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INTRODUCCION
A L E L OPATIA:

Lz ,ale‘l‘o;g atfa es’ ié ’iﬁte‘racci&} bioguimica entre plantas v entre plaﬁtas'
¥ mi’;:tb;‘qrjganismc$ através de comgueétos ;qu-‘{micasz 1nb¢if\1ro.s;g;,—;.ojyado;s, al
medio ;amﬁienté tRic.e;' 1974). ,‘ . : - S st
Basandose en ei orgamsmo pro&uctor del m}ub;‘;&or yen el orgamsmo
a fectado, los 1nh1b1€£ares alelopancos se c1as1fican en (Rxce 1974 ) -
Antibidtico, - Lo:‘ producen micmorgamsmgs' para dafizr a otros :m;:cxoo:ga;
fismoss | B |
Fi,tdnci&a'._-,- Lo paz’aﬁﬁégn;platntas supériores para dafiar-a .ixxiicroozgfani:smasl.}
Koriéngs@- Lo pfcducen ;p‘-lantags sui;eriores’; para dafiar a plantas superiores.
Hav ‘algunas susta;mxas gon accifn m .“1,.. tay exis%e‘tamhiéﬁun :fenﬁjrnehq 7
de mi—g iﬁtoxi‘gaci&i cuando estas su's;taﬂcias‘al’e‘logﬁﬁ‘caé e .acumxﬂan en 16s
campos. -
En los 'campoé;de xéﬁlfivo“se observa que los cardos dafian los cultivos.
de a.vena €l centeno dafia-el trigo y al sembrar en ciclos contiﬁucsss de cul-
| tivo, Irigo, avena y c2f2 digminuye la produccién «omo consecuencia de m‘ta.
inhibicibn en el crecimiento de las semillas: Este efecto dafiino no se¢ debe
ala falta de algfin factor del medio ambiente { agus, luz, minerales ) sino 2

compuestos exudados por las plantas ( ‘Chou y Wallex 1980 ).



fes med_LOs . dependlendo dei sltw e.,pecxﬁco en donde se producen en la.s plan

B tas . Las ho;as ae Ias plani:as almacenan Ia mayor pa:rte de estas susfazzcz.as ki

© un aspecto vidrioso a la ftmosfera ( Asplund 1968 ). Estas sustancias son

. arrastradas por el agua de luvia y al caer =l suelo entranen contacto cop

en menox canf:xdad (Chou ¥ Waller 1980 E )

&h 1as ﬂorésztallos i’rutos, selelas y ra.aces exxsten sustanc:las alelogatzcas '

Las sustanmas alelopahcas son exudadas pm: las ha‘}as de las plantas al

thedio ambiénte como vapores, en aésgecialf eni dfas scal;@.ososa ?c;b?iﬁi?ien&ole-

~ los microorganismos que-ahi Se encientran, inhibiendo su creécimiento ¥ re~ -

produccibn.

péticas causan inhibicidn no se conocen a fondo, pero hay datos en que se obh=

servd interferencia de dichas sustencias en procesos como la divisin celulaz,

L.0g mecanismos por medio de los cuzles lag diferentes sustancias alefo

ia capfamon de mi nerales, 1a respxra.cmn yel c:cec:.m:.ento. . o SR

Los tﬂergt;_nng;olah-les cz_zleol b ‘;ﬂzcanf;)ri px;oc-:eden;cé;(’ie hoj as-macéz';&as; R
de: Salvza. Ieuclog‘hylla év;rxtan la nﬁtosxs €15 133 rau:es de Cnm{rxygsatwus.:
(Muller 1969). | |

‘ D’iTVéIS.DSI coméuésto.‘g oi*gﬁﬁi.cosb Txan“vsi&ﬁ 'idénﬁﬁcaﬂos como m]nbldt)rés
ateilﬁp-éfi-céé y han sido ég’méa&os: en 'dife;tiéu%és ‘céi‘;egoi’fa";s_z { ii‘ik:g 1974) 2

Actdos orginicos slmples solubles en agua, alcoholes de cadena Hineal,
:ildehidos aliffticos ¥ »Cé:tdna's;: comb son el ac‘;etaldeh,_i&o_,- aldehido gzopiﬁ:;iw-,



‘eado :en;,;So:r]ms-g.ﬁ‘cupaﬂa:, inhibe la respiracidn y es antibacteriano.

.Antraqumonas naftoqumonas ycomplesos dequmona como e1 Juglone,
:ﬁﬁa&&;ﬁi&tjfpoténte 'Pefoguc;ida por elvnégailﬁ e’iidenﬁiiiéado; como la 'S‘:-, hléiroxmaftg
' qﬁi—ﬁdnaj;‘_w |

Los ?fengiefsfs'iimpxés},g &l Gcido benzoico ¥ sus derivados son los com ~
pu.,estc‘m, ,m'é:s idgntifficadﬁ's como susfancxas a‘lelop:‘ittcas p.ro;:lﬁci&ask‘por' 1&5‘

. ?'I;a;"ﬂ:as superiores, el 4cido p‘a:xa-hidrdicibenzbicd yvel Acido vainillico som
105' mas c‘omunes‘ én';:‘op'l:;‘rado_s en los resxduos de maiz, Vtrjig,o‘;x s;:qr:gp‘y a'-vezé;
Acido:;c;iﬂﬁmico y sus derivados comos: el fcidp ﬁ@s-;ciniméc*o producido

por la raiz del guayule y qgu’ei inhibe el crecimiento de l1as semillas y plantas

- jbvenes del guaytﬂe‘-‘ ;

Los monoterpenos { Gxg ) son compuestos por dos unidades isoprensides ~
con diferentes grupos funcionales, anillos y grados de saturacibn { Rice.E.,
v = - :ﬁht,’b". T N o = — e

CoagT4).
- En las plantas superiorxes ’ﬁay‘ :g-fa‘n ‘cantidad de terpencs, :"perq solo unss
cuantos son los invelucrados en alelopatia y de estos los rnonoterpenos ham

sido identificados ‘como losg inhibidores predorminantes; son también los corm-

[

ponentes que se encuentran en mayor cantidad en los aceites esenciales. Ean
sido identificados como voldtiles <l alfa -pineno, beta pineno, limoneno, pule-
gone, alcanfor ¥ 1,8 cineol (Fig. 1) (Asplund 1968).

El cineol y el dipentano son sustancias €manadas pox las hojas de



Bega pineno ' ‘ ‘  Limoneno

1,8 Cineol . Pulegon | ‘ Alcanfor

Figara l.- Monoterpenos voldtiles involucrados en Alelopatfa.



_ Salvxa 1eucophyha q_ue reducen la captamﬁn de 0x1geno ( Muiler 1969 ) en sus

s

endo ‘los

pensxones de mﬁocondr;as de Avena fama A Cucurms satwus Sugi.r

_ axi’cc_sr.e"szfg@ei Ia inhi Sn vafea,c:ta &l ciclo ,diev. iKrie%@fy .1_‘a~1$erjr;iéabﬂid:aﬁd de 1a |

" membrana agmzz-- .

 Asplund { uva de diez monotexr

;penos ¥ la mhr'bxcmn de Ia gerrmnacwn en semznas de rahazm, ‘encon{:ra.ndo

B *qg:e;l-as &S“rucmras con nn_gruquu? cional cete

v como el dlcanfor y el pile

los monoterpenos
_ carentes de dicho grapo funcional como son €l cinecl, alfa felandreno, alfa

pinenc . y beta pineno. Estos compuestos han sido encontradés en Eucaliptus

' camandulensis.
Estas ‘asnﬁztamziia._s ixia"ric’s,foﬁaé; id“eﬁetil. ser muy imtisii'iaﬁf.e;sf como al_elop‘a"fas,-,

'pues msectos ccmo el Dendroctonus tere‘bra.nsque dura.nte sa etapa 1arvana

w:v'e en 1& -c:éztgza. de 1 ] ‘.a.iboles y se ahmenta &e estas sustanciag du::ante su | .
_ 31010 v1t31 ha aesaxrouadoun es'i:gtema“ﬂania&q de 'ﬁ:éfdzsfas ine.specz»ﬁc:asxeﬁ. |
€L feffculosﬁrccpiismlcoulseﬁac’zo’param?:i‘m’“ml’u‘areé‘-‘as mc{éculac s;este - =
| msmo sistema se ha '&é.ﬁ cubierto en higado de rata, siendo inducible por 1a
. myeccwn de alfa pmeno mtraperﬂ:oneal { White., Frankhn y Agosm 1979 }
Con eI ani:ec;edente de que 1os monctez:pencs, irihiben el crec:.rmento de
ias fvgigzntgs),,;siiendo; €l efecto m’&s iz'xjte‘nﬁc gobre la rafz que sc‘ﬁ:re el tallo
(Agayéc;y :é'&is:, comurnitacibn personal J, se p;ﬁsﬁ's que si iz diferencia su-
tre el talloy lla rafz son las mitocondrias como fuente principal de produc

_cibn de energia, estas sustancias podrfan afectarlas,
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-~ - Entre log microorganisoios gie se enceeniva comunmente €n'el suefo™

estha Tos hongos ¥ las levaduras, estas f1timas A-:hén?‘ sido estudiadas en este
 Iaboratorio por muche tempo (Pena y cols.1972, Pefia yRami'rez 1975,
Peisia y cols: 1979 ) se ;onsii;;i& un modelo :;faiecﬁ‘ad‘o para observar el efecto
de .d.‘ilcha;;s sustancias Se wtilizaron xnit‘ccqnariés x_aisiﬂac;iés de hfgad"o, de rata
{ Peia y cols. 1977 )debido 2 1a.}di‘ﬁcult§,dr ae sislar los de levadura {Pesa
¥ colsa1977~A } ¥ 2l hecho de que estudios Ie‘a!jé‘aquér en Jé‘si:'e_ Vlabefa;fqﬁd ¥
otros, muestran que am:bos fzposde mitbcbn&ﬁajs 8 on‘ similares {Pefia ¥ |
: ‘-‘éoi.’q" . 1977, Pesa ¥ cols. 197?—:&, Pex‘ia Ycols. 1980). |

: ’c,.:ofnt _te's;ccsé ’e‘stt‘i&ids :gég'et,émo;é caractema?r '@LG;evga;ﬁ;smd gbf‘médid&ﬂ. =
.Q:ﬁa‘.’[ V‘I,‘O"’s mqgote@gﬁas iéjfe:;fceﬁ ‘:S'u_‘s 1efe¢té s gIeI@fiticbs, ‘cqzjgsii‘&jfe::ax.ido’lds
como imfp'asb: esené‘i'31; para explotar el pbteﬁciai qu.é: estas sustanciag pue‘-

dan tener como herbicidas.



| Materiales®

Se atilizaron levaduras obtenidas comercialmente de la fibrica

M La Azteca ' del género Saccharomyces cerevisiae.

. Las mit'oic{:ra drias de hifgadu de rata se Obtuvxefmx de ,rétas: B’l&ﬁcé,isr adul~

sin: porta:: el sexo, obtemdas en el bwﬁeno del c.1. ,F c.

" fios peastivesnlizades s de grado analitico . Elbeta pineno se obtuve -

"en” Ald¥ich Chemical Gompany, Inc: y se ush sinulterios purificacifn.

‘Metodos

’llratamxento de la levadura ( Pena b4 cols . 1977’-A ) De 1a levadura. obte-

mda oomerczalmenf:e se pesan 30 gy se suspenden en un l:.tro de medm de

cultwo pa.x:a levadura de De Kloeﬁ ( ‘De 'Kloet y cols 1960 ) ag’regando l rnl s
' de ant:.espumante FG 10 de Cornmg. Se mcuba 1nyectando aire a t’aves &e un. =
: tubo de v1d:cw ‘p.o“oso durante ocho horas & temperamra constan{:e. de 30 C o

- _ Tr:msturndas las: och§ horas se centn"ﬁlga enuna centmfuga Internatxonal

No. l ‘I‘mpo SB & 600 & {2000 rpm) durante 10 mmuf:os resusgandxendo en
| agua éestxlada 'l sometiendo/ aruna segu.n&a centrxfu.gamon - Estas célilas se
:r.;eéu‘;s:pénd;ég en agua desfizl’fadé;; en un volitinen total de 350 mi Yy se é.eiaér%: a;:g,
ar por 17‘6 horas a ‘temp.ergﬁzﬁgz =con,sfi;"anté de ',3.0f'°iC. : fﬁraﬁscﬁrﬁdb: este tiernpo <
y Se _:s.uspem_ien en ,agua .d,est:t_lada-en el fdgfbl,e del volumen total (mil} del peso

 obtesido {gramos). |



Cbte;ic_:iéh)&e mzi_tcct}'x@fdria‘s‘ de ?};i'gaajlc,ﬂ?_fafai {Peﬁé v cols. 19?‘7‘)5 ' L
;‘S’g?sac‘ﬁﬁca‘ =1 snimal meaifa-nfé"-‘1131‘,9@?‘?‘1'5?1! cerw cal y decapitacién
gejﬁ::d@toismgrar 30 £SEgund‘05;‘_$‘,e’:~ T:e ;e;d;;ae, &t ‘hfgva&o;_,. qiie se lava .e.‘n;u’ni; vasods |
precipitados inmerso en hislo contentendo medio para preperacin de mitocas
driss Qe hfgado de xata (Sacarosa 0.25 M EDTA Tris 1 miM, pH 7.4), y se pa-
. g-a @ otro éa':S‘é también en hielo que Accrw'xiﬁ.eng-a, medxo 11.mp1o dyoﬁaié se corta en
f@%r’,s _‘peé}x_e‘:_ﬁo s, Sepasaaun vaso de ﬁpmogeé‘ei»zaddr»cén,vistagq de teflén
pera Homagensizesto, ‘si‘?‘?‘Pm»‘m hielo; se le somete & centrifagacifn difersn
 cial en una centrifuga st""“‘fafi RG Z-B con caﬁeZél 55-34 a 4% para aislar !as
maitoc éndﬁas;@é" ac‘i‘:ﬁ&" al siguiente -»:e"é'qu‘ema:_ : '
SUSPENSION | ‘
295 g 10 min (2500 rpix)

precipitado "5 ‘sobremadante o L
~ se desecha : 5000-g 10 min (?500 rpm) ‘ ) -

g N C 7;" R . )
. precipitadc sobrenadante T
5000 ¢ 10 min {7500 rpm) se desecha ‘
R :—‘, _ - - . _ 1 — . S . - - vﬁ g

precipitade . . - - sobrenadante
mitocondrias ' se desecha

Lias mitocondrizs asf obtenidas se feanspenc'fén én aproximadaimernte 0, 5 ml- ,

de medio para preparacidn de mitocondrias ¥ se colocan en un tubo de ensaye

en bafio de hielo para su utilizacibn que siempre es inmediata.



Cuantlﬂcacmn ﬁe pratema mrﬁcccndnal ( )iuzphy 1960 ) I

Se prepara una dr.lucmn {1“‘00) O 99 mi.. de am& ¥ 0 01 ml.. &e la. suspen

: fmma omg1na1 de xmtocontinas, de esta dx.lu,v idn se ‘toma 0 1 ml ¥ o8& mezcla

con 2 9 it &e solumon de hidro:ndo de sod10 ‘gara da:: ana: cencent;racxon '

: ﬁual ‘d‘i,e;’ hldr&mrio d’g. '(s'bdj;@ Sml&-‘i« ‘S‘e‘rpr'%_epar;a-v ‘dt:f-“.ég é’@lﬁ:éfﬁn de 3 ml. ‘7&6 Ifi o

- drbxido de sodn:\ 5 rnM qme no: contenga protezna, este tubo sm protelna es
eiblanco con el que se agusta eI apa::ato a cada. lnngﬂ:ud de unda, de 0 a lﬂﬁ %

ae ‘Eransmltancza. Se toma la. Tecﬁ:n'a de absorbancxa &e la mnestra. com.parcﬂ S

| &a confra &1 ‘E:’lanco en un espectrofoi:ometro . 215 225 ,nm,la d1:ferenc:1a,
| eni:re' estas 1eci:uras se multlphca pox el fa.ctor 432 ¥ se obﬁene asf la. conc:ea

tzacmn de. -gro‘.:‘ez_n?;‘ €I mgfml BIX leag SQSPEHTS}QE; o:i;g;p’a;l;

«qunei:n —5'1 consums: de ex:geno Be mldxo con: un electrodo de Cla::!:

cubierto '15 or ufia memhran'a. de ‘E,efijlon;‘,. ’insertaii’*fs» en unia cﬁmara de -volume:m
. _w=tiable cou ‘bano a temgerattma constan{:e de 30 C Dxcho eIectrodo regxs- »

tra el Qxlg,e‘ﬂ,o'zdlsn‘,e'ltb' que se eg;g;g;;t;g; p;esenfe e el ;h,qm‘dn :e;fpntand;o ey

1z cAmaray estd conectado a un grificador de escala ajustable. Los datos

- obtenidos Se reportan en nanoitomos gramo de axigeno consumido por mili-

gramo de protefna por minuto o bien como poreiento de un control, conside~

rando 80 nanoftomos gramo de oxfgeno por mililitrode medic.Con este méin
do se midierén I respiracién de levaduras fntégras en un medic formado por
Glucosa 100 mM, MES Tris 20 mM, pH 6.0, levadura Integra 5mg/ml y

10 mg/ml, en un volumen final de 5 ml. también se midierén los estados



tres, cuatroy contzol resplratono enb miﬁéé@ﬂﬁafs a.'isil‘_'a&}ag de hi‘gédo de
fﬁfa;; utilizando un medio de resp‘izéé’iﬁn com;pxlz;és'to’ por: S‘a‘cirOSR 125 mM
VEDTA Tns 500]JM‘DH Tty TILS HCL 10 mM, pH? .4, H 904 Trxs 10 mM
,pH 7 4 ¥ corrio sus‘“xatos Glutamato- Malato 10 mM=l mM, 5, Succmato
30 mM m1tocondr.as de: h1gado de ra:ta 1 mg/ml volumen final 3ml ¥ ADP '

480 mnoles en }ﬁ. de agiia.

, Método cdiq::&im%tﬁéog)'arfax determinacifn de ATPasa (Sumner 1944) =

f'G‘gﬁ mit:o‘cgﬁdr;é;s de higado de ratay boi;ﬁcien&fq su -cogceniraciéﬁ, se proce

de a co‘ln’c;r en 'ﬁxﬁﬁ‘s. :d'é -ens*ayéwm :me‘did consistente eﬁ Séc&f&sté. 125 rnl‘bi

EDTA Tns 500 pMpH? 45 A'I‘P Tns SmMpH’l 4, KCl 50 mM enunvo -

lumen final de 1 mi Yy en presencna donde =1 zndlquez de Ohgomxcma 1 mg] -'nI

_en DMF, 6pl, FCCP 6 mM en DMF, 1pl, MgCl, 3 mM, mitocondrias de

h1gado de Tata 1 mg/m] beta pinenc en DM_F 0. 2 M para dar concentracmnes e

finales de 100, 200, 400 y 800 P.M-

Para iniciar 1a. reaccmon se agreua 1a mitocondria a cadat tubo Zon inftez= -~ "7
fvéios'_.de 10 (sre_gumios' ;epffe :cgda. uno ¥ se qol’écan en bafio de agna a ’,c‘émpg -
ratura de 30°C ¥ agitacibn constante durante 10 minutos. Se sacan los fubos
en el rhismo ofdeﬁ que se inﬁrbaéj'eion ¥ "a iguﬁles’infervaiosrr-&e ﬁggx;ga,y se
agregan 0.2 ml de aﬁédOﬁtricloIOacéﬁcq‘ al 30 % y se les coloca €n bafio de »
hielo. Se centrifuga = 3500 rpm durante 5 minutos. De este centrifugadorse
toma una alfcuota afé-;nr..r 5 ml y se agregan 3.1 ml de agua destilada, 0.5 ml
de mislibdato de amonio al 6.6%, 0.5 ml de fcido sulfarico7.5 M. Se agit=

mmecanicameiite y se agrega 0.4 ml de sulfato ferroso . Se deja reiccionsy
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durante 10 minutos, transcurridos los cuales se 'p:rqé edea Jeer enun colom -
rimetro de Klett~Summerson con filtfo rojo a 660 nm. Sigutendo el mismo
procesa se prepara una solucidn esténdar que contenga 0.5 pM de fosfato de

potasio monobisico.

CALCULOS:

prsles Pi/mg protefas 10 min. (UK - UKb) (4) (F)

UK .- Unidades Klett de la muéstra.

UKb.> Unidades Klett del blanco.

‘A .-  pmoles de Pi en 1a solucibn estfndar.

F .~ Factor de dilucién.

C .~ Miligramos de protefna utilizados por mililitro.

3

UKS&&, Unidades Klett de 1a solucibn estindar.

| Determinacibn de potasic en mitocondrias de higado de rata (Pefia 1975)7

el

La determinacién se ‘éfeét‘ié‘ <con un el‘ectrrddo" detector de cationes aco =
p;l;aa‘o" & un gréﬁcﬁor Se utilizGun 'ﬁledi& compuesto por :Sfa;carpsa. S
EDTA ’&'fi’s"u500, uMZ pH 7.4, Tris ﬁCIJ.O nM pH 7.4 y como sustrates Gl -
famato -Mﬁat§ 10 mM-1 mM § Succinato 30 mM en presencia de rotenona,
,Zeﬁclﬂl volumen final de 3 ml, ytemperatura constante de 30°C; mitocondrias
de hfga&§ de rata 1 mg/ml. Se agregd tritén para observar ia salida de pota

sio total ( 30 pM].



Determinacidn del potencial de membrana mitocondrial en miitocondrias

alslaaas de higado -ﬂeﬁ;‘ﬁta;,( Akerman vy Wikstr8m 1976 ): Usando safraninza.

comio monitor de absorbencia se midis el potericial de membrana mitocon. ~

drial en un espectrofotdmetro de doble rayo Aminco-DWZ2A 2 ung longitud de

onds ‘de 511 y 533 nm , utilizando cuvetas de cuarzo de 1 cm de paso de luz

en un medio formado por Sacarosa 125 mM Tris 500 pM pH 7.4, Tris HCL
10 éanpH. Tuths H31?¥f04 ‘Tris 10 mM pH 7.4, Safrapina 10 uM, y cormno sus ~
tratos Glutamato = Malato 10 maM-1 mM 6 Succinato 10 mM, mitocondrias

de hfgac_ijo'dg rata 3 mg/ml en un volimen final de 3 ml.

i
i
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’ R E SU L T A _D“’IQ' 5 o
1: - Efectos sobre la re spiracibn en 1évad§rés integras.

Se utilizaron levaduras fntegras A fm de obtener inforfriacidn sobre los
'~ef§jéfQS~ del beta pmeno en dichos o,rgaﬁiémosf debido a que los antecedentes .
sf;ge;fanv~ que el beta pineno no inhibfa Ta captacién de P — (Muller, Wy

» cols., 1969) 74 | |

Se observo en células de levadura mtegra el efécto sobre el conisufno de
ux;‘gen“o de cfantidade’s_, crecientes de be'tag 'pineno ,ofbteniendgsg (T:‘abla‘ ;E-;A):,V
:coin 5 _m_g/i'nl.de, ievaaur‘a‘._.; a la- ménor ,c,o"n".t;enfi“acié*nv de bet& piﬁeug* pr‘o'{:va;ia,‘

100 pM, (E1g. 2-A), una inhibicidn en el ;co#sgmoi de :-Oxfgénq &e]ZOl%;:a con

200 pM ,aumenfa la iﬁhiﬁici_;’m hasta 5‘5%,‘ con: 400 pM 1a inhibicifn es de ’16‘.% ¥

con 1.2 mM se inhibe 87%. Para. obgervar: pos1bles variaciones de‘bxdas al cam'.bm'
en la concentraczon de Ievadura, ‘se. prob5 con &l doble de celulas de: 1evadura

K(,I_Q mg/ml) v se ;obt\ivo, (Tabla I—.-B')‘,, :,c"o‘rL 200 FM'»de b,eta u'pineno.cuna‘.‘ inﬁibic'ioﬁ

en ¢l consumo de dmgeno de 22%, con 400 pM de 47%, con 1.2 mM de beta

pineno 68% y con 2 4 mM una mhxbxclon de 87 (Fxg. Z B). 7 o T
En estado '&ésagqpladq con. FCCP, el efecto del bgi_:a. pineno sob re el consamo -

de oxfgeno en ;evadu;:; fntegra es menor que en estado acoplado ya qﬁe 2 unz

concentracidén de 5 mg/ml de levadura (Tabla 2-A y Flg. 3-A) se nbservo que

con ,IOO'FM de beta pinend el consumo de oxigeno aumenta en an 3% con respecto

al control, ¢on 200 | pM disminuye 3%, con 400}1M disminuye 22% 'y con 1.2 mb

disminuye 52%. Con el doble de levadura (10 mg/ml) (Tabla 2-B y Fig. 3=B}

y 200 pM de beta pineno el consumo de cxfgeno aumenta 3%, con 400 'JM disnzinuye

12% y con 1. 2 mM se inhibe 36%.



o .

so’nre el consuma iie Oxigeno por celulas m“be:rras de

1 evadura .
Au— Smg/ml aevxévaaumg‘inmegra.

| Beta pineno . matg Op  TPorciento del

oml . . min 1 g -1 control

o . assls im'
0.10 B 1.0 0.4 :
0. 261 0 5.8 0.9 45 8
]Lm 1502 ._ﬂa

o

:H'

M-

]+
.ﬁa

L

Bi= 10 fig/ml de ievadm?g integra.

L?Bieta pinene = . natg 0y R F?orc:.ento del
L g1 " control
100
78:8 £ 1. 6
53.3 % 5.8
32.4 & 2.4
13.5 & .1

econd“ic'iones expeﬁméntalesf Glucosa 10C mil, Mes-Tris 2G mi
pi 6.0 levadura mtegre 1o fue Bs indicoue, temperatura de

ineubeeibn 30°C , en vn volvwen final de 5 ml.



FIGURA 2.~ “Efectos de beta pinens a diferentes concentraciohes sobre

€l consumo: de Oxigeno por c¢élulas integras de levadura.

Y . . .

A.- 5 mg/rmil de levadura fntegra.

LEV.,
1200

400

B.~ 10 mg/ml de levadura integra.

LEVm ) |

2400

1200

Concentraciones micro miolares de beta pineno.



TiSIA 2 .- Bfectos de beta »irero a diferertes coree. trae:mqa
sobre el consumo d2 Oxigeno por c&ilas i:teg_r"s de

le,Vadu,m an estado aesaeoplado con FCCP.

A.— 5 mg/ml de levadurs intesrz.
/ Betz pineno o natg 0? . , Pakciento del

oy o min ~1 mg"l  control

o 16.1 =+ 1.8 = 100

0.0 - 16.1 % 2.4 = 103.0 % 2.8
0.20 15.5 2 1.8 - 97.4 % L.1
0.40  11.8£0.9  T76.3 + 6.6

1.20 . TS5 2 1.0 48.5 % 5.2

H' H*

I+

B;.; 10 mg/znl c‘ie levadura interrs.

Beta pinenc : : na"{:g }efg ’ ’ ?qrci’e‘nﬁ: del

mE - mi;n'ﬂ mg"l - ‘eun:ii;rol :

:
<

5.5
7.3  133,0 % 0.3
4.3 104.T + 6.8
2.5 . 87,8 % 3.5

e . 18.2.
.20 ' 2443
&.40 , 19.1
cLa20 | A 16.0

4 &

I+

i

Condiciones eﬁgeﬁméﬁ%‘.aﬁe’sf Glucosa 100 m¥f , Mes-Tris 20 o¥
pH 6.0 , PCCP S}zm, levadura Integre lo que se indique , tem
peratura €& ircubacifn 309¢ , en un voluden fnzal de 5 mli.
El contrei sin ’bei;a.—p;neno tambifn con‘teni.a E }1&1 de FOCP.



PN

eI consumeé de Oxfgenn por células fntegras de levadura

en estado desscoplado con FGCP. "

A.~ 5 mg/ml de levadura fntegra.

200

 Concentraciones micre molates de beta pinenoc.
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PR, N

‘se empleixu’z’; sustancias hidrbfobas con :e;s,“&ru;j:é@;né‘s_;gaiecidas;é.l beta pine_ .
7o, corno elj;iclohexanb),f benceno b'd &ec:aj.noAg, Se obgervd (‘-I‘:abIAa 3}’(@@ a una
céjgent<r'ééi‘5n' de 5 mg/ml de levadura -éon l.Zdee be:;c;eng‘; QEE.aﬁO v:'lci-
'cic;_ hexano, el consumo de ,oxfgéna‘\anm_enta con regpecto al control -2&,311 6
15% res:pekcﬁiv’amegﬁe, al aumentar ia ~concen£rt§¢i6h; a 2.4 mM el consumo 7

| de oxigeno aumenta 40% para benceno, 45 % ii;ra decano y 18 % para cicle -
heﬁ:ano‘, Al, agrqéxifa’f- las .céncentr:;&ciones.: a 10 mM hay un aumento en el o

$umo ’-de _ox’fgéno‘ de44% con c’flecéno. y de 39% céz;begcego, mientras éue,]
con ciclohexano hay nna'; vdjj;s’rriii'mﬁiﬁy’n-gh- el consumo cig oxigeno de 20% por

debajo del eontrol.

2.~ Efectos sobze la respiracidn en mitocondrias aisladas de hipado de rzfa.

- Con base en el efecto del beta pineno sobre 1a respiracibn ex levaduras

fntegras, decidimos estudiar los efectos sobre la respiracidn em mitocon -~ =

drias ,éisladas de hi'gado de rata. Para esto; a fin de lograr miayor informa_

“&18n uBilizamos dos tipos de sustratos, Glutamato-Malato y Succinato, ade~
- mis estudiamos los efectos sobre el estado tres, cuatroy el control &:eagi—_-:
k-ra.tori;c“s ‘buscando un posibk efécto sobre el a,tdgiamiento; de la, respir.acigﬁg;
En la Tabla 4,_,; se observa que en V\e-s't;zdo: cuatro, utilizando Glutamato-Malz
to como sustrato, con 100 PM de ﬁeia.- pinenc el consumo de oxfganoﬂ pricti-
 camente no varia con respecto 21 control; con 200 FM el consumo de oxfge —

no aumenta 8.3%; con 400 pM disminuye 50% y cou 600 pM disminuye 57%.



- TABLA 3 .- Ifectos c’te b-“_cepa Feecrno ¥ c:.c‘fohexano & ‘dif!e -

rentes concentraciones sobre el consumo de Oxige-

no. por cflulas Interras de levadura.

Beneeno
e
16.80

‘Decano

- 120
840
1¢.60

Ciclerexano

'16 .0 -

-.‘:.{;G Q"‘ '
=L -1

min T mg

13. 5.2 1.3
13 5 + Q-%3f~

16.0 + 0.7
16.7 -

|+ H-l_

natg Op

win~t mg-”l

11.5 % 1.1

15.1 + 1.2

16.5 % 0. 9
17‘.9 + 1.3

.

natg 02

min™ mg™ L
1.5 2.1

13.2 + 1.5

14.6 * 2.8

9.7 % 6.9

- 0.8
. Ta8

126.

Porciento del
100

I+

140.9 x 4.4
- 147 Tz 5.6
13%.4 & 4.1
:Ebzéiﬁn£o~del

- gontrol
100

1314 + 8.8
145.2 2.8 T e

157.8 & 2.7
144.1 ;“. 8._’

" Poreiento der =~ - T

control

100
114
IXT.S

.

3-5

W oo o o
W

o R R RS

Eh i
2 5
W

=2

Condiciories experimentales:Glucosa 100 mif, Meg-Tris 20 mM
pH 6.0, levadura Intesra 5 ng/ml , temperatura de incubacidn
30°C, en un volumen final de 5 al. ’



consumo de oxigeno en estado tres, estado cuatro y control reéspiratorio

en mitocondrias aisladas de higado de rata.

Beta pineno
M

0
log
o

400

600

100
200
400

600

Estado custro

natg O,
min” “mg

24.9 1.9

23.3t1.2

27.5 ¥3.7
12.5 1.4

11,1 218

67.4 ~ 1.8

63.2.8 1.7

198.0 %13,5

53.2 0.1

=1

Porciento

del control

100

(£

[ 29

49.9

Tadbla4 .- Efevc:tds de beta pineno a:rd.ife;r;enﬁesi: ¢oncéntraciones sobre €]

Estado tres

nat : ‘:02. -

min~mg~!

147.2: %L

 143,7 £ 15.3

TS

12.5 % 1.8

T

11.1 21.8

SUCCINATO

160

93.8 1 i;, 9

228.2%50.8

296.3 22.6

T6.4 & 2.7

- 281.2 £ 14.1

9.4

Porciento
del control

100
96.9 % 7.2

8.4 20.5

7.0 Fi1

J.QO
109.7 % 3.3

- 108,22 7.7

78.3 L 7.7

22.0 22.1

5.9

.. 4.6

1.0

Gondiciones experimentales: Sacarosa 125 mM, EDTA Tris 500 pM, pH 7.4,

Tris 10 mM HCL PH 7+4, H3P04 Tris 10 mM pH 7.4, ADP 480 nmoles en

6 pl de dgua, glutamato~malato 10 mM- ImM & succinato 30 mM, mitocon =

constante de 30°C.



&

Coq el misme susiratc; et s?ano ﬁes es ﬁoﬁihcado por el beta éineno de

1a manera. siguiente con 100 pM de beta *gineno no se cbservan -vari{a'c”:‘ioztés:;
con i‘ﬂspeét'o- :ai c’:onﬁ’t’;rdl.,: con. 200 pMdLsminuye '.‘_Z‘}IPZ&,V ;:on; 4OOPM ;s:é inhibe
91% y con 600 pM se 1nh,i.lie 93% (fig.4). Bl control i'e.spiratorig -(iQ’R‘,)»‘_ es
el resultado de dividiz el esﬁado tres entre €] cuafro, pa‘a el control es ée;

5:9, llega. ab.0 con lOU}lM ha;a a 4.6 con 200 PM ¥ se colapsa 4 1.0 com

-

400 v 600 pMde beta pineno:

Utxhzan&o succmato como su:trato en: estado cuatro (fa.bla. 4) se obser-—
va gite con 100 pM de beta pineno tampoco hay. cambio en el consumo de o‘x;_
geno con respecto al 'contréls 200 pM aumenta 60%, con 400;1M auﬁent:a :9&%
- 3 con 600 P.M disminuye 25% con respecto al cohﬁroL;‘ng €L mismo susitz:ai‘#
‘enb“es'jtado‘ {:res ¥ 100 P.M ﬂ‘e: bem 'pinfénolei consumo de ‘bxfge‘no‘ aurnenta 10%%,»
con 200 PM aumenta 8%, con 400 pM disminuye 22,% y con 600 pM,di‘?snii’nuye
: ?8% con respec‘to al cont:rol (F;g. 5). El cont::ol respiratorio en este cago
es de 3.8 para el control Ilega a 4.5 con 100 PM baja al, 6 con: 200 PM
se ;colap:‘e‘;a; al.0 con. 400}1M y es de 1.1 con 600 pM. Hay aos d)_ferenmas o J;
,'inzgért'z’mtés; con a:mTaos .siiéti'a.%t-is:., Laprnnera éon 'Glﬁf#&f@'-’b!_lalato' no
hay efecto en estado cuatro, mientras que con Succinato hay una asﬁrrl};ia‘-- _
7 €i6n muy marcada a 200 pM. L= segunda diferencia co.n,sji_ste en 1a inhibi =
c‘it'm del estado fres :at‘iiia‘ concentracidn merior con Glﬁtamafa-‘h‘["al‘ai:p a

400 pM , mientras qué con Succinato a 600 I"M : .
R’ 3 i ' .
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FIGURA 4 .- Efectos de diferentes concentraciones de beta pineno en

el consume de Oxfgenc por mitocondrias de higado de rata, con Glutamz

-

to -Malate coms sustrato,
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FIGURA 5 .= Efectos de diferentes ‘concentraciones de heta pineno en

¢l cofisurno d¢ Oxfgeno por mitocondrias de higado de rata, con Sucei =

~ Tmato como sustrato.
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Fa Efectos sobre 1la actw:.dad de ATPasa.

Deb-LdO a. L que con: Succrnato se obse rvh un efecté desacoplante del beta
pineto, medimos la _acnmdad de ATPasa. Pengando e-nla.-posibilidad de un.
r‘da_x“io: 'mitdcg‘qdria‘.l,r e1 éxpe'j;iménto‘ ge efgCti;é en presencia y 'a\;senci_é; d‘e-'
m}agnes}ié; En la 'Tal‘.:lak S-A ge observa el;.eféctd del beta ’pi,n'enql.’é diferen -
teé éQnCei;tréﬁiAones. ‘s,p'b:;e 1a agﬁ;.vidad, -':djé .ATPﬁés_a_ ;e'r_l,‘ hﬁ,f;dcoﬁdﬁi‘as de higa
’ do de rata. En presencia de :maggeéig 1a acﬁvida‘d deATP asa basal es de .
 0:.;,'06‘7‘6 ngiés: de Pi pOr mg. ae_ j;:rotefnien ‘;Idr minutos, en 5pxe”séncia de
12 pg -_d&ualigomigiha ‘es de 0.045 pmoles de Pi por ,mgs. de bprétefila‘ en 10
,‘-mi‘nﬁfibs y;l,agregaf ‘FC’CP‘.e;s de: 0.187 [J;mo'les“ -dé Pilpcr mg . v’d"'é, ‘p‘fotez'na |
x—m. 10 mmutos, al agregar diferentes concentracxones de ‘beta pineno la At
hvxdad de A’I‘P asa es mayor que el valor obtemdo con FCCP pero 2. 800 /JM
de beta pinenio 1a actunda.d dxsm;nuye.El FCCP en: presencxa de 200 )11\/[ de
. beta plneno no parece mcdxﬁcar la actxwdad de AI[‘Pasa. )

, En auseéndcia- de magnesio la. actwu.dad de ATPasa. basa’l es de 0. 054 pmoles
“ a e P1 ‘p‘or ;ng de 'protfé{i;a. en 10 :ﬁiﬁ&fb‘é‘;, at ;agr;e;ga‘;r-EGGP es.de @ 231
. :Fmbies’ de Pipor mg de prqi:‘éfz‘xa en 10 miziﬁtos' yal ,ag.r_egar.,ciifere;i?és '
,Cioxjifc;entgaaté_iones; de b.ef?.. pineno la actividad aumenta. sobre el valor o‘btéhi’.—.-

do con FGCP siepdo menor afin que eh presencia de magnesio.

4.- Efecto del beta pineno sobre el contenido de potasic m itocondrial.

El aumento en la actividad de ATPasa es compatible con un aumento en
la permeabilidad de la membrana mitocondrial y para detectar dafio en es=

ta miembrana, medinos la capacidad de las mitocondrias pira retener el

i

i

i



‘i'?iBI;A 5 o~ TEdcton de betn m.nen—éw»; aiferentes concentrac:tones
“sobre la achmﬁa,cl de ATPasa en m;tocond;rlas ‘de hi ~
- gfado de rata. .

#.- En presenciaz de Mg+ .

Be{?a" pineno : ' ‘ B :
' /ﬂi | i ’ )moles P:L/mg prote. 10 min.
0 Y 0674-0094 | o
100  0.239 £ 0.014
200 . | 0.241 + 0,022
S0 © 9.212 3 0.031
800 R _'?91.156 0.025
200  FCCP . 0.231 4 022
6 + TeCP "0;.‘187 015
0+ Oligo.  0.045 1 0.002

l+l+l~ul+
ooo

l+

B.~ Ed ausenciz de Mg*t

--‘:"B'es*»te_,. nineno Pmo"les Di/mg orot. 10 mine «
6 - 0.05% % 0.003
‘100 0.144 + 0.029
200 0.157 £ 0.015
40 - 0.163.% 0.020
800 0.141  0.043
200 + FCCD 0.212 % 0.031
0+ Rger 0.231L & 0.031
C + CGiifo. 0.C26 + 0.002

I+

l+

Condicions~ @:-‘tafe«*imen%alesfiz Sacarosa 125 mM EDTATris 500 ,.xh?
pH 7.4, ATP Tris 3mM pH 7.4 ¢ XKC1 50 ml, MgClo 3mi: FCCP S,J.BI
Oligomicinz 6 pds mitocondria 1 me/ul ,%emperatura de ineuba -

cidn ,3.0‘39,.?:9: 1C win.
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‘ Potamo;ﬁte;:no(FIg&}. n‘i&o_sé observd efecto con 100 pM de "beté pineno
. con respecto al control, con 200 y 300 FM la capacidad de la membz‘ana.pé_
T2 retener el potasio intramif@gondr‘iai Sé 'pi;.er.&i;, bbsj'e:vfﬁndpse @e con.
400 ¥ 600 pM se recupera la. .iingefmeabiiiclad ¥ ya no hay salida de potasio.

Luego de ohservar estos flujos se ‘a.ga;',e,gﬁ. #ritén pv‘arﬁé :;qm_péer 13. membrana

m’iai:b‘con&ﬂil, :6b3etv5n&o.s,e; qué él‘&aa’lqr total del potasio en el medio era

similar en todos log casos.

Bam Efe cto del beta pineno scbre el péﬁenci‘al,,elédﬁazoquﬁtii é’o,; de 1= membrana.. :

En vista del aumento de actividad de ATPasa desde 100 pM de beta pine_
fio, decidimos estudiar el efecto sobre €l potencial mitocondrial usando sae

franina como monitor de absorbencia, con Glutamato-Malato y Succinatoco_ -

mo sustratos en ausencia y preseéncia de fosfato; pensando que el fosfato po_

R

. drfaproteger a la membrana de la aceidn del beta pineno, basfndonos en que

‘en la determinacién :d,é» ﬁé%tv;idé;& deA‘IPasa g;e oxﬁ‘iﬁﬁ &l fd,s’fato del medio ,
& ‘diferem;:i-‘a. de Lois‘_vggggmnﬁds prevics en gue siempre s€ puso 1o pMde
fosfato en el medio.
Usaﬁ&oGIutamaio;leatc: como sustrato no hay efectos con 100 PM de
' beta pii;ena' cof. xe‘sp‘e’c‘t’d al contr‘ql-, con 200 pM el 'pot'eﬁcial 'liransme!ﬁﬁbtai;'
nal disminuye répidamente y 2 concentraciones mayores ya no se establece.
Con Suceinato, el potencial establecido en el control fio es afectado con 100
FM de beta pineno y al aumentar la concentracifn de esté, desde 200 pM el

potencial ya no se establece.
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 FIGURA .~ Efecto de diferentes ccncentracfonesdebeta pinerio sofe -

o el contemdo de potasxo K*) en mltocondrlas ide hlgaao de rata. Concentz:a—-

=
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| Bn levadura fategra el consumo de oxfgeno es inhibido por el beta pine=

ne, bi":’isaewin&awﬁqué exxste una relaczﬁn entre la ?-éézﬁ:idad’d'e:"ﬁeﬁz.’p‘iﬁéﬁu -

- requenda para un porcxento de mh{bxcwn dado y la cani:zdad de 1eszadura. Con

200 sde beta puzeno y 5 mg/ml de Iev:aau*r’a, €L consumo de omgeno se i

. Inhe 55% y al duphcar la concentracmn de levadura. 16 mg/ml se quu;ere

- el dohIe de beta. gme.no 400 }1M para uﬁaiﬁnlblcxon de 48% o esfa relaclon
- <!garn‘i:nen se observa a otras concentzacmsnes - Este hec’}&o nos llevo apensar ‘
Cen que el efecto del beﬁa;ﬁfme.héf sobre el mei':abelis'ﬁao aela leva&ura P o=
d:c‘ia. ubicarse en Iz mﬂ:ocondna o | |

En nntocon&nas a‘sladas de higatio ae :r:a‘ca observamos 105 efectos s ' R

s .bre 1as d‘xve:csas funcxones mei:abollcas, nevadas a cébo en: est:recha rela i

g cmn con. lamembrana zmi:ocondmal mtema : La o cibn mas sensible es la

: achvxdadde ATPasameddasxenlpre en ausencm. &efosfato 1a mxal aesae :

, 100 FM de he{:a 'pmeno se estxmula, tauto en presencla COma eI an.sencza de

L& Potenctal transm&mbranal meﬂldo "oy e e

.Zfaﬁoq; pero ‘s;g_lg'; en g,;;:_sen.c:jx’;, de _,;t’:q‘s;a’m.._ si ponemos fogfa,_ttc en el miédl.ti;? en,
torices el ’Potencx al disminuye hgefamenta No meduno & actwidaé de ATPasz
‘con fosfato pues: el método mide Ja 'Qaﬁﬁ&a& de fosfato 'Iib-ef.aéfof pﬁf ;eI. ATE
hidrbli.zadd enmm&icamente y una adicibn de fosfato al f;;nedid' en las faitf -

simas proporciones usadas vo permitiria distingair el liberado por Ja



. ATPasa. El fluio ds potasioc- ':f't;.-m‘;etmaﬁmmemao siempre en p:cesen )

-do-cuatro a menos gue la membrana se haya permeabilizado, en t2l caso se
observard un :aume'nto en el consumo de oxigeno, similar al -pr_gvncaﬂo, com

: -su‘c‘cmato. A concentracxones mas altas- hay unz m‘inbmlﬁn de 1a respxraczm

o

T . 19
cid de fosfato es igual al del contfol yel consumo de Q:ﬁfgeno ccni glutamato
malato 6 con succinato s}iompi :Siisfiétos tampoce seve 'af‘e_ctad_,o . Al -‘aumeri_ -

tar Ia concentracmn de beta pineno a 200 pM se observa que mx’entras la -

' ’ATPasa contmua anmenta&a, 1a mxtocondna €s n:capaz de Yetener. el pota-

sio intramitocondrial gxisﬁ'enau un desac opl-am‘:te‘ntg de la fg.sp’;i;tacipi; con

succinato, observado como una aceleracidn del estado cuatio. Con glutama-

' to-~malato no hay efecto sobre el consumo de oxfgeno y podrfa deberse a tm .
aumento en la fpe.rmeéﬁi],iﬁia;d de la membrana, manifestado como la incapa=-

~cidad de retener el potasio intramitocondrial. Esfoperrmhﬁa el escape del

- 4' * - _ "'; B v -»‘ N RS ‘ _ R o ~ . - 3 -, - - - o .A" b'".' . vi‘ P
NAD" como sucede con €l potasio, conla resultante dismintcidn en la efec—

tividad de 1a NADHdetshid:gg:efﬁasa. Pensamos que :ers't_o p‘,igd‘ez demostrarse .

Tk

agregando NADH,, a1 medio, que riormalmente es incapaz de penetrar 14 ma_
gregando 2 q ncap P e,

#riz mitocondrial, por lo tanto no deberi provocar una aceleracibn del esta~.

que con glutamato-malato requiere de 400 pm de ‘“beta; :pinejno_: ¥ eon succinz-

‘to de 600 pM, a estas concentraciones la impermeabilidad de la membranz

.

'g;are,ce"recuperada parcialmente, pues ¢l potasio intramitocondrial no se gz
le y €l potencial transmembranal no se restabléce pero el consumno de oxfgﬂ.,_;
no se encuentra inhibido casi por completo y fio'podemos diferénciar entre

§i estd resellads la membrana o se trata de un artefacto.
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- Plaﬁé’aﬁééesmﬁif‘eé& fenﬁfﬁenBEataido&eééieraf‘ﬁi}:&imcial ‘trans -
membranal mediante la ATPasa qne o ;e]Sti inhibida o con ‘:\raliziémigina; y
si se restablece la :ﬁe:meabiliﬁad@e la membrana, entonces el potencial a~

‘.Pﬂaré;erxﬁ a coﬂc‘eﬁtﬁfacioneg altas . | | |

Concentraciones mayores de beta pineno nd.presentan modificacioness
' Hay un'dato incongruente en nuestros resultados, al agregarun desaco -
plante como el FCCP se revierte parcialmente Ia inhibicidn en el consumo

de oxfgeno por células de levadura fntegra, con 200 pM de beta pinenoy

5 mg/ml de levadyra se inhibe 3% con respecto al controly a concentracio

nes 'rﬁé.yoreé» cox:izo 1.2 mM la inhibicidn es de 52% mené; afin que cuando
- estan ac‘:qula'd'v'a‘?s. Ef'é:te 'éfect§~ .a;pu:;ﬁaba; hagi_a-uné,-g,nphgb,lg 1nhib1c16n de 1a
actividad de ATPasa que 'i’_nhibiéra- el -:;on‘éumot de-ox{geno, siendo »iévgrsi -
ble por la adicibn de air;’des'a'capla;niei y sin embargo, en mitocondrias aig~
13&58‘* a todas las ccn:;ené;acignes ’pi;bﬁ;daé _,) 1a actiwda& de .,Aftl‘Pna.s’a se en.-
. cuentra «aume#tédaf Otra posﬂ:nhdad en :qu_e; p,ocfe&;os,, é_ﬁe’ns-:a'.i?‘ -ésﬁ que :-_c:trm‘v

FCCP Ta levadura sea incapaz de i:aptar tanto beta pinieno chh;i cnando eg~

té ;éne;ggiia;ig,;i :eﬁ este c'i'asci:,‘ ﬁq‘s: eﬁ.g@nﬁfarfmés €on un ien'Smgné- CUrioso;:
pues el beta pineno carece de carga q:ue Bea satrﬁi&[a,~ij_p.d'rf :ia*'en'e,rgizaéiﬁn, de
T2 membrana plasmificay habrfa que postular un mecanismo de ?ErahSpoﬁta
dependiente de energia, muy éape.cfﬁe;;o: para esta molécula,

De cudlquier 'm’a,pe‘ria_,- con los datds anteriores podemos concluir que el
beta pineno interfiere con el metabolismo delas levaduras fntegras, proba-

blemente a nivel mitocondrial y también es evidente la importancia de Ia



te polariz a'diﬁn de fluore Scencla usando marcadmres :ic.omq el ditenil Hexa ==

» {{:'rie;nbm

Planeambs fazr"bl,en esmdm.r otros monote:penos alelopatxcos para ast,

‘_'p’z_:&ezr esta lecer st ex ‘rcomun en su acthdad cbm‘o mhﬁn

o)

dores del metabohsmo de fas levaduras\




’ su.gae.::e fuertemenf:e que el szt:.o de ac

o "d‘a'.'sz EL ;p’ ot;ezmai transmembranal tam“bxen :c,h.s;mmuye“ en »*-a"xfjs';eii 23

! beta.pmeno mhlbe el metabolismo de 125 levaduras, enuna forma que

En mltoccndmas a.xsladas se ob ervan dlferenf:es efec’cos‘ que dependen de Tas >

n de "eéﬁa moiécula &8 Ta nntocondna -

conce traciﬁzzde‘betapmenouhhzada.Elfosfatoprotege paxclalmente a larmtq_

condfna de esi:cs efectos .

Con 100

de ‘beta. pmeno Ia achv1dad ae la ATP asa se ve estlmulada ¥

este aumen{:e lie actwuiad no: des ana.rece ai concentramones mayoz:es proba -

Conf{ZOO PIM. ae ’betapxneno y su:ccmato comb sustxato hay un. efecto desa =

ccplante, axm en: p‘resencxa. de - sfatoy 1z =i;_i‘e»i:c‘—mga’,b;}l;1d,3ﬂ ;iier l?,,membraz;; al

‘potasm aumenta.

*

Con 400 PM de beta plneno . T r‘eééﬂfa inh1b1c:16ndela. ::Ve’étﬁ:réx_é

mda "por sustratos de p::uner 311:10 que pa;rece :rever’cxrse aléumentar Ia. per-

alsgotasm y con 600 ‘f,f,, se mh:.be {:ambxen 1& de s:_stratos de .egzm.

Todos los efectas :djeif ‘Beta pineno p’ar‘e.czn; ve‘j‘eﬁn’ceersez sobre 5p‘-i-b;ce'sds es‘ﬁr&az o

chamem,e relacwnados con la memhrana, sea en sd, mtegnda o) su- ﬂm&.ez
. Por eno pensamoa gue Ia, molecula puede tener 84 sitio &e acmén en la mat*zz

fosfoli?i?hca de la membrana. .

de fosfa{:o. T

,r’zj ”So;ste‘f;-ﬁ. T




'quu.e p‘rovcca BT 1a mﬁ:ocou&r 'a_, am como, ia ap arenie recupe:cacwn de 1a

f'1mpermeﬁbﬂ1dad a mayores concentracxones de bef:a ?meno. e '

| ‘i‘ambmn querém;)s esindxar otré.s sustancxas alelcpéﬁcas delr gzﬁpor de
10s monéterp;énqs- ¥ trai‘.:ar ~_ﬂé deﬁm_rm me_;?m\s‘,mé- , geﬁe’:‘a‘l- ﬂ_e sac';ny;dgg,,cpmd -
| m.hlbldores del meﬁabahsmo, . o | ‘ o o

A Iargo plazo sentar parametros pa:a esi:udxa: esias moleculas coTiD her o

S fbm'zdas pof;enmales 4 uhhza‘i:les en Ia ag;lmltura.r
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EDTA .- Acido etilendiamintetra acético

Trid oo T fiS‘(hidt'Qxi metil) amino metaxo.,
’ ADP.— Adelelosihf ﬁvifcv)sfétq.;»

ATP.- Adenosm tnfosfa’co .

. DMF.~ Dimetilformamida

MES.~ - Acido 2(N=Morfolino) etano sulfbnicos -

NAD .- Nicotinamida adenfu dinucleftidos

' FPGCP.- Trifluorometoxicarbonilcianida fenilhidzrazona.
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