cción enzimátÍca que

se deseaoa estuülar (ver seccicín 1.'/).

1 .4.1 . lncorporación <1e MVA

Tr1§-rlcl 1OO mM ptl '/rU, 2-uercaptoe tanol" 1OO üM y

EDIA 2 nlvt.

1 "4.'¿. Actlvidad de l"a IPP-r"coneraaa

TrÍs-dcl 1O0 m¡I ph'i rC, l-{¡rerca!Loetanol ) m,Ivl y -
]IOTA 1O0 ml'1 o 1 ¡lli.

1 .+.). Actlvaoao oe l"a O1)-!renafsintotas¿¡

J,'osiabo de potaiiio lOO ¡nlr ph 'l ,4, 2-nercaptoeta-

no I 1 UU ü1,r y ¡lu'lA 2 rorvi .

1 .4.4 . .Ac tI vro¿id de f oiif aL.r¡i¿tl)

:iucclrr&lro du uodro 1U0 rnrl pfl brO.
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!'n fos exle.rlürenLos en 1os cuales se estudid el -

efecto de reactrvos üe grulos sulfn:.dr:-]o, se usd ex

tr¿1cto preparado sln 2-mercaptoetanol, y cuando se -
estudró eI efecto de metales bivalenLes el extracto

se preparó er¡ ausencia de UDTA.

1 . ). lJLlTllHlviIr¡AC10N ]lii Plt0TlJIi'rAS

L,a concen tracidn

trac ¿os s e cle terr,rrnó

rle proteínas en los dj.ferontes ex-

por el r.qti todo turoidimétflco ( 104 )

1.6. PUiTII,'lCAUION TTI]I SI ST]iI'IA ENZII4AII.OO

Con el" tfn tre pur]'r'r.car',el sistería cnz]-rnátrco extra

ídt¡ oe1 flavedo de gllIgg paradis,Ír. ef extracto prepa-

racio segLfu la seccrdn 1.4 se sonetl-ó a u¡ iraccionanrl-

ento saiino (1o) para ootener ]as fraccrones d.enomina-

daii u/iJO o 4o17 J. que corresponoeri a las proteínas quo

lr'ecrrltan en un medro de 8Oh de aaturaclón o entre 40

y ?Oy6 de s¿rburaclón con (rttO) 
'SOO.

1.r,.1. !.rac cl- on¿imr en to 0/80 con (Nit4 )2S04

Al soorenad,ante proveri].erlte d.e l" ¿r seccién 1.4 se

le agregó (NH4)2504 hasta un aOX de saturaclón, agr-



1'l

tando contrnua y homogér¡eamente en un Daño a Oo du-

rante 15 m].r¡ y controlando eI pa entre 7rO y 8rO con

NH4OH. Una veÍ¿ agregado todo eL sulfato de anonio -
el aiateme se dejd estabiLizar cor¡ agitación durante

1O min, luego ee centrifugó por lO mi.n a lO.OOOrg y

a Oo e¡r una centrífuga Sorvall. El precipltado se -
disolvid en La mr.erua soluci.ón de extraccidn en un vo

l"unon tal que Ia concentración de proteínas fué de -
10 mg/rnI. Esta solucÍdn so guard<í a 40 y se usd co-

mo fuente de enzin¡as.

1.b.2, l.racclonaü1 ento 40/7o con (rriHO)rS0O

A un extracto enz:'ntá:,-ico preparado como ee indicó
en 1a seccrón 1.4 Be Le agregó tltUO)aSOn nasta un -
40h de satur¿lción en la misma forma descrita en La -
eección anterior. A1 soorenadante oDtenido después

do centrifugar Be Ie agregd (NAO)rSOO hasta uo ?Ogó -
de saturación de igual manera a La descrita anterior
nente. El precj.pitado se dlsolvió y ee Ie guardó a

40 para aex usado coo¡o fuente d.e enzima§.
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1."1 . ll[1iAY0 r)]i IAi 1l.t 1,'.l]11(.ii l{ ll.li :j ALl.ll vll-,Al-i¡.i }t,l¿1r1A'lrcAs

1. /.1. Incorpor¿¿ción de 1(RS)¡e-14c1mvl

un

mt'l

La incorporacrén se detelmrnó cuantrficando 1a -
cantldad ,to 14C €n tres rraccrones que denominaüos -
,'Líprtlos 1rbrearr (Ll,¡, "r'o.t¿rtos a1íItcostt (A,1,) o -
,rPrenof fosfatog', (PP) . Se fa expresó como !ó de 1n-

cclrporación de 14C, roterroo siempre al 1sómero R en

experloentos realizados en equiIiDrlo, y en nkat(20)

para los xeal]"zados 6n velocidadeB ln1ciales.

L,a incuDacidn se reali zó a 1/o durante 4b min €n

r¡leclio que contenía; Aüort1du&do-r de TriB-IICI .lOC

ptj /r8, 2-mercaptoe [¿1no]. 20 rni,l, 1{BC1¿ 1mf4 o únclz

2 ml,r, ATp/M'* ,.2, 1(dS)[ 2-14C]MVA 0,016 mM (radiact.
esp. bxlot dpu/ynol) y Or? (rg de proleínaa €I1 ü¡l vo-

lu,nen frnaL <ie 1 mL. la reacción se detuvo hlrv:.en-

do 1os l,uoos. Io$ productoc {ie 1¿r reacclón ae deter

¡¡¡lnaron de acuerdo a1 sig,u:"ente procedimiento (4/r14)

a) Extracción directa con 1,5 m1 de hexano; la frac-
ción extraío¿1 en ]a fase hexárrrca se rie¡ro¡uinó I,I y -
contJ.ene hidrocarburos y a-Lcoholes; b) Illdrdlisr,s á-

clda durante '7 min a )1 o en H01 2N y sucesiva extrac

cÍón con hexano como en er 1a fracci"cín ertraída en -
la fase nexánica se denominó AA y contlens fos alco-

hol-eri alíl-icos reordeliados, proLiuc 1,o de La h]-dról,i-
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§rs áclda de los uorresl)olldÍ€rItes comlueatos fosfori

lados a1í11cos y c) Hidrórists enzimátlca con fosfa-

tasa alcalina de intestino de ternero, durante 2h a

1?o y posterror extracctdn con hexano rg'uaI que en a,

la f¡acción hexánrca se tLenomrnd PP y contleno fos -
alcol¡oles a.].ítrcos no reordenadoa, producto de 1a hi

drólÍsrs e¡rzrmática cie los respeclivo§ couluestoo -

foslorlLactos alíficos.

1.7.2. Activldad de La TPP-1aoí¡era8a

Se deterrnlnó cuantific¿tndo l-a transl'orüaclón de1

It-149]tru en II-1ac]DIVIAPP, midiondo 1a radlactivi-

dad on Ia fracción AA y se expresó corno nkat/m{! de -

pro teínas .

La lncuoación se re¿r]:- zó a 3go durantg 5 n1n en -
un ¡¡edio que contenía: Amortlguador de euccinato do

sodio 150 mM pri bro, 2-oercapto e tano f 20 nM, Il-14C]

IPP 50 ¡rr"i (radlacL. €i1,. , r4x10l dpm/¡"r.oro1) y OrO5 m6

dc pro tsírras en Lrn vo lui¡rea I'irraL d.e 0r, IDl. L,a r€ac

c¡.ó¡r se de tuvo e¡rfriano,o ios luuos crl un D{¡no do hie

1o y elgregando HCf haÁrta un¿r concer¡tración final de

2t¡. Lue8o l"os tubos se incuoaron durante 20 srLn a -

1oo y J.os proúuctos de la reaccl"ón se ex traJeron con

'l , ) m]' de nexano .
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1.1.J. Actr"vrdad de .La (j15-¡lxenrlsintetasa

Se deter¡nin<i cuantj.flcando ]a lncorporacidn da -
1A'*C proveruente de 1¿r condensacrón de un auatrato a-

fílico como el ñ}'P con Il-1ac]IPP en Ia fracción AA

descontando la ro8pectlva actividad isomerásica clel

sistem¿r. la aclivr,fad ac expread como 1oe nkat/mg -
de pro teí¡ras.

La incuoación se realr zó a 17o durante )0 n1¿ en

un rued1o que oontenía: Amortiguador de losfato do -
potasj"o 1O0 oM pti 7¡4t Mgclz 6 mM, 2-nercapto e tano 1

20 mM, üPP 1o ut'l, I l-1ac]IPP bo ¡rlvl (rudiact. €Bp. -rl
2,4x1Ob dpm,i ¡uno},) y 0,05 üg de proteínas en un volu-

)
men final de OrJ ml . la reac.:idn se dotuvo eafrlan-

cio los luoos en un bano de flielo y los productos de

Ia rear:ció¡r se de Lerninarron 1¡qual que en la eeccj.ón

1.'/.1.

1.'1 ,4. Actividad de las fosfatasas

x. I .4.1 . Activldad de Ia prenilfosfatasa

Se deterürnd cua¡rtrlicando la radlactlvidad pre

sente en Ia fracclótr l,l debido a la hidrólis1s en-

zLuLáL),car.tt I t-Jl.l L;f'.e. La actrvj.dao se expresó co

ato los nkat de If-3n]üP! hidrolizadoa por rl8 d'B -



pru Leínirs.

La incubac.Lón se roa.lr zó a )'to durante 10 rqin -
en un medlo que conterifa: Amortlguador de auccina

to de sodio lou mrvt pn b,o, Ii-Jri]crr 0,2 oM (radl-

acL. esp. 2,9x1O / rrpar/¡nro f ) y OrOt úg de proteínaB

en un vo1ur¡¡t¡n f rnal cie O, ) mI . La reaocrón se de-

tuvo agregando 1 , ) u1 de lrexallo y enfri¿irtdo los tu

bos a Oo¡ J s€ rnj.dt eron l-os alconoLes radlact].vos

extraídoa en 1a f¿rse nexánrc¿r.

1,7.4.2. Actividad de ]a fosfatasa inorgánica

)e aietermi-nó cuant¡,f rcanclo el- f dsf oro ll berado

por Ia hidról-1s1s enzr¡rátrca d.el PPi o cualquler -
otro sus trato que I j- uere f óslr-¡ro por e1 ruétodo de

I'icke y Subba Ror, (47). IJas actlvidades se expre-

saroo como los ¡rkat de P liDerado8 por mg de pro-

teínas .

L.,a incubacj"ón se reali zó a 1'lo durante 1O mj.n -
en un medÍo que contenía: Aflorr:.Suailor de §uccina

to de sod.1o lOO mM pll 610, PPi 10 urM y 0,01 mg do

pro teínas en un vo]-umen Iinal de 1 o1 . L,a roac- -

orón se de tuvo agregando 1 i¡] de mollbdato ácido,

y se mrdró el ióeforo rnorgánrco lioerado, por el

¡né todo de Fi"ske y subba Row (41) .



-Un ef experlfiento para determlnar La especif'rcI

dad por e[ sus Lra¿o, se rrBaron además dol PPi, el

ATP, AMp o p-Nitroler¡rliosfato a la &isma concen-

traclón de 10 ül{. En estos casos se &ide eE 1a ac

tLv]-dao de 1a fosJ:omonoes teratsa.

Dn los uxperrrüerrtos en lo¡l cuales 6e pretend,la

acru¡rul-ar ploduc tos par4 su loentl-f lcacicín y aná1i-

sr-s, 1as incuuaclones se real-rzaron durante I h.

lln todos l-os experLrlento(i $e htcreron controles

corj. enzlxta hervloa, qu6 ae reErtaron de fos respec-

trvos valores.

1.d. UUANTI}'ICACION DIJ LOIJ I'RODUC'IOS RA]JIACTIVOS

Alícuotas de-l ¡nl de -Las -r'espectrvas faso8 h€xánl-

cas se usaron para cuan!r"l]"cü.r su rad1activldad, usan-

clo J ¡nl rLe u¡ra solucró¡r centelleante. Es t€i solucrdr¡ -
conre ía O,O5 g de P0POI: y 4 g de PPo por l1rro do to-
lueno 11 16) . Para üuestras nrdrosolutrLes se usó urla -
alícuota de 1 ¡u1 en.10 ml de l"a mezcla centefleante, -
preparada con or12r g de POPOP, 4 g de PPo, 5OO m1 de

'lrr tón X- 100 por Lr tro de tr.¡i-ue¡io ( 1 16 ) . La radiact:"-

{lttd¡:¡ r:ie urr.ii ró e¡¡ un espec lrórretro de cen¡elf eo para -
liq..rrrros ioc.¡uu-l-o b8O1 Nuolear Chicago con 8)16 de eftcr-
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clencia para 14c y 40l/ para )H, y .n un Delta 1o0

95h de efÍciencla p.r, 14C.
con

1.y. IDLINTI!'IUACIOII ¡.U i,0¡ PltuDtJClOS DI LA REACCION

Los Ir.roduc toa dB 1a reacción de incorporacidn OeI -
MVA, extraídos er¡ -l-a fracciór¡ PP se anal.izaron por TIC

en l-o$ srsbernas descritos er¡ lae aoccloneB 1.r.1.¿r -
1.5.1.J y 13. 1.4 y adenrás los int€rmeorarios fosfon-
Lados desoe i{vA aasta IPP se analrzaron por crooatogre

ffa en papel (secc:-ón 1.1.2).

Los produotos de La reaccrón de 1a C.,5-prenif slnte-
taua. extraídos en l"a fracclón PP, Be analazaron por -
TIC en l-os srs temas descr:. Loa €n las seccronee .l .1.1.!
y 1.3,1 .4 y aaemás por riLC lsecc:.ón 1.1 .1).

1.10. DBTUHIVI]NACION DüI¡ PETt}'IL D8 PH

T,os perfrl-es d"e pH se deternlnalon pa¡a Las activi
dades de ]a IPP-isomera8a en &usoncla y on presencla

de Mgz+ 2r> mvt, de 1a C-, )-prenils intetaga €o pr€a€n-

cLa de Mt2* 6 nM y de 1a Prenr l"fo sfataaa en ausenc:'a

de metal. Iraa coudj.clones exp€rrmentalos fueron las

nismas descrltas er¡ fa aección 1.'t para cada actlvl-
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dad en partr.oular pero usando 1os sigurentes a&orti-
guadores a diforerltes pH: Fornrato o acetato pH 4roi
acetato o succinato pH 4,)-bro o )t)i sl¡cclnato o MEs

ptr 6,0 o 6¡5i fosfato o TES pH 7rO o'l¡): txis-Iiol o

TES p¡1 8,0; Tri§-ricl o G]Íclna-NaoH pH 8r5 o 9r0. §e

hj,cieron controles de superposiclón de ar¡¡ortiguadores

para detectar efectos de anrón.

1.11. MODI,PICAOIO}¡ CON REAC'IIVOS DE GRUPOS SH

Con el fín de determlnar el requerimleBto

poe SH en lae reaccloneE¡ de Ia IPP-lsomeraga

Cr r-preni ls in tetasa, se hic].oron experimentoa

tr.vación con DTN8.

d

v

e gru-

de ]a

de inac

La inactlvacró¡r de fa IPP-lsooeraga ae determind -
mid j.endo a dr.ferentes intervalos de tienpo 1a activ].-
dad remanente en un extracto acuoso incubado con DTNB

200 ¡M a 1Oo en ausencia de sustrato. L,a lnactlva- -
ción se expresó como eL $ de Ia activldad renane¡¡te -
con respecto a la actlvadad inlcial de 1a enzima.

ta i.¡¡actrvacrón de 1a C 
1 5-prenj,lcinte tasa ae deter

r¡1nd ¡1urendo ra actividad remanento €n un sxtracto -
acuoso incuoado por dLferentes intervaloe de tiempo a

Oo con DTNB 2), >O, t) o 10O ¡M on ausencla de sustra



to¡J. l,¿r i¡r¿¡r: Lr v¿,rctót¡ ue expreoó couo el 7ú do actr"v:"-

dad remanenLe erl el- extrac to con re§pecto al vaLor -

lnrcral de l-a ac tr vioao,

Con ei propósi ro de d.e ternÍriar 6i la j.nactivaci<ín

du Ia U-. -orenrlsirlt.t L¿ga cra reversrole O nor se in-
l') '

actrvó el €xlraoto corr )Ifi¡ 5u llvl en 1a manera d€scr1

t¿l anter}ormenüe. A fos 20 m1n de 1¡ractivacrón §e a-

dtcronó LTt t¡asta .1 ntl"l f ]"n¿¡I y se rle termlnó ]a activl

d¿r,d rernanellte de1 ex traoto ¿i oif erentes it¡tervalo§ de

t:.empo. La recuperacrón se expre§ó como el $ de acti

vioad rer0anente co¡r respecto a un experj.meuto control

realr,zado en 1as nism¿rs condrciones y en presencia de

UTT "
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2 . R$S U"LTADO§

2.1. rNCoitpoRAcrol! il$L ¡ z-1ar:luva

Un extracto de fiavedo de {jitlus paradreii trangfor

ma eI Iz-14"] lqVA en tllversoe prenolee e Íntermediario§

fosforilados lseccrdn 2.1.X1 ).

tros productos io¡ruad.os en la reaccrón de i"ncorpora-

c j-órr de úVA, sc cuantificalon en tres fracciones hoxá-

ni-cas prevlaüente descritas (sección 1.7.1). l,a frac-

ción .Ll., contiene bídrocarburos y alcohoJ-ea prení1icos

y no prenllicos, productos de prenl ls inte tasaa r c1cla-

sas y f,osfatasas (14) presentea en o1 extracto, ooDre

los in[ermediar].os fosforllados. La Iracci"ón AA con-

trene 10s ¿llcc¡¡ro1es reordenadoar prodü¿o de ]a hidróIi
sis ácrda do ]"os intermediarios foeforllados alí]icos.
la f¡accrcín PP conttene üodo§ 10§ al-coho]€a sofuble8 -
en hexano, otltenidos por hidró1isis enzi.oátlca de aue

respectivos ssüeres fosfóricos y pirofosfórlcoe (-14).

2,1.1. Curva de Pro8reso

L.,a cantidad de productos radiactivos formadoo por

un extracto de f laved<¡ dc C. paradlsii a partir al61

i(Rs)[e-14c]uvl, es funcrón líneal de1 tienpo haeta

los 60 oin, en preoencia de Mn2+ 2 mivl (flg 2). Re-



¡.IGURA 2

CURVA DE PItoGRts]jO PARA I,A INCORPORACIOI\ OU [2-14C]MVA POR UN

üX'I'RAC'I'O ACUOSO 1],UL i.'I,,AVUDO DE C. PARADISII

EL extracto acuoso (Or't ng/n7 de protefnas) se rncubó a 37o

y a vari.os inte¡'valos de t16tr¡iro, en un medio que contenla a-

mortlguador de Tris-|lC1 1OO mM pH 7ra; 2-mercapto o tano 1 20 -

mM; Mncl-2 2 mM; ATP 4 mM y l(RS) [2-14c]mve o,oto rnM (radlact
_7esp. 6x-lo / opm,/¡rnol.). los productos de 1a reacclón se cuan-

tificaron por espsctrometiía de centelleo para 1íquldoe. Se

éeterminó Ia cantldad de producLo§ formados a partir del 3(R)

[z-140]uvt, en 1as tres fracciones: lL (r-l), AA (H) y -
PP (v{).
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su.l-tados aná1ogos s€ obtuvieron con lr,B2* o Co2+ 1 *tt.

2.'l .2. Efecto d€ distintos amortlguadores a diferentes pH

En Ia tabla II se resumen Los resultados obtoni-

dos aL incorporar MVA a diferentes pH err distintoa -
aoortiguadores.

TABIA I1

. vARrAcroN EN r.,A VETOCTDAD DE INCORPORACrON DEr., ¡a-14C1MVl -
POR UN SIST.UIITA EIJZII'IATICO DB !'IAVEOO DB L PARADISI]T A DIFE

IiENtlrS pH Y DISTINToS AIUoRTICUADoIIES

AjtIoRTIGUAD0R ( T4,47)

Succina to
M.BS

'rri s- flC1
!'osfato

pH VETOCIDAD

( ntcatr t o4 )

6ro
6r0
7r8
7r8

en I,l

or,01
o,O2
or81
o rol

enAA

oru
o r42
, r49
o r59

2.1.1 . Efeoto de .La eoncentración de proteínas

f,a vefocidad de utilizació¡l de llVA en 45 ¡nin fué

función llneal de Ia concentración de proteínas has-

ta 0,72 mglm1 (nie 1).



l'IüunA,

XFECTO DE TA CONCI]NTI(ACION DU PROTD]NAS DI'I EXTRACTO D}: FIA.' u¡rDo DB q pARAprsrr r.r*trloJiffi:rooo DE rNcoRPoRAcroN DEr

La incubaclón se reali z6 a 1'lo durante 45 ¡oin, en un mod.io -
que contenía amortrguador de 'Iris-HCI 1o0 úM pll ?r8; 2-&ar-

captoeranot 20 eM; wctz z ru; ATp 4nM y ,(Rs) fz-l4clt'lvl --
o,016 mM (radiact. eop. 6x1O? dpn/¡rmoL). 56 ensayó oI ofec-

to producido por las protefnas entre O y 1r5 ng/n].. Los preo

ductos de 1a reaccidn se cuantificaron por espectrometrfa de

centelleo para Ií<¡uidoe. Se doter¡¡ind fa velocidad de incor
poración de l(R) ¡2-1ag]t'fvl on taes fraccj.onee¡ ll (}{),
AA (H) y pp ( rv)



o
-YC

.,O

x v
a

I

PP

LL

600 750 900
Pra. (¡Slml)

allú

1350 rs00

-l



10

2.1 .4. ]]IccLo de ]"ones Iüetál1coc b1v.1l-er¡tes

Como se han descrito roquerimientos de dj-stintos

metales para 1a biosfntesis de pr€nj-lfosfatos (14r12,

3r), se hicicron experlrnentos de incorporación de -

llVA con enziroa$ d€ C. paradrsii camoiando el Mn2+ -
iiue rre t<¡ruó cour<.¡ refe|eDCra pox M82+, Ca2* o Co2+ -
'l rnM (Fig 4). Con C¿r2+ ¡ro hul¡o lncorporación, exce¡

to en f¿i fracciórr PP.

2,1.5. 0urv¿rs de úe¡¿11es bivalentcs

lin las fiSura$ 5 y 6 ee rnuesLra que ]a velocidad

de incorporación de MVA fué función cle la concentra-

ción do lr1n2 
* <¡ Co2*. L¿¡ ¡náxim¿¿ incorporación so 1o-

gró a concen[raciones de 1mM Mn2* o or5 ml'l coz*, -

Lanto en la fracción AA cotoo en PP. A concentraclo-

rtes altas de ¡nctal hubo inhibici.ón de la incorpora-

crón.

Con el" fín de detelrinar fas condicj.ones óptimas

oe incorporaclón de IqVA, para acumular conlue§tos ra

di¿lc !ivos y realÍzar los ilná1isis rie prr:ciuc toa s€ re

aflzaron exirer'iftentos deiando que Las reaccj.ones de

lncorporaclón alcanzarern e1 equilj-orio en I h. tam-

oién en estas condlcioneg el porcentaie oe lncorpora

ción rué runción 1ínea1 de las concentraciones de -



FIGU1TA 4

L'¡'.!]cTo DE LA NATURAIBZA DEI M¡lTAl SOtsRq lA VELOCIDAD Dt] IN-
conpoRAcroN »r¡e-l4clruvA, poR ur nxtn¡.ór'o Acuoso DEr, PLA

VEDO DE C. PARADISII

O,? ng/ml de protelnas del extracto acuoso deL flavodo -
de §,- .pg!§!¡ se incubarort a 17o y durante 45 mln, en un -
medlo que contenla aroortiguador de Tris-HC] 'l OO ItrM DII 7 ¡8; -
2-mereapto etanol 20 mM; ATP 2 mM; ¡(ns) [z-14c] ttvl o,ot6 mu

(radlact. esp. 6x1o7 dpm/¡rol) con 1 mlt c^2*, co2* o Mn2+. -
Los productos de l-a reacción se cuantrficaron por eBpectrome

rría de centeLleo para líquidos. se determinó fa velocidad

de lncorporacldn de ¡(H) [¿-14c]MvA en laa tres fracclones: -
LI.,, AA y PP para c/u tle Los metales y se expresó coa¡o Borcen

taje con respecro a los rosuftados obtenidos con Mn2+.
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}]GURA 5

¡]¡.DCTO DE IJA CONCNNTITACION DU MN.+ SOBRX IA YEI'OCIDAD DE IN-
coHPoRAcroN DB[2-14c]MvA, poR un EXTRActo Acuoso D¿¡ Fr,A

VXDO DE C. }ARADISII

lt l- extrac Lo acuoso (0r'1 mg/m} de proteínao) so incubó a

J'lo durante 45 ¡¡¡in con concentraciones creclentee de MnCl, -
(O-zO nM), er¡ un medio que contenía amortiguador oe Tris-HC1

1OO Et',I pH ?,8; 2-mercaptoetanol 20 mM; ATP/Mn2*-2 y 1(RS)[2-
1ac] iuva o :116 rDM (radiact. eop. 6x1o7 dpm/¡nol). Los produg

tos de 1a reacción se cuantificaron por espectrooetría de -
centeLleo para líquidos. Se determi.nd la vel.ocj.dad d.e lncor
poracidn de l(R) ¡z-14duva en 1as tres fracciones: I,L (.-;)
AA (o-,-o ) y PP (V-r)
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}.IGURA 5

')-
E}'UOTO DE LA UONCHNTRAC].OI\ LT MN--:JOTJIII] LA VUIL]CIDA]] Dts IN-

1^
COHPORACION DE[2-,.tC]MVA, POR UI UXTRACTO ACUOSO DEI I¡LA

VEDO DE C. PARADISII

Ul extr¿rc l,o ¿icuoso (O,'t ng/nl de proteínae) se incubó a

J'lo durante 45 min con concentraciones crecientos de MnC1, -
(0-zO rnM), r,u un medio que contenía amortrguador de Tris-HCL

1oo mt,t pli /,8; 2 -nercapto e tanoL 2o mM; ATP/Mn2+.2 y ,(Rs)[2-
1L . 't
"*C] Mva 0 ib ruM (radract. eop. 6x1O' dpn/¡llnol). Los produc

tos de l-a reaccró¡r se cuantificaron por espectrometría de -
centell"eo para Iíquirtos. Se determinó 1a velocidad de lncor
poracrdn oe 1(¡t) ¡::-1acJ flvA en l"as tres fracciones: I,T.,, ( r-r )

AA (o-¡ ) y PP (V-rr)
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ifn2+ o Mg2*, oot.rnré¡rciose

MnZ* , ,lri o r,1g2+ 1 ml4, y

i¡ i, c1ón a concentraciones

su.Itados se restunen en la

,TAtsLA IIl

OO¡I C]JNiI'RACI OTJUS D}' }12 
+ PARA OIJTUNBR

croN Dn[ ,-14c7

I.RACCION VbLOCIDA]] INICIAL
Mr,2 

+ (mM) co2+ lmlr)

ta máxr¡¡ra incorporacirin a

se observó también una i,nhi

al-tas de metal . Estos re-

taDl,a III.

UL iriAxllilo DE INCORPORA.

IVIVA

tsQ UlLIBRIO
.l /\

i'1n'" (mM) Mg" (oM)

LL
AA
PP

o'5
1'o
1r0

o,?
or5
arl

or5

2rO

o12
1ro
1r0

2 .1 .6. lif ecto d.e1 AtI

.i;n 1¿i I'idurt-r 7 se lüue¡Jtrl¿l 1¿r v¿rriacÍón en 1a velo

cid¿Id de Incorporación de i'IVA en función dc .l'a con-

ce¡rbr¿¡cróri d.e A'IP, en presurrcia ue lvln2 
+ 1mM. se oo

tuvo -[¿i ,;,áxrina vclocrcl¿iú cie trtcorporacidn cuando la

corrcc¡rtri1u.l-ó¡r dt A'11' en el lneoio tué oe 2 n!¡, (razón
)

i\ -t.L'l r,1n- 
+ 

= - ) . lirl üoIlüic:.ortes cle et1ul1ibrj.o ef rnáxioo

d.e rncorporac:-dn se oo Luvo cc¡n l¿¡ misüa relación ATP

a M--. -!lf anterior re§ultado se reprtró al- usar Mg2+

En Iu¿{ar r.lc .,|r2+, crr crlooio en p-resencia de Co2+ -[a

máxrna incorporacrón se logró cuando el cociente --

14



1¡IGrlHA 7

!]1.']]O'IO DiI LA CONCENTITACION DU

L:0Rl'olrAcroN ouIz-1ao] [1vA, POR

ATP SOdR,iJ IA VXIOCII)AD ]JE

UN T]XTRAC'I'O ACUOSO DEI.,

Iii¡-
rrA

vE])o DE q: PAIIA])ISlI

E1 ex1,racto acuoso (A r'l ru1/rnl de protelnas ) se i"ncuod a

J'lo durante 49 mrn con concentraclones creclente de l:l? (0-

10 uu"r ) en un medLo que contonía amortrguador de Trl§-HCl 10O

mn pn ?r8; 2-üercapto É taro t 20 ml-I; ¡'lnclz 1 mu y 3(nS) [z-14C]

MVA OrOlb mu (radlact. esp. oxlO/ ¿ On/ylloi-). I/os productos

de l-a reaccrón se cuantrftc¿rron por espectrometría de ceirte-

1]eo para 1íc1uidos" Se determinó la velocioad de incorpora-

ción de 1(R) [2-14C] iqvA en l"aa tr€s fracclones ¡ I,I, ( f-I ) r -

AA (o--r) y I'P (r-v)
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2.1,'t.

rL,Ip / M2+ f ué de 1 .

nfecto del !'luoruro (F- )

L¡a veloclctad do incorpo¡ación de MVA en presoncla

de ll,ln2 
+ 1 mM o Coz* A ,) nM, f ué re tardad.a por f luoru

ro a nlvel dB la8 fracclones AA y PP. L,a velocidaal

de j-ncorporaclón de I{VA en la fracción I,I., fué inhrbi
da lor eL f.Luoruro solarnenLe cn presenc:,a de Mn2+, -
ya que err presenc+a de Co2+ no hubo u¡ efecto apreci

aole sobre esta fracción. I,a incorporación del- MVA

en presencia de Co2+ fué ? veces menor que la alcan-

zada er¡.preaencls. de Mn2+.

Las f lgurr-rs 8 y 9 ¡Buostran que en equili 0rio y en

presencia de I"1g2+, eL 8'- innibe t. in"orioracidn rle

I4vA en todas las fracclones, ¡nientr¿rs que en preÉ¡en-

cla de Mn2* h.y u¡ra digocracrón, pues egte anldn ln-
hibe sólo ]a formación de I.,,l, en tanto que aunenta

a1íLlcos y prenolfosfatos.

Un 1a tabla IV se consrgnan .l-os valores de La con

centrac¡-ón do Kl¡ necesarros para innroir en ull 50)6 -
(IOr5) La velocidad de incorporaci-ón del MVA, err las

tres fracctones en donde este compuosto actud couo -
r.nnr bldor d€ 1a lncorporació]r.



]T IGURA B

]I]'EC.IO llEt l.tuoRuRo (1,-) .soBnE LA INC0RPORACIOI¡ O¡; Ie-14C] uvrr
hr{ }lriisENU"rl llll r't8¿+, l,oit uN EX,lltACTo Acuoso D¿.r, r'lAV-uDo DE

CITRUS PARADTSIT

Or7 ng/ul de proteínas del extracto acuoso de flavedo do C.

paradisil so incuDaro n a 31o durante ) h en un ¡ncciio que con

tenía amortiguairor de Tris-HCL lOO ml"f pH ?r8; 2-mercaptoeta-

no] 20 ruM; MgCl., 2 n¡4; ATp 4 mM y f (ns) [e-14c] uva o,O1o nr,rI

(radiact. esp. 6x1O? dpm/p-oo1), oon concentraciones creclen-
Les de KF (0-1OO oM). I,os productos de la reaccirín se cuan-

tificaron por espectrometría d6 centelleo para 1lquidos. Se

determi¡ró el y6 de incorporaci<ín del, l(n) [2-14C] MVA en 1ae --
tres fracciones: LI ( f-f ), et (o--O ) y pp (V--V).
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l'IGURA A

irrl'D()TO DBt I.LUOR1nTO (!'-) SOB|E LA TNCORPORACTON D¡[2-14C] MVA

],I! I)RUSE¡ICIA ]].b- IVi82+, I'O]{ UN EXTiiACTO ACUOSO DEI }'TAVT]DO DU

CITRUS PARADTSIT

O,7 ng/nl de proteínas d€1 extracto acuoso de flavedo de C.

laradisii se incubaron a 1'lo duranto 7 h en un nedio que con

tenía anorti"guarror de Tris-lic1 1OO nM pU ?r8; 2-nercaptoeta-

nol 20 mM; MgCl2 2 uiM; ATP 4 mM y l(RS) [2-14C] tlv,l O,O.lo nl,t

(radi-act. esp. oxlO? dpm/gnoI), con concentr¿ciones crecien-
I

tes de KF (O*1o0 mM). Los productos de 1a reaccj"ón se cuan-

tiflcaron por espectrometría dÉ centell-eo para 1lquidos. Se

determinó e] 96 de incorporación de1 ¡(n) [e-14c] MvA en las --
tres fracciones: lI ( f--f ), AA (¡-l) y ?P (f-V).
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TAdIA I V

CONOXNTRAC]ON DN KF I!.UCESARIA PARA INiIIbIH 5OY6 (I^ 
") I.,,E \rE.v, )

IOCIDAD DE INCORPORACION r.)UI, MVA })0R ENZIMAS DEI FIAVEDO DE

CITITUS PAIIADISIT

¡'RACcroN I,1n2 
* co2* Mg2*

(mtu) (,ou ) (mtt)

TL
AA
PP

50,o Ul) 18,o
94,O 20,O 4Or0
7 4 ,) 44,O 13O rO

0l) [1 K]' no trene efecto

2.1.d. Efecto dol- mercaptoetanof

La fi"gura 10 lndrca L¡ue el 2-rnercapto e tanol tuvo

un efecto activador cie 1a reacci.ór¡ de incorporación

de1 lvlvA en presencia de lrl¡r¿ 
+ 1mM.

2.1 .9. Ef ecto de1 PCM.ts

. la veLoclda.d de incorporacidn de MVA, en presencia

. de Mn2+ 1 mM disminuyó al agregar pCM6. La IOr, fué
. de 4OrO; 6O10 y 9OrO ¡t't para 1as fraccronee Ll, AA y

PP res pectivanente. la innroición d.o la incorpora-

ción }legó hasta casj- un 1OO% en las tres fraccrones

a una concentración de 5O0,pfl del reacttvo.



}IGIIRA 1O

],}.]ICTO DUL fuJRCAPTOUTANOI SOBRE IA VEIOCIDAD DE INCORPORA-

cloi,t DIJ[2-14C1 tUVl POrl UN EXIRACTO ACUOSO DEL ]'I.,AVEDO DE

So lncubaron Or? rug/ml de proteínas del extracto acuoao

def f lavedo de C. .Blg9!§tl a 1 to y (Iulante 4, m1n cor con-

centracÍones creclentes de 2-mercaptoe tano l- (O-1OO mH) en un

nedio qu€ contenla amor-tlguador de Tris-HCl 1oO mtt pH 7ra; -

lvtnolz 1 mlvl; ATP 2 üM y l(RS) [2-14c] HVA 0,01b ml{ (radlact. i;;

esp. ox1O7 dpm/¡ruol ) . L,os pl'oduc los de Ia reacclón aa -ouan-

tÍfj.caron por eBpectrometría de centelJeo para 1íquidoo. Se

d" Lermirró Ia velocid¿¿d de incorpor¿¡ción del 3(R) [e-1aC] tqVn -

en 1as tres fracciones: I,L (H), AA (H) y PP (H).

CIIKUS PA]TADISII
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2. 1 .'10. ¡.,1f ecto del- ,I'¡¡iJ

Una concen lr'¿rolrir) de al-rededor do 5 pM del DTN8

innrord en 5Oy6 la incorporación de I"ÍVA en las tres

fracciones de produc tos.

2.1..17. Análisls de fos productos rie la reacción

La formaclón de 1os isoprenordes a partir d€1 -
l,lVA en C. p!¡r¿rdisii sigue e1 partrón qug se mueetra

en eI esquena 1. Ios proouctos de 1as transforma-

caories del IUVA, por enziflas del fLavedo de pouelo -
se cl"asiflcaron de acuerdo a tres critexios: a) In

ternedlarj-os rosforrlados, productos de 1as reacclo

nes comprendroasj entre l'lVA e IPP; b) AfqoIlolea de E

10 o 1, at oe C, productos de Ia hiordlisis áclda -
de los interruediarros foslorilaoos aIíllcos entre -
DlvlAfP y ¡'PP y c) Alcoholos pxoducido8 por la hrdró-

Lis].s enzt¡üáti.ca de Los ni,smos int€rmediarios fosfo

111ado§, permr.tiondo definir si su conformaclón es

1l o '¿.

2. 1 . I 
.1 . 1 . Anál.isrs de in [eroediarlos foef ori].ados

Bstos productos fuero¡r analrzados por cromato-

5rafía en papel (sección 1.1 .2).



42

La tridrdfisis áoida se¿;uida d€ extraccidn con

hexano el-lmina de 1a faee acuosa, provenierrte de].

irlcuoado enziurático, todoa 1os compuestos alfl1-
cos. L,a comparacrón de Los compuestos fo§forila-
dos de osta faeo con mueatras de estándares se in
dica en l-a figura 11. Aunque no §e posefa el €s-

tánuar del IP, se supuso qu€ e] compu€sto IfI co-

rrespondía al IP, baeándose en 1os datos de Rf alo

Cbesterton y f,ekwrck (25).

2.1.11.¿, análisis dq alcorroles según e} largo de cadena

Los alconol,es terciarÍos provenj.entes de la hi

dróIisie ácrda de Los productos de la reacción, -
fueron analj.zados por TLC, sn eL srstema en placa

reversa (sección 1,7.1.2). Dste sistena separa -
loa alcoholee aegún el largo de Ia cadena carbona

da. El anállsis mostró Ia predorninancla de con-

luestos de 15 at de C por soure Los de 'lO y La§ -
trazas d6 5 at de C, en 1a muestra aBtudlada (Fig

12) .

'¿.'1 .11.1 . Análisis de alconoles se6úr. ]a conformación E o Z

Como lag reaccir.rnes rie incorporación de MVA -
produjeron compuestos de 10 y'l) et alo C, fud ne-

cesarlo detefln1nar preceric.La e identidad de dras-

a



¡.IGIÍRA 1 1

ANAII:JIS POR OROJ,IAIOGRAI.IA EN PAP¡L DE LOS PRODUC,IOJ DE IIA.
R.UACCroN Du rflcoRponAcroN Dir¡z-1ac¡uve poR uN EX'TRACTO ACUoso

DEI }'LAVUDO DE C. PAIIADISIT

Lá preparaclón enzimática (orJ mg/m} de proteínas) se lncubó

eh amorti6uador dc TrlB-HCf 1O0 ml"l pH ?r8 a 1?o durante , h,

con g(RS) [z-1aq1MVA 0,016 mM (radiar:t. esp. 6rto/ opmfol);
2 -mercapto e tanoL 2O mM; MnCf2 I mM y ATP 2 m|t. Los produc-

tos de Ia reaccidn remanentea en Ia fase acuosa, después de

hidró116is ácÍda y BuDsigui€nte extiaccldn con hexaro., §e se

pararon por cromatografía ascendente en papel v{hatnan /Í1 1-a-

vado con ácLoo, usando co&o solvente dq,.desarrollo butanol:

ácido fórmico:agua-71 ¡1O:13. los lntexmediarios fosforila-
dos se identificaron por coÜespondencia tle Eus Rf con Ios -
de los respectivos estándares. El compuesto I correspondló

al PPlvlvA, e1 I.[ a una mezcla de PMIA + IPP, e1 III a fP y e1

Iv al MVA.. La radiactividad se cuantificd por espectroxne-

tría de centelleo para líquido§.
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FIGUITA 12

ANALISIS POR TLC DD L,OS PRODUCTOS Dlri LA REACCION DU INCORPO-

nAcloN Dx[2-14c] MVA POII UN EXT1IA0TO ACUOSO DBI ]'IAVEDO -
DE C. PARADISII, SEGUN SU I.,ARGO ]]E CADDI\A

La pxeparaci-ón enzlrnátíca (O r'l mg/ml de proteínas) se incubó

en amorti-guador de TrlÁ,-tlcl 1OO rnlvl pH ?ra a J /o durante lh -

con 1(RS) lZ-1aCl J"lvA O,O1b mM (radiact. oBp. 6x1O r oprn,/paol ) ;/
2 -mercapto e tano 1 2O mlvl; Mnclz 1 ni,I y ATP 2 nM. los produc-

tos de las fosfatasas se retlraron por extracción con herano

IÉ fase acuosa reoanente-se hldrol,iaó con fosfatasa al-ca11na

de lntestrno de ternero a 17o durante 2h. Loa productos se

extra¡eron con nexano y se analrzaron por cromatografía en -
placa reversa, usando como solvente de desarroLlo oetanol:a-

g¿a-l 23 con 2 gotas de vaseltna. La radiactividad §e cuantl

ficó por aapec Lrornetrí¿r de centelleo para llquldos. Se en-

contró radiactivi.dad aaoci"ada a Los estándares de 5, 10 y 15

at de C con R, de Orb/i Or5O y Or28 rea pe c tivamen te.
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terois<íner.'c¡'J \, y '¿, JJ -t i-r flgurd, 15 se mucs tr¿t¡]

-Los resultados ootenidos al" analizar por TL¡C los

.productos de la reaccrón (seccidn 1 .1 ,1 .'J) . On -
la figura ae ooserv&n cantrdades se¡oe jantes de xa

diactivldad. asocrada a 1os estándares de conforr¡ra

ción E y Z.

lin la figura -l 4 sc muestrian 1os resul-tados del

aná1Ísis de l-os alconol,es oDt€nj-dos por llj.dró11-

srs enzrmá t,1ca de 1oc lroducto.q fosfonl-adoa de -
la reacción de incorpor¿ición de l'{VA, en presenc}a

de u¡r¿r rnezcl¿¡ de estánd¿¡¡'es de conforüac1ón l, o Z

(NOH, GOil, B-!'0il y Z-¡'Ol1). Íle eucortró radiacti-

vldad asociada a Noll y E- i,'011 y llo así 6n G0t1 y z-

!'0rl .

2.1 .12. Incorporaclón rle MVA en un s:-ste¡oa más purificado

Los 1t¡ Lerrtou real-izados para concentrar 1ao pro-

teílas de1 sisLema enzi,mátrco extraído del flavedo

de g: Igglg]f,, fuerorr infructuosoa, ya quo se ob-

tuvo con ol- sistema concentrado con suLfato de amo-

nr-o un porcentaie de incorporación mucho más bajo -

que con ef extracto crudo. .bjn 1a tabla v §e re§u-

men l"os resulrados o D ten].dos.



.i'IGURA 11

ANAIISIS POR TI,C DE LOS IRODUCI'OJ DB ]]A RUACCION ]]E INCORPO-

RAcroN D¡ [2-14C] MvA poH U]r lrxrRA0'ro ACUoso DLL r¡LAvxDo -
DE 0_r PARADISII, SEGUr\¡ SU OONiiO1{MACI0N

I,a preparaclón enzr¡r¡átrca (Or 7 ng,/nL de proteínas) se incuoó

en amortiguador de Tris-HCf 1OO ¡nM pH ?rB a J7o durante Jn -
con J(RS) [z-1ac] MvA o,o1b mM (radiact. esp. oxlo / dpm/¡rno]);

I
2-rercaptoetanol 2O nM; MnCIZ 1 rntvl y ATl,2 mM. ,Los produc-

tos de Las fosfataaaa se retlraron por extracción con hexano

la fase acuoBa rernanente se h].drol"izó con fosfatasa alcalina
de intestino de ternero a 1'lo durante 2b. Los productos se

extraJeron con trlexano y se analizaron por cromato6rafía en -
placa8 de sílj.ca de1 G impregnadas en UGA al Zfu en acetona,

usando corno solvente de desarrollo hexano:acetato de et11o-

B¡2. L¿r radlactividad se cuantriicó por espec[r'ol¡etría de -
centeLl-eo para líquidos. Se encontró radiacLivr"dad asociada

a los estándar€a de conlor0lación E y z con ¡tf de or'/) y orSo

res pe c tivarnente . .!lste aná1r-sis dls tingue sóLo conf or¡uación

y no l-argo de cadena.



t'IGUl.(A 14

ANAI,ISIS POR TIC DU LOS PRODUC'IOS ])E IA HEACCION DE II]CORPO.

RACT0N ou[z-lac] MvA poR uN ExTRAcro Acuoso DEt ]'LAvEDo -
DE C. PARAD]SII SDGUN SU CONI'ORI.IACION E O Z Y SU TARCO DE..

CADENA

La preparación enz:-¡nátlca (Or7 n1/nt de proteínas) se incubó

en arnortrguador d.e Tris-HCl 1O0 mM pll 7r8 a J7o durante 3h -
con 1(RS) ¡z-14cJ MvA o,016 mM (radiact. esp. 6xlot dpn/yot)i
2-mercapto e tano ] 2O olvl; MnClz 1 mM y AIp 2 mM. Ipa produc-

tos de las fosfatasag se retiraron por extraccicín con h6xano.

I,a fase acuosa remanente se hidrolr.zó con fosfatasa alcaIlna
de intesti.no de ternero a 1'lo durante 2h. L,os productos Be

extrajeron con hexano y se aúaLizaron pox cromatografía en -
pl.acas de síLlca ge1 GFr14r preparada con eol-uclón acuosa de

AgNol a1 1i2,5%r 'usando cono solvente de desaEollo acetato -
de etil-o. f,a r.adl ac tl-vi dad se cuantificd por espectrometría

de centeLl€o para 1íquidos. Se encontró radiactividad aso-

ciada a 1os estándares ,D-FOH y NOH con Rf de Or45 y 0,85 reg
pectj.vamente. Esta técnica perfllte ctistlngulr tanto Largo -
de cad.ena como conformeción.
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TAiJLA V

ir,10Ol(]'OI{AUI0¡,l llL' MVA POR UN jlljllltlvlA XNZIItjA'lllCO UXTRAIDO DBL

1,'].,A V EDO ]]]' C. PARADISII }JN UI1¡T1TU}¡T};S 1'TAPAS j)l' TRATAMIDNTO

% 1NC0l{l'oHACIoN Dx 14c-ttv^l
IL AA TO'IAI

Lxtracto fresco 'l ,b 2a,, 1or1
!'raccróu ,' /uO ( N lL, ),iOO ü, | 4 ,b 5,1
l.'raccrún irltru (NII. ).,i0, IiolrI. t,d 5,) ó, I' q'¿ q

'2.1 .1). Va¡racr<in es taciona.l,

j)eoldo a que los ponlelos se adqutlrloron de fuen-
' t€§ concrciales, es poco probable ilue eean de una -

mrsna va.niedatl, por 10 t¿rnto cada preparacidn enzr"-

¡n,ít,rc¿¡ LL¡vo una ac rivid¿id d.r,f erente.

D¡r -la t¿ru1¿r VI su resurne¡r l-os resul-tados de algu

nas prepar¿iciones real-j,zadas en e} año 19?9 y 19uO

corno prueDa d.e lii varif-lclón en Ia incorporación, de

p€ndierite cle 1:r época err que se realiz¿rron 1t>$ expe

rrrxcn Los.
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TABLA YT

TIT'I'IPO }.]S'IACIONAI

INCORPOB.ACION DII ivlvÁ POii ENZLYiAS DUL I¡IAVEDO DE C. PARADISII
O.BTENIDOS EN ,IJf}'TiRXI{TES PEIi.IODOS D§ TIEMPO

% INCORPORACION TO1'AI,A DX MYA

Mayo de 19'/9
Septlemore do
Ivlayo de 'l 98'0
Septl€mbre de

a) I,I,+AA

2.1.14. EstabtLidad alel qxtracto onziroátrco

El extracto acuoso presentó un coüportamiento -
nuy particular en cuantp a su estabiLidad con res-
pecto aL tiempo. En la figura 15 se üueatra la va-

.riacÍón que sufrió la incorporación con un rniaüo €x

tracto gu¿rdado a 40. Es lnportante anotar qu€ le
incorporacidn au¡¿entd en un 40% durante 1oB tres -
prineros días de guardado a 40¡ para. Iuego dismi- -
nuír.

19 tY

l yao

19,5-l8ro
2) tO
1r,o

,t



i.'IGURA 1'

ESTABILIDAD EN EI TIEMPO DIdI I]X'IRAUTO ENZIMATICO D.i'L l¡LAVUDO

DE C. PARADISIT, RUSPECT0 A lA INcoRPoRAcroll or ¡z-14c1 ruvl -
DN PITUN I L"i.'O JI,'ATOS

Un ex tracto acuoso (or0? mg,/m1 de protelnae) se lncubó a 1'to

durante 45 mi¡¡ en un s¡ed1o que oontenfa amortlguador de Tris

HCl 1OO m¡4 pH ?ra; 2 -mercap to e tanoL 20 mlvl; l4nC1, 1mM; ATP -

2 mt{ y l(RS) [2-14c] ttva o,oto mn (radiact. es!. oxto / opm/ -

¡rmol). El ensaJo se reallz<í diariamente por un período de B

días. los productos de l"a reacclón ee cuantificaron por es-

pectrometría de contell.eo para 1íquldos. Se deterninó La ve

Locldad de lncorloración de1 ,(R) [2-14C] MVa 6n laa trss frac
cl.o¡ies, I"¡, (I..tl), AA (o-¡) y PP (ff).
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2.2. l }!-.l. iiOlvlrr{ASA Dii t'LAV1lII0 ]lI 0. PARADISIl

iln vlsia de que eI Pcfld y el DTNI, tuvieron efecto -
soor€ la incorporacr.ó¡r cieL lZ-1aC|MVA, y tenrel¡oo pre-

sente que tooas l"¿¡s lPP-isomerasas hasta ahora de3crL-

tas requLeren de gru¡os SH para su ectlvialad (2r11,6Ot

1OO), se hlzo un o§rtudio do Laa propiedadee do egta ofl

zima en un extracto de flavedr¡ de pomolo.

?.2 "1 " uondlcr.ones de enaayo

' La velocrdad de transfor¡nación del IPP en DM.AP? -
por enz j-mas del- f lavedo de C. lgaüi-gli, f uá f unción

línea1 de la concentración de proteínas hasta Los -
o,1) m6lm-L (Pr"g 1b).

EI tiempo de reaecrón de b n¡in co¡no también l-a --
conoentracr<jn rtel sustrato IPP de 50 )xt1, so escogie-

ron lor ernalogía con los resultados obtenidoe para -
]a isomerasa d€ C. lir¡ronun (44 ) . lJs tae condic j.on€s

curmplen con los requisltos de velocidad iniclaf.

.bil extrac to guardado a 40 mantuvo e1 5OS de su ac

tÍvidad al- c;¡bo de 5 ciías.

2.2.2. Ilf ecto del metal bivalente

me L¿rl€s uivalen Les conro Mgz* o I,ln2 
+ en un

. .. r i
i

L,o s ran



FIGIJRA 16

]II¡BCTO DJ' LA CONCENTRAC]ON DD PROTI'TNAS DIII BXTRACTO DEI, FI,A

VEDO D} C. PARADISII, SOBR}) SU AC'IIVIDAD IPP-ISOMERASTCA

Un extracto enzimático se incubó a ]Oo durante 5 mln 6n u! -
medio que contenía amoxtigua\ior de succinato 15O nM DH 610;

2-mercaptoetanol 20 nM; h-laclIpp 50 
¡1,1 

(radiact. esp. 2,4r
t07 dpn/¡noI) y conoentraclones de protelnas de1 extracto en

2-mercapto e tano 1 20 nM;

l-
tro 0 y O,18 ng/rr,J-. I,os pooductos de la reacción ee cuantl-
ficaron pon ospectromotrla d€ centell,eo para líquidoe. Se -
determind 1a velocidad de traneforoaci.dn ae It-14cJIpp en -
los alconoLes alíl"icos reordonadoe de 5 at de C.
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do d.e concentración de O,b a'10,0 mM no afectaron gn

un grado apreciabLB ]a actividad de l-a lPP-isomerasa

Un extracto filtrado por una cofumna de Sephader G-

25 u otro equlllbrado con Chel-lex 100, tanto en au-

aencia co&o en prosencj.a de Mg2+ 2r5 mI4, tuvieron Ia
elaua activrdad quc 1a de 1os extractos no tratados.

Otro oxtracto proparado en presencia de 1 [M ]jDTA tu

vo &c tivj-dá¡d j. nd €pend i cntemente do la pre8oncia o au

aencia de] metal-. los resuLtados se rosunen on 1a -
tabla VII.

TAtsLA VII

ACTIVIDAD DD IPP-ISOMN}IASA

FI.]NCION DEL

PROCEDBI{CIA D]J ENZIMA

Dxtracto crr¡do
Dfuído coLumna G-2 5
sobrenadante chel-lex 1oo
Preparado on EDTA

DDr ¡'rAVHDO DrJ g: IAE¿p§II EN -
MIJTAI tsIVALDNTD

ACTIYIDAD DE IPP-ISOMI)RASA
(nkat/mg)

Sin metal

o ro41
o.o57
0 ,040
0,018

Irlg2* 2r5 
^M

o ro57
o 1056
0,018
o,07'l

2.2. r. Dfecto de1 ¡iDTA

Ul EDTA 1 mM increrneritó en un 15!6 La activldad do

la IPP-lsomeresa. Conc en tracr on€r, mayor€s inhibie-
ron La actlvidad onzrmática, necesitándoa€ üná. coll-

centracidn de 1Or8 ml{ BDTA para inhiblr en un 5Of dl-
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clra activrdad (l'16 17).

2.2.4. -uf ecto deL ATP

En vlsta de que la actividad foefatásica del f1a-

vedo de C. pa.radisil fué detectada, se pensó que o..

to podíi,i oca¡lio¡I¿tr un co¡r¡ruxlo dof IPPr afectando Ia

ac tividad rfe la isomerasa. Adernás se había descrito

un et'ecto activador del ATP gobre l-a fP?-i§oneraaa -
de C. linonum (4O) e interprctado como un desvío de

La actividad fosfatásÍca hacia esto compuesto. Por

10 t¿into se decidió analrzar el ofecto de1 ATP EoDre

la ac [ivldad.iso¡nerásica del pomelo. L,a tabla VIII-

contiene J"os resuftados que do¡¡uestran que este com-

luerto no tuvo efecto oobre dlcha activrdad.

VIII

ACTIVIITA]j ,Tj I,A IPP-ISOMLRASA DliL ]TLAVI,DO .DE C. PARADISII EN

ITUNCIO}¡ DD IA OONCUNTRAC]ON DN ATP

ACT. POSI'ATASlCA
(nkat,/mS )

'-l
I

l

TABIA

ATP ACT. IPP-ISOMXRASICA
(nkat/ms)

o
5

10
20
,o

100

0, o40
0,04 b
o,04 2
0r044
0 , o4'/
0,0)1

o r024
o,02,
o ro2l
o,o24
o,o24
o,o25



t'l GURA 1 7

JJFECTO DET EDTA SOBR§ I.,A ACTIVIDAD IPP.ISOMERASICA DEI FIAVE

DO DE C. PARAD]SII

Ef ertracto enziü¡ático (0r1O ¡ng/ml )de protefnaa) ee Íncubó a

JOo durante 5 min on un medio que contenía annortiguador do -
succinato 'l 5o mM pH 610; 2-nercaptoetanol 20 nu; Il-14c]fpf
50 ¡M (radlact. esp. 2r4x1O7 dpm/¡nol), con conc€ntraclones

de ¡.)DTA entre O y 20 mM. L,os productos de la reacción ss -
cuantificaron por sspectrom€tría de centelloo para llquidos.
Se determinó Ia actlvi.clad eopecífica do Ia enzima, midiend.o

La transformación aer Il-14c] rPP en loe alcoholes alfLlcoe -
reordenados de 5 at de C.
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2 .Z .5 . Curvas d.€ pH

I¡a activldad IPP-iBooeráBica fud estuolaoa a d1f,e

rentes valores d6 pH tanto en ausencia como en ple-

sencia de Mg-' 2r5 mM.

la flgura 18 indlca que no huDo diforencias on 01

pH óptlmo cuando se enaayó 1a actlvldeo en auooncla.

o en preaencia de1 metal blvafonte. I,a ¡¡áx1ma ¿rct1-

vidad se obtuvo a pH 5rO en aeortj.guador de aceteto

o .succinato l50 nM y 1a curva presentd una inflexldn
aLrededor de pU 610.

Para aaegurarnos de que e1 DMAPP formado por ac-

ción de Ia IPP-igooorasa a los vaLoros.oás icldoe do

pH no era hrdrol"izado por la fosfataea áóida ¡lresen-

te en €1 alstema enzimátieo, tan pronto co¡¡o se for-
oaba, se hrzo un control qu€ conaistió en obtonor el
DIIAPP por acción de La actividad IPP-l8omerasa a pH

6rO, luego se incuoó este ¡ui smo nedlo pox otros 5 m1n

a los pH entre 4r0 ! 615. I,os resultados obtenldos -
indicaron que 1a cantidad de compuestoe alflioos for
&ados aL pH inicial de 6,O fué la nlsna que s€ oDtu-

vo como contro] en cada uno de 1oe otros valorea als

pH.



I}IGURA 18

ljl¡EC,.CO DEIJ pH SOtsRJJ IA ACiI.IVIDAD IPP-ISOIIITJRASICA DEL FLAVEDO

DB C. PARADISII

(0,10 mg/ml do protoínas) ee lncubd aEl- sxtracto onzi¡ná ti co

JOo durante 5 mln con [l-1ac]IPP 50 ¡M (radiact. eop. 2,4x'to7

dpm/pmoI) y 2-mercap to etanol 2O.,rmM en dj.stintos arnortlguado-

roa a pH entro 4 y 9, todos a 15O mM. Se reafizó una curva

de pH en ausencia de metal, y otra en presenci a de Mgz+ 2.5 -
nM. Se usaron los Biguientee amortiguadores, Fornj-ato pH -
4,O (V), acotato pH 4,0-4,5-5tO o'.,5,5 (V), succinato pH -
4¡5-5¡0-5,5-6,0 o 615 (O), MES pH 6,0 o 615 ( ¡), fosfato
pH ?,o o 7,5 (r), TES pH ?,O-?r5 o B,O (o), rrla-Hcl pH -
I,o-8,! o 9,O (Ql o Gliclna-NaOH pH 8r5 o 9,O (0). la ra-
diactividad se cuantificó por esepectrometría de centelleo -
para lfquidoe. Se deterolnó 1a actividad eopecffica de 1a -
enzina, mldiendo la mayor transformacidn de1 [l-1aC] IPP en -
los alcoholes alllicos reordonados do 5 at de c. la hldról-t

sie enzimáti.ca y no enzimática, enr todo e] rango de pH, no -
afectó en forma apreciable la concentraclón def suatrato.

La figura con líneas punteadas corresponde aI perfil de pt -
por los valores mínimos de actividad ef¡ cada pH analizado.
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2 .'¿.6. Ef ecto del DfN-B

Esta mis¡na

intervalos de

¡rvl IJ'IN.B a 1Oo .

E1 lJTl\].ú entre 5 y 2OO 
/.¡M 

no inhi oió f a activldad

do 1a f PP- lsolnerasa.

preparacidn fuá tratada por dlferentes

tionpo en ausencia de sustrato con 20O

La activload IPP-isonerási.ca de1 ex-

tracto tratado con OTNts presentd un p.rtrón tí¡:ico de

ln¿rctivación multifásica con * t.r) mayor de 9OO -
ses (Fig 19).



I.'I GUIiA .I 9

I¡¡ACTIVACION DE LA IPP.lSOIV¡ERASA D¡;L I'IAVBDO DB C. PARADISII
POR DTNB

El extracto (O,85 ng/nl de protefnas) se incuoó a lOo por di

ferentes intervalos de tiernpo, en annortiguador de aucclnato

15O mM pH 6rO on presencia y en ausencÍa de 200 pM DfN8. tra-t
Ieacción de rnactlvacldn se d.etuvo, diluyendo cada alfcuota
en el medio de ensayo que contenía amortiguador de succlnato

t5o mrq pd 6,0 y [r-14c]I?P bo ¡¡il (radiact. esp. 2,4x1o7 dpn/

¡]oo I ) . EI DTN-B no Ínnr bió 1a ac tr.vidad , a la concentracrón
I

resultante. I.¡a radractividad se cuanti.ficó por eI método de

espoctrometría de centelleo para Iíquidos. L,a inactivacj,ón

se expresd corhoel ,6 de actividad remanente, reepecto al va-

1or inicial de 1a actividao.
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2.''. AOTIVIDAJJ lE ],A C,..PHJINIISINT}]TASA ]]!L I¡Í.,AVEDO DU C.t)
PAItAI]ISI I

Los anáflsrs de los produc Los de la reacclón de ln-

corporación deL MVA por extractos crudos de fLavedo -
mogtr¿rron que f;e Iorrnai.¡an c.rntldades apreclablee do E-

I'PP y algo d.e NPP (Fig 14). Se deciüró explorar 1as -
condrciones adecuadas para es l,ui:Lar las enzimas re6pon

sab.l-es de 1a f ormació¡r qe eatos cornpues Los.

2.7.1. Cond].c].orrea de err§ayo

Ila v6loc1üad. de eonoensacién oef It-14c] IPP col -
GPP por ef slstema enzrmátrico extraíoo de1 fl-ave«¡o -
de C. pa,radisr:-, fué iunción 1ír¡c¿l de 1a concentra-

c1ón de proteínas haste los 0106 mg/ml (Fig zO). Se

observó velocidaci in].cial hasta l-os 45 min, con una

incorporación ¡náxina de IPP del 1,6% (Fig 21).

2.3.2. .0f ec Lo deL metol br-valente

L,a actividad de La u15-preniL8intetaea fué depen-

diente de un ión r0etálico bivaLente. E] Mg2* fué a-

proxr-Íiadamente 2 veceÉ| más efectivo que 01 l{n2+. Pa

ra su máxima actÍvidad l"a enzima requiere de 6 mM -
1,1g2+ a pH ?rB o de 4 mM Mn2+ a pH 6, 5 (yLe 22).



r:'I (i Ul{^ 20

1'¡'HCTo DE LA C0NCXI,J'r'I{hCI0N Dfi PRoTLINAS DEL IJXTRACTO DE FIA-
vEDo DI C. PARAI)ISrI, SOBI{-U ÍjU A0Tr yI}AD C1 )-PRENrrSr}ITETASA

Un extracto enziuátrco se incuoó a 1lo durance 3O rnrn, en un

medro que r:c¡n ü¿,rtía arrrortrguzrtlor dc fosl'¿rto 1OO nrM pt1 'l ,4; --
IqgcJ ¿ 6 mtvl; 2-ocrcapto e tano 1 20 mM; GPP 'lo ¡m; It-laC] I?P 50

/rü (r'acl1act. esp. 2r4x1Ob dpm/ yno:-) y cantrdades crecr.entos

cie extr¿Lcto lO-Or11 ng/ml de prot,eínas). Los productos de -
la reacción se cuantr.f:.caron !or espectrometría de csnteLl-eo

para líquirlos. la IPP-isomerasa a las conciiciorres del e¡rsa-

yo frré inactiva. Se determinó ta velocldad de condensación

oef II-1ao]IPP con GPP, rnidlendo La r¿ldlactividad en Los res

pecrivos alcorroLes alílicos reordenados de 1, at de C.
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iJ¡.XC'1'O ]]T I I1'TAI 1]IVA],I'].JTU SOBJ.¿I] LA

NILSlNlII'TASA -DII, 1,'LAVIDO

ACTl VI t)ll

IS
c1)-P11.U-IA

]],U C. P

ll.1 extracto acuoso (OrOb mg/rnJ- de lrote ) se incuoó

i'/o ilur¿rnLo JO mtn, en un Jledlo rlue conLoril

ir¡sf¿rto 1oO nllvl ¡ttI 'l ,4; 2-rnercaptoet¿rnol 2O ;GPP10¡Ny-
Il-14c.] IPP 50 iuu (rad j.act. esp. 2,4x1ob ci 1) y concen-

a

de

traciones crecl-entes de Mgcl-z o MnCIz (O-2O

usó el- Hr.2 * "r carnoió el- artortlá,;uador de f o
to .lo0 oM pH 6, ). .Los productos r¿rcl:.ac crvos

ron lor espectrornetría de centeLleo para ]f
isc¡meraea ¿r la condicrones de1 ensayo fué i
terrnlrió la actividad específlca c1e la e

diactr"vrüad incolporad.a en los reElecLlvos

coa reordsnados de 15 at de C.

arror tatu¿rdoI.

). Cuando se

ato por succina

se cuantifl ca-

dos. La Ipp-

tlva. Se de-

midiendo La ra
cohol-es a]íli-



-tt
C:L-

( s;aloLUu) s0lnnv !;Ollncoud



V,l03(nkot )

o(,

(rl
O

-U

o
-

(0
--_l

:,

lg



¡.IGUiIA 21

CUttVA DH ]']ROGRUT-iO I'>ARA IrA ACTIVTDAII DE LA C1^-PliUNI L:jINf ETA-
t)

liA ll¿L l'I-,AVEllO D-!l C. I'AI{ADISII

i.il extractc .:rcuoso (0,0o rrig/u I de !roteínas) se

LLurante v.rrf os in Iers¿t],os ¡:1r: Llerupo (0-120 ) en

contenla ¿ulor¿iduador de fosf ilto 100 rllll ptl 'l ,+i

--olncuoo a )/
un medio que

2 -mere ap to e-

tanot 2o ml/r; r,rgcl2 b rrr{; Gpp 1O ¡M y Il-1aC] fPP 5t, ,rM (rad1-

act. csp. 2,4x1Ob oeprn/¡mo1). Los p-rooLrctos radl¿-c tlvos se

cu¿trntif'rc¿1r'on por espectro0let ríla de oen Lel'1eo pari. .Líqurd<.rs.

-lc rleLt,,nl,.ó 1.. c,nLroad du IJ -'u'1uü Los iLf íIL-ur.'rir I'u.lr ilLlos por

l,¿¡ conden:;¿rcrón crel Il-1ac] r].P con e] GPP, mr<itenc.c la racir--

actrvrdao en l-os respecLtvos rllcorroles alíIicos r€'c rdenados

de 1, at de C. l-,a f I'P-lsolrlerilsa a l-as condrc]-one! del erllia-

yo fué in¿rctrv¿r.
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2.5.1 . Curv¿r de pI1

La actlvidild de 1a L:15-.preni lsin
dracla en presenclzl ou .,,lgi2* 6 ml!,l, a

res cle pri y en dos §oluclones amort

da uno.

L,a f idura 2J rnues t,.r¿r quo 1a arc Li

sintetasa tuvo {iu ¡náxi¡ro va}or a p}l

dor de succr"nato o 1v]E:l 1O0 mM, con

5,O y a,O. Lil ¿r.o¿ivj-d¿rd fosfatá¡¡i

e1 riismo experimento presentd su

J,5 eo ¿ruortiduador de acet¿rto c)

con L¡.na inllexión en !H brO.

Iin vrsta que fos pirofosfatos a1

zaln no enzlmáticauente .r pH ácldo, g

respectivos con.Lro l es para cieterrlrna

sus trato ( CPl, ) rlue se cons urnía por d

resultados obtenidos indi c¿Iron que

la saturación de l¿i enzi-ma cambi-ó de

I;1 otro sustrato de la enzlnia, el
muy poco hidrolizacio en ¡lerdio ácido,

concenl,racidn fué ap-roxill¿1di rtento co

e.L rando de pH es tudiado.

A pesar de que el extracto uEado

enzlma, cr:ntl ene activrdad t'osf acás1

etasa fué es tu-
ferentes val-o-

res por ca-

d ¿1d de pren11-

,5 en iimort j-gu¿I

lexiones en p}{

de terrnlnada en

no valor a pH -
inato 100 mM, -

lcos se hldrol"i

h1 c i" eron Lo§ -
la can[idad de

clio ef octo. Los

pH rnás ácido -
9A,614 a 98,5%.

se sabe que es

por 1o ta.nto su

t¿rnte en todo -

fuen te de -
2.4)( s ección



¡'liitll(A 2l

Lll"llCl'O lliJL pll iOi.lliri l,A AC aIVIi)All l,l-U lA Ci \- P11.1'l Nf I-Sl NTIjTASA -
DEl, ilLAVlil)() Dll 0 . PARAllI li I1

0,0o ru¿;/ml de pro teinas
.,,o

.t ) I .l .1t.LrrL, )U ll¡]-rr CII

un exüracto acuollo , se j.ncuDó

rÍ€rlio quu co¡iterIíí¡ 2-rnt.r'r:ap loeta-
de

un

rrol zu r¡rr{; M,jü-Lz b nr, l; Cl'P IO 1,,.; [l-14C] lPP 50 ,ulv r'J:adrac:,
t, ,esp. 2 r 4x1u" d.pn/ytoI) y urro (re 1os siguientes antorl,lguaoo-

¡:es a 150 rDYli lloririr¿rto p¡i 4,() (y), acetato pH 4rC-4,J-5,O*

o 5,5 (y ), succinato pli 4r)-:,r{t-'-,r 5-b,O o br5 ( o ), Miis pH

trrO o 6,5 (o), ioslato pH 7r(r c''l ,9 (¡), TES pfi7,A-1 ,5 c)

r'',0 ( t-:t ), [r..s-iic1 !,lt 8,o-ti,: o 9,0 t Cl o CIrcrrr.r-.JrrOH p]r -
¡1,) o 9,0 (0 ). la r¿,ii1i¿rctrvr r-l ¿id se cua¡r[1ficó po;' esper; tro

r¡retrí¿r rle cerrtollt;o para 1írluictos. Se deterrnrri,j ,La activi-
dad especílrca t1e la cnzlr¡a a los pll en fos cua.Ies .ie obtuvc)

1;1 oayo.r veiocr-i1.1d de condensación del If -1aC] ]PP c,n el rll)i).

Sc ¡rro.:-ó l-a. :radracr.lyldad proleniente del [1-i4C] f P[, 6n ]-os

re$pecLivos ¿rlco-nole§i alíl-icol¡ reordenados de'1 ! at d€i c.

] <r-cá uir,la vJ -or du pJl su uesc"l,ró I¿r a- tivioad ' lP- isomer¿ís:

ca donde fué aprecr:rD1e, fii nr dr'ólisrs no enzi¡n,it,tc ,L del {;P1)

y Llr e.nzinríLr cii (ir] ;irliia)li ¡Ltl Lr'Í-L t,o:j. llL rccu:rdrri rriu¡:¡:tra ef

/o de hidrdllsis no errziirrátlc.r a,, l Il-]l] L]PP en todo 
", 

1. r¿rngo

de pll estud].¿rdo. La ii¡urir c¡n llneas punl€¿rdarj corre¡ipond€)

a1 perli-L de ph por: .l.os v¿r1ore r; míninos de ¿ic Llvld:i j en c¿rrl¿r.

pH analiz¿1d1"
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enzlma *

que fué a

2.1 .4. Efecto del- DTT

2.1 .5.

tuvo efec to.

lJfecto del DINB

.!11 DtNB prodr, j o un

centracionoe de 10 ¡M.
tucí como un inhl bidor

presente 1a

por l-o tanto

2J se corri-
todo el rango -

e particj- paclón

enzirná Lica, so -
un rs j. ctlvo ro-

24 indlcan que -
tlvidad, a con-

náxima ac tl va-

1r[a de 10 ¡M 
no

ivador hasta con

eate nlvel ac-

, con una I,1 Ev¡)

e.I c<.rns uroo de suli Lr;1tos por ef ecto

fuó despree'i ¿rbl,e en todo el rango ile

nafizada la ac tlvi<lacl prenilsintetás

Adtsmá8 en el ex t¡'.rc Lo onzimático

¿rc t:. vi dad I PP-is orr¡erás i ca (sección 2

los resu.l-t¿rdoa present¿¡dos en l-a fi
gleron respecto a esta actividad, en

d€ pH estudi-ado.

stá

2)

Con el fín de deterrninar l-a posib

<ie grupos suLfllidril-o en l-a reaccitín

estudió el efecto que podría produci

ductor. I-,o s resultados de 1a figura

f eve

Por

de la

ofecto ac

eno fma

activi

de aproxlnadamerrte 12 IY, GíB 25) .
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l!!'.UCT0 .DIl, D'lT S0URI'l 1,A ACTIV,lirLll .llii lA U", -PltllllIl;l-IITHTASAt)
DEL 1i'IAVU.DO ]]1] C. PAIIA])1:Jf I

la lncutración se rea,L1 zó con irr()b mg/ml de pr:oteínas del ex-

tracto ¿lcuoso a 1lo y dur.arrte 1O urrn, con conc€)nLraclo-

oeB cr8cientos de DTT (O-lOO rLrlvr). El medio de ensa¡'o conte-

rría amortÍgu¿¡rlor de llosf¿¡to 1r-ro r[M pfl 7,4; MgC].2 6 nM; Gl?P -
lu fll .y lr-1'l g1 IPP "o y'rM ( r:rd i.ruL. usp. 2,4x1Ob d prnz¡mol). -
La radiactivrdad se cuanlrfrcci 1)or 6spec trometrÍa der cente-

I1eo prara 1írlurcios. la IPP- :. r orrie-raoa a 1as condi r:i:,nes deL -
ensayo f ué itrac Llv¿r. Se dotemind 1a ao tividad es p:cíflca -
de l-a ,en"ima, midlendo la radi¿rctividad provenicnto Oof It-14
C] IPP ,ere Los respectrvos alcoJrolee a1íLicos reorde:]ildos do -,

15 at de C.
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EI'ECTO DOL DTNS

}-IGURA 2)

SOl]R]J LA AC'III11]),\D .DE TA C", -PHTJNI],IJINT]JTASAt)
DEI ,iiLAVEDO ]]]') 0. PA]iADISII

l¿r reacció¡r r:e llevó a caL)o a ) to y durante JO mi.n on url me-

dio que cont,.:nía ¿j.no rt j- ¿-ua.dor dc fosf¿rto .100 nM pll ',1 ,4; MBC,l"Z

6 mM; GPP 1o ¡l{; Il-1ac]rPP 50 /lM (radiact. osp. 2,tlx1ob d.pn,/

yrnol); O,Ob rlg/rnl de proteínar; del extracto enzrmá t, j-co y en

presonci.il de corrcentracÍones crecientea dc D'lNil (O-1OO /M).
La radÍacL:-v-!dad se cuanlificcí por eapectror etría der cente-

11co par:a 1í,¡Lrroos. La IPP- LJomurasa a' las con.lr.ci rnaB d€1

ensayo fué inac tiva. Se determiró eL fi de actlvldal renanen

le, a c/u de l-as corrcentraciorles del- DI'Nb, con reepercto aI -
experirnento lrs{iLiz¿roo en I¿rs nri!,mas condÍclones expitrrrnenta.-

f6s pero on ¿tusenc:ta de DTNii.
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2.1 .6, Clné tica dt: 1n¿rc tiv¿1cÍórr por Df N13

Los experlrnentos crnéticos de

enzima con DTJ,I8 se -realizaron a Oo,

sus tratos, usando dlferentes concen

activo e$tre 25 Y 1O0 ¡M. Los resuf

paradisii, por DIINB oostraron que e

tar un patrón cinátj-co d61 tipo móno

cos semllog¿urítmicos (I'ig 26).

IX Be resunren loc tO

calculadas a llartlr:
o l-as corros pondl en

TA,BIA IX

CONsTAN l'Ulj CIN.LjTIÜA:i v t0,5 PARA LA

)T1\8 DH r,A C1 5-PliENIlsIllTliTASA

En l-a tabla

tes c1n dti c.as

rni logarf tmi c os

+
"o r5

(ses)

1032
514
1d4

Un e] recD¿rdro r.i e l, ¿i

d.e1 inverso de l-os tUr)

i.vación de l"a

n ausencia de -
aciones def ro-

B d6 lnac ti-

enzima lres en

1CO en 8ral1-

y ),as cons tan-

1os gráfi ' ''s sg

eouacionea.

INACTI V oN A oo coN --
DE gr

v;rción rie )-a C., 5-Iu'cnÍ1s:in tetaea del flavedo de q. -

D TN.ts un= 
I

(""g-')

-tJ,1x1O
6 r't

1'¿ t9 rr

1Ur0 ll

k^
.ft=i .

( iul- ' seg- ')(r*l

,¿,

5O
t5

100

1"1 ,9
19,4
25 rO
26 ra

fidura 26 s muerj tran el 1og

to de lnac-

)

i:

de cada ex



}.IGUHA 26

INA0 I'IVÁCIUI'J llii i,A c, -l'r(]'j ! t l- ,]rJ '1.'1'A j'\ Dt'll, l¡1,^vlil)(l

I'ARADISI l C0l\l DTN¡

D].) CT,IRUI]

ijl extr¿tcto (O,40 rng,/rn1 de pri,telneLs) se lncubó ¿r 0:' dur¿lnte

lil.erentes i¡r tervalo:; de Lietn¡ro, en zrtnortlguad<lr dc f osfato

10O orM Í)H 7,4, en ausencia o tn prcsencia do DTI'IB a fas con-

centraciones ind:.cad¿rs a contlnuación: 25 yM (O), 50 
/pM -

(D), t> fM (a) o loo,PM (r.. l¿r reacción d'e

se deLuvo rlt.luyundo o¿rr1¿¡. ¿¿lícr-ro l,¿-r en el medlo de

contení¿r ¿rrnort.iguador: de f osf r,,.tc, lOO mM pll 7 ¡4 i

G-L,P 1O,pyr v !l-14c] Illl 50 /ut4 (r¿,d1¿rct. esp. 2,4.x1ob d, pn/ync l. )

i,a ¡arirac liqrd¿rd se cuantrl-j,cc. por espectrorüútría C:, cente-

11eo p,zrir 1írluit1os. La actrv:Ldad de ]a IPP-isorner::r:a fué -
clt:spre,:Ítiole a 1as condiciones Cel ensayo. Se detg .niinó el,

I de .,r,: Lrvrl¿Ld rerranente , a cada trrLervaf o de t.tenp ), corr -
res!ec Lo ¿l.l valor 1n:-cral- de I¿1 activldaú. f{ste pr,rceso ,se

lrtzo p;lra c.i[i:i concencración de D1]1\.8 usacla. lrln e] 'recuárdro

rw drur.r¡ó uI 1og o! I irrvurso ur; J tor) orLerLiou L',r j roa expu-

rimenLo de i¡r¿rc Iivación, en iuncrórL de], Lo¿l de .las .:espectr-

v¿l.fl (.jon(] en L r¿rclones de D'.lllB.

1na. o ti vac.i ón

€r n :r¿iyo qu e

MgC 1., 6 ul{ ;
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Lrvaci.órr, en fu¡rcrón uel 1o¿ cic J-a

tracró¡r deL j.)1'l\ iJ. ljf re sul-tado cs

di6nte 1 , ), c¡ ue coffes!ond.ería ¿rf o

c1órr de inactrvar:i.dn cori recpecto

2.1 "'t . Ciné Lr c¿i r:l e roversión d e Iá] i.rl¿iu .-Lv

Deujoo a quu 1a enzt m;l C.l 5-Drenr
melo fué i¡L¿rctrvad.a por DTI\ü, se q

I¿1 inact.r.v¿rciórr sería reverslDle o

agregd DTit a una concentr¿rcÍón fi

extracto pr^viamente incuDado duran

2.1 .a. Anál-j-sl-B de los productos de

I-,o§ lroductos de La reacción enz

d.a Lror Ia C., -urunr IsrnLu Lasa ou-[ f- t) -

dÍsii se a.nalizaron por 'IL,C y por G

y t .1.3) .

Para la id enti f 1c¿rc i drl de

tre8 crlterios analíticos:

11 impregnaoas con EüA al 2$

s ¡.le c tr va

re c tii

orl de 1a

DllNtj.

ón corr ITN ¡

intetasa de po-

o determlnar si

. I'a.ra es to s e

de 1 m¡4, a u¡r -
, ^o1U NIIIT & U

lvi(ra.d inr cl al"

L reactivo 16-

]" OJl

tica, catali za-:

ved.o de Qr !¿!!a

(sección 1 .1. 1

uctos se usaron

cle e íl-i- ca ge1

COIICEJI

de !en-
reac-

co¡r 5O lr"r DTiIB y en aus encla ds §us tos. Sü ooser

vd ,¡uq ile recuperaoa ef 902ó de 1¿r

oespués de 20 ¡nin de naber agregadcl

ductor. (l'ig 2 /)

Ia r:e

]os

a) Pl

en ace na, 0) Placa§ de
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}.IGLIRA 2'l

lr:'ljC'tO DxL DllT SOBITE l¡ ItEACCl0li Dli I1'lAÚl1V^CIOI'l DE LA Ct)-
PR-]JIJILS]NTEtAIJA IJEI FIAYT.1-]O )X C. PAL(/\D]SII CON DTN-B

Un ext:racto acuoso (0r40 uglrnl de ¡rotefnas) s¿ inactr"ii

de ]a rnisüa üanera desc.rlta er-' eI experimenlo dc la figura -

2b. A los 2Lr oln de f nac tivaclir] se agregó DT'I has ta una --'

concen tr¿rció¡r f 1¡raI d€ 1 üf1. ta reacció so do ¡uv¡ por dllr-L

ción en e} medlo de ensayo cle igual compostclórt qua el de-l -

experimento o:escrrto en Ia fÍ¿1ura 2b. Se det€rlnirii ]a actr-

vrolaol -rer[anenteen el extracto ctespués de a6re6;roo el DTT, a -

v¿¡rioa intervalos de treítpo. Se expresó coÍro porc:.,r1taier --
respec [o ¿r l]r1 e xperrriierrto control. Ia radÍac livid,¡tl se cu¿r¡L

tlficcí por r:spectrornetría d.e cente]l-eo para 1íquid,;rr.
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sÍlicr¿ ,qe-L GJ,'".,, preparada con 8oL" ¿)+ "

12,ry. y c) Crom¿1to.lr¿lí la ern fase

f i1¿ici.ón ( 20 ) , J usarldo colum¡ra de

lln fas faguras 28 Y 29 se consi

de l-os an¿í-Lisis por 'lll,C de Pr

de j,1g2*, y ori J lL.s f Í¿lnrao )O y

I"1n2*; en ]a ir¡,ura 12 se uuest

arráljsr.. oe fos l,ro(lucLoJ por G

iln lrosencia d.o Mg2+ la C1 r-pre

fueron tan pequelias qu€, no fué poel

por 1ao técnicas an¿LIítici¡¡ utiliz

.Ut anáfisrs de ios Productos Por

err presencin d* M.g2* -Ios comluestoa

ll y Z se formaron en Lrna proporci'ón

2.1 .9. Purrf rcación y er, r.:-r. i¡i 1i c1¿¿o

I{ucl1os f,relofI ].os i-rr1"ento6 para

' vtdad enzimática, pero los resr]ltad

xito, pues aunquo en 1as etapas t;n

dos

c1a

d.e

del.

ón de

osA,

l.os r€st- ' -¡-
tos en pros en-

en prasencia

l-os resultados

l,r¡t e tea a del -

-LaE cantl6.ades

e detectarLo -

LC indicó que -
¡ conforma.c i órr

t¡ 3 a 1.

f lc;rr }a act j.

no tuvÍeron ó-

que $e logro

AsNOl a]

prevla si-

flavedo do C. p¿1raqj-s11 cat¿r.l.1aó f¿r c.¡rmacldrr do Dre

idrrXoZ(E-
a de Mn2+ sola

jo eI co::re s.

niffoBfato8 de 15 at de C de confo

-F PP y Z-I'PP) , en tanto quo en pr:os

mente se produjo eL "E-¡'PP, o El- e F

pondlen te lsórnuro d o con,f u tttoc i ón ?,,



¡ICIIRA 28

Ttc DE L,os PT1oDUCTOS DrJ I,A RXACCION, .!)N P}IESEN-

DG L^ C".-PRENII,SINTI-TAS¡. DEL FtrAYnDO DE CITRIIS
i)

PARADIIJII

ÁNA],ISIS]iOII
C] 4, DE Md2+,

La re..rccÍón r:c 1f evó ¿r cairo a J 1o dur¡rn re

que contenía amo.rLlduador de I o[,]¿]to 1rJo

ln1vl ; 2-0]erc:r', ¡"oct¿rnol 20 mM; Cl,P 1O lrM; 1-

3

mM

14

h en urr modio -
ptl 'l ,4i t4gCL, 6

C I PP 5l ¡-rI{ ( ra,li
l-'

t.act. esp" z,,l x'10" dpn/ynol) y O,Ob rrrg/nl de proteín:ls dol- er¡

tract(l enzr-m¿ítico. L¡os prociucrtos de ]as f osfatagas se reti--'

raron por cx r,¡;]cción con hexano. La fase acuos¿r re.tanente -.

se hirlrolrzó con fosr'¿rt¿¿s¿¡ alca Lina de intestlno de terne.ro

a 1'1" por ? n. Los J,ruúuc Los s. €x LraJeron en hexr ro J sc -
analrzi¡ron erL placas rl e sí1ica ¡:;e1 G ir¡rpregnadas :,:n ¡*GA

, uB:rrrdo couio solvente de des¿1rrolf o hex¿rno :,tceta Lo -,

de eti.Io-¡l:2. L¿l ¡¿rdlactivlrlarl se cuanliflcó por -.rllectrórn€,

tría cie cen tel.leo p¿rr'¿r I l,rn j-dcs. Se oncon tró r¿rdi..r,; Livid¿id

asoc j- ¿rd a. a .Los est¿ind¿rres ll-I¡01{ y Z-folt cuyos }lJ. f ¡r:ron 0,4 6

y O ,56 a'es pec Livalltt: nte.
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ANALISIS IOR
),,tJA DE I'lg' -,

FIGIJRA 29

T].,C DE ].,OS PII.ODUCTOS DB LA

llE l^ C-,--PREIIIISINTb'TAS^
l)

IARAIIISIT-

REACC]ON, EN PRESEN-

DIll FIrAVEDO Dn CITRUS

lí-r fe.rcoi Jrr ,rc rrevÚ a c uo a 7-'o ,'¿.r'tnLc .J n c ul Inedio -
que con f erila amorLiÉlL¿¿rdor de i o¡rfato 100 rn'vr pll f '4i t'EC]-Z t-)

mtl; 2-rercap:oul.nr)ol. lr) 0jt,1 ; j ,L tu ¡t\'; l't-"'cl rpp ",) ;ulv (ra-
L

oiact. esl). ;1,4x'1O" o r,rn/p',lo I ) y O,Oo ru¡1/ nl Lte roLei:nas del

6x Lra.c to cnz'-m.í urco. Lori I,ucl ..c '.oJ d c 1',ts "n3i :' ¡'15'¡ '¡ s e .re L-:

rilron por ex;racción con hexallo.. l,a fase acuoti! renrltl)ente se

rrÍdrol-izó con fosfatasa al-c¿r1in¡L de inlestlrlo de te nnero a -
-^o'-''1" por 2h. Los pro.luctos :;e o>ttraJelron coti haKanc y se anÉr

l-tzaron ell p.¿rcaa Ou ¡íJ ica ¡4.,L Cl¡." ,, pcuLr.Lr^ad L cLl L ao-LucLtrn.' - ¿)/1.

acuoBa de Agltro.j. ,'L 1i! ,5É, us¿r¡dc cono ao-LvÉrllte rle drsarrol-l-c)

ac6tat,3 de et-l,fo. -1,¿L radiar: t iv:idad Í.te cuarltificó Ill,r espec-'

tromet.ría de cen lelf eo para 1.í'qurlclos. Se enco¡rtró eadiactl-'

vid.ad ixsociaciár ¿r loa est¿índar{.s ,-FOH y Z-|¡OH cuyos RJ' fue-

ron O,.41 y O,51 re6Irectivanlonie.
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I¡IGIIRA ]O

ANAI.,TSIS POIT TLC DX IOS PRODUC'I'OS ])}] IA REACCION, EN PRESEN.

cI^ Dti Mn", Dl,i LA C. "-l't(r,)trIL:;JNTuf^;jA Dl,jL rllAVI';iro ltli CI',Ilrt.rs
t)

PAITADISI]

Un

170

Ir-

6xtr¿rc Lo enzirnáLico (O,Ob ntg,/,nl d.e protoínas) :r,; 1rr",rO- '.

du¡:¿.rnte in cn ¿uortiguado.r de fosf ¿)to 100 mM p..l '/,4 con
14c1 rtr 5C pu (radlac 1.. eslr. 2,4x1a6 dpro/¡tttro),); (tPP 1o ¡M;

2-lrerca.ptoe ranol 2O mM y MnC1._, 4 mt'l. Los produc Lor; de l-as -
fr¡sfat¿rsas se re tiraron por extriacolón con hexarro. la f ¡rse

acuoBa rcmarrente se hrdro.lizc{ con f osf ¿rt¿rs¿t a.l,c¿,,.Itri;.1 ri e in-
testinc¡ tle ter'¡rero a 1'lo p,lr' - n" ¡os l.rroduci,os se t xtr¿lj€-

ron en hex:rno y se anal t.zaton el placas d6 sí-Lica fi(,1 L-

lmJlüUriad.1') con TlC1,, , ulr-tizando corlo solve]riJ de de-

sarroll.o hexano:acetalo de etiLc)-8:2. tr¿1 radlac Lar.jrlad se -
cuanllf icó !or eiipec Lrornetrí¿r úe centelfeo p.rra i.lr u..Lcl<¡s. -
Se oncc¡it¡'ó radlÍrctivi,di1rl .l-ilocr¿Lrl.r ún1r¡¿rnente a1 el. liinr-1.rr Ii-

,iull con un ¡.-. tlu 0.5. .L'
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}-IGURA ]1

TIC DU IOS PRO,DUCTOS )U IA
lrr.i LA C_ --PRl'NILSIN',I,XTAS^t)

l']ARAl)Iiifr

ITEACCTON, nN PRIISEN-

DUL ¡'LAV¿-DO DE CfTRUS

AN^LIri.Li .l'Otr

r'r 1 Dti ¡1n21,

La reac ci ón

rtrue contenía

:;e lfevó ¿r cabo a J7o durarfie th, en ul medio -
arnór Lir.uador dc llo¡f.r.to .100 nM ytll '/,4; 2l-itercaI,

toe tanol 12(l rLM; I,{nC}2 4 m}4; GirP 1O ¡M; Il-t4C] I}P ,o fi| (ta-
d1act. er;¡r. 2,4x1O6 clpm/¡rnol) y O,O6 ng/nil de plot,; lrias c1e1

extrac,:o enzirnátlco. -Los ¡lroüuctos de las fosf¿itar¡¿Ls ae re*

tf rarorr Jror extraccló¡r con trexaro. La f¿rse ¿lcucrga .r'e[]íi.nen te

se hici.¡ro l.i :;d co¡r f osl'atasa af ca lina de rn' ,I¡tincr d,) tajrnero

a 1/o por 2h. Los lroductos se extr¿)j.rron con hex¡trLo y se -
an¿rLizaron en placas de sí-Iic¿' geI G1¡2i4, preparad;ir, corr so-

lucÍón acuos¿r d.e Agl{01 al 12,\./o" La Iacilac bivlcl ad r e cu¿:inl1-

lrcó por e:ll)ec tromct ría de ce¡rLt.;11-eo lara 1íquiCos, lll sol,-

vente o.a desarroll-o f ué acet¿ri-o ds etal-o. Sc 6rcorrIr.ó rad,1¿Lc

ti v r ii a.ti. asocladir, únlcamente ¿rl estáncl¿r¡' ll-1¡Ori con L..n Rf !

o,)9.
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r^,i,lr\LISIS l']OR GLC')-tllA lrli M¿,. ', D-F.

}.IGURA ]2

DJ.] trOS ]'RO]JUCTOS }]J
lA c1 5-PRIIIVILSINTETAS A

IA ]I,]'ACC]ON, }JN PRESNN

DIrr ¡'TTAV¿DO Dn C][1'RU;

J)AIA])l liI

L,os productos extraídos en l"a fase trexánica, después rie hi-
dról-1sis con fosfatasa alcal-ina de intestino de ternero, d"e

l-a fase acuosa plovenrente c1e un experj.rnento aiflilar al- deB-

crito en }a figura 2d, se anafizaron por cromatoglafía en far

se gaseosa on l-as cond1ciones experirnentilles que se d.etafla-

ron en fa tabfe I para c15(¡0H). ]Jo§ proo,uctos sitlfado8 se

iinal].zaron en el cromatdgri,rfo. tra radiactividad se local-lzd

en un contador Geiger para fas6 gaaeosa, acopla.to al cromatd

grafo. Se encorrtró radiactividad asociada a los porua-oores

erj tárid.¿rres I-1¡Oh y Z-l'0u en una lrolorción de 1 .a 1 , cal-cula

da a partlr dc l-as áreas oaLjo las curvas dl-bujadas ,ro, .f "j,
nal- del inscriptor acoplado al conti-¡dor proporcional . las

cifraa anotadas bajo 1as curvas lndica el área de e1Ias, que

es una medida de la proporción entre ambos diasteroÍsómeros.
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purificarLa, la preparación fué muy poco es tao1e.

En La taDla x se resumen 1os

a1 tratar de purificar 1a enzima po

con sulfato de anonio y en columnas

con sephadex G-¿5.

tados o bteaidos

frac ci onaüi ento

de filtracid¡r





PURII'ICACION Y ]'S'IAtsI],IDAD

D]JL FLAV,I')O

TABIA X

D]' ],A UNZIi,IA "15 INTUTASA

DE CIIRIJS P

II

HXP. ETAPA

I Extracto fresco
Fracción o/8o (NH4)2s04
Fraccidn o/BO 1j.of i 1 izad.a:
a.AnaLizadaaOdías
b. Guardada 5 días a -¿Oo

Extracto fresco
Fraccidn ¿ol70 (rvH+)eso+

Fraccidn 4o/7o o.ial.tzad,a(1)
Fracción 4o/7o tiof it i zada'

Extracto fresco
Extracto guardado 5 días a
Extracto l-iofilizado :
a.AnalizadoaOdías
b. cuardado 5 días a -2Oo^c. Guardado 15 días a -2Oe

Extracto fresco
Efuído colunna c-2 5:a.AnallzadoaOdías^
b" Guardado 1 día a 4u-
c. Guardado 2 días a 4u

(nkatlmg)
0r0'l 6
o, oo4

o, oo2
0r0o1

or041
or070
o ro44
0roo2

40 3:3Zl
orol9
0ro20
0,018

o,o25

4,o53
or047
0,029

96ACT. BEC.

'lo0ro
25¡O

12 r5
6r2

1O0rO
17O r7
10't,,

419

100r0
95t2

III

IV

90, 5
95 '285,7

212,O
188,O(88,7)
116 ,O (54 ,7 )

(1) la diálisis se 1Ievó a cabo contra amo

fato 100 mM, mercaptoetanol 10 nM y
lumen de 200 veces el- volumen de1 ex

10or0

de fos
2 nll en un vo

to a dializar
y a 40 durante 30 nin y por tres vecea cons ecuti vae .

las cifras entre paréntesis significan e1 ,6 de activl-
dad con respecto aI eluído de la col
O días.

analizado a -





2 .4 . ACTI TI,UArJ ,D]] IJA I,'OS¡'ATAS A

EL estudio de 1as actlvidades foaf
tee en e1 sistema enzimático extral¿o

C. paradisii se dividid en d.os etapao

to que se uti.Iizd, de tal forma que s

orgánlco y ef It-]u]Gpp respectivamen

La cantidad d.e fósforo inor

actrvidadea de 1a plrofosfatasa inor ca y de Ia prg

nilfosfatasa, usando como sustratos e pliotosfato in-

2.4,1. Actividad de Ia pirofosfatasa inor

2.4.1.1. Conaiiciones de ensayo

(Pi) llberaao
por 1a acclón do Ia pirofosfatasa eL fLavedo do

centracién depanelo fué funcién línea1 de la
plgteínas hasta 1os O,OS mg,/nl. ob§ervaron ve-

ta los 1) m1nlocidades Íniciales por 1o roenos

(r¡ig ,l A y ts).

2,4,1.2. Efecto de 1a concentración del

I,a ac tivid.ad pirofosfatásica entd un patrdn

hiperodlico MÍs.h.aeliano normal co

O¡71 ¡kat a 1O mM ??1 y ura Kn de

tásicas presen-

del flavedo de -
s egún el auetra-

estud.iaron las

ur¡a Vnax de --
1,7 mM (r1s ,4).



t
1

¡.IGI-IHA ]]

ACTIVIDA]] DE IA PI.IO¡'OS}'ATASA I}'Oi{GAi{ICA D]'L FLAVED:) DE C.

PARA!I SI l

En A s,e muesr:ran f os resultadcs de1 efecto de 1¿ co.Lcerltfa-

cidn d,e 1as proteínas del extrac to deL fLavedo de 1r. .E§,i-

l!! ¡ cuando se incuoaxon canl.idades crqcientes deI :,xtracto

(O-0r, ng/mJ de proteínas) en un medio que contenla anorti-

¿;uador de succlnato 1O0 mM pH 610 y PPi 10 mM, en ur. baño a

]70 du.cante 1O min. Se deterr,lr-ó Ia vel-ocidad cle nidrólisisr

d.e1 PP:L , midiendo eI fdsforo literado por acción de las fos-,

iatasas, por el, método de Fiske y Subba Row"

En B se muestran los resultados obtenidos al incub&r' u¡r 9x-

tracto acuoso (o,o1 fré/nl rle ¡roteínas) a 17o por l.rf erentes

inLerv¿rLos de tieopo, en un medio que contenía amorbrguador

de succinato 10O mM pH 610 y fPi 10 mM. l,a can¿id,¡ri del. Pi

l-iberado por la hj.drólisis en:r j.rnátj.ca de1 PPi se d: ¡erminó -
por el métorlo de ¡'iske y Subba ,iow.
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FIG'JRA ]4

¡]FECIO DX I,A CONCENTRACION DE.i] JUSTRATO, SOBRE IA ¡(]TIVIDA,])
DE I.,A }'IROFOS}'ATASA IIiORGANIi]¡. DEI T'f,AV}'DO DE C. I,q.RADISII

E1 extracto acuoao (Or0l ¡,r8,/m1 de proteínas) se incuod a

5lu por 10 mrn, un un :¡edj-o que contenía amorligue.or¡r de s,c

cinato 10O mlvl pH 610 y PPi a r:oncentrac ione s ereci entes en-

tre 0 y 20 mlrl. L,a velocrdad cle l-a reacción se dete::minó, mi

dleneo eL prooucto de la re¿rc(;Ión por el. método d€ llihke y -
SubDa Row" Los parámetros c1né¡icos ge ca]cularon ¿r partir
de 1a curva mr.c.bael1ana oDten-r.oa.



8)

= 0,71 ¡kot

;olt.+
a\ofv

10
PPi(nrM)Km='l,7mM
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2.4,1.1. Efecto del metal bivalente y IDTA

E1 Mgz+ a una concentración de

un 1016 Ia actlvidad do Ia Pirofos
paradlsii,

E1 EDTA no afectd la actlvtdad

tracíón de 2O ¡nM a pH 6¡0.

2.4.1.4. Efecto del Fluoruro (r-)

tsL fluoruro de potaslo (KF) a

de 2'l mM inhibió en un 5096 la ac

fosfatasa de pornelo (Fj.g ,r).

2.4.1.5. Especificidad por eL Bustrato

Ira fosfataea pr€sente en

do de C. paradisii presentd

dad por eI sustrator aunque

tuvo con PPi.

5 nM inblbló ea

tasa do Cl trus

co ncen

conc entraci ón

dad de la piro

to de1 flave-
pl1a especifici-
r actividad Ia

eul tadoe ale la
eutratos, referl
tasa lnorgánlca,

10 mM.

e1 ex

una

su

bY¡ }a taDla ](I se resumen los

actividad foafatásica pará varios

doe a 1a actividad de Ia pírofosf
todos a una nicna concentración dr



FIGJIi.¡. 
')

LI'ECTO DDI }'IUORUR0 (F-) SOBR.,I tA ACTIyIDAIt DE t¡A I:IROFOSFA-

TASA INORGA}IICA DEI FIAVEDO DX C. PARADISII

f,a reaccj,ón se l-1evó a caoo a l'lo durante 1O min, en un me-

dio que ccntenía amortlguador oe succinato 1OO mM ¡l{ 6r0 y
PPi 1O mü y 0r0J mg/m). de pro;eínas de1 €xtracto enzimático.

La actrvidao se enaayó a conc enirac Í ones crecientes de KF en

tro 0 y 90 mM. !a activialad rei0anente se determj-nó,, cuantr-

f i.cando e1 producto de 1a rear:cidl por e1 métooo de Fiske y

Suooa Row.
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TAdf,A ,(I

ESPIICIFICIDAD POR EL SUSTRA1O Dd IrA ¡'OSF

crTnus PARApIpTI

SUSTRATO

PPi
p-Ni trofeni lfosfato
ATP
AMP

% ACTI AD

DEI FIAVEDO DE

extracto perna

Ia 6uardó has-

1íne¿I de la
s O'OE ng/rn1,

ale su ac tivi-
guardado a 40.

100
6z
46
16

2.4.1.6, EstaoÍlidad del sistema enzimáti

La actividad pirofosfatásíca d.

nocid ,estaole an un 10O16r cuanilo

ta 20 días a 40.

2,4.?. Acti.vided de la prenilfosfatasa

2.4.2.1. Condiciones de ensayo y estabili

úa actividao cPPasa fué funci

concentraclén de proteínas has ta

alurante 2O min de reacción.

!.;1 extracto aeuoso retuvo el
dad original al cabo de 1O rtíae

v
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2.4.2.2. curva de Mg2+

lr tón Mg2* io"r"rentó en un ]a actlvidad
e lnferiore¡1a prenilfosfatasa a concentraclo

1nU, mientras que a niveles su iores lnhtbid

actividad.

2.4 .2 .t . Efecto de1 UTNB

de

a

su

2 ,4 .2.4 .

un perflJ, de pH

te una actlvl

valente(42r92). 81 reaultaato Fe

en Ia figura ,6 y se observó que

Una concentraclón de 50 /¡t'l
tnhlbld €r rr -

17!É la actividad de la GPPaBa, Ioi

DTNB tnhlbleron un 2 3y6.

Curvas de pH

La actividad de Ia 0PPaBa tuyo

tra8 que 10O 
)¡M

con un nárimo a ptl 5¡0r pgro en

oerva otro leve

vez este eegundo

dad aliferente a

náxino a pH 6¡5.

flgura 56 ee ob

Pensando que ta1

náxlno fuer¿

Ia cor::oepondien en PI{ 5¡0¡ ae -
hizo un exp€rinento €n presetrcl'a riry.z* 5 EM, ya

que 1as foefatasas alcaLinas re eren de netal bi
tra también -

Irg2 + incremen-

tó en un 5096 Ia activldad ate la cOr!€ a POIl-

diento al valor cle plr 615, preofg

tg donde se presentd eI sagunalo

te en e1 pun-



FIGURA 3b

EFECTO DIJI pII SOBITE 1,A ACTIVIDAD DE LA PRENÍIFOSFI.IIISA DEtr.
. FIAYEDO DE C. PARADISII

El extracto acr¡oso (O,Oo rng/n1 do protoínae) se incuoó a

J'lo durante f o nru, en un Bed.r.o que contení a ll -'I'.1GPP orz -
mI4 (radiact" €sp. 2r9x1o'l Opm/¡nol) y distÍntos auortiguado-

res a diferont6B pH. Se usaron los sigurentes: .Acetato o -
formiato pH 4r0; acetato o suocinato pt1 4r5-5r9 o b,,5i succi

nato o l,fB S pH 610 o br 5; fosf ato o TES pH 7 ,O o 'l ,, il TES o

Irls-HC1 pH 8rO o Tris-HCl o (i]icina-§aoH pH 8r5 o 9¡O. tro¡l

resultados que §€ nueatran en Ia figur", p""" cada valor de

pH, Bon oL valor promedio do Los alatoe oDtenidos con los doe

amorti,guadores . Ef ¡nisno €xperinento se repitió, 6rr pr€a€rr-

cia de ¡,lg2 t 5 ,!,t. ¡a activi.d€¡d específica de 1a enzlna ge -
determinó cuantifrcando 1os alcoholes raoractivos p:rr espec-

tromet.ría de c€nte11eo para 1íquidos.



Act. esp.(nkot /mg)
o'(¡o

@
@

a) (r)

z

=ñraP'
(rt r
3

=
@

§.

(,

Ol

\¡

E
-

i

:l .



89

AI igual que €n 1a seccldn 2,1 ,1¡ 6e !€allzaron

1os cont"oles no enzimáticos para 1a hlalró1181s á-

cid.a de1 cPP. Lo§ .resultados obtonldog lndlcaron
que a las condiciones del eneayo se obtuvo un ná¡i
uo de hidrdLisls áclda a pH 4¡0 de1 GPP de 2rú.

Por 1o tanto Ia concentracidn de dlcho guatrato s6

considera aproximadamente congtanto en todo eI ran

go de pH es tudlado.

l

I
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,. DISCUSION Y CONCIUS]ONES

disil forma a partir

ri.ladog PItlVA, PPHVA,

de5'10y15atde
conpu€stos se forman

Un sistena enzlmático e¡traído de1 flavodo ale q!ry. lg
ae I e- I 4c] rtrvA 1os 1nt€rnediarlos fosfo-

IPP cono también los prenl lplrofoefatos

Su ldentiflcación indica qu€ estoa -
la vfa lsoprenoide r J eu€ éste a1 -

c.

en

igual que C. sinensie (29147) y P. Ig!§!g (4,111) tiene aL

gunas etapas en común con 1a biosíntesis tlel escualeno (16)

y del caucho (7)(nsquena 1). las enzj.maa responeablea de la
trayectorla no fueron estudlades individualmente ' pero se -
puede inferlr su presenej.a por la ldentiflcacidn de eue pro-

ductos. En consecueacla, e1 slstetra enzinático de §. glgg ¿

s1l conprende: Qulnasa nevalónica, qulnasa foefomevalónica,

descarboxllasa pilofosfomevalónicar lP?-lsor¡elasar CIO J Ct5

prenilsLntetasas. Ademáe se cletcrninó 1a presencla de una :

prenilfoefatasa fneapeclflca, responaable de la aparicÍón de

IP, compu.sto lalentificado por Chesterton y fckq;l ck (25), -
cono ta¡nbién de La fracción !L cuantlflcatla en algunos enEa-

yoa.

IÉs propiedades de 1as enzinas de1 flavedo de gs.P3I3gg
que tranaforoa¡x e1 MVA en terpenolales de 5, '10 y 15 at de C,

son, algo d.j.ferentes a 1as de enzimas análogae degcritas en -
otroa organlsnoe ('14¡47 r55.65r9t r1 18).

EI slstema enzimático requlero tle 1a presenci'a de un tón -
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metáfico bivalente. E1 Mn2+ es e1 netal nás efectlvor 6egui

tlo del ug2* y coz*i no hay incorporación ooa ca2+ (Pig 4). -
La rtfferencla ale efcctividait do 1oB netalss puede ser 1at¡r-

pretaila como un efecto sobre las dj.stlntas enzloeg quo patt!

clpen en Ia §ecuencla de rea,cciones a partir de UVA. Las -
qulnaaaa r al€scarboxllasa, IPP-isomerass y prenllElntetesaa -
presenta^a tllferentos requerinlentos dc aetal. Ira neyorle de

1as qulnaeaa reportadas rsquieren de ItIn2 
+ ea preferenola aI

*2t 1t5r'114r118); algunae rP?-lso![€rasag tanbién prefleren

e1 n2+ "f Mg2* (11rr5); nientraa que las prenllsinte tasaa -

son nás efectlvas con l{g2+ (15r18r5o,54) y solamente una, 1a

de C. giIg3g§ (]5) pregenta actividad oon co2+. otro fac-

tor que podrfa explicar 1a difconcia de ofectivldad alel I¡In2 
+

respecto "1 Hg2* y a1 co2+ es €1 hecho que e1 sistema enzimá

tÍco usado fué un extracto crudo y a1lf podrlan erlstir otras

proteínao u otros llganttos que tuvieran afinidad en orden de

creclente por e1 co2*, .l/g2* y ¡{rr2*. como con§ecuencla, dis-

rutnulrfa 1a cantidad ale xnetal Libre y por 1o ta¡lto 1a oportu

nldad ale intervenlr on las reacciones enzinátioae.

En e1 nedio de eneayo eatá presente eI ATP como sustrato

de les qultrasas, y cono oe eabe que este conpueEto forne con

pleJoe con los notalea blvalertes (84), es poelble'qu€ edtos

so¿n, nás este,bles que 1oe de fos otros sustratos ea lag con-

dlclotres del ens¿yo, dieninuyebdo ta.r¡blén 1a clleponibtl'talad

de ¡oeta1 Ll brG. le tsulr baJa incorporacidn tte IrlYAr on &us€D-



a)

cia de Eeta], seña1a que 1as preparaclones enzimáticas prác-

ticanente no contienen m€taf bÍvalente enddgono.

!a actlvlalad ate la lPP-laonera8e fuá lntlopendlgrtc de Ia
presencia de cualquler netal bilralonta, y se penod gue estc

resultado se debía a Ia presencla de netales enddgenoo on cl
extracto. La auaencle de lncorporaeión y de activj.dad tte -
C 

1 5-pren11s inte tasa, en augencia dg netal, demostrd que e1 -
extracto ao contenía Betales que pudleran lntervenir cono co

factores. Se comprobó Ia no partlcipaci<ín de Betal €n la re

acción de la isoneraea, a1 obtene! Ia Elsoe actlvidad en au:-

sencla o en pr€sencla rle netal o EDTA, ta^nto con extracto -
crudo cono con extractos tratados con Chellox lO0 o flltra-
dos a travds de una columna oon Sephader G-25. Es €sta la -
prlnera lPP-leome¡asa lndependiente de netal que se describe.

Loa experinentos realizados para deterninar e1 pH óptfno '

de La fPP-lsoEerasa (Fig l8), conflruea que eata enzina eg -
indep€Bdl€nte ale Ia presencÍa de1 netaL blvalente. Se obti€

ne eL nisno pH óptino de 5rO €n anortiguador de acetato o -
succinato 150 nM, tanto en ausencla coBo en Bresencla de Hg2*
2'5 n!1.

tra concentraci.ón de ATP requerlda para obtener la náxina

incorporación de l{VA tuvo relación con Ia concentración de -
ü2+ .presente en e1 nedio. para co2+ e1 coclente LtP/ coz+ --
fué tto 1, m5.entras que pe¡a ug2* o ¡,,tn2 

+ fuá de 2. Cociontes



91

más altoo ocasionaron urra inhiDicidn tle Ia l¿corporaclón.

xn cambfo, en .!ig (14) y en g: g¡gig (47) e1 coclente -
A\P/M?+ fué rte 2 para loe tres Be tales neaclonados . !a tilf.e
rencla entre 1os cociontes ATP/Á2+ podrfa expllcarae cono un

efecto producLdo por una dlferencia er¡tre La unión de loa pe

talee con protoínaa u otroa llgandos presentea en eL e¡trac-
to con e1 ATP¡ pues laa conatantes de fornacidn de los con-

pleJos ¡lff-u1n- son deI Blsno orden d,e nagnl tud para 1oo -
tres netales utlllzados (84r106).

E1 fruoruro 1F-/, en proseacla d" [g2' inbiDc Ia incorpo-

ración de MvA a nlvel de todas 1as trea f¡¿cclones analiza-

tlas (Flg 8), nlentras que en Bresencia de !,1n2+ (Fla 9J esta

an1ón solanente lnhlbe las foafataeas y actúa cono utr actlva

dor en la sínteeig de los prer.l lplrofosfatos . Efectos 1nh1-

bitorlos del F- tanbldn ge han reportado para otras enzlmaa r.

taleo cono oC-qulmotrlpelna (61 ), fosfatasa tle r. coll y 1e-

vadura (74), etc. ¡oto puecle ser expllcaclo en base a Io ob-

servado en la enolasa de levadura. ueyerhof (?5) eeñala que

Ia tnhibicÍ<ín se debe a que el F- €n presencia de fosfato, -
for¡oa un complejo con eI üg2t, e1 fluorofoefato de nagneslo,

descrlto por ttaeaert (?4). Este deaplaza a1 Mg2+ cle su u-

nlón con Ia enzlna y actúa cono inhibldor corp€tltlvo. Ade-

nás a rnayor concentraclón de ugz+ es nenor 1a concentración

de

1a
"- 

(IOrr) necesaria par inhibir en un 50ró la ¿ctivldatl de

onzian. Como 1a incorporación de mYA fué dependiente de
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w2+ ¡482*1a presencia de l.fn2 
+ o l4gz 

* (Fig 4) y ademáe se conprobá que

eL extxaoto contlono fosfato inor6ánlco l1bre leeccL6a 7.4.2)

es loslble que el efecto rotard¿dor ee dobe I u¡r ¿ronaio alel

metal por parte det anlda, coúo coaseor¡ÉnÉLa alo la foLE&cldn

del conBleJo fLuorofoafato de negneol'o o eaoga,aseo (74). A-

donáe egte conpleJo aotuarfa cono lrbibldor competltlvo, des

plazando al natal de su unlda oon I'e o lag cnsl@.

EI efecto activador ile Ia lncorporaoj'dn ile lfYA, atcbXda a1

F-, en preeencia de !h2+ a nlvel ile las fracolones tA y PP -
(ffg 9¡, se orpllcarfa en base s que eate anidn lnbib€ le ac

tlvi¿eal fogfetislca doI slstene (F18e 8r9)' a1 18u81 que .n

g. ¡g (4'1 ,8r) v p. g!!g@ (14). cono oonsecusncl&' -
oe pernltirfa una nayor acurulaaldn üe prenilBlrofoafatoa, -
que Ég cuantifican tanto en 1e fraccidn l,A co¡Eo en PP.

El efeoto estimularte del norcaptoetanol en la utilize- '-

oi<ín rle }fVA (flg l0), lndloa quo haJr errzLmas cn 1¿ ¡uta blo-'

sintéttca ale lsopreroldea en C. para¡llsii, g¡¡e roquicr€n dÜ

la prss€noia ile grupoa sA llbrco. Esto se apoye adonás en -
los efectos rlel DT§B en ls lbcorporacidn del lfYA, Jr¿ quc as

u,n reactfvo- bEsteate eepoclfico para oota clasc de grupo fun

cionaL.

I¡a 1?P-lsoneraa4, ile §¿ pa¡ailisllr, úo ea tnhfbtils por DEtrB

haeta 200 J¡l¡l, aunque €n aua€nola de su8trato ea laactlvada -
por DTNts 2OO¡U a J0o, con un t.r, naYor de J0 nfn (ffg 19).
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Estoa rosultadoe soflalan que para llevarge a cabo Ia roac- -
ción de lsonerlzacldn se requlere que la enzlua contenga -
grupo8 SH 1lbr66, que son protegldos por eI suatrato de1 e-

fecto ale este leactlvo. Resultados efnllares ban eialo obte-

nldoa con la enzina tl. S. IlgglgE (¡14), pero usaaalo PCMB.

E1 efocto ostlnulante de1 DIT sobre 1a actividad de la -
Cr r-prenilsintotasa (Flg 21), oa otro eJeDplo d,el reguerl- -
mj.eato de grupoa SH, nuy común en enzinaa de 1a vfa leopre-

noide (91). E1 sfecto retardador de nayorea conc€ntracionos

alel DTT sobre la prsnl lal.ntgtaaa, pueile atri.bufrae a 1a rs-
duccidn de puentes dlaulfuro, que ocaslonarfa un caobio con-

formacional que afectarfe 1a actividaal dc la enzina. El e-

fecto aaintótico dobido a concentraclonea ale DtI por sobre -
,O yü, ae lnterpretarfa oomo sl todog 1oo grupos SH llbres -
de Ia plotelna fueran reducidos con esta corcentracj,ón de -
DtT, que uantendrfa e1 estado de o¡idacldn tle dichoa grupos.

La Cl 5-prenllelnte taea es lrlactlvaila en ausoncla de sus-

tratog por DTN!, a concsntraclon€s entro 25 y lOO ,¡t¡Ii{ 
a Oo -

(Flg 26), con tor5 entre 6 Jr J? ntn. I,a curva de lnactiva-
cj-ón mueatra una pendlente únlca, do 10 que se puede inferir
que €n la reacclón eazj,nétf ca partlclparfa una sola claso ¿6

grupoa SH, para naateugr Ia oonfornación oás actiya do Ia en

zlEa o para intervenir dlrecta^Beute €n la catálisls. En rls
ta de ql¡c.1oo experinentos de laactlvaclón se reallzaron con

una Eis6a cantldad de enzina a varlas coacentracionea del -
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DTN.u, que e1 patrón clnétloo d€ ln&ctlvao1ón fuó nonofáslco

y a1 reoultado del recuadro de La flgura 26¡ eo puede aflr-
ner que Ia reaccidn de Dodificaclón de los grupos SH 

's 
do -

pseudoprloer ordon ooa r€sPecto aI DINB.

tra lnactlvaclón de Ia prenllsintetaaa con DtIt.B ea rcverti

da en un 9096 por Le Proseacla ale DII 1 Eü. BBta €8 uaa pruo

ba más do que 1os grupos SH 11bres lntcrvloncn de alguna for

na en la reacoión cle esta enzina.

La clnátlca de lnectlvación de 1a prenilalatatesa (Tabla

rI'), uuestra que a1 o¡lcula¡ la conatento d€ velocidad cono

sl fueso tle paeudoprltsor o tl6 segunalo ordet!,, eatg aunentaroa

a nedlda que se lucreneatd la concentracl<ín tIcI DINB. EI -
que 1a conetante de pseudoprlnar orden deponda de Ia concen-

tración del reactivo, olgnlflca gue e1 DtNts ade¡nág cgtá ln-

torvlnl€ndo en otraa r€acclonea con gruPoB q¡re no partlclpart

en 1a actlvitlatt de 1a snzLoa y que puedea porte¡ccor a otrae

protefnaa o conpuostos preaoatea en e1 extracto enzlnitlco.

e coneentracioncs lnferlorcg a

1O ¡t{, el DINB lncrenentd la actlvialad de }& C15-prenllslnte

Bsta hlpdteals 08 Bus tontada por 61 becbo que 1¿ oo¿gtante -

de segundo oldon resBecto a1

dlento ale la concentración de

clón aupue sta^aEnte de aegundo

uno.

Es lEportaute eeñalar que

Dr¡IB,

óste.

ortlen

tl€nde a un valor lndcPen

Br Gsto oaao Ia r€ac-

serfa ¡ealuente de ordea
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tasa. Resultados simllares se han reportado para rniosina pe

ro con PCMB (r7). Üna poglbl€ lnterpretacldn de este resul-
tado, podrla Ber qu€ €1 DT}{! roaccionard con alSunos SruPos

SH y coDo conaecuenola, expuslora otros qug es tuvleren blo-
queados.

Resuftados de laactlvacldn, slnllarea a Ios obtenidos con

C. paradtsil, ee han reportado para wI slstena de C. g!¡g-

lig pero con PCMB (5O). Con DTN-B este nisEo alsterBa presen-

tó un paLrdn do lnactlvacldn b1fáslco (22rro).

f,a C. .-prenlls into tasa del flavedo de C. paradisll present) -

ta un pH dptimo de 615 (Fig 2r) con lnflerlones a pH 5r0 y a

IrO. Aún cuando los rosultados de una curva de pH no §ron su

ficlentes para concLuír cuáles podrlan ser los residuos ale -
aminoácldos implicadoe €n la reacción enzimática, 1a fnfle-
xión a pH 8rO y eI requerimiento de grupos SH para Ia activi,
dad de 1a enzlna, coinciden en sugerir Ia probable partlcipa
ción de un r€siduo de Cistefna (pK" de 8r1r). Una hlpótesis

simllar fué propuesta para la enzlna de g¡ CEg!§.|§. (?0).

A1 lgual que los slstenas enzimátlcos extraldos d" &. E-
dleta (14), de .L. slnonglg (47) y de & !$g (21), e1 ob-

tenldo de C. paradisll, preeenta uaa actividad fosfatáslca -
que hldrolj.za una varleclad de Buatratos de diferente8 natura

lezae, tal cono PPi, p-Ni trofeni lfosfato, ATP, AMP, GPP, N?P

etc. (Tab1a XI). La6 propfedades generalee de la plrofosfa-
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tasa inorgánlca y de Ia preni.lfosfatasa son muy semgJantes a

las reportadas para el sfstema de C. sinensls (8r). No re-
quieren de metal para su actlvldad, aunqu€ en presencia de -
Mg2+ 1a pirofoefataaa es levenente lnhiblda y Ia GPPaea ea -
tenua¡nente afectada. EI F- actúa como un típico lnhlbiator -
tie Ia plrofosfatasa con r¡na IOr5 d" 27 ¡tll. La curya de pH -
para la GPPasa presentd un máxlmo a pH 5r0 y u.a s€gundo alre
dedor de pH 615, Estos resultados lndlcan que poslblemente

en el extracto estan presentes dos activldades prenilfosfatá
slcaa; una ác1da con pH éptino de 5,O y otra con au náxlmo a

pH 6¡5t quizás perteneciente, por su requerimiento de neta-
1es, a ta categorla do fosfatasae alcallrLas (42r92).

XL slsteBa enzlmátLco de glj4g paradi8li for¡a a partir
de MVA y en preaencia de Mnz* conpuestoe Z-C1O y E-C15. U-

sando cor¡o sustratos GPP + I?P en presencla de l,ln2 
+ se foroa

cono serla de esperar, g ElgX!, só1a^nente eI conpueoto B-

C,15. En camblo, a partlr de estos mismoa sustratos €n pr€-
sencla de ug2+, ee forman l-os productos E-Fpp y z-ppp en una

proporción E/z ¡e I (Fies 2ar5o,12). Este patrón de allstrt-
bución de productoe eegún su conformación E o Z, dift€re al€I

obt€nlalo con wr extracto de polvo cetónico tle flavealo de na-

ranla (29175), en eI que eI cociente É/Z ea de'l 2 en preser-

c1a de Mg2+.

¡os trabaJos reportados 60bre estudlo8 de prenilsinteta-
sas en otros sistemas ()8r 50r54r82,91 ,97), señalan que e1 -



99

producto de 1a reacción fué siempre de conforr¡acj.dn E sea ale

10, 15 o 20 at de C, y además sstos gistenas utilizan únlca-

mente sustratos ale confor¡oación E. Solanente e1 grupo de -
Helastein ha reportado Ia fornaclón de los 4 dlasteroiaómen

ros del FPP (BErEZr?,8,7.2), a partir tanto de l{P? como de GPP,

en un sletema enzimátÍco aisLado de .@.ry.g!]g, E!Ie!:!gg (1, -
117). Estos autores no ostudian eI efecto de1 netal en Ia -
estereoquÍmica de fa for¡¡acldn de Ioe productos; solamente -
utillzan Mg2+ cono cofactor.

tra dlferencla en la acumulación de productoo C.,O fornados

a partir de IIVA, se podrla explicar de 1a siguient€ manera:

Suponiendo que Ia o las prenils in te tasas forBaran cantidadee

coEparables d€ GPP y de NPP, cono este últtno no os sustrato

para el paso de CIO " C1 , oe acumularÍa (59) y serla drenaalo

só1o por 1as carboclclasas ('l'4r23r27r29r47) que en nuestras.

conatlclones de ensayo están muy poco actiyas. En canbio, el
cPP es sustrato de una o máe prenilsintetasae, que sabernos -
estan activas. En coneecuencla, la concentraclón de estado

estacionario deI GoH o de eus d.erlyado8 serla muy baja.

!a es tereoespeci fi cj.datl del producto fornado por Ia o 1as

preni.lsintetasag no es fija, sino que depende de la natu¡a1e

za de1 netaL blvalente. Oomo ya oe señaIó, en presencia de

l,rg2t, u" formaron a partlr d.eI GPP los productos ü y Z-C15,

con una razón E/Z de 1, en tanto que 
"or, 

,rr2* en tugar de1

M62* no se detectd 1a formacldn áe1 producto Z (flgs 28r1O),
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En canbio, en una pteparación enziuática parcialaente purifi
cada de flavedo ate C. sinensis eI coclent€ E/?, f!é de 4 €n -
presencia du ttg2* o Ma2+; "on co2* la tazór- increnentó a I y

a
en presencia de Nlz+ no hubo síntesls del prociucto Z.

Este fenóneno se puede interpretar en tdrninoe de Ia exls

t€ncia de 2 o máo prenl ls intetasas es tereoospecífi cas , que -
podrían diferir en su especificidad por el netal. Sln enbal
go, no puede ercluírse la existencia de una sola enzlna que

genere un oaroocatión cuya conformación sea definlda por 1a

naturaleza de1 meta1. un detereinado metal (N12* 
"o la enzi

ma de nanan ia (15) o M.r2 
* en 1a de ponelo) perml tirla aola-

n€nte la confornacldn que l1eya a 1os productoe E¡ mientras

que otros metales serfan menos efoctivos para eetabll.lzar Ia
geonetría del carbocatión y llevarfan a Ia fornación tanto -
de producto E cono 7,.

E1 conjunto de estos datos indica que 1a es tereoeafaclfl -
cidaal ate las prenilelntetasa8 en CÍtrus r€specto aI producto

no es sóLo u¡ra caract€rfstica intrfnseca de la enzl.ma, sino
que depeadería de la estructura de1 conplejo Betal-suatrato
(o qulzás de1 netal-producto).

I,ae enzlnas que sintetizan ieoprenoldes en un extracto de

flavedo d€ Citrus paradisli son, a rasgo8 generaleo, nuy se-

mejantes a 1as enzimaa análogas descritas en otroa teJiatog

vegotales o en tejidos anÍmaIeg. Sin embaxgo, hay algunag
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diferenclas que pueden Justificar un es tudio más completo.

la lP?-isonerasa do C. paradisii atlfiere de La descrltas

hasta ahora en su lndependencia cle netal bivalente y 6n Bu -
lns onsl bl ll.alad a roactiyos modlflcadores de grrrpoa SH¡ si -
bien ea iaactivada por D1NB en augencla cle gustrato.

tras ploni ls inte tasas de C. paradisll fornan eayor cantl-
dail de productos Z que las de otras especie8 de Cltrus, y Bu

€s t€reo€s psctfl cldad do producto dep€ndo en distÍnta forna -
de la naturaleza del netal bivalente.

Iodas 6stas illferenclag, aparte de su interás conparatlvo,
puealen conduclrnoe a obtener de este fruto ua neJor naterlal
de partida para el estudio de la estereoquínica de1 alarg¡-
miento de Ia cadena l8oprenoid€.
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