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INTRODUCCION’l.



1.1 Mitocondrias y respiración celular

Las mitocondrias son las organelas donde se lleva a cabo la

respiración celular y dondese cataliza la fosforilación oxida

tiva en los tejidos aeróbicos. En los diferentes tipos de célu

las las mitocondrias varian en tamaño, número y forma. Las mito

condrias están constituidas por una doble membranaque envuelve
a la matriz mitocondrial. La membranaexterna está en contacto

con el citoplasma y constituye un saco cerrado que contiene a la

membranainterna, caracterizada por unas invaginaciones denomina

das crestas, las que penetran en la matriz mitocondrial. Entre la

membranainterna y la membranaexterna queda definido un espacio

que se continúa dentro de las crestas y que se denomina espacio

intermembranaso espacio intercrestal.

La superficie interior de la membranainterna se halla recu

bierta por unas particulas esféricas de alrededor de 9 nmde diá

metro, unidas por un pedúnculo a la membrana. Estas particulas

denominadas particulas elementales o esferas de la membranain

terna han sido clasificadas con la enzima Fl-ATPasa responsable
de la sintesis de ATP.

La membranaexterna contiene enzimas características comola

monoaminooxidasa, las tioquinasas de los ácidos grasos y una NADH

citocromo c reductasa insensible a la rotenona. La membranainter

na es desde el punto de vista funcional la más importante, pues

contiene los componentesde la cadena respiratoria y las protei

nas necesarias para la síntesis de ATP. Otras proteínas, comola

3-hidroxibutirato deshidrogenasa y las permeasas transportadoras

de aniones y nucleótidos también se hallan integradas en la mem

brana mitocondrial interna. El espacio intermembranas contiene



entre otras enzimas, la adenilato quinasa. La matriz mitocondrial

contiene en una alta concentración proteica a las enzimas solubles

del ciclo tricarboxïlico, la glutamato deshidrogenasa, las enzimas

de oxidación de ácidos grasos, etc. (Lehninger, 1966; Mahler y Cor

des, 1971; Lehninger, 1975; Stoppani y Boveris, 1981).

Constitución de la cadena respiratoria

La cadena respiratoria está formada por una serie de transpor

tadores de electrones, capaces de experimentar cambios reversibles

en su estado redox. Los transportadores de electrones (Fig.l) pue

den ser moléculas orgánicas relativamente simples, comola ubiqui

nona; nucleótidos comoel NADH,6 estructuras proteicas, como las

flavoproteínas, las hierro-sulfoproteínas y los citocromos. La es

tructura en membranapermite fijar firmemente a los componentes de

la cadena respiratoria en un ordenamiento secuenciado que facilita

la transferencia de electrones entre ellos, lo que determina una al

ta eficiencia del sistema. Cada componenteestá situado respecto a

sus vecinos de manera tal que el transporte de electrones se reali

za con la mayorespecificidad evitándose reacciones laterales.

Por fraccionamiento salino de la membranamitocondrial interna,

en presencia de sales biliares, es posible aislar complejosconsti

tuidos por varias proteínas. La composición de esos complejos refle

ja el ordenamiento de los constituyentes de la cadena respiratoria.

Esos complejos son: el Complejo I (NADH-ubiquinonareductasa); el

ComplejoII (succinato-ubiquinona reductasa); el ComplejoIII (ubi

quinol- citocromo S reductasa); el Complejo IV (citocromo oxidasa);

y el Complejo V (complejo Fl-ATPasa); en la figura l se explica la
composición de cada uno de estos complejos.
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Fig.l Componentes de la Cadena Respiratoria. Los grupos de compo

nentes entre corchetes designan a los complejos I-IV

En el esquemade la cadena respiratoria de la figura 2 se indi

can además los puntos de entrada de los electrones provenientes de

las distintas deshidrogenasas.Se observa que la ubiquinona es el co

lector de la gran mayoría de los electrones provenientes de los pro
cesos oxidativos celulares. Los electrones son transferidos a la u

biquinona por las siguientes enzimas: l) NADH-deshidrogenasa; 2) suc

cinato deshidrogenasa; 3) glicerol-3-fosfato deshidrogenasa; h) acil

(ácido graso)-CoA deshidrogenasa; 5) colina deshidrogenasa. Todas

ellas son flavoproteínas. En cambio, hay un solo dador de electrones

al oxígeno: el citocromo gg 6 citocromo oxidasa. Entre la ubiquinona3

y el citocromo aaa hay varios transportadores intermedios: los cito

cromos 2, gl y g y algunas sulfo-hierro proteínas. Ninguno de éstos
últimos transportadores es capaz de ceder electrones al oxígeno con

velocidad comparable a la citocromo oxidasa, lo que determina el papel

esencial de la oxidasa terminal para la respiración celular (Lehninger

1965; Mahler y Cordes, 1971; Lehninger,1975;Stoppani y Boveris,1981).



1.2 Fosforilación oxidativa

La fosforilación oxidativa es el proceso por el cual la ener

gía química liberada por las reacciones de oxidación que tienen

lugar en la cadena respiratoria mitocondrial, es utilizada para

la síntesis de ATP.La fosforilación oxidativa es la fuente prin

cipal del ATPutilizada para el normal desarrollo de las funcio

nes biológicas, lo que le da a la respiración su importancia fi

siológica. La fosforilación oxidativa ocurre en la membranamitg

condrial interna e involucra reacciones químicas (óxido reduccio

nes y síntesis de ATP)y transporte de iones y moléculas. Las re

acciones químicas y los procesos de transporte están íntimamente

ligados y son interdependientes.

Las reacciones siguientes son modelos representativos de re

acciones capaces de formar ATPen la membrana interna.

NADH+H++0.50+3ADP+3P._+NAD++HHO+3ATP(l)2 1--— 2

. ———‘
succ1nato + 0.5 O2 + 2 ADP + 2 Pi fumarato + 3 H20 + 2 ATP (2)

. + + ———> .

c1tocrono g? + 0.5 02+ 2H + ADP +Pi c1tocrono 93+ + 2H2O+ AIP (3)

a) la óxido-reducción: NADH+ H+ + 0.5 02 --—---h-NAD++ HZO (u) y

b) la fosforilación: 3 ADP + Pi ———a.3ATP + 3 H20 (5)

Las reacciones de óxido-reducción son exergónicas, mientras

que la reacción de fosforilación es endergónica. '

La reacción (l) representa la oxidación del NADHformado en

la matriz mitocondrial y se demuestra experimentalmente con mito

condrias aisladas, utilizando sustratos que penetran fácilmente



(A)

la membranainterna, comoL-glutamato, L-malato 6 3-hidroxibuti

rato. Esos sustratos, una vez en la matriz mitocondrial, en pre

sencia de NAD+y por acción de deshidrogenasas específicas, gene

ran NADH.La reacción (2) representa la oxidación del succinato,

catalizada por la succinato deshidrogenasa y la cadena respirato
ria. La reacción (3) se demuestrautilizando reductores artifi

ciales del citocromo g, comoel sistema de TMPD(N,N, N',N' tetra

metil-p-fenilendiamina) y ácido ascórbico.

De las reacciones (l) (2) y (3) surgen relaciones entre el fos

fato (Pi) incorporado al ATPy el oxígeno utilizado para oxidar el
sustrato. Esa relación se denomina relación P:O y su valor depende

del sustrato oxidado. La relación P:O es de 3 con NADH;2 con suc
2+

cinato y de l con citocromo g (Lehninger, 1965; Lehninger, 1975;

Stoppani y Boveris, 1981).

Sitios de conservación de energía hasitios de fosforilación)

Si se tienen en cuenta los sitios de entrada de los electrones

a la cadena respiratoria con NADH,succinato y ascorbato-TMPD, se

pueden localizar los sitios de la cadena respiratoria donde se for

maATP(Fig.2)._Bstos sitios se denominan "sitios de conservación

de energía" 6 "sitios de fosforilación". Se admite que están ubica

dos en la cadena respiratoria en la vecindad de la NADH-deshidro

genasa (primer sitio); en el sector citocromo g-citocromo gl (se
gundositio) y en el sector citocromo a-oxigeno (tercer sitio). La
localización de los sitios se ha confirmado mediante estudios de

espectrofotometría diferencial y mediante el uso de inhibidores

respiratorios (Fig.2). Por ejemplo, la oxidación del NADHen pre
o o o n II

senCia de Cianuro y eitocromo g como ox1dante, da una relaCion



U1

P20 de 2 (no opera el sitio 3).

La ubicación de los sitios de conservación de energía es una

consecuencia de las propiedades termodinámicas de la cadena res

piratoria, o en otros términos, de los potenciales redox de los

transportadores de electrones. La Tabla 1 muestra los sitios de

conservación de energía en la cadena respiratoria de acuerdo a los

potenciales redox y los valores delSGé.
Rendimiento energético

El Gá correspondiente a la reacción redox (exergónica) de

oxidación de NADHes -220.3 kJ/mol, mientras que el A;G¿ corres
pondiente a la fosforilación acoplada (endergónica) es + 87.7
kJ/mol. En consecuencia la reacción de fosforilación conserva

aproximadamente“2%del total de la energía liberada durante la

transferencia de un par de electrones del NADHal oxígeno. Si se

compara este rendimiento con el de las máquinas térmicas creadas

por el hombre (en general 30%)se advierte la notable eficiencia

de la fosforilación oxidativa comomáquina biológica (Lehninger,

1965; Lehninger,1975; toppani y Boveris, 1981).

Control de la respiración por el ADP(Control respiratorio)

Según las ecuaciones (l), (2) y (3) en las mitocondrias nor

males la reacción de oxidación del sustrato depende de la presen

cia de ADPy Pi. En condiciones fisiológicas, la matriz mitocon

drial contiene alta concentración de Pi, de manera que 1a concen
tración de ADPresulta la reguladora de la actividad del sistema

de transporte de electrones y por lo tanto de la respiración mi

tocondrial. La medida de la respiración mitocondrial con métodos

adecuados, por ejemplo la polarografía de oxígeno, permite com

probar que en ausencia de ADP,la actividad es limitada, mientras
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Constitución de 1a cadena respiratoria. FP1,NADHdeshidroge
nasa; FP ,succinato deshidrogenasa; FP3,acil-CoA deshidroge2

nasa; FPu,glicerofosfato deshidrogenasa; FPS, dihidrolipoil
deshidrogenasa; FPS, colina deshidrogenasa.

TABLA l. SITIOS DE CONSERVACION DE ENERGIA EN LA CADENA RES

PIRATORIA.

Transportadqr de EJ) A Eh AG¿ Sitio de
electrones (mV) (mV) (kJ/nol) fosforilación

NAD -320

380 “8.9 +

Ubiquümma +60

Citomxmb gr -30
285 53.9 +

Citocromo g_ +255

Cítocrono ga +385
435 81.9 +

Oxígeno +820



Fig.3.

HITOCONDRIAS

l HALATD-GLUTAHATO

¡--------0.22mHoz-—----—--.

Control de la respiración por ADP.La respiración se mide
polarográficamente con un electrodo de platino. Las mito
condrias se añaden al medio cuando la concentración de oxi
geno es máxima (0.22 mM). En esas condiciones la actividad
respiratoria es pequeña (estado metabólico l). La adición
de sustrato incrementa la respiración (estado u); la adi
ción de ADP(0.“70 mM)aumenta aún más la respiración (es
tado 3) hasta que todo el ADPse convierte en ATPy la res
piración retorna al estado H.
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que<kmpuésde añadir ADP, la respiración se activa a niveles que pue
den alcanzar hasta 20 veces el valor de la respiración en ausencia de

ADP. Una vez que el ADPañadido ha sido totalmente convertido en ATP,

la actividad respiratoria retorna a un nivel muypróximoal inicial.

La figura 3 muestra el efecto del ADPsobre la actividad respiratoria

mitocondrial. Al estado metabólico caracterizado por la presencia de

sustrato oxidable, ausencia de ADPy consumode oxígeno lento, se lo

denomina "estado controlado" o "estado u". La adición de ADPestable

ce un consumo de oxígeno rápido y por ello a este estado se lo deno

mina "estado activo" o "estado 3" que se mantiene hasta que todo el

ADPha sido fosforilado a ATP, produciéndose entonces el retorno al

"estado H". La reacción (6) es la expresión de control que ejerce el

aceptor de fosfato (el ADP)sobre el transporte de electrones mito

condrial. A ese cociente se lo denominacontrol respiratorio, tomán

dose comovalor fidedigno de la respiración en "estado u", el valor

medido después del agotamiento del ADP.

Control respiratorio = respiración en estado 3 (5)
respiración en estado h

El fenómeno de control respiratorio es de máximaimportancia en

la regulación fisiológica de la respiración celular. El control res»

piratorio y el índice P20 son muyusados para expresar el grado de

acoplamiento entre los procesos de oxidación y fosforilación. Bajos

valores de control respiratorio 6 índice P:0 indican mitocondrias
desacopladas o dañadas.

El acoplamiento de los procesos de transporte de electrones y de

síntesis de ATPpuede ser modificado por agentes químicos y por alte

ración física de la membranamitocondrial. Entre las sustanciascapa

ces de inhibir la fosforilación oxidativa están por una parte las que



Igenéricamente se denominandesacopladores o desacoplantes. Entre

ellas se encuentran los fenoles sustituidos (pentaclorofenol, di

nitrofenol (DNP),etc.) las fenilhidrazonas de cianuro de carboni

lo_(CCCPy FCCP), el dicumarol, los ácidos grasos de cadena larga

y algunos antibióticos comola valinomicina y la gramicidina. Pro

cesos físicos comola congelación y el tratamiento con soluciones

hipotónicas también desacoplan el mecanismoconservador de energia.

En las mitocondrias desacopladas, la energía liberada por el trans

"porte de electrones se disipa en forma de calor. Este fenómenoes

normal en mitocondrias de tejidos termogénicos Comola grasa parda

de ciertos roedores y los espádices de las aráceas.

La fosforilación oxidativa es también inhibida por los antibió

ticos comola oligomicina y la rutamicina, y por la diciclohexilcar

bodiimida. Estas sustanciasa las que se sueleidenominar inhibidores

ggfla transferencia de energía 6 inhibidores de la F1—ATPasa,afec
tan simultáneamente la respiración y la fosforilación. En cambio no

afectan el transporte de electrones en mitocondrias desacopladas.

Estas prOpiedades los diferencian por una parte de los inhibidores

gg la transferencia de electrones (comoel cianuro y la antimicina)

y por la otra de los desacoplantes de 1a fosforilaciónp que en lu
gar de inhibir, estimulan la respiración (Lehninger, 1965; Lehnin

ger, 1975; Stoppani y Boveris, 1981).
Inhibidores de la transferencia de electrones

El uso de inhibidores especificos ha resultado de especial uti

lidad para el desarrollo de los conocimientos sobre el arreglo fun

cional de la cadena respiratoria y constituye actualmente una prác

tica corriente en los estudios de respiración celular. Los inhibi
dores de la transferencia de electrones más comunmenteusados pueden



12

ordenarse en tres grupos principales según el sitio de la cadena

respiratoria donde actúan. Unprimer grupo de inhibidores actúa

sobre la NADH-deshidrogenasa,bloqueando 1a transferencia de eleg

trones entre la flavina y la ubiquinona. Los más representativos

de este grupo son la rotenona, aislada de vegetales y utilizada

comoveneno de peces y la piericidina cuya estructura es muyse

mejante a la de la ubiquinona. Estos inhibidores se combinan es

tequiométricamente con la NADH-deshidrogenasay pueden usarse pa

. ra titular la flavoproteina presente. Inhibidores de localización
similar son el amital, los esteroides, los detergentes, etc. Por

su acción en la vecindad del primer sitio de fosforilación (Fig.2)

se los suele denominar inhibidores del sitio 1. Un segundo grupo

de sustancias actúa bloqueando la transferencia de electrones en

tre citocromos b y gl. El ejemplo tipico de este grupo es la anti
micina que se combina estequiométricamente con un componente que

está en relación equimolecular con los citocromos 2T y gl. Inhi
bidores similares son la hidroxiquinolina-N-óxido y el BAL(Bri

tish Anti-Lewisita, 2-3 dimercapto 1-propanol).

Se los denomina inhibidores del sitio 2. Un grupo de inhibi

dores actúa sobre el hemo¿3 de la citocromo oxidasa impidiendo
su interacción con el oxigeno; este grupo incluye al cianuro, al

monóxidode carbono, a la azida, etc. A estos inhibidores se los

denominagenéricamente inhibidores del sitio 3. Los sitios de ac

ción de los inhibidores coinciden aproximadamentecon los sitios

de conservación de energia (Fig.2) (Lehninger, 1965; Mahler y Cor

des, 1971; Lehninger,1975; Stoppani y Boveris, 1981).

Características de la cadena resoiratoria en mitocondrias de plan

tas superiores,
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Fue demostrado que las mitocondrias de plantas superiores tie

nen muchasactividades respiratorias que difieren de las mitocon

drias animales: a) en espectros a baja temperatura (77°K) muestran

tres picos de citocromo g comparado con dos en mitocondrias anima

les y dos picos de citocromo g los cuales son diferentes de los ci

tocromos c_y c de mitocondrias animales (Chance y col.1968; Lance—l

y Bonner, 1968; Storey, 1969); b) la composición de las flavopro

teínas en mitocondrias de plantas es aparentemente diferente de las

mitocondrias animales (Erecinska y Storey, 1970; Storey,1971); c)

las mitocondrias de plantas pueden ser consideradas más permeables

que las mitocondrias animales y tienen la habilidad de oxidar rá

pidamente el NADHexterno aplicado (Ikuma y Bonner, 1967; Wilson y

Hanson, 1969), bajas concentraciones aparentes de sustrato endóge

no en mitocondrias aisladas de plantas (Ikuma y Bonner, 1967) y un

relativamente rápido envejecimiento después de almacenamiento a 0°C

(Ikuma, 1970); d) el modelo respiratorio de mitocondrias de plantas

comose reveló en la relación de control respiratorio y la relación

ADP:Omuestra que las mitocondrias vegetales están menos acopladas

(Ikuma, 1970; Ikuma y Bonner, 1967); e) la oxidación de malato pro

cede rápidamente en mitocondrias de plantas aún en ausencia de piru

vato o glutamato (Ikuma y Bonner, 1967); f) las mitocondrias de phn_

tas contienen una succinil-CoA sintetasa específica para ATP(Palmer

y Wedding, 1966) en contraste a la especificidad de la enzima para

GTPen mitocondrias animales (Hager, 1962); g) la presencia de un

camino "resistente al cianuro" ha sido detectado en mitocondrias de

plantas (Beevers, 1961; Bendall, 1958; Chance y Hackett, 1959; Hac

kett y col. 1960; Ikuma, 1970); h) la rotenona que es un potente in

hibidor del transporte de electrones en mitocondrias animales, es un
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débil inhibidor de la respiración mitocondrial de plantas (Ikuma
y Bonner, 1967b).

Existe evidencia de la presencia de dos sistemas de NADHdes

hidrogenasa accesible al NADHexógeno en mitocondrias de hipocóti

les de porotos (Phaseolus aureus) (Douce y col. 1973). Un sistema

está localizado sobre la membranaexterna y contiene una flavopro

teína y citocromo b555 , que es insensible a la antimicina y es es
pecífico para los cuatro átomos de hidrógenootdfl.NADH. La segunda

NADHdeshidrogenasa está localizada sobre la fase externa de la mem

brana interna, está ligada a la cadena respiratoria y es especifica

para los cuatro átomos de hidrógeno/gdel NADH.
Fue observado que la oxidación de diferentes sustratos ligados

al NAD+responden en forma diferente al agregado de piericidina A

y oxalacetato (Brunton y Plamer, 1973) indicando que diferentes sus

tratos pueden dar NADHa diferentes deshidrogenasas internas. Hubo

muchostrabajos indicando que el oxalacetato es un potente inhibi

dor del transporte de electrones (Douce y Bonner, 1972; Wiskich y

col.,196H). Douce y Bonner (1972) reportaron que en mitocondrias

de porotos la inhibición del consumode oxígeno se produjo por el

agregado de oxalacetato; la inhibición fue causada por la reversión

de la málico deshidrogenasa y no por la oxidación del NADHpor la

cadena respiratoria. Se encontró que 1a oxidación de malato fue a

fectada en la misma forma que otros sustratos ligados al NAD+.Brun

ton y Palmer (1973), trabajando con mitocondrias de trigo, observa

ron inhibición de la oxidación de la mayoría de los sustratos liga

dos al NAD+excepto el malato, el cual fue sólo parcialmente inhi

bido por oxalacetatc. La oxidación de malato resitente a la inhibi

ción por oxalacetato se asume comosiendo catalizada por la enzima



15

málica. El NADHproducido por la enzima málica fue preferencialmen

te oxidado por la NADHdeshidrogenasa y no estuvo rápidamente dis

ponible para la oxidación por la reversión de la málico deshidroge

nasa.en la presencia de oxalacetato. Así parece que la enzima máli

ca y la malato deshidrogenasa actúan comosi existieran en diferen

tes compartimentos de la matriz de la mitocondria.

La piericidina A causó una poderosa inhibición de oxidación de

malato (Brunton y Plamer, 1973) y la inhibición pudo ser completa

mente extraída por agregado de glutamato y de glutamato oxalacetato

transaminasa para extraer el oxaloacetato (Palmer y Arron, 1976). Así,

el agregado de piericidina alteró el metabolismo en torma tal que el

NADHproducido por la enzima málica pudo ser preferencialmente oxida

do por reversión de la malato deshidrogenasa, más que por la NADHdes

hidrogenasa. Puede ocurrir que la enzima málica esté íntimamente relg

cionada a la NADHdeshidrogenasa sensible a la piericidina en un com

partimento, mientras que la malato deshidrogenasa está íntimamente a

sociada a la NADHdeshidrogenasa, la cual puede baypasar el sitio sen

sible a la piericidina en otro compartimento. No se consideran los di

ferentes compartimentos comocompartimentos estructurales separados

por una membrana, sino comocompartimentos cinéticos en.los cuales

las dos deshidrogenasas ocupan diferentes áreas sobre la superficie
de la membranainterna.

Un esquema integrado que muestra la posible organización de las

NADHdeshidrogenasas y su relación a las deshidrogenasas ligadas al

NAD+es mostrado en la figura u.

Existen tres tipos principales de citocromos b: 2-566 (Bm=—70mV),

2-560 (Bm=HO-80 mV) y 9:556 (Em=75—100mV) (Lambowitz y Bonner,197u;

Dutton y Storey,197l). El citocromo b-SBGes considerado análogo al
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Big." Representación diagramática de la organización de las NADH

deshidrogenasas en mitocondrias de plantas superiores.

citocromo 2-566 (bT) de mitocondrias de mamíferos y el citocromo

b-SSO al citocromo de mamíferos b-562 (bK) (Lambowitz y col.,197H;

Lambowitz y Bonner,197h).

Storey (1969) encontró que habia dos tipos de citocromo a; el

citocromo ¿3 que tiene máximos de absorción a 602 nm y a HMSnm,

y el citocromo a que tiene máximos de absorción a 602,4u5 y u38 nm.

La separación de a y 33 se puede efectuar midiendo los potenciales
de oxidación-reducción: en mitocondrias de porotos el potencial me

dio de a a pH 7.2 es +190 mV; de 33 + 380 mV (Dutton y Storey,197l).

Existen dos tipos de citocromos g (Ikuma, 1972), el citocromo

gsug y el citocromo gsu7. Por datos publicados (Lance y Bonner,1968;

Storey,1970) sugirieron que el citocromo gsu7 está más íntimamente aso
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ciado a la citocromo oxidasa que el citocromo Ssug.
El potencial medio de oxidación-reducción de ambos citocromos

a pH 7.2 es de +235 mV(Dutton y Storey, 1971). Una diferencia en

tre los dos citocromos es la extracción con sales: gsu7 es rápida
mente extraible por sales de mitocondrias de plantas en forma simi

lar al citocromo g de mitocondrias de mamíferos, mientras gsug per

manece unido a la membrana como el citocromo gl de mitocondrias de
animales (Lance y Bonner, 1968).

El componente ubiquinona de mitocondrias de porotos fue demos

trado ser UQ10(ubiquinona con 10 residuos isoprenilos en la cade
na lateral) (Beyer y col.,1968).

ZOhservacionescinéticas sugieren que la ubiquinona acepta eleg

trones de la succínico deshidrogenasa (Storey y Bahr, 1972) y los

transfieren a la cadena de citocromos. Cuando el NADHexógeno fue

usado como sustrato hubo un lag antes del comienzo de la reducción

de la ubiquinona y se sugirió que la ubiquinona puede actuar como

un pool de almacenamiento para equivalentes de reducción que entran

a la cadena respiratoria sobre el lado del sustrato del segundosi

tio de síntesis de ATP(Storey, 1970).
Se sabe poco sobre el rol de las sulfo-hierro proteinas en mito

condrias de plantas. Su presencia se dedujo cuando se usaron inhibi

dores comola rotenona o la piericidina A los cuales inhiben a nivel

de los componentes de hierro-azufre en la NADHdeshidrogenasa, que

inhiben la respiración en mitocondrias de plantas.Schonbaum y col.

(1971) fueron los primeros en publicar un espectro de resonancia

electrónica paramagnética (EPR) que se obtuvo usando mitocondrias

de plantas. Esto mostró una señal a g=2.0 y 1.9“ la cual es carac

terística de hierro-azufre proteínas (Ohnishi, 1973). Cammacky Pal



mer (1973) examinaron hierro-azufre proteinas en mitocondrias de

achicoria de Jerusalem (Helianthus tuberosus) y en espádices de

Arummaculatum usando técnicas de EPR. Esos estudios sugieren que

el segmento NADH-ubiquinonareductasa de la cadena respiratoria

contiene al menostres centros hierro-azufre distinguibles. Dos

de esos centros hierro-azufre corresponden a N-l (g=2.02; 1.93)

y N-2 (g=2.05; 1.92) que se encuentran en mitocondrias animales

(Ohnishi, 1973; Ohnishi y col.,197H). Una tercera señal a g=2.10;

1.87 puede ser la imagen de centros N-3 y N-H aunque no fue posi

ble resolver los dos centros con mitocondrias animales y de leva

duras (Ohnishi,1973).

Se encontraron centros Sl y S2 asociados con la succinico des
hidrogenasa similar a los encontrados en mitocondrias animales

(Ohnishi y col.,197H). Ademásse detectó una hierro-proteína de al

to potencial similar al centro 8-3 que está presente también en mi

tocondrias animales (Ingledew y Ohnishi,1975; Ohnishi y col.,1975;

Ohnishi y col.,197u).

En mitocondrias de plantas hay al menos cuatro flavoproteinas

(Storey, 1970), las que fueron caracterizadas de acuerdo a sus ca

racterísticas de fluorescencia-absorción y sus respectivos potencia

F donde g deles redox medios, comoSigue: Fplf, Fpla, pma, y tha,
nota fluorescencia y a absorbancia de las flavoproteïnas y donde l,

m_yh_significan los potenciales bajo, medio y alto respectivamente

(Storey,1970; 1971). El B de esas flavoproteinas es -155, -70,m7.2

+20 y + 110 mVrespectivamente (Storey,1971).

Sitios de fosforilación. Las mitocondrias aisladas de una variedad

de tejidos de plantas muestran control respiratorio y relación

ADP:Osimilares pero con valores menores que los encontrados en mi
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tocondrias de mamíferos (Ikuma, 1970; wilson y Hanson, 1969). El nú

mero de sitios de fosforilación es 2 cuando se usa succinato como

sustrato y NADHexógeno, un valor de 3 cuando se usa malato, piru

vato e isocitrato y de u con oC-cetoglutarato.
Se acepta en analogía con el caso de mitocondrias de mamíferos

que la fosforilación se produce en tres sitios. Ikuma (1972) sugie

re que hay dos sitios de fosforilación entre NADHy citocromo g cuan

do se usa malato como sustrato.

Dutton y Storey (1971) sugieren que el sitio II de acoplamiento

está localizado entre los citocromos Q y c y el sitio de acoplamien

to III está entre los citocromos a y a3.
gaminoalternativo en mitocondrias dg_plantas superiores

Es característico de mitocondrias de plantas que además del cami

no de los citocromos tienen un camino"resistente al cianuro" (Beevers,

1961; Bendall y col.,1958; Chance y Hackett, 1959; Hackett y col.,

1960; Ikuma, 1970). Hay plantas o partes de plantas que son parcial

mente inhibidas por cianuro y antimicina. Aquellas mitocondrias cuya

respiración es solo parcialmente inhibida por cianuro o antimicina

tienen una cadena respiratoria ramificada con una oxidasa para cada

ramificación. El segmento de la ramificación donde no intervienen los

citocromos es conocido comoel camino alternativo y su oxidasa como

la oxidasa alternativa. Se encontró que varios ácidos hidroxámicos

sustituidos son inhibidores específicos del caminoalternativo (Rich

y Moore, 1976). Cuando se usa succinato comosustrato la relación

ADP20es cero, con malato es uno y con oa-cetoglutarato se aproxima

a dos pero es reducido a uno en presencia de cianuro. De todo esto

se deduce que los electrones a partir de las deshidrogenasas ligadas

al NAD+pasan solo a través del sitio de acoplamiento I sobre su pa

so por el caminoalternativo y que la energía disponible para los si
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tios II y III debe ser perdida comocalor. (Bonner, 1977). Aparen

temente, la actividad de la oxidasa alternativa no está acoplada a

la conservación de la energia (Henry y Nyns, 1975; Solomos, 1977).

Desde el punto de vista experimental, la actividad de la oxidasa

alternativa es usualmente entendida comoel consumo de oxígeno el

cual es insensible al cianuro 0.l-O.2 mMy a la antimicina y es in

hibida por SHAM(ácido salicil hidroxámico, Fig.5).

El caminoalternativo puede contribuir significativamente a la

velocidad‘total de transporte de electrones desde los sustratos has
ta el oxígeno bajo ciertas condiciones. Esta contribución se deter

minóa partir de titulaciones de la velocidad de estado estacionario

deseado de la respiración mitocondrial con ácidos hidroxámicos (Bahr

y Bonner, 1973a). Trabajaron con mitocondrias aisladas de repollo

zorrino que tienen una alta actividad de oxidasa alternativa o sea

existen los dos caminos de transporte de electrones. En ausencia de

inhibidores y a concentraciones saturantes de sustrato la velocidad

total, vT debe compensar la suma de las velocidades de cada camino.
En presencia de cianuro la velocidad observada es debida únicamente

al camino alternativo y es la máximavelocidad posible para aquel

camino Valt. A medida que se incrementa la concentración de ácido
hidroxámico, la actividad del camino alternativo disminuye. Los da

tos de titulación en presencia de cianuro define una función g (i)

la cual describe la máximavelocidad posible del camino alternativo
comouna función de la concentración de ácido hidroxámico.

Se postuló que la contribución del caminoalternativo a la rela

ción total es J’g(i) donde jaes una constante entre uno y cero, y

que la velocidad del camino del citocromo no se afecta por cambios
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en la velocidad alternativa; la velocidad total resulta de la si

guiente ecuación:

v = f g(i) + vT cit

Graficaron VTen función de g(i) y la pendiente indicó el va

lor de ij el valor de vCit se obtuvo de la ordenada al origen.
Dicho gráfico lo hicieron en estado 3 y estado H en presencia de

eianuro y a diferentes concentraciones de ácidos hidroxámicos dió

_pendientes diferentes para los estados 3 y H al dar una recta in

dicó que el camino alternativo no afectó el camino del citocromo.

Los resultados indicaron que: a) el camino alternativo no es

totalmente activo en ausencia de cianuro y b) que la actividad de

pende del estado del camino del citocromo.

El punto de ramificación del caminoalternativo a partir del
camino clásico de los citocromos está del lado del sustrato del

citocromo Q y la ubiquinona fue identificada comoun transporta

dor comün a ambos caminos (Storey, 1976). Comovimos antes, Bahr

y Bonner (1973, 1973a) llegaron a la conclusión que la actividad

del camino del citocromo regula la actividad del camino alterna

tivo. Si el camino del citocromo puede aceptar menos electrones,

por ej. si es bloqueado por cianuro o en el caso de las mitocon

drias en estado H, el caminoalternativo llega a ser más operati

vo. Para explicar esto, Bahr y Bonner (1973a) sugieren que ambos

caminos participan de un componente común, el cual puede reducir

el primer transportador del camino alternativo cuando el componen

te comünmismo es parcialmente reducido. Storey (1976) demostró

que la ubiquinona llena los requisitos de este componente común.

Su potencial medio redox es 50 mVmás negativo que el primer trans
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portador del caminoalternativo. Por lo tanto, si la ubiquinona es

tá principalmente en el estado oxidado no reducirá el primer trans

portador del camino alternativo. Sin embargo, en estado u la ubiqui

nona de las mitocondrias está más reducida que en estado 3 y el cami

no alternativo llega a ser más activo cuando el camino de los cito

cromos no puede aceptar más electrones (Storey, 1976).

Storey y Bahr (1972) llegaron a la conclusión que la función de

la ubiquinona en mitocondrias de plantas es la de transporte de elec

trones en paquetes de dos elementos entre las flavoproteïnas de la

cadena respiratoria. Esta función de la ubiquinona es diferente de

las mitocondrias de mamíferos, donde parece haber una unión entre

0 OH
II I

C-IIW-ÜH C=N—0H
H ._'_""’

OH OH

Figura 5. Estructura del ácido salicil hidroxámico
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las deshidrogenasas y los citocromos 2 de la cadena respiratoria.

Ya que el camino alternativo no es fosforilativo y que los poten

ciales redox medios de los transportadores en la región de ramifi

caCión son tales que los

no alternativo cuando se

discute la hipótesis que

la regulación del estado

electrones son transportados vía el cami

satura el camino de los citocromos, se

el caminoalternativo es significativo en

redox de las células de las plantas (Bahr

y Bonner, 1973). (Ver Fig.6).

Bahr y Bonner (1972) esquematizan la respiración insensible al

cianuro en mitocondrias aisladas de diferentes especies de plantas

superiores en la Tabla 2. La concentración de cianuro usado es la

suficiente para saturar a la citocromo oxidasa.

1

NADH—- NAIJH-deshidrogenasaerpla= n

Succlnalo NADH exn'geno

Succlnaio NADH-deshldrogenasa
deshldrogenasa (external

._—‘ FP —- citocromcs
¡endogenol Hnternal 1+70mV!

[Fe-Sl l-TOmV) (0110mVl
Anllmlcina

¡Hu
lozanl

camino alternativo

I-o Oz

IICLAH

Figura 6. El camino de transporte de electrones de citocromos y
el camino alternativo en mitocondrias de plantas supe
riores (Solomos, 1977).
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TABLA 2. RBSPIRACION INSENSIBLE AL CIANURO EN VARIOS TEJIDOS

DE PLANTAS

Tej i do Porcentaje de respiración
en estado "3" insensible
a 0.3-0.5 mMde cianuro

Tubérculos de papa blanca(Solanum tuberosum) 1.0

Hipocótiles de arvejas Alaska (Pisum sativum) 10-15

Hipocótiles de porotos valentino negro(Phaseolus vulgaris( 15-20

Hipocótiles de arvejas Black-eyed (Vigna sinensis) 15-20

Hipocótiles de porotos (Phaseolus aureus) 15-20

Tubérculos de papa dulce (Ipomea batatas) 50

Espádices de Iepollo zorrino (Symplocarpusfoetidus) 66-82

Espádices de Arum maculatum 100

Espádices de Sauromatum guttatum 100

Acthúdadck 1a oxidasa alternativa in vivo. La actividad del camino

alternativo está probablementeregulado por la intensidad del

flujo de electrones a través del camino de los citocromos como

ya se discutió. Por lo tanto, la resistencia al cianuro de la

respiración de tejidos intactos o de mitocondrias aisladas no

implica que el camino alternativo está operando en ausencia de

inhibidores del camino de citccromos. El cianuro (0.1 mM)puede

estimular la respiración de varios tejidos (Beevers, 1961; Passam,

1976; Solomos y Laties, 1976; Theologis y Laties, 1978b; Lambers

y Van der Dijk,1979) implicando que el cianuro puede estimular el

flujo de electrones a través del caminoalternativo. Unaposible
explicación para este efecto estimulatorio es que la relación

ADP:0de la mitocondria disminuye después del agregado de cianuro

dando como resultado un contenido menor de ATPy un contenido
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mayor de ADPen las celulas (Solomos y Laties, 1976). Ambos factores

pueden estimular el camino glucolítico (Turner y Turner, 1975). Theo

logis y Laties (1978) demostraron con experimentos de titulación que

el camino alternativo in vivo en cortes de papa envejecidos (Solanum

tuberosum) está operando solamente si la capacidad del transporte de
electrones de la cadena de citocromos está excedida.

Si en general el camino alternativo opera únicamente cuando el ca

mino de citocromos está saturado, ya sea por saturación de uno de los

transportadores de electrones o por necesidad de fosforilación oxida

tiva , hicieron experimentos con inhibidores específicos de la cadena

alternativa para dar más información sobre la actividad in vivo del

camino alternativo. Van der Plas y col.(1977) usó ácido benzohidroxá
mico para inhibir la respiración de cortes de raíces de Convolvulus
arvensis en 21%.Esto indica una actividad del camino alternativo el

cual es un tercio del valor que se determinó en un experimento en el

cual la respiración fue inhibida con cianuro. En raíces de especies

de Senecio cerca del 70%de la respiración total de la raíz fue sen

sible al ácido salicil hidroxámico (SHAM)y también fue resistente

al cianuro cerca del 70% (Lambers y Smakman, 1978). Por otro lado

Theologis y Laties (1978 ) y Lambers y Van de Dijk (1979) no encontra

ron inhibición significativa por SHAMen tejidos (tejidos de almace

namiento de diferentes especies y tallos de Senecio aquaticus, respeg

tivamente) los cuales poseen un camino de oxidasa alternativa. Lambers

y Van de Dijk (1979) establecieron que la actividad de la cadena al

ternativa (como se determinó con SHAM)es alta en raíces jóvenes in

tactas de Hypochaeris radicata pero no en raíces viejas.

Sin embargo, la respiración de raíces más viejas es también resis

tente al cianuro, indicando que el caminoalternativo está todavía pre

sente en ese tejido.
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Hay asi evidencia para la actividad del caminoalternativo

in vivo en ausencia de inhibidores de la cadena de citocromos,

aunque bajo ciertas condiciones la cadena puede operar menos

que. su capacidad máxima.

Significado fisiológico de la cadena alternativa. Desde el des

cubrimiento de la respiración resistente al cianuro, muchosau

tores especularon acerca del significado fisiológico de este fe

nómeno,en particular después de aclarar que el camino alterna

tivo no está acoplado a la fosforilación oxidativa. Fueron pro
puestas varias hipótesis. Meeuse (1975) llegó a la conclusión que

el caminoalternativo es de significado fisiológico en la produc

ción de calor en los espádices de Araceae. La temperatura en los

espádices puede ser incrementada en más de 20°C respecto de la

temperatura ambiente. El calor producido volatiliza los compues

tos odoríferos que atraen a los polinadores. En Symplocarpus (una

Aracea) la inflorescencia y la polinización se producen aún a

temperatura ambiente debajo de cero. Ademásde un incremento en

la actividad del caminoalternativo, la eficiencia de la fosfori

lación oxidativa disminuye debido a un desacoplamiento endógeno

incrementado y a la actividad de ATPasat mitocondrial (Meeuse,

1975).

La respiración resistente al cianuro puede tener otras fun

ciones aparte de la producción de calor, ya que se encuentra en

tejidos donde la producción excesiva de calor ni se produce ni

parece servir para ningún propósito si ocurriera.

Solomos(1977) sugirió un significado de la respiración re

sistente al cianuro en la producción de anión superóxido que pue

de estar involucrado en la biosíntesis del etileno, que es esen

cial en la maduración de frutos. Huq y Palmer (1978b);Rich y Bonner,
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(1978); Boveris y col.(1978), reportarón que la producción de 0;
no se tiene en cuenta para la actividad de la oxidasa alternativa.

Passam (1976) estudió la respiración resistente al cianuro en

tubérculos de raices de cassave, los cuales tienen glucósidos cia

nogenéticos. La hidrólisis de esos compuestos libera CNHel cual

puede inhibir a 1a citocromo oxidasa. Passam (1976) llegó a la

conclusión que es posible que la capacidad de transporte de elec

trones de los citocromos y el camino alternativo esté relacionado

al contenido de compuestos cianogénicos en el tejido.

Sin embargo, CNHy CO, los cuales inhiben también la citocro

mooxidasa, presentes en tejidos de algunas plantas, son raramente

encontrados en altas concentraciones. Unaexplicación alternativa

a la dada es necesaria para explicar la amplia distribución de la

respiración resitente al cianuro en plantas superiores.
Muchostejidos de reserva tienen una actividad fisiológica muy

reducida, por ej.bajo ritmo respiratorio y escasa capacidad de ab

sorción activa de iones. Seccionando esos tejidos e incubándolos

durante varias horas en una atmósfera húmeda (envejecimiento o

reactivación de tejidos de reserva) se induce una alteración pro

funda de los mismos que se traduce en la activación de un gran nú

mero de procesos, comoel consumode oxigeno, la síntesis de pro

teínas, la división celular, la absorción de iones, etc.(Van Ste

venink, 1975). Así, por ej.,las células de almacenamientode teji

do de tubérculos de papa recobran actividad mitótica después del

corte y las células hijas se rediferencian a células suberizadas

teniendo una función protectora (Fig.7) (Kahl,1973). Además, la

incubación de cortes de tubérculos de papa en una atmósfera húme

da (envejecimiento) desarrollan considerable actividad de oxidasa

alternativa (Hackett y col.,1960).
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Figura 7. Tejido de tubérculos de papa. (A) antes del corte;
(B) después del corte.

Roberts (1973) encontró que la germinación de varias especies

de semillas de gramïneas puede ser estimulada por el cianuro, CO

y N3Na.

Yentur y Leopold (1976) comunicaron que la respiración de las

semillas de soja (Glycina max) es más sensible al SHAMque al cia

nuro durante las primeras horas de germinación, mientras la sensi

bilidad a ambos inhibidores es similar después de 12 horas de ger
minación.

Wilson y Bonner (1971) encontraron que en ejes embrionarios de

maníes (Arachis hypogea), en las primeras horas de inbibición las

mitocondrias respiran lentamente y son deficientes en citocromo g.
Móller (1978) aisló mitocondrias de raíces de maíz (Zea mays)

que crecieron en una solución nutritiva a diferentes concentracio

nes . Midió el efecto del SHAMy del cianuro sobre el consumo de

oxígeno en las mitocondrias aisladas. Encontré que el nivel salino

del medio de cultivo afectó el caminoalternativo. Sugirió, que una
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explicación alternativa para la respiración estimulada por sales,

pudo ser que la síntesis o ruptura de ácidos orgánicos acompañe

el consumode iones a partir de soluciones no balanceadas.

Estudios realizados para el trabajo de Tesis.

Durante este trabajo de tesis se estudiaron actividades mito

condriales y la actividad de la oxidasa alternativa en mitocondrias

aisladas de diferentes especies de plantas superiores.

Se estudiaron las mitocondrias aisladas de discos de tubérculos
de papa frescos y envejecidos. Se encontró un incremento en la acti

vidad de la oxidasa alternativa, en el consumode oxigeno y en la

masa mitocondrial, y una disminución en el control respiratorio y

en la actividad de la citocromo oxidasa con el aumento del tiempo

de incubación (Boveris y col.,1978).

Además, se demuestra que la producción de anión superóxido no

es el producto primario de la oxidasa alternativa (Boveris y col.,
1978).

En mitocondrias aisladas de embriones de soja a diferentes tiem

pos de incubación, no se encontró actividad apreciable de oxidasa

alternativa, ni aún en los primeros estadios de incubación, como

había sido propuesto por otros autores (Yentur y Leopold,1976):
Se encontró deficiencia en citocromo g en los primeros estadios

de germinación; el agregado de citocromo g produjo incremento res

piratorio y disminuyó su influencia a medida que avanzó el tiempo

de incubación. Se observó además que el HS%aproximadamente de la

respiración total en embriones de soja es de origen mitocondrial.

Se estudió la actividad respiratoria en mitocondrias aisladas

de raices de maiz (Zea mays) creciendo en una solución nutritiva.
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Usando inhibidores de la citocromo oxidasa y de la oxidasa alter

nativa se encontró que el kl% del consumototal de oxigeno se de

be a la actividad de la via alternativa.

Se observó, haciendo titulaciones con antimicina y con SHAM

solos o en forma conjunta que dichos inhibidores actúan en sitios

diferentes de inhibición y además cuando actúan juntos aumentan la

afinidad del sitio de unión disminuyendo el valor de Ki en forma

cooperativa.
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E. MATERIALES
Y METDDÜS
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2.1 Aislamiento de mitocondrias de tubérculos de papa

Tubérculos de papa (Solanum tuberosum)recientemente cosechados

fueron cortados en pedazos aproximadamente cúbicos de 5 mmde lado

o en discos de 2 mmde espesor y HS mmde diámetro y los discos a

su vez fueron fraccionados en pequeños trozos. Tanto los cubos co

mo los discos fueron usados lo más rapidamente posible después de

cortados los tubérculos. Los discos y pedazos de tubérculos fueron

sumergidos en solución de manitol 0.3 M, Tris-ClH 5 mM,pH 7.2 a

0-2°C los pocos minutos entre que los tubérculos fueron cortados

y subsecuentemente homogeneizados.

Las mitocondrias fueron aisladas de acuerdo al procedimiento

general descripto por Bonner (1967) modificado según Boveris y col.

(1978) (esquema de la página 3h). Se usaron 2 tubérculos 6 70 dis

cos de tubérculos de papa y se homogeneizaron en 600 ml de una so

lución compuesta por: manitol 0.3 M (que provee la isotonicidad con

el medio intracelular); EDTAl mM(ácido etilendiamino tetraacéti

co; para complejar los metales pesados que puedan encontrarse en

la preparación); Tris (trihidroximetil-aminometano)—ClH 5 mM(como

amortiguador) pH 7.2; cisteína u mMy polivinil pirrolidona (PVP)

0.5% para minimizar la concentración de compuestos oxidantes, (por

ej. quinonas y fenoles) que son formados durante la ruptura celular.

Para homogeneizar se usaron: a) un homogeneizador Waring blen

dor durante 7 seg a baja velocidad o b) un Moulinex Professional

Salad Maker durante 10 seg.

El homogenadofue filtrado a través de gasa e inmediatamente

centrifugado a 17900 g (10500 rpm) en una centrífuga refrigerada

Sorvall RC2-Bcon un rotor GSAa una temperatura de 0-2°C, por
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min para separar las mitocondrias de los componentescitosólicos.

El sedimento fue resuspendido en 20 ml de una solución contenien

do manitol 0.3 M, Tris-ClH 5 mM, EDTAl mM, pH 7.2 (esta solución

se nombrará en adelante comomanitol-Tris-EDTA) utilizando un ho

mogeneizador Potter-Elvehjem y centrifugando en una centrífuga re

frigerada Sorvall RC2-Brotor ss-3u a 270 g (1500 rpm) durante lO

min para separar las mitocondrias del almidón, núcleos, restos ce

lulares, fibras celulósicas, etc. El sobrenadante se centrifugó a

lHSOOg (11000 rpm) durante lO min. El pellet mitocondrial se lavó

con la misma solución de manitol-Tris-EDTA (20 ml), se suspendió

finalmente en la solución de manitol-Tris-EDTA y se homogeneizó en

un Potter-Blvehjem. Las mitocondrias fueron usadas no después de

3 horas de finalizada la preparación. Las suspensiones mitocondria

les finales contenían 10-20 mgde proteína mitocondrial/ml. Los ren

dimientos fueron de aproximadamente, u0-130 mg de proteína mitocon

drial/100 g de tubérculo de papa.

Aislamiento de mitocondrias de plántulas de soja

Semillas de soja (Glicina max) fueron incubadas en una cámara

húmeda, sobre algodón y papel de filtro durante 2h, 36 y 72 horas

a 28°C en la oscuridad. Las mitocondrias fueron aisladas de acuer

do al procedimiento general descripto en el esquema de la páginaBH.

Se usaron plántulas de aproximadamente 250 g de semillas de soja y

se homogeneizaron en 700 ml de una solución de manitol 0.3 M,BDTA

1 mM, Tris-ClH 5 mM, pH 7.“, cisteína u mM, usando un Moulinex Elec

tric Professional Salad Maker. El homogenadose filtró a través de

gasa y luego se centrifugó en una centrífuga Sorvall RC2-Brotor

GSAa 17900 g (10500 rpm) durante lO min a temperatura entre 0-2°C
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OBTENCION DE MITOCONDRIAS DE PLANTAS SUPERIORES

l. MEDIOS DE HOMOGENEIZACION

Plántulas y embriones de soja Raíces de maízPapas

Manitol 0.3 M

'I‘ris-ClH 5 mv:pH 7.2

nandtoltLHS M

Tris-ClH 5 mMph 7.2

mmúxoltL3 M

Tris-ClH 5 11MpH 7.2

EDUXl mM EDEA].HM EDDÁ]_HM

cisteína H mM cisteïna H mM cisteína H mM

PVP 0.5 % PVP 0.25 %

2. MEDIOS DE LAVADO

manitol 0.u5 M

'Iris-ClH 5 mMpH 7.2

EDEA].mM

mmúioltl3 M

Tris-ClH 5 mMpH 7.2

EDEA].mM

mmúiolELB M

Iris-Cl}! 5 nM pH 7.2
EDDA].HM

3. FRACCIONAMIENTO CELULAR

HOMOGENADO

17900 g(10500 rpm)
|

i
descartar el sobrenadante suspender el pellet en

nedio de lavado.
270 g (1500 rpm) 10 min

I

i
descartar el pellet centrifugar el sobrenadante

114500 g (11000 rpm) 10 min
l

í W
descartar el sobrenadante suspender el pellet en mediode

hnadodxmngamizn=y asfixi
fugar a luSOO g(11000 rpm)
10 min. Repetir la operación
dosxmces.

descartar el sobrenadante suspender el pellet en 1.2 ml del
líquido de lavado y homogeneizar
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para separar las mitocondrias de los componentescitosólicos. El

sedimento fue resuspendido en 20 ml de manitol 0.3 M-Tris-ClH

5 mM, pH 7.a, EDTAl mMy se homogeneizó en un Potter-Blvehjem y

se centrifugó a 270 g (1500 rpm) por 10 min usando un rotor ss-3u

para separar las mitocondrias del almidón, núcleos, restos celula

res, fibras celulósicas, etc. El sobrenadante se centrífugó a lu500
g (11000 rpm) en unacenüfifuga refrigerada Sorvall RC2-Brotor SS

3H por 10 min. El pellet mitocondrial se lavó 2 veces con la misma

solución de manitol-Tris-EDTA (20 ml), se suspendió finalmente en

la solución de manitol-Tris-EDTA y se homogeneizó en un Potter-El

vehjem. Las suspensiones mitocondriales finales contenían 5-10 mg

de proteína/ml.

Aislamiento de mitocondrias de embriones de soja

Los embriones de semillas de soja fueron incubados en una cá

mara húmeda sobre algodoón y papel de filtro durante 2, u y lu ho

ras a 28°C. Las mitocondrias fueron aisladas de acuerdo con el prg

cedimiento general descripto en el esquema de la página m4. Los em

briones (1000-2000) se homogeneizaron en USOml de una solución de

manitol 0.3 M, EDTAl mM, Tris-ClH 5 mM, pH 7.u, y cisteína u mM,

usando mortero durante 4 min y pasando luego por un homogeneizador

Potter-Blvehjem. Se filtró a través de gasa y se centrifugó en una

centrífuga Sorvall RC2-Brotor GSAa 17900 g (10500 rpm) por 10 min

a 0-2°C, para separar las mitocondrias de los componentescitosóli

cos. El sedimento fue resuspendido en el medio manitol-Tris-BDTA y

se homogeneizó en un Potter-Elvehjem y se centrifugó usando un ro

tor 88-34 a 270 g (1500 rpm) por 10 min a 0-2°C para separar las mi

tocondrias del almidón, núcleos, restos celulares, fibras CGlUlóSir

cas, etc. El sobrenadante se centrifugó a 14500 g (11000 rpm) por
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10 min para aislar las mitocondrias. El pellet mitocondrial se la

vó dos veces y se homogeneizó con 20 ml de una solución de manitol

Tris-EDTA usando un homogeneizador Potter-Blvehjem. Las suspensio

nes mitocondriales finales contenían 8-12 mgde proteína/ml.
Aislamiento de mitocondrias de raíces de maíz

Raíces de maiz (Zea mays) fueron germinadas durante 7 días.Tres

dias incubadas en una cámara húmeda sobre algodón y papel de filtro

a 25°C y durante H días en una solución nutritiva (solución Johnson

1%) en presencia de luz de invernáculo a 30-35°C. Las mitocondrias

fueron aisladas con el procedimiento general descripto en el esque

ma de la página su. Las raíces (200-300 g) se homogeneizaron en 650

ml de una solución de manitol 0.us M, Tris-ClH 5 mM, pH 7.H, EDTA

l mM,cisteina H mMy PVP (polivinilpirrolidona) 0.25%, usando un

Moulinex Electric Professional Salad Maker. El homogenadose filtró

a través de gasa y luego se centrifugó en una centrífuga Sorvall

RC2-B rotor GSAa 17900 g (10500 rpm) durante 10 min a 0-2°C para

separar las mitocondrias de los componentescitosólicos. El sedi

mento fue resuspendidc en 20 ml de manitol 0.HS M, Tris-ClH 5 mM,

pH 7.a, BDTAl mM, y se homogeneizó en un Potter-Blvehjem y se cen

trifugó a 270 g (1500 rpm) por 10 min usando un rotor SS-BHpara

separar las mitocondrias del almidón, núcleos, restos celulares, fi
bras celulósicas, etc.

El sobrenadante se centrifugó a 10500 g (11000 rpm) en una cen

trífuga refrigerada Sorvall RC2-Brotor SS-3Hpor 10 min. El pellet
mitocondrial se lavó 2 veces con la mismasolución de manitol-Tris

EDTA(20 m1), se suspendió finalmente en la solución de manitol

Tris-BDTA y se homogeneizó en un Potter-Elvehjem. Las suspensiones

mitocondriales finales contenían 8-12 mgde proteína/ml.
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2.5 Medidade la respiración mitocondrial

Las determinaciones de los parámetros de la respiración mito

condrial (velocidad de consumode oxígeno, control respiratorio y

relación P20) se llevaron a cabo mediante una técnica polarográ

fica utilizando un oxígrafo de Gilson Medical Electronics (Midle

ton, Wisconsin, U.S.A.), modelo K-IC, el cual mide cambios rápidos

en la velocidad de utilización de oxigeno por parte de células y

sistemas subcelulares, baéandose en la técnica polarográfica del

electrodo de oxigeno. Está constituido por un microelectrodo osci

lante de platino, conectado a un electrodo de calomel, unido a la

cámara de reacción por un puente salino de solución saturada de

cloruro de potasio. Cuando se impone un voltaje a través de los

electrodos sumergidos en una solución que contiene oxigeno con el

electrodo de platino negativo con respecto al de referencia, el

oxígeno molecular sufre una reducción electrolítica. Si se grafi

ca la corriente en función del voltaje de polarización se observa

una meseta entre -0.5 y -0.8 volts. Con un voltaje de polarización

de —0.6volts, la intensidad de corriente (uA) es directamente pro

porcional a la concentración de oxígeno de la solución. La corrien

te generada es amplificada y medida en un registrador. El vaso de

reacción está termostatizado mediante agua mantenida a temperatura

constante (30°C) que circula por una camisa que envuelve el vaso

de reacción. Este está diseñado de tal modoque la difusión del

oxígeno atmosférico hacia la solución es minima y despreciable com

parada con las velocidades de consumo de oxígeno que se miden.

El medio de reacción estaba compuesto por manitol 0.3 6 0.H5 M,

TriS-ClH 20 mM, POuHNa —P0 H Na 5 mM, pH 7.2, C12Mg 2.5 mM, ClK2 u 2

10 mMy fue saturado con aire a 30°C. A esa temperatura se considg
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r6 la concentración de oxígeno como igual a 0.22 mM(Bstabrook,

1967). Se adicionaron normalmente 0.2—0.u mg de proteína mito

condrial/ml. Los reactivos se agregaron a través de una pequeña

abertura colocada en la parte superior. El vaso de reacción se

limpió luego de cada medida eliminando el líquido de reacción

por succión y lavado con agua destilada.

2.5.1 Determinaciónde la velocidad respiratoria, control respirato
rio y P:O en mitocondrias aisladas.

La velocidad respiratoria se determina agregando las mitocon

drias al medio de reacción con el sustrato, en ese momentose i

nicia el consumo de oxígeno cuya velocidad se expresa en n moles

02/min/mg proteina; es el estado lento de consumode oxígeno, ca
racterístico del estado de reposo o estado metabólico "u" (Chance

y Williams, 1955; Chance y Williams, 1956). El agregado de ADPpro

duce una inmediata aceleración del consumode oxígeno instaléndose

el estado activo o estado metabólico "3" (Chance y Williams,1955;

Chance y Williams, 1956) y mostrando de esta manera que las mito

condrias se hallan acopladas. Una vez que todo el ADPha sido con

vertido en ATP, la velocidad de consumo de oxígeno retorna a un

valor característico del estado "u".

La relación entre la velocidad de consumo de oxigeno con ADP

y sin ADP(velocidad en presencia de ADP/ velocidad en ausencia de

ADP)se denominacontrol respiratorio. El control respiratorio es

función del grado de acoplamiento entre el transporte de electro

nes y la fosforilación, resultando un criterio muysensible y en

general el de elección para juzgar la integridad mitocondrial. La

relación ADPagregado: oxígeno consumido en estado activo, es equi

valente a la relación P:O (Chance y Williams,1955; Bstabrook,1967).
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Tabla 3. ESTADOS MBTABOLICOS MITOCONDRIALBS

Tomado de Chance y Williams (1956)

# Condición anaeróbica

Estado Oxígeno Nivel Nivel de Velocidad Factor deternú
netabollco de ADP sustrato de la res- nante de la ac

piración tividad respiratoria.

l Disponible Bajo Bajo Lenta ADP

2 Disponible Alto Muybajo Lenta Sustrato

3 Disponible Alto Alto Rápida Cad.respiratoria

u Disponible Bajo Alto Lenta ADP

5 No disponible# Alto Alto Nula Oxigeno

La Tabla 3 reseña las condiciones correspondientes a los estados

metabólicos mitocondriales según la clasificación de Chancey Willi
ams (1956).

La cantidad de oxígeno consumido bajo el estímulo del ADPse

calcula teniendo en cuenta la concentración de saturación de oxí

geno (0.22 mM)a la temperatura de la experiencia (30°C).

Se pueden determinar dos controles respiratorios: CRa(veloci—

dad con ADP/ velocidad antes de agregar ADP) y CRb (velocidad con
ADP/ velocidad después de agotado el ADP). Chance y Hackett (1959)

han expresado que resulta preferible tomar la velocidad sin ADP

después de haberse agotado el ADP.En estos casos la relación de

control respiratorio resulta un mejor índice para juzgar 1a inte

gridad del mecanismode acoplamiento entre oxidación y fosforila
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ción. La activación dc la ATPasamitocondrial (Slater, 1966) por

daño estructural o agentes desacoplantes (por ej.ác.grasos:Wojtczak

y Lehninger, 1961; Van der Bergh, 1966) lleva al establecimiento

de niveles estacionarios de ADP,sólo parcialmente limitantes de

la velocidad de oxidación donde el ADPes fosforilado a ATPpor

el mecanismo de fosforilación oxidativa y producido de ATPpor
acción de la ATPasaactivada.

Determinación de la generación de anión superóxido

Métododel adrenocromo. La oxidación irreversible de la adrenali

na a adenocromo por acción del anión superóxido es uno de los mé

todos más difundidos para medir la generación de este radical(Mis

ra y Fridovich, 1972b). B1 método de detección es muy sencillo, pu

diéndose medir generación de anión superóxido en un espectrofotó
1

metro común de 480 nm (B: “.0 mM_ cm_l) o preferentemente en uno

l.cm-l) (Green y col. 1956;de doble haz a HBO-575 nm (E: 2.96 mM

Cadenas y col.,1977). La especificidad del método es, sin embargo,

bastante pobre ya que por ejemplo el radical hidroxilo, puede dar

la mismareacción (Bors y col.,1978).
Las mediciones realizadas con este método se llevaron a cabo

en un espectrofotómetro Aminco-Chance a HBO-575nm en manitol

0.23 M, sacarosa 0.07 M, EDTAl mM, Tris-ClH 30 mMpH 7.5, adrena

lina l mMy los sustratos e inhibidores que se indican en cada ca

so.

Determinación de la actividad de superóxido dismutasa

Según Fridovich (1972), la actividad de superóxido dismutasa se

define en términos de su habilidad para inhibir a un sistema de de

tección que reacciona con anión superóxido. Un ensayo muy utilizado

para determinar la actividad de superóxido dismutasa consiste en
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estudiar la inhibición que la enzima produce sobre la detección
. . . +del anión superóxido por Citocromo g;

2+
2.

(que se reduce a citocro

mo ). Bajo condiciones definidas una unidad de superóxido dis

mutasa es la cantidad de enzima que inhibe en un 50%la velocidad

de reducción del citocromo g en concentración 10 uM (aproximada

mente 0.l mg/ml) a pH 7.8 (McCord y Fridovich, 1969).

Las unidades medidas en estas condiciones suelen llamarse uni

dades Fridovich. Bs muyimportante fijar todas las condiciones ya

que la superóxido dismutasa compite con el sistema de detección

por el anión superóxido formado (Fridovich,197u). La actividad pue

de también medirse en presencia de adrenalina en lugar de citocro

mog, esto resulta conveniente, sobre todo si se trabaja en presen

cia de sistemas transportadores de electrones capaces de oxidar o

reducir al citocromo g. En estos casos puede medirse la actividad

de superóxido dismutasa como los ug de superóxido dismutasa pura

que habrían sido necesarios para producir igual inhibición de la
oxidación de la adrenalina a adenocromo.

Las determinaciones de la actividad de superóxido dismutasa

fueron hechas en un espectrofotómetro de doble haz Amico-Chance

a 48-575 cuando se utilizó adrenalina comométodo de detección

1 1.cm_l) si se usó cito(E=2.96 mM’ .cm'l) y a sso-suo (B: 19 mM'

cromo g.

Determinación de la actividad de la citocromo oxidasa

La actividad de la citocromo oxidasa se determinó por el mé

todo diferencial espectrofotométrico de Yonetani y Ray (1965) mi

diendo la velocidad de oxidación aeróbica del citocromo ¿Lreduci

do en concentración 20 uMcatalizada por la citocromo g oxidasa

en solución reguladora de fosfato 50 mM,pH 7.0, a 30°C.
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Esta enzima de la cadena respiratoria oxida al citocromo g

transfiriendo los electrones al oxigeno molecular.
2+ 3+

ucit.g +uH++02——-——>-2}IO+Hcit.g2 (7)

El citocromo c se redujo no enzimáticamente por el agregado
de ácido ascórbico comoreductor y tetrametil-p-fenilendiamina
(TMPD)como intermediario redox. El ácido ascórbico remanente se

eliminó dializando la solución contra solución reguladora de fos

fato de sodio 20 mM,pH 7.2, durante 12 horas, determinando la

presencia de ascorbato en el dializado por su absorción a 265 nm.

Las determinaciones se realizaron en un espectrofotómetro

Beckman (modelo 1098) a 550 nm utilizando mitocondrias y homoge

nado de embriones y plántulas de semillas de soja como fuente de

citocromo oxidasa (E: 19 mM_l.cm_1).

Determinación espectrofotométrica de proteína

La determinación espectrofotométrica de las proteínas mitocon

driales se efectuó por el método de Lowryy col.(1951).

Las determinaciones se realizaron en un espectrofotómetro Bock

man modelo 1098 a 750 nm. Comoreferencia se utilizó una solución

de albúmina de suero de bovino.

Envejecimiento de los tubérculos de papa

Para los experimentos en que se usaron tubérculos de papa en

vejecidos, estos fueron cortados en discos de H5 mmde diámetro y

2 mmde espesor con una cortadora de fiambre manual. Los discos

fueron incubados en cámara húmeda 2h ó 48 horas sobre papel de fil

tro mojado con C12Ca l mM.
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2.11 Medida de la respiración de embriones de soja

La respiración de embriones de semillas de soja (Glicina max)

se midió en un respirómetro diferencial Gilson a 25°C.

Se usaron en cada frasco 20 embriones sumergidos en un volumen

de 0.7 ml, usando agua destilada como medio de suspensión y CNK

l mM 10 mMcomo inhibidor; el vaso central contenía papel de fil

tro embebido en NaOHconcentrado.

El consumode oxígeno se expresó en ul/h/g peso fresco.

2.12 TRATAMIENTOS

2.12.1 Incubación de los discos de papa

Los discos de papa se incubaron en u bandejas de H6 cm de lar

go y 36 cm de ancho sobre papel de filtro embebido en una solución

de C12Ca l mM.

2.12.2 Germinación de semillas de soja

Las semillas de soja se hicieron germinar en S bandejas de H6

cm de largo y 36 cm de ancho en una cámara húmeda formada con algo

dón de l cm de espesor y papel de filtro embebido en HZOdestilada.
2.12.3 Incubación de embriones de soja

Los embriones de soja se incubaron en H cajas de 1Hxlu cm en

una cámara húmeda formada con algodón de 1 cm de espesor y papel

de filtro embebidoen H20destilada.
2.12.4 Germinación de semillas de maíz

Las semillas de maiz se hicieron germinar en 8 bandejas de U6

cm de largo y 36 cm de ancho en una cámara húmeda formada con algo

dón de l cm de espesor y papel de filtro embebido en H20 destilada
durante 72 horas; luego se insertaron las raíces en Hrecipientes
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de 39 cm de largo, 30 cm de ancho y 1a cm de profundidad sobre

una malla plástica de u orificios/cm2, en una solución nutriti

va (Epstein, 1972)

REACTIVOS

Bitartrato de adrenalina, citocromo g, superóxido dismutasa,

ascorbato de sodio, NADH,succinato de sodio, malato de sodio,

glutamato de sodio, ADP,malonato de sodio, tetrametil-p-fenil

endiamina y antimicina fueron adquiridos de Sigma Chemical Com

pany, St.Louis, Mo. USA.El ácido salicil hidroxámico fue adqui

rido en Aldrich Chem.Co., Milwaukee, Wi.,USA.
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3. ACTIVIDAD DE OXIDASA ALTERNATIVA

Y RESPIRACION EN MITOCONDRIAS

AISLADAS DE TUBBRCULOS DE PAPA

H7
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3.1 Actividad respiratoria mitocondrial. Características Generales

En la Fig. 9 puede observarse 1a determinación de los pará

metros más importantes de la actividad respiratoria mitocondrial,

derivada del acoplamiento de los procesos de fosforilación y trans

porte de electrones. La determinación comienza con la observación
de la estabilidad de la línea de saturación del medio de reacción

con oxígeno a 30°C, suplementado con los sustratos; en este caso,

succinato-glutamato. El agregado de la suspensión mitocondrial

_(0.l ml) inicia el consumode oxígeno cuya velocidad está dada

por la pendiente del trazado y se expresa en nmoles de 02/min/mg
proteína.

El consumo de oxígeno lento (Fig.9, trazado A) (75nmoles 02/
min/mgproteina) es característico del estado de reposo o estado

metabólico "u" (estado de respiración controlada, Chance y Williams,

1956). El agregado de ADPproduce una inmediata aceleración del

consumo de oxígeno (Fig.9, trazado B) (155 nmoles O2/min/mg prote
ína) instalándose el estado activo o estado metabólico "3"(estado

de respiración activa; Chance y Williams,1956) y mostrando de esta

manera que las mitocondrias se hallan acopladas. Bsta velocidad res

piratoria corresponde a la máximavelocidad fisiológica de consumo

de oxígeno, en presencia de exceso de sustrato y aceptor de fosfa

to. Una vez que todo el ADPha sido convertido en ATP, la veloci

dad de consumode oxígeno retorna a un valor más lento (Fig.9, tra

zado C) característico del estado "H" correspondiente (H0 nmoles 02/
min/mgproteína).
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TABLA H. CONSUMO DE OXIGENO, RELACION ADP:O Y CONTROL RESPIRATORIO

EN MITOCONDRIAS AISLADAS DE TUBERCULOS DE PAPA FRESCOS

UTILIZANDO DIFERENTES SUSTRATOS.

SU STRATO CONSUMO DE OXIGENO ADP : 0 CONTROL

nmoles de O2/min/mg proteína RBSPIRATORIO

Estados
"L'II "3" "u"

Succinato 1011M
glutamato 51N4 83 2Hl 91 1.8 2.9

Malato 9 mM-malo
nato HSmM—gluta
mato 9 mM 22 36 13 2.3 1.7

NADPH12.5 mM 90 las H8 1.7 1.7

NADH12.5 mM 109 152 55 1.7 2.3

Succinato lO mM 75 276 116 1.7 3.7

Malato 9 mM ll 38 15 2.3 3.5

ol -cetog1uta—
rato lO mM H3 10 5.2 3.“ 2.3

Estudio de la actividad mitocondrial en mitocondrias aisladas de

tubérculos de papa frescos utilizando diferentes sustratos

Se estudiaron las variaciones en el consumode oxígeno, la re

lación ADP:Oy el control respiratorio en mitocondrias aisladas de

tubérculos de papa frescos utilizando diferentes sustratos. En la

Fig. lO se utilizó comosustrato malato-glutamato-malonato y el con

sumo de oxígeno en estado "3" fue de ul nmoles 02/min/mg proteína.
En la Fig.ll se utilizó como sustrato NADHy se obtuvo un consumo de

oxígeno en estado "3" de 252 nmoles 02/min/mg proteína.
En la Tabla u se observa que el consumo de oxígeno en estado "3"
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M P SUCCINATO 10mM

GLUTAMATÜSmM
02:0..22 m“

.L

Fig.9. Determinación Polarográfica de consumode oxígeno, control
respiratorio y P:O de mitocondrias de tubérculos de papa
frescos, usando succinato-glutamato comosustrato. B1 medio
de reacción compuesto por manitol 0.3-0.u5 M, Tris-ClH 20 mM,

POHHNa -P0 H Na 5 mM de pH 7.2; Cl Mg 2.5 mM, ClK 10 mM y se2 H 2 2

adicionaron 0.2-0.H mg de proteína por ml.
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MALAÏO 9mM
GLUTAMATO 9mM

' MALONATÚ4.5mM

ADP 0.22 mM
02:0.22mM_

omomml
A01=22,1H

C.R.= 2.1
ADP:O=1.7

01:0

Fig.10 Determinación Polarográfica de consumode oxígeno, control
respiratorio y P:O de mitocondrias aisladas de tubérculos
de papa frescos, usando comosustrato malato-glutamato-ma
lonato.
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"'ï NADH12.5 mM
o,=o.22 rnH ‘

ADP 0.22 mM

.L

DHÏONHO

CR=L3
ADP10=1J

Fig.ll. Determinación Polarográfica de consumode oxígeno, control
respiratorio y P:O de mitocondrias aisladas de tubérculos
de papa frescos, usando NADHcomo sustrato.
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es mayor usando sustratos que se oxidan cediendo electrones a la

cadena respiratoria a nivel del conjunto ubiquinona-citocromo b
y donde se producen solo dos fosforilaciones, comolos casos suc

cinato—glutamato, succinato, NADHy NADPHy es menor donde se oxi

dan sustratos que producen NADHendógeno acoplado al pasaje de los

electrones por los tres sitios de conservación de energía comoen

el caso del malato y de la mezcla malato-glutamato-malonato.

Los controles respiratorios oscilan entre 1.7 y 3.7 usando dis

tintos sustratos y no guardan relación directa con los nucleótidos

reducidos ya sea NADHendógeno o NADHexógeno.

La relación ADP:0está entre l.7-l.8 usando succinato-glutama

to, succinato, NADHy NADPH,es decir los sustratos que proveen el

pasaje de los electrones por los dos sitios de conservación de la

energía. Esta relación es de 2.3 con los sustratos (malato y mala

to-glutamato-malonato) que producen NADHendógeno acoplado al pasa

je de los electrones por los tres sitios de conservación de energía.

El d'-cetoglutarato dió la máximarelación ADP:0observado,3.u,

por proveer una fosforilación ligada a sustrato a nivel de la suc
cinil-CoA.

Estudio de la actividad mitocondrial en mitocondrias aisladas de

tubérculos de papa frescos y enveiecidos.

Muchostejidos de reserva, comolos de los tubérculos de papa

tienen una actividad fisiológica muyreducida, comopor ejemplo el

bajo ritmo respiratorio y la escasa capacidad de absorción activa

de iones. Seccionando esos tejidos e incubándolos 2My ue horas se

consigue inducir una alteración profunda de los mismosque se tra

duce en la activación de un gran número de procesos como el consu

mode oxígeno, la sintesis de proteinas, la división celular, la
absorción de iones, etc. (Van Stevenink, 1975). Acompañandoa esos



cambios metabólicos se producen modificaciones en el número y fun

cionamiento de las mitocondrias.

El envejecimiento de tubérculos de papa produce un incremento

en la masa mitocondrial del tejido; las nuevas mitocondrias sinte

tizadas tienen una relativa pérdida de acoplamiento y una disminu

ción de la actividad de la citocromo oxidasa (Tabla 5). Después del

envejecimiento durante 2My ue horas, la proteína mitocondrial to

tal se incrementó 3.1 y 3.3 veces, la relación del control respira

torio disminuyó un 52%y 98%y la actividad de la citocromo oxida

sa disminuyó “9%y 5u%respectivamente (Boveris y col.,1978), que

está de acuerdo con trabajos anteriores (Hackett y col.,1960; Van

der Plas y Verleur, 1976).

TABLA 5. CARACTERISTICAS Y PROPIEDADES MITOCONDRIALES EN DISCOS DE

TUBERCULOS DE PAPA. INCUBADOS POR 2M y HB HORAS.

0 hs 2M hs H8 hs

Proteína mitocondrial total(mg/g tej.) 0.H2 1.31 1.38

Proteína mitocondrial aislada(mg/g tej.) 0.17 0.36 0.38

Control respiratorio 3.55 2.2u 1.05

. Citocrono oxidasa(nún—l/mg prot.) 10.9 5.51 5.05
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3.“ Respiración resistente al cianuro y a la antimicina en mitocondrias

de tubérculos degpapa frescos y envejecidos.

La respiración de mitocondrias de tubérculos de papa frescos

es sensible al cianuro y a la antimicina y la respiración de tu

bérculos de papa envejecidos es más resistente a dichos inhibidg

res de la cadena respiratoria (Theologis y Laties, 1978;197&afl878b)

Hackett y col.(1960) encontraron que en mitocondrias de teji

_dos envejecidos hay una disminución en la sensibilidad al CNKde

las oxidaciones de ácidos orgánicos.

En la Tabla 6 se observa que el consumo de oxígeno resisten

te al cianuro fue de 8%, 12%y 27%de la respiración en estado

"3" en las mitocondrias de tejido de papa fresco y con 2a y “8

horas de envejecimiento y esta insensibilidad no fue afectada

por la presencia o ausencia de antimicina.

La respiración insensible a la antimicina, o Sea la fracción

del consumode oxígeno que ocurre aún en presencia del inhibidor

respiratorio, se estimó en 9%, 56%y 90%del consumo de oxigeno

en estado "3" en las mitocondrias aisladas de los discos envejg

oidos durante 0, 24 y HBhoras respectivamente (Tabla 6 y Fig.12).

Las mitocondrias de tejidos envejecidos fueron más sensibles

al cianuro que a la antimicina, especialmente a concentraciones

de CNKmayores que 0.2 mM(Fig.13). El hecho que la inhibición

por cianuro en mitocondrias de tejidos envejecidos de papa no es

máxima al CNK0.1 mMya había sido mencionado por Hackett y col.

(1960).

En la figura lu se observa que en mitocondrias de tubérculos

de papa el cianuro inhibe dos componentes con valores de Ki de
aproximadamente lO y 100 mMque pudo ser identificada con la ci

tocromo oxidasa y con una oxidasa sensible a alta concentración
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de CNK,respectivamente (Theologis y Laties,1978a;Boveris y col.

1978; Goffeau y Crosby,1978).

El cianuro pudoinhibir 1a respiración resistente a la anti

micina de las mismas mitocondrias en 15%, 79%y 71%, respectiva

mente (Tabla 6).

E1 SHAM(ácido salicilhidroxámico), el conocido inhibidor de

la oxidasa alternativa (Schonbaumy col.,1971; Ikuma,1972;Bonner,

1977), disminuyó la respiración del estado "3" en 27%, "9% y

31%en las mitocondrias aisladas de discos incubados durante 0,

2My H8 horas respectivamente y sobre una base de porcentaje que

fue poco más efectivo sobre la respiración insensible a la anti

micina de las mismas mitocondrias inhibiendo el 29%, 62%y 51%,

respectivamente. Es importante notar que 1a respiración insensi

ble a 1a antimicina y a1 cianuro, por ej.e1 consumo de oxígeno

resistente a 1a suma de ambosinhibidores fue efectivamente inhi

bida por SHAM(u2% y 52% en las 2h y u8 horas de incubado el te

jido).
Similarmente, el consumode oxígeno en presencia tanto de

antimicina como de SHAMfue efectivamente disminuido (68%) por

cianuro l mMen mitocondrias de tejido de papa envejecido y eso

muestra diferente sensibilidad a la antimicina, a1 cianuro y al
SHAM(Tabla 6).
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Fig.lu. Inhibición del consumode oxígeno por cianuro en mito
condrias aisladas de cortes de tubérculos de papa 0 hs
( o ), 2h hs ( o ) y N8 hs (¡L ).
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TABLA 6. CONSUMO DE OXIGENO Y EFECTO DE INHIBIDORES EN MITOCONDRIAS

DE DISCOS INCUBADOS DE TUBERCULOS DE PAPA.

0 hs 2M hs H8 hs

Consumode oxígeno(nmoles 02/min/ mg prot.)

Estado "H" 22 HS 117

Estado "3" 78 lOl 123

+ antimicina 0.“ M 7 57 lll

+ CNKZLHM 6 12 33

+ antfimkfina + CNK 6 12 37

+ SHAM 2 mM 57 51 85

+ antinácina + SHAM 5 22 55

+ antimicina + SHAM+ CNK 5 7 18

3.5Actfiúdad de la oxidasa alternativa en mitocondrias de plantas

superiores.

La presencia del camino alternativo en mitocondrias de plantas

superiores es ilustrado en la experiencia de la figura 15. Este en

sayo, similar al modelo clásico de Bendall y Bonner (1971), fue lle
vado a cabo con mitocondrias aisladas de discos de tubérculos de

papa frescos (A) y a partir de discos de tubérculos de papa incuba

dos 2h horas (B). Estas últimas mitocondrias poseen considerable ac

tividad de oxidasa alternativa (Hackett y col.,1960).

Las mitocondrias respiran activamente en presencia de ascorbato

y TMPD,una mezcla de sustrato y mediador que reduce específicamen

te al citocromo c: El agregado de cianuro 0.2 mMinhibe significati
vamente la respiración bloqueando la citocromo oxidasa. Bajo tales
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condiciones, el agregado de succinato-glutamato activa el consumo

de oxígeno si la oxidasa alternativa está disponible. La antimici

na no tiene efecto sobre esta oxidasa, pero el SHAMes un efectivo

inhibidor. La interpretación de esta secuencia es que hay una rami

ficación en la cadena principal de transferencia de electrones, lo
calizada entre el sitio de la succinato deshidrogenasa y el sitio

sensible a la antimicina (y citocromo g que conduce a una oxidasa

capaz de reaccionar con oxígeno (Fig.16.)).

Desde el punto de vista experimental, la actividad de la oxida

sa alternativa es usualmente entendida comoel consumo de oxígeno

el cual es insensible al cianuro 0.l-O.2 mMy antimicina y es inhi

bida por SHAM.De acuerdo con esta definición, la actividad de la

oxidasa alternativa es calculada comose indica en la Tabla 7.

TABLA 7. ACTIVIDAD DE LA OXIDASA ALTERNATIVA EN MITOCONDRIAS DE

DISCOS DE TUBERCULOS DE PAPA INCUBADOS POR 2h y UBÏB.

0 hs 2M hs HB hs

Consumode 02(nmoles 02/ min/mg prot.)

Estado "3"

+ antinácina 0.9“M 7 57 lll

+ antbnkfina 0Aym1+ SHAM

2nM 5 22 55

Actividad de oxidasa

alternativa 2 35 56
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ASCORBATO 2.5 mH ASCDRBATO 2.5 rnM

‘I’HPD25m4 mm 25 ,m

PMI p,"

CNK0.2mM CN“ “m”

SUCCINATD 10mM SUCCINATO 10mH

\ÏLUTAMAÏO SmM \GLUTAMATO SmM

ANÏ'M'C'N“ 0-5 H“ AN'I’lMlClNA0.5 ,¿M

J.

02:22”! SHAMZmM

T l omomro SHAM2m"
DITIONIÏO

3mmo-—q
02:0 01:0

Píg.15. Respiración de mitocondrias aisladas de cortes de tubérculos

de papa frescos (A) e incubados 2Mhoras (B) en C12Ca 0.2 mM.

Los números cerca de los trazados indican nmoles 02/min/mg.prot



NADH
chosóüco

NADH

mitocondrial o2

NADH
deshidroqe

nasa

NADH o
deshndrogenasa 02 o; 2

Fp'a*—— <—— Succinato

Fpma tha

/ Citb
Oxidasa =4====Anthnmlna

Htcalternativa

curocuono
oxmASA"202 —SHAM

Hzo
CNK‘32

"¡o o2

Fig.16. Sitios para 1a reducción del oxígeno en la cadena respi

ratoria de mitocondrias de plantas superiores. Tomadode

Sánchez y col,1979. Modificado de Solomos, 1977.
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3.6 Producción de anión superóxido y actividad de superóxido dismutasa

en mitocondrias de tubérculos de papa frescos y envejecidos.

Fue sugerido por Bonner (1977) y por Solomos (1977) que en el camino de la

oxidasa alternativa, el oxígeno era reducido a H202ya sea direc

tamente o por dismutación del 0; vía superóxido dismutasa. En la

figura 17 se ilustra la determinación de producción de o; por mi
tocondrias de tubérculos de papa frescos. La formación de adreno

cromoen ausencia de sustrato respiratorio fue de lanoles/min/mg.

prot. El agregado de succinato y glutamato incrementó esta veloci

dad cerca del 100%, mientras la antimicina mostró un pequeño in_

cremento (9%). El agregado de SOD(superóxido dismutasa) a concen

tración saturante, da especificidad al ensayo, ya que inhibe la

formación de adrenocromo dependiente de 0; y permite el cálculo

de velocidad de producción de 0;.
En mitocondrias aisladas de tubérculos de papa frescos o enve

jecidos la producción de anión superóxido fue alrededor de 13-15

nmoles/min/mg prot. La producción de 0; por mitocondrias de papa fue
solo débilmente afectada por el agregado de ADPo antimicina. Tanto

el CNKl mMcomo el SHAMl mMfueron inhibidores efectivos como se

observa en la Tabla 8.

La figura 18 muestra las titulaciones de la velocidad de forma

ción de adrenocromo por superóxido dismutasa, CNKy SHAMen mitocon

drias de tubérculos de papa frescos. Comparandoel efecto de los

tres inhibidores se observa que las mitocondrias de papa tienen ca

pacidad de formar adrenocromo en una reacción que no involucra la

producción de 0; y por eso es insensible a la superóxido dismutasa
pero es sensible al cianuro y al SHAM.Esta actividad es probable

mente debida a la fenol oxidasa (o-difenolzo2 oxidoreductasa,



EC1.10.3.1) de tejido de papa (Kubowitz,1937).

Respecto a la actividad de superóxido dismutasa, se supone

que un aumento de la actividad indica un aumento biológico en

1a producción de 0; (Fridovich, 197M)de acuerdo a la hipóte
sis que el sustrato induce a la enzima. En la Tabla 9 se ob

serva la actividad de SODen mitocondrias y citosol de discos

frescos e incubados de tubérculos de papa y se encuentra que

ni la enzima mitocondrial (Mn-enzima) ni 1a enzima Mn-citosó

lica (probablemente obtenida de las mitocondrias rotas) mos

tró variación con el envejecimiento. Además, 1a actividad de

la SODcitosólica que contiene Cu-Zn se incrementó 3.6 y 7.2

veces después de la incubación aeróbica de los discos de pa

pa durante 2M y HB horas.
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EMHA 8. PRODUCCION DE SUPEROXIDO Y EFECTO DE INHIBIDORES EN

MITOCONDRIAS DE DISCOS DE TUBERCULOS DB PAPA FRES

COS E INCUBADOS.

0 hs 2M hs H8 hs

Producción de 0; (nmoles /min/ mgprot.)

Estado "l" H.5 9.6 11.2

Estado "H" lh.5 1H.2 13.8

Estado "3" 13.2 13.5 13.“

+ antimicina 0.2 M 15.2 15.6 13.2

+ CNKIIHW 0.9 0.7 0.9

+ SHAM l mM 0 0 0.2

EMEA 9.ACÜNIDM) DE SUPEROXIDO DISMUTASA EN MITOCONDRIAS Y CITOSOL

DE DISCOS DE TUBERCULOS DE PAPA FRESCOS B INCUBADOS.

0 hs 2M hs 48 hs

Actividad de superóxido dismutasa (Unidades/mgprot.)

Enzima- Mnnútocondrial 9.0 8.6 10.5

Enzima- Mncitosólica 17.1 1n.2 10.2

Enzima-Cu-Zncitosólica 10.6 38.0 76.H
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FORMACION DE
485-575nm ÏADRENOCROMO /

yï
SOD(50pg/ml)

zzï
21m Antimicina

A A= 0.002

12

10mM Succinato
GmM GlUtamato -'| 1min ¡e

Fig.l7. Producción de 0; por mitocondrias de tubérculos de papa
frescos.
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Fig.18. Efecto de superóxido dismutasa ( 5.). SHAM( o ) y

cianuro ( o ) sobre la velocidad de formación de adreno

cromo por mitocondrias de tubérculos de papa frescos.
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H.1Ibhxfio de la variación del consumo de oxígeno y del peso fresco

en embrioncs de semillas de sofia en función del tiempo de incu
bación.

Se estudió la variación en el consumode oxígeno y la varia

ción del peso fresco, la cual fue determinada a distintos tiem

pos de germinación. Se observa en la figura 19 que hay un aumento

paralelo en los dos parámetros a medida que avanza el tiempo de

incubación, siendo aproximadamente dos veces mayor a las lu how

ras respecto de las 2 horas.

50 l l l I l l l I Í

E\ _
1"
É 40
1A
32 ’ZC)
8330‘
SEEEC)" "
uS
5383 20r0 PESO:Ï r _D
(DC).stam- 
c.)o. /v/ ¡esmmcmu

l L l l l l l l l l l

2 4- 14 24
Ï1EHPÜ DEINCUBAC!ÜN(hS)

Pig.19. Consumode oxígeno y peso fresco de embriones de semillas

de soja en función del tiempo de incubación.



Estudio de la sensibilidad al cianuro en embriones de semillas

de soja en distintos tiempos de incubación

Con el objeto de determinar la magnitud de la respiración in
sensible al cianuro se estudió la variación en el consumode oxi

geno en función de la concentración de cianuro en embriones de se

millas de soja en distintos tiempos de incubación. Se observa que

a las H y a las lu horas de incubación hay un 5My 53%de inhibi
., . ., .

Clon respectivamente con una concentraCJon de Cianuro de l mMy

que esta inhibición va aumentando a medida que aumenta la concen

tración de cianuro comose observa en la figura 20.

(.I'I0') C3O OO | __¡_v..vw

w O C l

.p O O

CNK (rnM)

Fig.20. Efecto del cianuro en ejes embrionarios de semillas de soja
en distintos estadios de incubación.(o) u horas, (o) lu horas
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“.3 Estudio de la eficiencia mitocondrial en plántulas de semillas de

21€.

Conel fin de caracterizar las propiedades de las mitocondrias

aisladas de embriones y plántulas de soja se estudió la respiración

mitocondrial y se determinaron parámetros respiratorios tales como

la velocidad máximade consumo de oxigeno (velocidad en estado 3),

el control respiratorio y la relación ADP20en plántulas de soja

después de 72 horas de germinación en diferentes variedades.

En la Tabla lO se observan los consumos de oxígeno, controles

respiratorios y relaciones ADP:0usando diferentes sustratos y di

ferentes variedades de semillas de soja, en un caso con diferentes

tiempos de cosecha.

En todas las variedades el consumo de oxigeno es mayor usando

succinato-glutamato comosustrato comparadocon malato-glutamato

malonato: en la variedad Bragg (cosecha 1979) es 2.a veces mayor,

en la variedad Hood (cosecha 1979) es 3.1, en la variedad Williams

(cosecha 1978) es 3.7 y en la misma variedad (cosecha 1979) es 4.5

veces mayor.

La relación ADP:0está próxima a 2 en las variedades Bragg y

Hood cosecha 1979, usando comosustrato succinato-glutamato que

es el valor teórico máximopara dicho sustrato y fue inferior pa

ra las otras variedades. Usandomalato-glutamato-malonato el valor

ADP:0está cercano a 3 en las cosechas 1979 y es inferior en la va

riedad Williams cosecha 1978.

El control respiratorio fue 2.1 en la variedad Bragg usando co

mosustrato malato-glutamato-malonato y en las otras variedades los

controles respiratorios oscilaron entre 1.3 y 1.6 ya sea usando como



TABLA10.CONSUMODEOXIGENO,ADP:OYCONTROLRESPIRATORIODEMITOCONDRIASAISLADASDEPLANTULAS

DESOJACON72HORASDEGERMINACIONDEDIFERENTESVARIEDADESDESEMILLAS.

VariedadAñoSustratoConsumodeOADP:0Control

CosechanmolesOz/nún/rng12>r0t .Respiratorio

Estados

"un"3|!"¡4"

Bragg1979succinato-glutanato1271901621 .7l .5

nalato-gluatanato-nalonato31100283 .02 .l

Hood1979subckIa‘t0-glutamato991u1105l .6l .|+

Iralato-glutanato-malonato30lis192 .7l .6

Williams1979succina‘to-glutanato951169M0 .81.3

malato-glutamato-malonato1626212 .6l .6

Williams1978succinato-glutamato83108790 .9l .3

nalato-glutamato-rralonato2229152 .0l .3
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TABLAll.CONTENIII)DEMITOCONDRIASYACTIVIDADDECITOCROMOOXIDASAOB'I'ENIDASENPLANTUIASDESOJACON72HORASDE

GEMNACIONENDIFERENTESVARIEDADESDESEMILLAS.

VariedadAñoGerminaciónBiomasaMitocondriasActividadde

Cosecha(%)(g)mgproteína/gplantaCitocmmooxidasa(1<')

min.mgprot.

Br‘agg1979100567.13.1 Hood197910065H.92.3 Williams1979100687.51.7 Williams197890509.11.14

7L}
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sustratos malato-glutamato-malonato o succinato-glutamato.

En general puede decirse que las distintas variedades no repre

sentaron una diferencia marcada en ninguno de los parámetros mito

condriales determinados. Sin embargo la variedad Bragg 1979 resul

tó capaz de dar preparaciones mitocondriales con buenas velocidades

respiratorias y adecuados controles respiratorios y relaciones ADP:0.

En consecuencia, esta variedad fue seleccionada para el estudio de

la actividad respiratoria mitocondrial en mitocondrias aisladas de

semillas de soja.

Por último puede observarse, comparando en la Tabla 10 los valo

res para Williams 1979 y Williams 1978 que las semillas pueden con

servarse adecuadamente por períodos de 18 meses sin alteración sig

nificativa de las propiedades de las mitocondrias aisladas de ellas.

En la Tabla ll se observa el contenido de proteina mitocondrial

por gramo de planta y la actividad de la citocromo oxidasa en las

diferentes variedades de semillas de soja con 72 horas de germina

ción y en un caso con diferentes tiempos de cosecha. El contenido

mitocondrial por gramo de planta resultó mayor en 1a variedad

Williams,en orden decreciente en la variedad Hoody luego en la

variedad Bragg. La actividad de citocromo oxidasa es mayor en la

variedad Bragg, luego le sigue la variedad Hooden ordefl decrecien

te y es menor en la variedad Williams aunque no hay diferencias sig

nificativas entre diferentes épocas de cosecha en ésta última varig
dad.

Estudio de la actividad mitocondrial y efecto del citocromo c en

mitocondrias aisladas de embriones de semillas de soja en distin

tos tiempos de incubación
Se hizo el estudio de la actividad mitocondrial utilizando em
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briones de semillas de soja variedad Bragg cosecha 1979 en dis

tintos tiempos de incubación con y sin agregado de citocromo g.

Los embriones entre 2 y lu horas se incubaron aislados de las

semillas enteras y los de 36 horas se incubaron con la semilla.

En la Tabla 12 se observa que el consumo de oxígeno y el control

respiratorio aumentan en mitocondrias aisladas de embriones de

soja entre las 2 y las 36 horas de germinación, sin el agregado

de citocromo g. Los valores del consumo de oxígeno aumentan de

6.9 a 101.2 nmoles O2/min/mg de proteína entre las 2 y las 36
horas de germinación.

TABLA 12. CONSUMO DE OXIGBNO Y CONTROL RESPIRATORIO EN MITOCONDRIAS

AISLADAS DE EMBRIONBS DE SOJA EN DISTINTOS TIEMPOS DE IN

CUBACION SIN EL AGREGADO DE CITOCROMO g.

Germinación Consumo de Oxígeno Control

horas nmoles Oz/min/ mg prot. Respiratorio

estado "H" estado"3"

2 6.9 6.9 1.0

H 6.5 8.5 1.3

lu 15.1 18.1 1.2

36 63.3 101.2 1.6
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En la Tabla 13 se observa un aumento en el consumo de oxigeno

y el control respiratorio en mitocondrias aisladas de embriones de

soja entre 2 y 36 horas de germinación, con eI agregado de citocro

mo g. El consumo de oxígeno se incrementa de 17.u a 115.0 nmoles 02/
min/mg proteína entre las 2 y 36 horas de incubación. El efecto del

citocromo g es mayor a las u horas y disminuye a medida que avanza

el tiempo de incubación. Los controles respiratorios se incrementan

entre 1.0 y 1.6 con y sin el agregado de citocromo g entre las 2

y las 36 horas de incubación.

TABLA 13. CONSUMO DE OXIGENO Y CONTROL RESPIRATORIO EN MITOCONDRIAS

AISLADAS DE EMBRIONES DE SOJA EN DISTINTOS TIEMPOS DE IN_

CUBACION CON AGREGADO DE CITOCROMO g.

Germinación Consumo de Oxígeno Control
horas nmoles O2/min/mgprot. Respiratorio

estado "H" estado"3"

2 15.8 17.H 1.1

H 26.2 3H.0 1.3

lu “1.7 50.0 1.2

36 71.9 115.0 1.6
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En la figura 21 se observa en los trazados de consumo de oxígeno

la influencia del agregado de citocromo g en la respiración de mito

condrias aisladas de embriones de semillas de soja con H horas de in

cubación. La velocidad del consumo de oxígeno en estado "3" es 1.9

veces mayor en presencia de citocromo g (trazados (A) y (B)).

SUCCINATD 10 mH
GLUÏAHM’D S rnH

CIÏOCROHO l: 0.01}|H

oz:0.22mH
1 zoo

ns. ' ADP0.22 mH

C.R. r. 1.6 27.0

SUCCINATO 10m"
GLL'TAHAÏO SmH

02:0.22mHñ
I

".5.

ADP 0.22 mH
10.2

L

A02=22¡1H

T

mmb—d

Fig.21. Determinación polarográfica de consumode oxígeno y control

respiratorio de mitocondrias aisladas de embriones de semillas

de soja con u horas de incubación; (A) con agregado de cito

cromo g; (B) sin agregado de citocromo g.
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En la figura 22 se observa la variación del consumo de oxígeno

mitocondrial en función del tiempo de incubación. El incremento en

el consumo de oxígeno es de 2u8%entre las 2 y las lu horas de in

cubación sin el agregado de citocromo g y de 287%con el agregado

de citocromo g.

El efecto del citocromo g es de aumento del consumo de oxígeno

en un uoo% a las H horas y en un 11H%a las 36 horas de incubación.

d
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Fig.22. Consumode oxígeno y actividad de oxidasa alternativa en

mitocondrias aisladas de embriones de semillas de soja en

función del tiempo de incubación.
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H.5 Efecto de inhibidores en mitocondrias aisladas de embriones de

0')

semillas de soja en distintos tiempos de incubación.

Se estudió el efecto de la antimicina, el cianuro y el SHAMen

mitocondrias aisladas de embriones de semillas de soja, en función

del tiempo de incubación. En la figura 23 se grafica el porcentaje

de inhibición del consumode oxígeno producido por inhibidores de

la cadena respiratoria en función del tiempo de incubación. Se ob

serva que a las 2 horas de incubación la resistencia al cianuro y

a la antimicina es del 30-35% y al SHAMes del 50%. A medida que

avanza el tiempo de incubación, la sensibilidad al cianuro y a la

antimicina aumenta, mientras que la sensibilidad al SHAMdisminuye

En base al criterio establecido por nosotros (Sánchez y col.,1979)

de que el consumode oxigeno insensible a la antimicina y sensible

al SHAMconstituye una medida de la actividad de la oxidasa alter

nativa, se determinó esta actividad (Fig.22) y esta resultó ser de

aproximadamente 2.8 i 0.5 nmoles 02/min/mg proteina, manteniéndose
constante entre las 2 y las lu horas de incubación.

Actividad de citocromo oxidasa en mitocondrias de embriones de se

millas de soja en distintos tiempos de incubación.

La figura 29 muestra una curva que representa la variación en

la concentración de citocromo g reducido en función del tiempo de

su oxidación aeróbica catalizada por la citocrOmo oxidasa. La va

riación de la absorbancia del ferrocitocromo g en función del tiem

po, en este sistema espectrofotométrico, obedece a una cinética de

reacción de primer orden con respecto a la concentración de ferro

citocromo g. La actividad de citocromo oxidasa medida por este
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método se expresa en términos de constantes de velocidad de primer

orden (Smith y Conrad, 1956; Wharton y Griffiths,1962). En la figu

ra 25 se expresa la constante de velocidad de primer orden K(min-l)

en función de la cantidad de proteína mitocondrial a distintos tiem

pos de incubación de los embriones. Se observa que la velocidad de

reacción es mayor para la mismacantidad de proteína mitocondrial

a medida que avanza el tiempo de incubación. En la figura 26 se de

termina la actividad de la citocromo oxidasa comoK' que es la cong

tante de la reacción de seudoprimer orden, K, referida a mgde pro

teína mitocondrial (K' =K/mgproteína; K' se expresa en min-1.mg

prot.-1) en función del tiempo de incubación. Se observa que a las

H horas la actividad de la citocromo oxidasa es 157%mayor que a

las 2 horas y a las 1a horas es 373%mayor respecto de las 2 horas.

Se determinó la cantidad de proteína mitocondrial por eje embriona
rio en base a la relación de actividades de citocromo oxidasa en el

homogenadoy en las mitocondrias aisladas. Este valor es a las 4 ho

ras 1.98 veces mayor que a las 2 horas y 3.2 veces mayor a las lu

horas respecto de las 2 horas (Fig.27).

figïg mitocondrial y respiración de ejes embrionarios de semillas de
soja en distintos estadios de incubación.

En la Tabla lu se observa el valor de la masa mitocondrial calcg
lada (columna III) de acuerdo con los valores de la actividad de la

citocromo oxidasa en las mitocondrias aisladas (columna I) y en el

homogenado(columna II). Con los datos obtenidos de los valores del

consumode oxígeno de las mitocondrias aisladas de los ejes embrio

narios (Fig.22) y los valores del contenido de proteína mitocondrial

(Fig.27) en distintos tiempos de incubación, se calculó el máximo
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consumo de oxigeno mitocondrial (columna V). El consumo'de oxígeno

mitocondrial calculado de esta forma fue 1.2 veces mayor a las H

horas y 1.8 veces mayor a las lu horas respecto de las 2 horas de
incubación.

Con esos resultados se determinó el máximoporcentaje del con

sumo de oxígeno de origen mitocondrial (columna VII) respecto al

consumode oxígeno total determinado en los embriones enteros (co

lumna VI y Fig.19) y se observa que el HO-H6%de la respiración to

tal podría comomáximoser de origen mitocondrial siendo el resto

del consumode oxígeno de origen extramitocondrial, pudiendo ser

debido a la acción de fenoloxidasas, lipoxigenasas, etc.
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Fig.23. Inhibición por cianuro, antimicina y SHAMdel consumo de

oxígeno en mitocondrias aisladas de embriones de semillas

de soja en función del tiempo de incubación.
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Fig.2u. Determinación de la actividad de citocromo oxidasa.Trazados
que muestran la determinación espectrofotométrica de la oxi
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TABLAlu.MASAMITOCONDRIALYRESPIRACIONDEEJESEMBRIONARIOSDESOJA

TiempodeActividaddecitocmnooxidasaMasaMitocondrialMasaMitocondrialConsumode02Consumode02ConsumodeO incubaciónMitocondriasHomgenadoCalculadaAisladaMitocondrialDeterminadoMitocondrial

(horas)K'MK'úCalculado

ll .—l-l....

(mgprot./e]e)(mgprot./e3e)(pl02/h/e3e)(pl02/e3e/h)(96)

2

min-.mgprotÏnun.eje

25.11.250.250.0082.65.7#6 48.01.830.230.0163.18.238
lu19.5u.990.270.025¿.510.743
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Respiración mitocondrial v sensibilidad a inhibidores en raíces de
Imaiz.

Las mitocondrias aisladas de raíces de plantas de maíz culti
vadas en un medio hidropónico (Epstein,1972) mostraron velocida

des de consumo de oxígeno que pueden considerarse normales para

la actividad respiratoria de mitocondrias vegetales. En el estado

activo (estado "3") y en presencia de succinato-glutamato comosus

trato este consumo de oxígeno fue de 8Mnmoles 02/ min/mg de protei
na. El grado de acoplamiento entre la fosforilación y la oxidación

resultó aceptable ya que las mitocondrias tenían un control respi

ratorio de 1.7 (eu/ug nmoles 02/min/mg proteína; Tabla 15).
La sensibilidad al cianuro (0.1 mM)fue de 68%, a la antimici

na “6%y al SHAM“9%. La actividad de la oxidasa alternativa calcu

lada de acuerdo al consumo de oxígeno insensible al cianuro 0.1 mM

y a la antimicina y sensible al SHAM,resultó de 3h nmoles O2/min/
mg proteína. Este valor da cuenta del “1%del consumo de oxígeno

tual y resulta comparativamente,una alta actividad de oxidasa al
ternativa.

¿ensibilidad al cianuro en mitocondrias aisladas de semillas de maíz.

En la figura 28 se observa el efecto del cianuro sobre la respi
ración de mitocondrias aisladas de raíces de maíz. Cuandola concen

tración de cianuro es de 20 pM se obtiene el 50%del efecto máximo

inhibitorio (MOnmoles 02/min/mg proteína) y a concentraciones satu
rantes de cianuro (0.2-1 mM)queda una respiración residual resisten

te que da cuenta del 17%del consumo de oxígeno.

En la mismafigura se grafica el porcentaje de inhibición en fun
ción de la concentración de cianuro.
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5.3 Sensibilidad a la antimicina y al SHAMen mitocondrias aisladas
de raíces de maíz.

En la figura 29 se grafica el efecto de la antimicina sobre el
consumo de oxígeno de las mitocondrias mencionadas, y se observa

una inhibición igual al 50%(“6.5 nmoles 02/ min/mg proteína) a una
concentración de 0.35 pM de antimicina. El consumo de oxígeno resi

dual a concentraciones saturantes de antimicina (0.6-l.0 yM) da

cuenta del u3%del consumo de oxígeno total.

La inhibición del consumode oxígeno por antimicina en presen

cia de 2 mMde SHAMaumenta considerablemente. El 50% del efecto

máximode inhibición se produce a una concentración de 0.1 pM de

antimicina, siendo el consumo de oxigeno de 34.5 nmoles/min/mg pro

teína. A concentraciones saturantes de antimicina (o.u-1.0 iM) que
da una respiración residual del 15%.

Los porcentajes de inhibición en el consumode oxígeno en fun

ción de la concentración de antimicina con y sin el agregado de

SHAMse grafica en la figura 30. 0 sea, se observa un marcado aumen

to de la sensibilidad y la afinidad a la antimicina en presencia de
SHAM.

Se estudió la sensibilidad al SHAMen el consumo de oxígeno de

las mitocondrias aisladas de raíces de maíz. Se observa en la figu

ra 31 que el SHAMinhibe la respiración mitocondrial en un 50% (55

nmoles 02/ min/mg proteina) a una concentración de 1.8 mMy a con
centraciones de u mMde SHAMda cuenta de un consumo de oxígeno

residual del 25%.

El agregado de antimicina 0.6 yMaumentó la sensibilidad al

SHAMobteniendo el 50%de inhibición(25 nmoles 02/ min/mg proteina)
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a una concentración de 0.6 mM. A una concentración u mMde SHAMse

observa una inhibición total del consumode oxígeno.

La figura 32 muestra los porcentajes de inhibición en el consu

mo de oxígeno por el efecto del SHAMen presencia y ausencia de an
timicina.

Se hicieron los gráficos de Dixon donde se graficó la inversa

del consumode oxígeno en función de la concentración de los inhi

bidores (Fig.33 y 3M)y se obtuvieron los valores de Ki de 0.6‘pM

' sin el agregado de SHAMy de 0.15 pM con el agregado de SHAM2 mM

para la antimicina y para el SHAMde 1.a mMsin el agregado de anti

micina y de QSSmMcon el agregado de antimicina 0.6 )JM.

TABLA 15. ACTIVIDAD MITOCONDRIAL Y DE OXIDASA ALTERNATIVA Y SENSI

BILIDAD A INHIBIDORES DE LA RESPIRACION EN MITOCONDRIAS

AISLADAS DE RAICES DE SEMILLAS DE MAIZ.

SUStDaÜD
Succinato-glutamato

0x5um>de<húgaw I%
nmoles 02/min/mg proteína

Esüxk>"u" u9.0

Ibtado "Ï' 8H.0

+ CNK100 M 27.0 68.0

+ CNK 100 M + SHAM 2 mM 6.4 92.0

+ Sfl%ï2 fli “3.0 “9.0

+ Antimicina 0.6)fl4 N5.0 “6.0

+ Antfimkfina 0.6jifi-SHN42 HM 10.7 87.0

Actividad de oxidasa alternativa 3H.0
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6.1 La oxidasa alternativa

En la última década, y estimulada por el interés en el papel

fisiológico de la oxidasa alternativa, se realizaron diversos es
tudios para determinar la naturaleza química de la oxidasa alter
nativa y su producto de reacción.

Bendall y Bonner (1971) sugirieron que una hierro-sulfoproteï

na, con hierro no hemínico, era un componente del camino alterna

tivo y que esa hierro-sulfoproteïna sería la inhibida por los áci

dos hidroxámicos. Palmer (1976) consideró a los quelantes de hie

rro comoinefectivos en quelar el hierro de la fiaredoxina, que es

una típica hierro-sulfoproteína, no hemïnica poniendo dudas sobre

el concepto anterior. .

Huqy Palmer (1978a)aislaron una fracción con actividad de oxi

dasa alternativa de mitocondrias de espádices de Arummaculatum,

los que son muyresismntes al cianuro. En esta preparación no pu

do evidenciarse señal espectroscópica de algún citocromo u otras

especies visibles, ni tampocode especies identificables por EPR,

tales comohierro-sulfoporteínas. Esto parece dar evidencia direc

ta que la oxidasa alternativa no es ni un citocromo ni una hierro

sulfoproteína (Bendall y Bonner, 1971; Rich y Bonner,19783).

También, Huq y Palmer (1978a)sugirieron la presencia de una

flavoproteína no fluorescente en la fracción de oxidasa alternati

va aislada por ellos consistente con una participación de tal fla

voproteína en el camino alternativo (Storey,1976). La presencia de

Cu sería consistente con la sugerencia de que estaría involucrada

una metalo-enzima, sin embargono fue posible detectar una señal

de Cu por EPR (Huq y Palmer, 1978a).



Simultáneamente, Bonncr y Rich (1978a)llegan a la conclusión

que la oxidasa es una especie de ubiquinona o un componente que

no se detecta ni por EPRni por espectroseopía óptica y que fa

cilita la interacción de las especies de ubiquinona con el oxí

geno. Rich y Bonner (1978a)solubilizaron la oxidasa alternativa

de mitocondrias de ¿23mmaculatum y demostraron la existencia

de una proteína capaz de oxidar quinoles a quinonas en una reac

ción insensible al cianuro y sensible a hidroxamatos.

Actualmente hay poca información que pueda considerarse de

finitiva acerca de la naturaleza química de la oxidasa alterna
tiva.

De acuerdo con estudios realizados para determinar el sitio

de acción de la oxidasa alternativa se llegó a1 acuerdo general

que a nivel de la ubiquinona es donde el camino alternativo se

ramifica de la cadena respiratoria principal. De acuerdo al ci

clo de ubiquinona propuesto por Rich y Moore (1976) y revisado

por Rich y Bonner (1978a),el punto de ramificación del camino

alternativo sería un conjunto discreto de ubiquinonas localiza

do en la región de la succinato deshidrogenasa de la cadena res

piratoria. En una serie de mitocondrias de plantas, así comoen

mitocondrias animales, fue observada la existencia de un compo

nente paramagnético, detectable por EPR, que parece serla ubi

semiquinona (Rich y Moore, 1977), y es visto como una señal de

ruptura a g=2 que se relaja rápidamente. Esta señal se atribuyó

a una especie de ubisemiquinona la cual produce una rápida rela

jación debido a su proximidad al centro S-3 de la succinato des

hidrogenasa. La ruptura del acoplamiento paramagnético se produ



ce por una segunda especie de ubisemiquinona que se relaja mucho

más rápidamente la cual también está en íntima proximidad. De to

da la evidencia acumuladase sugiere que la oxidasa alternativa

media la reducción del oxígeno por una de esas especies de ubi

semiquinona.

Rich y Bonner (1978a)estudiaron por EPRlos cambios redox que

se producen en el centro 8-3 (que es un centro de hierro-sulfopro

teína, que es paramagnético en estado oxidado) en una variedad de

condiciones de estado estacionario y mostraron que las mitocondrias

de plantas superiores que tienen actividad de oxidasa alternativa

tienden a mantener este centro oxidado en presencia de succinato

y cianuro. Los estudios fueron realizados con mitocondrias aisla

das de espádices de gygplocarpus foetidus y Sauromatumgutatum

que tienen alta actividad de oxidasa alternativa.

Rich y col.(1978) hicieron algunas deducciones a partir de ex

perimentos de estado estacionario concernientes a la relación en

tre el centro 8-3 y el camino de oxidación del NADHexterno. En

contraste el trabajo de Solomos (1977), el camino de oxidación del

NADHexterno involucra parte del conjunto de quinonas. Esto expli

ca la relación P20 observada de 2 con NADHexterno (Palmer,1976)

y es sostenido por el hecho que el NADHexterno puede hacer apa

recer la señal de la ubisemiquinona en estudios de EPR(Rich y col.,
1978).

En mitocondrias de tubérculos de papa y de hipocótiles de poro»

tos, el centro S-3 no fue notablemente reducido por NADHy esto su

giere que dicho centro no está involucrado en el transporte de e

lectrones con NADHcomosustrato. En mitocondrias aisladas de gau

romatum gutatum y Symplocarpug foetidus, se observó poca reducción
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del centro S-3. El ácido salicil hidroxámico, comose detectó

por EPR, no afectó el centro 8-3 en mitocondrias de plantas; de

donde se deduce que es altamente improbable que un efecto que

lante del hierro sobre esos centros Fe-S sea responsable de la

inhibición o que ese centro sea el sitio de reducción alterna

tiva del oxígeno.

Las propiedades del acoplamiento entre la oxidación y la

fosforilación, asimismo comoel mecanismode la fosforilación

oxidativa de las mitocondrias de mamíferos, fueron explicadas

por la teoria quimiosmótica. El funcionamiento de la ubiquino

na en la cadena respiratoria fue explicado por la propuesta del

ciclo protomotriz de la ubiquinona (Mitchell, 1975). Ingledew y

Ohnishi (1975) sugirieron que la reducción catalizada por la suc

cinato deshidrogenasa es de QH'a QH2en mitocondrias de mamífe
ros.

Trabajos de EPR (Rich y Moore, 1976; Rich y col.,1977) sugig

ren que esa situación es similar para mitocondrias de porotos y

apoyan la hipótesis de que el camino alternativo produce la oxi

dación de QH2a QH' (Fig.35).
Para determinar la naturaleza del producto de reducción del

oxígeno en el caminoalternativo se realizaron estudios; si el

proceso de reducción implica la transferencia de cuatro electro

nes se produce agua, si el proceso transfiere dos electrones se

produce H202y si se transfiere un electrón se produce anión su
peróxido (Rich y col.,1976). En mitocondrias intactas de hipocó

tiles de poroto japonés, no se pudo detectar H202durante la ope
ración del caminoalternativo, pero en partículas submitocondria

les preparadas de esas mismas mitocondrias la producción de H202
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Fig.35. Esquemadel ciclo protomotriz de la ubiquinona para el
transporte de electrones en mitocondrias de plantas su
periores (Rich y Moore, 1976; Rich y col.,1977).

dio cuenta del consumode oxígeno por las particulas durante la ope

ración del camino alternativo. Aparentemente el H202sería el produc
to de la reducción del oxígeno por la actividad de la oxidasa alter

nativa y las mitocondrias intactas contendrían cantidades significa

tivas de catalasa y de peroxidasa y dadores de hidrógeno para la pe

roxidasa, con lo que podrían utilizar el H202producida por el cami
no alternativo y evitar su acumulación.
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Huqy Palmer (1978b) trabajando con partículas submitocondria

les de mitocondrias de Arummaculatum no pudieron confirmar las

observaciones de Rich y col. (1976) y sugirieron que el H202y el
anión superóxido que son producidos por partículas submitocondria
les de Arummaculatum no son debidos a la oxidasa alternativa sino

a otro componentede la cadena respiratoria, posiblemente a nivel

de la NADHdeshidrogenasa.

La conclusión de estos experimentos es que la oxidasa alterna

tiva parece reducir sólo parcialmente al oxígeno, pero no está cla

ro si esta reducción es de uno, dos o cuatro electrones, tampoco

está claro si el H202fue producido directamente o vía la reacción
de superóxido dismutasa (Mc Cord y Pridovich, 1969). Con el propó

sito de resolver este problemase hicieron experiencias para deter

minar los sitios a lo largo de la cadena respiratoria donde se pro

ducen aniones superóxido. La mayor parte de anión superóxido se pro

dujo cuando a las mitocondrias se les agregó NADHexógeno como sus

trato. La actividad de este NADHfue insensible al cianuro, a la an

timicina y al ácido salicilhidroxámico (Boveris y col.,1979). Dichos

resultados sugieren que la producción de anión superóxido proviene

de la reducción directa del oxígeno por la flavoproteína NADH-deshi

drogenasa la cual está localizada en la superficie externa de la mem
brana interna (Doucey col.,1973). Con succinato comosustrato la

producción de superóxido es casi negligible y probablemente provie

ne de la reducción del oxígeno en la región de ubiquinona citocromo

b de la cadena respiratoria. La conclusión de esos resultados es que

la oxidasa alternativa puede producir peróxido de hidrógeno o agua

a través de la reducción del oxígeno pero no anión superóxido.

De acuerdo con los resultados obtenidos, Sánchez y col. (1979)
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han propuesto un esquema de los sitios de reducción del oxígeno

en la cadena respiratoria de mitocondrias de plantas comose in

dica en la figura 16.
Para el estudio de la actividad de la oxidasa alternativa ha

sido decisivo el uso de inhibidores comolos ácidos hidroxámicos

que se han considerado comoespecíficos para dicha actividad. Los
ácidos hidroxámicos fueron utilizados comoinhibidores de la oxi

dasa alternativa por Schonbaumy col. (1971).

Según Bonner y Rich (1978) puede suponerse que la inhibición

de la oxidasa alternativa por hidroxamato (por analogía con otras

enzimas redox), es por competición con el sustrato reducido en el

sitio de unión sobre la enzima. Parece claro que los ácidos hidro

xámicos no actúan inhibiendo sobre el lado del oxigeno de la oxi

dasa alternativa comose suponía (Bonner y Rich,1978).

Los hidroxamatos no son especificos de la oxidasa alternativa

comose pensó inicialmente, sino que son poderosos inhibidores de

otra enzimas redox comola peroxidasa (Schonbaum, 1973) y la tiro

sinasa (Rich y 001.,1978; Boveris y col.,1978). Investigaciones
sobre el modode inhibición de hidroxamatos sobre esas enzimas mos

traron que la inhibición es competitiva con respecto a la concen

tración de sustrato y no competitiva con respecto a la concentra

ción de oxígeno (Bonner y Rich, 1978). Esos hallazgos son consis

tentes con el hecho de que la inhibición de la oxidasa alternativa

es también no competitiva con respecto al oxígeno (Rich y col.1978)

y donde 1a Ki aparente es dependiente del flujo de electrones (Tom
linson y Moreland, 1975). Si se considera que el sustrato para la

oxidasa alternativa es una forma reducida de la ubiquinona, la ana

logía entre esta oxidasa, peroxidasa y tirosinasa parece ser muy
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próxima. Fue sugerido por Schonbaum(1973) que la unión reversi

ble de los hidroxamatos a la peroxidasa puede ser por uniones de

hidrógeno polifuncionales y quizás ocurra lo mismocon la tirosi

nasa y la oxidasa alternativa. Sin embargo, es también posible

que una cesión parcial de electrones pueda tener lugar entre el

hidroxamato y un grupo aceptor en la enzima formando asi un "com

plejo de transferencia de carga" (Bonner y Rich, 1978). El meca

nismo exacto de unión y de acción de los hidroxamatos requiere

posteriores investigaciones para ser aclarado.
La actividad de oxidasa alternativa en mitocondrias de tubérculos

de papa frescos y envejecidos

Durante la incubación aeróbica de discos de tubérculos de papa

en una cámara húmeda se produce el envejecimiento de los discos,don—

de se inicia la ruptura de los carbohidratos siguiendo la via glucg

lítica y el ciclo de pentosas y se incrementa la actividad de varios

otros caminos metabólicos que funcionan a bajo nivel en los órganos

intactos, por ejemplo, el ciclo del ácido tricarboxïlico, la biosín
tesis de ácidos grasos y esteroides, etc. y además se produce un in

cremento en la masa mitocondrial (Kahl, 1973).

En nuestro trabajo observamos un aumento de la respiración mito

condrial en las mitocondrias aisladas y de la proteína mitocondrial
aislada. Las mitocondrias aisladas mostraron una disminución en el

control respiratorio y observamos también un aumento de superóxido
dismutasa.

Del análisis de los datos de la Tabla 6 y de las figuras 12 y 13

resulta aparente que hay más de un sistema alternativo que consume

oxígeno en las mitocondrias aisladas de tubérculos de papa. Unode

ellos produce 0;, es resistente a la antimicina y sensible al CNKy
al SHAM;otro es el que usualmente se refiere comola oxidasa alter
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nativa, resistente a la antimicina y al cianuro pero sensible al

SHAM;este sistema aparentemente produce H202 (Rich y col.,1976)

pero sin la participación de 0; comoun producto intermedio. Hay
todavía evidencia para otro sistema que consumeoxigeno, inhibi

do por cianuro y resistente a la antimicina y al SHAM.

Se determinó la producción de anión superóxido para observar

si era el producto primario dc la oxidasa alternativa comohabían

propuesto Bonner (1977) y Solomos (1977) y se observó que la pro

ducción de 0; en las mitocondrias aisladas de tejido envejecido
de tubérculos de papa, representa solamente una pequeña fracción

del consumo de oxígeno total. Otros autores también lo comproba

ron experimentalmente; así Rich y Bonner (1978) que trabajaron con

partículas submitocondriales aisladas de hipocótiles de poroto ja

ponés (Phaseolus aureus) de Arummaculatum y de repollo zorrino

(Symplocarpus foetidus) y Huq y Palmer (1978b) que trabajaron con

partículas submitocondriales de espádices de Arummaculatum, que

desarrollan alta actividad de oxidasa alternativa, llegaron a la

misma conclusión, esto es, que el O; no es el producto primario de
la oxidasa alternativa. Unresumende estas investigaciones desti

nadas a relacionar la producción de o; con la actividad de oxida
sa alternativa está dado en la Tabla 16 (Sánchez y col.,1979).

Para calcular la relación (Producción de 0;) «Consumode O2) es
necesario tener en cuenta que en mitocondrias de papa tienen lugar
las siguientes reacciones:

- - + son
+ + :

02 02 2 H 1-1202 + O2 (8)

H o + H o catalasa s 2 H o + o (9)
2 2 2 2 V 2 2

peroxidasa _
H202 + AH2 r 2 H20 + A (10)
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TABLA 16. PRODUCCION DL‘ ANION SUPEROXIDO Y ACTIVIDAD DE OXIDASA

ALTERNATIVA EN MITOCONDRIAS Y PARTICULAS SUBMITCCON—

DRIALL‘S DB TEJIDOS VEGETALES.

Producción de 0; Actividad de oxidasa Ref.
(nmoles/min/ altemativa(nmoles 02/

mgprot. ) min/mg prot.)fl

Mitooondr._ía¿

'Ihbérculos de papa,frescos 15 7 l

Tubérculos de papa, Incu
bados 2Mhs 16 57 l

Tubérculos de papa, incu
bados '48 hs 13 lll l

Repol].o zor'r'ino (Symplofoetidus) 8 llll 2
Bspádices de Arum maculatum 2 758 2

Plántulas de soja 14 lu

Partículas submitmondriales

Espádices de Ar-umnaculatum 7--8 556-300 2,3

Hipooótiles de porotos 10 167 2

fl Medida como el conswno de oxígeno en la presencia de succínato o de NADHcomo

sustratos y antimicina .

1. Boveris y ool.(1978);2. Rich y Bonner (1978); 3. Huq y Palmer (1978b) .
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Un camino catalizado por superóxido dismutasa y catalasa re

sultará en la producción de u o; por O2 consumido, mientras que

un camino catalizado por SODy peroxidasa producirá 2 o; por O2
consumido. Considerando que la ecuación (10) prevalece absoluta

mente sobre la ecuación (9), la producción de 0; en tubérculos
de papa daría cuenta solamente de un 7-l2% de 1a respiración re

sistente a la antimicina y menos aún si algo del H202producida
es descompuesta por la catalasa (reacción 9), más aún la produc

ción de 0; no es suficiente para tenerlo en cuenta comointerme
diario de la actividad de la oxidasa alternativa.

Aunque la producción de 0; representa una pequeña fracción
del consumode oxígeno total de las mitocondrias de papa, sin

embargo, su importancia fisiológica potencial no es para ser omi

tida ya que el 0; es una especie extremadamente reactiva (Frido

vich, 197ü; Chance y col.,1979). La interacción de 0; con H202
puedc producir OH' capaz de comenzar reacciones en cadena con un

alto efecto amplificante (Chancey col.,1979).

Se puede especular acerca del impacto fisiológico de la pro

ducción incrementada de 0; y HZO2en el tejido envejecido. Entre
lospnsflfles efectos, puede ser considerada una más rápida peroxi

dación de lípidos (Kellog y Fridovich, 1977; Chin y Frenkel,1976;

Chance y col.,1979).

La incrementada formación de lípidos y peróxidos orgánicos pue

de disminuir 1a relación NADPH/NADP(Chance y col.,1979) y puede

ayudar para explicar el incremento observado en la actividad del

camino de pentosa fosfato (Kahl,1973) en el tejido de tubérculo de

papa envejecido.
Durante la incubación de cortes de tubérculos de papa en una
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atmósfera húmeda(envejecimiento) se obtiene síntesis de mitocon

drias con un aumentode la actividad de la oxidasa alternativa que

va desde 2-56% del consumo de oxigeno total (Tabla 7) entre las 0

y H8 horas de incubación, mostrando estas mitocondrias un bajo acg

plamiento entre la fosforilación y la oxidación.

La actividad de oxidasa alternativa, en mitocondrias de embriones

yfejes embrionarios de soja.

Wilson y Bonner (1971) en un trabajo Clásico referente a la ac

tividad mitocondrial de ejes embrionarios en la germinación y estu

diando las mitocondrias aisladas de ejes embrionarios de maníes se

cos y en imbibición temprana encontraron que estas mitocondrias son

deficientes en el citocromo g, el penúltimo aceptor de electrones
de la cadena respiratoria, que la fosforilación está muypoco aco

plada al consumode oxígeno, siendo en esas condiciones la respira

ción ineficiente y muybaja la producción de ATP.
Esas diferencias existen hasta alrededor de las 16 horas del co

mienzo de la imbibición por los embriones, cuando la respiración o

tra vez se incrementa y comienza la elongación de la radicula. Las
mitocondrias ahora comienzana asumir las características normales

de aquellas encontradas en plantas adultas, con un contenido normal

de citocromo g y deshidrogenasa y una respiración acoplada más efi
ciente.

En nuestro trabajo realizado con ejes embrionarios de semillas

de soja se encontró que el consumo de oxígeno se incrementó con el

tiempo de incubación y que ese incremento fue paralelo al aumento

del peso fresco de los embriones a diferentes tiempos de incubación.

En el estudio del consumo de oxígeno mitocondrial se observó un mar

cado incremento entre las 2 y lu horas de incubación y uno mucho
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mayor a las 36 horas. El consumo de oxígeno mitocondrial fue mayor

con el agregado de citocromo g; dicho efecto fue mayor a las u ho

ras y disminuyó su efecto a medida que avanzó el tiempo de incuba

ción. El control respiratorio fue bajo entre las 2 y lu horas de

incubación o sea que hubo poco acoplamiento respiratorio en los

primeros estadios en las mitocondrias aisladas de ejes incubados

aislados y fue mayor en mitocondrias aisladas de ejes incubados 36
horas en la semilla entera. Tambiénestudiamos la evolución de la

masa mitocondrial de los embriones durante la germinación. Para es

to usamos el método de la citocromo oxidasa (Beconi y col.,1979).

En la determinación de la actividad de la citocromo oxidasa se ob

serva un incremento entre las 2 y lu horas de incubación. La masa

mitocondrial aislada se incrementa con el tiempo de incubación.El

consumode oxígeno mitocondrial calculado y determinado experimen

talmente aumentaron entre las 2 y lu horas de incubación.

Con los datos obtenidos se determinó el porcentaje del consu»

mode oxígeno de origen mitocondrial y este valor osciló entre

uo-u6% del consumo de oxígeno total.

El aumento de la proteína mitocondrial con el tiempo de incu—

bación puede ser utilizado en completar las mitocondrias preexis
tentes o en sintetizar nuevas mitocondrias.

Wilson y Bonner (1971) sugirieron que el incremento en la res

piración y la eficiencia respiratoria durante el crecimiento de
embriones de manies están asociados con la síntesis de nuevas mi

tocondrias, más que con la modificación de aquellas que funcionan

durante la imbibición temprana.

Estudios de microscopía electrónica sobre la germinación de
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embriones de arroz, también sugieren la biosíntesis de mitocondrias

después de la toma de agua (Hallam y col.,1972).

Yoo (1970) observó que las crestas son más definidas en las mi

tocondrias de embriones de arvejas antes de la germinación visible.

Klein y col.(197l) hicieron estudios de microscopía electrónica

sobre ejes de porotos y observaron que no hay cambios en la estruc

tura o número de mitocondrias antes de la germinación visible. Nin

guna de las observaciones hechas a partir de estudios de microsco

pía electrónica tienen alguna evidencia bioquímica sustancial para

afirmarlos y ésas afirmaciones no proveen suficiente evidencia pa

ra la biogénesis mitocondrial o reparación mitocondrial. Parece que

hay desarrollo de nueva actividad mitocondrial después que ha ocurri

do la imbibición, pero el modode desarrollo de esas actividades y

su regulación son todavía desconocidos.

Sobre la base de la acción del cianuro y de los ácidos hidroxá

micos en la respiración y la germinación de semillas de soja, se ha

postulado que durante las primeras etapas de la germinación el con

sumode oxígeno se produce principalmente por la oxidasa alternati

va, cuya actividad sería esencial para la germinación y que recién

después de las 12-15 horas de incubación predomina la actividad de

la citocromo oxidasa (Yentur y Leopold, 1976).

Las mitocondrias aisladas de embriones de manies entre 2 y lS

horas de incubación, fueron siempre inhibidas al menos en un 70%

por CNK100 uM, de acuerdo con una buena actividad de citocromo oxi

dasa (Wilson y Bonner, 1971).

En nuestro trabajo se encontró que en mitocondrias aisladas de

ejes embrionarios de semillas de soja, la inhibición por CNKy anti

micina fue en promedio de 70-75%durante las primeras lu horas de
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tuvo constante (2.8 i 0.“ nmoles 02/min/mgproteína) durante ese
período de incubación (Beconi, 1979). O sea que la actividad de

la oxidasa alternativa no contribuye en cantidad apreciable en el

consumo de oxígeno contrariamente a lo propuesto por Yentur y Leo

pold (1976).

Este trabajo fue presentado en el Congreso de la S.A.I.B. en

1979, cuando posteriormente Parrish y Leopold publicaron un traba

jo aduciendo ese exceso de consumode oxígeno a la actividad de la

lipoxigenasa. O sea, que el consumode oxígeno inicial in_ïivg en

semillas de soja molidas embebidas no es inhibido por CNKy es in

hibido por hidroxamatos; y que esta aparente respiración puede ser

debida en parte a la actividad de la lipoxigenasa, una enzima que

cataliza la dioxigenación de ciertos ácidos grasos no saturados

(Christopher y col.,1970).

La actividad de esta enzima es resistente al CNKy es inhibida

por el ácido salicilhidroxámico y el propil galato, teniendo este

último además la propiedad de ser antioxidante. Los autores propo

nen que la respiración inicial (consumode 02) por tejido de soja
molido es insensible al cianuro e inhibido por hidroxamatos, su

puesta evidencia para la respiración alternativa. Estos resultados

muestran que el criterio usado a menudocomoevidencia para la ac

tividad de oxidasa alternativa puede confundirse en preparaciones

que tienen actividad de lipoxigenasa. Llegan a la conclusión que

una parte del consumode oxígeno por partículas de soja embebidas

es debido a 1a actividad de la lipoxigenasa y sugieren que la in

sensibilidad al cianuro en tejidos intactos no es una evidencia

convincente para la respiración alternativa y tampocolo es la



lll

inhibición del consumode oxígeno por ácidos hidroxámicos como

el SHAM(Van der Plas y col., 1977; Yentur y Leopold,1976). En

trabajos posteriores (Siedowy Girvin, 1980), se estudió el con

sumode oxígeno durante las primeras horas de imbibición, en se

millas de soja y porotos con semillas enteras y molidas y con mi

tocondrias lavadas y purificadas por gradiente de sacarosa y se

estudió la acción de inhibidores de la oxidasa alternativa y de

la lipoxigenasa.

TABLA 17. SENSIBILIDAD A LOS INHIBIDORES EN EL CONSUMO DE OXIGENO

EN SEMILLAS Y EN PARTICULAS DE SEMILLAS DE SOJA EMBEBI

DAS.

CONSUMO DE OXIGENO

Inhibidor Concentración Partículas de Semillas
HM senúllas enbebidas

nnoles 02/g peso fresco/min

Control 263 50

CNK 0.25 2M” 0

SHAM 5.0 195 H6

Propil galato 0.5 97 N7
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losresfltmkm-obtenidos (Siedow y Girvin,1980) con particulas

de semillas de soja, fueron similares a los informados por Pa

rrish y Leopold (1978). Una alta velocidad de consumo de oxíge

no fue observada la cual fue insensible al CNK(7% de inhibición)

pero fue inhibida por SHAM(26%) o propil galato (63%). En semi

llas intactas, la velocidad de consumode oxígeno fue menor del

20%de la observada con las particulas de semillas y 0.25 mMde

cianuro inhibió completamenteesta velocidad.

Alternativamente, ni 5 mMde SHAM,ni 0.5 mMde propil gala

to tuvieron un efecto apreciable (10%de inhibición) sobre la ve

locidad de consumode oxígeno en semillas intactas. Esto también

de acuerdo con el poco efecto del SHAMsobre la quimioluminiscen

cia de semillas enteras de soja, propiedad que los autores propo

nen comoderivado de la actividad de la lipoxigenasa (Boveris.ycol.
1980).

Se supone que al moler las semillas antes de la imbibición, se

liberan la lipoxigenasa y los sustratos adecuados no saturados de

dicha enzima. Se demostró también que en mitocondrias lavadas de

porotos y de soja había actividad de lipoxigenasa y en mitocondrias

purificadas en gradiente de sacarosa no se encontró dicha activi

dad. Esto indicaría que la lipoxigenasa no está localizada dentro

del sistema de membranade la mitocondria (Siedow y Girvin, 1980).

El propil galato no puede ser usado para distinguir entre el

consumo de oxígeno mediado por la lipoxigenasa y el del camino al

ternativo (Siedow y Girvin,1980). Los autores no pueden explicar

sus resultados con los de Yentur y Leopold (1978) quienes observa

ron considerable inhibición del consumo de oxígeno por SHAMe in
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sensibilidad al CNKdurante las primeras horas de imbibición con

semillas de soja.

En nuestro estudio de actividad de oxidasa alternativa no en

contramos actividad apreciable en mitocondrias de embriones de so

ja incubados. Ademásla baja actividad encontrada no es debida a

la lipoxigenasa porque los sustratos usados fueron succinato-glu

tamato y no ácido linoleico comoseria requerido por la lipoxige
nasa.

En el estudio realizado del efecto del cianuro sobre el con

sumo de oxigeno en embriones de semillas de soja en distintos es

tadios de incubación se observa a las u y lu horas una inhibición

del 5My 53%respectivamente por cianuro 1 mMy aumenta la inhi

bición con el incremento de la concentración de cianuro, a dife
rencia de lo observado por Yentur y Leopold (1976) que encuentran

un 27%de inhibición por CNKl mMen semillas enteras de soja y

aumenta dicha inhibición a medida que transcurre el tiempo de in
cubación.

De acuerdo con los resultados obtenidos, que el 56-60%del con

sumo de oxígeno es de origen extramitocondrial, se deduce que puede

ser debido a la acción de fenoloxidasa, lipoxigenasa,etc., que co

mo fue observado por otros autores no actúan a nivel mitocondrial;

se observa además que la inhibición de los embriones de soja por

CNKl mMentre u y lu horas de incubación puede ser debida a la

inhibición del camino de los citocromos ya que la actividad de la

oxidasa alternativa es despreciable en esos estadios de incubación

y el consumode oxígeno insensible al cianuro puede ser debido a

las enzimas extramitocondriales ya mencionadas.
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La actividad de oxidasa alternativa en mitocondrias de raíces

de maiz.

En 1933, Lundergardh y Burstróm propusieron una relación en

tre la absorción de aniones y la respiración sensible al cianuro

en raíces de trigo. Estudios posteriores establecieron que la res

piración de raíces es parcialmente dependiente de la absorción de

sales ("respiración salina") y que tanto la respiración salina cg
mo la concomitante absorción de iones son inhibidas por el cianuro

(Lundergardh, lQHO;Robertson,1960). El potasio unido a aniones

relativamente impermeables comoel sulfato induce la respiración

salina (Epstein,1954; Handley y Overstreet,1955) haciendo impro

bable que los aniones jueguen un papel especial comohabría su

gerido Lundergardh (1955).

Ulrich (19u1) encontró que el exceso de absorción de cationes

con respecto a los aniones resulta en un incremento proporcional

en ácidos orgánicos en raíces de cebada. Ademásencontró una dis

minución en el contenido de ácidos orgánicos en los casos de dé

ficit de absorción de cationes. Osmond(1976) mostró una clara

correlación entre el déficit de cationes y el contenido de ácidos

orgánicos en hojas sugiriendo que el mecanismoseria de carácter

universal. Además, Burstróm (1951) y Handley y Overstreet (1955)

mostraron una posible conección entre la respiración salina y el

recambio de ácidos orgánicos.

Usando SHAMcomo inhibidor del consumo de oxígeno en raíces

enteras de maiz, Lambers (1979) encuentra que la fracción de la

respiración sensible al SHAMdisminuye después de transferir las

plantas desde un nutriente rico con alto contenido de sales, a

una solución de SOuCa0.1 mMdonde hay menos absorción de iones.



115

En estas condiciones, la actividad de la oxidasa alternativa de

terminada sólo por su sensibilidad al SHAM,disminuyó más que la

del camino de la citocromo oxidasa. Así, la respiración estimula

da por sales parecería involucrar más el caminoresistente al cia

nuro y no el camino de la citocromo oxidasa como fuera propuesto

por Lundergárdh (1955).

Collins y Reily (1968) encuentran, que exudados de raices de

tres días contenían más ácido succínico, málico y cítrico si cre

cen en una solución con aniones sulfato que con aniones cloruro,

aparentemente la absorción de cloruro se produce a mayor velocidad

que la de sulfato, requiriéndose la oxidación de ácidos orgánicos

que producen CO2y por acción de la anhidrasa carbónica CO3H_que
intercambia por Cl- con gran velocidad, para mantener la electro

neutralidad. Ha sido propuesto que la activa oxidación de dichos

ácidos puede requerir la actividad del caminoalternativo (Palmer,
1976).

Muller (1978) encuentra en mitocondrias aisladas de raíces de

trigo creciendo a diferentes concentraciones salinas (de 1%a 100%)

diferencias respiratorias que están ligadas a diferencias en la
absorción de iones y en la producción de ácidos orgánicos. Las mi

tocondrias de raices crecidas en una solución de baja concentración

salina mostraron mayoractividad de oxidasa alternativa que las
crecidas en un medio de alta concentración salina.

Sin embargo,hasta el presente no resulta claro el papel fisio
lógico de las actividades mitocondriales, entendiéndose por ello
la actividad de la oxidasa alternativa y la actividad de la cadena

respiratoria dependiente de los resultados obtenidos con raíces en
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relación a los inhibidores respiratorios se complica por la res

puesta fisiológica del órgano.
En nuestro estudio hemosencontrado una alta actividad de oxi

dasa alternativa que da cuenta del ül% del consumo de oxígeno to
tal en las mitocondrias aisladas de raíces de maíz. Esta alta ac

tividad puede explicarse considerando que el medio nutritivo uti

lizado contenía (además de otros iones) sales con Cl- y K+ que

son de fácil entrada a la raíz. La entrada de K+se asocia a una

salida de H+para mantener la electroneutralidad. Estos protones

resultan de la disociación de ácidos orgánicos sintetizados en la

célula. La concomitante entrada de Cl_ hace que los ácidos orgáni

O, saliendo COH_ para compensar la entracos se oxiden a C0 y H
2 2 3

da de dicho anión. La entrada de otros iones que contiene el medio
= ++ ++

u , Ca y Mg , se produce con menor velo

cidad. El exceso de producción de ácidos orgánicos resulta en un
nutritivo como N03“, SO

exceso de disponibilidad de equivalentes de reducción que saturan

la cadena de citocromos desviando el exceso de electrones por el
caminoalternativo.

Las curvas de sensibilidad a la antimicina de las mitocondrias

aisladas de raíces de maíz (Fig.29) muestran que la adición de SHAM

produce un marcado aumento de la afinidad de las mitocondrias por

la antimicina observando una disminución en el valor de Ki. Simi
larmente, la adición de antimicina aumentó la afinidad de las mito

condrias por el SHAMcon la consiguiente disminución del Ki.
Las pendientes de los gráficos de Dixon con estos inhibidores,

donde se expresa el efecto del SHAMsobre la sensibilidad a la anti

micina y el efecto de la antimicina sobre la sensibilidad al SHAM,
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resultan no paralelas con el caso en que solo se usó un inhibidor.

Esto indica que los dos inhibidores no están actuando en una forma

mutuamenteexclusiva para inhibir una dada actividad sino que están

actuando en sitios separados (Segel,1975). La acción de estos inhi

bidores puede entenderse comoque tienen un efecto cooperativo so

bre el sitio de unión del otro inhibidor (Gutfreund, 1972) explicán

dose así las disminuciones en los valores de Ki.
Theologis y Laties (1978a) hicieron la titulación del consumode

oxígeno en cortes de papa frescos con antimicina en presencia y au

sencia de CLAM(ácido m-clorobenzohidroxámico) y propusieron la pre

sencia dc dos sitios de unión para la antimicina. Un sitio de inhi

bición de alta afinidad sensible al CLAMy un sitio de baja afini

dad que inhibe la respiración en la mismaextensión que lo hace el
cianuro.

La diferente interpretación del efecto mutuo de 1a antimicina y

el SHAMcomo (a) inhibidores que actúan en distintos sitios pero

que tienen efecto cooperativo sobre el sitio de unión del otro inhi

bidor, en nuestro caso, y (b) dos sitios de unión para la antimicina,

el de alta afinidad dependiente del ácido hidroxámico (Theologis y

Laties, 1978a) puede ser comprendida en razón del sistema más puri

ficado (mitocondrias aisladas) utilizado en nuestro caso y a dife 

rencias de órganos.
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7. CDNCILLJSIÜNES



119

l.Aislando mitocondrias de tejido de papa envejecido se puede demos

M o

'trar un aumento en la masa mitocondrial con un concomitante aumen

to en el consumo de oxígeno y una disminución en el acoplamiento

de las mismas.

Conel envejecimiento del tejido se incrementa la insensibilidad

al cianuro y a la antimicina y la sensibilidad al SHAM,lo que es

consistente con un aumentode la actividad de la oxidasa alterna

tiva.

La producción de anión superóxido en las mitocondrias aisladas de

tejido de papa representa solamente una pequeña fracción del con

sumode oxígeno total, y no aumenta con el envejecimiento.

En mitocondrias aisladas de tejidos envejecidos hay más de un ca

mino alternativo que consume oxígeno además del camino de la cito

cromo oxidasa: (a) uno de ellos produce o; , aunque es resisEnte a
la antimicina y sensible al cianuro y al SHAM;(b) otro que es la

oxidasa alternativa clásica resistente a la antimicina y al cianuro

y sensible al SHAMy (c) otro sistema que consume oxígeno, inhibido

por cianuro y resistente a la antimicina y al SHAM.

El envejecimiento del tejido produce un considerable incremento en

la actividad de superóxido dismutasa Cu-Zncitosólica, lo cual es

consistente con un incremento en la producción citosólica de O2 en
condiciones fisiológicas.

El consumode oxígeno se incrementa en forma paralela al peso fres

co en embriones de semillas de soja con el tiempo de imbibición.

En los primeros estadios de imbibición de ejes embrionarios, la in

hibición de la respiración por cianuro es de origen mitocondrial
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(citocromo oxidasa), ya que la actividad de la oxidasa alternati

va es despreciable en dichos estadios; el resto de la respiración

insensible al cianuro se debe a la presencia de otras enzimas que

consumenoxígeno comooxidasas, oxigenasas (tirosinasa, lipoxige

nasas, etc.).
8.Las mitocondrias aisladas de ejes embrionarios de soja tienen bajo

contenido de citocromo g y éste se incrementa con el tiempo de in
cubación.

9.La actividad de la oxidasa alternativa en mitocondrias aisladas de

ejes de semillas de soja da cuenta del “0%, 33%y 15% del consumo

mitocondrial de oxígeno y del 18%, 13%y 6% del consumo total de

oxígeno de los embriones, a las 2, H y lu hs de inCubación.

10. El consumo de oxígeno en embriones de soja incubados es u6-50% de

origen mitocondrial, siendo el resto del consumode oxígeno de o

rigen extramitocondrial debido a la actividad de lipoxigenasa, ti
rosinasa, etc.

ll- Mediciones de la quimioluminiscencia (Boveris y col., 1980) mos

traron una muybaja actividad de lipoxigenasa en semillas de soja

enteras, mayor con semillas molidas y valores muy elevados con ho

mogenadosde semillas de soja. Aparentemente, en semillas molidas

y en el homogenadose liberan la lipoxigenasa y su sustrato. Los

resultados obtenidos por Yentur y Leopold (1976) con semillas en

teras, por Parrish y Leopold (1978) en semillas molidas y en nues

tro trabajo con ejes y mitocondrias que tienen relativamente poca

actividad de oxidasa alternativa, son interpreatados comoque la ig

sensibilidad al cianuro y la sensibilidad al SHAMencontradas en

los trabajos mencionadosserían debidas a la actividad de la lipoxi

genasa y no a la oxidasa alternativa.
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12. Se observó que en las mitocondrias aisladas de raíces de maíz el

SHAMy la antimicina actúan en sitios separados, el SHAMinhibien

do la oxidasa alternativa y la antimicina actuando a nivel de los

citocromos b-g, pero que muestran ligazón cooperativa entre ambos
sitios.

13. De las determinaciones de sensibilidad al cianuro, antimicina y

SHAMse deduce que las mitocondrias aisladas de raíces de maiz,

que crecen en una solución nutritiva tienen una actividad de oxi

dasa alternativa de 3Mnmoles 02/min/mg proteína, dando cuenta de
un u1%del consumo de oxígeno total.

lu. En las mitocondrias de raices de maíz, la actividad de oxidasa al

ternativa parece asociarse a la denominada"respiración salina"

donde se produce un exceso de ácidos orgánicos destinado a mante

15 Los estudios realizados sobre la actividad de la oxidasa alterna

tiva y su papel fisiológico, se han hecho sobre tejidos o sobre

mitocondrias aisladas de los mismos. En los trabajos realizados

con tejidos enteros hay que tener en cuenta varios factores para

determinar si la actividad medida es la que corresponde a la oxi

dasa alternativa, entre ellos: (a) que la especificidad de los in

hibidores es relativa, ya que éstos (por ej.e1 SHAMy el cianuro)

inhiben múltiples actividades; (b) que la capacidad de difusión

de los inhibidores a través del tejido es limitada y (c) que exis

ten actividades extramitocondriales que consumenoxígeno (fenol o

xidasa, tirosinasa, lipoxigenasa, etc.) las que a su vez son sensi

bles a algunos de los inhibidores usados.

l ner la electroneutralidad frente a la absorción de iones.



El trabajo realizado para esta tesis, utilizando tejidos y

mitocondrias aisladas, permite concluir que para evaluar la ac

tividad de la oxidasa alternativa de un tejido es necesario de

terminarla en las mitocondrias aisladas de ese tejido.
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Se estudió la actividad de oxidasa alternativa y la respiración

mitocondrial en mitocondrias aisladas de diferentes tejidos de plan
tas superiores.

Incubando tejido de tubérculos de papa en una cámara húmeda (en

vejecimiento) durante 2h y HBhoras se observó un incremento de la

proteína mitocondrial con un concomitante aumento en la actividad de
oxidasa alternativa. Ademásen dichas mitocondrias se observó un in

cremento en el consumo de oxigeno y una disminución en el control

respiratorio con el tiempo de incubación.

Al determinar la producción de anión superóxido en mitocondrias

aisladas de tubérculos de papa se encontró que representa una peque

ña fracción del consumode oxígeno total y que no se incrementa con

el envejecimiento. El envejecimiento del tejido produce un conside

rable incremento en la actividad de superóxido dismutasa citosólica

(enzima Cu-Zn) lo cual es consistente con un incremento en la produg

ción citosólica de 0; en condiciones fisiológicas.
En la determinación de la actividad de oxidasa alternativa en mi

tocondrias aisladas de ejes embrionarios de semillas de soja no se

observó una actividad apreciable de oxidasa alternativa durante los

primeros estadios de incubación comohabían propuesto Yentur y Leo

pold (1976) y su nivel se mantuvo bajo entre las 2 y las lu horas de

imbibiCión.

En embriones de soja se observó un incremento en el consumo de

oxígeno que es paralelo al observado en el peso fresco entre las 2

y las lu horas de imbibición.

En mitocondrias aisladas de ejes embrionarios de soja se obser

vó un incremento en la respiración por el agregado de citocromo g

exógeno, y una disminución del efecto del citocromo g con el tiempo de
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imbibición.

Al medir la respiración de embriones de soja se observó que el

u6—50%del consumo de oxigeno total es de origen mitocondrial sien

do el resto del consumode oxígeno extramitocondrial y debido a la

actividad de otras enzimas comooxidasas, oxigenasas (por ej. tiro

sinasa, lipoxigenasa, etc.). Esto coincide con trabajos realizados

con quimioluminiscencia (Boveris y col., 1980) donde se obtiene una

gran actividad de lipoxigenasa en homogenadosde semillas de soja.

Esta actividad de lipoxigenasa es insensible al cianuro y a la an

timicina, pero es sensible al SHAM,similarmente a la oxidasa al—

ternativa que es sensible al SHAMe insensible a los otros dos in
hibidores.

En mitoc0ndrias de raices de maíz que crecen en una solución

nutritiva, se encontró una actividad de oxidasa alternativa que da

cuenta del 41%del consumo de oxígeno total. En dichas mitocondrias

la actividad de la oxidasa alternativa parece asociarse a la denomi
nada "respiración salina" donde se produce exceso de ácidos orgáni

cos cuya función es mantener la electroneutralidad frente a la ab
sorción de iones.

Se observó con el uso de inhibidores de la respiración, que en

mitocondrias de raices de maíz, el SHAMy la antimicina actúan en

sitios separados, pero que muestran una ligazón cooperativa entre
ambossitios.

Los estudios realizados sobre la actividad de oxidasa alterna

tiva y su papel fisiológico se han hecho sobre tejidos y mitocon

drias aisladas de los mismos.En los trabajos realizados con teji

dos enteros, no se puede afirmar que la actividad medida sea la
' oque corresponde a la ox1dasa alternativa, porque hay que conSide
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rar otros factores que pueden influir en su determinación.

En el trabajo realizado para esta tesis utilizando tejidos y

mitocondrias aisladas de los mismospermite concluir que para de

terminar la actividad de la oxidasa alternativa de un tejido hay

que aislar las mitocondrias del mismo.


