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Resumen

BERNAL, A., Diaz, J. & MERINO, F. (1993). Localizacién subcelular de cuatro sistemas enziméticos en pimiento
de Padrén (Capsicum annuum L. var. annuum). Nova Acta Cientifica Compostelana (Bioloxia), 4: 59-67

Se han aislado cloroplastos a partir de hojas de pimiento de Padrén, con objeto de investigar la localizacién
subcelular de los sistemas enzimdticos 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6-PGDH; EC 1.1.1.44), fosfogluco
isomerasa (PGI; EC 5.3.1.9), fosfogluco mutasa (PGM; EC 2.7.5.1.) y siquimico deshidrogenasa (SKDH; EC
1.1.1.25). Los resultados muestran como una de las dos isoenzimas de cada sistema, se encuentra localizada en
el cloroplasto. El estudio del lixiviado de polen nos ha permitido obtener la otraisoenzima, localizada en el citosol,
con lo cual se confirma la doble compartimentacidn citosélica y cloropléstica de estas enzimas, ya conocida en
otras especies.

Palabras clave: Cloroplasto, isoenzima, 6-PGDH, PGM, PGI, SKDH, citosol, polen, Capsicum annuum L.
var. annuuin.

Abstract

BERNAL, A., Diaz, J. & MERINO, F. (1993). Subcellular location of four enzymatic systems in Padrén pepper
(Capsicum annuum L. var. annuum). Nova Acta Cientifica Compostelana (Bioloxia), 4: 59-67

In order to know the subcellular location of the enzymatic systems 6-phosphogluconate dehydrogenase (6-
PGDH; EC 1.1.1.44), phosphoglucomutase (PGM; EC2.7.5.1), phosphoglucose isomerase (PGI; EC 5.3.1.9) and
shikimate dehidrogenase (SKDH; EC 1.1.1.25), chloroplasts have been isolated from Padrén pepper leaves. The
electrophoretic analyses show that one of the two isoenzymes of each system is placed in the chloroplast. Studing
the pollen lixiviated we have obtained the other isoenzyme, placed in the cytosol; therefore the double cytosolic
and chloroplastic location of these enzymes, also demonstrated for other species, has been confirmed.

Key words: Chloroplast, isoenzyme, 6-PGDH, PGM, PGI, SKDH, cytosol, pollen, Capsicum annuumL. var.
annuumn.

cer la estructura de las poblaciones y las relacio-

INTRODUCCION nes filogenéticas entre especies afines, sino que
también han permitido revelar algunos rasgos

La mayoria de los datos experimentales ob- caracteristicos de casi todos los sistemas
tenidos acerca de las isoenzimas vegetales en los enzimdticos. Entre los mds importantes se en-
tltimos afios no solamente han ayudado a cono- cuentran la estabilidad del nimero de loci para
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sistemas enzimdticos especificos y la conse-
cuente compartimentacion subcelular de las
isoenzimas. Este fenémeno fue analizado en
profundidad por GorrLIEB (1982), e investiga-
ciones posteriores han confirmado y ampliado,
en general, estas conclusiones.

Lacompartimentacién de las funciones celu-
lares es un rasgo tipico de los organismos supe-
riores, la cual es necesaria por razones de tipo
energético y es de fundamental importancia en
los procesos de metabolismo celular, regulacién
y diferenciacién. En las plantas, el nimero de
isoenzimas de un sistema enzimadtico particular,
a menudo refleja el nimero de compartimentos
subcelulares en los cuales se requiere la misma
actividad enzimdtica (GOTTLIEB, 1982), y de he-
cho esto es frecuente en los cloroplastos y en el
citosol.

Existen trabajos que demuestran la doble
compartimentacién, citosélica y cloropléstica,
de las enzimas de la glicolisis y de la ruta de las
pentosas fosfato en diferentes especies. Asimis-
mo, algunos autores han sugerido idéntica com-
partimentacién para la ruta del 4cido siquimico,
perteneciente al metabolismo secundario y res-
ponsable de la sintesis de los aminodcidos aro-
madticos (JENSEN, 1985). En pimiento practica-
mente no se ha estudiado la localizacién de las
citadas rutas, y los trabajos realizados en otras
solandceas son escasos 0 inexistentes.

Todo ello nos ha llevado a estudiar la locali-
zacién subcelular de los sistemas enzimdticos 6-
fosfogluconato deshidrogenasa (6-PGDH; EC
1.1.1.44), fosfogluco isomerasa (PGI; EC
5.3.1.9), fosfogluco mutasa (PGM; EC2.7.5.1)y
siquimicodeshidrogenasa (SKDH; EC 1.1.1.25),
en Capsicum annuumL. var. annuum, utilizando
técnicas de fraccionamiento subcelular y de pu-
rificacién de organulos, para la obtencién de
cloroplastos. Simultdneamente se ha obtenido la
fraccion citosélica por medio del lixiviado de
polen. La posterior comparacién de la fraccion
cloroplasticay delafraccion citosdlica, conlade
extractos de hojas por medio de electroforesis,
nos ha permitido identificar las diferentes
isoenzimas con su correspondiente compar-
timento subcelular, lo que constituye el objeto
del presente trabajo.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

Se utilizaron hojas de plantas de pimiento
Capsicum annuum L. var. annuum cultivadas en
invernadero.

Aislamiento y purificacion de cloroplastos

Todas las operaciones se realizaron a 4°C.
Parael aislamiento y purificacién de cloroplastos
se empled el método de PALMA et al. (1986), que
es una modificacién del método descrito por
SCHWITZGUEBEL & SIEGENTHALER (1984). Las ho-
jassehomogeneizaron en un medio que contenia
manitol 0,35M, cisteina4mM, EDTA.Na2 ImM,
BSA al 0,2% en tampén MOPS-KOH 30mM pH
7,5 con una proporcién 1:2, p:v. El homoge-
neizado se filtré a través de 8 gasas y unatela de
Miracloth (40p de didmetro de poro), y el eluido
resultante se centrifugd a 80g durante 1 minuto.
El sobrenadante de esta primera centrifuga-
cion, se sometié a continuacién a una centri-
fugacién de 3000g durante 1 minuto. El precipi-
tado, enriquecido en cloroplastos, se resuspendié
cuidadosamente con ayuda de un pincel n"4, en
un medio de lavado que contenia manitol 0,3M,
EDTA.Na2 1mM, BSA al 0,2% en tampdn
MOPS-KOH 20 mM pH 7,2 y se centrifugé
nuevamente a 3000g durante 1 min.

Einuevo precipitado de cloroplastos lavados
se resuspendié en un volumen minimo de medio
de lavado (1-2ml), depositdndose 1ml de esta
suspension sobre un gradiente discontinuo de
Percoll, con la siguiente composicion: 1,3ml al
60%; 3,1mlal 45%;2ml al 27% y 2ml al 21% de
Percoll (v/v). Las dltimas capas estaban suple-
mentadas con 1,2-propanodiol 0,IM. Los
gradientes se prepararon en tampén MOPS-KOH
10mM pH 7,2, conteniendo sacarosa 0,25M y
BSA al 0,2%. -

El gradiente se centrifugé a 20.000g duran-
te 30 minutos, y a continuacién se eluyé por
desplazamiento ascendente de sacarosa (45%)
empledndose un fraccionador de gradientes.
Las fracciones se recogieron en voltimenes de
Iml.
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Estudio del gradiente

La concentracién de clorofila se determiné
segun el método de ArRNoN (1949). La determi-
nacion de la densidad aproximadadelas solucio-
nes de Percoll se llevé a cabo, a temperatura
ambiente, con unrefractémetro de mano Shibuya
(p/p). La integridad de los cloroplastos aislados
se determiné por el método de LILLEY et al.
(1975) basado en la reduccién del ferricianuro,
siguiendo la disminucién de la absorbancia a
410nm.

Medida de actividades enzimdticas

Lamedidadelaactividad citocromo c oxidasa
(EC 1.9.3.1) usando citocromo ¢ reducido como
sustrato, se realizé de acuerdo con SCHNARREN-
BERGER et al. (1971).Las actividades enzimadticas
se calcularon utilizando un g, de 21x10°M"!

cm! para el producto de la oxidacién enzima-
tica del citocromo ¢ reducido (TOLBERT et al.,
1968).

Para medir la actividad hidroxipiruvato
reductasa (EC 1.1.1.29) se utiliz6 el método
descrito por ToLBERT et al. (1970), y enel caso de
la fosfoenol piruvato carboxilasa (EC 4.1.1.31)
se utilizé el método descrito por BESFORD et al.
(1985). Las actividades enziméticas empleadas
en estos dos ensayos se calcularon utilizando un
€,,, de 6,22x10°M"' cm™! para el producto de la
oxidacién enzimdtica del NADH (ViciL, 1983).

La medida de la actividad enzimética
6-PGDH (EC 1.1.1.44) se realiz6 segun el mé-
todo descrito por TANKSLEY & KUEHN (1985),y la
actividad PGI (EC 5.3.1.9) se midi6 segiin el
método descrito por WEEDEN & GOTTLIEB (1982).
La actividad PGM (EC 2.7.5.1) se determiné
basdndose en el método de SicHeRr (1989), con
ligeras modificaciones, mediante un sistema de
enzimas acoplados: el medio de reaccién estaba
compuesto por NADP 0,5 mM, glucosa 1 fosfato
2mM, 0,5u/ml de G6PDH, tampé6n Tris CIH
0,1M pH 8,0 y enzima. La reaccién se inicié por
la adicién de glucosa 1 fosfato y los incrementos
de absorbancia a 340 nm se siguieron durante 5
minutos. Las actividades enzimdticas emplea-
das en estos tres tltimos ensayos se calcularon
utilizando un €,,, de 6,22x10* M! em! para el

340
producto de la oxidacién enzimdtica del NADP.

Técnica del lixiviado de polen

La técnica del lixiviado de polen se realizé
segtinel método descrito por Weeden y GOTTLIEB
(1980). EI polen fresco se recogié a partir de
flores de Capsicum annuum L. var. annuum y se
deposit6 directamente en un tampdn Tris CIH
50mM pH 8,00. Aproximadamente se deposita-
ron 15mgr de polen en 1ml de tampdn, y se dejé
lixiviar de 4 a 24 horas a 4°C. Los extractos eran
utilizados posteriormente para la electroforesis
(25ml) y para la realizacién de las medidas
enzimdticas. El homogeneizado de polen se ob-
tuvo triturando el lixiviado con la ayuda de un
poter, en el mismo tampdn en que se depositaba
a lixiviar, congeldndose a continuacién. Poste-
riormente se procedio a su inmediata desconge-
lacién y se centrifugé a 20.000g durante 5 minu-
tos, recogiéndose el sobrenadante y realizdndose
las medidas de las actividades enzimadticas asf
como la electroforesis en gel de almidén.

Electroforesis en gel de almidon

Todas las muestras obtenidas fueron analiza-
das mediante electroforesis en geles de almidén
segun las técnicas utilizadas previamente por
MeriNO DE CACERES & BERNAL PITA DA VEIGA
(1992).

Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las isoenzimas fueron separadas por PAGE
en disco utilizando geles de poliacrilamida al
7,7% siguiendo el método de Davis (1964) con
modificaciones. La electroforesis se realizd
usando un tampén para el electrodo compuesto
por Tris 0,2M, EDTA 2mM vy 4cido bdrico
0,15M, pH 8,5 (Guries & LEDIG, 1978). Los geles
se tifieron para la actividad SKDH con una
solucién con tampén Tris-CIH 0,1M, MTT
0,8mM, PMS 0,1mM, NADP 0,22mM vy 4cido
siquimico 1 mM, que es una modificacién de la
técnica de RoTHE (1988).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las Figs. 1, 2 y 3 muestran algunas caracte-
risticas fisiolégicas de Ia preparacién de
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cloroplastos obtenidos por centrifugacién en un
gradiente de Percoll. En éste se puede apreciar la
existencia de tres valores maximos de clorofila
querepresentan la fraccion de cloroplastos rotos,
(d=1,043gr/cm?, integridad= 33,66%) y las dos
siguientes, las fracciones de cloroplastos inte-
gros (d= 1,061 gr/cm?, integridad= 86,33% y d=
1,076gr/cm?, integridad=78,0% respectivamen-
te) (Figs. 1 y 2). En estas dos fracciones de
cloroplastos integros podemos observar como la
enzima PGI presenta dos mdximos de actividad
(Fig. 2). También aparecen (Fig. 3) las activida-
des citocromo c¢ oxidasa e hidroxipiruvato
reductasa, enzimas marcadoras de mitocondrias
y peroxisomas respectivamente, pudiéndose
apreciar como en las fracciones de cloroplastos
integros, la contaminacién por ambos orgdnulos
es muy pequefia.

Hemos determinado cuales eran las enzimas
plastidicas utilizando los cloroplastos intactos y
comparando sus extractos con los de hoja, por
medio de electroforesis. En el caso de la SKDH

se utilizaron geles de poliacrilamida, debido a la
bajaresolucién de los geles de almidén para esta
enzima. Al comparar nuestros resultados con los
obtenidos por distintos autores en otras especies,
se observan algunas diferencias.

En cuanto ala 6-PGDH, en Capsicum hemos
detectado la presencia de dos formas
isoenzimadticas de esta enzima de la ruta de las
pentosas fosfato, de las cuales lamés anddica (6-
PGDH-a) aparece localizada en los cloroplastos,
mientras que 6-PGDH-b est4 en el citosol (Fig.
4A).EnLycopersicon TANKSLEY & KUEHN (1985)
detectan la presencia de cuatro formas de 6-
PGDH de las cuales, 6-PGDH-C, con una movi-
lidad intermedia respecto a A, B y D, aparece en
la fraccién cloroplastica.

Sabemos que tanto PGI como PGM, enzimas
pertenecientes a la glicolisis y gluconeogénesis,
tienen una doble compartimentacidn, esto es,
que existe una isoenzima citosélica y otra
cloropldstica, pero no siempre su movilidad
electroforética es la misma. As{ en PGI, la
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Fig. 1. Distribucién de clorofila (mgr/ml) y densidad (gr/cm?) a lo largo del gradiente de Percoll. Las fracciones
se recogieron en volimenes de 1ml. Los resultados son el promedio de tres experiencias independientes.



Bernal et al.: Localizacién de sistemas enziméticos en Capsicum annuum 63

nkat/ml % integridad i

0%
86,33%
<l e - {80%
1,5 In &) 60%
1r 4140%
0,5} 120%
0 1 1 1 1 1 L L 1 1 1 0%

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
fracciones del gradiente

—<— PGI * % Integridad

Fig. 2. Distribuci6n de la enzima fosfogluco isomerasa (PGI) a lo largo del gradiente de Percoll e integridad de
los cloroplastos en las fracciones mds significativas. Las fracciones se recogieron en volimenes de 1ml. Los
resultados son el promedio de tres experiencias independientes.
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Fig. 3. Distribucién de enzimas marcadoras de contaminacion a lo largo del gradiente de Percoll. Citocromo ¢
oxidasa (Cit. C Oxid.) e hidroxipiruvato reductasa (HyPr). Las fracciones se recogieron en voldmenes de 1ml. Los
resultados son el promedio de tres experiencias independientes.
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isoenzima PGI-a estd localizada en la fraccién
cloropldstica, mientras que la PGI-b parece estar
limitada al citosol (Fig. 4B). Estos resultados
tambien estdn de acuerdo con los hallazgos en
espinaca (SCHNARRENBERGER & OESER, 1974),
rébano (SCHNARRENBERGER et al., 1975) y remo-
lacha azucarera (Simcox & Dennis, 1978).

El comportamiento de laPGM varfaen algu-
nas especies. Como en el caso anterior aparecen
dos isoenzimas, pero en el guisante la forma mds
anédica (PGM-a) se corresponde con laisoenzima
citosélica, mientras que laPGM-bes cloropldstica

Fig. 4. Patrones de isoenzimas, en geles de almidon,
de los sistemas 6-PGDH (A), PGI (B) y PGM (C).
Linea 1=homogeneizado de hoja, linea 2=fraccién de
cloroplastos.

(Weeden & Gottlieb, 1980). En nuestro material,
la isoenzima PGM-a tiene una localizacién
cloropldstica y la PGM-b citosélica (Fig. 4 C),
como también sucede en espinaca (Miihlbach &
Schnarrenberger, 1978).

Conrespectoala SKDH, podemos distinguir
dos isoenzimas, que hemos denominado
SKDH-a y SKDH-b, de las que sélo la primera
aparece en los cloroplastos (Fig. 5). Dichos re-
sultados sugieren la existencia de una doble
compartimentacién de la enzima, observada an-
teriormente en guisante (ROTHE et al., 1983;
MouspALE & CoGains, 1985), mientras que en
espinaca (FIEDLER & ScHuLTZ, 1985) sélo se ha
detectado actividad cloropldstica, aunque esta
ausencia de actividad extraplastidica pudiera
deberse a la regulacion de la siquimico deshi-
drogenasa. También existen evidencias indirec-
tas de que la ruta del 4cido siquimico presenta
una doble compartimentacién ya que se ha ob-
servado sintesis de aminodcidos aromaticos
en cloroplastos aislados (BICKEL et al.,1978), y
en otras enzimas de la ruta (JENSEN, 1985;
MouspAaLE & CoGGINs, 1985) se ha encontrado
tanto la forma citosélica como la cloropldstica.

La técnica anteriormente expuesta, nos per-
mitié identificar las enzimas cloropldsticas, y
por exclusion, las citosélicas. Pero para confir-

o

i

Fig.5.Patréndeisoenzimas, en geles de poliacrilamida,
del sistema SKDH. 1= homogeneizado de hoja, 2=
fraccién de cloroplastos.
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mar estos resultados recurrimos a la técnica del
lixiviado de polen, que nos permitié obtener
pequefias cantidades de enzima citosélica.
Nuestro estudio muestra como a las 8 horas de
mantener el polen sumergido en el tampdn, la
enzima marcadora citosélica alcanza su valor
mdximo, un 43,48% (Tabla I), proporcién que
disminuye posteriormente, y que presenta unos
niveles de contaminacién muy bajos. En 1980
WEEDEN & GOTTLIEB, trabajando con distintas
especies vegetales, estudian el comportamiento
en los lixiviados de polen de diferentes enzimas
del metabolismo primario, y llegan a la conclu-
sién de que durante las primeras horas de empa-
pado del polen en un tampén apropiado, las
enzimas citosélicas de los sistemas estudiados

salen al exterior, quedando aquellas formas
enzimdticas ligadas a orgdnulos confinadas al
interior del grano.

A las 24 horas, observamos como la propor-
cién de actividad de PEPc ha descendido hasta
un 5,92%. Esto tiene su explicacién en que
después de este tiempo la mayor parte de los
granos de polen se han roto, liberando todo su
contenido enzimdtico, y es muy probable que
esta enzima se vea afectada por algin compo-
nente externo. Esta pérdida de actividad
enzimdtica también ha sido detectada en otras
especies. En Oenothera organensis a las 19 ho-
ras ya se detecta la ausencia de una banda perte-
neciente al patrén de esterasas, sugiriendo
MAKINEN & BREWBAKER (1967) que dicha banda

TasLa 1. Actividades enzimdticas marcadoras en el lixiviado de polen a diferentes tiempos. Las actividades se
expresan en nkat/ml. Los resultados son el promedio de tres experiencias independientes

PEPc Cit. C Oxid. HyPr
Fraccién nkat/ml % nkat/ml % nkat/ml %
Homogeneizado
Polen 1,35 100 0,864 100 1,53 100
Lixiviado polen
4 horas 0,186 13,77 0,000 0 0,082 5,35
8 horas 0,587 43,48 0,000 0 0,101 6,60
12 horas 0,362 26,81 0,000 0 0,088 5,75
24 horas 0,080 592 0,011 1,27 0,088 5,75

TasLA L. Actividades enzimdticas en el lixiviado de polen en diferentes tiempos. Las actividades se expresan en
nkat/ml. Los resultados son el promedio de tres experiencias independientes.

6PGDH PGI PGM
Fraccién nkat/ml % nkat/ml Y% nkat/ml %
Homogeneizado
Polen 1,56 100 6,52 100 5,33 100
Lixiviado polen
4 horas 0,017 1,08 0,995 15,26 0,047 0,8
8 horas 0,017 1,08 1,611 24,70 0,118 2,2
12 horas 0,012 0,7 0,971 14,89 0,028 0.4
24 horas 0,066 5,28 1,46 22,39 0,059 0,93
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es sensible hacia algin factor externo que afecte
a la solucién enzimdtica. Este hecho también es
aplicable al resto de las enzimas, ya que los
otros tres sistemas enzimdticos presentan su
méximo de actividad a las 8 horas, con un des-
censo a las 12 horas (Tabla II). En cambio, el
incremento que experimentan a las 24 horas, mas
que aunamayor proporcién de enzimacitosdlica
se puede presumir que corresponda a un incre-
mento enlacontaminacién debidoalarupturade
los granos de polen. Asi, la enzima marcadora
mitocondrial que no se habfa detectado hasta el
momento, presenta unaactividad del 1,27% alas
24 horas.

Una vez confirmada la existencia de activi-
dad enziméticaen el lixiviado de polen, asi como
la naturaleza predominantemente citosélica de
este componente enziméatico, con un grado de
contaminacién minimo, se pasé a examinar los
patrones electroforéticos de aquellos sistemas
que mejor se resolvian en los geles de almi-
dén. Paraello, se comparé el patron de bandas de
dos enzimas (PGI y PGM) en diferentes frac-
ciones: homogeneizado de hoja y lixiviado de
polen. Los resultados venfan a confirmar lo ya
observado, que las isoenzimas citosdlicas se
correspondian con aquellas formas isoenzi-
maticas que no aparecian en los geles de almidén
cuando aisldbamos cloroplastos, esto es, las
formas menos anddicas (Fig. 6). Esta menor
movilidad de las formas citosdlicas para las
enzimas PGI y PGM, estd de acuerdo con los
resultados obtenidos por WEEDEN & GOTTLIEB
(1980) en espinaca, en dénde la forma menos
anédica de estas dos enzimas coincide con la
forma citosélica, mientras que en guisante sélo
aparece la forma menos anddica de PGI, apare-
ciendo la forma mds anodica de PGM en el
lixiviado de polen.

Los resultados obtenidos en este trabajo vie-
nen a confirmar los resultados obtenidos en

otras plantas sobre la existencia de una doble

compartimentacién, citosélica y plastidial.
Estudios posteriores nos permitirdn ampliar es-
tos conocimientos sobre la actividad de las dis-
tintas isoenzimas en los diferentes compar-
timentos subcelulares, asi como conocer la evo-
lucién que puedan experimentar a lo largo del
desarrollo.

Fig. 6. Patrones de isoenzimas, en geles de almidon,
delossistemas PGI (A),y PGM (B). Linea 1=lixiviado
de polen, linea 2= homogeneizado de hoja.
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