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RESUMEN

Un extracto acuoso crudo de flavedo de Citrus paradisii -

incorpora 25%% de la radiactividad proveniente del (3R) MVA,
para formar isoprenoides de 5, 10 y 15 at de C, en presencia
de ATP. La incorporacidn mas eficiente se obtiene en presen

cia de Mnd+ 1 mM y ATP 2 mM; Mg£+ N Coz+ son menos efectivos.

El fluoruro 50 mM inhibe la fotmacidn de prenilfosfatos y

a las fosfatasas en presencia de Mga+. Con Mn2+

presenta e-
fecto inhibitorio uUnicamente sobre las fosfatasas y se esti-

mula la formacidn de los prenilfosfatos.

£l DTNB 5.FM inhibe al sistema en un 50%. LK1 PCMB tiene

una 10’5 del orden de 404FM'

El sistema forma los mismos intermediarios fosforilados -

que sSe han identilicado en Pinus radiata: Fosfo y Pirofosfo

mevalonato (PMVA y PPMVA) e Isopentenil pirofosfato (IPP). -

2+

n opresencla de Mn y a partir de MVA produce los compues-

tos E (GPP), Z-

<0 (NPP) y E-C,5 (E-FPP).

“10
La isopentenil pirofosfato isomerasa (IPP-isomerasa) de =
L. paradisii no requiere metal bivalente para su actividad.
sUTA 1 mM estimula en un 15% su actividad y a concentracio-
nes mayores a 2 mM actda como inhibidor, La enzima requiere
e la presencia de grupos SH, no es inhibida por DTNB hasta

" . e , : : . il
AﬂJ}“U pero es 1inactiivada a ‘30" por zOO‘PM DINB en ausencia
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de sustrato, con un to 5 mayor a 1% wmin.
»

La Cyg-prenilsintetasa de C., paradisii forma en presencia
de M32+ los productos E~FPP y Z-FPP, en una proporcidn de 3
a 1; mientras gque con Mn2+ solamente sintetiza el E~-FPP, No
utiliza NPP como sustrato, pero en la incorporacién de MVA -

este compuesto se acumula,

Requiere de Mg* 6 mM para su mixima actividad; el Ma°* -

¢s menos efectivo, y requiere de la presencia de grupos SH
para su actividad. E1 DINB tiene una I de 32 pM. Entre
0,5
25 y 100 AM inactiva la enzima reversiblemente en ausencia -
de sustratos a 0° con to 5 entre 37 y 6 min., La reaccidn de
?
modificacidn de los grupos SH libres de la enzima sigue un -
patrdn cinético monofdsico y de pseudoprimer orden con res-

pecto al DTNB.

El extracto acuoso del flavedo de (., paradisii tiene una
aotividad fosfatdsica, que hidroliza PPi, ATP, AMP, p-nitro-
fenil fosfato y GPP. ILas enzimas no requieren metal bivalen
te para su completa actividad., Son inhibidas por F~ y muy -

poco por reactivos de grupos SH,.

De acuerdo a los resultados de inactivacidn con DTNB y =
del perfil de pH de la 015-prenilsintetasa se infiere la po-
sible participacidn de un residuo de Cisteina en la reaccidn

M & s
enzimatica.,
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La prenilsintetasa presenta dos actividades cuya estereo-
especificidad por el producto depende de la naturaleza del -

metal usado como cofactor.

De todos los resultados anteriores se concluye gue la bio
sintesis de isoprenoides, a partir de MVA por enzimas del -
flavedo de C., paradisii, sigue el mismo patrén observado en

otros sistemas vegetales,
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SUMMARY

A cell rree extract from Citrus paradisii flavedo incorpo

rates 25% of the radiactivity from (3R)[2-'*cIMva into Cg, -

Cqp and 015 isoprenoids, in presence of ATP., The optimal in
corporation is obtained with 1 mM 'Mn2+ and 2 mM ATP; Mg2+ or
co“* can replace Mn°*,

50 mM Fluoride inhibits the prenylphosphates formation -
and phosphatase activities in presence of Mgd+. With Mn2+ -
the inhioitory effect is shown only on the phosphatases ==

since prenylphosphate formation is stimulated.

The system is inhibited about 50% by BJPM DTNB. IO 5 for
t

PUMB was about 40)Mﬂ.

The system forms the same phosphorilated intermediates -

tnat have been identified in Pinus radiata; PMVA, PPMVA and

IPP. The compounds E-C,, (GPP), Z2=Cyp (NPP) and E—C15 (E-

#PP) are produced, in presence of Mn2+, from MVA,

IPP-isomerase activity from C. paradisii does not require
pivalent metal., It is stimulated apout 15% by 1 mM EDTA and
higher concentrations that 2 mM EDTA is inhibited. The en-
zyme requires the presence of SH groups, it is not inhibited
"~ by concentration until 200‘pm DTNB but, in absence of subs-
trate, is inactivated at 30° by 200 pi DINB, with t, g lon-

zer than 15 min,
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015-prcnylsyntnetase from C., paradisii forms E=-FPP and 2-
FPP in a ratio of 3 to 1, in presence of Mgz+ but with Mn2+
syntnetizes only E-FPP, NPP is not substrate of the enzyme,

put it is accumulated wnen mMVvA was tne substrate,

'he system requires 6 mpm Mg2+ ana sh groups for optimal -

2+

activity. wWith mMn nas about 50% of tne activity of Mgz+,

I0 i for DTNB is 32 e In absence of substrates tne enzyme
" :

is inactivated at O0 py 29 to 100 PM DITNB with t of %{ to

0,5

© min, The reaction of SH groups modification shows a kine=-

tic monophasic pattern. The reaction was pseuaofirst order

in relation to LTNB.

An agueous extract from (. paradisiil flavedo presents a -
phosphatase activity tnat splaits PPi, ATP, AMP, p-Nitropne-
nylphospnate and GPP., The enzymes do not require opivalent =
metals for full activity. They are innioited oy fluoride --

and very weakly by SH groups reagents,

015-prenylsyntnetase probaple requires tne presence ol a
Cysteine residue for enzymatic reaction, This hipothesis =--
was deduced from the inactivation experiments witn DINB and

of tne pH profile.

015-prenylsyntnetase shows two activities witn stereospe-

cificity for tne syntnesis of E and % products dependent of

tne nature of bivalent metal.
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We conclude tnat isoprenoid biosyntnesis from MVA by ea-
symes from (., paradisii flavedo shows tne same pattern that

has been observea in otners plant systems.
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INTRODUCCION

En la naturaleza y en especial en los tejidos vegetales,
existe una gran variedad de compuestos organicos de muy di-
versa estructura, sobre cuya funcidn y biosintesis se conoce
relativamente poco, y que por ello se han designado con el =-
término genérico de "Productos secundarios" (48,93), Dentro
de esta gran clase podemos mencionar a los alcaloides, anto-
cianinas, flavonoides, isoprenoides, taninos, polifenoles, =

ubiquinonams, etc.

El estudio de los productos extraidos de fuentes natura-
les se remonta a la antigliedad, donde los alquimistaes tratan
do de encontrar la "Quinta escencia", extrajeron fracciones
voldtiles de diversos tejidos vegetales, por destilacidn con
arrastire Qe vapor de agua, y a los cuales denominaron "Acei-

tes escenciales",

En 1887, Otto Wallach, ayudante de Kekulé, establecid que
los distintos productos que componian los aceites esenciales,
tenfan algunas caracteristicas en comin, Todos ellos pose=
fan la misma férmula global C,,H,. (hoy llamados monoterpe=-
nos), y sus estructuras se podian derivar de un origen comﬁn.‘
el Isopreno de férmula 05“8' conocido en aguel entonces como
producto de pirdlisis del caucho, Recientemente se ha demos
trado que es producido por hojas de plantas del género Quer-

cus y otras (90).



Ademds de los aceites esenciales, existen también en los
tejidos vegetales, compuestos que se obtienen en fracciones
de puntos de ebullicidn mds alto o por diferentes técmicas -
de extraccidn, como los que hoy llamamos sesquiterpenos, fi-

tohormonas, carotenos, giberelinas, etc,

El estudio de la determinacidén de las estructuras de to-
dos los compuestos extrafdos de tejidos vegetales, culmind
en 1953 con la aparicidn de la "ﬁegla del Isopreno"” enuncia=
da por Ruzicka (96). Esta regla establecia que numerosos =
productos naturales como los monoterpenos, esteroides, cau-

cho y otros derivaban de una molécula simple, el Isopreno.

Con el descubrimiento del Acido Mevaldnico en 1956 por -
Folkers y Wright (120), se inicid una nueva etapa en la qui-
mica de los Terpenoides. En el mismo afio Tavornina y sus CQ
laboradores (109) encontraron que el MVA era un excelente -
precursor del colesterol, Mds tarde también demostraron que
este mismo compuesto era utilizado en la biosintesis de una
gran variedad de isoprenoides, por lo que llegaron a poatu-
lar que la incorporacidn de MVA en un determinado compuesto,
era criterio suficiente para afirmar que dicho producto era
un terpenoide (45). Recientemente Popjak (39) ha encontrado

exeepciones a este criterio,

A pesar de todo, la regla del isopreno de Ruzicka no en=-

contrd apoyo experimental directo en sistemas bioldgicos, =
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hasta el descubrimiento en 1958 del Isopentenil pirofosfato
(IPP)(71). Bste es el primer compuesto de la ruta biosinté-
tica de isoprenoides en el que la estructura isoprénica se -
reconoce directamente y desde donde se originan los monoter=-
pencoe hasta los peliprenoides, a travées de diferentes reac-
ciones catalizadas enzimdaticamente, Debido a que el‘IPP es
el precursor de los isoprenoides en sistemas bioldgicos se -

le ha llamado el "Isopreno bioldgicamente activo® (24).

Alrededor de 2000 especies de plantas superiores producen
aceites esenciales, Los componentes de esatos son principal=- -
mente hiérocarburos, alcoholes, aldehidos, esteres, éteres y
cetonas de estructura arométicafmalifética o carbociclica, =
Una fraccidn importante de estos compuestos tiene estructura
isoprénica de 10 y 15 at de C (mono y sesquiterpenos). En -
general, estos compuestos son sintetizados en tejidos espe=-
cializadés de hojas, tallos, frutos o pétales de flores, co-
nocidos con el nombre de glandulas de aceite o como tubos re

sinfferos (67,68).

Entre las plantas que producen aceites esenciales, pueden

destacarse las de los géneros Pinus y Abies, cuyo aceite re-

cibe el nombre de "Esencia de trementina", los de Mentha, Ci

trus, Eucaliptus, Rosa, Salvia, etc. Estos aceites son uti-

lizados en cosmética, perfumeria, reposteria, pintura, farma
cia e industria en general. Debido a la limitacidn de la -

- P
industria petrogquimica, estos recursos renovables cobrarian
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una destacada importancia econdmica,

Desde el punto de vista ecologico, se piensa que los ter-
penoides de los aceites esenciales cumplen una funcidn insec
ticida, herbicida, etc. (9,48). No obstante hay datos para
pensar también que algunos de ellos recambian activamente y

podrian constituir una reserva de carbono (68).

La estructura isoprenoide de muchos componentes de los a=-
ceites esenciales indicaba que podian ser biosintetizados =
_por la via del MVA, pero sdélo en 1958 Stanley (106) estable-
cié que dicho precursor se incorporaba en un 0,05% al ol-pi-

neno en agujas (hojas) de Pinus nigra. Hasta 1966 todos los

experimentos realizados para estudiar biosintesis de terpe=-
noides fueron hechos en plantas u drganos enteros (9)., En -
todos estos casos la incorporacion de MVA a hidrocarburos -
terpénicos (9) parecia tener el limite de 0,05%. Esta baja
utilizacidn se atribuyd a problemas de compartimentalizacidn
Yy a barreras de permeabilidad (9}68,69). Por estas razones
resultaba casi imposible un estudio del mecanismo quimico de

la biosintesis de los hidrocarburos terpénicos.

En este laporatorio se ha tratado desde 1964 de evitar -
por dos caminos los problemas de compartimentalizacidn y per
meabilidad: a) Obtencidn de sistemas enzimaticos libres de

células, o de enzimas aisladas que permitan estudiar las re-

acclones sin el problema de las barreras de la permeabilidad;
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y b) Sintesis quimica de¢ precursores marcados isotopicamente,
que permita analizar la formacion de los productos finales -
de esta via metabdlica, en sistemas con menos etapas enzima-

ficas que a partir de MVA.

En 1966, Valenzuela et al (114) demuestiran que un extrac-

to libre de células, obtenido de plédntulas de Pinus radiata,.

forma a partir de [2-14C]MVA tres de los intermediarios cono
cidos como parte de la via isoprenoide: Acido fostmevaléni
¢co, Acido pirofosfomevaldnico e Isopentenil pirofosfato, com
puesto que habia sido descrito por Lynen (71) y denominado -
"ITsopreno Activo", Actualmente se sabe que todos los terpe-

noides se forman a partir de este compuesto (68),

La biosintesis de IPP se demostrd a partir de MVA en leva
dura (94), bacterias (81), plantas superiores (5,14) y mami-
feros (119). ELl proceso ocurre a través de tres reacciones
que usan -ATP; las dos primeras generan secuencialmente el =
grupa pirofosfato y en la ultima el carboxilo y el OH del =~
AVA se eliminan concertadamente, para generar el metileno -

terminal del IPP.

Las enzimas que catalizan estas reacciones son la guinasa
mevaldnica, la quinasa fosfomevaldnica y la descarboxilasa -
pirofosfomevaldnica., Kstas han sido estudiadas en higado (

15,51,64,68), levadura (17,5%,110,111), Cucurbita pepo (66),

pinus (99,107,114), suero de Hevea brasiliensis (101,102,118)

L
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y Citrus (88).

Posteriormente en 1969, Beytia et al (14) demuestran en -

o, padiata la formacidn de Dimetilalil pirofosfato (DMAPP),

Geranil pirofosfato (GPP) y de un intermediario hasta enton-
ces no descrito el Neril pirofosfato (NPP), isdmero Z# del -
3PP, Con esto gqueda establecido gue también en este organis

mo la via biosintética es la gque se describe en el esquema 1.

5l paso de IPP a hidrocarburos monoterpénicos es cataliza
do por tres enzimas o grupos de enzimas: La IPP-isomerasa,

la o las prenilsintetasas y la o las carbociclasas.

14 IPP-isomerasa transforma el IPP en su isdmero alflico
el DMAPP y ha sido estudiada en higado (11,55,100), levadura
(2), zapallo (77), Pinus (40) y Citrus (40,44). El mecanis-
no de la reaccidn enzimdtica consiste en la adicidn de un =
protdn ai aoble enlace metilénico, con lo cual se forma un -
carpocatidn, que se estabiliza por la pérdida del protdén pro

K del ¢ Este mecanismo ha sido estudiado en enzimas de hi

2.
sado (55,100), de levadura (2), de Pinus y Citrus (60) y se

-/ -

4 Los isdmeros Z(cis) y E(trans) se refieren a "diasteroi=-
somerosh(a) que difieren en nconformacidn", de acuerdo a las
especificaciones de la IUPAC (b).
a) Mislow, K.
Introduction to stereochemistry, page. 51, W.A. Benjamin,
New York, 14966,
o, IUPAC
J. Org. Chem., 35, 2849 (1970),
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ESQUEMA 1. Ruta biosintética desde MVA hasta mono Y sesqui-
terpenoides
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ha establecido que la estereoguimica es siempre la misma, =
lLas IPP-isomerasas descritas son muy sensibles a reactivos -

electrofilicos y de grupos SH (2,55,56,60,100).

La o las prenilsintetasas son las enzimas gue alargan la
cadena isoprénica, a partir del IPP y de un intermediario a=-
1flico de 5, 10, 15 o mds at de C. Quimicamente, estas reag
ciones de polimerizacién pueden considerarse como el produc-
to del atague nucleotrflico del metileno del IPP sobre el C,
del carbocatidn alilico generado por pérdida del grupo piro-
fosfato desde un intermediario como DMAPP, GPP u otro. El -
resultado de la reaccidn es la formacidn de un nuevo pirofos
fato alflico que contiene una unidad isoprénica mds y un nue
vo doble enlace. Dependiendo de la especie o tejido, el nu-
mero de condensaciones paralelas puede ser una 0 dos como en
la biosintesis de GPP o FPP (72), puede ser de 10 a 20 como
en la sintesis de poliprenoles (52), o llegar a varios miles
como en la formacidn del caucho o la gutapercha (7). Muchos
estudios con prenilsintetasas de diversas fuentes han lleva-
do a obtener una FPP-sintetasa como una proteina homogénea a
partir de higado de cerdo (121), de higado de ave (91) y de
levadura (38). Otras prenilsintetasas han sido parcialmente

purificadas de Ricinus comunis (50) y de C. pepo (77). Es=-

. . . = Fd s 4 ” .
tas Ultimas catalizan la sintesis de GPP y FPP. Ademas algu
nas prenilsintetasas incluyen una actividad GGPP-sintetasa -

como la purificada de Micrococcus lysodeikiicus (e2) y la de
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tectada en semillas de C. pepo (79) y de R. comunis {(95), =
e ha descrito también una undecaprenil pirofosfato sinteta-

sa parcialmente purificada de Lactobacillus plantarum (63) y

prenilpirofosfato-sintetasa de M, lysodeikti-

’U4U

cus (5). Estas Ultimas enzimas catalizan la sintesis de pre
nilpirofosfatos de 55 y de %5 a 40 at de C respectivamente,
usando como sustratos IPP y FPP. Ya que las prenilsinteta-
sas son las enzimas que definen el tamarno.y la geometria de
los prenilpirofosfatos, se puede prever gque deben existir mu
chos tipos de enzimas que presentaran especificidad respecto
& dos variables; estas son el largo de cadena del sustrato -
aiflico y por ende del producto, y la conformacidn en torno
a cada doble enlace generado. Bajo clertas condiciones, la
FPP-sintetasa de nigado de pollo puede catalizar la forma- -
cidn de GGPP a partir de IPP y FPP (91), pero la velocidad -
de esta reaccion es demasiado baja para ser considerada de =
importancia fisioldgica. ©Por otro lado, una preparacidn bag

tante pura de GGPP-sintetasa de }M. lysodeikticus cataliza la

formacidn de GPP, FPP y GGPP (68), y una preparacidn de la -
misma enzima obtenida de C. pepo exhibe también las tres ac=

tividades (79). Por lo tanto, la porcidn del sitio activo -

‘lque acomoda la cadena alquilica del sustrato alilico debe -

ser relativamente poco especifica, Esta suposicidn ha sido
demostrada experimentalmente, ya que la FPP-sintetasa es ca-

az de condensar una serie de nomdlogos de GPP modificados -

k;

en la regidn del doole enlace Cg-Cq (76,79,86)., La unidn -
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del IPP a su sitio tiene reguerimientos estructurales mucho
mas estrictos (80). La dnica modificacidn gue se puede in-
troducir es el reemplazo del metilo por un grupo etilo (78).
Con excepcidn de los poliprenocles, los intermediarios prenil
pirofosfatos tienen, en animales, estructura E en torno a =-
los dobles enlaces. En tejidos vegetales, en cambio, gue po
seen un metabolismo isoprénico mas diversificado, se ha en-
contrado NPP, el isdémero Z del GPP (14), y se conocen muchos

oroductos con dobles enlaces de conformacidn Z, como el Aci-

do abscisico (28), ciertos poliprenoles (52) y el caucho (7).

5in embargo, todas prenilsintetasas descritas, generan pro-
auctos E y usan sustratos E. La excepcidn es una enzima de
algoddn que participa en la biosintesis de gosipol, ésta usi
liza NPP como sustrato alilico (?), y sintetiza el E-FPP, -~
rdemds se ha descrito un sistema enzimdtico de Pinus (14) ==

que genera el NPP, y otro de Citrus sinensis (3%4) que aunque

utiliza sdlamente sustratos de conformacidn E, genera produg
tos de conformacidn ¥ y 4, tales como el GPP, NPP, Z-FPP y -
el p=-FPP, La geometria del doble enlace 02—03 es definida =
durante la reaccidn: después de la adicidn del metileno del
IPP al C, del sustrato alilico, se produce un carbocatidn -
terciario gue se transforma en el producto, por la elimina-
cidn de uno de los protones del Cr (31). Popjak (6) y Hem=
ming (49) postularon que de la eliminacidén del protdn 2 pro-
¢ del IPP se obtendrian productos de conformacion %, y al e-

liminarse €l protdn 2 pro-R del IPP, se obtendrian productos

e
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de conformacidn h. sstas conclusiones fueron extraidas bae
sandose solamente en datos obtenidos sobre la estereoquimica
de la biosintesis de FPP, escualeno, caucho, betulaprenol y
‘dolicol. Los experimentos realizados en nuesctro laboratorio

con enzimas de Pinus y Citrus (14,21,59,60), demostraron que

tanto la biosintesis de compuestos E como Z esta siempre asao
ciada con la eliminacidn del protdén 2 pro-R del IPP, resulta
dos obtenidos también por Banthorpe en otras especies (10),
Estos ultimos resultados apuntan hacia la existencia de pre-
nilsintetasas estereoespecificas, las que eliminando el mis-
o protdn (2 pro-R del IPP) originan compuestos de conforma-

cidn opuesta.,

Los hidrocarburos ciclicos se formarian por la accidn de
enzimas denominadas colectivamente carbociclasas (23). Es-
tas catalizarian la adicidn intramolecular del doble enlace
Cg=Cq al C, de un carbocatidn alilico. El carvocation cicli
co se esfabilizarfa por nuevas adiciones de dobles enlaces,
reordenamientos y finalmente eliminacidn regioselectiva del

protdn (23%,29).

Puede decirse que las tres enzimas mencionadas tienen un
mecanismo comun (29): Adicidn de un electrdfilo a un doble
enlace, con formacidn de un carbocatidn y estabilizacidn de
€ste por eliminacidn regio o estereoselectiva de un protdn,
tal como se muestra en el esquema 2. Bl electrdfilo puede -

rd ,' g L0 F 3 {
ser un protdén (IPP-isomerasa), un carbocation alilico deriva ¥

O B
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- d . . - .
do de otra molécula (Prenilsintetasa) o un carbono catidnico

de la misma molécula (Carbociclasa).

Por influencia de los hechos establecidos para la biosin-
tesis de colesterol, se pensé durante mucho tiempo que los -
monoterpenos ciclicos se formaban a partir del GPP (18,93).
En 1966, este grupo propuso que el precursor inmediato de di
chos terpenos fuese el NPP (14,114), basdndose en la inspec-
cidn de modelos moleculares. Mas adelanfe esta hipotesis ha
116 apoyo en experimentos de solvdlisis no enzimdtica (115)
y en el haper demostrado que un sistema enzimdtico de P, ra-

o

diata formaba NPP a partir de [2= 4C]MVA (14).

La conformacidén E del doble enlace C,~Cy del GPP no permi
te que se produzca la ciclacidn por ataque del doble enlace
C6~C7 al 01, & menos que se pudiera producir una rotacion en
torno al enlace C,~Cy. Lsta hipdtesis se comprobd por la in
corporacidn de [2-14G]NPP a oy f3-pineno por un extracto de
plantulas de P, radiata (27)., El porcentaje de radiactivi-
dad incorporado a hidrocarouros fué diez veces superior a la
tasa habitual obtenido a partir de MVA., En cambio, no hubo
incorporacidn apreciable de radiactividad a partir de GPP, -
Cuando se exploraron estas actividades en flavedo de Citrus

sinensis (47) y de Citrus limonuam (2%), se encontrd que NPP

_y GPP fueron igualmente efectivos como precursores de hidro-

carburas monoterpénicos ciclicos,

e s
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Cabe preguntarse si la o las prenilsintetasas forman es=-
tos dos isdmeros por sintesis estereoespecifica a partir de
DMAPP + IPP o bien por una isomerizacidn E-Z que transforme
GPP en NPP, Esta Ultima alternativa no parecia probable en
Pinus, ya que sélo este ultimo era precursor de hidrocarbu-
ros cfelicos. Ademds, en numerosos experimentos (23,27,47)
se ha demostrado gue ni en Pinus ni en Citrus ocurre dicha -

isomerizacidn. Recientemente Banthorpe (12) ha reportado un

Lo

resultado similar en otras especile

El objetivo principal de las investigacicnes de este labo
ratorio es llegar a conocer los mecanismos de las reacciones
de prenilsintetasas y de carpociclasas., Para ello es indis-
pensable contar con preparados eﬁziméticos mas © menos puri-
ficados, ya que son muchas las re&cciones gue pueden drenar
suscratos o productos. Para elaborar un procedimiento que =
permita obtener cantidades adecuadas de snzlmas, €S necesa-
rio dispéner de un material biocldgico que sea abundante, de
f4dcil obtencidn, relativamente estable y del cual se seépa =

que lleva a cabo las reacclones gue lnteresa estudiar,

Los experimentos de biosintesis de hicrocarburos terpéni-
cos a partir de intermediarios radiactivos se iniclaron con
extractos de plédntulas de P, radiata., El material de 2inus,
.i pien daba resultados muy reproducibles, era muy e€Scaso. =
cada pldntula de Pinus pesa unos 100 mg y habria sido necesa

rio contar con varias decenas de miles de plantulas para una

R S T T

e
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purificacidn enzimatica., Por esta razdén se pensd estudiar -
la biosintesis de isoprenoides en flavedo de Citrus. Estos

suministran 10 o mds gramos de tejido fresco por fruto, y la
composicion gquimica de sus aceitqs esenciales es bastante co

nocida (8).

El estudio se inicid en C, sinensis y en C. limonum, ' Ex-
tractos crudos de flavedo de estos frutoslformaban los hidro
carburos ciclicos o(-pinenc, MB-pineno y limoneno (23,47), -
tanto a partir de GPP como de NPP, contrariamente a 1o des=-
crito en Pinus, en el gue sdlo este ultimo es sustrato de =-
las carbociclasas. Como se demostrd también que en estos -
sistemas nc hay interconversion entre estos dos pirofosfatos
(23,47) se propuso una hipdtesis que explica la rotacidn en
torno al enlace 02_03’ por deslocalizacidn de la carga de un

carbocatidn alilico ligado a la enzima (23,116). Esquema 3,

Al estudiar extractos o preparaciones parcialmente purifi
cadas de C. sinensis (47), se observé que formaban predomi=-
nantemente pirofosfatos alilicos de 15 at de C de conforma-
cion E o Z en el doble enlace CQ~C3, predominandc los prime-
ros en una proporcidn de 12:1, Se formaron sdélo cantidades
muy pegqguenas de compuestos de 10 at de U; Al igual que en =~
otras preparaciones, se demostrd la ausencia de isomeriza- -
cidn E-7 de estos sesquiterpenoides, Con esto se demuestra
que la sintesis de amobos diasteroisdmeros €s un proceso este

reoselectivo, gue puede ser catalizado por una o dos prenil-



ESQUEMA 3. Posible mecanismo de formacion de monoterpenosen Citrus
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sintetasas. La inactivacidn selectiva y la disociacidn par-
clal de las dos actividades durante el proceso de purifica=-
cidn de estas enzimas, sugiere que se trata de dos prenilsin
tetasas. Hasta ahora ha sido posiple obtener una prepara- -
cidn enzimatica que sintetiza sdlo E-FPP, pues pareceria que
la actividad Z-FPP es mds ldavil y no se ha podido aislar de

Llavedo de ©, sinensis.

kstudios preliminares de incorporacidn de [2-14C]MVA en -
pl'enoles de distinto largo de cadena, demostlraron gue extrac

tos de Ilavedo de (Citrus paradisji (Pomelo) incorporaban has -

ta un 25% de la radiactividad, comparadas con preparaciones

andlogas de otros Citrus, que incorporaban s0lo un 15%.

En consecuencia, se pensd explorar las caracteristicas de
las enzimas de C. paradisii., Kl objetivo fué buscar un mate
rial que  por una parte pudiera generar, en estado estaciona-
rio, una.cantidad mayor de GPP y NPP que las preparaciones -
de C. sinensis, y por otra parte, obtener prénilsintetasas -
sue formaran una myor cantidad de productos de conformacidn
Z. Se eliglid esta especie por la facilidad de obtenerla de
fuentes comerciales y porque se obtiene de un sdélo fruto una
cantidad mayor de 1lavedo tres veces mayor que de una naran=-
ja. Ademds se observd que el fruto se puede conservar a 40

sin deterioro, por mas tiempo que otros Citrus.

Id - = . " . &
La exploracidn de los sistemas enzimaticos se dividio en
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transiormacion de MVA en otros interme-
via isoprenoide

IPP-isomerasa

C15~prcnilsintetasa

0 las actividades fosfatasicas,
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1. MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS QUIMICOS

Todos los reactivos utilizados fueron de grado ana-

1ftico y se obtuvieron de las firmas comerciales men-

cionadas en cada caso.

Aldrich Chemical Company Inc., Milwaukee Wis, USA:
Ciclohexilamina, E y Z Farnesol, Geraniol, Iscpente-

nol, Triclorcacetonitrilo, Trietilamina.

Amershan/Searle Co., Illinois, USA: [1-'*c]IPP, de =

radiactividad especifica 57 Ci/mol,
Coleman Bell: 00012

Merck A.G., Darmstadt, Alemania: Acetato de sodio,

Acetonitrilo, Acetona, Acido formico, AgNOsz, Amonfa-
éo, n-Butanol, CaCl,, Eter de petrdleo (400-600), E-
ter etilico, PeCly, Glicina, HCl, I,, KF, KH,PO,» K
HPO,, LiCl, MgCl,, MnCl,, Molibdato de amonio, NH, -

hCO3, (NH4)2504, pirofosfato de Sodio, n-Propanol, &
s{lica gal G, Silica geI“GF254, silica gel H, SnCl,.

New England Nuclear, Boston, Mass., USA:
(RS)[2~14C]MVA, de radiactividad especi{fica 27,3 -

Ci/mol.



Pfaltz and Bauer, Inc.: Nerol

Sigma Chemical Co., St, Louis, Missouri, USA: Acido
succfnico, AMP, ATP, DEAE Sephadex A-25, DINB, DTT,
EDTA, Fosfatasa alcalina de E. coli, Fosfatasa alca-
lina de intestino de ternero, 2-Mercaptoetanol, p-Ni
trofenilfosfato, PCMB, POPOP, PPO, Sephadex G-25, =

TES, Tris, Tritdn X-100,
Varian Aerograpk, wWalnut Creek, California, USA: EGA

Apirasa: Preparada segun el método descrito en la - -

referencia 113,

[1-3H]GPP: Donado gentilmente por la Dra,. Luz Maria
Pérez R. (83)

IPP: Gentilmente donadoe por Gustavo Loyola G. (70).

[2-14c] pMvA y [2-'%C] PPMVA: Gentilmente donados por
el Dr. Emilio Cardemil (13).
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PREPARACION DEL GPP

sintesis

El sustrato GPP se sintetizd por pirofosforila-
cidén del geraniol con fosfato de bis-trietilamonio -
en presencia de CCl;CN, de acuerdo al método descri-
to por Cramer y BShm modificado (33,54,85,87). To=
dés los reactivos usados en la sintesis fueron pre=-
viamente destilados a presidn normal., Los reactivos
oxigenados fueron ademds calentados a reflujo con =

Sn012 durante 1 h (103).

El geraniol utilizado fué destilado en una colum=-
na anular de banda rotatoria y posteriormente analie-
zado por cromatografia gaseosa (57) y por espectros=-
copfa infrarroja y de resonancia magnética nuclear,
Los productos de la reaccidn de fosforilacidn fueron
separados por cristalizacidn fraccionada (41) y por
cromatografia de intercambio anidnico en DEAE Sepha-

dex A-25 (116),

Purificacidn

La reaccidn de fosforilacidn se detuvo agregando
50 ml de agua amoniacal (NH3 al 0,5%), luego los al=

coholes que no reaccionaron y otros subproductos se



extrajeron con tres porciones de 80 ml c/u de éter -
et{lico. La fase etérea se lavd con 20 ml de agua -
amoniacal., La fraccidn acuosa total (70 ml) se con=-
centrd en evaporador rotatorio a 40° hasta un volu-

men de 20 ml manteniendq#el pH alcalino con NH40H. -
Para tratar de separar Gé de GPP (33) se adicionaron
5 ml de LiCl 10 M y se dejd reposar durante 24 h a =
4°, El precipitado obtenido se separd por centrifu-
gacidn a 10.000xg durante 10 min, luego se le lavd -
con tres porciones de 8 ml c¢/u de acetona a -200. -

oentrifugando a -1° dvspués de cada lavedo, KFinale

mente se lavd de la misma manera con tres porciones

de 8 mbl c/u de dter etilico a -20° y se evapord el -
éter a temperatura ambiente. El precipitado se redi
801vid en NH,HCO3 50 mM pH 7,0 y g6 le adicioparon 2
ml de ciclohexilamina seguidos de 30 ml de acetona -
(26) y se dejd reposar 24 n a 4°, El precipitado -

que debia contener GP (33) se separd por centrifuga=
cidn a 10,000xg durante 15 min, y se le lavd siguien
do el procedimiento descritoc anteriormente, Este =

precipitado se guardd a 4°, Al sobrenadante se le a
gregd LiCl 10 M hasta tener precipitacidn completa y
se dejd reposar 24 n a 4°, EL precipitado que debfa
contener el GPP (33) se separd por el proceso ya des

crito y se guardd a 4°.
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Los analisis por TLC de los dos precipitados, mos
traron que la separacidn del GP de GPP no fué comple
ta, pues ambos contenfanlcompueatos mono y pirofosfg
rilados. Para lograr una‘mejor separacidon se disol-
vieron en agua amoniacal hasta ootener ﬁna conducti=
vidad de 1,2 mMHO., La muestra fué aplicada en una -
columna de vidrio de 2,2x67 cm, rellena con DEAE Se-
phadex A-25 previamente equilibrada con amortiguador
de trietilamina bicarvonato 50 mM pH 7,5 (103,116).
Una vez adsorbida la muestra se lavd la columna con
5 Ve del mismo amortiguador. Finalmenté ge eluyd =
con 5 Ve y con una gradiente 1{neal entre 50 ﬁM y -

610 mM de trietilamina bicaroonato pH 7,5

1.2.3., Andligis de las fracciones de sustratos

En la figura 1 se presenta el perfil de elucidn -
de 1os sustratos, con trietilamina bicarponato. El
elufdo de la columna se analizd midiendo la cantidad

aparente de fdsforo inorganico ("P diracto“)#(43) y

- f -

¥ Los esteres fosfdricos de alconoles alflicos o terciarios
son bastante acido-ldbiles. En consecuencia, con el reacti-
vo de Fiske y Subua Row (43) que contiene H,S0, 1N, Be rompe
el enlace C~0 y se libera un alconol terciafio’y orto o piro
fosfato inorgdnico. Por esto los fosfomonoesteres dan, como
la N-fosforilcreatina (19) o el acetilfosfato una reacecion -
positiva de ortofosfato inorganico, que llamamos "Fosforo di
recto", Segin lo anterior, no es posible diferenciar, en -
técnicas separativas, el ester fosforico del ortofoafato,



FIGURA 1

CROMATOGRAFIA DE UNA MEZCLA DE PRODUCTOS FOSFORILADOS EN
COLUMNA DE DEAE-SEPHADEX A-25

La columna se equilibrd con amortiguador de Triketilamina-bi-
carbonato 50 mM pH 7,5. La muestra se eluyd con una gradien
te 1ineal del mismo amortiguador entre 50 mM y 610 mM. Volu
men de la columna (Vc) 200 ml, Las fracciones 'ae analizaron
para "P directo" (w—=) y "P de 7 min" (o—0). e—e Tepresen
ta la conductividad medida en mMHO, El1 GPP eluyd entre 3,6

Yy 4,3 Ve, indicado entre las dos flechas.
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la cantidad de fdsfore liverado por previa hidrdli=-
sis dcida en HCl 2N durante 7 min a 100° ("P de 7 =
min®)(112). Las fracciones que dieron reaccidn posi
tiva para "P de 7 min" se analizaron ademas por TLC
(Seccidn 1.%3.1.1) y se les determind la cantidad de
fésforo total ("P total")(4). La fraccidn ootenida
entre 3,6 y 4,3 Vc que reveld una sola mancha para -
materia orgdnica y para fdsforc (Seccidn 1.3.1.1).-
se dividid en tres porciones. Estas se guardaron en
diferentes condiciones, con la finalidad de estudiar .
la estapilidad del GPP: a) la primera se liofilizd
b) la segunda se dejo como tal y c) la tercera se -
concentrd hasta 20 ml en evaporador rotatorio a 40°,
A esta dltima fraccidn se le agregd LiCl 10 M hasta
una precipitacidn completa y se procesd igual como
se indicd anteriormente., Los cristales obtenidos se
de jaron secar a temperatura ambiente y se guardaron
a 4%, Esta dltima fraccidn co-cromatografid con =
[1-3H]GPP con un Rf de 0,42, no did reaccidn de "P
directo" y la razdén "P de 7 min"/"P total" fué igual
a 1, valor que corresponde a un pirofosfato alflico

(Ver esquema 4).

Una alfcuota de la misma muestra se hidrolizd en-
zimd§icamente (14) con apirasa y fosfatasa alcalina

de E., coli. El alcohol producido se extrajo con he=-



g ==

ESQUEMA 4. Fundamento de los metodos analiticos usados para
identificar distintos esteres fosféricos de prenoles

1.MONOFOSFATOS >_/ . H3P04
Y. M

X~ OH
X CH,-0 €0, + H,0 + HPO,
a,b
0, p + H.PO
X CH,OH R
PPj(a)
2.DIFOSFATOS v e
1 2H,PO,(b)
b Ny Rty NG
€ - b - ? x~ OH
; N l(') 1? : PP; e 2H.PO
X CH,-0- Fl’ O—FI’ OH CO,+H,0+PPj —=2H PO,
1 & 1 N
ek - 8 D= PO
X CH.OH

/

?

O-—:U—O
O

: x CH2TO
abe

ENSAYOS
d. REACTIVO DE F&S (“Pdirecto’)
b. HCL 2N A 100" POR 7 min ("P de 7 min")
C. COMBUSTION HUMEDA (”Ptotal™)
d. APIRASA

€. FOSFATASA ALCALINA



xano y se identificd por GLC (Seccidn 1.3.3), este
analisis reveld unicamente la presencia de geraniol,
por lo tanto la muestra analizada no contenfa conta-
minacién de NPP ni de cualyuier otro compuesto fosfo
rilado; ademds el fdsforo presente en la fase acuosa
se cuantificd para determinar la razdn "P directo"/
geraniol dando un valor de 2, por 1o cual se dedujo
que por cada 2 moles de fosforo se produjo un mol de
geraniol. Todos los resultados indicaroun que el com

puesto sintetizado correspondfa al GPP,

1.3 TECNICAS CROMATOGRAFICAS

103'1.

Cromatografia en cppa delgada (TLC)

Como criterio analitico y de pureza se usdé la cro
matografia en capa fina., Se utilizaron los siguien-

tes sistemas:

5ilica gel H de 0,25 mm de espesor

Este sistema se usd para la identificacidn de -
compuestos fosforilados, utilizando como solvente
de desarrollo n-propanol:amoniaco:agua=6:3:1. Las
placas se revelaron con vapores de yodo para visua

lizar materia orgdnica y con pulverizado de FeCly
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al 1% en etanol al 80% mas dcido sulfosalicflico =~
al 1% en etanol al 60% (89) para reconocer el fos-
foro. La radiactividaa se localizd raspando la si
lice cada 1 cm y recogiéndola en frascos que conte
nian 3 ml de una solucidn fosforescente y se cuan-
tificd por espectrometria de centelleo para 1lfqui-

dos (Seccidn 1,8).

14%3.1.2. Placa reversa: JSilica gel G de 0,5 mm de espesor

El sistema se usd para separar e identificar -
prenoles de 5, 10 y 15 at de C, utilizando como =
solvente de desarrollo metanol:agua=T7:3 con 2 go=-
tas de vaselina (105), La masa orgdnica y la radi
actividad se localizaron en forma semejante a la -

descrita en la seccion anterior.

1.3.1.3, silica gel G de 0,25 mm de espesor

Este sistema se usO0 para geparar e identificar
prenil alconoles de conformacion E y Z de 10 o 1%
at de C. El métoao sdlo aistingue conformacidn y
ne largo de cadena, Las placas se prepararon y se
sumergieron durante 1 min en una solucidn de EGA -
al 2% en acetona., El solvente de desarrollo fué -
hexano:acetato de etilo=8:2, La masa orgénica y =

la radiactividad se localizaron de la forma descr£
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ta en la sé0016n Tedelsla

"‘#‘

1.3.1.4. 8ilica gel GF de 0,4 mm de espesor

254

Las placas se prepararon con silica gel GFpung =
en solucidn de AgNO; al 12,5% en proporcidén de 1:2
(19). Este sistema se usd para separar e identifi
car prenoles de conformacion E y Z de 10 y 1% at =
de C, utilizando como solvente de desarrollo aceta
to de etilo, La masa organica se visualizd con u-
na lampara UV de 260 nm y la radiactividad se loca

1lizd de la manera descrita en la seccidn 1.3.1.1.

1.3.2. Cromatografia en papel

Para identificar los intermediarios fosforilados
de la reaccidn de incorporacidn de MVA se usd croma-
togratfia en papel Whatman N21 lavado con HC1, utili-
zando como solvente de desarrollo butanol:acido fdr-
mico:agua=73:10:13 (25). La ubicacidn de los com- =
puestos se nizo cortando el papel cada 1 cm y cuanti -
ficando la radiactividad por espectrometria de cente
1lleo en 10 ml de la solucidn fosforescente. Los pro
ductos se identificaron por comparacidn con 1os Re =
de los respectivos estandares, determinados en las -

mismas condiciones experimentales.



1e3e3.

12

Cromatografia en fase gaseosa (GLC)

Los analisls de cromatografia en fase gaseosa se
llevaron a cavo en un cromatdgrafo varian 1800, con
detector de conductividad térmica e inscriptor de dao
ble registro varian A-25, Para el andalisis de mues-
tras raaiactivas el instrumento se acopld a un conta
dor Geiger para fase gaéeosa Nuclear Chicago N94998.
Los productos analizados se identificaron por co=cro

matografia con muestras ‘estdndares y en caso de mues

tras radiactivas por co-cromatografia de la radiacti

vidad con la masa de los respectivos estandares. De

pendiendo del tipo de compuestos analizados se usa-

ron las condiciones experimentales gue se resumen en

la tabla 1.

TABLA T

CARACTERISTICAS

Material de la columna

TIPO DE COMPUESTO

C1O(GOH)

acero inox,

015(F0H)

acero inox.

Largo de la columna 3 mt 1,6 mt
Didmetro de la columna 6,25 mm 6,25 mm
Soporte inerte Chrom G-AW DMCS Veraport #30
Malld del soporte 60/70 100/120

Fase liquida EGA 0,83%(P/P)  SE~30 3%(P/P)
- Flujo de He 40 ml/min 40 ml/min
Flujo de Butano - 40 ml/min
Corriente del detector 150 mA 150 mA

T del horno 120 grados 137 grados

T del inyector 210 " 195 n

T del detector de masa 220 " 195 R

T del detector de radiact. - 195 "
Voltaje en el contador Geiger === 2150 vols
Velocidad de la carta 6,25 dm/h 6,25 dm/h
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1.3.4. Cromatografia en columna de las proteinas de flavedo

1+3.4+1. PFiltracidn disociativa

Una columna de vidrio (1,5x21 cm) se rellend -
con Sephadex G-25 (malla 40/120). La matriz se =
prepard segun las instrucciones del fabricante (46)
y se equilibrd con 5 Vc de solucidn que contenia:
amortiguador de fosfato 100 mM pH 7,4, 2-mercapto=-

etanol 100 mM y EDTA 2 mM.

La pella que precipitd entre O y 80% de satura-
¢idn (NH4)2804 se disolvid en 5 ml de la solucidn
de equilibrio y se aplicd en la columna en forma -
continua y homogénea; cuando la muestra penetrd to
talmente en el gel, se agregaron 5 ml de la solu=-
cidn de gquilibrio para asegurar su completa pene-
tracidn. Las proteinas se eluyeron con una solu-
cion igual a la de equilibrio pero saturada al T0%

con (NH4)2SO k1 eluido se analizd determinando

4"
las proteinas por su absorbilidad a 280 nm y los -
colorantes a 310 nm. En esta zona se obtiene el -
mayor A entre proteinas y flavonoides., Ademds al-
gunas fracciones se les ensayd actividad enzimati-
ca., Las fracciones que contenian la actividad se

juntaron, se guardaron a 4° y se las usd como fuen

te de enzimas.
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4,2, Piltracidn en gel

Con el fin de eliminar el 2-mercaptoetanol pre-
sente en el extracto enzimdtico, éste se filtrd en
una columna que se prepard igual que en la seccidn
anterior, pero la solucion de equilibrio contenia:
amortiguador de fosfato 100 mM pH 7,4 y EDTA 2 mM.
Una alicuota del extracto enzimatico preparado en
la seccidn 1.4, se aplicd en la columna y se la de
jo eluir sola hasta sequedad., A la fraccidn que =
salid en el primer V¢ se le determind por turpbidi-
metria la concentracidn de proteinas y se la guar-

46 a 4° para ser usada como fuente de enzimas,

PREPARACION DEL SISTEMA ENZIMATICO

-Los pomelos se adguirieron de diversas fuentes co=-
merciales y se lavaron c¢on agua corriente y luego con
agua destilada., E1 flavedo (exoéarpium) se retiro de
la fruta, se le recogid a 0° y se le mezcld con solu-
cidn de extraccidn en proporcidn 2:3 (P/V). La compo-
giclion de dicha solucidn varid segun el objetivo para
el cual se usaria el extracto. La extraccidn se reali
zd en un Omnimixer en un bafio de hielo a 3000 rpm du-
rante 2 min con interrupciones cada 30 seg; la tempera

tura final del homogenizado fué en promedio 10°. Pos-
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teriormente el homogenizado fué filtrado a través de -
tela de nylon y se le centrifugd a 25.000xg durante 30
min a -5%, El sobrenadante se guardd a 4° y se le usd

como fuente de enzimas.
Los siguientes tipos de solucidn de extraccidn se =
prepararon, segun la clase‘'de reaccidn enzimatica que
se deseaba estudiar (ver seccidn 1.7).
1+4.1. Incorporacidn de MVA
Tris-HCl 100 mM pH 7,8, 2-mercaptoetanol 100 mM y
EDTA 2 mM,
1s4¢2. Actividad de la IPP-isomerasa
Trig-HCl 100 mM pH 7,0, Z-mercaptoetanol 5 mM y =
EDTA 100 mM o 1 mM,
14,53 Actividad ae la C1b~prenllsintetasa
Fosfato de potasio 100 mm pH 7,4, Z-mercaptoeta-
nol 100 mMm y sDTA 2 mM.
1e4.4, Activiaad de fosfatasas

5uccinate de sodio 100 mM pH ©,0.
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En los experimentos en los cuales se estudid el =-
efecto de reactivos de grupos sulfnidrilo, se uso ex
tracto preparado sin 2-mercaptoetanol, y cuando se =
estudid el efecto de metales bivalentes el extracto

ge prepard en ausencia de EDTA.

1.5s DLETERMINACION DE PROTELNAS

La concentracidn de proteinas en los diferentes ex-

tractos se determind por el método turpidimétrico(104)

1,6, PURLFICACION DEL SISTEMA ENZIMATICO

Con el ffn de puriticar,el sistema enzimatico extra

ido del flavedo de Citrus paradisii el extracto prepa-

rado segun la seccidn 1,4 se sometid a un fraccionami-
ento salino (3b) para obtener las fracciones denomina=-
gas 0/80 o 40/70, que corresponden a las proteinas gue
precipitan en un medio de 80% de saturacidn o entre 40

y T70% de saturacion con (NH4)2304-

1.b.1. Fraccionamiento 0/80 con (NH4)2304

Al soorenadante proveniente de la seccidn 1,4 se

le agrego (NH4)2304 hasta un 80% de saturacidn, agi-
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tando continua y homogéneamente en un bafio a 0% du=

rante 15 min y controlando el pxH entre 7,0 y 8,0 con
NH4OH. Una vez agregado todo el sulfato de amonio =
el sistema se dejo estabilizar con agitacidn durante
%0 min, luego se centrifugd por 30 min a 10,000xg y

a 0° en una centrifuga Sorvall, El precipitado se =
disolvid en la misma solucidn de extraccién en un vo
lumen tal que la concentracidn de proteinas fué de =
10 mg/ml. Esta solucidn se guardd a 4° y se usé co-

mo fuente de enzimas.

Fraccionamiento 40/70 con (NH4)2SO4

A un extracto enzimatico preparado como se indicd
en la seccidn 1.4 se le agregd (NH,),50, nasta un -
40% de saturacidn en la misma forma descrita en la -
seccion anterior. Al sobrenadante obtenido después
de centrifugar se le agregd (NH4)2504 hasta un 70% -
de saturacidn de igual manera a la descrita anterior
mente. El precipitado se disolvid y se le guardd a

0 . .
4~ para ser usado como fuente de enzimas.
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1.7 LENSAYO Dls LAS DIFLRENTES ACLLVIDADES ENZIMATICAS

1+f+1+. Incorporacidn de 3(RS)[2—14C]MVA

La incorporacidn se determind cuantificando la -

14C en tres fracciones gue denominamos =

cantidad de
"Lipidos libres" (LL), "rFosfatos alilicos" (AA) o =
"prenol fosfatos" (PP). Se la expresd como % de in-

140, referido siempre al isdmero R en

corporacion de
experimentos realizados en equilibrio, y en nkat(26)

para los realizados en velocidades iniciales,

La incubacidn se realizd a 3(° durante 45 min en
un medio que contenia: Amortiguador de Tris-HCl 100
mM pH 7,8, 2-mercaptoetanol 20 mM, MgClz 1 mM o MnCl2
2 mM, ATP/M°* =2, 3(RS)[2-'4C]MVA 0,016 mM (radiact.
€Sp. 6x10 ' dpm/pmol) y 0,7 mg de proteinas en un vo-
lumen final de 1 ml. La reaccidn se detuvo hirvien-
do los tubos. Los productos de la reaccidn se deter
minaron de acuerdo al siguiente procedimiento (47/,14)
a) Extraccidn directa con 1,5 ml de hexano; la frac-
cion extraida en la fase hexanica se denomindé IL y -
contiene hidrocarburos y alcoholes; b) Hidrdlisis &-
cida durante 7 min a 37 © en HEL 2N y sucesiva extrac
cion con hexano como en a, la fraccidn extraida en -

la fase nexdnica se denomind AA y contiene los alco-

holes alflicos reordenados, producto de la hidrdli=-
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sls acida de los correspondientes compuestos fosfori
lados alflicos y ¢) Hidrdlisis enzimatica con fosfa-
tasa alcalina de intestino de ternero, durante 2h a

37° y posterior extracéidn con hexano igual que en a,
la fraccidn hexdnica se denomind PP y contiene 108 =
alconoles alilicos no reordenados, producto de la hi
drdlisis enzimdtica de 1los respectivos compuestos =

fosforilados alilicos.

Actividad de la IPP-isomerasa

Se determind cuantificando la transformacidn del
[1-14G11PP en [1-'4C]DMAPP, midiendo la radiactivi-
dad en la fraccidn AA y se expresd como nkat/mg de =

proteinas.

La incubacidn se realizd a 30° durante 5 min en -
un medio que contenia: Amortiguador de succinato de
sodio 150 mM pH 6,0, 2-mercaptoetanol 20 mM, [1-140]

IPP 50 PM (radiact. esp. 2,4x107

dpm/pmol) y 0,05 mg
de proteinas en un volumem final de 0,5 ml. ILa reac
cidn se detuvo enfriando los tubos en un bano de hie
lo y agregando HCl hasta una concentracidn final de

2N. DLuego los tubos se incubaron durante 20 min a =

o O .o’ i
30" y los productos de la reaccion se extirajeron con

1,5 ml de hexano.
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Actividad de la 015-prenilsintetasa

Se determind cuantificando la incorporacidén de -
Y40 proveniente de la condensacién de un sustrato a-
1flico como €l GPP con [{414C]IPP en la fraccidn AA
descontando la respectiva actividad isomerasica del

gistema. La actividad se expresd como los nkat/mg -

de proteinas,

La incubacidn se realizd a 37° durante %0 min en
un medio gue contenia; Amortiguador de fosfato de =
potasio 100 mM pH 7,4, MgClZ 6 mM, 2-mercaptoetanol
20 m#, GPP 10 pi, [1-1%c]1PP S50 pi (radiact. esp. -
2,4x10° dpm{ymol) y 0,03 mg de proteinas en un volu-
men final de 0,5 ml, La reaccidn se detuvo enfrian-
do las tubos en un balo de hielo y los productos de
la reaccidn se determinaron igual que en la secciodn

1!’7‘10
Actividad de las fosfatasas

Actividad de la prenilfosfatasa

Se determind cuantificando la radiactividad pre
sente en la fraccidn LL debido a la hidrdlisis en-
zimdtica de [1~jn]GPP. La actividad se expresd co

mo los nkat de [1—3n]GPP hidrolizados por mg de =
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proteinas,

La incubacidn se realizd a 37° durante 10 min -
en un medio que contenfa: Amortiguador de succina
to de sodio 100 mM pH 6,0, [1—3n]GPP 0,2 mM (radi-
act., esp. 2,9x10" dpmépmol) y 0,035 mg de proteinas
en un volumen final de 0,5 ml, La reaccion se de-
tuvo agregando 1,5 ml de nexano y enfriando los tu
bos a OO, y se midieron los alconoles radiactivos

extraidos en la fase hexanica,

Actividad de la fosfatasa inorgdnica

>e determind cuantificando el fdsforo liberado
por la hidrdlisis enzimatica del PPi o cualquier -
otro sustrato que libere fdsforo por el método de
Fiske y Subba Row (43). Las actividades se expre-
saron como 103.Pkat de P liberados por mg de pro-

teinas.

La incubacidn se realizd a 37° durante 10 min -
en un medio que contenias Amortiguador de succina
to de sodio 100 mM pH 6,0, PPi 10 mM y 0,03 mg de
proteinas en un volumen final de 1 ml. La reac- -
cidn se detuvo agregando 1 ml de molibdato acido,
y se midid el fdsforo inorganico liberado, por el

método de Fiske y Subba Row (43).



En el experimento para determinar la aspeciflci
dad por el sustrato, se usaron ademas del PPi, el
ATP, AMP o p-nitrofenilfosfato a la misma concen-
tracidn de 10 mM. En estos casos se mide es la ac

tiviadad de la fosfomonoesterasa.

En los experimentos en los cuales se pretendia
acumular productos para su identificacion y anali=-

s1s, las incubaciones se realizaron durante 3 h,

En todos los experaimentos se hicieron controles
con enzima hervida, que se restaron de los respec=-

tivos valores,

CUANTIFICACION DE LOS PRODUCTOS RADIACTIVOS

Alicuotas de 1 ml de las respectivas fases hexanie-
cag se usaron para cuantificar su radiactividad, usan-
do 3 ml de una solucidn centelleante, Esta solucidu -
contenia 0,05 g de POPOP y 4 g de PPO por litro de to-
lueno (116). Para muestras hidrosolubles se usd una =-
alicuota de 1 ml en 10 ml de la mezcla centelleante, =
preparada con 0,125 g de POPOP, 4 g de PPO, 500 ml de
Tritén X-100 por litro de tolueno (116). La radiacti=-
vidan se midid en un espectrdmetro de centelleo para -

ligquidos moduelo 6801 Nuclear Chicago con Bb% de efici-
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14 3

ciencia para C y 40% para

144,

Hy, ¥y en un Delta 300 con

95% de eficiencia para

1e9. IDENTIFICACION DE LOs PRODUCTOS DE LA REACCION

Los productos de la reaccidn de incorporacién ael -
MVA, extraidos en la fraccidn PP se analizaron por TLC
en los sistemas descritos en las secciones 1.3.1.2, =
1.%5.1.35 y 1.3.1.4 y ademds los intermediarios fosfori-
lados desae MVA hastia IPP se analizaron por cromatogra

fia en papel (seccidn 1.3%.<).

Los productos de la reaccidn de la C,5-prenilsinte-
tasa, extraidos en la frace¢idn PP, se analizaron por =
TLC en los sistemas descritos en las secciones 1.3.1.93

Yy t.3.1.4 y acemas por GLC (seccidn 1.3%.3).

1.10., DETERMINACION DEL PERFIL DE pH

Los perfiles de pH se determinaron para las activi

dades de la IPP-isomerasa en ausenclia y en presencia

de Mgt

2y mM, de la C, ~-prenilsintetasa en presen=

15

* 6 mM y de la Preniltosfatasa en ausencia

cia de Mgg;‘i
de metal., Las condiciones experimentales fueron las

mismas descritas en la seccidn 1.7 para cada activi-
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dad en particular pero usando los siguientes amorti-
guadores a diferentes pH: Formiato o acetato pH 4,0;
acetato o succinato pH 4,5=-5,0 o 5,5; succinato o MES
pH 6,0 o 6,5; fosfato o TES pH 7,0 o T,5: Tris=-HCl o
TES pH 8,0; Tris-HCl o Glicina-NaOH pH 8,5 o 9,0. se
hicieron controles de superposicidn de amortiguadores

para detectar efectos de anidn,

MODIFICACION CON REACTIVOS DE GRUPOS SH

Con el fin de determinar el requerimiento de gru-
pos SH en las reacciones de la IPP-isomerasa y de la
C1b-prenilsintetasa, se hicieron experimentos de inac
tivacidn con DTNB. :

La inactivacidn de la IPP-isomerasa se determind -
midiendo a diferentes intervalos de tiempo la activi-
dad remanente en un extracto acuoso incubado con DTNB
200 pM a 30° en ausencia de sustrato, La inactiva- -

cidn se expresd como el % de la actividad remanente -

con respecto a la actividad inicial de la enzima,

La inactivacidn de la C,, -prenilsintetasa se deter

15
mind midiendo la actividad remanente en un extiracto -

acuoso 1incubado por diferentes intervalos de tiempo a

0

0~ con DINB 2%, %0, (> o 100 PM én ausencia de sustra
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tos., La inactivacidn se expresd como el % de activi-
dad remanente en el extracto con respecto al valor -

inicial de la actividaa,.

Con el propdsito de determinar si la inactivacidn

de la C, -prenilsintetasa era reversiole o no, se in-

15
activdo el extracto con DTNB 50 M en la manera descri
ta anteriormente, A los 20 min de inactivacidn se a-
diciond DTT hasta 1 mM final y se determind la activi
daa remanente del extracto a diferentes intervalos de
tiempo, La recuperacidn se expresé como el % de acti
vidad remanente con respecto a un experimento control

realizado en las mismas condiciones y en presencia de

LTT.



2.1

2. RBESULTADOS

INCORPORACION DEL [ 2- 4C]MVA

Un extracto de flavedo de ritrus paradisii transfor

ma el [2—14U]MVA en diversos prenoles € intermediarios

fosforilados (seccion 2.1.11).

Los productos formados en la reaccidn de incorpora-
cidn de MVA, se cuantificaron en tres fracciones hexa-
nicas previamente descritas (secciodon 1.7.1). La frac-
¢cidn LL contiene hidrocarburos y alcoholes prenilicos
y no prenilicos, productos de prenilsintetasas, cicla-
sas y fosfatasas (14) presentes en el extracto, sobre
log intermediarios fosforilados, La fraccidn AA con-
tiene los alcoholes reordenados, prpduio‘de la hidréli
sis dcida de los intermediarios fosforilados alilicos.
La.fraccidn PP contiene todos los alcoholes solubles -
en hexano, obtenidos por hidrdlisis enzimdtica de sus

respectivos esteres fosfdricos y pirofosfdricos (14).

Curva de progreso

La cantidad de productos radiactivos formados por
un extracto de flavedo de C. paradisii a partir del
3(RS)[2—14C]MVA. es funcion lineal del tiempo hasta

los 60 min, en presencia de Mn2+ 2 mM (Fig 2). Re=-



FIGURA 2

CURVA DE PROGRESO PARA LA INCORPORACION DE [2-'%clmMva POR UN
EXTRACTO ACUOSO DEL FLAVEDO DE C. PARADISII

El extracto acuoso (0,7 mg/ml de protefnas) se incubd a 37°

y a varios intervalos de tiempo, en un medio que contenia a-

mortiguador de Tris-HC1l 100 mM pH 7,8; 2-mercaptoetanol 20 -

mM; MnCl. 2 mM; ATP 4 mM y 3(&S) [2-'4C]mMvA 0,016 mM (radiact

2
esp. 6x107 dpm/Pmol). Los productos de la reaccidn se cuan-
tificaron por espectrometria de centelleo para liquidos. Se
éetermind la cantidad de productos formados a partir del 3(R)

[2-14C]MVA, en las tres fracciones: IL (m—#), AA (&) y -

PP (w—y).
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24 ” Co£+

sultados analogos se obtuvieron con Mg 1 mM.

2.1.2. Efecto de distintos amortiguadores a diferentes pH

En la tabla II se resumen los resultados obteni=-
dos al incorporar MVA a diferentes pH en distintos -

amortiguadores,
TABLA II
VARIACION EN LA VELOCIDAD DE INCORPORACION DEL [ 2-14C]MVA -

POR UN SISTEMA ENZIMATICO DE FLAVEDO DE C., PARADISII, A DIFE
RENTES pH Y DISTINTOS AMORTIGUADORES

AMORTIGUADOR (14,47) pH VELOCIDAD
(nkatx10%)
en LL en AA
Succinato 6,0 0,01 0,27
MES 6,0 0,02 0,42
Trig-HCl 7,8 0,81 3,49
Fosfato 1,8 0,03 0,59

2.1.3. Efecto de la concentracidon de proteinas

La velocidad de utilizacidn de MVA en 45 min fué

funcidn 1ineal de la concentracidn de proteinas has-

ta 0,72 mg/ml (Fig 3).



FIGURA 3

KFECTO DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS DEL EXTRACTO DE FLA-
VEDO DE C, PARADISII SOBRE LA VELOCIDAD DE INCORPORACION DEL
[2-14¢]mMva

La incubacidn se realizd a 37° durante 45 min, en un medio -
gque contenia amortiguador de Tris-HC1 100 mM pH 7,8; 2-mer-
captoetanol 20 mM; MnCl, 2 mM; ATP 4nM y 3(RS) [2-Y4CIMVA --

0,016 mM (radiact. esp. 6x107

dpm/}unol). Se ensayo el efec-
to producido por las proteinas entre O y 1,5 mg/ml, Los pro
ductos de la reaccidn se cuantificaron por espectrometria de
centelleo para liquidos. Se determind la velocidad de incor

poracidn de 3(R)[2—14CJMVA en tres fracciones: LL (W—H),

AA (@) y PP (ww).
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pfecto de iones metalicos bivalentes

Como se han descrito requerimientos de distintos
metales para la biosintesis de prenilfosfatos (14,32,
35), se hicieron experimentos de incorporacidn de =

MVA con enzimas de (. paradisii cambiando el Mn2+ -

- ; 2 2 2
que se tomdé como referencia por Mg *, ca“’ o Co ¥ -

1 mM (Fig 4). Con ca’* no hubo incorporacidn, excep

to en la fraccidn PP.

Curvas de metales bivalentes

En las figuras 5 y 6 se muestra que la velocidad
de incorporacidn de MVA fué funcidn de la concentra-

. - 2 ; T 5 .,
cidn de Mn°* o Co°*. La méxima incorporacidn se lo-

gré a concentraciones de 1 mM an+ o 0,5 mM Coa+, -
tanto en la fraccidn AA como'en PP, A concentracio-
nes altas de metal hubo inhibicidn de la incorpora-

cion.

con el f£in de determinar las condiciones Gptimas
de incorporacidn de MVA, para acumular compuestos ra
diactivos y realizar los andlisis de productos se re
alizaron experimentos'dejando que las reacciones de
incorporacidn alcanzaran elAequi;iDrio en 3 h., Tam-
bién en estas condiciones el porcentaje de incorpora

cidn fué funcidn lineal de las concentraciones de =



FIGURA 4

EFECTO DE LA NATURALEZA DEL METAL SOBRE LA VELOCIDAD DE IN-
CORPORACION DE[2-14cIMVA, POR UN EXTRACTO ACUOSO DEL FLA
VEDO DE C. PARADISII

0,7 mg/ml de proteinas del extracto acuoso del flavedo -
de C. paradisii se incubaron a 3?0 y durante 45 min, en un =
medio que contenia amortiguador de Tris-HCl 100 mM pH 7,8; =
2-mercapto etanol 20 mM; ATP 2 mM; 3(RS) [2-1*C]MVA 0,016 mM

7 dpm/pmol) con 1 mM Ca?*, co’* o Mnl*, -
Jpm

(radiact. esp. 6x10
Los productos de la reaccion se cuantificaron por espectrome
tria de centelleo para liquidos. Se determind la velocidad

de incorporacidn de 3(R)[2-14C]MVA en las tres fracciones: -
LL, AA y PP para c/u de los metales y se expressé como porcen

taje con respecto a los resultados obtenidos con Mn2+.
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FIGURA 5

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE Mn°* SOBRE LA VELOCIDAD DE IN-
CORPORACION DE[2-'4C]MvA, POR Un EXTRACTO  ACUOSO  DEL FLA
VEDO DE C. PARADISII

E1 extracto acuoso (0,7 mg/ml de proteinas) se incubd a
37° durante 45 min con concentraciones crecientes de MnCl2 -
(0-20 mM), en un medio que contenia amortiguador de Tris-HCl
100 mM pH 7,8; 2-mercaptoetanol 20 mM; ATP/Mn°*a2 y 3(RS)[2-
14C]MVA 0,016 mM (radiact. esp. 6x107 dpm&Pmol). Los produc
tos de la reaccidn se cuantificaron por espectrometria de =-

centelleo para liquidos. Se determind la velocidad de incor

poracidn de 3(Rr)[2-'%C]MVA en las tres fracciones: LL (m—m )

AA (e—e ) ¥y PP (W¥).
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FIGURA 5

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE Mn°* SOBRE LA VELOCIDAD DE IN-
CORPORACION DE[2-'4C]MvA, POR Un EXTRACTO  ACUOSO  DEL FLA
VEDO DE C. PARADISII

El extracto acuoso (0,7 mg/ml de proteinas) se incubd a
379 durante 45 min con concentraciones crecientes de Mncl2 -
(0=-20 mM), en un medio que contenia amortiguador de Tris=-HC1
iOO mM pH 7,8; 2-mercaptoetanol 20 mM; ATP/Mn2+=2 y 3(RS)[ 2~
14C]MVA 0.016 mM (radiact. esp. 6x10" dpm{Pmol). Los produc
tos de la reaccidn se cuantificaron por espectrometria de -

centelleo para liquidos. Se determind la velocidad de incor

poracion de 3(&)[2-14C]MVA en las tres fracciones: LL (m—m )

AAL (e—e ) ¥ PP ("W).
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Mn“* o Mg“?t, obteniéndose la mdxima incorporacidn a
2+ . | 2+ . ’ s 2 " y

Mn 2 mM o Mg 1 mM, y se observo tambien una inhil

bicidn a concentraciones altas de metal. Estos re-

sultados se resumen en la tabla III.

TABLA III

CONCENTRACIONES DE M2+ PARA OBTENER EL MAXIMO DE INCORPORA=-

CION DE[2-'%c)Mva

FRACCION VELOCIDAL INICIAL EQUILIBRIO
Mn2+(mM) co?™* (mM) Mn2+(mM) Mg2+(mM)
T 0,5 0,2 0,5 0,2
AA 1,0 0,5 2,0 1,0
PP 1,0 0,5 2,0 1,0
2.1.6. Efecto del ATP

En la figura 7 se muestra la variacidn en la velo
cidad de incorporaciodon de MVA en funcion de la con-

centracidn de ATP, en presencia de Mn“* 1 mM. Se ob

tuvo la mdxima velocidad de incorporacidn cuando la
concentracidon de ATP en el medio fué de 2 mM (razdn
i 2+ . o R , i e
ALlP/Mn®%=2). En condiciones deequilibrio el maximo
de incorporacién se obtuvo con la misma relacidn ATP

2+ : , e 24
a M°T., Bl anterior resultado se repitlio al usar Mg

_’ . . 2
en lugar de Mn°*, en cambio en presencia de Co“* la

# . . P 4 # - .
maxima incorporacidn ge logro cuando el coclente



FIGURA 7

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ATP SOBRE LA VELOCIDAD DE IN-

CORPORACION DE[2-14C]MVA, POR UN EXTRACTO ACUOSO DEL FLA
VEDO DE C. PARADISII

El extracto acuoso (0,7 mg/ml de protefnas) se incubd a

3¢9 dqurante 45 min con concentraciones creciente de ALP (O-

10 mM) en un medio gque contenia amortiguador de Tris-HCl 100

_140]

m4 pH 7,8; 2-mercaptoetanol 20 mM; mMnCl, 1 mM Y 3(RS) [2
MVA 0,010 mM (radiact, esp. 6x10! ¢ pm{Pmol). Los productos
de la reaccidn se cuantificaron por espectrometria de cente-
lleo para 1iquidos. Se determind la velociacad de incorpora-

14

cidn de 3(R)[2- TC]MVA en las tres fracciones: LL (m—M), -

AL (o—@) ¥y PP (ww).
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ATP/M°Y fud de 1.

Efecto del Fluoruro (F~)

La velocidad de incorporacidn de MVA en presencia
de Mn°* 1 mM o Co°* 0,5 mM, fué retardada por fluoru
ro a nivel de las fracciones AA y PP. La velocidad
de incorporacidén de MVA en la fraccidén LL fué inhibi

. 2
da por el fluoruro solamente en presencia de Mn“*t, -

: 2 ;
ya que en presencia de Co“% no hubo un efecto apreci
aole sobre esta fraccidn., La incerporacidn del MVA

en presencia de Cod+ fué 7 veces menor que la alcan-

: 2
zada en presencia de Mn“™t,

Las figuras 8 y 9 muestran que en equiliorio y en

+

presencia de Mg'a , el P~ innivbe la incorporacidn de

MVA en todas las fracciones, mientras que en presen-

cia de Mn<*

hay uma disociacidn, pues este anidn in-
hibe sd0lo 1la formacidn de LL, en tanto que aumenta

alilicos y prenolfosfatos,

En la tabla IV se consalgnan los valores de la con
centracion de KF necesarios para innibir en un 50% -
(10’5) la velocidad de incorporacidn del MVA, en las
tres fracciones en donde este compuesto actud como -

inhibidor de la incorporacidn.



FIGURA 8

EFECTO DEL FLUORURO (F~) SOBRE LA INCORPORACION DE[2-14C]MVA
EN PRESENCIA DE Mg2+, POR UN EXTRACTO ACUOSO DEL FLAVEDO DE
CITRUS PARADISII

0,7 mg/ml de proteinas del extracto acuoso de flavedo de C.
paradisii se incubaron a 37° durante 3 h en un medio que con
tenia amortiguador de Tris-HC1l 100 mM pH 7,8; 2-mercaptoeta-
nol 20 mM; MgCl, 2 mM; ATP 4 mM y 3(RS) 2-'*c]Nva 0,016 mM

7

(radiact. esp. 6x10 dpm<ymol), con concentraciones crecien=-

tes de KF (0-100 mM)., Los productos de la reaccidon se cuan-
tificaron por espectrometria de centelleo para ljquidos. Se

14

determind el % de incorporacidn del 3(R)[2~ C]MVA en las --

tres fracciones: LL (g-—m), AA (0—®) ¥ PP (w—w).
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FIGURA 8B

EFECTO DEL FLUORURO (F™) SOBRE LA INCORPORACION DE[2—14C]MVA
EN PRESENCIA DE Mg2*, POR UN EXTRACTO ACUOSO DEL FLAVEDO DE
CITRUS PARADISII

0,7 mg/ml de proteinas del extracto acuoso de flavedo de C.
paradisii se incubaron a 37° durante 3 h en un medio que con
tenia amortiguador de Tris-HCl 100 mM pH 7,8; 2-mercaptoeta-

2 wM; ATP 4 uM y 3(RS) [2-14C]NMVA 0,016 mM
7

nol 20 mM; Mg012

(radiact. esp. 6x10 dpm{ymol), con concentraciones crecien-

tes de XKF (0-100 mM)., Los productos de la reaccidn se cuan-
tificaron por BSpectrOmetr{a de centelleo para ljiquidos. Se

_14

determind el % de incorporacidn del 3(R) [2-'*C]MVA en las =--

tres fracciones: LL (m—m), AA (0—@) ¥ PP (ww).



o8

100

80

60

40

20

30
25
20
15

o W o

VAN-D,, NOIDVUORIOINI /%

t

KF (mM)

-




a9

TABLA Tv

CONCENTRACION DE KF NECESARIA PARA INHIBIR 50% (I, ;) LA VE-
»
LOCIDAD DE INCORPORACION UEL MVA POR ENZIMAS DEL FLAVEDO DE

CITRUS PARADISII

FRACCION Mn®* coc* Mg“*
(mM) (mM) (mm)
LL 50,0 (#) 18,0
AA 94,0 20,0 40,0
PP T4, 44,0 130,

(#) E1 KF no tiene efecto

2.1;6‘

2.1.9.

Efecto del mercaptoetanol

La figura 10 indica que el Z-mercaptoetanol tuvo
un efecto activador de la reaccidn de incorporacidn

del MVA en presencia de Mn“* 1 mM.

Efecto del PCMB

La velocidad de incorporacidn de MVA, en presencia
de Mn2+ 1 mM disminuyd al agregar PCMB. La 10,5 fué
de 40,0; 60,0 y 90,0 pM para las fracciones LL, AA Yy
PP respectivamente., La innipicidn de la incorpora-
cion llego hasta casi un 100% en las tres fracciones

a una concentracion de 500,PM del reactivo.



FIGURA 10

EFECTO DEL MERCAPTOETANOL SOBRE LA VELOCIDAD DE INCORPORA-
CION DE[2-'#C]MVA POR UN EXTRACIO  ACUOSO DEL FLAVEDO DE
S CITRUS PARADISII

Se incubaron 0,7 mg/ml de proteinas del extracto acuoso
del flavedo de C. paradisii a 3/° y durante 45 min con con-
centraciones crecientes de 2-mercaptoetanol (0-100 mM) en un
medio que contenfa amortiguador de Tris-HC1l 100 mM pH 7,8; -
MCl, 1 mM; ATP 2 mM y 35(Rs) [2-14C] MVA 0,016 mM  (radiact. os
€esp. 6x107 dpm{Pmol). Los productos de la reaccidn se.guan-
tificaron por espectrometria de centel%Fo'para liquidos. Se
determind la velocidad de incorporacidnldel 3(R)[2-14C]MVA -

en las tres fracciones: LL (M—M), AA (@) y PP (W VW),
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kfecto del DTNDB

Una concentracion de alrededor de 5 pM del DINSB
innipid en 50% la incorporacidon de MVA en las tres

fracciones de productos,

Andlisis de los productos de la reaccidn

La formacidn de los isoprenoides a partir del -
MVA en C. paradisii sigue el patrdn que se muestra
en el esquema 1. Los proauctos de las transforma-
ciones del MVA, por enzimas del flavedo de pomelo -
se clasificaron de acuerdo a tres criterios: a) In
termediarios rosforilados, productos de las reaccio
nes comprendiaas entre MVA e IPP; b) Alconoles de ©
10 0 15 at de C, productos de la hidrdlisis acida -
de los intermediarios fosforilados alilicos entre -
DMAPP y FPP y c¢) Alconoles producidos por la hidrd-
lisis enzimdatica de los mismos intermediarios fosfo
rilados, permitiendo definir si su conformacidn es

E o Z.

Analisis de intermediarios fosforilados

Estos productos fueron analizados por cromato-

grafia en papel (seccidn 1,3.2).
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La hidrdlisis dcida seguida de extraccidn con
hexano elimina de la fase acuosa, proveniente del
incupado enziwmdtico, todos los compuestos alfli-
cos. La comparacidn de los compuestos fosforila-
dos de esta fase con muestras de estdndares se in
dica en la figura 11. Aunque no se posefa el es-
tandar del 1P, se supuso que el compuesto III co-
rrespondia al IP, basépdose en los datos de Rf de

Chesterton y Kekwick (25).

Andlisis de alcoholes segun el largo de cadena

Los alconoles terciarios provenientes de la hi
drélisis dcida de los productos de la reaccidn, -
fueron analizados por TLC, en el sistema en placa
reversa (seccion 1.3.1.2). Este sistema separa -
los alcoholes segun el largo de la cadena carbona
da., El andlisis mostrd la predominancia de com-
puestos de 15 at de C por sovre los de 10 y las -
trazas de 5 at de C, en la muestra estudiada (Fig

12)

Andlisis de alconoles segin la conformacidn E o 2

Como las reacciunes de incorporacion de MVA -
produjeron compuestos de 10 y 15 at de C, fué ne-

cesario determinar presencia e identidad de dias-



FIGURA 11

ANALISIS POR CROMATOGKAFIA EN PAPEL DE LOS PRODUCTOS DE LA -
REACCTION DE INCORPORACION DE[2- *QMVA POR UN EXTRACTO ACUOSO
DEL FLAVEDO DE C. PARADISII

La preparacidn enzimdtica (0,7 mg/ml de proteinas) se incubd
en amortiguador de Tris=-HC1l 100 mM pH 7,8 a 570 durante 3 h,
con 3(&8)[2-14G]MVA 0,016 mM (radiact. esp. bx107 dpm{Pmol);
2-mercaptoetanol 20 mM; Mn012 1 mM y ATP 2 mM., Los produc-
tos de la reaccion remanentes en la fase acuosa, después de
hidrdlisis dcida y sunsiguiente extraccidn con hexano, se se
pararon por cromatografia ascendente en papel Whatman #1 la-
vado con 4cido, usando como solvente da‘desarrollo butanol:
dcido fdrmico:agua=73:10:13. Los intermediarios fosforila-
dos se identificaron por correspondencia de sus Rg con los =
de los respectivos estandares. El compuesto I correspondid
al PPMvA, el Il a una mezcla de PMVA + IPP, el III a IP y el

Iv al MVA. La radiactividad se cuantificd por espectrome-

tria de centelleo para ligquidos.
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FIGURA 12

ANALISIS POK TLC DE LOS PRODUCTOS DE LA REACCION DE INCORPO-
RACION DE[2-14C]MVA POR UN EXTRACTO  ACUOSO DEL FLAVEDO -
DE C. PARADISII, SEGUN SU LARGO DE CADENA

La preparacidn enzimdtica (0,7 mg/ml de proteinas) se incubd
en amortiguador de Tris-HCl 100 mM pH 7,8 a 3¢ dyrante 3h -
con 3(RS)[2—14C]MVA 0,016 mM (radiact. esp. 6x10 apm4pmol);
2-mercaptoetanol 20 mM; Mnclz 1 mM y ATP 2 mM, Los produc-
tos de las fosfatasas se retiraron por extraccidn con hexano
La fase acuosa remanentese hidrolizd con fosfatasa alcalina
de intestino de térnero a 37° durante 2h, Los productos se
extrajeron con nexano y se analizaron por cromatografia en -
placa reversa, usando como solvente de desarrollo metanol:a-
gua=T:3 con 2 gotas de vaselina, La radiactividad se cuantl
ficd por espectrometria de centelleo para liquidos. Se en-
contrd radiactividad asociada a los estandares de 5, 10 y 15

at de C con Re de 0,67; 0,50 y 0,28 reapectivamente,
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2.1.12.

teroisomeros B y Z. En la figura 13 se muestran
los resultados obtenidos al analizar por TLC los
productos de la reaccidn (seccidn 1.3,1.3). En -
la figura se observan cantidades sewme jantes de ra
diactividad asociada a los estdndares de conforma

cion E y Z.

En la figura 14 se muestran los resultados del
analisis de los alcohnoles obténidos por hidréli-
sis enzimatica de los productos fosforilados de -
la reaccidn de incorporacidn de MVA, en presencia
de una mezcla de estdndares de conformacidn E o Z
(NOH, GOH, E-FOH y Z-FOH). Se encontrd radiacti-
vidad asociada a NOH y E~FOH y no asi en GOH y Z-

FOH.

Incorporacidn de MVA en un sistema mas purificado

Los intentos realizados para concentrar las pro-

teinas del sistema enzimdtico extraido del flavedo
de C. paradisii, fueron infructuosos, ya que 3€ 0D-
tuvo con el sistema concentrado con sulfato de amo-
nio un porcentaje de incorporacidén mucho mas bajo =-
que con el extracto crudo. En la tabla v se resu-

men 1os resultados obtenidos.



FIGURA 13

ANALISIS POR TLC DE LOS PRODUCLOS DE LA REACCION DE INCORPO~
RACION DE[2-'*C]MVA POR UN EXTRACTO  ACUOSO DEL FLAVEDO -
DE C. PARADISII, SEGUN SU CONFORMACION

La preparacidn enzimatica (0,7 mg/ml de proteinas) se incubd
en amortiguador de Tris-HC1l 100 mM pH 7,8 a 37° durante 3n -

con 3(RS) [2-14

c]Mva 0,016 mM (radiact. esp, 6x107 dpm/rmol);
Z=mercaptoetanol 20 mM; MnCl2 1 mM y ATP 2 mM., Los produc-
tos de las fosfatasas se retiraron por extraccidn con hexano
La fase acuosa remanente se hidrolizd con fosfatasa alcalina
de intestino de ternmero a 37° durante 2h. Los productos se
extrajeron con pjexano y se analizaron por cromatografia en -
placas de silica gel G impregnadas en EGA al 2% en acetona,
usando como solvente de desarrollo hexano:acetato de etilos
8:2. La radiactividad se cuantificd por espectrometria de -
centelleo para liguidos. Se encontrd radiactividad asociada
a los estandares de conformacidn E y % con Ry de 0,73 y 0,80

respectivamente., Este analisis distingue sdélo conformacidn

¥ no largo de cadena.



FIGURA 14

ANALISIS POR TLC DE LOS PRODUCTOS DE LA REACCION DE INCORPO-

RACION DE[2-'4C]MVA POR UN EXTRACTO ~ ACUOSO  DEL FLAVEDO -

DE C. PARADISII SEGUN SU CONFORMACION E 0 Z Y SU LARGO DE --
CADENA

La preparacidn enzimatica (0,7 mg/ml de proteinas) se incubd
en amortiguador de Tris-HC1 100 mM pH 7,8 a 37° durante 3h -
con 3(RS) [2-14Cc]MVA 0,016 uM (radiact. esp. 6x10’ dpm/pmol);
2-mercaptoetanol 20 mpM; MnCl2 1 mM y ATP 2 mM. Los produc-

tos de las fosfatasas se retiraron por extraccidn con hexano.
La fase acuosa remanente se hidrolizo con fosfatasa alcalina
de intestino de ternero a 37° durante 2h, Los productos se

extrajeron con hexano y se analizaron por cromatografia en -
placas de silica gel GF254, preparada con solucidn acuosa de
AgNO3 al 12,5%, usando como solvente de desarrollo acetato =
de etilo. La radiactividad se cuantificd por espectrometria
de centelleo para liquidos. Se encontrd radiactividad aso-

ciada a los estdndares E-FOH y NOH con Ry de 0,45 y 0,85 res
pectivamente. Esta técnica permite distinguir tanto largo =

de cadena como conformacidn.
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TABLA V

INCORPORACION DE MVA POR UN SISTEMA ENZIMATICO EXTRAIDO DEL
FLAVEDO DE C., PARADISII LN DIFERENTES ETAPAS DE TRATAMIENTO

% INCORPORACION DE '4C-MVA

LL AA TOTAL
Extracto fresco 1,6 2845 b
Fraccidn 0/80 (NH4)2SO4 0,1 4,6 5,3
Fraccidn 0/80 (NH4)2304 liofil, 2,8 5,9 8,(

2.1.1%., Vvariacion estacional

Debido a que los pomelos se adquirieron de fuen-
tes comerciales, es poco probable gque sean de una -
misma variedad, por lo tanto cada preparacidn enzi=-

matica tuvo una actividad diferente,

En la tabla VI se¢ resumen los resultados de algu
‘nas preparaciones realizadas en el ario 1979 y 1980
como prueba de la variacidn en la incorporacidn, de
pendiente de la €poca en que se realizaron los expe

rimentos.
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TABLA VI

INCORPORACION DE MVA POR ENZIMAS DEL FLAVEDO DE C. PARADISII
OBTENIDOS EN DIFERENTES PERIODOS DE TIEMPO

TIEMPO ESTACIONAL % INCORPORACION TOTAL®* DE MVA
Mayo de 1979 39,5
Septiemobre de 19(y 18,0
Mayo de 1980 24,0
Septiembre de 1980 15,0

a) LL + AA

2.,1.14. Estabilidad del extracto enzimatico

El extracto acuoso presentd un comportamiento -
muy particular en cuantp a su estabilidad con res-
pecto al tiempo. En la figura 15 se muestra la va-
riacidn que sufrid 1la incorporacidn con un mismo ex
tracto guardado a 4°, Es importante anotar que la
incorporacidn aumentd en un 40% durante los tres -
primeros dias de guardado a 40, para luego dismi- -

I
nuir,



FIGURA 15

ESTABILIDAD EN EL TIEMPO DEL EXTRACTO ENZIMATICO DEL FLAVEDO
DE C. PARADISII, RESPECTO A LA INCORPORACION DE [2-"*c]Mva -
EN PRENILFOSFATOS

Un extracto acuoso (0,07 mg/ml de proteinas) se incubd a 37°
durante 45 min en un medio que contenfa amortiguador de Tris
HC1 100 mM pH 7,8; 2-mercaptoetanol 20 mM; MnCl, 1 mM; ATP -
2 mM y 3(RS) [2-14C] MvA 0,016 mM (radiact. esp. 6x10' dpm/ =
fmol). El ensayo se realizd diariamente por un_perfodo de 8
dfas. ILos productos de la reaccidn se cuantificaron por es-

pectrometrfa de centelleo para lfquidos. Se determind la ve

locidad de incorporacidn del 3(R)[2—14C]MVA en las tres frac
clones; LL (m—m), AA (&—e) y PP (wW).



20

11

(4D3U) DIXA




2.2410

21

IPP=-150MERASA DE FLAVEDO DE C, PARADISTI

BEn vista de que el PCMB y el DTNB tuvieron efecto -
sovre la incorporacidn del [2-14C]MVA, y tenienao pre-
sente que toaas las IPP-isomerasas hasta ahora descri-
tas requieren de grupos SH para su gectividad (2,11,60,
100), se hizo un estudio de las propiedades de esta en

zima en un extracto de flavedo de pomelo.

Condiciones de ensayo

La velocidad de transformacidn del IPP en DMAPP =-
por enzimas del flavedo de C. paradisii, fué funcidn
1ineal de la concentracidn de protefnas hasta los -

0,15 mg/ml (Fig 16).

El tiempo de reéCcidn de 5 min como también la --
concentracidn del sﬁstratﬁ IPP de 50 pM, se escogie-
fon por analogia cdﬁ'los resultados obtenidos para =
la isomerasa de g;-iimonum (44). Estas condiciones

cumplen con los requisitos de velocidad inicial,

rl extracto guardado a 4° mantuvo el 50% de su ac

tividad al cabo de 5 dias.

Efecto del metal bivalente

Los metales bivalentes como Mgt o Mn°* en un ran



FIGURA 16

LFECTO DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS DEL EXTRACTO DEL FLA
VEDO DE C. PARADISII, SOBRE SU ACTIVIDAD IPP-ISOMERASICA

Un extracto enzimdtico se incubd a 30° durante 5 min en um -
medio que contenia amortiguador de succinato 150 mM pH 6,0;

2-mercaptoetanol 20 mM; [1-'4C]IPP 50 pM (radiact. esp. 2,4x
107 dpm/Pmol) y concentraciones de proteinas dei extracto en
tre 0 y 0,38 mg/ml, Los ppoductos de la reaccidn se cuanti-
ficaron por espectrometria de centelleo para liquidos. Se =
determind la velocidad de transformacidén de | -14¢11PP en -

los alconoles alflicos reordenados de 5 at de (.



e

00y 0SE 00¢

i/ m&.s&
052 002 06l 001 0§

p P4

(1OU)0L*A




g¢o de concentracidn de 0,5 a 10,0 mM no afectaron en
un grado apreciable la actividad de la IPP-isomerasa .
Un extracto filtrado por una columna de Sephadex G=-
25 u otro equilibrado con Chellex 100, tanto en au-
sencia como en presencia de Mg2+ 2,5 mM, tuvieron la
misma actividad que la de los extractos no tratados.
Otro extracto preparado en presencia de 1 mM EDTA tu
Vo actividad independientemente de la presencia o0 au
sencia del metal. Los resultados se resumen en la =

TABLA VII

ACTIVIDAD DE IPP-ISOMERASA DEL FLAVEDO DE C. PARADISII EN =
FUNCION DEL METAL BIVALENTE

PROCEDENCIA DE ENZIMA ACTIVIDAD DE IPP-ISOMERASA
(nkat/mg)
Sin metal Mg2* 2,5 mM
Extracto crudo 0,041 0,037
Eluido columna =25 0,037 0,036
Sobrenadante Chellex 100 0,040 0,038
Preparado en EDTA 0,038 0,037

2.2.5. Efecto del EDTA

El EDTA 1 mM incrementd en un 15% la actividad de
la IPP-isomerasa., Concentraciones mayores inhibie-
ron la actividad enzimatica, necesitandose una con-

centracion de 10,8 mM EDTA para inhibir en un 50% di-
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cha actividad (Fig 17).

2.2.4. Efecto del ATP

En vista de que la actividad fosfatasica del fla-
vedo de C. paradisii fué detectada, se penso que e: -
to podia.ocaaionar.pn consumo del IPP, afectando la
actividad de la isomerasa. Ademds se habia descrito
un efecto activadof-del ATP sobre la IPP-isomerasa =
de C., limonum (40) e interpretado como un deavio de
la actividad fosfatdsica hacia este compuesto, Por
lo tanto se decidid analizar el efecto del ATP soore
la actividad,isqmerésica del pomelo. La tabla VIII-
contiene los resultgdos que demuestran que este com=-

puesto no tuvo efecto sobre dicha actividad,

TABLA VIII

ACTIVIDAD DE LA IPP-ISOMERASA DEL FLAVEDO DE C. PARADISII EN
FUNCION DE LA CONCENTRACION DE ATP

ATP ACT., FOSFATASICA ACT. IPP-ISOMERASICA
(nkat/mg) (nkat/mg)
0 0,040 0,024
5 0,046 0,025
10 0,042 0,023
20 0,044 0,024
50 0,047 0,024

100 0,051 0,025



FIGURA 17

KFECTO DEL EDTA SOBRE LA ACTIVIDAD IPP-ISOMERASICA DEL FLAVE
DO DE C. PARADISII

El extracto enzimatico (0,10 mg/ml‘'de proteinas) se incubd a
30° durante 5 min en un medio que contenia amortiguador de -
guccinato 150 mM pH 6,0; 2-mercaptoetanol 20 mM; [1-14C]IPP
50‘PM (radiact., esp. 2,4x107 dpmépmol), con conéentraciones
de EDTA entre O y 20 mM. Los productos de la reaccidn se =
cuantificaron por espectrometrfa de centelleo para lfquidos.
Se determind la actividad especifica de la enzima, midiendo
la transformacidn del [1-14C]IPP en los alcoholes alilicos =

reordenados de 5 at de C.
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Curvas de pH

La actividad IPP-isomerdsica fué estudiada a dife
rentes valores de pH tanto en ausencia como en pre-
2+

sencia de Mg 2,5 mM,

La figura 18 indica que no hubo diferencias en el
pH Optimo cuando se ensayd la actividad en ausencia
o en presencia del metal bivalente. La mdxima acti=-
vidad se obtuvo a pH 5,0 en amortiguador de acetato
0 succinato 150 mM y la curva presentd una inflexidn

alrededor de pH 6,0,

Para asegurarnos de gque el DMAPP formado por ac-
cidn de la IPP-isomerasa a los valores .mas acidos de
pH no era hidrolizado por la fosfatasa a¢ida presen=-
te en el sistema enzimatico, tan pronto como se for-
maba, Se hizo un control gque consistid en obtener el
bMAPP por accidn de la actividad IPP-isomerasa a pH
6,0, luego se incubd este mismo medio por otros 5 min
a 1os pH entre 4,0 y 6,5. Los resultados obtenidos -
indicaron que la cantidad de compuestos alflicos for
mados al pH inicial de 6,0 fué la misma que se obtu-
vo como control en cada uno de los otros valorea de

PH.



FIGURA 18

EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD IPP-ISOMERASICA DEL FLAVEDO
DE C. PARADISII

El extracto enzimdtico (0,10 mg/ml de proteinas) se incubd a
30° durante 5 min con [1-1%¢]IPP S0 pM (vadiact. esp. 2,4x107
dpm{Pmol) y 2-mercaptoetanol 20.mM en distintos amortiguado=-
res a pH entre 4 y 9, todos a 150 mM. Se realizéd una curva
de pH en ausencia de metal y otra en presencia de Mg2+ 2,5 =
mM. Se usaron los siguientes amortiguadores: Formiato pH -
4,0 (wv), acetato pH 4,0-4,5-5,0 05,5 (V), succinato pH =
4,5+5,0-5,5-6,0 o 6,5 (O), MES pH 6,0 0 6,5 (®), fosfato
pH 7,0 o 7,5 (m), TES pH 7,0-7,5 0 8,0 (O), Tris-HCl pH -
' 8,0-8',5 o 9,0 (Q) o Glicina-NaOH pH 8,5 o 9,0 (0). la ra-
diactividad se cuantificd por esepectrometria de centelleo -
para liquidos. Se determind la actividad espec{fica de la =-
enzima, midiendo la mayor transformacidn del [1-14C]IPP en -
los alcoholes alilicos reordenados de 5 at de C. ILa hidréli
sis enzimatica y no enzimatica, enitodo el rango de pH, no =
afectd en forma apreciable la concentracidn del sustrato.

La figura con lineas punteadas corresponde al perfil de pH =-

por los valores minimos de actividad eh cada pH analizado.
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2.2.6, Efecto del DTNB

El DTNB entre 5 y 200 pM no inhipid la actividad

de la IPP-isomerasa,

Esta misma preparacidn fué tratada por diferentes
intervalos de tiempo en ausencia de sustrato con 200
ym DTNB a 30°. La actividad IPP-isomerdsica del ex-
tracto tratado con DTNB presentd un patrdén tipico de
inactivacidn multitdsica con un t mayor de 900 =

0,5
seg (Fig 19).



FIGURA 19

INACTIVACION DE LA IPP-1SOMERASA DEL FLAVEDO DE C. PARADISII
POR DTNB
El extracto (0,85 mg/ml de proteinas) se incubd a 30° por di
ferentes intervalos de tiempo, en amortiguador de succinato
150 mM pH 6,0 en presencia y en ausencia de 2OO,PM DTNB. La
,'_reaccién de inactivacidn se detuvo, diluyendo cada alicuota
en el medio de ensayo que contenia amortiguador de succinato
7 d pm/

lpmol). El DTNB no innibid la actividad, a la concentracidén

150 mM pH 6,0 y [1-14C]IPP pO‘Pm (radiact. esp. 2,4x10

resultante, La radiactividad se cuantificd por el método de
espectrometria de centelleo para liquidos. La inactivacidn
se expreso comoel % de actividad remanente, respecto al va-

lor inicial de la actividad.
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2.3.1.

ACTIVIDAD DE LA C1D-PRENIL51NTETASA DEL FLAVEDO DE C.
PARADISII

Los andlisis de los productos de la reaccidén de ine-
corporacidn del MVA por extractos crudos de flavedo -
mostraron que se formaban cantidades apreciables de E-
FPP y algo de NPP (Fig 14). Se decid1d explorar las -
condiciones adecuadas para estudlar las enzimas respon

sables de la formacidn ae estos compuestos.

Condiciones de ensayo

1401 1PP con -

La velocicad de condensacidn del [1-
GPP por el sistema enzimdtico extrafdo del flaveao =
de C, paradisii, fué funcidn 1lineal de la concentra-
¢cidn de proteinas hasta los 0,06 mg/ml (Fig 20). Se

observd velocidad inicial hasta los 45 min, con una

incorporacién maxima de IPP del 3,6% (Fig 21).

Lfecro del metal bivalente

La actividad de la ¢, -prenilsintetasa fué depen~

diente de un idn metdlico bivalente., El Mg2+ fué a-

proximadamente ¢ veces mas efectivo que el Mn2+. bPa

ra su maxima actividad la enzima requiere de 6 mM -

2+ 24+

Mzg“" a pH 7,8 o de 4 mM Mn®" a pH 6,5 (Fig 22).



FIGURA 20

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS DEL EXTRACTO DE FLA-

VEDO DE C. PARADISII, SOBRE SU ACTIVIDAD C1D—PRENILSINTETAS

Un extracto enzimdtico se incund a 37° durante‘BO min, en un
medio gue contenia awortiguador de fosfato 100 mM pH T7,4; --
MgCl, 6 mM; 2-mercaptoetanol 20 mM; GPP 10 uMj [1-140]IPP 50
yﬂ,(radiact. esp. 2,4x10° dpmépmol) y cantidades crecientes

de extracto (0-0,3% mg/ml de proteinas). Ios productos de =
la reaccidn se cuantificaron por espectrometria de centelleo
para liquidos, La IPP-isomerasa a las condiciones del ensa-
yo fué inactiva, Se determind la velocidad de condensacidn

del [1-14C]IPP con GPP, midiendo la radiactividad en los res

pectivos alconoles alflicos reordenados de 15 at de C.~
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FIGURA 22

LEFECTO DEL METAL BIVALENTE SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA C1b«PRE—
NILSINTETASA DEL FLAVEDO DE C. PARADISTI

El extracto acuoso (0,06 mg/ml de proteinas) se incubd a
37° durante 30 min, en un medio que contenia amortiguador de
fosfato 106 mM pH 7,4; 2-mercaptoetanol 20 mM; GPP 10’pM y -
[1—140]IPP 5O,PM (radiact, esp. 2,4x10° dpm(ymol) y concen-

traciones crecientes de MgCl,, o MnClZ (0-20 mM). Cuando se

2
uso el Mn2+ se campid el amortiguador de fosfato por succina
to 100 mwM pH 6,5. Los productos radiactivoa se cuantifica-
ron por espectrometria de centelleo para liquidos. Ta IPP-
isomerasa a la condiciones del ensayo fué inactiva. Se de-
termind la actividad especifica de la enzima, midiendo la ra

diactividad incorporada en los respectivos alcoholes alfli-

cos8 reordenados de 15 at de (.
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FIGURA 21

CURVA DE PROGRESO PARA LA ACTIVIDAD DE LA C, -PRENILSINTETA-
SA DEL FLAVEDO DE C. PARADISII

1 extracto acuoso (0,0b mg/ml de proteinas) se incuod a 370
durante varios intervalos de Liempo (0-120) en un medio que
contenfa amortiguador de fosfato 100 mM pH 7,4; 2-mercaptoe-

tanol 20 mmM; MgCl., 6 mM; GPP 10 FM v [1-14C]IPP 50 AM (radi-

2
aCt.-eSp. 2,4x10° aepm(ymol). Los productos radiactivos se
cuantificaron por espectrometria de centelleo para 1{quidos.
56 determind la cantiaad de productos alilicos formados por
la condensacidn del [1-14C]IPP con el GPP, midiendo la radi-

actividaa en los respectivos alcoholes alflicos reordenados

de 15 at de (¢, La IPP-isomerasa a las condiciones del -.ensa-

yo fué inactiva.
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204742+ Curva de pH

La actividad. de la C,g-prenilsintetasa fué estu-

2+ 6 mM, a diferentes valo-

diada en presencia de Mg
res de pH y en dos soluciones amortiguadores por ca-

da uno.

La figura 23 muestra que la actividad de prenil-
sintétasa tuvo su méximo valor a pH 6,5.en amortigua
dor de succinato o MES 100 mM, con inflexiones en pH
5,0 y 8,0. La actividad fosfatdsica determinada en
el mismo experimento presentd su maximo valor a pH -
5,5 en amortiguador de acetato o succinato 100 mM, -

con una inflexidn en pH 6,0,

En vista que los pirofosfatos alflicos se hidroli
zan no enziméticamente a pH acido, se hicieron los -
respectivos controles para determinar la cantidad de
éustratq (GPP) que se consumfa por dicho efecto. Los
resultados obtenidos indicaron que al pH mds dcido -
la saturacidn de lé enzima cambio de 98,6% a 98, 5%.
El otro sustrato de la enzima, el IPP se sabe que es
muy poco hidrolizado en medio acido, por lo tanto su
concentracidén fu€é aproximadamente constante en todo -

el rango de pH estudiado.

A pesar de que el extracto usado como fuente de -

enzima, contiene actividad fosfatasica (seccidn 2.4)



FIGURA 23

EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD Dk LA C1b~PHBNILSINTETASA -

DEL FLAVEDO DE C. PARADISII
0,0b mg/ml de proteinas de un extracto acuoso , sSe incubd
a 570 durante 30 min en un medio que contenia P2-mercaptoeta-
nol 20 mM; MgCl2 6 mM; GPP 10 PM; [1-14C]IPP BOVPNf(radiaCL,
€5D. 2,42{10b dpm{pmol) y uno de los sigulentes amortiguado-
res a 150 mM: Formiato pH 4,0 (w), acetato pH 4,0-4,5=5,0~
o 5,5 (), succinato pH 4,5-9,0-5,5-6,0 0 6,5 (0 ), MES pH
€,0 0 6,5 (@), fosfato pH 7,0 o 7,5 (m), TES pH 7,0-7,5 0
8,0 (0O0), Tris-HCl pH 8,0-8,5 o 9,0 ({)) o Glicina-NaOH pH -
8,5 0 9,0 (.). La radiactividad se cuantificé por espectro
metria de centelleo para liquidos. Se determind la activi-
dad especifica de la enzima a los pH en los cuales se obtuvo
la mayor velocidad de condensacidn del [1-14C]IPP con el GPP.

-140]11IPP en los

Se midid la radiactividad proveniente del [1
respectivos alcoholes alilicos reordenados de 15 at de C. -
Para cada valor de pH se'&escontd la actividad IPP-isowerési
ca donde fué apreciaple, la hidrdlisis no enzimdtica del GPP
y la enzimdtica de ambos sustratos. El recuadro muestra el

% de hidrdlisis no enzimdtica del[1~5H]GPP en todo @l rango

de pH estudiado. La figura con lineas punteadas corresponde

al perfil de pH por los valores minimos de actividad en cada

pPH analizado.
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el consumo de sustratos por efecto de esta enzima -
fué despreciable en todo el rango de pH en que fu€ a

nalizada la actividad prenilsintetdsica.

Ademds en el extracto enzimitico esté presente la
actividad IPP-isomerasica (seccion 2.2) por lo tanto
los resultados presentados en la figura 23 se corri-
glieron respecto a esta actividad, en todo el rango =

de pH estudiado,

Efecto del DTT

Con el fin de determinar la posible participacién
de grupos sulfhidrilo en la reaccidn enzimdtica, se -
estudid el efecto que podria producir un reactivo re-
ductor., Los resultados de la figura 24 indican que =
el DIT produjo un incremento en la éctividad, a con=
centraciones inferiores a 1O‘PM (28% maxima activa-
cidén), pero a concentraciones por enzima de 3O/PM no

tuvo efecto,

LEfecto del DTNB

E1l DINB produjo un leve efecto activador hasta con
centraciones de 10 PM‘ Por encima de este nivel acw
tud como un inhibidor de la actividad, con una Iy s

»

de aproximadamente 32‘pMi(Fig 25Y «



FIGUKRA 24

EFECTO DEL DT SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA C1D-PRENILSINTETASA

DEL FLAVEDO DE C. PARADISII

La incubacidn se realizd con 0,06 mg/ml de proteinas del ex-
tracto acuoso a 310 y durante 30 min, con concentracio=-
nes crecientes de DTT (O-1DO’pM). El medio de ensayo conte-
nia amortiguador de fosfato 100 mM pH 7,4; Mgcl2 & mM; GPP =
10 pM y [1-14C]IPP 50 pM (radiact. esp, 2,4x10° dpmﬂpmol). -
La radiactividad se cuantificd por espectrometria de cente-

lleo para liquidos. La IPP-isomerasa a las condiciones del =
ensayo fué inactiva, Se determind la actividad especifica -
de la enzima, midiendo la radiactividad proveniente del [1—14

C]IPP en los respectivos alconoles alflicos reordenados de =

15 at de (C.
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FIGURA 25

EFECTO DEL DTNB SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA Cjb—PRENILSINTETASA

DEL FLAVEDO DE C. PARADISTIL

La reaccidn se llevd a cabo a 3/° y durante 30 min en un me-
dio que contenia amorti uador de fosfato 100 mM pH 7,4; MgCl2
6 mM; GPP 10 pm; [1-'%C]IPP 50 pM (radiact. esp. 2,4x10° dpm/
}mml); 0,06 mg/ml de proteinas del extracto enzimético y en
presencia de concentraciones crecientes de DTNB (O~WOO‘FM).
La radiactividad se cuantificd por espectrometria de cente-
lleo para liquidos. La IPP-isomerasa a las condiciones del
ensayo fué inactiva., Se determind el % de actividad remaner
te, a c¢c/u de las concentraciones del DTNH, con respecto al =
experimento realizado en las mismas condiciones experimenta-

les pero en ausencia de DTNB.
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Cinética de inactivacidn por DTNB

Los experimentos cinéticos de inactivacidn de la
enzima con DTNB se realizaron a 00f en ausencia de =
sustratos, usando diferentes concentraciones del re-
activo entre 25 y 100 PM' Los resultados de inacti-
vacidn de la C,,-prenilsintetasa del flavedo de C. -
paradisii, por DTNB nostraron gue esta enzima presen
ta un patrdn cinético del tipo monofdsico en grafi-

cos semilogaritmicos (Fig 26).

En la tabla IX se resumen los t, 5 ¥y las constan-
. »
tes cinéticas calculadas a partir de los graficns se

milogaritmicos o las correspondientes ecuaciones,

TABLA IX

CONSTANTES CINETICAS Y tO 5 PARA LA INACTIVACION A 0° CcoN -~
5 ;

DTNB DE LA C

DTNB
(PM)

25
50
15
100

~-PRENILSINTETASA DE C, PARADISIIT

15

Bgas b “nz n=2_,

(seg) - (seg ) (M 'seg ')
2232 3,1x10™4 17,9
1032 6,1 19,4
5%4 12,9 ¢ 25,0
584 18,0 " 26,0

En el recuadrc de la figura 26 se muestran el log

del inverso de los to 5 de cada experimento de 1inac-
Ed



FIGURA 26

INACTIVACION DE LA C1S—PHENILSINTETASA DEL FLAVEDO DE CI'TRUS

PARADISII CON DTNB

El extracto (0,40 mg/ml de protefnas) se incubd a 0° durante
diferentes intervalos de tiempo, en amortiguador de fosfato
100 mM pH 7,4, en ausencia o en presencia de DTNB a las con-
centraciones indicadas a continuacidn: 25 M (0), 5O‘PM -
(a), 15 Jm (@) o 100 M (m), La reaccidn de inactivacidn
se detuvo diluyendo cada alicuota en el medio de ensayo gque
contenfa amortiguador de fosfato 100 mM pH 7,4; Mg012 6 mM;
GPP 10 M y [1-—14(’5]1}?}? 50.}154 (radiact. esp. 2,4x10b dpm/}lmol)
La radiactividad se cuantificd por espectrometria de cente-
lleo para 1liquidos. La actividad de la IPP-isomerasa fué -
desprecianle a las condiciones del ensayo. Se determind el
% de actividad femanente, a cada intervalo de tiempo, con =
respecto al valor inicial de la actividad. Este proceso se
hizo para cada concentracidn de DTNB usada. En el recuadro

se dioujo el log del inverso del t obtenido en cada expe-

0,5
rimento de inactivacidn, en funcidn del log de las respecti-

vas concentraciones de DTNB.
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tivacidn, en funcidn del log de la respectiva concen
tracidn del DPns., ELl resultado es una recta de pen-
diente 1,3, que corresponderfa al orden de¢ la reac=-
¢idn de inactivacidn con respecto al DTNS.

i
*

cinética de reversidn de la inacciivacidn con DTNB

Denido a gue la enzima 015~prenilsintetasa de po-
melo fué inactivada por DTnNB, se quiso determinar si
la inactivacidn seria reversible o no. Para esto se
agregd DIT a una concentracion final de 1 mM, a un -
extracto previamente incubado durante 20 min a 0% we
con 50 Pm DTNB y en ausencia de sustratos. S5€& opser
vé que se recuperaba el 90% de la actividad inicial
después de 20 min de naber agregado el reactivo re-

ductor, (Fig 27)

Andlisis de los productos de la reaccidu

Los productos de la reaccidn enzimdtica, cataliza
da por la 015-prenilslntetasa del flavedo de C, para
disii se analizaron por TLC y por GLC (seccidn 1.3.1

¥y 1.3.3).

Para la identificacidn de los productos se usaron
tres criterios analfticos: a) Placas de silica gel

G impregnadas con EGA al 2% en acetona, 0) Placas de



FIGURA 27

EfECTO DEL DTT SOBRE LA REACCION DI INACTIVACION DE LA 015_
PRENILSINTETASA DEL FLAVEDO DE C. PARADISIT CON DTNSH

Un extracto acuoso (0,40 mg/ml de proteinas) se inactivo
de la misma manera descrita en el experimento de la figura -
206, A los 20 min de inactivacidn se agrego DTT hasta una ==
concentracidn final de 1 mM. ILa reacciodn se deﬁuvo por dilu
cidn en el medio de ensayo de igual composicidn que el del =
experimento descrito en la figura 26, 3e determind la acti-
vidad remanenteen el extracto después de agregaao el DTT, a -
varios intérvalos de tiempo, sSe& expresd como porcentaje, ==
respecto a un experimento control., Ia radiactividad se cuan

tificd por espectrometria de centelleo para liquidos.
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2.3‘9.

silica gel GCRF preparada con solucidn de AgNO4 al

254
12,5% y ¢) Cromatografia en fase gaseosa, previa si-

lilacidn (20), y usando columna de SE=~30.

En las figuras 28 y 2Y se consignan los resu. .a-

dos de los andlisis por TLC de productos en presen-
clia de Mga+
de Mnd+; en la figura 32 se muestran los resultados

, ¥y én las figuras 30 y 31 en presencia

del andlisis de los productos por GLC.,

En presencia de Mg2+ la C1b-prenilslntetasa del =~
flavedo de C. paradisii catalizd la formacidu de pre
nilfoafatos de 15 at de C de conformacidén E o 72 (E=-

FPP y Z-FPP), en tanto que en presencia de Mn<+

sola
mente se produjo el E-FPP, o0 81 ze produjo el corres
pondiente isdmero de conformacidn 2, las canticades

fueron tan pequefias que no fué posible detectarlo -

por las técnicas analfticas utilizadas,

El andlipis de los productos por GLC indicd que -

s

en presencia de Mg“% los compuestos de conformacidu

I y 2 se formaron en una proporcién de 3 a 1,

Purificacidn y estabilidad

Mucnos fueron los intentos para purificar la actl
vidad enzimdtica, pero los resultados no tuvieron €=

xito, pues aunque en las etapas en las que se logrd



FIGURA 28

ANALISIS POR TLC DE LOS PRODUCTOS D& LA REACCION, EN PRESKN-
CTA DE Mg“*, DE LA C,5-PRENILSINTETASA DEL FLAVEDO DE CITRUS
 PARADISII

La reaccidn se llevd a cabo a 3/° durante 3 h en un medio -
que contenia amortiguador de fosfato 100 mM pH 7,4; MgCl2 6
mM; 2-mercaptoetanol 20 mM; GPP 10.#“‘ 1-14C LBEP BOJuM (radi
act. esp. 2,4x106 dpm{pmol) y 0,06 mg/ml de proteinas del ex
tracto enzimdtico., Los productos de las fosfatasas se reti-
raron por extraccidn con hexano, La fase acuosa remanente -

se hidrolizd con fosfatasa alcalina de intestino de ternero

a 37° por 2 h. Los productos se extrajeron en hexano y se -

' ' analizaron en placas de silica gel G impregnadas con KEGA

, usando como solvente de desarrollo hexano:acetato =
de étilo=8:2. La radiactividad se cuantificd por espectrome
tria de centelleo para lfnuidos. Se encontrd radiactividad

asociada a los estdndares E-FOH y Z-FOH cuyos Re - fueron 0,46

Yy 0,56 réspeciivamente.
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FIGURA 29

ANALISIS POR TLC DE LOS PRODUCTOS DE LA REACCION, EN PRESEN-
CTA DE Mg2+, DE LA C,y;-PRENILSINTETASA DEL FLAVEDO DE CITRUS
) PARADISIT

la reaccidn se llevd a cabo a 37° durante 3 h en un medio -
que contenia amortiguador de fosfato 100 mM pH 7,4; MgCl, 6

mM; 2-mercaptoetanol 20 mM; GPP 1O,PM3 [1-14

clIPP 50 pM (ra-
diact. esp. 2,4x106 dpmépmol) y 0,06 mg/ml de proteinas del
extracto enzimdtico. TLos poductos de ihs fosfatasas se feta
raron por extraccidn con hexano. La fase acuosh remanente se
hidrolizd con fosfatasa alcalina de intestino de ternero a =-
¥ pa por 2h, Los productos se extrajeron con hexano y se ana
lizaron en placas de silica gel GF254, preparada con solucion

acuosa de AgNO., Al 12,5%, usando como solvente de desarrollo

3
acetato de etilo. ILa radiactividad se cuantified por espec-
trometria de centelleo para lfquidos. Se encontrd radiacti-
vidad asociada a los estandares k-FOH y Z-FOH cuyos Re fue-

ron 0,41 y 0,51 respectivamente.
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FIGURA 30

ANALISIS POR TLC DE LOS PRODUCTOS DE LA REACCION, EN PRESEN=-
CLA DE Mnd+, Dl LA C1 =PRENILOINTETASA DEL FLAVEDO DE CITRUS

)
PARADISIT

Un extracto enzimatico (0,06 mg/ml de proteinas) se incubd a

37° durante 3n en amortiguador de fosfato 100 mM pH 7,4 con

-

[1-1%c] 1PP 50 pM (radiact. esp. 2,4x10° dpm/pmol); GPP 10 M
2-mercaptoetanol 20 mM y MnCl2 4 mM. Los productos de las -
fosfatasas se retiraron por extracaidn con hexano. La fase
acuosa remanente se hidroliz¢ con fosfatasa alcalina de in-
testino de ternero a 37° por Zh, Los productos se extraje-
ron en hexano y se analizaron en placas de silica gel G
imﬁ%gﬂadas con IBGA, , utilizando como solvente de de-
sarrollo hexano:acetato de etilo=8:2. ILa radiactividad se =-
cuantificd por especlrometria de centelleo para lfguidos, -
Se encontrd radiactividad asociada 'nicamente al estdndar E-

FOH con un Rf de 0,52,
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FIGURA 31

ANALISIS POR TLC DK LOs PRODUCTOS DE LA REACCION, EN PRESEN=-
CILA DE Mn2t, Dis LA 015-PRENILSINTETASA DL FLAVEDO DE CITRUS
PARADISIT
La reaccidn se llevd a cabo a 370 durante 3h, én un medio -
que contenfa amortiguador de fosfato 100 mM pH 7,4; 2-mercap
toetanol 20 mM; MaCl, 4 mM; GPP 10 pM; [1-'%C) IPP 50 M (ra-
diact. esp, 2,4x106 dpm%ymol} y 0,06 mg/ml de proteinas del
extracto enzimatico. Los productos de las fosfatasas se re-
tiraron por extraccidn con hexano. La fase acuosa remanente
se hidrolizd con fosfatasa alcalina de intestino de ternero

a %7°

por 2h, Los productos se extrajeron con hexano y se -
analizaron en placas de silica gel GF254, preparadas con so-
lucidn acuosa de AgN03 al 12,5%. La radiactividad se cuanti-
ficd por espectrometria de centelleo para lfquidos. Rl sol-
vente de desarrollo fué acetato de etilo. Se encontrd radiac

tividad asociada, Unicamente al estandar E-FOH con un Rf de

O’BBQ
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FIGURA 32

ANALISIS POR GLC DF LOS PRODUCTOS DE LA RBACCION, EN PRESEN

CIA DE Mgd+, DE LA 015—PRENILSINTETASA DKL FLAVEDO DE CITRUS
PARADISTT

Los productos extraidos en la fase hexdnica, después de hi-
drolisis con fosfatasa alcalina de intestino de ternero, de
la fase acuosa proveniente de un eiperimento gimilar al des-
crito en la figura 23, se analizaron por cromatografia en fa
3e gaseosa en las condiclones experimentales gue se detalla-
ron en la tabla I para C1b(FOH). Los productos sililados se
analizaron en el cfomatdgrafo. La radiactividad se localizd
en un contador Geiger para fase gaseosa, acoplado al cromaté
grafo. Se encontrd radiactividaa asociada a los porLacores
estdndares E-FOH y Z-FOH en una proporcidn de 3 a 1, calcula
da a partir de ias dreas pajo las curvas dibujadas por el ca
nal del inscriptor acoplado al contador proporcional, lLas =
cifras anotadas bajo las curvas indica el drea de ellas, que

es una medida de la proporcidn entre ambos diasteroisdmeros,
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purificarla, la preparacion fué muy poco estavlse,

En la tapla X se resumen los resultados obtenidos
al tratar de purificar la enzima por fraccionamiento
con sulfato de amonio y en columnas de filtracidn -

con Sephadex G=25,.
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TABLA X

PURIFICACION Y ESTABILIDAD DE LA ENZIMA 015-PRENILSINTETASA
DEL FLAVEDO DE CITRUS PARADISII

EXP. ETAPA ACTIVIDAD %ACT. REC.
(nkat/mg)
I Extracto fresco 0,016 100,0
Fraccidn 0/80 (N‘H4)2804 0,004 25,0

Fraccidn 0/80 liofilizada:

a. Analizada a 0 dias i 0,002 12,5
b. Guardada 5 dias a =20 0,001 6,2

II Extracto fresco 0,041 100,0
Fraccion 40/70 (NH4)2SO4 0,070 170,7
Fracecidn 40/70 dializada(1) 0,044 107,3
Fraccidn 40/70 liofilizada. 0,002 4,9

III Extracto fresco & 0,021 100,0
Extracto guardado 5 dias a 4° 0,020 95,2
Extracto liofilizado:
a. Analizado a O dias o 0,019 90,5
b. Guardado 5 dias a =20 ” 0,020 95 4.2
C. Guardado 15 dias a =20 0,018 85,7

Iv Extracto fresco 0,025 100,0
Eluido columna G-25:
a. Analizado a Q dias 0,053 212,0
b. Guardado 1 dia a 4 0,047 188,0&88,7%
¢. Guardado 2 dfas a 4 0,029 116,0(54,7

(1)  la didlisis se 1lev$ a cabo contra amortiguador de fos
" fate 100 mM, mercaptoetanol 10 mM y EDTA 2 mM en un vo
lumen de 200 veces el volumen del extracto a dializar
y a 4° durante 30 min Yy por tres veces consecutivas,

Las cifras entre paréntesis significan el % de activi-
dad con respecto al eluido de la columna analizado a -
0 dias.
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2e4s ACTIVIDAD DE LA FOSFATASA

El estudio de las actividades fosfatdsicas presen-

tes en el sistema enzimdtico extraido del flavedo de -

C. paradisii se dividid en dos etapas segun el sustra=-

to que se utilizd, de tal forma que se estudiaron las

actividades de la pirofosfatasa inorganica y de la pre

nilfosfatasa, usando como sustratos el pirotosfato in-

3

orgdnico y el [1-"H]GPP respectivamente,

2.4.1.

2'4.1.1'

2;4-;1.2.

Actividad de la pirofosfatasa inorgdnica

Condiciones de ensayo

La cantidad de fdsforo inorgdnico (Pi) liberado
por la accidn de la pirofosfatasa del flavedo de -
pomelo fué funcidn lineal de la concentracidn de -
proteinas hasta los 0,08 mg/ml. Se observaron ve- -

locidades iniciales por lo menos hasta los 1% min

(Fig 33 A y B).

Efecto de la concentracidn del sustrato

La actividad pirofosfatdsica presentd un patrdn

hipervdlico Michaeliano normal con una Vmax 9€ ==

0,71 Pgat a 10 mM PPi y una Km de 1,7 mM (Fig 34).



FIGURA 33

ACTIVIDAD DE LA PIROFOSFATASA INORGANICA DEL FLAVEDO DE QL
PARADISIT

En A se muestran los resultados del efecto de la concentira-
cidén de las proteinas del extracto del flavedo de C, paradi-
sii, cuando se incubaron cantidades crgpiéntes del extracto
(0-0,3 mg/ml de proteinas) en un medio Que contenia amorti-
guador de succinato 100 mM pH 6,0 y PPi 10 mM, en un baro a
37° durante 10 min., Se determind la velocidad de hidrdlisis
del PPi, midiendo el fdsforo liberado por accidn de las fos-

fatasas, por el método de Fiske y Subba Row.,

En B se muestran los resultados obtenidos al incubar un ex-
tracto acuoso (0,03 mg/ml de protefnas) a 37° por diferentes
intervalos de tiempo, en un medio gque contenia amortiguador
de sucecinato 100 mM pH 6,0 y PPi 10 mM, La cantidad del Pi
liberado por la hidrdlisis enzimdatica del PPi se determind =

por el método de Fiske y Subba Row,
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FIGURA 34

EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL SUSTRATO, SOBRE LA ACTIVIDAD
DE LA PIROFOSFATASA INORGANICA DEL FLAVEDO DE C. PARADISII

El extracto acuoso (0,03 mg/ml de proteinas) se incuod a
37° por 10 min, en un medio que contenia amortiguador de suc
cinato 100 mM pH 6,0 y PPi a concentraciones crecientes en~
tre O y 20 mM. La velocidad de la reaccidn se determind, mi
diendo el proaucto de la reaccidn por el método de Fikke y -
Subba Row, Los parametros cinéticos se calcularon a partir

de la curva michaeliana obtenida.



83

20

5

10
PPi(mM)

804

1,7mM

5

Km







2440143,

2-4-1040

2.4.1.5.‘

84

Efecto del metal bivalente y EDTA

+

El Mg2 a una concentracidn de 5 mM inhibid en

un 10% la actividad de la pirofosfatasa de Citrus

Earadisii.

El EDTA no afectd la actividad hasta una concen

tracidn de 20 mM a pH 6,0.

Efecto del Fluoruro (F~)

El fluoruro de potasio (KF) a una concentracion
de 2/ mM inhibid en un 50% la actividad de la piro

fosfatasa de pomelo (Fig 3Y).

Especificidad por el sustrato

La fosfatasa presente en el extracto del flave-
do de C. paradisii presentd una amplia especifici-
dad por el sustrato, aunque su mayor actividad la

tuve con PPi.

En la tabla XI se resumen los resultados de la
actividaa fosfatdsica para varios sutratos, referi
dos a la actividad de la pirofosfatasa inorganica,

todos a una misma concentracidn de 10 mM,



FIGURA 3»

EFECTO DEL FLUORURO (F ) SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA PIROFOSFA-
TASA INORGANICA DEL FLAVEDO DE C. PARADISII

La reaccidn se 1llevd a cabo a 37° durante 10 min, en un me-
dio que contenia amortiguador de succinato 100 mM pH 6,0 y
PPi 10 mM y 0,03 mg/ml de proteinas del extracto enzimdtico.
La actividaa se ensayd a concentraciones crecientes de KF en
tre 0 y 40 mM. La actividad remanente se determind, cuantie
ficando el producto de la reaccidén por el método de Fiske y

Suboba Row,
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TABLA XI

ESPECIFICIDAD POR EL SUSTRATO DE LA FOSFATASA DEL FLAVEDO DE
CITRUS PARADISIT

SUSTRATO % ACTIVIDAD
PPi 100,0
p-Nitrofenilfosfato 62,2
ATP 46,3
AMP 16,2

2.4.1.6, Estabilidad del sistema enzimdtico

La activiaad pirofosfatdsica del extracto perma
necid estable en un 100%, cuando se la guardd has-

ta 20 dfas a 4°.

2.4.2, Actividad de la prenilfosfatasa

2.4.2,1, Condiciones de ensayo y estabilidaa

La actividaa GPPasa fué funcidn lineal de la -
concentracidn de proteinas hasta los 0,08 mg/ml, y

durante 20 min de reaccidn.

Bl extracto acuoso retuvo el 95% de su activi-

dad original al cabo de 10 dfas de guardado a 4°,






2.4.2.2.

2.4.2.3.

2.4.2.4.

87

Curva de Mgt

El idn Mg2+ incrementd en un 5% la actividad de
la prenilfosfatasa a concentraciones inferiores a
1 mM, mientras que a niveles superiores inhibid su

actividad,

Efecto del UTNB

Una concentracidn de SO.FM DTNB inhibid en un -
17% la actividad de la GPPasa, mientras que 100 PM
DTNB inhibieron un 23%.

Curvas de pH

La actividad de la GPPasa tuvo un perfil de ﬁH
con un maximo a pH 5,0, pero en la figura 36 se ob
serva otro leve maximo a pH 6,5. Pensando que tal
vez este segundo maximo fuera realmente una activi-
dad diferente a la correspondiente en pH 5,0, se -
hizo un experimento en préaencia de Mg2+ 5 mM, ya
que las fosfatasas alcalinas requieren de metal bi
valente(42,92). El resultado se muestra también =
en la figura 36 y se observé que el Mg2+ incremen-
td en un 50% la actividad de la enzima correspon-
diente al valor de pH 6,5, precisamente en el pun-

to donde se presentd el segundo maximo.



FIGURA 36

EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA PRENILFOSFATASA DEL =
FLAVEDO DE C., PARADISII

154 éxtracto acuoso (0,06 mg/ml de proteinas) se incubd.a
3% durante 10 min, en un medio que contenfa [1-3ﬁ]GPP 0,2 =
mM (radiact. esp. 2,9x107 dpmépmol) y distintos amortiguado-
res a diferentes pH. Se usaron los siguientes: Acetato o -
formiato pH 4,0; acetato o succinato pH 4,5-5,0 0 5,5; suceli
nato o MES pH 6,0 o b,5; fosfato o TES pH 7,0 o 7,5; TES o
Tris-HCl pH 8,0 o Tris-HCl o Glicina-NaOH pH 8,5 o 9,0, Los
resultados que se muestran en la figur;; para cada valor de
pH, son el valor promedio de los datos obtenidos con los do=s
amortiguadores, El mismo experimento se repitid, en presen=
cia de Mg2+ 5 mM. La actividad especifica de la enzima se -

determind cuantificando los alcoholes raaiactivos por espec-

trometria de centellec para liquidos.
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Al igual que en la seccidn 2.3.3, se realizaron
los controles no enzimdticos para la hidrdlisis a-
cida del GPP. Los resultados obtenidos indicaron
que a las condiciones del ensayo se obtuvo un maxi
mo de hidrdlisis dcida a pH 4,0 del GPP de 2%. =~
Por lo tanto la concentracidn de dicho sustrato se
considera aproximadamente constante en todo el ran

€0 de pH estudiado.
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3., DISCUSION Y CONCLUSIONES

Un sistema enzimatico extraido del flavedo de Citrus para

disii forma a partir de [2-'4C]MVA los intermediarios fosfo-
rilados PMVA, PPMVA, IPP como también los prenilpirofosfatos
de 5, 10 y 15 at de C. Su identificacidn indica que estos -
compuestos se forman en la via isoprenoide , y que éste al -
igual que C. sinensis (29,47) y P. radiata (14,114) tiene al
gunas etapas en comin con la biosintesis del escualeno (16)

y del caucho (7)(Esquema 1). Las enzimas responsables de la
trayectoria no fueron estudiadas individualmente, pero se =

puede inferir su presencia por la identificacidn de sus pro-
ductos. En consecuencia, el sistema enzimdtico de C. paradi
sii comprende: Quinasa mevaldnica, quinasa fosfomevaldnica,
descarboxilasa pirofosfomevaldnica, IPP-isomerasa, 010 y 015
prenilsintetasas. Ademds se determind la presencia de una -
prenilfosfatasa inespecifica, responsable de la aparicidn de
IP, compuesto identificado por Chesterton y Kekw_jck (25), -

como también de la fraccidn LI cuantificada en algunos ensa-

yOB.

Las propiedades de las enzimas del flavedo de (., paradisii
que transforman el MVA en terpenoides de 5, 10 y 15 at de C,
son. algo diferentes a las de enzimas andlogas descritas en =

otros organismos (14,47,55,65,93%,118).

El sistema enzimdtico requiere de la presencia de un idn -
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metdlice bivalente. EL Mnc*

es el metal mds efectivo, segui
do del Mg2+ y 002*; no hay incorporacidn con ca’* (Pig 4). -
ILa diferencia de efectividad de los metales puede ser inter-
pretada como un efecto sobre las distintas enzimas que parti
cipan en la secuencia de reacciones a partir de MVA, Las -

quinasas, descarboxilasa, IPP-isomerasa y prenilasintetasas -
presentan diferentes requerimientos de metal. ILa mayoria de

2op en preferencia al

las quinasas reportadas requieren de Mn
M32+ (15,114,118); algunas IPP-isomerasas también prefieren
el an* al M32+ (11,55); mientras que las prenilsintetasas -
son mas efectivas con Mgz+ (35,38,50,54) y solamente una, la

de C. sinensis (35) presenta actividad con 002*. Otro fac-

tor que podria explicar la diferencia de efectividad del Mn2+

2+ es el hecho que el sistema enzimd

respecto al Mgt y al Co
tico usado fué un extracto crudo y allf podrian existir otras
proteinas u otros ligandos que tuvieran afinidad en orden de
creciente por el Co’*, Mgt y Mn°*. Como consecuencia, dis-
minuirfa la cantidad de metal libre y por lo tanto la oportu

nidad de intervenir en las reacciones enzimaticas.

En el medio de ensayo estd presente el ATP como suétrato
de las quinasas, y como se sabe que este compuesto forma com
plejos con los metales bivalentes (84), es posible que eatos
sean mas estables que los de los otros sustratos en las con-
diciones del ensayo, disminuyenda también la disponibilidad

de metal libre., Ia muy baja incorporacion de MVA, en ausen-
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cia de metal, seflala que las preparaciones enzimdaticas prac=-

ticamente no contienen metal bivalente enddgeno.

lLa actividad de la IPP-isomerasa fué independiente de la
presencia de cualquier metal bivalente, y se pensé que este
resultado se debia a la presencia de metales enddgenos en el
extracto. La ausencia de incorporacidn y de actividad de =~
C,5-prenilsintetasa, en ausencia de metal, demostrd que el =
extracto no contenia metales que pudieran intervenir como co
factores. Se comprobd la no participacidn de metal en la re
accidn de la isomerasa, al obtener la misma actividad en au=-
sencia o en presencia de metal o EDTA, tanto con extracto -
crudo como con extractos tratados con Chellex 100 o filtra-

dos a través de una columna eon Sephadex G-25. Es esta la -

primera IPP-isomerasa independiente de metal que se describe,

Los experimentos realizados para determinar el pH dptimo’
de la IPP-isomerasa (Fig 18), confirman que esta enzima es -
independiente de la presencia del metal bivalente. Se obtig
ne el mismo pH dptimo de 5,0 en amortiguador de acetato o -

succinato 150 mM, tanto en ausencia como en presencia de Mg2+

2,5 mM.

La concentracidn de ATP requerida para obtener la mdxima
incorporacidn de MVA tuvo relacidn con la concentracidn de -
M2+ presente en el medio, Para 002+ el cociente ATP/002+ -

fué de 1, mientras que para Mg2+ o Mn®* fué de 2. Cocientes
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mds altos ocasionaron una inhibicidn de la incorporacién. -
En cambio, en Pinus (14) y en C. sinensis (47) el cociente -
ATP/M2+ fué de 2 para los tres metales mencionados. La dife
rencia entre los cocientes ATP/M2+ podria explicarse como un
efecto producido por una diferencia entre la unidén de los me
tales con proteinas u otros ligandos presentes en el extrac-
to con el ATP, pues las constantes de formacidén de los com-

Ne

plejos [ ATP-M] ~ son del mismo orden de magnitud para los =

tres metales utilizados (84,108).

El fluoruro (F ), en presencia de ngé* inhipe la incorpo-

" racidn de mvA a nivel de todas las tres fracciones analiza-

das (Fig 8), mientras que en presencia de mnz* (Fig 9) este

anidn solamente inhibe las fosfatasas y actua como un activa
dor en la sintesis de los prenilpirofosfatos. Efectos inhi-
bitorios del P~ también se han reportado para otras enzimas,
tales como ol-quimotripsina (61), fosfatasa de g. coli y le-
vadura (74), etc. rsto puede ser explicado en base a lo ob-
servado en la enolasa de levadura. Meyerhof (75) sefiala que
la inhibicidn se debe a que el Ff en presencia de fosfato, -
forma un complejo con el Mg2+, el fluorofosfato de magnesio,
descrito por Massart (74). Este desplaza al Mg>* de su u-

nidn con la enzima y actua como inhibidor competitivo. Ade-

2+ os menor la concentracidn

mids a mayor concentracidn de Mg
de P~ (Io 5) necesaria par inhibir en un 50% la actividad de
’

la enziam, Como la incorporacidn de MVA fué dependiente de
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2+ (pig 4) y ademds se comprobd que

la presencia de Hn2+ o Mg
el extracto contiene fosfato inorgdnico libre (seccidn 7.4.2)
es posible que el efecto retardador se deba a un drenaje del
metal por parte del anidn, como consecuencia de la formacidn
del complejo fluorofosfato de magnesio o manganeso (74). A-

demds este complejo actuarfa como inhibidor competitivo, des

plazando al metal de su unién con la o las enzimas.

El efecto activador de la incorporacidén de MVA, debida al

2+ a nivel de las fracciones AA y PP -

F~, en presencia de Mn
(Fig 9), se explicarfa en base a que este anidn inhibe la ac
tividad fosfatasica del sistema (Figs 8,9), al igual que en

C. sinensis (47,83) y P. radiata (14). Como consecuencia, -
se permitirfa una mayor acumulacion de prenilpirofosfatos, -

que se cuantifican tanto en la fraccidn AA como en PP,

El efecto estimulante del mercaptoetanol en la utiliza- -
cidn de MVA (Fig 10), indica que hay enzimas en la ruta bio-~
sintética de isoprenoides en C, paradisii, que requieren de
la presencia de grupos SH libres. Esto se apoya ademas en -
los efectos del DTNB en la incorporacidn del MVA, ya que es
un reactivo bastante especifico para esta clase de grupo fun

cional.

La IPP-isomerasa de C. paradisii, no es inhibida por DTNB
hasta 200.PM' aunque en ausencia de sustrato es inactivada -

por DINB 200 pM a 30°, con un to,5 mayor de 30 min (Pig 19).
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Estos resultados seflalan que para llevarse a cabo la reac- -
cidén de isomerizacidn se requiere que la enzima contenga -
grupos SH libres, que son protegidos por el sustrato del e=-
fecto de este reactivo. Resultados similares han sido obte-

nidos con la enzima de C, limonum (44), pero usando PCMB.

El efecto estimulante del DTT sobre la actividad de la =
C,g-prenilsintetasa (FPig 24), es otro ejemplo del requeri- -
miento de grupos SH, muy comin en enzimas de la via isopre-
noide (93). El efecto retardador de mayores concentraciones
del DTT sobre la prenilsintetasa, puede atribuirse a la re-
duccidn de puentes disulfuro, que ocasionarfa un cambio con-
formacional que afectaria la actividad de la enzima., El e-
fecto asintdtico debido a concentraciones de DTT por sobre -
30 PM’ se interpretaria como si todos los grupos SH libres =
de la protefina fueran reducidos con esta concentracidn de -

DTT, que mantendria el estado de oxidacidn de dichos grupos.

La 015-prenilsintetasa es inactivada en ausencia de sus-
tratas por DTNB, a concentraciones entre 25 y 100 PM g 0" -
(Fig 26), con 1;0'5 entre 6 y 37 min. La curva de inactivae~
cidn muestra una pendiente iunica, de 10 que se puede inferir
que en la reaccidn enzimdtica participarfa una sola clase de
grupos SH, para mantener la conformacidn mds activa de la en
zima o para intervenir directamente en la catdlisis. En vig
ta de que los experimentos de inactivacidn se realizaron con

una misma cantidad de enzima a varias concentraciones del -
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DTNB, que el patrdn cinético de inactivacidn fué monofdsico
y al resultado del recuadro de la figura 26, se puede afir-
mar que la reaccidn de modificacidn de los grupos SH es de -

pseudoprimer orden con respecto al DTNB.

La inactivacidn de la prenilsintetasa con DINB es reverti
da en un 90% por la presencia de DTT 1 mM. Esta €5 una prue
ba mds de que los grupos SH libres intervienen de alguna for

ma en la reaccidn de esta enzima.

La cindtica de ipactivacidn de la prenilsintetasa (Tabla

IX), muestra que al calcular la constante de velocidad como

- 8i fuese de pseudoprimer o de segundo orden, estas aumentaron

a medida gue se incrementd la concentracion del DTNB. El -
que la constante de pseudoprimer orden dependa de larconcen-
tracidn del reactivo, significa que el DTNB ademds estd in-
terviniendo en otras reacciones con grupos que no participad '
en la actividad de la enzima y que pueden pertenecer a otras-
protefnas o compuestos presentes en el extracto enzimdtico.

Esta hipdtesis es sustentada por el hecho que la constante -
de segundo orden respecto al DINB, tiende a un valor indepen
diente de la concentracidn de éste. Bn este caso la reac-

cidn supuestamente de segundo orden seria realmente de orden

uno,

Es importante seiflalar que a concentraciones inferiores a

10‘Pm, el DTNB incrementd la actividad de la 015-prenilsintg
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tasa, Resultados similares se han reportado para miosina pe
ro con PCMB (37). Una posible interpretacidn de este resul-
" tado, podrfa ser que el DTNB reaccionara con algunos grupos
SH y como consecuencia, expusiera otros que estuvieran blo-

gueados,

Resultados de inactivacidn, similares a los obtenidos con
C. paradisii, se han reportado para un sistema de C. sinen-
sis pero con PCMB (30). Con DTNB este mismo sistema presen=

td un patrdn de inactivacidn bifdsico (22,30).

La 015-prenilsintetasa del flﬁvedo de C. paradisii presen
ta un pH optimo de 6,5 (Fig 23) con inflexiones a pH 5,0 y a
8,0. AuUn cuando los resultados de una curva de pH no son su
ficientes para concluir cudles podrian ser los residuos de =
aminoacidos implicados en la reaccidn enzimatica, la infle=-
xidn a pH 8,0 y el requerimiento de grupos SH para la activi
dad de la enzima, coinciden en sugerir la probable participa
cidn de un residuo de Cisteina (pK, de 8,33). Una hipdtesis

similar fué propuesta para la enzima de C, sinensis (70).

Al igual que los sistemas enzimdticos extraidos de P, ra-
diata (14), de C., sinensis (47) y de C, limonum (23), el ob-
tenido de C. paradisii, presenta una actividad fosfatdsica =-
que hidroliza una variedad de sustratos de diferentes natura
lezas, tal como PPi, p-Nitrofenilfosfato, ATP, AMP, GPP, NPP

etc., (Tabla XI). Las propiedades generales de la pirofosfa-



tasa inorgdnica y de la prenilfosfatasa son muy semejantes a

las reportadas para el sistema de C. sinensis (83). No re-

quieren de metal para su actividad, aunque en presencia de

Mg2+ la pirofosfatasa es levemente inhibida y la GPPasa es

tenuamente afectada. El F actda como un tipico inhibidor

de la pirofosfatasa con una IO,S de 27 PM' La curva de pH
para la GPPasa presentd un mdximo a pH 5,0 y un segundo alre
dedor de pH 6,5. Estos resultados indican que posiblemente
en el extracto estan presentes dos actividades prenilfosfaté
sicas; una dcida con pH Sptimo de 5,0 y otra con su mdximo a
pH 6,5, quizas perteneciente, por su requerimiento de meta-

les, a la categorfa de fosfatasas alcalinas (42,92).

El sistema enzimdtico de Citrus paradisii forma a partir
2+

de MVA y en presencia de Mn compuestos z-c1o y E—C15. U=-

sando como sustratos GPP + IPP en presencia de Mn°*

se formg
como seria de esperar, a priori, solamente el compuesto E-

015. En cambio, a partir de estos mismos sustratos en pre-

sencia de MgQ*, se forman los productos E-FPP y Z-FPP en una
proporcidn E/Z de 3 (Figs 28,30,32). Este patrdn de distri-
bucidn de productos segun su conformacidn E o Z, difiere del
obtenido con un extracto de polvo cetdnico de flavedo de na-
ranja (29,35), en el que el cociente E/Z es de 12 en presen-

cia de Mg2+.

Los trabajos reportados sobre estudios de prenilsinteta-

sas en otros sistemas (38,50,54,82,91,97), seilalan que el =



99

producto de la reaccidn fué siempre de conformacidn E sea de
10, 15 0 20 at de C, y ademdas estos sistemas utilizan unica-
mente sustratos de conformacidn E. Solamente el grupo de -
Heinstein ha reportado la formacidn de los 4 diasteroisdme~
ros del FPP (EE,EZ,ZE,ZZ), a partir tanto de NPP como de GPP,

en un sistema enzimdtico aislado de Gossypium hirsutum (1, -

117). Estos autores no estudian el efecto del metal en la -
estereoquimica de la formacidn de los productos; solamente -

utilizan Mg2+ como cofactor,

La diferencia en la acumulacion de productos 010 formados
a partir de MVA, se podria explicar de la siguiente manera:
Suponiendo que la o las prenilsintetasas formaran cantidades
comparables de GPP y de NPP, como este ultimo no es sustrato
para el paso de Cy, a Cyg Se€ acumularia (59) y seria drenado
s6lo por las carbociclasas (14,23,27,29,47) que en nuestras
‘ condiciones de ensayo estdn muy poco activas. En cambio, el
" GPP es sustrato de una o mds prenilsintetasas, que sabemos -
estan activas. BEn consecuencia, la concentracidon de estado

estacionario del GOH o de sus derivados seria muy baja.

La estereoespecificidad del producto formado por la o las
prenilsintetasas no es fija, sino que depende de la naturale

za del metal bivalente. C(omo ya se sefialé, en presencia de

Mgz+, se formaron a partir del GPP los productos K y Z-C15.

2+

con una razdén E/Z de 3, en tanto que con Mn“Y en lugar del

Mgz+ no se detectd la formacidn del producto Z (Figs 28,30).
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En cambio, en una preparacion enzimitica parcialmente purifi

cada de flavedo de C. sinensis el cociente E/Z fué de 4 en -

2+ 5 Mn*; con Co°* la razdn incrementd a 8 y

2+

presencia de Mg

en presencia de Ni no hubo sintesis del producto 2.

Este fendmeno se puede interpretar en términos de la exis
tencia de 2 o mds prenilsintetasas estereoespecificas, que -
podrian diferir en su especificidad por el metal. Sin embar
g0, no puede excluirse la existencia de una sola enzima que
genere un carvocatidn cuya conformacidn sea definida por la

naturaleza del metal, Un determinado metal (Ni2+

2+

en la enzi
ma de naranja (35) o Mn“* en la de pomelo) permitirfa sola-
mente la conformacidn que lleva a los productos E, mientras
que otros metales serfan menos efectivos para estabilizar la
geometria del carbocatidn y llevarian a la formacidn tanto -

de producto E como Z.

El conjunto de estos datos indica que la estereoespecifi-
cidad de las prenilsintetasas en Citrus respecto al producto
no es sdlo una caracter{stica intrfnseca de la enzima, sino
que dependeria de la estructura del complejo metal-sustrato

(o quizas del metal-producto).

Las enzimas que sintetizan isoprenoides en un extracto de

flavedo de Citrus paradisii son, a rasgos generales, muy se-

mejantes a las enzimas andlogas descritas en otros tejidos -

vegetales o en tejidos animales. Sin embargo, hay algunas =
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diferencias que pueden justificar un estudio mds completo,

La IPP-isomerasa de C. paradisii difiere de la descritas
hasta ahora en su independencia de metal bivalente y en su -
insensibilidad a reactivos modificadores de grupos SH, si =

bien es inactivada por DTNB en ausencia de sustrato.

Las prenilsintetasas de C. paradisii forman mayor canti-
dad de productos Z que las de otras especies de Citrus, y su
estereoespecificidad de producto depende en distinta forma -

de la naturaleza del metal bivalente,

Todas estas diferencias, aparte de su interés comparativo,
pueden conducirnos a obtener de este fruto un mejor material
de partida para el estudio de la estereoquimica del alarga-

miento de la cadena isoprenoide,
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