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RESUMEN: Desde el descubrimiento de Las
enzimaa como reguladores melabdlices se ha
progresado notablemente en el estudic de
los procescs de regulacién celular, v
diversas investigaciones relacionadas con
células animales v los datos cblerides de
ellas se han integrade wuma MNueva Teorla de
Control, que permile evaluar de manera
cuantitativa el grade de influencia de un
pasoc enzimdiico scbre el fluje total de una
wvia determinada. Esto puede ser de utilidad
para relacicnar loa proceacs de adaplacién
a nivel bioquimeo que ocurren en la célula
vegetal al enfrentar situaciones de stress,
como la salinidad en el medic de
crecimiento.

En el presente trabajo, primerc en utilvzar
el enfogque experimental de La Nueva Tecria
an mitocondrias de plantas Superiores, ae
invesligd el control de ia respiracién de
plantulas de alfalfa crecidas en siress
salino, con el fin de evaluar posibles
cambios en el grado de influerncia de las
enzimas wrveolucradas en eata via. Los
resultados muestran un notakle incremento
en la  influercia de la ATP sintetasa v el
acarreador ADP.-ATP en mutocondrias de [T ]
plantas salimzadas, Lo que sugLere unda
posible relacion entre el procesc de
sintesis mitocondrial de ATP ¥ les
mecanismos de adecuacidn de la planta a La
salinidad.



INTRODUCCION:

El estudic de la regulacidén celular invelucra numerosos
aspectos y ha sido abordadeo desde muy diverseos enfoques,
constituyendo una de las principales A4reas de investigacién
bioquimica.

Desde el descubrimiento de las enzimas y de sus propiedades
regul adoras se han alcanzado avances notables en la comprensién
del metabolismo celular y de los mecanismos de regulacién mas
generales.

El funcicramiento celular estid determinade por una compleja
red de interacciones entre las distintas v.las. metabélicas que la
integran, ordenadas vy dirigidas para mantener la estabilidad
celular. Los datos originados en las diferentes fnvestigacl"ones
sobre regulacién han dado lugar a la proposicién de una Nueva
Teoria de Contrel <10, 11, 13, 14, 18), en la que en sus
postul ados esenciales se expresa que el control de una via
metabolica es compartido peor cada una de las enzimas gque la
integran. Ademas, se propone un !‘undamenLo tedrico mediante el
cual puede evaluarse la importancia relativa de cada enzima
participante, a traves de los Coeficientes de Control de Flujo
CCi’s). La utilidad de los Ci's radica en que permiten evaluar de

manera objetiva los cambios en el grado de influencia de las



enzimas en el contrel de una via cuande un szistema biocldgico e
enfrenta a distintas condiciones ambientales.
De manera particular , el stress salino constituye un

factor limitante del funcionamientc celular. De hecho, wvarias
enzimas modifican su actividad por efecto de alta concentracion
de sales (10, 20). Los Ci's pueden ser dtiles en los estudics
relacionados con el stress salino en plantas, contribuvendo al
entendimiente de los procesos adaptativos gque ocurren a nivel
bioquimico bajo tales circunstancias.

En este trabajo, se pretende utilizar los fundamentos de la
Nueva Teoria de Control investigando el control de la respiracidn
de mitocondrias de alfalfa C(Medicago sativa?, alsladas de
plAntulas crecidas en stress salino, con el fin de evaluar
posibles cambios en el grado de influencia de las enzimas gue
integran esta wvia.

El enfoque metodolégico ha sido usado con anterioridad <10,
17> en el analisis de la cadena respiratoria en mitocondrias de
rata, pero en plantas no habla side aplicado.

Este trabajo constituye el primer intento de aplicar los
criterios de la Nueva Teoria de Control en plantas en relacidn al
preblema del stress salino; es factible gue tales criterios
puedan emplearse para entender mejor los cambios en la zctividad

metabdlica de la ceélula vegetal al enfrentar el stress salino v

(/]



convertirse en una herramienta metodoldégica

que los T1's puedan
para profundizar en Los mecanlismos bloguimicos de adaptacidn en

las plantas.



ANTECEDENTES:

La Nueva Teoria de Control:

A excepcidn de unos poces casos en los gue las reacciones
son catalizadas por Lones metalicos u otros facstores. el control
metabdlico se realiza a nivel de la actividad enzimatica y la
actividad hermonal. La célula modula la actividad metabdlica
mediante clertos mecanismos en forma tal que los cambios
producidos en una o dos enzimas repercuten en el flujo total de
una via determinada.

Se ha llamado "enzima reguladora" a aquella que es capaz de
ejercer ‘un control significativo en la via y cuyas propiedades
son controladas por factores diferentes a la concentracidén de
sustratos y productos (18).

Se han propuestos diversos criterios experimentales para
definir qué enzimas determinan el flujo total de una wvia dada.
Ellos incluyen la identificacién de reacciones alejadas del
equilibric, la determinacidén de las capacidades enzimiaticas
relativas y la identificacidn y analisis de enzimas alostéricas
€18>. Sin embargo, los criterios experimentales gque se han
seguide no establecen como podrian las enzimas controlar el flujo
metabélico y no aclaran cual es la importancia relativa des cada

etapa.



En un intento por resclver estas preguntas y mejorar los
criterios previos empleados con anterioridad, Kacser y Burns (140
y Heinrich vy Rappoport C11) desarrollaron de manera i1ndependiente
una teoria cuantitativa de control cuyo postulade principal
establece que el control del flujo total de una via es compartide
por todas las enzimas que participan en ella. Este nueve enfoque
se opone a la idea generalizada de la "enzima reguladora'" unica vy
proporciona una medida cuantitativa de la importancia relativa de
cada enzima que contribuye en la dindmica de una via metabdlica.

Los fundamentos establecidos por estos autores y las
sucesivas modificaciones y contribuciones constituyeron la Nueva
Tbérla de Contreol Metabélice (10, 11, 13, 14> gque ha permitido
un estudic mas objetivo de la regulacién enzimatica.

En esta teoria se introdujo el concepto de Coeficiente de
Control de Flujo , para indicar el grado de influencia de wuna
enzima en una ruta metabdlica particular en forma mas precisa que
en planteamientos previos.

El Coeficiente de Control de Flujo (Ci) se expresa

matematicamente asi:
Ei dF

Ci R
F dEi

donde Ei es la actividad de la enzima ¥y F la magnitud de flujo a

traves de la via C18). Si se grafica la intensidad de flujo v.s.



la concentracién de enzima activa, el Ci puede calcularse a
partir de la pendiente inicial de la curva obtenida multiplicada
por =1 factor escalar EL/F‘

El Ci puede tomar cualquier valor entre cero y uno; asi,
una =2nzima cuyc Ci sSe aproxime a "1" se considera mas importante
en la regulacién del flujo metabdlico que otra con un Ci cercano
a HOM

En 1982, Groéen y colaboraderes utilizaron el concepto del
Coeficiente de Control ¥y lo aplicaron a una via especifica: la
fosforilacidn oxidativa en mitocondrias de higado de rata C10).
Utilizando ibhibidores especificos para cada enzima de la via
para variar la concentracion de enzima activa, obtuvieron los
Ci's correspondientes encontrando que las enzimas mas importantes
en el control de la fosforilacidn oxidativa son la translocasa de
adenin-nuclestideos, el acarreador de dicarboxilatos v la
citoecromo oxidasa, con un ci de 0. 33, 0. 33 Y Q.20
respectivamente.

Debide a la relativa facilidad técnica gue brinda el uso de
inhibidores especificos para modificar la concentraciédn de enzima
activa, este método se ha usado también en ctros estudios scbre
el control de la fosforilacidén y la arsenilacidn oxidativas (17,

18) en mitocondrias aisladas de tejidos de rata.



Efectos de la salinidad en plantas:

Los estudics sobre los efectos fisioldgicos y bioguimicos
de la salinidad en plantas son importantes por dos razones
fundamentales:

a) practica: para tratar de prevenir dafios a las cosechas,
tales como la reduccidn de la talla y la merma en
productividad, y

b)Y cientifica: porque el conocimiento de la naturaleza del
dafico por salinidad y de las adaptaciones para la tolerancia
a las sales proporcionan un mejor entendimiento de diversos
fendmenos basicos, tales como la flexibilidad de los
mecanismos de control Yy sus interrelaciones, o la
distribucién de la energla generada en los procesos
metabdlicos (200,

De acuerdo a estas razones, se han realizado investigaciones que
han aportado numerosos datos scbre los efectos de la salinidad en
plantas ¥y las respuestas de estas al stress salino (9, 203.

La tolerancia a las sales wvaria ampliamente en los
vegetales, Existen plantas que pueden completar sus ciclo wvital
en sustratos altamente salinos (mas de S00 mM), mientras que
otras s6lo pueden desarrollarse bien por deba jo de

concentraciones de S0 mM.



Aunque existen categorias intermedias, de manera general se
clasifica a las plantas en haléfitas y no halofitas, para indicar
resistencia o sensibilidad a las sales, respectivamente.

Desde la antigiledad, es un hecho cconocido que las plantas
de uso agricola o los arboles de importancia comercial disminuyen
su talla o su productividad cuande crecen en suelos salinos. Esta
reduccién puede ser causada por disturbios en el balance hidrico
o por disminucidn de la energia requerida para el metabolismo
involucrade en el crecimiento o© por ambos procesos. Los
disturbios pueden resultar ya sea de dificultades en la captacidn

y el transporte de agua o por efectos téxicos causados por el
exceso de iones minerales en los tejidos.

Dada la compleja interrelacién de estos factores, es
dificil distinguir entre déficit hidrico y los efectos directos
de los 1ilones minerales, y por el momento sélo es posible
especular entre las dos opciones. Mas aun, se desconoce en éue
tejido ocurre el efecto principal (20).

Sin embargo, existe clara evidencia de que altas
concentraciones de Na+ Yoo €1~ reducen el crecimiento en algunas
especles. En aguacate,. frijol, soya y wvid, la produccidn
disminuye notablemente a concentracicones tan bajas tales como
5-10 mM como para suponer un efecto de bajo potencial hidrico.

Después de crecer durante 14 dias en NaCl 10 mM C[l = O.43 bar>,



el peso seco total de plantas de 24 dias fue 40% mas bajo
que los controles sin NaCl C20).

For otra parte, ensayos con enzimas ailsladas han mostrado
que la actividad enzimatica especifica disminuye cuando son
expuestas a cantidades crecientes de NaCl (202, Sin embarge,
enzimas aisladas de plantas haldéfitas son tan sensibles a los
efectos del NaCl como aquellas aisladas de no haléfitas. Swaeda
marttima, una haldéfita, crece Sptimamente en sustratos salinos de
hasta 500 mM, perc muchas de sus enzimas son sustancialmente

inhibidas a concentraciones de 170 mM de NaCl C20).

Efectos sobre la respiracién y fosforilacién oxidativa:z

En varias especies de plantas el NaCl estimula el consumc
de oxigeno. El término '"respiracidén por sal" (salt respirationd
se ha utilizado para designar este aumento en la velocidad de
respiracién de plantas cuando se incrementa la salinidad en el
medic de crecimiento.

En plantas de chicharo se observd un aumento en la
velocidad de respiracién de tejide foliar y de mitocondrias
aisladas (16). Secciocnes foliares de distintas plantas de cultive
mostraron aumento en el consumo de oxigenoc al ser tratadas con
MaCl. Sin embarge, los reportes sobre los efectos de la salinidad

sobre la respiracidn son contradictorios: en raices de chicharo,



Porathy y Pol jakoff encontraron inhibicién progresiva del consumo
de oxigeno al incrementarse la concentracidn de NaCl y en plantas
de algodén el consumo de oxigeno decrece al exponerlas a NacCl
C20)., De cualquier manera, es un hecho que la salinidad afecta la
fosforilacién oxidativa v la razén ATP-ADP en plantas: la
exposicidén de mitocondrias de raices y de raices enteras de pera
a NaCl induce el desarrollo de algin agente degradante de ATP,
aunque las mitocondrias estén adecuadamente acopladas y con un
alto control respiratorio (20).

Una de las explicaciones para el crecimiento reducido
causado por la salinidad puede ser la desviaciédn de la energia
que proviene de la respiracién de la respiracidédn hacia procesos
distintos del crecimiento. Tales procesos se les ha considerado
como acciones de "mantenimiento" de la planta, y la fraccion
relevante dedicada a ellos se ha Idonamlnado “respiracidén para
mantenimiento". Entre estos procesos, puede incluirse el
transporte de 1iones para expulsarlos de la planta o© para
compartamentalizarlos en vacuela o cloroplastos o la sintesis de
solutos organicos en citoplasma <10, 20D.

Parece, por tanto, que la salinidad puede tener un efecto
dual scbre el mecanismo respiratoric de una planta:

a) puede interferir con las vias metabdlicas normales

alterando las propiedades de algunas enzimas y reduciendo as!{ la

_la-.



carga de energla de los procesos bioldgicos usuales.

b> puede causar una desviacién de la energia de los procesos
metabdlicos normales y de los procesos de crecimiento para
mantener necesidades tales como la sintesis de osmédticos o la

compartamentalizacidn o cualquier otro mecanismo de tolerancia.

Respuestas de las plantas a la salinidad:

El exceso de iones implica un serio problema para el
desarrollo optime de la planta. Los mecanismos de tolerancia a
el stress salino incluyen:

a) Contreol de la absorcidén idnica.
b> Compartamentalizacidén idnica.

c) Sintesis de sclutos organicoes,

a) Contrel de la absorcidén idnica.

La selectividad inherente de las membranas celulares
posibilita la absorcidén diferencial de las sustancias del medio
externo al interior celular. A través de la absorcidn controlada
de iones ¥y el transporte de la ralz o de las hojas al tallo
algunas plantas pueden impedir el exceso de iones en el
citoplasma (9). Asimismo, los iones pueden expulsarse del tallo a
traves de glandulas salinas y =l exporte al fleema. En plaAntas de
alfalfa se ha reportade expulsien de sales a través de las hojas

C152.



bl Compartamentalizacidén de iones.

Este proceso es caracteristico de plantas haléfilas, las
cuales generan turgencia manteniende una alta concentracidn
interna de Na+y Cl . Se ha sugeridoe que estos altos niveles
pueden ser tclerados por la planta porque las concentraciones de
Na+ Y Cl~ son relativamente bajas en el citoplasma comparadas con
las de la wvacuecla al mismo tiempoe que solutos organicos

contribuyen al potencial osmético del citoplasma (9.

c) Sintesis de solutos organicos.

En las plantas la sintesis de solutos organicos neutros
Cglicina, betaina, prolina, sacarosa) puede impedir el déficit
hidrico. De acuerde a las caracteristicas estructurales de la
célula, este proceso puede ser muy costoso para la economlia
celular, pues puede involucrar una gran proporcisn de
fotosintatos. Algunas células poseen vacuolas que ocupan el O5%
del volumen celular; la cantidad de hexosa necesaria para
balancear un incremento de 100 mM de NaCl podria llegar hasta
20-30% del total del peso seco para células con grandes vacuolas,
comparadas, comparadas con un 3-7% para células sin tales

vacuolas C(20).



Respiracidn y transporte de lones:

Se ha postulade la existencia de dos entidades para el
transporte de iones a través de las membranas celulares (1, 21).
En una gran variedad de plantas la velocidad de absorcidén de
iones se ha caracterizado por la existencia de dos respuestas
cinéticas sobre un amplico margen de concentraciocnes, con un
mecanismo que opera debajo de 1 mM y un segundc mecanismo
operandc en un rango de 1 mM a S0 mM C21). Al mecanismo de baja
concentracién se le ha denominade Mecanismo { y al de alta
concentracidén Mecanismo 2. El mecanismo 1 se caracteriza por una
alta afinidad y especificidad por K+; el mecanismo 2 muestra baja
afinidad por K+ y alta afinidad por Na+ a concentraciones
el evadas.

La relacién entre la '"respiracidén estimulada por sal" vy el
mecanismo dual de transporte de iones fue investigada por Luttge
y colaboraderes (210. Estudiande la captacidén de iones y la
respiracion de discos de zanahoria sobre un amplic rangoe de
concentraciones, encontraron que la respiracidn se estimulaba mas
en en el rango del mecanismo 2, y cuando la respiracién era
totalmente desacoplada no habfa cambios en la actividad
respiratoria en funcién de incrementos en la concentracidén de

sal. Concluveron gue el transporte de sal no estid directamente



relacicnade con =1 flujo electrdnico de la cadena respiratoria si
no que estid relacionado indirectamente a traves del consumo de
ATP o de intermediarios de alta energia durante el transperte de
sal. /:

En otro trabajo, se estudid la absorcion de K*. Na Y o
por discos de betabel ca1d en funcidn del tiempy v
antimetabolitos, manteniendeo la concentracién de iones en 0.9 mM
Cel rango del mecanismo 1). Relacicnande los niveles de ATF con
los flujos de icnes y estudiande el efecto de varios
antimetabeolitos, se concluyd gque en betabel el transporte por el
mecanisme 1 depende del transporte electrénico y no de la
utilizacién de ATP o de intermediarios de alta energla.

Otros investigadores compararon el efecto del dinitrofenol
CDNP, un desacoplante de la fosforilacidn oxidativad con el
efecto de condicicones anaerdbicas, en los rangos de concentracidn
de los mecanismos 1 y 2. Encontraron que el DNP tenia efectos
mias notables que la anaercobiosis sobre la captaciédn de iones por
ambos mecanismos. Concluyeron que la energila utilizada en forma
de ATF en el transporte para los dos mecanismos no era
signifcativamente diferente n1 en origen ni en cantidad (21).

La ubicacién de los mecanismos 1 y 2 aun no ha sido
establecida , y tampoco se ha aclarado concluyentemente la

causa de la ‘“respiracién estimulada por sal'; sin embargo.

- 18 -



es posible que este fendmenc esté invelucrado con mecanismos
de ajuste al stress, donde la energla producida se desvia de los
proceses normales de  funcionamiento. Esto podria ser una
explicacion de la reducecidén en el crecimiente Yy o de la
productividad de plantas en medios salinos.

La implicacién del ATP en el transporte de iones, junto con
la existencia de distintas ATPasas en tejidos vegetales, ha
pr op.L.ci ado numer osas investigaciones para establecer la
correlacidén entre la sintesis de ATP y el transporte de iones. Se
ha caracterizado una ATPasa estimulada por iones monovalentes en
raices de avena, ¥y la actividad de la enzima esta positivamente
correlacionada con el transporte de K'. En otros estudios se

localizé una ATPasa en Avicennta nitida, Jacg, cuya actividad es
dependiente de la proporcidn Na‘x* y de la concentracidn total
de ambos cationes (4,862,

A medida que se profundice en los aspectos bioquimicos del
transperte idénice, se podrad avanzar en el entendimiento del
funcicnamiento de la planta en un medico salino, donde el
control del ambiente idnico e hidrico interno se enfrenta a una

dura prueba.



OBJETIVOS:

A) Objetivo general:

Evaluar posibles camblios en los
coeficientes de control de flujo de las enzimas participantes en
la respiracidén y la fosforilacidén oxidativa de mitocondrias de
alfalfa, aisladas de plantulas expuestas a una alta concentracidn

de NaCl (75 mM> en el medioc de crecimiento.

BY) Objetivos particulares. -

1. Probar la aplicabilidad del enfeque de la Nueva Teoria en el
analisis de la cadena respiratoria en plantas.

2. Probar la utilidad de les Ceoeficientes de Contreol de Flujo
como herramienta para un mejor entendimiento de los procesos

bioquimicos de adaptacién a la salinidad.

- 18 -



MATERIALES Y METODOS:
Para realizar esta investigacidn se
realizaron diversos pasos experimentales, los cuales se muestran

en la fig. 1.

CULTIVO DE PLANTAS

¥

AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS

'd & “u
Determinacién de Na ; Cuant i ficacién
intramitocondrial de proteina

MEDICION POLAROCGRAFICA DE
CONSUMO DE OXIGENO

L \-C.l. Y ADP-O

CURVAS DE TITULACION
DE FLUJO

l

DETERMINACION DE LOS COEFICIENTES
DE CONTROL DE FLUJO CCi'sD

Fig. 1. Secuencia de pasos metodoldégicos.
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Cultivo de pléntulas:

Se cultivaron plantulas de alfalfa (Medicago sativa, var.
Mocapad mediante un sistema hidropénico: se construyeron
bastidores rectangulares de 30 % 25 cm con malla de plastico de 2
mm de aberutra. Sobre cada bastidor se colocaron 30 g de semillas
previamente desinfectadas con solucidn de hipoclorito de sodio al
4%. Los bastidores se colocaron en una camara de germinacidn con
goteo continuo durante 72 hrs. Los bastidores con las plantulas
se transfirieron a charoclas de plastico conteniendo 2 litros de
solucidn nutritiva Hoagland (72 para el lote control vy 2 litros
de Hoagland + NaCl 75mM para el lote salinizado. Las plantulas se
de jaron crecer durante 72 hrs. a temperatura de 20 °C en
condicliones de obscuridad para evitar la formacidén de

cloreoplasteos vy facilitar ol aislamiento de mitocondrias.

Aislamiento de mitocondrias:

Se realizé segun el método de Bonner (22 con ligeras
modificaciones. Las plantulas se retiraron de los bastidores, se
lavaron 3 wveces con agua corriente y 2 con agua destilada,
Desechando las raices, se homogeneizaron 70 g de tejido fresco en
130 ml de medio 1 (Manitel 0.3 M; EDTA & mM; cisteina 4 mM;, BEA

0.1% v PVP insoluble 0.1 % a pH 7.42 durante 7 sSeg en una



licuadora Moulinex. El extracto se filtréd a travées de 8 capas de
gasa, se ajustd el pH a 7.4 con TRIS y se centrifugd a 1000 g
durante 12 min. en una centrifuga Damen IEC-20A. Se desechd la
pastilla; el sobrenadante se centrifugdé a 9000 g 12 min. Se
descarté el sobrenadante y la pastilla se resuspendid con Medio 2
CManitol 0.3 M; EDTA 1 mM ; BSA 0.1%) centrifugando después a
8300 g 10 min. Finalmente, las pastiilas se resuspendieron en un
volumen total de 1.5 ml de Medieo 2, constituyende la fraccién
mitocondrial.

- Cuantificaciédn de protefina mitocondrial. - Se siguid el método
de Bradford (3.

- Determinacién de Na®' intramitocondrial.- Una vez aisladas las
mitocondrias se lisaron agregando agua destilada en vez de Medio
2 y agitando vigorosamente en vértex 2 min. La medicidén se

realizdé en un flamédmetro Corning.

Medicidén polarogrdfica de consumo de ox{geno:

Se empled un oximetro tipe Clark "Gilson" con celda de
reacciédn de 1 ml. El medio de reaccién contenia Manitol 0.3 M;
:{]-IEPO4 10 mM; MgClB S mM yv KC1 10 mM. Se usd succinato 5 mM como
sustrate y un sistema glucosa-hexocinasa para regenar ADP vy
mantener la conceéentracidén inicial en cada trazo (10, 18). Los

registros se efectuaron a 25 =C., ceonsiderando una concentracién
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de ox{genc de 235 nm-ml en la celda
= Caleculo del cociente respiratcecrio vy la razor ADP 0. - Ze

calcularon de acuerdo al método de Chance ¥ Williams LD

Curvas de titulacidn de flujo:
Se obtuvieron graficando la magnitud de fluje de la via, es
decir, la velocidad de consumo de oxigeno vs. la concentracidn

del inhibidor especifico (10, 21D0.

Determinacién de los Coeficlentes de Control de Flujo:

Se calcularon utilizande la pendiente inicial del grafico
de titulacidén junto con los paradmetros cinéticos respectivos de
acuerde a la referencia (21> Se muestra a continuacion las

enzimas evaluadas y los inhibidores utilizados:

ENZI MA INHIBIDOR
Complejo b—c1 antimicina
Acarreador ADP-ATP carboxiatractiloside
ATP sintetasa oligomicina
Citocromo oxidasa cianuro de potasio
Acarreador de fosfatos n-etilmaleimida
Acarreador de dicarboxilatos butilmalonato

Cuadro 1. Pasos enzimidticos de la respiracidén a los que se
calcularon Ci's.
Los inhibidores especificos se utilizaron para variar la
cantidad de enzima activa C10).




FESULTADOS:

YVelocidad de respiracidn:

La velocidad de respiracién fue practicamente la misma
tanto en lote control como en el salinizado (Cuadreo 2), lo gue se
contrapone a reportes previos en los que se observd 'respiracién

por sal" <12, 16, 20, 21).

PL. CONTROL PL. SALINIZADAS
VELOCIDAD DE isT 4 41.0 4.0 44.0 £ 8.0
CONSUMO DE OXIGENO ! : e : 5

. -1 -1, IsT 3 ! 107.0 - 8.0 i 99.0 - 8.0
Cnpmoles Oa.min .mg 2 i ; :
: :

RELACION ADP~O : 1.30 ¥ 0.086 ‘' 1.50%- 0.08

GOGLENTE : 2.62 2 0.14 ¢ z.26 X o0.13
RESPIRATORIO : :

Cuadro 2. VYelocidad de respiraclén, relaciédn ADP-O y coclente
respiratorio de mitocondrias de alfalfa.

Los valores mostrados fueron calculados de acuerdoe a la ref (85)
a partir de los datos de S experimentes. El aislamiento de mito-
condrias v la medicién polarografica se describen en Materiales
v Metodos.

La relacién ADP-O tiende a 2, lo que era lo esperadoc dado

que los electrones provenientes del succinato pasan sélo por dos

de los tres sitios de fosforilacidn. El grade de acople de las



mitocondrias de ambos lotes =3 aceptable (cociente respiratorio

entre £.82 ¥y 2.326) aungue menor al observade en mitocondrias de
rata (5.
-+
Contenido de Ma intramitocondrial:
El contenido rntramitocondrial de Na fue encontrado

similar tanto en mitocondrias de plantulas salinizadas come en
las de plantas control (Cuadro 3). Stavarek y Rains (230 reportan
acumul acién de Na+ en mitocondrias vegetales, pero no se ha
establecide con precisién como influye en la dindmica

mitocondrial.

PL. CONTROL PL. SALINIZADAS

Nat
...1 + +
Cymoles. mg prot D 0.26 - 0.08 0.32 - 0.08

Cuadro 3. Contenido intramitocondrial de Na* en mitocondrias de
alfalfa. No hay diferenciasignificativa entre las
mitocondrias control y lassalinizadas. Los valores
mostrados se obtuvieron de deos experimentos.

Curvas de titulacidén de flujo:

Se muestran las curvas de titulacidn de flujo obtenidas
para cada una de las enzimas, tanto de mitocondrias de plantulas
control como de plantulas salinizadas.
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Fig. 2. Curva de titulacién de flujo para el complejo l:n-c1 con

antimicina.

0.19

£ = ) mitocondrias de plantulas contreol, Ci

0.13

it

C — ) mitocondrias de pl. salinizadas, Ci

Los Ci's fueron calculados segun la ref. C10D.
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Coeficientes de control de flujo:
Los coeficientes de control de flujo evaluados a partir de

las curvas de inhibicidn , son los siguientes:

| PL. coNTROL PL SALINIZADAS
NADH-CoQ oxidorreductasa E 0. 00 0. 00
Complejo b—c1 E 0.18 0.13
Citocromo oxidasa E 0.15 0.13
ATP sintetasa E 0.13 C.31
Acarreador de ATP-ADP ; 0.18 0.31
Acarreador de dicarboxilatos ; 0.11 0.03
Acarreador de fosfatos E 0.04 0. 086
TOTAL .: 0. 80 0.97

'

Cuadro 4. Coeficientes de control de flujo de las enzimas de la
cadena respiratoria y la fosforilacién oxidativa de mitocondrias
de alfalfa.

Tal como se apuntd en los antecedentes, una enzima tiene
mavor influencia en el control de la via cuando su Ci tiende a 1;
asi, las enzimas mas importantes son la ATP sintetasa y el
acarreador ATF-ADP en las mitocondrias aisladas de plantas
salinizadas. Reportes previecs €10, 17) también sefialan al

acarreador de ATF-ADF como etapa importante en la regulacién del
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flujo de la respiracidn y la fosforilacion oxidativa Lan
mitocondrias de tejidos de ratad. junto con el acarreador le

dicarboxilatos vy la citocromo oxidasa.

DI SCUSICON:

Velocidad de respiracidn:

Repcortes previos indicanmn un aumento en la velocidad de
respiracién en las plantas sometidas a stress saline (12, 20,
21). En contraste, las mitocondrias de plantulas salinizadas de
alfalfa no mostraron incremento en la velocidad de respiracion.
Aunque la respiracidén estimulada por sal se ha observado en
muchas especies, no es un hecho generalizado (20) Yy parece
depender del tipo de planta, su estado de desarrocllo y las
condiciones del sistema experimental.

Algunos autores suglieren que el aumento de la velocidad de
respiracién por sal es debido a que la planta necesita un aporte
adicional de energla para llevar a cabo “procesos de
mantenimiento” o estrategias adaptativas para contrarrestar los
efectos del excesoc de icnes . No obstante al hechoe de que no se
observé incremento en la velocidad de las plantulas salinizadas,

no se puede descartar gque ocurriercn modificacicnes en la
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dinamica de influencia de las enzimas respiratorias, Yy es
precisamente aqul donde los coeficientes de ocntrol de flujo
pueden ser de utilidad para mostrar la importancia relativa de
cada etapa enzimatica de la cadena respiratoria ¥ la
fosforilacidén oxidativa y las modificaciones que ocurren ante la

exposicidn a un alto nivel de salinidad.

Contenido de Na* Intramitocondrial:

Reportes previos indican que en la mitocondria vegetal
ocurre acumulacién de sodio cuando la planta experimenta stress
salino con NaCl (232. En los resultados obtenidos en este trabajo
se encontrd gque las mitocondrias de plantulas salinizadas
contenlian una cantidad de Na+ similar a2 las de plantulas control
CCuadro 3). Sin embarge la fuerza de control de las enzimas de la
cadena respirateria y de la fosforilacidn oxidativa se modifica
en la condicién de salinidad C(Cuadro 4). Aungue se han realizado
intentes para aclarar la relacién entre respiracidén y el
transporte de iones (21) en la célula vegetal, atn no es posible
explicar con precisiédn como podria el Na+ modificar las

propledades de las enzimas respiratorias.

w Y



Coeficientes de control de flujo:

Observando los resultados (Cuadro 4) se encuentra que los
cambios mas notables en los coeficientes corresponden a la ATP
sintetasa vy al acarreador de ATP-ADP en las mitocondrias de
plantulas salinizadas. La influencia de estas enzimas casi se
duplica en la condicién de salinidad; esto es interesante debido
a la participacion de estas enzimas en la produccién de energia
en forma de ATP.Es probable que ellaumentc en la influencia de
estas dos enzimas esté relacionado con las exigencias energéticas
derivadas del stress salino. Una de las explicaciones para el
crecimiento reducide en la plantas que crecen en medios salinos
es que la energia obtenida en la respiracidén es desviada de los
procesos de crecimiento para utilizarse en mecanismos de
"mantenimiento" Centre los que se puede imeluir la
compartamentalizacidn de iones y la sintesis de solutos organicos
C20).En alfalfa se ha reportade exclusién de Mz" a traves de
las hojas (153, como un mecanismo de tolerancia al stress salino,;
el aumento en la fuerza de control de la ATP sintetasa v del
acarreador de ADP-ATP pudiera estar relacionade con la exigencia
enérgetica para el transpeorte vy exclusiéen de Liones u otros
procesos de mantenimiente. Ein embarge, obviamente se impone la
necesaidad de realizar estudios adicionales gque contirmen o

rechacen esta hipdtesis.



De cualquier forma, el emplec de los coeficientes de
control de fluje permite apreciar en forma directa los cambios en
la distribucion de la fuerza de ceontrel entre las enzimas
respiratorias y proporciona datos objetives del reajuste de la
actividad metabdlica celular ante las presiones ambientales. Con
el apoyo de otros medios experimentales, el empleo de los
coeflcientes puede ser un métode adecuado para entender con mayor
claridad lo que ocurre a nivel bioquimico en el interior celular
para adaptarse a las condiciones cambiantes del medio. Esto es
importante en los estudios de stress salino, pues a pesar de las
multiples investigaciones sobre los efectos v la tolerancia a la
salinidad en los wvegetales aun no se sabe con precisidén las
causas de la reduccién de la talla yso la produccidédn en plantas
agricolas.

En la medida en gque se progrese en ese terrenc, se podran
implementar procedimientos que permitan enfrentar con éxito el
preblema de la salinidad en el suelo y aprovechar entonces
enormes extensiones territoriales para el cultivo generando mayor

produccidn de alimentos para la poblacidén humana.



CONCLUSI ONES:

1. La estimulacién de la respiracidn por salinidad , reportado en
varias especies vegetales, no es un hecho generalizado, como lo

demuestran los resultados de este estudio.

2. La exposicién de plantulas de alfalfa a NaCl 75 mM en el medio
de crecimiento da origen a modificaciones en la distribucidén de
la fuerza de control de las enzimas que participan en la

respiracidén y la fosforilacidn oxidativa

3. Las enzimas con cambios mas notables fuercon la ATP sintetasa y
el transportader de ADP-ATP, reflejande una estrecha relacidn de
el proceso de sintesis mitocondrial de ATP con las respuestas de

la planta al stress salino.

4. Los coeficlentes de control de flujo pueden convertirse en un
procedimiento metodolégico eficaz para contribuir al estudioc de
los procesos bioquimicos de adaptacidén al stress, al proveer de
una medida directa de la influencia de cada enzima de una via

determinada.



REFERENCI AS:

)

Anderson, P. W. 1972. "Ion transport in the cells of higher

plant tissues". Ann. Rev. Plant Physiol. 23:51-72.

Bonner, J. 1967. "A general method for the preparation of
plant mitochondria®. En Methods in Enzymology C(Estabroock vy

Pullman, eds.). Academic Press. Vol IX, cap 10; 126-130.

Bradford, M. 1976. "A rapid and sensitive method for the
quantification of micrograms quantities of protein" Anal.

Biochem. 72:248-258.
Braun, Y., Hassidim, M., Lerner, H. ¥y Reinhold, L. 19886.

"Studies on H+ translocating ATPases in Plant of Varying

resistance to salinity" I. Plant Physiol. B1:1050-1086.

4

Chance y Williams. 1956. Advances in Enzymology. 17:65-134.

_37-..



8.

10.

11.

i12.

Charnock, J., Cook, D. y Casey, R. (1971). "“The role of

cations and other factors on the apparent energy of activation
-+

of CNa -k">-ATPase™. Arch. of Biochem and Biophys.

147: 323-329.

Dunn, A. y J. Arditti. 1968. "Experimental Physioclogy". Holt,

Rinehart y Winston, New York. p. 265-266.

Epstein, E., Rains, D. y Elzam, O. 1863. "Resclution of the
dual mechanisms of potassium absorbtion by barley roots'.

Proc. Natl. Acad. Sci. 49: 684-692.

Greenway, H. y Munns, R. 1980. "Mechanisms of salt tclerance

in nonhalophytes'". Ann. Rev. Plant Physiol. 31:148-120.

Greoen, A. et al. 1982. "Quantification of the contribution of
various steps to the control of mitochondrial respiration®.

J. Biol. Chem. 357:2754-2757.

Heinrich, R. y Rapoport, 5. 1977. "Metabolic regulation and

mathematical models". Prog. Biophys. Molec. Biol. 32:1-82.

Honda, S. 196S. "The salt respiration and phosphate contents
of barley roots". Plant Physiol 31:62-70.

- 38 -



U,

14.

15.

16.

18.

Kacser, H. 1983. "The control of enzyme systems in wive

Biochem. Soc. Trans. 11:35-40.

Kacser, H. y J, Burns. 1979. "Molecular democracy: who shares

the controls? Biochem. Soc. Trans. 11:

Lauchli, H. "Salt exclusion, an adaptation of legumes for crops
and pastures under saline conditions”. En Salinity tolerance
in Plants. Staples y Toenniessen, eds. J. Wiley & Sons, New

York. p. 171-187.

Livne, A. y N. Levin. 1967. “Tissue respiration and
mitochondrial oxidation and phosphorylation of NaCl-treated

pea seedling”. Plant Physiol 42:407-414.

Moreno, R. 1985. "Contributicon of the translocatoer of adenine
nucleotides and the ATP synthase to the control of oxidative
phospheorylation and arsenylation in liver mitechondria™. J.

Biol. Chem. 26:125354-12%860.

Mcreno, R. 1985. "Teoria de Control Metabslico". En Mensaje
Biogquimice, Depte de Bioguimica. Facultad de Medicina. UNAM,

VIII.



19.

20.

21.

23.

24,

Mewsholme, A. y C. Start. 1873. Regulation in Metabolism". J.

Wiley and Sons. London. pp 349.

Pel jakeff, A. 1982. "Biochemical and FPhysiological responses
of higher plants to salinity stress'. En Biosaline Research...

San Pietro, ed. Plenum, N.Y. pp 245.

Rains, W. 1872. "Salt transport by plants in relation to

salinity" Ann. Rev. Plant Physiol. 23: 367-388.

Sacher, F. y Staples, R. 1984. "“Chemical microscopy for the
study of plants in saline environments'". En Salinity tolerance

in plants. Staples y Toenniessen, eds. John Wilet & Sons. New

York.

p. 17-33.

Stavarek, R. y Rains, B 1984. “Cel culture techniqgques
selection and physiological studies of salt tolerance'. En

Salinity tolerance in Plants. Staples vy Toenniessen eds. John

Wiley & Sons, New. York.

Wanders, J. et al. 1984. “Factores determining the relat:wvs

contribution of the adenine nucleotide transiocator and the

_40_



25,

ADF-regenerating system to the ceontrel of the oxidative

phosphorylation'. Eur. J. Biochem. 142: 417-424.

Williamson, J. y Cooper, R. 1980. "Regulating of Citric Acid

Cycle in Mammalian systems" FEBS Lett.

-~ 41—~

117 suppl K73-k8S.



	Portada
	Índice
	Introducción
	Antecedentes
	Objetivos
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Referencias



