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1. INTRODUCCION 



1.1 Mitocondrias y respiraci6g oelular 

Las mitocondrias son las organelas donde se lleva a cab0 la 

respiraci6n celular y donde se cataliza la fosforilaci6n oxida- 

tiva en 10s tejidos aer6bicos. En 10s diferentes tipos de c6lu- 

las las mitocondrias varian en tamafio, ntimero y forma. Las mito - 
condrias estdn constitufdas por una doble membrana que envuelve 

a la matriz mitocondrial. La membrana externa estd en contact0 

con el citoplasma y constituye un sac0 cerrado que contiene a la 

membrana interna, caracterizada por unas invaginaciones denomina- 

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

membrana interna y la membrana externa queda definido un espacio 

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

intermembranas o espacio intercrestal. 

La superficie interior de la membrana interna se halla recu- 

bierta por unas partfculas esfgricas de alrededor de 9 nm de dis- 

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

denominadas part$culas elementales o esferas de la membrana in- 

terna han sido clasificadas con la enzima F1-ATPasa responsable - 
de la sintesis de ATP. 

La membrana externa contiene enzimas caracterzsticas como la 

amnoaminooxidasa, las tioquinasas de 10s dcidos grasos y una NADH- 

citocromo c reductasa insensible a la rotenona. La membrana inter- 

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

contiene 10s componentes de la cadena respiratoria y las protei- 

nas necesarias para la sintasis de ATP. Otras protehas, como la 

3-hidroxibutirato deshidrogehasa y las permeasas transportadoras 

de aniones y nucledtidos tambign se hallan integradas en la mem- 

brana mitocondrial interna. El espacio intermembranas contiene 



entre otras enzimas, la a k . i a t o  quinasa. La matriz mitocondrial I 
contiene en una alta con@eptracibn proteica a las enzimas solubles 

I 

del ciclo tricarboxilico, Xa glutamato deshidrogenasa, las enzimas 

de oxidacidn de dcidos gra$os, etc. (Lehninger, 1966; Mahler y Cor- 

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

Constituci6n de la cadena respiratoria 

La cadena respiratoria estd formada por una serie de transpor- 

tadores de electrones, capaces de experimentar cambios reversibles 

en su estado redox. Los transportadores de electrones (Fig.1) pue- 
I 

den ser molBculas orgsnicas rclativamente simples, como la ubiqui- 1 
nona; nucle6tidos como el NADH, 6 estructuras proteicas, como las 

flavoproteznas, las hierro-sulfoprotehas y 10s citocrmos. La es- 

tructura en membrana permite fijar firmemente a 10s componentes de 

la cadena respiratoria en ordenamiento secuenciado que facilita 

la transferencia de electr~fl:&s entre ellos, lo que determina una al- 

ta eficiencia del sistema. Cada componente estd situado respecto a . 1 
I 

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

za con la mayor especificidad svitdndose reacciones laterales. 

Por fraccionamiento salino de la membrana mitocondrial interna, 

en presencia de sales biliares, es posible aislar complejos consti- 

t d d o s  por varias protefnas. La composici6n de esas complejos refle- 

ja el ordenamiento de 10s constituyentes de la cadena respiratoria. 

Esos complejos son: el Complejo I (brADtr-ubiquinona reductasa); el 

Complejo I1 (succinato-ubiqudnona reductasa); el Complejo I11 (ubi- 

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

y el Complejo V (complejo F1-ATPasa); en la figura 1 se explica la 

composicibn de cada uno de eetos complsjos. 



Fig.1 Componentes de la Cadena Respiratoria. Los grupos de compo- 

nentes entre corchetes designan a 10s complejos I-IV 

En el esquema de la cadena respiratoria de la figura 2 se indi- 

can ademds 10s puntos de entrada de 10s electrones provenientes de 

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

lector de la gran mayorla de 10s electrones provenientes de 10s pro- 

cesos oxidativos celulares. Los electrones son transferidos a la u- 

biquinona por las siguientes enzirnas : 1) NADH-deshidrogenasa; 2 suc- I 
cinato deshidrogenasa; 3 )  glicerol-3-fosfato deshidrogenasa; 4) acil 1 
(&eido grasol-CoA deshidrogenaea; 5 )  colina deshidrogenasa. Todas 

allas son flavoprotefnas. En cambio, hay un solo dador de electrones 

a1 oxsgeno: el citocromo aa3 6 citocromo oxidasa. Entre la ubiquinona 

y el citocromo aa3 hay varios transportadores intermedios: 10s cito- 1 
cromos b, q y c y algunas sulfo-hiemo protefnas. Ninguno de 6stos 

dltimos transportadores es capaz de ceder electrones a1 oxfgeno con , 

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

tsencial de la oxidasa terminal para la respiracidn celular (Lehninger 

1965; Mahler y Cordes, 1971; Lehninger,l975;Stoppani y Boveris,l981). 
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1.2 Fosforilacibn oxidativa 

La fosforilacibn oxidativa es.el proceso por el cual la ener- 

gSa qusmica liberada por Skr reacciones de oxidacidn que tienen 

lugar en la cadena respiratopia mitocondrial, es utilizada para 

la sintesis de ATP. La fosforilaci6n oxidativa es la fuente prin- 

cipal del ATP utilizada para el normal desarrollo de las funcio- 

nes biolbgicas, lo que le da a la respiracibn su importancia fi- 

siol6gica. La fosforilaci6n oxidativa ocurre en la membrana mito 

condrial interna e involucra reacciones quimicas (bxido reduccio- 

nes y szntesis de ATP) y transpsrte de iones y mol6culas. Las re- I 
acciones quimicas y 10s procesos de transporte esthn intimamente 

ligados y son interdependientes. 

Las reacciones siguientes soh.modelos representatives de re- 

acciones capaces de formar ATP en la membrana interna. 

_I) NADH + H+ + 0 . 5  o2 + 3 ADP + 3 pi __ NAD+ + 4 n20 + 3 ATP (1) - succinato + 0.5 O2 + 2 ADP + 2 Pi funamto + 3 H20 + 2 ATP 

+ a) la 6xido-reducci6n: NADH + H + 0.5 O2 --+MAD+ + H20 (4) y 

b) la fosforilacibn: 3 ADP + Pi ----c 3 ATP + 3 H20 (5) 

Las reacciones de bxido-reducci6n son exergbnicas, mientras 

que la reacci6n de fosforilerciBn es endergbnica. • 

La reaccidn (1) represcenta la axidacidn del NADH formado en 

la matriz mitocondrial y se demuestra experimentalmente con mito- 

condrias aisladas, utilizando sustratos que penetran fdcilmente 



la membrana interma, como t-glutmato, L-malato 6 3-hidroxibuti- 

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

sencia de NAD y por a c c i h  de deshidrogenasas especfficas, gene 
I 

ran NADH. La reaccibn (2) represents la oxidacidn del succinato, 

catalizada por la succinato deshidrogenasa y la cadena respirato- 

ria. La reaccidn ( 3 )  se demusstra utilizando reductores artifi- 

ciales del citocromo 2, conto el sistema de TMPD (N,N, Nt,N' tetra- 

metil-p-fenilendiamina) y dcido asc6rbico. 

De las reacciones (1) ( 2 )  y ( 3 )  surgen relaciones entre el fos - 
fato (Pi) incorporado a1 ATP y el oxlgeno utilizado para oxidar el 

sustrato. Esa relaci6n se denomina relacidn P:O y su valor depende 

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

cinato y de 1 con citocromo - c2+ (Lehninger, 1965 ; tehninger, 1975; 

Stoppani y Boveris, 1981). 

1.3 Sitios de conservaciSn de energfa(ositios de fosforilacidn) 

Si se tienen en cuenta 10s sitios de entrada de 10s electrones 

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

pueden localizar 10s sitios de la cadena respiratoria donde se for- 

ma ATP (Fig.2)..Estos sitios se denominan "sitios de conservaciBn 

de energsa" 6 "sitios de fosforilacibn". Se admite que estdn ubica- 

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

genasa (primer sitio); en el sector citocromo - b-citocromo c (se- -1 
gundo sitio) y en el sector citocromo - a-oxfgeno (tercer sitio). La 

# 

localizacidn de 10s sitios se ha confirmado mediante estudios de 

espectrofotometria diferencial y mediante el uso de inhibidores 

respiratorios (Fig.2). Por ejemplo, la oxidacidn del NADH en pre- 

ssncia de cianuro y citocromo - c3' como oxidante, da una relaci6n 



P:O de 2 (no opera el sit50 3 ) .  

La ubicacidn de 10s sitgas Oe conservacidn de energfa es una 
-1 ,  

consecuencia de las propiedades termodinsmicas de la cadena res- 

piratoria, o en otros tbrminos, de 10s potenciales redox de 10s 

transportadores de electrones. La Tabla 1 muestra 10s sitios de 

con8ervacibn de energ5a en la cadena respiratoria de acuerdo a 10s 
t 

potenciales redox y 10s valores deAGo. 

1.4 Rendimiento energgtico 

El GA correspondiente a la rsaccidn redox (exergbnica) de 

oridaci6n de NADH es -220.3 kJ/mol, mientras que el A GA corres- 

pondiente a la fosforilacidn acoplada (enderg6nica) es + 87.7 

kJ/mol. En consecuencia la reaccidn de fosforilaci6n conserva 

aproximadamente 42% del total de la energsa liberada durante la 

transferencia de un par de electrones del NADH a1 oxsgeno. Si se 

compara este rendimiento con el de las msquinas tgrmicas creadas 

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

de la fosforilacidn oxidativa como mdquina bioldgica (Lehninger, 

1965; Lehninger,l975; Stoppani y Boveris, 1981). 

1.5 Control de la res.piraci6n por,el ADP (Control resgiretorio) 

SegGn las ecuaciones (11,  ( 2 )  y (3) en las mitocondrias nor- 

males la reacci6n de oxidaci6n del sustrato depende de la presen- 

cia de ADP y Pi. En condicionea fisiolbgicas, la matriz mitocon- 

drial contiene alta concentraci6n de Pi, de manera que la concen- 
L 

tracidn de ADP resulta la reguladora de la actividad del sistema 

ds transporte de electrones y por lo tanto de la respiraci6n ni- 

tocondrial. La medida de la respiracidn mitocondrial con mEtodos 

adecuados, por ejemplo la polarograffa de oxxgeno, permite com- 

probar que en ausencia de ADP, la actividad es limitada, lnientras 
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Fig.? Constituci6n de la cadena respiratoria. FPlYNADH deshidroge- 

nasa; FP2,succinato deshidrogenasa; FP3,acil-CoA deshidroge- 

nasa; FP4,glicerofosfato deshidrogenasa; FP5, dihidrolipoil 

deshidrogenasa; FP6, colina deshidrogenasa. 

TABLA 1. SITIOS DE CONSERVACION DE ENERGIA EN LA CADENA RES- 

PIRATORIA. 

NAD 
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Fig.3. Control de la respiracidn por ADP. La respiracidn se mide 

polarogrdficamente con un electrodo de platino. Las mito- 

condrias se afiaden a1 rnedio cuando la concentraci6n de 0x5- 
geno es msxima (0.22 RIM), En esas condiciones la actividad 

respiratoria es pequefia (estado metabdlico 1). La adicidn 

de sustrato increments la respiracidn (estado 4); la adi- 

cidn de ADP (0.470 mPI1 awnenta a h  mds la respiracidn (es- 

tad0 3) hasta que todo el ADP se convierte en ATP y la res- 

piraci6n retorna a1 estado 4. 



qtle despuss de afiadir ADP, la mx85.piracidn se activa a niveles que pue- 

den alcanzar hasta 20 veces el valor de la respiracidn en ausencia de 

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

la actividad respiratoria retorna a un nivel muy prdximo a1 inicial. 

La figura 3 muestra el efecto d e l  ADP sobre la actividad respiratoria 

mitocondrial. A 1  estado metabdlieo caracterizado por la presencia de 

sustrato oxidable, ausencia de ADP y consumo de oxigeno lento, se lo 

denumina "estado controlado" o "estado 4". La adici6n de ADP estable- 

ce un consumo de oxigeno rdpido y por ello a este estado se lo deno- 

d n a  "estado activotT o "estado 3" que se mantiene hasta que todo el 
A .  

. -mP  ha sido fosforilado a ATP, producisndose entonces el retorno a1 

"estado 4". La reacci6n ( 6 )  es la expresi6n de control que ejerce el 

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

condrial. A ese cociente se lo denomina control respiratorio, tombn- 

dose como valor fidedigno de la respiracidn en "estado 4", el valor 

sdedido despugs del agotamiento del ADP. 

Control respiratorio - .. respiraci6n en estado 3 

respiracidn en estado 4 

El fendmeno de control respiratorio es de mdxima importancia en 

la regulacidn fisiolBgica de la respiraci6n celular. El control res- 

piratorio y el indice P:O son muy usados para expresar el grado de 

acoplamiento entre 10s procesos de oxidacidn y fosforilacidn. Bajos 

valores de ccntrol respiratorio d indice P:O indican mitocondrias 

dasacopladas o daiiadas. 

El acoplamiento de 10s procesos de transporte de electrones y de 

ssntesis de ATP puede ser modificado por agentes qufmicos y por alte- 

raciBn fisica de la membrana dtocondrial. Entre las sustanciascapa- 

ces de inhibir la fosforilacidn oxidativa estdn por una parte las que 



gengricamente se denominan d~sacopladores 6 desacoplantes. Entre 

ellas se encuentran 10s fenoles sustituSdos (pentaclorofenol, di- 

nitrofenol ( D N P ) ,  etc.) las fenilhidrazonas de cianuro de carboni - 
lo (CCCP y FCCP), el dicumarol, 10s dcidos grasos de cadena larga 

y algunos antibidticos como la valinomicina y la gramicidina. Pro- 

cesos fisicos como la congelaci6n y el t~atamiento con soluciones 

hipotgnicas tambi6n desacoplan el mecanismo conservador de energia. 

En las mitocondrias desacopladas, la ener'gsa liberada por el trans- 

porte de electrones se disipa en forma de calor. Este fenftrneno es 
' 

normal en mitocondrias de tejidos termog6nicos como la grasa parda ' 

de ciertos roedores y 10s espadices de las ar6ceas. 

La fosforilacidn oxidativa es tambi&n inhibida por 10s antibib- 

ticos como la oligomicina y la rutamicina, y por la diciclohexilca~ 

bodiimida. Estas sustanciasa las que se suelrndenominar inhibidores 

de la transferencia de energsa 6 inhibidores de la F 1- ATPasa,afec- 1 
tan simultSneamente la respiracidn y la fosforilaci6n. En cambio no . 

I 

afectan el transporte de electrones en mitocondrias desacopladas. 

Estas propiedades 10s diferencian por una parte de 10s inhibidores 

de la transferencia de electrones (como el cianuro y la antimicina) 

y por la otra de 10s desacoplantes de la fosforilacibn, que en lu- 

gar de inhibir, estimulan la respiracidn (Lehninger, 1965; Lehnin- 

ger, 1975; Stoppani y Boveris, 1981). 

1.6 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 respirataria y constituye actualmente una pr%c- 

tica corriente en 10s estudias de respiraci6n celular. Losqinhibi- 

dores de la transferencia de electrones mbs comunmente usados pueden 
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ordenarse en tres grupos principales segGn el sitio de la cadena 

respiratoria donde actGan. UR primer grupo de inhibidores actGa 

sobre la NADH-deshidrogenasa, bloqueando la transferencia de elec - 
trones entre la flavina y la ubiquinona. Los mss representativos 

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

como veneno de peces y la picricidina cuya estructura es muy se- 

I "mejante a la de la ubiquinona. Estos inhibidores se combinan es- 
-r 

f 
- tequiomgtricamente con la NADH-deshidrogenasa y pueden usarse pa- w \ 

pa titular la flavo~roteina oresente. Inhibidores de localizaci6n - * 

similar son el amital, 10s esteroides, 10s detergentes, e 

su acci6n en la vecindad del primer sitio de fosforilaci6n (Fig.2) 

se 10s suele denominar inhibidores del sitio 1. Un segundo grupo 

de sustancias actGa bloqueando la transferencia de electrones en- 

tre citocromos - b y c El ejemplo tfpico de este grupo es la anti- -1 

micina que se combina estequiom6tricamente con un componente que 

estd en relaci6n equimolecular con 10s citocromos b y c Inhi- -T -1' 
bidores sirnilares son la hidroxiquinolina-N-6xido y el BAL (Bri- 

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

Se 10s denomina inhibidores del sitio 2. Un grupo de inhibi- 

dores actGa sobre el gem0 de la citocromo oxidasa impidiendo 

su interacci6n con el oxigeno; este grupo incluye a1 cianuro, a1 

mon6xido de carbono, a la azida, etc. A estos inhibidores se 10s 

denomina gen6ricamente inhibidores del sitio 3. Los sitios de ac- 

cidn de 10s inhibidores coinciden aproximadamente con 10s sitios 

de conservaci6n de energfa (Fig.2) (Lehninger, 1965; Mahler y Cor- 

des, 1971; Lehninger,l975; Stoppani y Boveris, 1981). 

1.7 Caracteristicas de la cadena respiratoria en mitocondrias de'plan- 

tas superiores, 
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Fue demostrado que las condrias de plantas superiores tie- 

nen muchas actividades res rias que difieren de las mitocon- 

drias animales: a) en espe a- baja temperatura (77OK) muestran 
. , 

tres picos de citocromo b - c&@arado con dos en mitocondrias anima- 

les y dos picos de citocromo 310s cuales son diferentes de 10s ci- 
& 

tocromos c - y cl de mitocondrias aniniales (chance y co1.1968; Lance 

- y  Bonner, 1968; Storey, 196S)b b) la composicidn de las flavopro- 

teinas en mitocondrias de plantas es aparentemente diferente de las 

mitocondrias animales (Erecinaka y Storey, 1970; Storey,l971); c) 
.. f i  

las mitocondrias de plantas gueden ser consideradas mds permeables 

que las mitocondrias animales y tienen la habilidad de oxidar rd- 

pidamente el NADH externo aplieado (Ikuma y Bonner, 1967; Wilson y 

Hanson, 19691, bajas concentraciones aparentes de sustrato enddge- 

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

relativamente rspido envejecimiento despugs de almacenamiento a O°C 

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

como se revel6 en la relaci6n de control respiratorio y la relaci6n 

ADP:O muestra que las mitocondrias vegetales estsn menos acopladas 

CIkwna, 1970; Ikuma y Bonner, 1967); el la oxidacidn de malato pro- 

cede rdpidamente en mitocondrias de'plantas aGn en ausencia de piru- 

vato o glutamato (Ikuma y Bonner, 1967); f) las mitocondrias de phn - 
tas contienen una succinil-CoA sintetasa especifica para ATP (Palmer 

y Wedding, 1966) en contraste a la especificidad de la enzima para 
1 

GTP en mitocondrias animales (Hager, 1962); g) la presencia de un 1 

c e n o  "resistente a1 cianurotg ha sido detectado en mitocondrias de 

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

kett y col. 1960; Ikuma, 1950); h) la rotenona que es un potente in- ' 

hibidor del transporte de elactr~nes en mitocondrias animales, es un 



dgb i l  i nh ib ido r  dc l a  r e a g i ~ c i b n  mitocondrial  d e  p lan tas  (Ikuma 

y bonner, 1967b). 

Ex is te  evidencia de l a  p ~ e s e n c i a  de dos s is temas de NADH des- 

hidrogenasa acces ib le  a1 NAMI exdgeno en mitocondrias de h ipocd t i  

les de porotos (Phaseolus aureus (Douce y co l .  19 7 3 1 .  Un sistema 

e s t s  loca l i zado  sobre l a  membrana externa y cont iene una f lavopro- 

t e i n a  y citocromo b 
- 5 5 5  , que e s  insens ib le  a l a  ant imic ina y e s  es- 

pec i f i co  para 10s cuat ro  dtornos de hidrdgenoa(MNADH. La segunda 

NADH deshidrogenasa e s t g  loca l idada sobre l a  f ase  ex terna de l a  mem- 

brana i n t e r n a ,  e s t d  l i gada  a l a  cadena r e s p i r a t o r i a  y e s  espec i f i ca  

para 10s cua t ro  Btomos de hiddgeno!del NADH. 

Fue observado que l a  oxidacidn de d i f e ren tes  s u s t r a t o s  l igados 
+ 

a1 NAD responden en forma d i f e ren te  a1 agregado de p i e r i c i d i n a  A 

y oxa laceta to  (Brunton y Plamer, 1973) indicando que d i f e r e n t e s  sug 

t r a t o s  pueden dar  NADH a d i f e ren tes  deshidrogenasas i n te rnas .  Hubo 

muchos t r aba jos  indicando que e l  oxa laceta to  e s  un potente i nh ib i -  

dor  d e l  t r anspo r te  de e lec t rones  (Douce y Banner,-1972; Wiskich y 

co1.,1964). Douce y Bonner (1972) repor taron que en mitocondrias 

de porotos l a  i nh ib i c i6n  d e l  consumo de oxigeno s e  produjo por e l  

agregado de oxa laceta to ;  l a  i nh ib i c idn  fue causada por l a  revers idn  1 

de l a  mslico deshidrogenasa y no por la  oxidacidn d e l  NADH por l a  

cadena r e s p i r a t o r i a .  Se encontrd que l a  oxidacidn de malato fue  a- 
+ 

fec tada en l a  m i s m a  forma que o t r o s  s u s t r a t o s  l igados a1 NAD .Brun- 

ton  y Palmer (19731, t rabajando con mitocondrias de t r i g o ,  observa- 

ron i nh ib i c i6n  de l a  oxidacidn de l a  mayoria de 10s s u s t r a t o s  l i g a -  
+ 

dos a1 NAD except0 e l  malato, e l  cua l  fue  s61o parcialmente i nh i -  

b ido por oxalacetato.  L a  oxidacibn de malato r e s i t e n t e  a l a  i n h i b i  - 
c i6n por oxa laceta to  s e  a s m e  como siendo ca ta l i zada  por l a  enzima 



I 
lea. El NADH producido pop la enzima malica ue preferencialmen- 

te oxidado por la NADH deshidmgenasa y no vo rspidamente dis- 

ponible para la oxidacien por la reversi6n a mslico deshidroge- 

nasa.en la presencia de oxalaqatato. Asf que la enzima msli- 

ca y la malato deshidrogenasa actfian como en diferen- 

tes compartimentos de la matriz de la 

. La piericidina A cause una poderosa inhibicibn de oxidacidn de 

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

iente extralda por agregado de glutamato y de glutamato oxalacetato 

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

el agregado de piericidina alter6 el metabolismo en forma tal que el 

NADH producido por la enzima mslica pudo ser preferencialmente oxida- 

do por reversi6n de la malato deshidrogenasa, m%s que por la NADH des- 

hidrogenasa. Puede ocurrir que la enzima mdlica estg intimamente rela - 
cionada a la NADH deshidrogenasa sensible a la piericidina en un com- 

partimento, mientras que la malato deshidrogenasa ests intimamente a- 

sociada a la NADH deshidrogenasa, la cual puede baypasar el sitio sen - 
sible a la piericidina en otro compartfmento. No se consideran 10s Zi- 

ferentes compartimentos como compartimentos estructurales separados 

por una membrana, sino como compartimentos cingticos en-10s cuales 
t - 

las dos deshidrogenasas ocupan diferentes dreas sobre la superficie 

de la membrana interna. 

Un esquema integrado que muestra.la posible organizacidn de las 

HADH deshidrogenasas y su relacidn a las deshidrogenasas ligadas a1 
+ 

NAD es mostrado en la'figura 4. 

Existen tres tipos principales de citocromos b: - h-566 (E =-70 mV), m 

Dut'ton y Storey,l971). El citocromo k-566 es considerado andlogo a1 
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Eig.4 Representacidn diagramgtica de la organizacidn de las NADH 

deshidrogenasas en mitocondrias de plantas superiores. 

citocromo b-566 (b de mitocondrias de madferos y el citocromo T 

b-560 - a1 citocromo de mamiferos b-562 - (b (Lambowitz y col.,1974; -K 

Lambowitz y Bonner,1974). 

Storey (1969) encontr6 que habia dos tipos de citocromo a; el 

citocromo a3 que tiene mdximos de absorcidn a 602 nm y a 445 nm, 

y el citocromo - a que tiene nbximos de absorcidn a 602,445 y 438 nn. , 

La separaci6n de - a y g3 se puede efectuar midiendo 10s potenciales 

de oxidacidn-reduccidn: en mitocondrias de porotos el potencial me- 

dio de % a pH 7.2 es +I90 mV; de g3 + 380 mV (Dutton y Storey,l971). 

Existen dos tipos de citocromos - c (Ikuma, 19721, el citocromo 

c549 y el citocro~no cSlt7. POP datos publicados (Lance y Bonner,l968; 

Storey,l970) sugirieron que el citocromo c estd nbs intimamente aso- -547 



ciado a la citocromo oxidgoa qwe el citocromo c25,+90 

El potencial medio de uxidacibn-reduccidn de ambos citocromos 

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

tre 10s dos citocromos es la extraccidn con sales: g547 es rspida- 

mente extraible por sales de mitocondrias de plantas en forma s id  - 
lar a1 citocromo c de mitocondrias de mamiferos, mientras -549 c per 

manece unido a la membrana como el citocromo c de mitocondrias de 
-1 

animales (Lance y Bonner, 1968). 

El componente ubiquinona de mitocondrias de porotos fue demos- 

trado ser UQIO (ubiquinona con 10 residuos isoprenilos en la cade- 

na lateral) (Beyer y co1.,1968). 

.:Dhservaciones cingticas sugieren que la ubiquinona acepta elec - 
Qrones de la succinico deshidrogenasa (Storey y Bahr, 1972) y 10s 

transfieren a la cadena de,citocromos. Cuando el NADH exdgeno fue 

usado como sustrato hub0 un lag antes del comienzo de la reduccidn 

de  la ubiquinona y se sugiri6 que ia ubiquinona puede actuar como 

un pool de almacenamiento para equivalentes de reducci6n que entran 

'a la cadena respiratoria sobre el lado del sustrato del segundo si- 

tio de sintesis de ATP (Storey, 1970). 

Se sabe poco sobre el rol de las sulfo-hierro protefnas en mito- 

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

dores como la rotenona o la piericidina A 10s cuales inhiben a nivel 

de 10s componentes de hierro-azufre en la NADH deshidrogenasa, que 

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

(1971) fueron 10s primeros an publicar un espectro de resonancia 

electr6nica paramagnetica (EPR) qua se obtuvo usando mitocondrias 
1 

de plantas. Esto mostr6 una sefial a g=2.0 y 1.94 la cual es carac- 

teristica de hierro-azufre protesnas (Ohnishi, 1973). Cammack y Pal- 



mer (1973) examinaron hiepro-azufre protefnas en mitocondrias de 

achicoria de Jerusalem (Helianthus tuberosus) y en espddices de 

Arum maculatum usando tgcnicas de EPR. Esos estudios sugieren que I 

1 

el segment0 NADH-ubiquinona reductasa de la cadena respiratoria 

contiene a1 menos tres centros hierro-azufre distinguibles. Dos 

de esos centros hierro-azufre corresponden a N-1 (g=2.02; 1.93) 

y N-2 (gz2.05; 1.92) que se encuentran en mitocondrias animales 

(Ohnishi, 1973; Ohnishi y co1.,1974). Una tercera sefial a g=2.10; 

1.87 puede ser la imagen de centros N-3 y N-4 aunque no fue posi- 

ble resolver 10s dos centros con mitocondrias gnimales y de leva- 

duras (Ohnishi,1973). 

Se encontraron centros S1 y S2 asociados con la succinico des- 

hidrogenasa similar a 10s encontrados en mitocondrias animales 

(Ohnishi y col. ,1974). Ademss se detect6 una hierro-protelna de a1 - 
to potencial similar a1 centro S-3 que estd preseqte .tambi6n en m i  - 
tocondrias animales (Ingledew y Ohnishi,1975; Ohnishi y col.,1975; 

Ohnishi y co1.,1974). 

En mitocondrias de plantas hay a1 menos cuatro flavoproteinas 

(Storey, 19701, las que fueron caracterizadas de acuerdo a sus ca- 

racteristicas de fluorescencia-absorci6n y sus respectivos potencia - 
les redox medios, como sigue: $lf ' Fpla ' Fpma ' Fpha ' donde f de- - 
nota fluorescencia y 5 absorbancia de las flavoproteinas y donde 1 -5 

y h significan 10s potenciales bajo, medio y alto respectivamente 

(Storey,l970; 1971). El Em7.* de esas flavoproteinas es -155, -70, 

420 y + 110 mV respectivamente (Storey,l971). 

. 1.8 Sitios de fosforilacibn. k s  mitocondrias aisladas de una variedad 

de tejidos de plantas muestran control respiratorio y relacidn 

ADP:O similares per0 con valores menores que 10s encontrados en m i -  



tocondrias de mamiferos (Ikuma, 1970; Wilson y Hanson, 1969). El nG- 

mero de sitios de fosfcrilaci6n es 2 cuando se usa succinato como 
. : I T  

sustrato y NADH ex6gen0, un valor de 3 cuando se usa malato, piru- 

vat0 e isocitrato y de 4 con c4-cetoglutarato. I 
I I 

Se acepta en analogia con el caso de mitocondrias de mamiferos I 

que la fosforilaci6n se produce en tres sitios. Ikuma (1912) sugie- 

re que hay dos sitios de fosforilacibn entre NADH y citocromo - c cuan - 
do se usa malato como sustrato. 

Dutton y Storey (1971) sugieren que el sitio I1 de acoplamiento 

estd localizado entre 10s citocromos b y c y el sitio de acoplamien- 

to 111 estd entre 10s citocromos - a y gg. 

1.9 Camino alternativo en mitocondrias de plantas superiores 

Es caracteristico de mitocondrias de plantas que ademss del cam-  

no de 10s citocromos tienen un camino"resistente a1 cianuro" (Ijeevqrg 
w 

1961; Bendall y co1.,1958; Chance y Hackett, 1959; Hackett y col., 

1960; Ikuma, 1970 1. Hay plantas 'o partes de plantas que son parcial- 

mente inhibidas por cianuro y antimicina. Aquellas mitocondrias cuya 

respiraciBn es. solo parcialmente inhibi'da por cianuro o antimicina 

tienen una cadena respiratoria ramificada con una oxidasa para cada 
I , 

' 

.ramificacibn. El segmento de la ramificaci6n donde no intervienen 10s 

citocromos es conocido como el camino alternativo y su oxidasa como 

la oxidasa alternativa. Se encontr6 que varios dcidos hidroxdmicos 

sustituidos son inhibidores especfficos del camino alternativo (Rich 

y Moore, 1976). Cuando se usa succinato como sustrato la relaci6n 

ADP:O es cero, con malato es uno y con d-cetoglutarato se aproxima 

a dos per0 es reducido a uno en presencia de cianuro. De todo esto 

se deduce que 10s electrones a partir de las deshidrogenasas ligadas 
+ 

a1 NAD pasan solo a travgs del sitio de acoplamiento I sobre su pa- 

so'por el camino alternativo y que la energsa disponible para 10s si- 



tios I1 y I11 debe ser perdida c m o  calor. (Bonner, 1977). Aparen- 

temente, la actividad de latoxidasa alternativa no estd acoplada a 

la conservaci6n de la energia (Henry y Nyns, 1975; Solornos, 1977). 

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

,alternativa es usualmente entendida como el consumo de oxigeno el 

cual es insensible a1 cianuro 0.1-0.2 rnM y a la antimicina y es in- 

hibida por SHAM (gcido salicil hidroxdmico, Fig.5). 

El camino alternativo puede contribuir significativamente a la 

velocidad'total de transporte de electrones desde 10s sustratos has - 
ta el oxsgeno bajo ciertas condiciones. Esta contribuci6n se deter- 

min6 a partir de titulaciones de la velocidad de estado estacionario 

dsseado de la respiraci6n mitocondrial con dcidos hidroxdmicos (Bahr 

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

zorrino que tienen una alta actividad de oxidasa alternativa o sea 

existen 10s dos caminos de transporte de electrones. En ausencia de 

inhibidores y a concentracionas saturantes de sustrato la velocidad 

total, vT debe compensar la swna de las velocidades de cada camino. 

En presencia de cianuro la velocidad observada es debida Gnicamcnte 

a1 camino alternativo y es la mdxima velocidad posible para aquel 

camino Valt. A medida que se incrernenta la concentraci6n de dcido 

hidroxdmico, la actividad del camino alternativo disminuye. Los da- 

tos de titulacidn en presencia de cianuro define una funciBn g (i) 

la cual describe la msxima velocidad posible del camino alternativo 

como una funci6n de la concentracidn de dcido hidroxdmico. 

Se postul6 que la contribuci6n del camino alternativo a la rela- 

cidn total es j g(i) donde f es una constante entre uno y cero, y 

que la velocidad del camino del citocromo no se afecta por cambios 



- ,  

en la velocidad alternativi.; la velocidad total resulta de la si- 

guiente ecuacidn: 

Graficaron vT en funci6n de g(i) y la pendiente indicd el va- 

lor de / y el valor de vcit se obtuvo de la ordenada a1 origen. 

Dicho gr6fico lo hicieron en estado 3 y estado 4 en presencia de 

ckanuro y a diferentes concentraciones de Scidos hidroxdmicos dib 

pendientes diferentes para 10s estados 3 y 4 a1 dar una recta in- . . 

dic6 que el camino alternativo no afect6 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 ramificacibn del camino alternativo a partir del 

camino cl&sico de 10s citocromos estd del lado del sustrato del 

citocromo 2 y la ubiquinona fue identificada como un transporta- 

dor comGn a ambos caminos (Storey, 1976). Como vimos antes, Bahr 

y Bonner (1973, 1973a) llegaron a la conclusi6n que la actividad 

del camino del citocromo regula la actividad del camino alterna- 

t i v o .  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 4, el camino alternativo llega a ser mds operati- 

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

caminos participan de un componente comGn, el cual puede reducir 

el primer transportador del eamino alternativo cuando el componen- 

te comh mismo es parcialmente reducido. Storey (1976) demostrd 

que la ubiquinona llena 10s requisitos de este componente cox&. 

Su potencial medio redox es 50 mV mbs negativo que el primer trans- 



portador del camino alternativo. Por lo tanto, si la ubiquinona es- 

td principalmente en el estado oxidado no reducird el primer trans- 

portador del camino alternativo. Sin embargo, en estado 4 la ubiqui- 

nona de las mitocondrias estd mds reducida que en estado 3 y el cami - 
no alternativo llega a ser mds activo cuando el camino de 10s cito- 

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

Storey y Bahr (1972) llegaron a la conclusidn que la funci6n de 

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

trones en paquetes de dos elementos entre las flavoproteinas de la 

cadena respiratoria. Esta funcidn de la ubiquinona es diferente de 

las mitocondrias de mamiferos, donde parece haber una uni6n entre 

Figura 5.  Estructura del dcido salicil hidroxdmico 



las deshidrogenasas y 10s citocmmos b de la cadena respiratoria. - 
Ya que el camino alternativo no es fosforilativo y que 10s poten- 

ciales redox medios de 10s transportadores en la regi6n de ramifi- 

cacibn son tales que 10s elactrones son transportados v.fa el cad- , 

no alternativo cuando se satura el camino de 10s citocromos, se I 
discute la hip6tesis que el camino alternativo es significative en 

la regulacien del estado redox de las c6lulas de las plantas (Bahr 

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

Bahr y Bonner (1972) esquematizan la respiracidn insensible a1 

cianuro en mitocondrias aisladas de diferentes especies de plantas 

~uperiores en la Tabla 2. La concentracibn de cianuro usado es la 1 
suficiente para saturar a la citocromo oxidasa. 

Succina to 
\ 

1 
WADH - HADH-deshidrogenasa 

\ 1 -- -FpIa - O - Fpha - Citocromos 
ltndogenoj linterna) 

I Fe-S l 1-70nr~l '+70mv' 1+110mv, fr 
11 Antlrnicina 

\ camIno alternativo 

El camino de transporte de electrones 

el camino alternativo en mitocondrias 

riores (Solomos, 1977). 

citocromos y 

plantas supe 



+ABLA 2. RESPIRACION INSENSIBLE AL CIANURO EN VARIOS TEJIDOS 

DE PLANTAS 

Te j ido Rmentaje de respiraci6n 
en estado "3" insensible 
a 0.3-0.5 rrf.l de cianum 

W & c u l o s  de papa blanca(Solanm tuberosum) 

Hidt i les  de arvejas Alaska (Pisurn sativwn) 

Hipo&tiles de pomtos valenth rregm(Phase01us vulgaris( 

Hipoc6tiles de amejas Black-eyed ( V i p  sinensis) 

Hipoc6til.e~ de pomtos (Phaseolus aureus) 

Tub6rculos de papa dulce (Ipomea batatas) 

Esp&ices de repollo zomh (Symplocarpus foetidus) 

Espddices de Arum maculatwn 

Espddices de Saurw~tum guttaturn 

1.30 Actividad de la oxidasa alternativa in vivo. La actividad del camino 

alternativo estg probablemente regulado por la intensidad del I 

flujo de electrones a trav6s del camin0 de 10s citocromos corn 

ya se discutib. Por lo tanto, la resistencia a1 cianuro de la 

respiraci6n de tejidos intslctos o de mitocondrias aisladas no 

implica gue el camino alternativo ests operando en ausencia de 

inhibidores del camino de citocmmos. El cianura (0.1 mM) puede 

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

1976; Solomos y Laties, 1976; Theologis y Laties, 1978b; Lambers 1 

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

flujo de electrones a trav8s del camino alternativo. Una posible 

explicacidn para este efecto estimulatorio es que la relacidn 

ADP:O de la mitocondria disminuye despugs del agregado de cianuro 

dando como resultado un contenido menor de ATP y un contenido 



mayor de ADP en las cexulas (Solornos y Laties, 1976). Ambos factores 

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

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

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

tuberosum) estg operando solamente si la capacidad del transporte de 

electrones de la cadena de citocromos estd excedida. 

Si en general el camino alternativo opera Gnicamente cuando el ca- 

xdno de citocromos est$ saturado, ya sea por saturacidn de uno de los 

transportadores de electrones o por necesidad de fosforilacibn oxida- 

tiva , hicieron experimentos con inhibidores especificos de la cadena 

alternativa para dar mss informaci6n sobre la actividad in vivo del 

camino alternativo. Van der Plas y col. (1977) us5 dcido benzohidroxd- 

mico para inhibir la respiraci6n de cortes de raices de Convolvulus .I. 

arvensis en 21%. Esto indica m a  actividad del camino alternativo el 

cual es un tercio del valor que se determin6 en un experiment0 en el 

cual la respiracidn fue inhibida.con cianuro. En rahes de especies 

de Senecio cerca del 70% de la respiraci6n total de la raiz fue sen- 

sible a1 bcido.salici1 hidroxdrnico (SHAM) y tambign fue resistente 

a1 cianuro cerca del 70% (Lambers y Smakman, 1978). Por otro lado 

Thaologis y Laties (1978 1' y Lambers y Van de Dijk (1979) no encontra- 

m n  inhibicidn significativa por SHAM' en tejidos (tejidos de almace- 

riamiento de diferentes especies y tallos de Senecio aquaticus, respec - 
tivamente) 10s cuales poseen un camino de oxidasa alternativa. Lambers 

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

ternativa (como se determind con SHAM) es alta en raices j6venes in- 

tactas de Hypochaeris radicata pero no en raices viejas. 

Sin embargo, la respiracien de raices mds viejas es tambign resis- 

tente a1 cianuro, indicando que el c d n o  alternativo estd todavca pre- 

sen$e en ese tejido. 



Hay ass evidencia para Pa actividad del camino alternativo 

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

aunque bajo ciertas condicionss la cadena puede operar menos 

que' su capacidad mbxima. 

1.11 Significado fisiold~ico de la cadena alternativa. Desde.el des- 

cubrimiento de la respiracidn resistente a1 cianuro, muchos au- 

tores especularon acerca del significado fisioldgico de este fe- 

nbmeno, en particular despuds de aclarar que el camino alterna- . . 

tivo no estd acoplado a la fosforilacidn oxidativa. Fueron pro- 
I 

puestas varias hipdtesis. Meeuse (1975) llegd a la conclusibn que I 
el carnino alternativo es de significado fisioldgico en la produc- 

ci6n de calor en 10s espddices de Araceae. La temperatura en 10s 

espddices puede ser incrementada en mgs de 20°C resp !& de la 

temperatura ambiente. El calor producido volatiliza 10s compues- 

tos odorfferos que atraen a 10s polinadores. En Symplocarpus (una 

Aracea) la inflorescencia y la polinizacidn se producen aGn a 

temperatura ambiente deba,jo de cero. Ademds de un increment0 en 1 

la actividad del camino altemativo, la eficiencia de la fosfori- ~ 
lacidn oxidativa disminuye debido a un desacoplamiento enddgeno 

b 

incrementado y a la actividad de ATPasac. mitocondrial tMeeuse, 

1975). 

La respiracidn resistente a1 cianuro puede tener otras fun- 

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

tejidos donde la produccidn excesiva de calor ni se produce ni 
-. , . - - 

parece servir para ningGn propdsito si ocurriera. 

Solomos (1977) sugirid un kignificado de ia respiracibn re- 

sistente al cianuro en la produccibn de anidn super6xido que pue- 

de estar involucrado en la biosintesis del etileno, que es esen- 

cia1 en la maduracidn de frutos. Huq y Palmer (1978b);Rich y Bonner, 



(1978); Boveris y col.(l978);peportaron que la producci6n de 0; 

no se tiene en cuenta para la actividad de la oxidasa alternativa. 

Passam (1976) estudi6 la respiracidn resistente a1 cianuro en 

tub6rculos de raices de cassave, 10s cuales tienen gluc6sidos cia- 

nogenkticos. La hidrdlisis de esos compuestos libera CNH el cual 

puede inhibir a la citocromo oxidasa. Passam (1976) lleg6 a la 

conclusibn que es posible que la capacidad de transporte de elec- 

trones de 10s citocromos y el camino alternativo est6 relacionado 

a1 contenido de compuestos cianogihicos en el tejido. 

Sin embargo, CNH y CO, 10s cuales inhiben tambign la citocro- 1 

I 

mo oxidasa, presentes en tejidos de algunas plantas, son raramente 

encontrados en altas concentraciones. Una explicaci6n alternativa I 
a la dada es necesaria para explicar la amplia distribuci6n de la 1 

respiraci6n resitente a1 cianuro en plantas superiores. 

Muchos tejidos de reserva tienen una actividad fisioldgica muy 

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

sarcibn activa de iones. Seccionando esos tejidos e incub$ndolos 

durante varias horas en una atmdsfera hemeda (envejecimiento o 

reactivaci6n de tejidos de reserva) se induce una alteracibn pro- 

funda de 10s mismos que se traduce en la activaci6n de un gran ne- 

mero de procesos, como el consumo de oxigeno, la ssntesis de pro- 

teinas, la divisi6n celular, la absorci6n de iones, etc.(Van Ste- 

venink, 1975). Asi, por ej.,las c6lulas de almacenamiento de teji- 

do de tub6rculos de papa recobran actividad mit6tica despuds del 

corte y las cglulas hijas se rediferencian a cglulas suberizadas 

teniendo una funci6n protectora (Fig.7) (Kah1,1973). Ademgs, la 

incubacidn de cortes de tub6rculos de papa en una atdsfera h h e -  

da (envejecimiento) desarrollan considerable actividad de oxidasa 

alternativa (Hackett y co1.,1960). 



Finura 7. Tej ido de tub6rculos de papa. (A)  an tes  d e l  co r te ;  

(B) despugs d e l  cor te .  

Roberts 

semillas 

( 1 9 7 3 )  encontrd que l a  

de gramheas puede * s e r  

gemninaci6n de 

est imulada por 

va r i as  espec ies  

e l  cianuro,  CO 

Yentur y Leopold (1976) comunicaron que l a  resp i rac idn  de las 

semiillas de s o j a  (Glycina max) es mbs sens ib l e  a1 SWM que a1 cia- 

nuro durante las primeras horas de germinaci6n, mientras l a  sens i -  

b i l i dad  a ambos inh ib idores  es s3tni lar despugs de 1 2  horas de ger- 

minacidn . 
Wilson y Bonner (1971) encontraron que en ejeo e d r i o n a r i o s  de 

aranies (Arachis hypogea), en lae primeras horas de i nb ib i c i6n  las 

d t o c o n d r i a s  resp i ran  lentamente y son de f i c i en tes  en citocromo - c. 

Hd l le r  (1978) a i s l d  mitocondrias de raices de mafz (Zea mays) 

que crec ieron en una soluc idn n u t r i t i v a  a d i f e ren tes  concentracio- 

nes Midid e l  e fec to  d e l  S W  y d e l  c ianuro sobre e l  consumo de 

oxlgeno en las mitocondrias a is ladas .  Encontr6 que e l  n i v e l  s a l i n o  

d e l  medio de cu l t i vo  a fec td  e l  c d n o  alternative. Sugi r ib ,  que una 
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explicaci6n alternativa pqrp la respiraci6n estimulada por sales, 

pudo ser que la sxntesis o rugtura de dcidos orgdnicos acompafie 

el consumo de iones a partir de soluciones no balanceadas. 

1.12 Estudios realizados para a$ trabaio de Tesis. 

Durante este trabajo de tesis se estudiaron actividades mito- 

condriales y la actividad de la oxidasa alternativa en mitocondrias 1 
I 

aisladas de diferentes especies de plantas superiores. 

Se estudiaron las mitocondrias aisladas de discos de tubgrculos 

de papa frescos y envejecidos. Se encontrd un incremento en la acti- 

vidad de la oxidasa alternativa, en el consumo de oxfgeno y en la 

masa mitocondrial, y una disminucidn en el control respiratorio y 

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

de incubacidn (Boveris y col.,l978). 

Ademds, se demuestra que la produccidn de anidn superdxido no 

es el product0 primario de la oxidasa alternativa (Boveris y eol., 

1978). 

En mitocondrias aisladas de embriones de soja a diferentes tiem - 
pos de incubaci6n, no se encontrd actividad apreciable de oxidasa 

alternativa, ni aGn en 10s primeros estadfos de incubaci&n, como I 
habfa sido propuesto por otros autores (Yentur y Leopold,1976). 

Se encontr6 deficiencia en citocromo c en 10s primeros estadios - 
de germinaci6n; el agregada de citocromo c produjo incremento res- - I 
piratorio y disminuy6 su influencia a medida que avanz6 el tiempo 

de incubaci6n. Se observd adeds que el 45% aproximadamente de la I 
respiracidn total en embriones de soja es de origen mitocondrial. 

Se estudid la actividad respiratoria en mitocondrias aisladas 

de rasces de masz (Zea mays) creciendo en una soluci6n nutritiva. 



Usando inh ib idores  de l a  citcqromo oxidasa y de l a  oxidasa alter- 
I 

n a t i v a  s e  encontrd que e l  41% del consumo t o t a l  de oxsgeno se de- 

be a l a  ac t i v idad  de l a  v%a a l t e r n a t i v a .  . 
' ~ e  observ6, haciendo t i t ~ l a c i o n e s  con ant imic ina  y con SHAM 

so los  o en forma conjunta que dichos inh ib idores  actGan en s i t i o s  

d i f e ren tes  de inh ib i c idn  y ademss cuando actfian juntos aurnentan l a  I 
atfinidad d e l  s i t i o  de uni6n disminuyendo e l  va lo r  de K i  en forma 

cooperat iva . 
. . 



2. MATERIALES 



, 

2.1 Aislamiento de mitocondrias de tub6rculos de papa 

Tub6rculos de papa (Solanurn tuberosum)recientemente cosechados 

fueron cortados en pedazos aproximadamente cGbicas de 5 mm de lado 

o en discos de 2 mm de espesor y 45 mm de didmetro y 10s discos a 

su vez fueron fraccionados en pequefios trozos. Tanto 10s cubos co- 

mo 10s discos fueron usados lo d s  rapidamente posible despugs de 

cortados 10s tub6rculos. Los discos y pedazos de tub6rculos fueron 

sumergidos en solucidn de manitol 0.3 M, Tris-C1H S ' m M ,  pH 7.2 a 

0-2OC 10s pocos minutos entre que 10s tub6rculos fueron cortados 

y subsecuentemente homogeneizados. 

Las mitocondrias fueron aisladas de acuerdo a1 procedimiento 

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

(1978) (esquema de la pdgina 34). Se usaron 2 tubdrculos 6 70 dis- 

cos de tub6rculos de papa y se homogeneizaron en 600 ml de una so- 

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

el medio intracelular); EDTA 1 mM (&id0 etilendiamino tetraacgti- 

co; para complejar 10s metales pesados que puedan encontrarse en 

la preparaci6n); Tris (trihidraximetil-aminometano)-ClH 5 mM (como 

amortiguador) pH 7.2; cistefna 4 mM y polivinil pirrolidona (PVP) 

0.5% para minimizar la concentraci6n 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 homogenado fue filtrado a trav6s de gasa e inmediatamente 

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

Sorvall RC2-B con un rotor GSA a una temperatura de 0-2OC, por 



min para separar las mitocondrias de 10s componentes citosdlicos. 

El sediment0 fue resuspendido en 20 ml de una soluci6n contenien- 

do manitol 0.3 M, Tris-C1H 5 mM, EDTA 1 mM, pH 7.2 (esta solucidn 

se nombrars en adelante como manitol-Tris-EDTA) utilizando un ho- 

mogeneizador Potter-Elvehjem y centrifugando en una centrifuga re- 

frigerada Sorvall RC2-B rotor SS-34 a 270 g (1500 rpm) durante 10 

min para separar las mitocondrias del almid6n, nbcleos, restos ce- 

lulares, fibras celuldsicas, etc. El sobrenadante se centrifug6 a 

14500 g (11000 rpm) durante 10 min. El pellet mitocondrial se lavd 

con la misma solucidn de manitol-Tris-EDTA (20 ml), se suspendi6 

finalmente en la soluci6n de manitol-Tris-EDTA y se homogeneizd en 

un Potter-Elvehjem. Las mitocondrias fueron usadas no despu6s de 

3 horas de finalizada la preparacibn. Las suspensiones mit~condria- 

les finales contenfan 10-20 mg de protefna mitocondrial/ml. Los ren - 
dimientos fueron de aproximadamente, 40-130 mg de proteha mitocon- 

dria1/100 g de tubQrculo de papa. 

2.2 Aislamiento de mitocondrias de pldntulas de soja r 
.- . 

.- -w-- 
Semillas de soja (Glicina max) fueron incubadas en una cdmara 

hheda, sobre algoddn y papel de filtro durante 24, 36 y 72 horas 

a 28OC en la oscuridad. Las mitocondrias fueron aisladas de acuer- 

do a1 procedimiento general descripto en el esquema de la pdgina34. 

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

se homogeneizaron en 700 ml de una soluci6n de manitol 0.3 M,EDTA 

1 mM, Tris-C1H 5 mM, pH 7.4, cistexna 4 mM, usando un Moulinex Elec- 

tric Professional Salad Maker. El homogenado se filtr6 a trav6s de 

gasa y luego se centrifuge en una centrifuga Sorvall RC2-B rotor 

GSA a 17900 g (10500 rpm) durante 10 min a temperatura entre 0-2OC 



1. 
I 
I P a p a s  

M a n i t o l  0.3 M 

( ibis-ClHSnNpH7.2 

r n A l d 4  

I cis,-4, 

OBTENCION DE MITOCONDRIU DE PLANTAS SUPERIORES 

1. MEDIOS DE M~WENEIZACION 

P l d n t u l a s  y e&p$bnes de soja 

d t o l  0.3 M 

Tris-CIH 5 rrfl: pH.7.2 
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Wis-ClH 5 d4 ph 7.2 
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PVP 0.25 % 

2 .  MEDIOS DE LAVADO 

3. FRACCIONAMIENTO CELULAR 
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suspender el pellet en 1.2 ml d e l  
liquido de lavado y hamgeneiiar 



b - . . 
para separar las mitocondr%ii de 10s componentes citos6licos. El 

sedimento fue resuspendido an 20 m1 de manitol 0.3 M-Tris-C1H 

5 mM, pH 7.4, EDTA 1 mM y se homogeneizb en un Potter-Elvehjem y 
- .. 

se centrifug6 a 270 g (1500. g y m )  por 10 min usando un rotor SS-34 

para separar las mitocondriss he1 almidbn, ndcleos, restos celula- 

ses, fibras celul6sicas, etc. El sobrenadante se centrifugb a 14500 
4 

g (11000 rpm) en unacen-bifuga refrigerada Sorvall RC2-B rotor SS- 
f 

34 por 10 min. El pellet mitocondrial se lav6 2 veces con la dam 

la solucibn de manitol-Tris-EDTA y se homogeneizd en un Potter-El- 

vehjem. Las suspensiones mitocondriales finales contan!hn 5-10 ntg . 

2.3 Aislamiento de mitocondrias de embriones de soja 

Los embriones de semillas de soja fueron incubados en una cd- 

mara hheda sobre algododn y papel de filtro durante 2, 4 y 14 ha- 

ras a 28OC. Las mitocondrias fueron aisladas de acuerdo con el prc 

cedimiento general descripto en el esquema de la pggina 3 Q .  Los em - 
b~iones (1000-2000) se homogeneizaron en 450 ml de una soluci6n de 

manitol 0.3 M, EDTA 1 mM, Tris-C1H 5 mM, pH 7.4, y cistefna 4 mH, 
J j' 

li. I I 

usando mortero durante 4 min y pasando luego por un homogeneizador 

Potter-Elvehjem. Se filtr6 a trav6s de gasa y se centrifugd en una 

centr5fuga Sorvall RC2-B rotor GSA a 17900 g (10500 rpm) por 10 min 

a 0-2OC, para separar las mdtocondrias de 10s componentes citosbli- 

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

se homogeneiz6 en un Potter-Elvehjem y se centrifugd usando un ro- 

tor SS-34 a 270 g (1500 r p r  por 10 min a 0-2OC para separar las mi-  

tocondrias del almidbn, nbcleos, restos celulares, fibras celuldsir 

cas, etc. El sobrenadante se centrifugd a 14500 g CllOOO rpm) por 



10 min para aislar las mitocondrias. El pellet mitocondrial se la- 

v6 dos veces y se homogeneizd con 20 ml de una soluci6n de manitol- 

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

nes mitocondriales finales contensan 8-12 mg de protefna/ml. 

2.4 Aislamiento de mitocondrias de rasces de maiz 

Rasces de maiz (Zea mays) fueron germinadas durante 7 dsas.Tres 1 
dias incubadas en una csmara h6meda sobre algod6n y papel de filtro 

a 2S°C y durante 4 dzas en una soluci6n nutritiva (solucibn Johnson 

1%) en presencia de luz de inverndculo a 30-35OC. Las mitocondrias 

ma de la pfrgina $4. Las raices (200-300 g) se homogeneizaron en 659 

I fueron aisladas con el procedimiento general descripto en el esqua- ' 

ml de una soluci6n de manitol 0.45 M, Tris-C1H 5 mM, pH 7.4, EDTA 1 
1 mM, cisterna 4 mM y PVP (polivinilpirrolidona) 0.25%, usando un 

Moulinex Electric Professional Salad Maker. El homogenado se filtr6 

a travgs de gasa y luego se centrifuge en una centrlfuga Sorvall 
I 

RC2-B rotor GSA a 17900 g (10500 rpm) durante 10 min a 0-2OC para 1 
separar las mitocondrias de 10s componentes citos6licos. El sedi- 

mento fue resuspendido en 20 ml de manitol 0.45 M, Tris-C1H 5 DM, 

pH 7.4, EDTA 1 mM, y se homoganeizd en un Potter-Elvehjen y se cen- 

trifug6 a 270 g (1500 rpm) por 10 min usando un rotor SS-34 para 

separar las mitocondrias del almidbn, nficleos, restos celulares, fi- 

bras celul6sicas, etc. 

El ~obrenadante se centrifug6 a 14500 g (11000 rpm) en una cen- I 
trifuga refrigerada Sorvall RC2-B rotor SS-34 por 10 min. El pellet 

mitocondrial se lave 2 veces con la misma solucidn de manitol-Tris- 
I 

EDTA (20 ml), se suspendid finalmente en la solucidn de manitol- 

. Tris-EDTA y se homogeneizb en un Potter-Elvehjem. Las suspensiones 

mitocondriales finales contenIan 8-12 mg de protePna/ml. 1 



2.5 Medida de la respiraci6n aitgoondrial 

Las determinaciones de 10s parhetros de la respiracibn mito- 

condrial (velocidad de consumo de oxfgeno, control respiratorio y 

relacibn P:O) se llevaron a cabo mediante una tdcnica polarogr6- 

fica utilizando un oxigrafo de Gilson Medical Electronics (Midle- 

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

en la velocidad de utilizacidn de oxfgeno por parte de cglulas y 

sistemas subcelulares, bagandose en la tgcnica polarogrdfica del 

electrodo de oxfgeno. Estd constitufdo por un microelectrodo osci- - 
lante de platino, conectado a un electrodo de calomel, unido a la 

chara de reacci6n por un puente salino de soluci6n saturada de 

cloruro de potasio. Cuando se impone un voltaje a travQs de 10s 

electrodos sumergidos en una solucidn que contiene oxfgeno con el 

electrodo de platino negativo con respecto a1 de referencia, el 

oxzgeno molecular sufre una reducci6n electrolftica. Si se grafi- 

ca la corriente en funcidn del voltaje de polarizacidn se observa 

una meseta entre -0.5 y -0.8 volts. Con un voltaje de polarizaci6n 

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

porcional a la concentracidn de oxfgeno de la solucibn. La corrien- 

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

reaccidn estg termostatizado mediante agua mantenida a temperatura 

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

de reacci6n. Este estd disefiado de tal modo que la difusibn del 

oxigeno atmosfgrico hacia la solucidn es minima y despreciable com- 

parada con las velocidades de consmo de oxfgeno que se miden. 

El medio de reaccibn estaba compuesto por manitol 0.3 6 0.45 M, 

Tris-C1H 20 mM, P04HNa2-P04H2Na 5 mH, pH 7.2, C12Hg 2.5 mM, C1K 

10 mM y fue saturado con aire a 30°C. A esa temperatura se conside - 
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Figura 8 .  Esquema del  oxfgrafo u t i l i zado (modelo K I ,  Gilson 

Medical Elec-konics, Midleton, Wisconsin, U.S.A.) 



1-6 la concentracidn de oxfgeno como igual a 0.22 mM (Estabrook, 1 
1967). Se adicionaron normalmente' 0 .2 -0 .4  mg de proteina mito- 

condrial/ml. Los reactivos se agregaron a trav6s de una pequefia 
I 

abertura colocada en la parte superior. El vaso de reacci6n se 

limpi6 luego de cada medida eliminando el 1fquido de reaccidn 

por succidn y lavado con agua destilada. 

2.5.1 Determinaci6n de la velocidad respiratoria, control respirato- 

rio y P:O en mitocondrias aisladas. 

La velocidad respiratoria se determina agregando las mitocon- 

drias a1 medio de reacci6n con el sustrato, en ese momento se i- 

nicia el consumo de oxigeno cuya velocidad se expmsa en n moles 

02/min/mg proteina; es el estado lento de consumo de oxfgeno, ca- 

racteristico del estado de reposo o estado metabdlico t t4w (Chance 

y Williams, 1955; Chance y Williams, 1956). El agregado de ADP pro- 

duce una inmediata aceleraci6n del consumo de oxfgeno instaldndose 

el estado activo o estada metab6lico "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 ADP ha sido con- 

vertido en ATP, la velocidad de consumo de oxigeno retorna a un i 
valor caracteristico del estado "Qn.  

La relaci6n entre la velocidad de consumo de oxfgeno con ADP 

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

ADP) se denomina control respiratorio. El control respiratorio es 

funcidn del grado de acoplamiento entre el transporte de electro- 

nes y la fosforilaci6n, resultando un criterio muy sensible y en 

general el de eleccidn para juzgar la integridad mitocondrial. La 

relacidn ADP agregado: oxfgeno consumido en estado activo, es equi- 

valente a la relaci6n P:O (Chance y Williams,1955; Estabrook,l967). 



Tabla 3. ESTADOS METABOLIC- HITOCONDRIALES 

Tomado de Chance y W5lliams (1956) 

# Condici6n anaerdbica 

Mgeno Nivel Nivel de Velocidad Factor determi- 
de ADP sustMto de la res- nante de la ac- 

pimci6n tividad respira - 
toria. 

1 Disponible Ba jo &$0 b t a  

2 Disponible Alto rn bajo h t a  

3 Disponible Alto Alto apida Cad. 

4 Disponible Bajo Alto Lenta 

5 No disponible# Alto Alto Nula 

La Tabla 3 resefia las condiciones correspondientes a 10s estados I 
I 

netab6licos mitocondriales segGn la clasificaci6n de Chance y Willi- 1 

* - ., 8 - : .": ': , -2 - L  .. . 
La cantidad de oxigeno consumido bajo el estxmulo del ADP se 

calcula teniendo en cuenta la concentraci6n de saturaci6n de 0x2- 

gano (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 despugs de agotado el ADP). Chance y Hackett (1959) 

han expresado que resulta preferible tomar la velocidad sin ADP 

despugs de haberse agotado el ADP. En estos casos la relacidn de 

control respiratorio resulta un mejor xndice para juzgar la inte- 

gridad del mecanismo de acoplamiento entre oxidacidn y fosforila- . 



cidn. La activacidn de la dT'p.asa rnitocondrial (Slater, 1966) por 

dafio estructural o agentes de-aacoplantes (pop ej.dc.grasos:Wojtczak 

y Lehninger, 1961; Van der Bevgh, 1966) lleva a1 establecimiento 

de niveles estacionarios de ADP, sdlo parcialmente limitantes de 

la velocidad de oxidacibn donde el ADP es fosforilado a ATP por 

el mecanismo de fosforilacidn oxidativa y producido de ATP por 

accidn de la ATPasa activada. 

2.6 Determinaci6n de la generacidn de anidn superdxido 

M6todo del adrenocromo. La oxidacidn irreversible de la adrenali- 

na a adenocromo por acci6n del anidn super6xido es uno de 10s m6- 

todos m8s hifundidos para medir la generacidn de este radical(Mis-. 

ra y Fridovich, 1972b). El m6todo de detecci6n es muy sencillo, pu- 

digndose medir generaci6n de ani6n supergxido en un espectrofotb- 

-1 metro comGn de 480 nm (E= 4.0 mM-l. cm o preferentemente en uno. 

b -1 de doble haz a 480-575 nm (E= 2.96 mM- .cm (Green y col. 1956; 

Cadenas y co1.,1977). La especificidad del mstodo es, sin embargo, 

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

Las mediciones realizadas con este mgtodo se llevaron a cab0 

en un espectrofot6metro Aminco-Chance a 480-575 nm en manitol 

0.23 M, sacarosa 0.07 M, EDTA 1 mM, Tris-C1H 30 mM pH 7.5, adrena- 

lina 1 mM y 10s sustratos e inhibidores que se indican en cada ca- 

SO. 

2.7 wterminaci6n de la actividad Be super6xido dismutasa 

SegGn Fridovich (19721, la actividad de superdxido dismutasa se 

define en tgrminos de su habilidad para inhibir a un sistema de de- 
0 

teccidn que reacciona con ani6n superbxido. Un ensayo muy ut.ilizado 

para determinar la actividad dc superdxido dismutasa consiste en 



-, 

,+ 

estudiar la inhibicidn que;w.enzima produce sobre la deteccidn 
- - . *  

3+ del ani6n superexido por citocvomo 2 (que se reduce a citocro- 
24- 

mo g 1. Bajo condiciones dsfinidas una unidad de super6xido dis- 

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

de reduccidn del citocrimo I; en concentraci6n 10 uM (aproximada- 

mente 0.1 mg/ml) a pH 7 . 8  (McCord y Fridovich, 1969). 

Las unidades medidas en estas condiciones suelen llamarse uni- 
3 **., 

dades Fridovich. Es muy.irnportante fijar todas las condiciones ya' , 

-x --, 
que la superdxido dismutasa compite con el sistema de deteccidn . F  '1 

, *. : 

por el ani6n superdxido formado (Fridovich ,1974). La actividad puk.:( 
* 4 de tambign medirse en presencia de ad~enalina en lugar de citocm- - , 

. 4  

mo c, esto resulta conveniente, sobre todo si se t~abaja en presen- 

cia de sistemas transportadores de electrones capaces de oxidar o 

reducir a1 citocromo c. En estos casos puede medirse la actividad 

de superdxido dismutasa como 10s ug de super6xido dismutasa pupa 

que habrian sido necesarios para producir igual inhibiden de la 

oxidaci6n de la adrenalina a adenocromo. 

Las determinaciones de la actividad de superdxido dismutasa 

fueron hechas en un espectrofotdmetro de doble haz Amico-Chance 

a 48-575 cuando se utiliz6 adrenalina como mgtodo de detecci6n 

cromo c.  
2.8 Determinacidn de la actividad de la citocromo oxidasa 

I - 
La actividad de la citocrorno, oxidasa se determine por el m6- 

todo diferencial espectrofoto~trico de Yonetani y Ray €1965) mi- 

diendo la velocidad de oxidacibn aerbbica del citocromo - c reduci- 

do en concentraci6n 20 uM catalizada por la citocromo c oxidasa 

en soluci6n reguladora de fosfato 50 rnM, pH 7 . 0 ,  a 30°C. 



Esta enzima de la cadkna respiratoria oxida a1 citocromo c . C 

transfiriendo 10s electron& a1 oxigeno molecular. 

4 cit.c2+ - + 4 ~ + +  o2 - 2 n20 + 4 cit. c 3+ 

El citocromo c se redujo no enzimsticamente por el agregado - 
de dcido asc6rbico como reductor y tetrametil-p-fenilendiamina 

(TMPD) como intermediario redox. El dcido asc6rbico remanente se 

elimin6 dializando la solucidn contra soluci6n reguladora de fos- 

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

presencia de ascorbato en el dializado por su absorci6n a 265 m. 

Las determinaciones se realizaron en un espectrofot6metro 

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

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

-1 citocromo oxidasa (E= 19 mfl.cm 1. 

2.9 Determinacien espectrofotom6trica de protefna 

La determinaci6n espectrofotom&trica de las proteinas mitocon- 

driales se efectud por el mgtodo de Lowry y co1.(1951). 

Las determinaciones se realizaron en un espectrofotbmetro Beck- 

man modelo 1098 a 750 nm. Como referencia se utili~d una solucidn 

de albhina de suero de bovino. 

2.10 Envejecimiento de 10s tuberculos de papa 

Para 10s experimentos en que se usaron tub6rculos de papa en- 

vejecFdos, estos fueron cortados en discos de 45 m de didmetro y 

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

fueron incubados en cdmara hfmeda 24 6 48 horas sobre papel de fil- 

tro mojado con C12Ca l mH. 



2.11 Medida de la respiraci6n dsembriones de soja 

La respiraci6n de emb~iones de semillas de soja (Glicina max) 

se midi6 en un respir6metro diferencial Gilson a 2S°C. 

Se usaron en cada frasco 20 embriones surnergidos en un volumen 

de 0.7 ml, usando agua destilada como medio de suspensi6n y CNK 

1 rnM 10 mM como inhibidor; el vaso central contenia papel de fil- 

tro embebido en NaOH concentrado. 

El consumo de oxigeno se expres6 en ul/h/g peso fresco. 

~3.12.1 Incubaci6n de 10s discos de papa 
d l 8  

- 
I 

Los discos de papa se incubaron en 4 bandejas de 46 cm de lap- 1 
go y 36 cm de ancho sobre papel de filtro embebido en una soluci6n 

2.12.2 Germinaci6n de semillas de soja 

Las semillas de soja se hicieron germinar en a ~andejas de 46 

cyn de largo y 36 cm de ancho en una cdmara hcmeda formada con algo- 

d6n de 1 cm de espesor y papel de filtro embebido en H20 destilada. 

2.12.3 Incubaci6n de embriones de soja 

Los embriones de soja se incubaron en 4 cajas de 14x14 cm en 

una cdmara hiheda formada con algoddn de 1 cm de espesor y papel 

de filtro embebido en H20 destilada. 

2.12.4 Germinaci6n de semillas de mafz 

Las semillas de maiz se hicieron germinar en 8 bandejas de 46 

cm de largo y 36 cm de ancho en una cdmara hGmeda formada con algo- 

d6n de 1 cm de espesor y papel de filtro embebido en H20 destilada 

durante 72 horas; luego se insertaron las razces en 4 recipientes 



de 39 cm de la rgo ,  30 cm dar ancho y 14 cm de profundidad sobre Y 
2 una malla p l b s t i c a . d e  4 &if ic ios/cm , en una so luc idn n u t r i t i -  1 

va (Epste in ,  1972) 

2.13 REACTIVOS I 
B i t a r t r a t o  de adrena l ina ,  citocromo c ,  super6xido dismutasa, 

'ascorbato de sodio,  NADH, succ inato  de sodio,  malato de sodio,  

. glutamato de sodio,  ADP, malonato de sodio,  te t ramet i l -p - fen i  

endiamina y ant imic ina fueron adqui r idos de Sigma Chemical Co 

pany, S t .  Louis, Mo. USA. E l  dcido sa l ic i l  hidroxamico fue adq 
'/,. . 

r i d o  en Aldr ich Chem.Co., Milwaukee, Wi.,USA. 2 .  L 

. - 





3. ACTIVIDAD DE OXIDASA ALTERNATIVA 

Y RESPIRACION EN MITOCONDRIAS 

AISLADAS DE TUBERCULOS DE PAPA 



3.1 Actividad respiratoria mitocondrial. Caracterf sticas Generales 

En la Fig. 9 puede observarse la determinacidn de 10s pars- 

metros mds importantes de la actividad respiratoria mitocondrial, I 
derivada del acoplamiento de 10s procesos de fosforilacidn y trans - 
porte de electrones. La detemninaci6n comienza con la observaci6n 

de la estabilidad de la lfnea de saturaci6n del medio de reacci6n 

con oxigeno a 30°C, suplementado con 10s sustratos; en este caso, 

succinato-glutamato. El agregado de la suspensi6n mitocondrial 

.(0.1 ml) inicia el consumo de oxfgeno cuya velocidad estd dada 

por la pendiente del trazado y se expresa en nmoles de 0 /min/mg 2 

proteina. 

El consumo de oxigeno lento (Fig.9, trazado A) (75nmoles 02/ 

min/mg proteina) es caracterfstico del estado de reposo o estado 

metab6lico "4" (estadc de respiraci6n controlada, Chance y Williams, 

1956). El agregado de ADP produce una inmediata aceleracidn del 

consumo de oxigeno (Fig.9, trazado B) (155 nmoles 02/min/mg prote- 

h a )  instalgndose el estado activo o estado metab6lico "31t(estado 

de respiraci6n activa; Chance y Williams,1956) y mostrando de esta 

manera que las mitocondrias se hallan acopladas. Esta velocidad res- 

piratoria corresponde a la mgxima velocidad fisiol6gica de consumo 

de oxfgeno, en presencia de exceso de sustrato y aceptor de fosfa- 

to. Una vez que todo el ADP ha sido convertido en ATP, la veloci- 

dad de consumo de oxigeno retorna a un valor mds lento (Fig.9, tra- 

zado C )  caracterlstico del estado "4" correspondiente (40 nmoles 02/ 

min/mg proteina). 



TABLA 4. CONSUMO DE OXIGENO, RELACION ADP:O Y CONTROL RESPIRATOR10 

EN MITOCONDRIAS AISLADAS DE TUBERCULOS DE PAPA FRESCOS 

UTILIZANDO DIFERENTES SUSTRATOS. 

SUSTRATO 

3.2 Estudio de la actividad mitocondrial en mitocondrias aisladas de 

tub6rculos de papa frescos utilizando diferentes sustratos 

Se estudiaron las variaciones en el consumo de oxigeno, la re- 

lacidn ADP:O y el control respiratorio en mitocondrias aisladas de 

tub6rculos de papa frescos utilizando diferentes sustratos. En la 

Fig. 10 se utilizd como sustrato malato-glutamato-malonato y el con- 

sumo de oxfgeno en estado "3" fue de 41 nmoles 02/min/mg protefna. 

En la Fig.11 se utilizd como sustrato NADH y se obtuvo un conswno de 

oxlgeno en estado "3" de 252 moles 02/min/mg protelna. 

En la Tabla 4 se observa que el consumo de oxsgeno en estado "3" 



C.R. = 2 .I 
ADP: 0 = 1.4 

M.F! SLiCCINATO 10mM 
,,,JLUTAMATO SmM 

mM 

Fig.9. Determinacidn Polarogrdfica de consumo de oxsgeno, control 

respiratorio y P:O de mitocondrias de tub6rculos de papa 

frescos, usando succinato-glutamato como sustrato. El medio 

de reaccidn compuesto por manitol 0.3-0.45 M, Tris-C1H 20 mM, 

POyHNa2-P04H2Na 5 mM de pH 7.2; C12Mg 2.5 mM, ClK 10 mM y se 

adicionaron 0.2-0.4 mg de protefna por ml. 



C.R.= 2.1 
AOP: 0 ~ 1 . 7  

MALATO 9mM 

o*=o 

Fig.10 Deterrninacidn Polarogrsfica de consumo de oxigeno, control 
respiratorio y P:O de mitocondrias aisladas de tub6rculos 

de papa frescos, usando como sustrato malato-glutamato-ma- 
lonato. 



Fig.11. Determinacidn Polarografica de consumo de oxigeno, control 

respiratorio y P:O de mitocondrias aisladas de tub4rculos 

de papa frescos, usando NADH como sustrato. 



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, como 10s casos suc- 

cinato-glutamato, succinato, WADH y NADPH y es menor donde se oxi- I 
dan sustratos que producen NADH end6geno acoplado a1 pasaje de 10s 

electrones por 10s tres sitios de conservacidn de energza como en 

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 relacidn dir,ecta con 10s nulebtidos 
I 

geducidos ya sea NADH end6geno o NADH exbgeno. I 

La relaci6n ADP:O estd entre 1.7-1.8 usando succinato-glutama- 

to, succinato, NADH y NADPH, e5 decir 10s sustratos que proveen el 

pasaje de 10s electrones por 10s 60s sitios de conservacidn de la 

energia. Esta relacidn es de 2.3 con 10s sustratos (malato y mala- 1 
to-glutamato-malonato) que producen NADH end6geno acoplado a1 pasa- 

je de 10s electrones por 10s tres sitios de conservacidn de energid. 

El sL -cetoglutarato dib la Ax ism relacidn ADP:O observado,3.4, 
I 

por proveer una fosforilaci6n ligada a sustrato a -nivel de la suc- 1 

3,3 E~tud io  de la actividad mitocondrial en mitocondrias aisladas de 

tub6rculos de papa frescos y envejecidos. 

Muchos tejidos de reserva, como 10s de 10s tuberculos de papa 

tienen una actividad fisioldgica muy reducida, como por ejemplo el 

bajo ritmo respiratorio y la escasa capacidad de absorcidn activa 

de iones. Seccionando esos tejidoa e incub~ndolos 24 y 48 h w a s  se 

consigue inducir una alteracidn profunda de 10s mismos que se tra- 

duce en la activacibn de ua gran n6rnero de procesos como el consu- 

mo de oxigeno, la slntesis de protehas, la divisidn celular, la 

absorcidn de iones, etc. (Van Stevenink, 1975). Acompafiando a esos 



cambios metabblicos se prorhrmn modificaciones en el nhero y fun- 

cionamiento de las mitoconb~ias. 

El envejecimiento de tub€rculos de papa produce un increment0 

en la masa mitocondrial del tejido; las nuevas mitocondrias sinte- 

tizadas tienen una relativa pdrdida de acoplamiento y una disminu- 

cibn de la actividad de la citocromo oxidasa (Tabla 5). Despugs de3 

envejecimiento durante 24 y 48 horas, la proteina mitocondrial to- 

tal se increment6 3.1 y 3.3 veces, la relaci6n del control respira- 

torio disminuyd un 52% y 98% y la actividad de la citocromo oxida- 

sa disminuyb 49% y 54% respectivamente (Boveris y co1.,1978), que 

ests de acuerdo con trabajos anteriores (Hackett y co1.,1960; Van 

der Plas y Verleur, 1976). 
8 

TABLA 5. CARACTERISTICAS Y PROPIEDADES MITOCONDRIALES EN DISCOS DE 

TUBERCULOS DE PAPA. INCUBADOS POR 24 y 48 HORAS. 

~ e h a  mitoandrial total(mg/g te j . 1 0.42 

M e h a  mitocondrial aislada(ng/g te j . ) 0.17 

m t m l  respiratorio 3-55 

. Ci- oxidasa(~&l-l/mg pmt. 1 10.9 



3.4 Respiraci6n resistente a1 cianwo y a la antimicina en mitocondrias 

de tubgrculos de papa frescos y envejecidos. 

La respiracidn de mitocondrias de tubgrculos de papa frescos 

es sensible a1 cianuro y a la antimicina y la respiraci6n de tu- 

b6rculos de papa envejecidos es mss resistente a dichos inhibid2 

res de la cadena respiratoria (Theologis y Laties, 1978;1978a;1978h) 

Hackett y co1.(1960) encontraron que en mitocondrias de teji 

.dos envejecidos hay una disminuci6n en la sensibilidad a1 CNK de 

las oxidaciones de Scidos orgbnicos. 

En la Tabla 6 se observa que el consumo de oxigeno resisten- 

te a1 cianuro fue de 8%, 12% y 27% de la respiracidn en estado 

"3" en las mitocondrias de tejido de papa fresco y con 24 y 48 

horas de envejecimiento y esta insensibilidad no fue afectada 

por la presencia o ausencia de antimicina. 

La respiraci6n insensible a la antimicina, o sea la fracci6n 

Be1 consumo de oxigeno que ocurre aGn en presencia del inhibidcr 

respiratorio, se estim6 en 9%, 56% y 90% del C Q ~ W  de oxigeno 

en estado "3" en las mitocondrias aisladas de 10s discos enveje 

cidos durante 0, 24 y 48 horas respectivamente (Tabla 6 y Figil2). 

Las mitocondrias de tejidos envejecidos fueron mds sensibles 

a1 cianuro que a la antimicina, especialmente a concentraciones 

de CNK mayores que 0.2 mM (Fig.13). El hecho que la inhibici6n 

por cianuro en mitocondrias de tejidos envejecidos de papa no es 

mdxima a1 CNK 0.1 mM ya habia sido mencionado por Hackett y col. 

(1960). 

En la figura 14 se observa que en mitocondrias de tub6rculos 

de papa el cianuro inhibe dos componentes con valores de Ki de 

aproxirnadamente 10 y 100 mM que pudo ser-identificada con la ci- 

tocromo oxidasa y con una oxidasa sensible a alta concentraci6n 



de CNK, respectivamente (Theologis y Laties,l978a;Boveris y col. 

1978; Goffeau y Crosby,1978). 

El cianuro pudo inhibir la respiraci6n resistente a la anti- 

micina de las mismas mitocondrias en 15%, 79% y 718, respectiva- 

mente (Tabla 6). 

I EL SHAM (&id0 salicilhidroxdmico), el conocido inhibidor de 
I 

la oxidasa alternativa (Schonbawn y co1.,1971; Ikuma,l972;Bonner, 

19771, disminuy6 la respiraci6n del estado "311 en 27%; 49% y 

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

24 y 48 horas respectivamente y sobre una base de porcentaje que 

fue poco mss efectivo sobre la respiraci6n insensible a la anti- 

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

respectivamente. Es importante notar que la respiraci6n insensi- 

ble a la antimicina y a1 cianuro, por ej.el consumo de oxigeno 

resistente a la suma de ambos inhibidores fue efectivamente inhi- 

bida por SHAM (42% y 52% en las 24 y 48 horas de incubado el te- 

jido). 

Similarmente, el consumo de oxigeno en presencia tanto de 

antimicina como de SHAM fue efectivamente disminuido (68%) por 

cianuro 1 rnM en mitocondrias de tejido de papa envejecido y eso 

muestra diferente sensibilidad a la antimicina, a1 cianuro y a1 

SHAM (Tabla 6). 



1 I I I I I I 
. O  0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 

ANTIMICINA ( f iM 1 

Q.12. Efecto de la antimicina sobre la respiracidn en estado "3" 

de mitocondrias aisladas de discos de papa incubados 0 hs 

( o 1, 24 hs ( 0  1 y 48 hs ( A  1.  



Fig.13. Efecto del cianuro sobre la respiracibn en estado "3" 

de mitocondrias aisladas de discos de papa incubados 

0 hs ( o  1, 24 hs ( y 4 8  hs ( A )  



CNK (mM) 

Fig.14. Inhibici6n del consumo de oxigeno por cianuro en mito- 

condrias aisladas de cortes de tub6rculos de papa 0 hs 

( o 1, 24 hs ( e  1 y 48 hs ( A  1.  



TABLA 6. CONSUMO DE OXIGENO Y EFECTO DE INHIBIDORES EN MITOCONDRIAS 

DE DISCOS INCUBAWS DE TUBERCULOS DE PAPA. 

0 hs 24 hs 48 hs 

Cansum de dgeno(m1es 02/min/ mg pmt. 

3.5 Actividad 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 a1 modelo cldsico de Bendall y Bonner (19711, fue lle- 

vado a cab0 con mitocondrias aisladas de discos de tubgrculos de 

papa frescos (A) y a partir de discos de tub6rculos de papa incuba- 

dos 24 horas (B). Estas Gltimas mitocondrias poseen considerable ac- 

tividad de oxidasa alternativa (Hackett y ~01.~1960). 

Las mitocondrias respiran activamente en presencia de ascorbato 

y TMPD, una mezcla de sustrato y mediador que reduce especificamen- 

te a1 citocromo c. El agregado de cianuro 0.2 mM inhibe significati- - 
. vamente la respiraci6n bloqueando la citocromo oxidasa. Bajo tales 



. condiciones, e l  agregado de sifacinato-glutamato a c t i v a  e l  conswno 1 

de oxigeno s i  l a  oxidasa a ~ ! e r n a t i v a  e s t s  d ispon ib le .  La  ant imic i -  

na no t i e n e  e fec to  sobre e s t d  ox idasa,  per0 e l  SHAM es un e f e c t i v o  I 
i nh ib idor .  La in te rp re tac idn  de esta secuencia es que hay una rami- 

f i cac i6n  en l a  cadena p r i nc ipa l  de t r ans fe renc ia  de e lec t rones ,  lo-  

ca l i zada  e n t r e  e l  s i t i o  de l a  succ inato  deshidrogenasa y e l  s i t i o  I 
sens ib l e  a l a  ant imic ina (y  citocromo c que conduce a una oxidasa - 
capaz de reacc ionar  con oxlgeno (Fig.16.)). I 

Desde e l  punto de v i s t a  exper imental ,  l a  ac t i v idad  de l a ,ox ida -  

. sa a l t e r n a t i v a  e s  usualmente entendida como e l  consumo de oxigeno 

e l  cua l  e s  i nsens ib l e  a 1  cianuro 0.1-0.2 mM y ant imic ina y e s  inh i -  

b ida por SHAM. De acuerdo con e s t a  de f i n i c i 6n ,  l a  ac t i v idad  de l a  

oxidasa a l t e r n a t i v a  e s  ca lcu lada como se i nd i ca  en l a  Tabla 7 .  

TABLA 7. ACTIVIDAD DE LA OXIDASA ALTERNATIVA EN MITOCONDRIAS DE 

DISCOS DE TUBERCULOS DE PAPA INCUBADOS POR 24 y 48 hs. 

O h s  24 hs 

11311 

+ antimi& 0.4d 

+ antzhicina 0 . 4 p  + SHAM 

2 mM 

Actividad de oxidasa 

altm-etiva 



ASCORBATO 2.5 mM 
THPO 2 5 ~ M  

ASCORBATO 2.5 mM 
TMPO 2 5  pM 

-+- 
PHI 

SUCCINATO 1OmM SUCCINATO 10 mM 
GLUTAMATO 5mM 

ANTlMlClNA 0.5 )rM 

DITIONITO 

q = o  

Fig.15. RespiraciBn de mitocondrias aisladas de cortes de tubgrculos 

de papa frescos (A)  e incubados 24 horas (B) en C12Ca 0.2 mM. 

Los nGmeros cerca de 10s trazados indican nmoles 02/min/mg.prot 



NADH 
citos6lico 

NADH 
mitocondrial 

1 deshidroge 

NADH 
deshidrogenasa 

Fpla 

Fpma Fpha 

1 

Ci t  c 
C 

CNK 

Fig.16. S i t i o s  para l a  reduccidn de l  oxigeno en l a  cadena resp i -  

ra tor ia  de mitocondrias de plantas superiores. Tomado de 

Sgnchez y ~ 0 1 , 1 9 7 9 .  Modificado de Solomos, 1 9 7 7 .  



I 3.6 Produccidn de anidn super6&ae y actividad de super6xido dismutasa 

1 en mitocondrias de tub6rculog Be papa frescos y envejecidos. 

Fue sugerido por Bonnm (1977) y por Solams (1977) que en el camino de la 

oxidasa alternativa, el oxfgeno era reducido a H202 ya sea direc- 

tamente o por dismutacidn del 0; via superdxido dismutasa. En la 1 

figura 17 se ilustra la determinacidn de produccidn de 0; por mi- I 

tocondrias de tub6rculos de papa frescos. La formaci6n de adreno- 

cromo en ausencia de sustrato respiratorio fue de 12nmoles/min/mg. 
. . 

prot. El agregado de succinato y glutamato increment6 esta veloci- 

dad cerca del loo%, mientras la antimicina mostrd un pequefio in- 

crement~ (9%). El agregado .de SOD (superbxido dismutasa) a concen- 

traci6n saturante, da especificidad a1 ensayo, ya que inhibe la 

formacibn de adrenocromo depcndiente de 0; y permite el c~lculo 

de velocidad de producci6n de 0;.  

En mitocondrias aisladas de tub6rculos de papa frescos o enve- 

jecidos la produccidn de ani6n superdxido fue alrededor de 13-15 

nmoles/min/mg prot. La produccidn de 0; por mitocondrias de papa fue 

solo dgbilmente afectada por el agregado de ADP o antimicha. Tanto 

el CNK 1 mM como el SHAM 1 mM fueron inhibidores efectivos como se 

observa en la Tabla 8. 

La figura 18 muestra las titulaciones de la velocidad de forma- 

cidn de adrenocromo por super6xido dismutasa, CNK y SHAM en mitocon- 

drias de tub6rculos de papa frescos. Comparando el efecto de 10s 

tres inhibidores se observa que las mitocondrias de papa tienen ca-' 

pacidad de formar adrenocromo en una reacci6n que no involucra la 

produccidn de 0; y por eso es insensible a la superdxido dismutasa 

per0 es sensible a1 cianuro y al SHAM. Esta actividad es probable- 

mente debida a la fen01 oxidasa (0-difeno1:O 2 oxidoreductasa, 



EC 1.10.3.1) de tej ido de papa (Kubowitz,l937). 

Respecto a l a  a c t i v i d a d  de super6xido d ismutasa,  se supone 
1 3.4 

que un awnento de l a  act iv id iaq i n d i c a  un a&en'f'ohbio16gico en 

l a ' p r o d u c c i 6 n  de 0; (F r idov ich ,  1974) de acuerdo a l a  h ipb te -  

sis que e l  s u s t r a t o  induce a l a  enzima. En l a  Tabla 9 s e  ob- 

s e r v a  l a  a c t i v i d a d  de SOD en mi tocogdr ias y c i t o s o l  de d i scos  

f r e s c o s  e incubados de tub6rcu los  de papa y se encuent ra  que 

n i  l a  enzima rni tocondr ia l  (Mn-enzima) n i  l a  enzima Mn-citos6- 

l ica (probablemente ob ten ida  de las mitocondr ias r o t a s )  mos- 

t r b  v a r i a c i 6 n  con e l  envejec imiento.  Ademgs, l a  a c t i v i d a d  de 

l a  SOD c i t o s 6 l i c a  que con t iene  Cu-Zn se increment6 3.6 y 7.2 

veces despugs de l a  incubaci6n ae rdb ica  de 10s d i s c o s  de pa- 

pa duran te  24 y 48 horas .  



TABLA 8 .  PRODUCCION DE SUPEROXIDO Y EFECTO DE INHIB IDORES EN 

MITOCONDRIAS DE DISCOS DE TUBERCULOS DE PAPA FRES- 

COS E INCUBADOS. 

Estado "1" 

Estado "4" 

Estado "3" 

TAatA 9.ACTIVIDAD DE SUPEROXIDO DISMUTASA EN MITOCONDRIAS Y CITOSOL 

DE DISCOS DE TUBERCULOS DE PAPA FRESCOS E INCUBADOS. 



485.575 nm 
FORMACION DE 
ADRENOCROMO 

/I 2 pM Ant imicina 

Fig.17. Producci6n de 0; por mitocondrias de tub6rculos de papa 

frescos. 



SOD (#g/ml) 
I I I 1 I I 
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SHAM ( f iM) 
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Fig.18. Efecto d e  super6xido dismutasa ( A 1. SHAM ( o y 

cianuro ( 1 sobre l a  velocidad de fomnaci6n de adreno- 

cromo por mitocondrias de tub6rculos de papa frescos. 



4. RESPIRACION Y ACTIVIDAD DE OXIDASA 

ALTERNATIVA EN MITOCONDRIAS AISLADAS 

EN EMBRIOMES Y EN PLANTULAS DE SOJA 



4.1 Estudio de la variacibn dell consumo de oxfgeno y del peso fresco 

en embriones de semillas de soia en funci6n del tiempo de incu- 

bacidn. 

Se estudid la variacidn en el consumo de oxfgeno y la varia- 

cidn del peso fresco, la cual fue determinada a distintos tiem- 

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

paralelo en 10s dos pardmetros a medida que avanza el tiempo de 

incubacien, siendo aproximadamente dos veces mayor a las 14 ho- 

ras respecto de las 2 horas. 

I I I I I I I I 1 I I I 

2 4 14 24 
TIEMOO DE INCUBACION (hs)  

. _I - 
I.. 

, - ?4?y* .  ' , 
+ . A  . .  ,-;P' ' ..,, L r  

MI- i 
Fig.19. Consumo de oxfgeno y peso fmsco de embrkones de semillas 

de soja en funcidn del tiempo de incubacibn. 



4 2  Estudio de la sensibilidad a1 cianuro en embriones de semillas 

de soja en distintos tiempos.de incubacidn 

Con el objeto de determinar la magnitud de la respiracidn in- 

sensible a1 cianuro se estudid la variacidn en el consumo de 0x5- 

geno en funci6n de la concentracidn de cianuro en embriones de se- 

millas de soja en distintos tiempos de incubaci6n. Se observa que 

a las 4 y a las 14 horas de incubaci6n hay un 54 y 53% de inhibi- I 
cidn respectivamente con una concentraci6n de cianuro de 1 mM y 

que esta inhibicidn va aumentando a medida que aumenta la concen- 

tracidn de cianuro como se observa en la figura 20. 

- 
- 
9 

9 

- 
\ 
\ . 1 

300 - **-, 
-* -- 

zoo - --c -- *- 
--2 

100 - --2 
2- -* 

I I I 1 ! i I 1 I 

2 4 6 8 10 
CNK (mM) 

Fig.20. Efecto del cianuro en ejes embrionarios de semillas de soja 

en distintos estadios de incubacidn.(m) 4 horas, (01 14 horas 



4.3 Estudio de la eficiencia milzocondrial en pldntulas de semillas de 

soja. 

Con el fin de caracterizar las propiedades de las mitocondrias 

aisladas de embriones y plgntulas de soja se estudid la respiracidn 

mitocondrial y se determinaron parametros respiratorios tales como 

la velocidad mdxima de consumo de oxzgeno (v&Jocidad en estado 31, 

el control respiratorio y la relacidn ADP:O en pldntulas de soja 

despues de 72 horas de germinaci6n en diferentes variedades. 

En la Tabla 10 se observan 10s consumos de oxigeno, controles 

respiratorios y relaciones ADP:O usando 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 como sustrato cornparado con malato-glutamato- 

malonato: en la variedad Bragg (cosecha 1979) es 2.4 veces mayor, 

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

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

veces mayor. 

La relaci6n ADP:O estd prdxima a 2 en las variedades Bragg y 

Hood cosecha 1979, usando como suskrato succinato-glutamato que 

es el valor te6rico mdximo para dicho sustrato y fue inferior pa- 

ra las otras variedades. Usando malato-glutamato-malonato el valor 

ADP:O estd 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- 

mo sustrato malato-glutamato-malonato y en las otras variedades 10s 

controles respiratorios oscilaron entre 1.3 y 1.6 ya sea usando como 



TABLA 10. CONSUMO DE OXIGEN0,ADP:O Y CONTROL RESPIRATOR10 DE MITDCONDRIAS AISLADAS DE PLANTULAS 

DE SOJA CON 72 HORAS DE GERMINACION DE DIFERENTES VARIEDADES DE SEMILLAS. 

Variedad ADP : 0 

Estados 
11311 

W i l l i a m s  

Williams 

., 
\ t . ,  . , 

. .~ 
+ '.% i. b" - .  , 

1.4 
Y ' . .  . ,  

. * 
. . : 





sustratos malato-glutamato-~lonato o succinato-glutamato. 

En general puede decirse que las distintas variedades no repre- 

sentaron una diferencia marcada en ninguno de 10s pardmetros mito- 

condriales determinados. Sin embargo la variedad Bragg 1979 resul- 

t6 capaz de dar preparaciones mitocondriales con buenas velocidades 

respiratorias y adecuados controles respiratorios y relaciones ADP:O. 

En consecuencia, esta variedad fue seleccionada para el estudio de 

la actividad respiratoria mitocondrial en mitocondrias aisladas de 

semillas de soja. 

Por Gltimo puede observarse, comparando en la Tabla 10 10s valo- 

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

servarse adecuadamente por perzodos de 18 meses sin alteraci6n sig- 

nificativa de las propiedades de las mitocondrias aisladas de ellas. 

En la ~ab la  11 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- 

ci6n y en un caso con diferentes tiempos de cosecha. El contenido 

mitocondrial por gramo de planta result6 mayor en la variedad 

Williams,en orden decreciente en la variedad Hood y luego en la 

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

variedad Bragg, luego le sigue la variedad Hood en ordelt decrecien- 

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

nificativas entre diferentes Bpocas de cosecha en .&ta tiltima varie - 
dad. 

4.4 Estudio de la actividad mitocondrial y efecto del citocromo c en 

mitocondrias aisladas de embriones de semillas de soja en distin- 

tos tiempos de incubaci6n 

Se hizo el estudio de la actividad mitocondrial utilizando em- 



briones de semillas de soja variedad Bragg cosecha 1979 en dis- 

tintos tiempos de incubacidn con y sin agregado de citocromo c. 
Los embriones entre 2 y 14 horas se incubaron aislados de las 

semillas enteras y 10s de 36 horas se incubaron con la semilla. 

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

re'spiratorio aumentan en mitocondrias aisladas de embriones de 

soja entre las 2 y las 36 horas de germinaci6n, sin el agregado 

de citocromo - c. Los valores del consumo de oxigeno aumentan de 

6.9 a 101.2 nmoles 02/min/mg de proteina entre las 2 y las 36 

horas de germinaci6n. 

TABLA 12. CONSUMO DE OXIGENO Y CONTROL RESPIRATOR10 EN MITOCONDRIAS 

AISLADAS DE EMBRIONES DE SOJA EN DISTINTOS TIEMPOS DE IN- 
- 

CUBACION SIN EL AGREGADO DE CITOCROMO - c. 

Germinaci6n 

horas 

Consumo de Oxfgeno 

nmoles 02/min/ mg prot. 

estado "4" estado" 3" 

Control 

Respiratorio 



I 
I 

En la Tabla 13 se observa un aumento en el conswno de oxigeno 

y el cont5ol respiratorio an mitocondrias aisladas de embriones de 

soja entre 2 y 36 horas de garminacibn, con el agregado de citocro- 

mo - c. El consumo de oxigeno se increments de 17.4 a 115.0 nmoles 02/ 

min/mg proteina entre las 2 y 36 horas de incubacibn. El efecto del 

citocromo c es mayor a las 4 horas y disminuye a medida que avanza 1 
- 

el tiempo de incubacibn. Los controles respiratorios se incrementan 

entre 1.0 y 1.6 con y sin el agregado de citocromo c entre las 2 - 
y las 36 horas de incubacibn. 

TABLA 13. CONSUMO DE OXIGENO Y CONTROL RESPIRATOR10 EN MITOCONDRIAS 

AISLADAS DE EMBRIONES DE SOJA EN DISTINTOS TIEMPOS DE IN - 
CUBACION CON AGREGADO DE CITOCROMO c. - 

Germinacidn 
horas 

Coneumo de Oxkgeno 
nmoles 02/min/mg prot. 
estado lt4tt estadom3" 

Control 
Respiratorio 



En la figura 21 se observa en 10s trazados de consumo de oxigeno 
1 d . I 

la inflaencia del agregado de citocromo en la respiraci6n de mito- 

condrias aisladas de embriones de semillas de soja con 4 horas de in- 

cubaci6n. La velocidad del cansumo de oxzgeno en estado "3" es 1.9 

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

Fig.21. Determinacidn polarogrsfica de consumo de oxsgeno y control 

respiratorio de mitocondrias aisladas de embriones de semilla~ 

de soja con 4 horas de incubacibn; (A)  con agregado de cito- 

cromo 2; (B) sin apegado de citocromo 2. 



I 

En l a  f i gu ra  2 2  s e  obsapva l a  var iac i6n d e l  consumo de oxfgeno 1 
s -  b 

mitocondrial  en funcibn d e l  tiampo de incubacibn. E l  increment0 en 1 
e l  consumo de oxigeno e s  de 248% e n t r e  l a s  2 y las 1 4  horas de in -  

cubaci6n s i n  e l  agregado de citocromo - c y de 287% con e l  agregado 

de citocromo - c .  

E l  e f e c t o  d e l  citocromo c e s  de aumento d e l  consumo de oxigeno - 
en un 400% a las 4 horas y en un 1 1 4 %  a las 36 horas de incubaci6n. 

I - (  

, d l .  ,. . . I  I r . .  , ?  

II . ' h r  8 1. 

1 1  I I I I I I I I 

2 4 14 
/u 

36 
TtEMPO DE INCUBACION (hs) 

Fig.22. Consumo de oxfgeno y ac t i v idad  de oxidasa a l t e r n a t i v a  en 

mitocondrias a i s l a d a s  de embriones de semillas de s o j a  en 

funci6n d e l  tiempo de incubacibn. 



4.5 Efecto de inhibidores en mitocondrias aisladas de embriones de 

semillas de soja en distintos tiempos de incubacidn. 

Se estudid el efecto de la antimicina, el cianuro y el SHAM en 

mitocondrias aisladas de embriones de semillas de soja, en funcidn 

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

de inhibicidn del consumo de oxfgeno producido por inhibidores de 

la cadena respiratoria en funcidn del tiempo de incubaci6n. Se ob- 

. serva que a las 2 horas de incubacidn la resistencia a1 cianuro y 

a la antimicina es del 30-358 y a1 SHAM es del 50%. A medida que 

avanza el tiempo de incubacibn, la sensibilidad a1 cianuro y a la I 

antimicina aumenta, mientras que la sensibilidad a1 SHAM disminuye. 

En base a1 criterio establecido por nosotros (Sdnchez y co1.,1979) 

de que el conswno tle oxfgeno insensible a la antimicina y sensible 

a1 SHAM constituye una medida de la actividad de la oxidasa alter- 

nativa, se determin6 esta actividad (Fig.22) y esta result6 ser de 

aproximadamente 2.8 + 0.5 nmoles 02/min/mg protelna, mantenigndose 

constante entre las 2 y las 14 horas de incubacibn. 

4.6 Actividad de citocromo oxidasa en mitocondrias de embriones de se- 

millas de soja en distintos tiempos de incubaci6n. 

La figura 24 muestra una curva que representa la variacidn en 

la concentracibn de citocromo reducido en funcidn del tiempo de 

su oxidaci6n aer6bica catalizada por la citocromo oxidasa. La va- 

riacidn de la absorbancia del ferrocitocromo - c en funcidn del tiem- 

po, en este sistema espectrofotom6trico, obedece a una cingtica de 

reacci6n de primer orden con respecto a la concentraci6n de ferro- 

citocromo c. La actividad de citocromo oxidasa medida por este 



'mgtodo s e  expresa en tgrminoq de constantes de velocidad de primer 

orden (Smith y Conrad, 1956; Wharton y G r i f f i t h s  ,19621, En l a  f igu- 

ra 25 s e  expresa l a  constanto de velociqad ,de primer orden ~ ( rn i n - l )  
I- . 

en funcidn de l a  cant idad de pro te fna mitodondrial  a d i s t i n t o s  t iem - 
pas de incubacibn de 10s embriones. Se observa que l a  velocidad de 

reacc idn e s  mayor para l a  misma cant idad de p ro te ina  mitocondrial  

a medida que avanza e l  tiempo de incubacibn. En l a  f i g u r a  26 s e  de- 

termina l a  ac t i v idad  de l a  citocromo oxidasa como K1 que es l a  cons - 
t a n t e  de l a  reaccidn d e  seudoprimer orden, K,  r e f e r i d a  a mg de pro- 

tezna mi tocondr ia l  ( K '  =K/mg protazna; K 1  se expresa en min-l.mg 
-I pro t .  1 en funcibn d e l  tiempo de incubacibn. Se observa que a las 

4 horas l a  ac t i v idad  de l a  citocromo oxidasa es 157% mayor que a 

las 2 horas y a las  1 4  horas es 373% mayor respec to  de las 2 horas. 

Se determin6 l a  cant idad de pro te fna mi tocondr ia l  por  eje embriona- 

r i o  en base a l a  r e l ac idn  de ac t iv idades de citocromo oxidasa en e l  

homogenado y en las mitocondr5as a i s l adas .  Es te  va lo r  es a las 4 ho- 

ras 1.98 veces mayor que a las 2 b r a s  y 3.2 ,veces mayor a las 34 

horas respec to  de l a s  2 horas (Fig.27). 

4.7 Masa mitocondr ia l  y resp i rac idn  de e j e s  embrionarios de semillas de 

s o j a  en d i s t i n t o s  es tad ios  de incubacibn. 

En l a  Tabla 14 se observa e l  va lo r  de l a  rnasa mitocondr ia l  calcu - 
lads (columna 111) de acuerdo con 10s va lores  de l a  ac t i v idad  de l a  

citocromo oxidasa en las mitocondrias a i s l a d a s  (columna I) y en e l  

homogenado (columna 111. Con 10s datos  obtenidos de 10s va lores  de l  

consumo de oxigeno de las mitocondrias a i s l a d a s  de 10s ejes embrio- 

n m i o s  (Fig.22) y 10s va lores  d e l  contenido de pro te fna mitocondrial  

(Fig.271 en d i s t i n t o s  tiempos de incubacibn, se ca lcu ld  e l  msximo 



I I I  I consurno de oxigeno mitt oxigeno 

mitocondrial calculado de esta forma fue 1.2 veces mayor a las 4 

horas y 1.8 veces mayor a las 14 horas respecto de las 2 horas de 1 
incubaci6n. 1 

Con esos resultados se determind el mdximo porcentaje del con- 

sumo de oxigeno de origen mitocondrial (columna VII) respecto a1 

consurno de oxigeno total determinado en 10s embriones enteros (co- 

lumna VI y Fig.19) y se observa que el 40-46% de la respiraci6n to- 

tal podria como msximo ser de origen mitocondrial siendo el resto 

del consumo de oxigeno de origen extramitocondrial, pudiendo ser 

debido a Pa acci6n de fenoloxidasas, lipoxigenasas, etc. 



A CNK 1OOgH 
0 ANT 0.4 pM * SHAH 2 JIM 

2 4 14 
TIEMPO DE INCUBACION (hs) 

fig.23. Inhibicibn por cianuro, antimicina y SHAM del consumo de 

oxsgeno en mitocondrias aisladas de embriones de semillas 

de so ja  en funcidn del tiempo de incubacidn. 



Fig.24. Determinacidn de la actividad de citocromo oxidasa.Trazados 

que muestran la determinaci6n espectrofotomgtrica de la oxi - 
dacidn del ferrocitocromo - c a 550nm. M: mitocondrias de em- 

briones de soja en distintos tiempos de incubacidn. 

Fig.25. Dependencia de la constante de reaccidn de primer orden K; 
de la cantidad de protelna mitocondrial de embriones de se- 

millas de soja en distintos tiempos de incubaci6n.( o 12 hs, 

( a  1 4  hs y ( A  I4 hs. 



7 JEMPO DE INCUBACION ( hs) 

-1 Fig. 26. Actividad de citocromo oxidasa (min-'.mg prot . )de mito- 

condrias de embriones de soja en distintos tiempos de incu- 

baci6n. 

Fig.27. Cantidad de protefna mitocondrial/eje (mg prot./eje) en 

funci6n del tiempo de incubacibn. 





5. ACTIVIDAD DE OXIDASA ALTERNATIVA 

Y RESPIRACION EN NITOCONDRIAS AISLADAS 

DE RAICES DE MAIZ 



5.1 Respiraci6n mitocondrial y $gnsibilidad a inhibidores en raices de 

masz. 

Las mitocondrias aisladas de rasces de plantas de mafz culti- 

vadas en un medio hidrop6nico (Epstein,l972) mostraron velocida- 

des de consumo de oxfgeno que pueden considerarse normales para 

la actividad respiratoria de mitocondrias vegetales. En el estado 

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

trato este consumo de oxfgeno fue de 84 nmoles 0 / min/mg de protei- 2 

na. El grado de acoplamiento entre la fosforilacidn y la oxidacidn 

result6 aceptable ya que las mitocondrias tenfan un control respi- 

ratorio de 1.7 (84/49 nmoles 02/min/mg protefna; Tabla 15). 

La sensibilidad a1 cianuro (0.1 mM) fue de 68%, a la antimici- 

na 46% y a1 SHAM 49%. La actividad de la oxidasa alternativa calcu- 

lada de acuerdo a1 consumo de oxigeno insensible a1 cianuro 0.1 mM 

y a la antimicina y sensible a1 SHAM, result6 de 34 nmoles 02/min/ 

ag proteina. Este valor da cuenta del 41% del consluno de oxigeno 

UIa1 y resulta' comparativamente, una aita actividad de oxidasa al- 

ternativa. 

5.2 Sensibilidad a1 cianuro en mitocondrias aisladas de semillas de mafz. 

En la figura 28 se observa el efecto del cianuro sobre la respi- 

raci6n de mitocondrias aisladas de raices de mafz. Cuando la concen- 

traci6n de cianuro es de 20 JIM se obtiene el 50% del efecto mdximo 

inhibitorio (40 nmoles 02/min/mg proteina) y a concentraciones satu- 

rantes de cianuro (0.2-1 mM) queda una respiracidn residual resisten- 

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

En la misma figura se grafica el porcentaje de inhibici6n en fun- 

ci6n de la concentracidn de cianuro. 



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

una inhibicidn igual a1 50% (46.5 nmoles 02/ min/mg protefna) a una 

concentracidn de 0.35 de antimicina. El consumo de oxigeno resi- 

dual a concentraciones saturantes de antimicina (0.6-1.0 JIM) da 

cuenta del 43% del consumo de oxigeno total. 

La inhibicidn del consumo de oxzgeno por antimicina en presen- . 

c ia  de 2 mM de SHAM aumenta considerablemente. El 50% del efecto 
3. 

mdximo de inhibicibn se produce a una concentraci6n de 0.1 pl de 

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

teina. A concentraciones saturantes de antimicina (0.4-1.0 $4) que- 

da una respiraci6n residual del 15%. 

Los porcentajes de inhibicidn en el consumo de oxfgeno en fun- 

ci6n de la concentracidn de antimicina con y sin el agregado de 

SHAM se grafica en la figura 30. 0 sea, se observa un marcado amen 

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

SWAM. 

Se estudi6 la sensibilidad a1 SHAM en el consumo de oxigeno de 

las mitocondrias aisladas de rafces de masz. Se observa en la figu- 

ra 31 que el SHAM inhibe la respiraci6n mitocondrial en un 50% (55 

moles 02/ min/mg proteins) a una concentraci6n de 1.8 mM y a con- 

centraciones de 4 mM de SHAM da cuenta de un consumo de oxfgeno 

residual del 25%. 

El agregado de antimicina 0.6 aument6 la sensibilidad a1 

SHAM obteniendo el 50% de inhibicidn(25 nmoles 02/ minlmg protefna) 



a una concentraciBn de 0.6 d. A m a  concentracibn 4 mM de SHAM s e  

observa  una inh ib i c idn  tot;.~'dai consumo de oxlgeno. 

La f i g u r a  32 muestra I d i s - p r c e n t a j e s  de inh ib i c idn  en e l  consu- 

rmo de oxigeno por e l  e fec to  G e l  SHAH en presencia y ausencia de an- 

Se h ic ie ron  10s grdf icoe dc Dixon donde se g ra f i cd  l a  i nversa 

del consumo de oxigeno en funcidn de l a  concentraci6n de 10s i nh i -  

b idores (Fig.33 y 34) y sc obtuvieron 10s va lores  de Ki de 0.6 f l  

sin e l  agregado de SHAM y de 0.15 f l  con e l  agregado de SHAM 2 mM 

para l a  ant imic ina y para e l  SHAM de 1 . 4  mM s i n  e l  agregado de a n t i -  

d c i n a  y de a55 mM con e l  agragado de ant imic ina 0.6 )IM. 

TABLA 15. ACTIVIDAD MITOCONDRIAL Y DE OXIDASA ALTERNATIVA Y SENSI- 
1 

BILIDAD A INHIBIDORES DE LA RESPIRACION EN MITOCONDRIAS 1 
AISLADAS DE RAICES BE SEMILLAS DE MAIZ. 

R3tado "4" 

atado "3" 

+ CNK '100 M 

+ C N K l O O M + S H A M 2 m M  6.4 

+SHAM2&l 43.0 

+ Anthricina 0 . 6 p  45.0 

+ Antimi* 0.6 /IM+ SHAM 2 dl 10.7 

Actividad de oxidasa alternativa 34.0 



Fig.28. Efecto del cianuro sobre la respiracidn en estado "3" de 

' mitocondrias aisladas de rasces de semillas de maiz. Con- 

sumo de oxigeno ( o  ); inhibicidn % ( o  ). 



Fig.29. Efecto de la antimicina sobre la respiraci6n en estado 

"3" de mitocondrias aisladas de rafces de semillas de 

maiz, sin ( a 1 y con agregado de SHAM ( o 1.  

Fig.30. Porcentaje de inhibicidn por efecto de la antimicina sobre 

la respiracidn en estado "3"  de mitocondrias aisladas de 

raices de semillas de mafz, sin ( 1 y con ( o 1 agrega- 

do de SHAM 2 mM. 



t.0 2 .a 3.0 
SHAM (mu) 

Fig.31. Efecto del SHAM sobre la respiracidn en estado "3" de mito- 

condrias aisladas de rafces de semillas de rnasz, sin ( 1 
y con ( o 1 agregado de antimicina 0.6 )tM. 

1.0 2.0 3.0 4.0 
SHAH (mu) 

Fig.32. Porcentaje de inhibicidn por efecto del SHAM sobre la res- 

piracidn en estado "3" de mitocondrias aisladas de raices 

de semillas de mas2 sin ( 1 y con ( o 1 agregado de anti. 



Fig.33. Mfico de Dixon de la inhibici6n del transporte de electro- 

nes por antimicina en ausencia ( 1 y presencia ( o 1 de 

SHAM, en mitocondrias aisladas de raices de semillas de maiz, 

SHAM (mH) 

Fig.34. Grdfico de Dixon de la inhibicidn del transporte de elec- 

trones del camino alternative por SHAM en ausencia ( a 1 
y presencia ( o 1 de antimicina, en mitocondrias aisladas 

de raices de inaiz. 



6. DISCUSION 



6.1 La oxidasa alternativa 

En la Gltima dgcada, y estimulada por el inter& en el papel 

fisiol6gico de la oxidasa alternativa, se realizaron diversos es- 

tudios para determinar la naturaleza quimica de la oxidasa alter- 

nativa y su product0 de reacci6n. 

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

na, con hierro no heminico, &ra un componente del camino alterna- 

tivo y que esa hierro-sulfoproteina seria la inhibida por los 6ci- 

dos hidrox$micos. Palmer (1976) consider6 a 10s quelantes de hie- 

rro como inefectivos en quelar el hierro de laferedoxina, que es 

una tspica hierro-sulfoprotesna, no heminica poniendo dudas sobre 
I *' -" 

7 el concept0 anterior. 
1 1  

'.- I 
1 . -  Huq y Palmer (1978a)aisha~on una fracci6n con actividad de oxi- 

dasa alternativa de mitocondrias de espddices de Arum maculatwn, 

10s que son muy resisbntes a1 cianuro. En esta preparaci6n no pu- 

do evidenciarse sefial espectroscdpica de algGn citocromo u otras 

especies visibles, ni tampoco de especies identificables gor EPR, 

tales como hierro-sulfoportesnas. Esto parece dar evidencia direc- 

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

sulfoproteina (Bendall y Banner, 1971; Rich y Bonnar,1978$). 

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

flavoproteina no fluorescente en la fracci6n de oxidasa alternati- 

va aislada por ellos consistente con una participaci6n de tal fla- 

voprotesna en el camino alternative (Storey,1976). La presencia d2 

Cu seria consistente con la sugerencia de qwe estarja involucrada 

una metalo-enzima, sin embargo no fue posible deteetar una sefial 

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



SimultGneamente, Bonnar y Rich (1978a)llegan a la conclusidn 1 

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

no se detecta ni por EPR ni por espectroscopia 6ptica y que fa- 

cilita la interacci6n de las especies de ubiquinona con el 0x5- 

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

de mitocondrias de Arum maculatum y demostraron la existencia 

de una proteina capaz de oxidar quinoles a quinonas en una reac- 

ci6n insensible a1 cianuro y sensible a hidroxamatos. 

Actualmente hay poca informaci6n que pueda considerarse de- 

finitiva acerca de la naturaleza quimica de la sxidasa alterna- 

tiva. 

De acuerdo con estudios realizados para determinar el sitio 

de acci6n de la oxidasa alternativa se 11eg6 a1 acuerdo general 

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

ramifica de la cadena respiratbria principal. De acuerdo a1 ci- 

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

por Rich y Bonner (1978a1,el punto de ramificaci6n del camino 

alternativo seria un conjunto discreto de ubiquinonas localiza- 

do en la regi6n de la succinato deshidragenasa de la cadena res- 

piratoria. En una serie de mitocondrias de plantas, as5 como en 

mitocondrias animales, fue observada la existencia de un compo- 

nente paramagn6tic0, detectable por EPR, que parece serla ubi- 

semiquinona (Rich y Moore, 19771, y es visto como una sefial de 

ruptura a g=2 que se relaja rbpidamente. Esta sefial se atribuyd 

a una especie de ubisemiquinona la cual produce una rdpida rela- 

jacidn debido a su proximidad a1 centro S-3 de la succinato des- 

hidrogenasa. La ruptura del acoplamiento paramagndtico se produ- 



ce por una segunda especi isemiquinona que se relaja mucho 

mis rbpidamente la cual t estd en Zntima proximidad- De to- 

da la evidencia acumulada && sugiere que la oxidasa alternativa 

media la reducci6n del oxigeno por una de esas especies de ubi- 

semiquinona. 

Rich y Bonner (1978a)estudiaron por EPR 10s cambios redox que 

se producen en el centro S-3 (quc es un.centro de hierro-sulfopro- 

tesna, que es paramagngtico 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 espgdices de Symplocarpus foetidus y Sauromatum gutaturn 

que tienen alta actividad de oxidasa alternativa. 

Rich y co1.(1978) hicieron algunas deducciones a partir de ex- 

perimentos de estado estacionario concernientes a la relaci6n en- 

tre el centro 5-3 y el camino de oxidaci6n del NADH externo, En 

contraste el trabajo de Solomos (19771, el camino de oxidaci6n del 

NADH externo involucra parte del conjunto de quinonas. Esto expli- 

ca la relaci6n P:O observada de 2 con NADH externo (Palmer,1976) 

y es sostenido por el hecho que el NADH externo puede hacer apa- 

recer la seiial de la ubisemiquinona en estudios de EPR (Rich y col., 1 

1978). 

En mitocondrias de tub6rculos de papa y de hipoc6tiles de poro- 

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

giere que dicho centro no est.d involucrado en el transporte de e- 

lectrones con NADH como sustrato. En mitocondrias aisladas de - Sau- 

romtum ~utatum y Symplocarpus foetidus, se observ6 poca reducci6n 
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d e l  cent ro  S-3. E l  acid0 s*il hidroxbmico, cow, se de tec t6  

por EPR, no a fec t6  e l  cent ro  S-3 en mitocondrias de p lan tas ;  de 

donde se deduce que es al tanerr te improbable que un e f e c t o  que- I 

l a n t e  d e l  h i e r r o  sobre e s a e ' w n t r o s  Fe-S sea responsable de l a  

inh ib i c ibn  o que ese  cent ro  sea e l  s i t i o  de reducci6n a l t e rna -  

t i v a  d e l  oxigeno. 

. Las propiedades d e l  acoplamiento en t re  l a  oxidaci6n y l a  

f os fo r i l ac i 6n ,  asimismo como e l  mecanismo de l a  f os fo r i l ac i 6n  

ox idat iva  de l a s  mitocondrias de mamiferos, fueron expl icadas 

por l a  t e o r i a  quimiosmbtica. E l  funcionamiento de l a  ubiquino- 

na en l a  cadena r e s p i r a t o r i a  fue expl icado por l a  propuesta d e l  

.'I I 

c i c l o  protomotr iz de l a  ubiquinona (Mi tchel l ,  1975). Ingledew y I 

Qhnishi  (1975) sug i r ie ron que l a  reducci6n ca ta l i zada  pbr l a  suc- 

c i na to  deshidrogenasa e s  de QH'a QH2 en mitocondrias de mamife- 

Trabajos de EPR (Rich y Moore, 1 9 7 6 ;  Rich y co1.,1977) sug ie  - 
.ren que esa  s i t uac idn  e s  similar para mitocondrias de porotos y - 
apoyan l a  h i p e t e s i s  de que e l  camino a l t e r n a t i v o  produce l a  oxi- 

dacibn de QH2 a QH' (Fig.35). 

Para determinar l a  n a t u r d e z a  d e l  product0 de reducci6n d e l  

oxfgeno en e l  camino a l t e r n a t i v o  se r ea l i za ron  es tud ios ;  s i  e l  

proceso de reduccidn impl ica l a  t r ans fe renc ia  de cuat ro  e l ec t ro -  I 
nes se produce agua, s i  e l  proceso transfiere dos e lec t rones  s e  

produce H 2 0 2  y si  se t r a n s f i e r e  un e lec t rdn  se produce ani6n su- 

pe f i x ido  ( ~ i c h  y col. ,1976). En mitocondrias i n t a c t a s  de h i p o d -  I 
t i les de poroto japongs, no se pudo de tec ta r  H 2 0 2  durante l a  ope- 

rac idn  d e l  camino a l t e rna t i vo ,  pero en p a r t i c u l a s  submitocondria- 

les preparadas de esas  mismas mitocondrias l a  produccidn de H 2 0 2  



CNK 

Fig.35. Esquerna d e l  c i c l o  protomotr iz de l a  ubiquinona para e l  

t r anspo r te  de e lec t rones en mitocondrias de p lan tas  su- 

pe r io res  (Rich y Moore, 1976; Rich y co1.,1977). 

d i o  cuenta d e l  consumo de oxsgeno por las par t5cu las  durante l a  ope- 

~ c i d n  d e l  camino a l t e rna t i vo .  Aparentemente e l  H202 se rza  e l  produc- 

t e r -  t o  de l a  reduccidn d e l  oxigeno por l a  ac t i v idad  de l a  oxidasa a, 

na t i va  y las mitocondrias i n t a c t a s  contendr ian cant idades s ign i f i ca -  

t ivas de catalasa y de peroxidasa y dadores de hidrdgeno para l a  pe- 

rox idasa,  con l o  que podrian u t i l i z a r  e l  H202 producida por e l  cami- 

no a l t e r n a t i v o  y e v i t a r  su acumulacibn, 



Huq y Palmer (1978b) tri@m$ando . . con partsculas submitocondria- 
..I' 

d 

les-de mitocondrias de Arum maou1,atum no pudieron confirmar las 

observaciones de Rich y col. (1976) y sugirieron que el H202 y el 
I 

ani6n superdxido que son praducidos por particulas submitocondria- 
, :m 

les de Arum rnaculatum no sbn debidos a la oxidasa alternativa sino 

a otro componente de la cadena respiratoria, posiblemente a nivel 

de la NADH deshidrogenasa. 

La conclusidn de estos expeflmentos es que la oxidasa alterna- 
I 

1 
tiva parece reducir s610 parcialmente a1 oxfgeno, pero no ests cla- 1 
ro si esta reduccidn es de uno, dos o cuatro electrone?!, 

estb. claro si el H202 fue praducido directamente o via la reacci6n 

de superdxido dismutasa (Mc Cord y Fridovich, 1969). Con el propb- 1 

sito de resolver este problem se hicieron experiencias para deter- 

dnar 10s sitios a lo largo de la cadena respiratoria donde se pro- 

ducen aniones super6xido. La mayor parte de anidn superdxido se pro- I 

I 
dujo cuando a las mitocondrias se les agreg6 NADH edgeno como stas- 

%mato. La actividad de este NAIM fue insensible a1 cianuro, a la an- 

e d c i n a  y al Scido salicilhic9rox~co .(Boveris y col. ,1979). Dichos 

lrsultados sugieren que la pmduccidn de ani6n superdxido proviene ,, 
.de la reduccidn directa del oxxgsno por la flavoproteha NADH-deshi- 

drosenasa la cual estd localizadar en la superficie externa de la mem - 
brans interna (Douce y co1.,19731. Con succinato como sustrato la 

- p d u c c i d n  de super6xido es casi negligible y probablemente provie- 

ne de la reducci6n del oxigeno en la regidn de ubiquinona citocromo 

b de la cadena respiratoria. La conclusi6n de esos resultados es que - 
la oxidasa alternativa puede producir perdxido de hidrbgeno o agua 

a lrav&s de la reducci6n del oxigeno pero no anidn superbxido. 

Ik acuerdo con 10s resultados obtenidos, Sdnchez col. (1979) 
. I 

, I  T; 
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han propuesto un esquema de 10s sitios de reduccidn del oxigeno 

en la cadena respiratoria da mitocondrias de plantas como se in- 

dica en la figura 16. 

Para el estudio de la actividad de la oxidasa alternativa ha 

sido decisivo el uso de inhibidores como 10s dcidos hidrox6micos 

que se han considerado como especificos para dicha actividad. Los 

dcidos hidroxhmicos fueron utilizados como inhibidores de la oxi- 

dasa alternativa por Schonbaum y col. (1971). 

SegGn Bonner y Rich (1978) puede suponerse que la inhibici6n 

de la oxidasa alternativa por hidroxamato (por analogia con otras 

enzimas redox), es por competici6n con el sustrato reducido en el 

sitio de uni6n sobre la enzima. Parece claro que 10s 6cidos hidro- 

x&nicos no actGan inhibiendo sobre el lado del oxigeno de la oxi- 

dasa alternativa como se suponia (Bonner y Rich,1978). 

Los hidroxamatos no son especificos de la oxidasa alternativa 

como se pens6 inicialmente, sino que son poderosos inhibidores de 

otra enzimas redox como la peroxidasa (Schonbaum, 1973) y la tiro- 

sinasa (Rich y ~01.~1978; Boveris y co1.,1978). Investigaciones 

sobre el mod0 de inhibici6n de hidroxamatos sobre esas enzimas mos- 

traron que la inhibici6n es competitiva con respecto a la concen- 

traci6n de sustrato y no competitiva con respecto a la concentra- 

eidn de oxigeno (Bonner y Rich, 1978). Esos hallazgos son consis- 

tentes con el hecho de que la inhibici6n de la oxidasa alternativa 

es tambign no competitiva con respecto a1 oxigeno (Rich y ~01.1978) 

y donde la 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- 

logia entre esta oxidasa, peroxidasa y tirosinasa parece ser muy 



pr6xima. Fue sugerido por Ochonbaum (1973) que la unibn reversi- 
> '  

ble de 10s hidroxamatos a Pa peroxidasa puede ser por uniones de 

hidr6geno polifuncionales y quizbs ochrra lo mismo con la tirosi- 

I nasa y la oxidasa alternativa. Sin embargo, es tambign posible 
w 

que una cesi6n parcial de electknes pueda tener lugar entre el 

hidroxamato y un grupo aceptor en la enzima formando as5 un "com- 
I 

plejo de transferencia de cargaw (Bonner y Rich, 1978). El meca- 

nismo exacto de uni6n y de acci6n de 10s hidroxamatos requiere 

posteriores investigaciones para ser aclarado. 

6.2 La actividad de oxidasa alternativa en mitocondrias de $ub6rculos' 
I ' 

de papa frescos y envejecidos g : - . C'. . !> .- - - b  

Durante la incubaci6n aer6bica de discos de tub6rculos de papa 

en una cdmara hfimeda se produce el envejecimiento de 10s discos,don 

de se inicia la ruptura de 10s carbohidratos siguiendo la v5a gluco - 
I lltica y el ciclo de pentosas y se incrementa la actividad de varios I 

otros caminos metab6licos que funcionan a bajo nivel en 10s 8rganos 

intactos, por ejemplo, el ciclo del dcido tricarbox~lico, la biosin- 

tesis de gcidos grasos y esteroides, etc. y adends se produce un in- 

crement~ en la masa mitocondrial (Kahl, 1973). 

En nuestro trabajo observamos un aumento de la respiraci6n mito- . 

condrial en las mitocondrias aisladas y de la proteina mitocondrial 

aislada. Las mitocondrias aisladas mostraron una disminucidn en el 

control respiratorio y observaaos tambign un aumento de super6xido 

dismutasa. 

Del anglisis de 10s datos de la Tabla 6 y de las figuras 12 y 13, I 
resulta aparente que hay m&s de un sistema alternativo que consume 

oxfgeno en las mitocondrias aisladas de tub6rculos de papa. Uno de 

ellos produce o;, es resistante a la antimicina y sensible a1 CNK y 

a1 SHAM; otro es el que usualrnente se refiere como la oxidasa alter- 



nativa, resistente a la antimicina y a1 cianuro pero sensible a1 

SHAM; este sistema aparent-nte produce H202 (Rich y co1.,1976) 

pero sin la participacidn de 0; como un producto intermedio. Hay 

todavia evidencia para otro sistema que consume oxigeno, inhibi- 

do por cianuro y resistente a la antimicina y a1 SHAM.' 

Se determin6 la produccidn de anidn superdxido para observar . 
I 

si era el vroducto primario de la oxidasa alternativa como habian 

propuesto Bonner (1977) y Solomos (1977) y se observd que la pro- 

ducci6n de 0; en las mitocondrias aisladas de tejido envejecido 

de tub6rculos de papa, representa solamente una pequefia fracci6n 

del consuno de oxigeno total. Otros autores tambign lo comproba- 

ron experimentalmente; as5 Rich y Bonner (1978) que trabajaron con 

particulas submitocondriales aisladas de hipodtiles de poroto ja- 

pangs (Phaseolus aureus) de Arum maculatum y de repollo zorrino 

(Symplocarpus foetidus) y Huq y Palmer (1978b) que trabajaron con 

particulas submitocondriales de espddices de Arum maculatum, que 

desarrollan alta actividad Be oxidasa alternativa, llegaron a la 1 
misrna conclusi6n, esto es, que el 0; no es el producto primario de I 
la oxidasa alternativa. Un resumen de estas investigaciones desti- I 
nadas a relacionar la producci6n de 0; con la actividad de oxida- 

sa alternativa est6 dado en la Tabla 16 (Sbnchez y co1.,1979). 

Para calcular la relaci6n (.Producci6n de 0;) /(.Consumo de 02) es 1 
necesario tener en cuenta que en mitocondrias de papa tienen lugar 1 
las siguientes reacciones : 

0 ; +  0; + 2 ~ +  SOD * H2°2 ' O2 

%02 + H202 catalasa * 2 H20 + O2 

H202 + AH peroxidasa 
2 + 2 H20 + A 



TABLA 16. PRODUCCION DE ANIOM SUPEROXIDO Y ACTIVIDAD DE OXIDASA 

ALTERNATIVA EN MITQWNDRIAS Y PARTICULAS SUBMITOCON- 

DRIALES DE TEJIDOS .VEGETALES. 

Fmducci6n de 0; Actividad de oxidasa Ref .  
(rmx>lm/tnin/ alternativa(m1es O2 1 

w w t *  ) min/mg pt.)# 

~ ~ u l o s  de papa, Incu- 
. krados 24 hs 

Tub&ulas de papa, incu- 
bados 48 hs 

&$dices de Arum maculatwn 

&&ices de Arum maculatum 

Hipdti les de pomtos . 

1. Bavesis y d. (1978);2. Rich y B#loler (1978); 3. Huq y FXhm (197%). 



Un camino cata l izado por superdxido dismutasa y c a t a l a s a  re-  

s u l t a r d  en l a  produccidn de 4 0; por O2 consumido, mientras que 

un camino cata l izado por SOD y peroxidasa producird 2 0; por O2 
s 

consumido. Considerando que l a  ecuacidn (10) prevalece absoluta- 

mente sobre l a  ecuaci6n ( 9 1 ,  l a  producci6n de 0; en tubdrculos 

de' papa d a r i a  cuenta solamente de un 7-12% de l a  resp i rac i6n  re -  

s i s t e n t e  a l a  ant imicina y menos aGn s i  a lgo  d e l  H 0 producida 2 2 

es descompuesta por l a  ca ta lasa  ( reaccibn 91, mds afin l a  produc- 

c idn de 0; no e s  su f i c i en te  para t ene r l o  en cuenta como interme- 

d i a r i o  de l a  ac t iv idad de l a  oxidasa a l t e r n a t i v a .  

Aunque l a  produccidn de 0; representa  una pequefia f racc i6n  

d e l  consumo de oxigeno t o t a l  de las mitocondrias de papa, s i n  

embargo, su importancia f i s i o l dg i ca  potenc ia l  no e s  para ser omi- 

t l d a  ya que e l  0; es una especie extremadamente r e a c t i v a  (Frido- 

v ich,  1974; Chance y co1.,1979). La i n te racc i6n  de 0; con H202 

puede producir  OH' capaz de comenzar reacciones en cadena con un 

a l t o  e fec to  ampl i f icante (Chance y co1.,1979). 

Se puede especular  acerca d e l  impact0 f i s i o l 6 g i c o  de l a  pro- 

duccibn incrementada de 0; y H 0 en e l  t e j i d o  envejecido. Entre 2 2 

1- posibles e fec tos ,  puede ser considerada una d s  r6pida peroxi- 

daci6n de l l p i d o s  (Kellog y Fridovich, 1977; Chin y Frenke1,1976; 

Chance y co1.,1979). 

La i-ncrementada f o m c i d n  de l l p i d o s  y perdxidos orgdnicos pue- 

de disminui r  l a  r e l ac idn  NADPH/NADP (Chance y ~ 0 1 . ~ 1 9 7 9 )  y puede 

ayudar para  exp l i ca r  e l  inmemento observado en la  ac t i v idad  d e l  

canxino de pentosa f os fa to  <&hl,1973) en e l  t e j i d o  de tubgrculo de 

papa enve j ec ido . 
Durante l a  incubacidn de cortes de tub&rculos de papa en una 



atmdsfera hfimeda (enve jecip$mto) se obtiene sfntesis de mitocon- 

drias con un aumento de la sktividad de la oxidasa alternativa que 

va desde 2-56% del consumo de oxigeno total (Tabla 7 )  entre las 0 

y 48 horas de incubaci6n, mostrando estas mitocondrias un bajo aco - 
plamiento entre la fosforilacidn y la oxidaci6n. 

6.3 La actividad de oxidasa alternativa, en mitocondrias de embriones I 

y ejes embrionarios de soja. 

Wilson y Bonner (1971) en un trabajo cldsico referente a la ac- 

tividad mitocondrial de ejes embrionarios en la germinacidn y estu- 

diando las mitocondrias aisladas de ejes embrionarios de rnanies se- 

cos y en imbibicidn temprana encontraron que estas mitocondrias son 

deficientes en el citocromo c ,  el peniiltimo aceptor de electrones 

de la cadena respiratoria, que la fosforilacidn estS muy poco aco- 

plada a1 consumo de oxigeno, siendo en esas condiciones la respira- 

ci6n ineficiente y muy baja la producci6n de ATP. 

Esas diferencias existen hasta alrededor de las 16 horas del co- 

mienzo de la imbibicidn por 10s embriones, cuando la respiracidn o- 

tra vez se incrementa y comienza la elongacidn de la radicula. Las 

mitocondrias ahora comienzan a asumir las caracteristicas normales 

de aquellas encontradas en plantas adultas, con un contenido normal 

de citocromo - c y deshidrogenasa y una respiracidn acoplada mds efi- 

ciente. 

En nuestro trabajo realizado con ejes embrionarios de semillas 

de soja se encontrd que el consumo de oxigeno se increment6 con el 

tiempo de incubaci6n y que ese incremento fue paralelo a1 aumento 

del peso fresco de 10s embriones a diferentes tiempos de incubaci6n. 

En el estudio del consumo de oxfgeno mitocondrial se observd un mar - 
cado incremento entre las 2 y 14 horas de incubaci6n y uno mucho 



. . 
mayor a las 36 horas. E l  cczmwno de oxfgeno mi tocondr ia l  fue  mayor 

con e l  agregado de citocromo 2; dicho e fec to  fue  mayor a l a s  4 ho- 

ras y disminuy6 su  e fec to  a m d i d a  que avanzb e l  tiempo de incuba- 

c ibn.  E l  con t ro l  r e s p i r a t o r i o  fue ba jo  e n t r e  l a s  2 y 1 4  horas de 

incubaci6n o sea que hub0 poco acoplamiento r e s p i r a t o r i o  en 10s 

primeros es tad ios  en l a s  mitocondrias a i s l adas  de e j e s  incubados 

a i s l ados  y fue mayor en mitocondrias a i s l adas  de e j e s  incubados 36 

horas en l a  semi l la  entpra.  Tapmbi6n estudiamos l a  evoluci6n de la 
"- - r J  I 

masa mitocondrial  de 10s e b r i o n e s  durante l a  germinaci6n. Para es- 

3i t o  usamos e l  mgtodo de l a  citocromo oxidasa (Beconi y co1.,1979). . .  

En l a  determinaci6n de l a  ac t i v idad  de l a  citocromo oxidasa se ob- 

serva un incremento e n t r e  las 2 y 1 4  horas de incubacibn. La  masa 

mitocondr ia l  a i s l ada  s e  incrementa con e l  tiempo de incuba'ci6n.El 

consumo de oxjgeno mitocondrial  calculado y determinado experimen- 

ta lmente awnentaron e n t r e  las 2 y 1 4  horas de incubaci6n. 
' 

Con 10s datos obtenidos s e  determin6 e l  porcenta je d e l  consu- 

mo de oxigeno de or igen mitocondrial  y e s t e  va lo r  osc i l d  e n t r e  

40-46% d e l  consumo de oxigeno t o t a l .  

E l  aumento de l a  pro te ina mi tocondr ia l  con e l  tiempo de incu- 

bacidn puede s e r  u t i l i z a d o  en completar las mitocondrias preex is -  

t e n t e s  o en s i n t e t i z a r  nuevas mitocondrias. 

Wilson y Bonner (1971) sug i r ie ron  que e l  incremento en l a  res- 

p i rac ibn  y l a  e f i c i e n c i a  r e s p i r a t o r i a  durante e l  crecimiento de 

embriones de manges es t6n asociados con l a  s s n t e s i s  de nuevas m i -  

tocondr ias ,  mbs que con l a  modif icaci6n de aque l las  que funcionan 

durante l a  imbibic ien temprana. 

Estudios de microscopsa e lec t ren i ca  sobre l a  gsrminaci6n de 



embriones de arroz, tambi6n sugieren la biosintesis de mitocondrias 

despugs de la toma de agua (Hallam y co1.,1972). 

Yoo (1970) observ6 que las crestas son mds definidas en las mi- 

tocondrias de embriones de arvejas antes de la germinaci6n visible. 

Klein y co1.(1971) hicieron estudios de microscopia electr6nica 

sobre ejes de porotos y observaron que no hay cambios en la estruc- 

tura o nGmero de mitocondrias antes de la germinacidn visible. Nin- 

guna de las observaciones hechas a partir de estudios de microsco- 

'g5a electrbnica tienen alguna evidencia bioquimica sustancial para 

afirmarlos y &as afirmaciones no proveen suficiente evidencia ya- 

ra la bioggnesis mitocondrial o reparaci6n niitocondrial. Parece que 

hay desarrollo de nueva actividad mitocondrial despugs que ha ocurri - 
do la imbibicibn, pero el mod0 de desarrollo de esas actividades y 

su regulacibn son todavia desconocidos. 

Sobre la base de la acci6n del cianuro y de 10s dcidos hidroxd- 

micos en la respiraci6n y la germinacidn de semillas de soja, se ha 

gostulado que durante las primeras etapas de la germinaci6n el con- 

sumo de oxigeno se produce principalmente por la oxidasa alternati- 

va, cuya actividad seria esencial para la germinacidn y que recign 

despugs de las 12-15 horas de incubaci6n predomina la actividad de 

la citocromo oxidasa (Yentur y Leopold, 1976). 

Las mitocondrias aisladas de ernbriones de manses entre 2 y 15 

horas de incubacibn, fueron siempre inhibidas a1 menos en un 70% 
I 

por CNK 100 uM, de acuerdo con una buena actividad de citocromo oxi- 

dasa (Wilson y Bonner, 1971). 

En nuestro trabajo se encontr6 que en mitocondrias aisladas de 

ejes embrionarios de semillas de soja, la inhibici6n por CNK y anti- 

'micina fue en promedio de 70-75% durante las primeras 14 horas de 



~ncubacidn. Adeds la actividad de la oxidasa alternativa se man- 

tuvo constante (2.8 - + 0.4 m l e s  Oq/min/mg protefna) durante ese 

perfodo de incubaci6n ( B e c o ~ ,  1979). 0 sea que la actividad de 

la oxidasa alternativa no contribuye en cantidad apreciable en el 

consumo de oxigeno contrariamente a lo propuesto por Yentur y Leo- 

pold (1976). 

Este trabajo fue presentado en el Congr,eso de la S.A.I.B. en 
I ' 

1979, cuando posteriormente Parrish y Leopold publicaron un traba - 
jo aduciendo ese exceso de consumo de oxfgeno a la actividad de la 

lipoxigenasa. 0 sea, que el consumo de oxfgeno inicial in vivo en 

semillas de soja molidas embebidas no es inhibido por CNK y es in- 

hibido por hidroxamatos; y que esta aparente respiraciGn puede ser 

debida en parte a la actividad de la lipoxigenasa, una enzima que 

cataliza la dioxigenacien de ciertos dcidos grasos no saturados 

(Christopher y co1.,1970). 

La actividad de esta enzima es resistente a1 CNK y es inhibida 

por el 6cido salicilhidrox&nico y el propil galato, tenlendo este 

6ltimo adem6s la propiedad de ser antioxidante. Los autores propo- 

nen que la respiracidn inicial (consumo de 0 por tejido de soja 2 

-lido es insensible a1 cianuro e inhibido por hidroxamatos, su- 

puesta evidencia para la respiracidn alternativa. Estos resultados 

muestran que el criterio usado a menudo como evidencia para la ac- 

tividad de oxidasa alternativa puede confundirse en preparaciones 

que tienen actividad de lipoxigenasa. Llegan a la conclusi6n que 

una parte del consumo de oxzgeno por particulas de soja embebidas 

es debido a la actividad de la lipoxigenasa y sugieren que la in- 

sensibilidad a1 cianuro en tejidos intactos no es una evidencia 

convincente para la respiraci6n alternativa y tampoco lo es la 



el SHAM (Van der Plas y col., 1977; Yentur y Leopold,1976). En 

trabajos posteriores (Siedow y Girvin, 19801, se estudid el con- 

sumo de oxfgeno durante las primeras horas de imbibicidn, 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 

estudi6 la accidn 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 

-1s 02/g peso ksm/min 



Ins resultados l-obtenidos {Sjedow y Girvin ,1980) con p a r t i c u l a s  

de semi l las  de so ja ,  fueron s lm i la res  a 10s informados por Pa- 

r r i s h  y Leopold (1978). Una al ta velocidad de consumo de oxige- 

no fue observada l a  cua l  fue i nsens ib l e  a 1  CNK (7% de inh ib i c ibn )  

pero fue inh ib ida  por SHAM (26%)  o p rop i l  ga la to  ( 6 3 % ) .  En semi- 

l l a s  i n t a c t a s ,  l a  velocidad de consumo de oxigeno fue menor d e l  

20% de l a  observada con l a s  pa r t i cu las  de semi l las  y 0.25 mM de 

cianuro inh ib i6  completamente e s t a  velocidad. 

Alternativamente, n i  5 rnM de SHAM, n i  0.5 mM de p r o p i l  ga la-  

t o  tuv ieron un e fec to  aprec iab le  (10% de inh ib i c i6n )  sobre l a  ve- 

loc idad de consumo de oxigeno en semi l las  i n t a c t a s .  Esto tambign 

de acuerdo con e l  poco e fec to  d e l  SHAM sobre l a  quimioluminiscen- 

cia de semi l las  en te ras  de s o j a ,  propiedad que 10s au to res  propo- 

nen como derivado de l a  ac t i v idad  de l a  l ipox igenasa (Boveris.yco1. 

1980). 

Se supone que a 1  moler las semi l las  an tes  de l a  imbibic ibn, se 

l i be ran  l a  l ipoxigenasa y 10s sus t ra tos  adecuados no saturados de 

dicha enzima. Se demostr6 tambign que en mitocondrias lavadas de 

porotos y de s o j a  habia ac t iv idad de l ipox igenasa y en mitocondrias 

pur i f icadas en gradiente de sacarosa no s e  encontr6 dicha a c t i v i -  

dad. Esto i n d i c a r i a  que l a  l ipoxigenasa no e s t g  loca l i zada  dentro 

d e l  s istema de membrana de la  mitocondria (Siedow y Girv in,  1 9 8 0 ) .  

E l  p rop i l  ga la to  no puede ser usado para d i s t i n g u i r  e n t r e  e l  

consurno de oxigeno mediado por l a  l ipoxigenasa y e l  d e l  camino al- 

t e rna t i vo  (Siedow y Girvin, l980). Los au to res  no pueden exp l i ca r  

sus  resu l tados con 10s de Yentur y Leopold (1976) quienes observa- 

ron considerable inh ib ic i6n  d e l  consumo de oxlgeno por SHAM e in -  



sensibilidad a1 CNK durante las primeras horas de imbibici6n con 

semillas de soja. 

En nuestro estudio de actividad de oxidasa alternativa no en- 

contramos actividad apreciab1.e en mitocondrias de embriones de so- 

ja incubados. Ademss la baja actividad encontrada no es debida a 

la lipoxigenasa porque 10s sustratos usados fueron succinato-glu- 

tamato y no gcido linoleico como seria 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'incubaci8n se ohserva a las 4 y 14 horas una inhibiaibn 

del 54 y 53% respectivamente por cianuro 1 mM y aumenta la inhi- 

bicidn con el increment0 de la concentraciBn de cianuro, a dife- 

rencia de lo observado por Yentur y Leopold (1976) que encuentran 

un 27% de inhibici6n por CNK 1 mM en semillas enteras de soja y 

am-enta dicha inhibicien a medida que transcurre el tiempo de in- 

cubaci6n. 

De acuerdo con 10s resultados obtenidos, que el 56-60% del con- 

sumo de oxigeno es de origen extramitocondrial, se deduce que puede 

ser debido a la accidn de fenoloxidasa, lipoxigenasa,etc., que co- 

mo fue observado por otros autores no actGan a nivel mitocondrial; 

se observa ademss que la inhibicidn de 10s embriones de soja por 

CNK 1 mM entre 4 y 14 horas de incubacidn puede ser debida a la 

inhibici6n del camino de 10s citocromos ya que la actividad de la 

oxidasa alternativa es despreciable en esos estadios de incubacidn 

y el consumo de oxigeno insensible a1 cianuro puede ser debido a 

las enzimas extramitocpndriales ya mencionaqas. 



6.4 La actividad de oxidasa alP$mativa en mitocondrias de raices 

de maiz. 

En 1933, Lunderg8rdh y BurstrGm propusieron una relaci6n en- 

tre la absorci6n de aniones y la respiraci6n sensible a1 cianuro 

en raices de trigo. Estudios posteriores establecieron que la res- 

piraci6n de raices es parcialmente dependiente de la absorci6n de 

sales ("respiraci6n salinaql) y que tanto la respiraci6n salina cg 

* -' no la concomitante absorcidn de iones son inhibidas por el cianuro 

(Lundergardh, 1940; Robertson,l960). El potasio unido a aniones 

relativamente impermeables como el sulfato induce la respiraci6n 

salina (Epstein,l954; Handley y Overstreet,l955) haciendo impro- 

bable que 10s aniones jueguen un papel especial como habria su- 

gerido Lunderg8rdh (1955). 

i 
Ulrich (1941) encontrb que el exceso de absorci6n de cationes 

con respectc a 10s aniones resulta en un increment0 proportional 

- en gcidos orghnicos en raices de cebada. Ademgs encontr6 una dis- 

Hlinuci6n en el contenido de Eicidos orgdnicos en 10s casos de d6- 

ficit de absorci6n de cationes. Osmond (1976) mostr6 una clara 

correlaci6n entre el dgficit de cationes y el contenido de dcidos I 
orgdnicos en hojas sugiriendo que el mecanismo ~srsa  de cargcter 

universal. Ademds, ~urstram (1951) y Handley y Overstreet (1955) 

mstraron una posible coneccidn entre la respiraci6n salina y el 

recambio de dcidos orgdnicos. 

Usando SHAM como inhibidor del consumo de oxfgeno en raices 

enteras de mafz, Lambers (1979) encuentra que la fraccidn de la 

respiraci6n sensible a1 SHAM disminuye despugs de transferir las 

plantas desde un nutriente rico con alto contenido de sales, a 

m a  solucidn de SO,+Ca 0.1 mlf donde hay menos absorcidn de iones. 



En estas condiciones, l a  @ividad de l a  oxidasa a l t e r n a t i v a  de- 

terminada s6 lo  por su sens ib i l i dad  al SHAM, disminuy6 &s q u e - l a  

d e l  camino de l a  citocromo oxidasa, As$, l a  resp i rac idn  estimula- 

da por  s a l e s  parecersa invo lucrar  d s  e l  camino r e s i s t e n t e  a1  cia- 

nuro y no e l  camino de l a  citocromo oxidasa como fue ra  propuesto 

por Lundergardh (1955). 

Co l l ins  y Reily (1968) encuentran, que exudados de r a i c e s  de 

. t r e s  d i a s  c o n t e d a n  mss dcido sucdn i co ,  mslico y c l t r i c o  s i  cre- 

cen en una soluc i6n con aniones s u l f a t o  que con aniones c loruro,  

aparentemente l a  absorci6n de c l o ~ u r o  se produce a mayor velocidad 

que l a  de su l fa to ,  requir i6ndose l a  oxidaci6n de Scidos orggnicos 

que pmducen C02 y por  accidn de la anhidrasa carbdnica C O ~ H -  que 

intercambia por C1- con gran velocidad, para mantener l a  e lec t ro-  I 

I 
neutra l idad.  Ha s i d o  propueato que la  a c t i v a  oxidaci6n de dichos I 

dcidos puede r e q u e r i r  l a  ac t i v idad  de l  camino alternative (Palmer, 

1976 1. 

MqJ11.e~ (19703 encllenixa en lni tocondrias a i s l a d a s  de razces de 1 
trig0 m c i e n d o  a difexentes c o n ~ a c i o n e s  s a l i n a s  (de 1% a 100%) 

d i fe renc ias  r e s p i r a t o r i a s  que esth l i gadas  a d i f e renc ias  en l a  

absorci6n de iones  y en l a  plgoduccibn de Eicidos org6nicos. Las mi- 

tocondr ias  de r d c e s  c rec idas en una so luc idn de ba ja  concentracicin 

sal ina mostraron mayor a d v i d a d  de oxidasa a l t e m a t i v a  que las 

d c i d a s  en  un m d i o  de alta csnc?enbaci6n salina. 

Sin anbargo, h t a  el  p e 8 e p t a . e  m a  mesulta c laro  el papel  f i s io -  

16gico de las ac t i v idades  m i t o c o n m e ,  eniendi&ndose por  e l l o  

l a  ac t i v idad  de la oxidasa a l t e x m d v a  g la ac t i v idad  de l a  cadena 

r e s p i m t o r i a  dependiente de 10s resuliados obtenidos con rasces  en 



relacidn 

puesta fi 

a 10s inhibidores mspiratorios se complica por la res- - - - 

siolGgica del Brgano. 

En nuestro estudio hemos encontrado una alta actividad de oxi- 

dasa alternativa que da cuenta del 41% del consumo de oxigeno to- 

tal en las mitocondrias aisladas de razces de mazz. Esta alta ac- 

tividad puede explicarse considerando que el medio nutritivo uti- 
+ 

lizado contenia (adem& de otros iones) sales con ~ 1 -  y K que 
+ 

son de fdcil entrada a la razz. La entrada de K se asocia a una 
+ 

salida de H para mantener la electroneutralidad. Estos protones 

resultan de la disociacidn de Bcidos orgdnicos sintetizados en la 

c6lula. La concomitante entrada de C1- hace que 10s dcidos orgbni- 

cos se oxiden a C02 y H 0, saliendo CO H- para compensar la entra- 2 3 

da de dicho ani6n. La entrada de otros iones que contiene el medio 
- - - +f 

nutritivo como NO 3 9 so,+ s ~ a + +  y Mg , se produce con menor velo- 

cidad. El exceso de produccidn de dcidos orgsnicos resulta en un , 

exceso de disponibilidad de equivalentes de reducci6n que saturan 

la cadena de citocromos desviando el exceso de electrones por el 

camino alternativo . 
Las curvas de sensibilidad a la antimicina de las mitocondrias 

aisladas de raices de maiz (Fig.29) muestran que la adicidn de SHAM 

produce un marcado aumento de la afinidad de las mitocondrias por 

la antimicina observando una. disminucidn en el valor de Ki. Simi- 

larmente, la adiciBn de antimicina aument6 la afinidad de las mito- 

condrias por el SHAM con la consiguiente disminuci6n del K i' 
Las pendientes de 10s gr$f"icos de Dixon con estos inhibidores, 

donde se expresa el efecto del SHAM sobre la sensibilidad a la anti- 

micina y el efecto de la antimicina sobre la sensibilidad 31 SHAM, 



r e s u l t a n  no para le las  con e l  c a m  en que so lo  s e  us6 un inh ib idor .  

Es to  i nd i ca  que 10s dos inh ib idores no e s t a n  actuando en una forma 

mutuamente exc lus iva para iMibi?ir una dada ac t i v idad  s i n o  que es tdn 

actuando en s i t i o s  separados (Segel,1975). La acci6n de e s t o s  inh i -  

b idores puede entenderse como que t i enen  un e f e c t o  cooperat ivo so- 

bre e l  s i t i o  de uni6n d e l  o t ro ,  inh ib idor  (Gutfreund, 1972) expl icdn - 
dose ass las disminuciones en 10s valores de K i 

Theologis y Lat ies  (19784) h i c ie ron  l a  t i t u l a c i d n  d e l  consumo de 

oxsgeno en co r tes  de papa f rescos con ant imic ina en presencia y au- 

senc ia  de CLAM (bcido m-clorobenzohidrox6mico) y propusieron l a  pre- 

senc ia  de dos s i t i o s  de unidn para l a  ant imic ina.  Un s i t i o  de i nh i -  

b i c i6n  de a l t a  a f in idad sens ib le  a 1  CLAM y un s i t i o  de ba ja  a f i n i -  

dad que inh ibe l a  resp i rac i6n  en l a  m i s m a  extensi6n que l o  hace e l  

c ianuro . 
La d i f e ren te  in te rp re tac i6n  d e l  e fec to  mutuo de l a  ant imic ina y 

e l  SHAM como (a)  i nh ib idores 'que actGan en d i s t i n t o s  s i t i o s  pero 

que t i enen  e fec to  cooperativo sobre e l  s i t i o  de unidn d e l  o t r o  inh i -  

b idor ,  en nuestro caso, y (b) dos s i t i o s  de unidn para l a  ant imic ina,  

el d s  a l ta  af in idad dependiente d e l  dcido hidroxsmico (Theologis y 

La t ies ,  1978a) puede s e r  comprendida en razdn d e l  s is tema rnss pur i -  

f i cado (mitocondrias a i s l adas )  u t i l i zado  en nuest ro  caso y a d i f e  - 
renc ias  de Brganos. 



7. CONCLUSIONES 



1.Aislando mitocondrias de tejido de papa envejecido se puede demos- 

'trar un aumento en la masa mitoeondrial con un concomitante aumen- 

to en el consumo de oxigeno y una disminucibn en el acoplamiento 

de las mismas. 

2. Con el envejecimiento del tejido se incrernenta la insensibilidad 

a1 cianuro y a la antimicina y la sensibilidad a1 SHAM, lo que es 
I 

consistente con un aumento de la a'ctividad de la oxidasa alterna- 

tiva. 

>. La' produccidn de anidn super6xido en las mitocondrias aisladas de 

tejido de papa representa solamente una pequefia fraccibn del con- 

sumo de oxigeno total, y no aumenta con el envejecimiento. 

4. En mitocondrias aisladas de tejidos envejecidos hay mss de un ca- 

mino alternativo que consume ofigeno adembs del camino de la cito- 

cromo oxidasa: (a) uno de ellos produce 0; , aunque es reskknte a 

la antimicina y sensible a1 cianu~o y a1 SHAM; (b) otro que es la 

oxidasa alternativa cl6sica resistente a la antimicina y a1 cianux*o 

y sensible a1 SHAM y (c) otro sistema que consume oxigeno, inhibido 

por cianuro y resistente a la antimicina y a1 SHAM. 

I 
5 -  El' envejecimiento del tejido produce un considerable incremento en 

I la actividad de super6xido dismutasa Cu-Zn citosblica, lo cual es 

consistente con un incremento en la producci6n citos6lica de 0; en 

condiciones fisiol6gicas. 

3 
6. El consumo de oxigeno se incrementa en forma paralela a1 peso fres- 

7 co en embriones de semillas de soja con el tiempo de imbibici6n. 

7. En 10s primeros estadios de imbibicidn de ejes embrionarios, la in- 

hibicidn de la respiraci6n por cianuro es de origen mitocondrial 
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(citocromo oxidasa) , y idad de la oxidasa alternati- 

va es despreciable en dichoa estadfos; el rest0 de la respiracidn 

insensible a1 cianuro se debe a la presencia de otras enzimas que 

consumen oxigeno como oxidasas, oxigenasas (tirosinasa, lipoxige- 

nasas, etc.). 

8.Las mitocondrias aisladas de ejes embrionarios de soja tienen bajo 

contenido de citocromo - c y Bste se increments con el tiempo de in- 

cubaci6n. 

9.La actividad de la oxidasa alternativa en mitocondrias aisladas de 

ejes de semillas de soja da cuenta del 408, 33% y 15% del consumo 

mitocondrial de oxigeno y del 10%, 13% y 6% del consumo total de 

oxigeno de 10s embriones, a las 2, 4 y 14 hs de incubaci6n. 

10. El consumo de odgeno en emkx~3ones de soja incubados es 46-50% de 

origen mitocond~ial, siendo el rest0 del consumo de oxigeno de o- 

rigen extramitocondrial debido a la actividad de lipoxigenasa, ti- 

~osinasa, etc . 
11.. Mediciones de la q u i d o l d d s c e n c i a  (%overis y col., 1980) m s -  

traron una muy baja activ5dad de fipoxigenasa en semillas de soja . 

enteras, mayor con semillas nolidas y vdlores muy elevados con ho- 

mogenados de semillas de soja.. Apar\enf:emente, en semillas molidas 

y en el homogenado se libgran la lipoxigenasa y su sustrato. Los 

resultados obtenidos pop Ymtur y Leopold (197.6) con semillas en- 

teras, por famish y Leopold (1970) en semi- molidas y en nues- 

tro Trabajo con e jes y mitocondrias que Tienen ~ la t i vamen te  poca 

act iv idad de oxidasa alt-tiva, son hte~pz-eatados como que la i n  - 
sensibilidad a1 cianuro y la sensibilidad a1 SHAH encontradas en 

10s trabajos mencionados s d a n  debidas a la actividad de la lipoxi- 

genasa y no a la oxidasa alternativa- 



12. Se observd que en las mitoc6hdrias aisladas de razces de 'ma22 el 

SHAM y la antimicina acttiant en sitios separados, el SHAM inhibien - I 
do la oxidasa alternativa y la antimicina actuando a nivel de 10s 

citocromos - b-c, - per0 que muestran ligazdn cooperativa entre ambos I 
sitios. 

13. De las determinaciones de sensibilidad a1 cianuro, antimicina y 

SHAM se deduce que las mitocondrias aisladas de raices de maiz, 

que crecen en una solucidn nutritiva tienen una actividad de oxi- 

dasa alternativa de 34 nmoles 02/min/mg proteins, dando cuenta de 
1 

un 41% del conswno de oxigeno total. 

14. En las mitocondrias de rasces de mafz, la aetividad de oxidzsa al- -4 
ternativa parece asociarse a la denominada "respiraciBn salina" 1 
donde se produce un exceso de gcidos orgdnicos destinado a wante- 1 
ner la electroneutralidad frente a la absorcidn de iones. 

15. Los estudios realizados sobre la actividad de la oxidasa alterna- 

tiva y su papel fisiol6gic0, se han hecho sobre tejidos o sobre 

-mitocondrias aisladas de 10s mismos. En 10s trabajos realizados 

con tejidos enteros hay que tener en cuenta varios factores para 

determinar si 1a.actividad medida es la que corresponde a la oxi- 

dasa alternativa, entre ellos: (a) que la especificidad de 10s in- 

hibidores es relativa, ya que 6stos (por ej.el SHAM y el cianuro) 

inhiben mGltiples actividades; (b) que la capacidad de difusi6n 

de 10s inhibidores a trav6s del tejido es limitada y (c) que exis- 

ten actividades extramitocondriales que consumen oxsgeno (fen01 o- 

xidasa, tirosinasa, lipoxigsnasa, etc.) las que a su vez son sensi- 

b l e ~  a algunos de 10s inhibidores usados. 



E l  trabajo realizado para esta tes i s ,  utilizando tej idos y 

mitocondrias aisladas, pensrite c o n c l u i ~  que para evaluar l a  ac- 

tividad de l a  oxidasa alternativa de un tej ido es  necesario de- 

terminarla en las mitocondrias aisladas de ese tej ido. 
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9. RESUMEN 



' a 
Se estudid la activldad 

-9- 2 + -46, ; 8 

l.de oxldasa alternativa y la respiraci6n 

mitocondrial en mitocondrias aisladas de diferentes tejidos de plan - 
tas superiores. 

Incubando tejido de tub6rculos de papa en una cdmara hGmeda (en- 

vejecimiento) durante 24 y 48 horas se observd un increment0 de la I 

proteina mitocondrial con un concomitante aumento en la actividad de 

oxidasa alternativa. Ademds en dichas mitocondrias se observ6 un in- 

crement~ en el consumo de oxfgeno y una disminucidn en el control 

respiratorio con el tiempo de incubacibn. 

A 1  determinar la produccidn de anidn super6xido en,mitocondrias 

aisladas ae tub6rculos de papa se encontr6 que representa una peque- 

fia fraccidn del consumo de oxfgeno total y que no se incrementa con 

el enve jecimiento . El enie jecimiento del te jido produce un conside- 

rable incremento en la actividad de suger6xido dismutasa citos6lica 

(enzima Cu-Zn) lo cual es consistente con un increment0 en la produc - 
cidn citosblica de 0; en condiciones fisiol6gicas. 

En la determinacidn de la actividad de oxidasa alternativa en mi-  

tocondrias aisladas de ejes embrionarios de semillas de soja no se 

observ6 una actividad apreciable de oxidasa alternativa durante 10s 

primeros estadios de incubaci6n como habzan propuesto Yentur y Leo- 

pold (1976) y su nivel se mantuvo bajo entre las 2 y las 14 horas de 

imbibicibn. 

En embriones de soja se observ6 un incremento en el conswno de 

oxfgeno que es paralelo a1 observado en el peso fresco entre las 2 

y las 14 horas de imbibicidn. 

En mitocondrias aisladas de ejes embrionarios de soja se obser- 

v6 un incremento en la respiracidn por el agregado de citocromo - 
ex6gen0, y una disminucidn del efecto del citocram - c con el tiempo de 



imbibici6n. 

A l  medir la respiracidn de embriones de soja se observ6 que el 

46-50% del consumo de oxfgeno total es de origen mitocondrial sien- 

do el resto del consumo de oxigeno extramitocondrial y debido a la 

actividad de otras enzimas corn oxidasas, oxigenasas (por ej. tiro- 

sinasa, lipoxigenasa, etc.). Esto coincide con trabajos realizados - 

con quimioluminiscencia (Boveris y col., 1980) donde se obtiene una 

p a n  actividad de lipoxigenasa en homogenados de semillas de soja. 

Esta actividad de lipoxigenasa es insensible a1 cianuro y a la an- vg ! 
timicina, per0 es sensible a1 SHAM, similarmente a la oxidasa al- 

ternativa que es sensible a1 SHAM e insensible a 10s otros dos in- 

hibidores. 

En mitocondrias de rafces de maiz que crecen en una soluci6n 

nutritiva, se encontrd una actividad de oxidasa alternativa que da 

cuenta del 41% del consumo de oxfgeno total. En dichas mitocondrias 

la actividad de la oxidasa alternativa parece asociarse a la denomi - 
nada "respiraci6n salina" donde se produce exceso de %c5dos orgbni- 

cos cuya funci6n es mantener la' electroneutralidad frente a la ab- 

sorci6n de iones. 
I cl 

I = . '  Se obsepv6 con el uso de inhibidores de la respiracibn, que en 

mitocondrias de rafces de mafz, el SHAM y la antimicina actiian en 

sitios separados, pero que muestran una ligazdn cooperativa entre 

ambos sitios. 

Los estudios realizados sobre la actividad de oxidasa alterna- 

tiva y su papel fisiol6gico se han hecho sobre tejidos y mitocon- 

drias aisladas de 10s mismos. En 10s trabajos realizados con teji- 
% 

dos enteros, no se puede afimar que la actividad medida sea la 

que corresponde a la oxidasa alternativa, porque hay q;e conside- 



rar otros factores que pueden inrluir en su determinaci6n. 

En el trabajo realizado para esta tesis utilizando tejidos y 

mitocondrias aisladas de 10s mismos permite concluir que para de- 

te&inar la actividad de la oxidasa alternativa de un tejido hay 

que aislar las mitocondrias d e l  mismo. 
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