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A B R E V 1 A T U R A S 

ADP ADENOSI N-DI FOSFATO. 

ATP A DENOS 1 N-TRI FOSFATO. 

BSA ALBUHINA DE SUERO BOVINO. 

Cl COEFICIENTE DE CONTROL DE FLUJO . 

EDTA ETILENDINITROTETRACETATO DI SODICO . 

PVP POL IVINIL POLIPIRROLIDONA INSOLUBLE. 

n POTENCIAL OSHOTICO. 
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RESUMEN: Desde el descubr i.mi..nto 
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1 NTRODUCCI ON: 

El e stud io de l a r e gul a ción c elul ar i nvolucra nume r osos 

aspectos y h a sido abo rda do desde muy dive r sos enf oqu es. 

c onst ituyendo u na de las pl' inc i pales á reas d e inves ti g aci ón 

b i o qui mi c a . 

Desd e el d escubrimient o de las enzimas y de sus p ropiedades 

r egul adoras se han alcanzado avances notables en la comprensión 

del met.abol i smo c elular y de los mecanismos de regu1ación más 

generales . 

El funci ona miento celular está determi nado por una compleja 

r ed de interacci o nes entre las di s tintas vías metabólicas que la 

i ntegr a n. ordenadas y dirigidas para mantener la estabilidad 
w , . 

cel ul a r . Los datos or i g 1 nados en 1 as d i feren tes i nves t i gaci ones 

sobr e r egul a c ión han dado lugar a la proposición de una Nueva 

Te ori a de Co n t rol Cl 0 . 11. 13 . 1 4 . 1 8 ). en la q u e en sus 

p o stu lados e s enc i ales se expresa q ue el control de u na v ía 

met a b ó l i ca es c o mpar ti do por c ada u na d e 1 as enzi mas que la 

i n tegr an o Ad emás. se pr opone un f undamento t e ór i co me di a n te el 

cual puede e valuarse la importancia r e l a t iva d e c a d a e n z ima 

part i ci pante. a t r avés de los Coe fi. c i. e nt es de Co nt r ol de Flv.jo 

(ei ·S). La ut i li d a d d e l o s ei' s r a di ca e n que pel' miten eva luar d e 

manera objetiva l os camb ios e n el g r a do de i nfl u enc i a de l as 
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enzimas en el control de una via c uando un 'slstema bi o lógico 'se 

enfrenta a distintas condl·.::iones ambientales . 

De manera parti cular el stress s alino constituye un 

factor limitante del fu nc ionamiento celul¿,r, De hec h o, V¿,!'l "S 

enzimas modifican su actividad por efect o d a alta con centr' aClon 

de sal es ( 1 0 . 2 0), Los e i' s pueden ser (¡ti 1 es e n los es t udi o s 

relaci onados con el st.ress salino en plantas, contr lbuyel'ldo al 

ent.endimiento de los procesos adaptati vos que ocurr en a rli vel 

bioquímico bajo tales circunstancias. 

En este t.rabajo. se pretende ut.ilizar los fundamentos de la 

Nueva Teoría de Control investigando el control de la respiración 

de mitocondrias de alfalfa (Hedica80 sattva). aisladas de 

plántulas crecidas en stress salino, con el fin de evaluar 

pos! bl es cambi os en el gr ado de i nI' 1 uenci a de 1 as enzi mas que 

int.egran e~t.a vla. 

El enfoque metodológico ha sido usado con anterioridad (10. 

17) en el analisis de la cadena respiratoria en mitocondrias de 

rat.a. pero en plantas no habia sido aplicado. 

Est.e t.rabajo constituye el primer intento de aplicar l os 

criterios de la Nueva Teoría de Control en plant.as en relación al 

problema del st.ress salino; es factlble que t.ales criterlos 

puedan emplearse para entender mejor los cambi os en la a c t ividad 

met.abólica de la célul a vegetal al enfr ent ar el stress sa l l lY::> y 
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q ue los C i ' s puedan con verti rse en u n a her"ramienla metodológica 

par2< pr c,fur¡d izar e l~ los mecanlsmos bi o qulmicos de adaptac i ón en 

l~s plantas. 
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ANTECEDENTES: 

La Nueva TeorJ'. a d e Contr o l: 

A exc e pciÓn de u n os pocos casos en los que las reacciones 

son c atal i z adas por i o nes me ta l icos u otr' os fa c t-or"es. el cont. l' ol 

metabóli co s e I' eal iza a n l ve l ,je l a ac t ivi dad enzl ma t.i c a y la 

acti vi d a d h o r monal . La célula mod u la la a ctivi d ad metabóli ca 

med i a nle ci erlos mecanismos en forma tal q ue 105 c ambi os 

producidos en una o dos enzimas repérculen e n el flu jo total de 

una vla determinada. 

Se ha llamado "enzima reguladora" a aquella que es c apaz de 

ejercer 'un control significativo en la via y cuyas propiedades 

son controladas por faclores diferentes a la concentración de 

sustratos y productos (18) . 

Se han propuestos diversos criterios experimentales para 

dQ>t'inir qu~ Q>nzima5 determinan el t'lujo total de un .. vi ... dad ... 

Ellos incluyen la identificación de reacciones alejadas del 

equilibr io. la determinac i6n de las c apac idades e n z imát icas 

relativas y la identificaci6n y a n á lisi s de enzimas a l osl éri cas 

(lQ) . Sin embargo. los cr i t erios exper' i me ntal e s que s e ha n 

segui d o no establ e cen como pod rían l as e n zimas contl'ol ar el flujo 

metab61 ico y no aclaran c ual es la importancia relat iva de cada 

etapa. 
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En un i nt.enlo por resol ver estas preguntas y mejorar los 

e r l t. e r i o s pI' evi os empl ea dos con anter i or i dad , Ka cser y Bur ns e 1 4 ) 

y Heinrlch y Rappoport e ll ) desarrollaron de manera independiente 

una teoria cuantitativa de cont rol cuyo post ulado principal 

establ e c e q ue el cont r o l del fl ujo tot.al de una via es compartido 

PO!' todas 1 as e l'lz i mas que par ti ci pan en el1 a . Este nuevo enfoque 

s e o pone a l a idea generalizada de la "enzima reguladora" única y 

pr o porciona una medida cuantitativa de la importancia relativa de 

cada enzin~ que contribuye en la dinAmica de una v1a metabólica . 

Los fundamentos establecidos por estos autores y las 

sucesi vas modi fi caci ones y contri buci ones consti tuyeron 1 a Nueva 

Teorla de Control Metabólico (lO, 11, 13, 14) que ha permitido 

un estudi o mAs objetivo de la regulación enzimAtica. 

En esta teorla se introdujo el concepto de Coeficiente de 

ControL de FLujo para indicar el grado de influencia de una 

enzima en una ruta metabólica particular en forma mAs precisa que 

en planteamientos previos . 

El Coeficiente de Control de F'l ujo eCl) se expresa 

matematicamente as1: 

Ei dF' 
ei 

F' dEi 

donde Ei es la actividad de la enz ima y F l a magnitud de flujo a 

través de l a vfa (18). Si s e gráfica la inte nsidad de flujo V.s. 
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la concent raci6n de enzima a ctiva , el Ci puede calcularse a 

partir d e l a pend i ente i nicial de la curva obteni da mult IplIcada 

p or el ~actor escalar Ei/F. 

El Ci puede tomar cua lqu ier v al or entre cer o y u no; aS1 , 

una enzima cuyo Ci se apr oxi me a "1 " se considera má s importanle 

e n la r egulaci 6n del ~luj o met ab61ico que o tra con un Ci cer c ano 

a " O" . 

En 1 982, Groen y colaboradores u tilizaron el concepto del 

Coe~iciente de Control y l o a plicaron a una via especifica ; la 

fos~orilac i6n o x idativa en mit ocondrias de higado de rala Cl 0). 

Util izando ibhibidores espe c 1 f icos pa r a c ada enzima d e la ví a 

para var iar la concentraci ón de enzima a ctiva, obt uvieron los 

Ci 's correspondientes encon tr ando que las enzimas más Importantes 

en el control de la ~osf oril aci6n oxidati va son la translocasa de 

adenin-nucleótidos, el acarreador 

citocromo oxidasa, con un Ci 

respectivamente . 

de 

de 

di cal' boxi 1 a tos 

0.33, 0 . 33 y 

y la 

0.20 

Debido a la relativa facilidad t écnica que br·ir,da el uso de 

inhibidores espec ificos para modific a l' la concentl' a c ión d e enzima 

a c tiva. est.e método se ha usado también en otros est.udios sobre 

el control de la ~osf'orilaci 6n y la arsenilac i 6 n oxidal ivas ( 17, 

18) en nutocondrias aisladas de t.ejidos de rata. 
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Efec tos de l a salinidad en p lantas: 

Los esl udloS s o b re los e fectes fislo16gicos y bioquímicos 

d e la sali nidad en pl antas son i mportantes por dos razones 

fundament ales: 

a) práctica: para tralar d e prevenir daf'íos a las cosechas, 

tales como la reducción de la talla y la merma en 

producti v idad. y 

b) científica: porque el conocimiento de la naturaleza del 

daf'ío por salinidad y de las adaptaciones para la tolerancia 

a las sales proporcionan un mejor entendimiento de diversos 

fenómenos básicos, tales como la flexibilidad de los 

mecanismos de control y sus interrelaciones, 

distribución de la energía generada en los 

metabólicos (20) . 

o la 

procesos 

De acuerdo a estas razones, se han realizado investigaciones que 

han aportado numerosos datos sobre los efectos de la sali n idad en 

plantas y las ,'espuestas de estas al stress sali no (9, 20). 

La t ol erancia a las sales varia ampliamente en los 

vegetal es . Exi sten pl antas que pueden compl etar sus ci el o vi tal 

en sustratos altamente salinos (más de 500 rnM), mientras que 

o tras sólo pueden desar,' 011 ar se bien por debajo de 

concenll'aciones de 50 mM . 
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Aunque existen cat egorias i ntermedias . de manera general s e 

clasifi c a a las plant as e n halófitas y no halófitas. para i ndicar 

r e sistencia o sensibil i dad a las sales . respectivamente. 

Desde la antigüedad, es un hecho conocido que las plantas 

de uso agricola o los árboles d e importanc i a comer c.lal disminuyen 

su talla o su product ivi dad c uando crecen en sue los salinos . Es ta 

reducc ión puede ser causada por disturbi os en el balance h1drico 

o por disminución de la energia ' requerida para el metabolismo 

involucrado en el crecimiento o por ambos procesos . Los 

disturbios pueden resultar ya sea de dificultades en la captación 

y el transporte de agua o por efectos tóxicos causados por el 

exceso de iones minerales en los tejidos . 

Dada la compleja interrelación de estos factores. es 

difici l distinguir entre défici t hidrico y los efectos directos 

de los iones minerales, y por el momentó sólo es posible 

especular entre las dos opciones. Más aún, se desconoce en que 

tejido ocurre el efecto principal (20) . 

Sin embargo. existe c lara evidencia de que altas 

+ concentraciones de Na y/o el reduce n el crecimiento e n algunas 

especies. En aguacate. fri jol , soya y vid . la producciÓn 

dis minuye notablemente a concent raci ones tan bajas tales como 

5 -10 mM como para supo ner un efecto de bajo potencial hidl' lCO, 

Después de cr ecer dur a nte 14 d1 as en NaCl 10 n~ cn = 0.43 bar ) , 

- 10 -



el peso seco total de plan tas de 2 4 dias fue 40~ más bajo 

que los controles sin NaCl (20) . 

Por otra parte, ensayos con enzimas aisladas han mostrado 

que la actividad enzlmática especifica disminuye cuando son 

expuest.as a c a n tidades crecientes d e NaCl (20). Si n embargo, 

enzi mas ai sl adas de pl antas hal ó f itas son tan sensi bl es a los 

efectos del NaCl como aquellas aisladas de no halófitas. 5waeda 

mar!tima, una halófita, crece óptimamente en sustratos salinos de 

hasta 500 mM. pero muchas de sus enzimas son sustancialmente 

inhibidas a concentraciones de 170 mM de NaCl (20) . 

Efectos sobre la respiración y fosforil .aciÓn oxidatival 

En varias especies de plantas el NaCl estimula el consumo 

de oxigeno. El término "respiración por sal" (sal t respiration) 

se ha utilizado para designar este aumento en la velocidad de 

respiración de plantas cuando se incrementa la salinidad en el 

medio de crecimiento. 

En plaJ)tas de chicharo se observó un aumento en la 

velocidad de respiración de t.eJi do foliar y de mitocondrias 

aisladas (1 6) . Sec c iones foliares de distintas plant.as de cult.ivo 

mostraron aumento en el consumo de oxigeno al ser trat.adas con 

NaCl. Sin embargo, los r eportes sobre los efectos de la salinidad 

sobr e la respiración son cont.radictorios: en ralees de chícharo , 
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Por athy y Poljakoff encon l raron inhibici ón pr ogresi va d el consumo 

de oxigeno a l incrementarse la concentración d e NaCl y e n plant as 

de al godón el consumo de oxi geno decr ece al expo ner 1 as a NaCl 

(20) . De cualquier manera. es un hecho que la salinidad afecla la 

fosforilación oxidaliva y la razón ATP/ ADP en planlas : la 

exposición de mitocondrias de raices y de raices enleras de pera 

a NaCl induce el desarrollo de algún agente degradante de ATP. 

aunque 1 as mi tocondr i as estén adecuadamente acopl adas y con un 

alto control respiratorio (20) . 

Una de las explicaciones para el crecimiento reducido 

causado por la salinidad puede ser la desviación de la energia 

que proviene de la respiración de la respiración hacia procesos 

distintos del crecimiento . Tales procesos se les ha considerado 

como acciones de "mantenimiento" de la plant a. y la fracción 

relevante dedicada a ellos se ha denominado "respiración para 

mantenimiento" . Entre estos procesos. puede i ncl ui rse el 

transpor t e de iones para expulsarlos de la planla o para 

compartamenl alizarlos en vacuola o c loroplastos o la sintesis d e 

sol utos orgánicos en citoplasma CI0. 20) . 

Parece. por tanto. que la s alinidad puede l ener un efecto 

dual sobre el mecanismo respiratorio de una planta : 

a) puede inlerferir con l a s vi as met abó licas normales 

alterando las propiedades de algunas enzimas y reduc i endo as! l a 
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car ga de e n el' g1 a de 10s pr oces os bi 016gi c os usual es . 

b) puede causar una des viación de la energ1a de l os procesos 

metaból i cos normales y de los procesos de cr ecimiento para 

mant ene r nec esi dades tal es como 1 a s 1 n tesi s de osmóti cos o 1 a 

c ompal' tamentalización o cualquier otro me canismo de toler ancia . 

Respuestas de las plantas a la salinidad: 

El exceso de iones implica un serio problema para el 

desarrollo óptimo de la planta . Los mecanismos de tolerancia a 

el stress salino incluyen : 

a) Control de la absorción iónica . 

b ) Compartamentalización iónica . 

c) S1ntesis de solutos o rgánicos . 

a) Control de la absorción i 6 ni ca. 

La selectividad inherent e de las membranas celulares 

posi bilita la absorción diferencial de las sustancias del medio 

externo al interior c elul ar . A t ravé s d e l a absorción controlada 

d e iones y el transporte de la ra1z o de las hojas al tallo 

a l gunas plantas pueden i mpedir el exceso de iones e n el 

c i t oplasma (9). As i mismo. los i ones pueden expulsarse del t al lo a 

tr avés de glándul as salinas y el exporte al floema. En plántas de 

a lfalf a se ha r eportado expuls i6n de sales a tr a vés d e las hojas 

(15) . 
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b) eompa rtamentalizaci6n de iones . 

Este pr oceso e s c arac t eri stico de plantas h al6filas. las 

cuales generan turgencia manteniendo una alta concentr aci6n 

+ 
interna de Na y el Se ha suger i do que estos al tos n i vel es 

pueden ser t ol erados por la pl ant a porque las concentr a c iones de 

+ 
Na y e l son relativamente ba j as en el citoplasn~ c o mparadas con 

las de la vacuola al mismo tiempo que sol utas orgáni cos 

contribuyen al potencial osm6tico del citoplasma (9) . 

c) Sintesis de sol utas orgánicos. 

En las plantas la sintesis de sol utas orgánicos neutros 

(glicina. betaina. prolina. sacarosa) puede impedir el déficit 

hidrico. De acuerdo a las caracter1sticas estructurales de la 

célula. est.e proceso puede ser muy costoso para la economia 

celular . pues puede involucrar una gran proporci6n de 

f'otos1ntatos. Algunas células poseen vacuolas que ocupan el 96~; 

del volumen celular; la canti dad de h e xosa necesaria para 

balancear un incremento de 1 00 mM de NaCl podria llegar h a s ta 

20-30% del total del peso seco para c élulas con grandes vacuolas. 

comparadas . campar adas con un 3-7~. par a c él ul as s i n tal e s 

vacuol as ( 20). 
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Re spi r a c i ó n y transp orte d e i ones: 

Se h a pos tul ado la e xistenc i a de d os e n t i dades p a ra e l 

transpo r t e d e ione s a t r avés d e las membranas c elul ares ( 1. 2 1) . 

En u n a gran varledad de pl antas l a v e loc i d a d de a bso rción de 

i ones s e ha c a racterizado por la existenci a de dos r espuestas 

c inéticas sobre un amplio margen de concentraciones. con un 

mecanismo que opera debajo de 1 mM Y un segundo mecanismo 

operando en un rango de 1 mM a 50 mM (21) . Al mecanismo de baja 

concentración se le ha denominado Hecanl.smo t y al de alta 

c oncentración Nec an i smo 2 . El mecanismo 1 se caracteriza por una 

+ 
alta afinidad y espec if i cidad por K ; el mecani smo 2 muestra baja 

af i n idad p OI' K+ Y al t a afinidad por 
+ 

Na a concentraciones 

e l evadas. 

La relac ión ent re l a "respiraci ón estimulada por s al" y el 

me can is mo dua l de transpor te de iones f u e inves t i gada por Lüttge 

y col abo r a dor es ( 21). Est udian do l a c a pta ción de iones y la 

l' espirac16n d e discos d e z a n aho r i a s o bre u n amp li o r ango d e 

con cent r aci ones. enc o ntraron q u e la r e spi r a c i ó n s e estimu l aba más 

en e n el r a ngo del mec anismo 2 . y cuando la r espiraci ón er a 

t. o ta l mente d esacopl ada no habla cambios e n la act i vi d a d 

respiratoria e n f u nc i ó n d e i n c remento s e n la c o n c entración de 

sal . Concluye ron que el transporte de sal n o está d ir ec t ament e 
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relacionado con el flujo elecLrÓni co de la cadena respiraLoria SI 

no que está relacJ.onado indir e c Lame nLe a tl'aves del consumo de 

ATP o d e inlel'mediarios de alt a energia durant e el transpor t e de 

sal . 

En oLI'O Lrabajo, se esLudi ó la absorción de K+ 
+ 

Na y e l 

por di scos de belabel (21) en funciÓn del ti elllpCf y 

antimeLabol iLos , mant e n iendo la concentraciÓn de iones en O. ~ MM 

Ce l r ango del mecanismo 1). Relacionando l os niveles de ATP con 

los flujos d e iones y e studiando el efecto d e vari os 

a n Limet abolitos. se concl u yó que en belabel el t ransporLe por el 

mecani s mo 1 depende del lransporte electrÓnico y no de la 

ulilizaciÓn de ATP o de inlermediarios de alla energia. 

Otros investi g a dores compararon el efeclo del dinilrofenol 

CDNP, un desac oplante de l a f osforilaci6n oxidati va) con el 

efecto de condic iones anaeróbicas, en los rangos de concentraciÓn 

de los mecanismos 1 y 2. Encontl' aron que el DNP lenia efectos 

n~s notables que la anaerobiosis sobr~ la caplación de iones por 

ambos mecanismos . Concluyeron que la energia utilizada en f OI'ma 

de ATP en el lranspor Le para los dos mecanismos no era 

signifcalivamenle diferenle n i en ol'lgen ni en canlidad (21). 

La ubicación de los mecanismos 1 y ;:; aUn no ha sido 

establecida y l ampoco se ha aclarado concluyentement .. e la 

causa de la "respiración estimulada por s al"; sin embargo . 
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es posible que est-e fenómeno est-é involucrado con mecani smos 

de ajuste al st ress , donde la energta pr oducida se d esvla de los 

procesos n o r males d e funci o nami ento. Esto podrla ser una 

expl~cac~ón de la r educción en el cr e ci mi ento y/o de 1 a 

product-i vidad de plantas en medios salinos. 

La i mplicación del ATP en el tr ansporle de iones, junto con 

la existenci a de distintas ATPasas en t-ejidos vegelales. ha 

propiciado numerosas invest igaciones para ~s1..ablecer la 

corr elac ión entre la sinlesis de ATP y el transporle de iones. Se 

ha carac terizado una ATPasa estimulada por iones monovalentes en 

ralees de avena, y la actividad de l a enzima está positivamente 

... 
cor l- el acionada con el transporte de K. En otros est-udios se 

local izó una ATPasa en Avicennia nttida, Jacq. c uya act-ividad es 

... ... 
dependiente de la proporción Na / K y de la concentración to1..al 

de ambos cationes ( 4 , 6 ) . 

A medida que se profundice en los aspect.o s bioqulmicos del 

transporte iónico. se podrá avanzar en el entendilrlien1..o del 

fun c ionamient o de la planta en un medio salino. donde el 

control del ambien t e iónico e hldrico interno se enfrenla a una 

dur'a prueba. 
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OBJETIVOS: 

A) Objet.i vo gene ral : 

Eval uar posi bl es ..::ambios en los 

c oefi ci entes de cont.rol de flujo de las e nzimas parti c ipant es en 

la respi raci ón y la fos for il a ción oxidativa de mi tocondr l as d e 

al f al fa, a isladas de plán t.ulas e xpuest.as a una a l ta concent. ración 

de Na Cl ( 7 5 mM) en el medio de crecimient.o. 

B) Objet.ivos part.iculares .-

1. Probar la aplicabilidad del enfoque de la Nueva Teor i a en el 

análisis de la cadena r espirat.oria en plantas . 

2 . Probar la ut.ilidad de los Coeficient es d e Con t.rol de Fl u j o 

como her ramient.a par a un mejor ent.en d i mi ent.o d e l os proc esos 

bioquimicos de adapt.ación a la salinidad . 
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¡..fA TERI ALES y ME TODOS: 

Para reali z a r est-a inves t-igaci6n s e 

real izaron d i versos pasos experiment-ales , los c uales se mues t-r an 

en la f ig. 1. 

CUL TI VO DE PLANTAS 

I Al SLAMI ENTO DE MI TOCONDRI AS I 
~ ~ ... 

O.termi. na.ción de No. Cuant i. ftca.ción 

i.. nlra.miloc ondr i. o.l de proleinCl 

MEDICION POLAROGRAFICA DE 

CONSUMO DE OXIGENO 

J, ~ c . R. y ADP/ O 

I 
CURVAS DE TI TULACI ON 

I DE FLUJO 

r 
DETERMI NACION DE LOS COEFICIENTES 

DE CONTROL DE FLUJO CCi's) 

Fig. 1. Secuenci a de pasos met-odo1 6g icos. 
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Cultivo de plántulasr 

Se cultivaron pl ántul as de alfal fa (Hedica~o satiua. va l'. 

Mcapa) mediante un sistema hidrop6nic o: s e constr uyer on 

bastidores rectangular es de 30 x 25 cm con malla de plastico de 2 

mm de aber utr a . Sobre cada bastidor se col ocaron 30 g de s e nul las 

pr·eviamente desinfectadas con solución de hipoclorit o de sodio al 

4%. Los bastidores se colocaron en una cámara de gernlinac i6n c on 

goteo continuo durante 72 hrs. Los bastidores con las plántulas 

se transfirieron a charolas de plástico conteniendo 2 litros de 

soluci6n nutritiva Hoagland (7) para el lote control y 2 litros 

de Hoagland + NaCI 75mM para el lote salinizado . Las plántulas se 

dejaron crecer durante 72 hrs . a temperatura de 20 oC en 

condiciones de obscuridad para evi tar la formaciÓn de 

Aislamiento de mitocondrias: 

Se real i z6 según el métod o de Bonner ( 2) con 1 i ger as 

modificaciones. Las plántulas se retiraron de los bastidor es . se 

lavaron 3 veces con agua corriente y 2 c on agua destilada. 

Desechando las ralees, se homogeneizaron 70 9 de teji do fl'esco en 

130 ml de medio 1 (Manitol 0 . 3 H; EDTA 2 mM; c isteina 4 mM; BSA 

0.1% Y PVP insoluble 0.1 % a pH 7 . 4) durante 7 seg en una 
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licuadora Moulinex . El extracto se filtró a t ravés de 8 capas d e 

gasa, se a j ustó el pH a 7. 4 con TRIS y se centr i f u gó a 1000 g 

durante 12 mino e n una c e ntrif u ga Damon I EC-20A. Se desec h ó la 

pas tilla; el sobrenadant e s e c e n tr ifug ó a 9 0 00 . g 12 min o Se 

descartó el sobr enadante y l a pastilla se r e s uspen di 6 c on Medi o 2 

( Ma n i t ol O. 3 M; EDTA 1 mM BSA O. U ·;) c e ntr i f ugan do después a 

8500 g 10 mi n o Finalmente, las pas t il las se resuspendieron en un 

volumen total de 1 .5 mI de Medio 2, constituyendo la fracción 

mi t. o c o ndr i al . 

- Cuant.ificación de proteína mitoc o ndrial. - Se sigui ó el método 

de Br' adf o rd ( 3 ) . 

- Deter minación de Na+ inlranulocondrial . - Una vez a i sladas las 

mi t.oc ondr i a s se 1 i sar o n a gregando agua desti 1 ada en v ez de Medi o 

2 y a gi t anda vi gor o samente en v ó r t e x 2 mino 

rea l izÓ e n un flamó metro Corning. 

Medici ó n polarográfica de c onsumo d e o xigeno: 

La medición se 

Se empl e ó u n o x! metr o ti p o Cl al' k "Gi 1 s on " con c e l d a d e 

reacciÓn de 1 mI . El medio de reacci Ón contenía Mani tolO. 3 M; 

KH
2

P0
4 

10 mM ; HgCl
2 

5 mM y KCI 10 mM . Se u s ó succinato 5 mM c omo 

sustrato y un s i stema glucosa -hexoc ~ nasa para regenar ADP y 

mantener la concent r aci Ón i ni ci al el'> cada tr azo ( 10, 18) . Los 

r egi s tros se efectuaron a 25 oC, consi derando una c oncentración 

- 21 -



de oxi geno d e 235 r¡m/ ml en 1 d cel da . 

C"'l c ul o del cociente respl!' at cr lo y la !'azon ALP O. - Se 

calcular o n de acuerdo al método d e Cha n c e y Wl llla1JlS ~~:). 

Curvas de titulaci ó n de flujo : 

Se obtuvi e ron grafi cando l a magnitud de flujo d e la v ia . es 

deci r, la velocidad de consumo de oxigeno vs. la concen t.,' acl Ón 

del inhibidor especifi co C10. 21). 

Determinaci6n de los Coeficientes de Control de Flujo: 

Se calcularon utilizando la pendiente inicial del gr áfico 

de titulación junto con los parámetros cinét.icos respectivos de 

acuerdo a la referenci a (21) Se muest ra a continuación las 

enzimas evaluadas y los inhibidores ut.il izados : 

ENZIMA 

Complejo b-c
1 

Acar reador ADP/ ATP 

ATP slnletasa 

Cl locr omo oxi dasa 

Acarreador d e fos falos 

Acarreador d e dicarboxilalos 

INHIBlOOR 

ant i mi ci na. 

carboxiat rac li1 6sido 

01 i g omi Cl n a 

c i anuro de polasio 

n-et i 1 mal el nú da 

bulilmalonat.o 

Cuadro 1. Pasos enzimáti cos de la respiración a los que se 
calcularon Ci' s. 

Los inhibi dores especificos se ut.ilizaron para variar la 
canti dad de enzin~ acliva (10), 
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RESULTAOOS : 

Velocidad de respiración: 

La vel ocidad de respiración fue p r.;\c licamenl e la misma 

lanlo en lole conlrol como en el s al i n i zado (Cuadro 2 ) , lo que se 

cOI'.lr ap'.:me a reporles previos en los q ue se observ6 "respiraci6n 

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

PL. CONTROL PL . SALI NI ZADAS 

VELOCIDAD DE ¡sr 4 : 41. O 
... - 4 .0 : 44 . 0 

... - 5 . 0 
CONSUMO DE OXIGENO · , 

· ... · ... 
-1 -1 sr 3 · 107.0 - 5.0 · 99 . 0 - 5.0 

( r¡moles 02.min . mg ) · · · · · · · · ... · ... 
RELACION ADP/ O 1.39 - 0.06 · 1. 50 - 0.08 · · 

· COCIENTE ... · + 2.62 - 0.14 · 2.26 - 0.13 · RESPIRATORIO · · 
Cuadro 2. Velocidad de respiración. relaciÓn ADP/O y cociente 

respiralol' io de mi tocondrl a s de alfalfa. 

Los valores mos l rados fuer o n calculados de acuerdo a la ref ( 5) 
a par lir de los dalos de 5 experimenlos. El ai slamienlo de milo­
condr ias y la medici6n polarográfica se describen en Maleriales 
y Mélodos. 

La ¡' elación ADP/ O li ende a 2, l o que era lo es¡perado dado 

que los el eclrones provenienles del succ~nato pasan s610 por dos 

de l os t r-es silios de fosfor~laci6n. El grado de a c ople de las 
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mitocondrias de ambos loles es .;,. c e ptable (,ooc lenle r' esplralor'i o 

ent r e 2.62 Y 2.26) aunque menor a l observado en mltocondrlas d e 

r at a ( 5) . 

Contenido de Na+ intramilocondrial: 

+ 
El conten l do 1 nt r aml,locondr 1 al de Na fue e ncontrado 

slnular tanto el) mitoc ondrias de plán t ulas salinizadas como en 

las de plantas control (Cuadro 3 ) Stavarek y Rains ( 23) r epo rtan 

+ 
acumulaciÓn de Na en ffiltocondrias vegetales, pero n o se ha 

establecido con precisión como influye en la dinámica 

mi locondr i al . 

PL . CONTROL PL. SALI NI ZADAS 

+ 
Na 

Cnmoles.mg prot-1 ) 
+ 0.26 - 0 . 08 

+ 
0 . 32 - 0 . 08 

Cuadro 3. Contenido intramitocondrial de Na+ en mitocondrias de 
alfalfa. No hay diferencias l gnif icativa entre las 
mi tocondr ias cO"'llr ol y lassalinizadas . Los valores 
mes t..r ados se o bt.. u vi er o n de dos e xper 1 mer,tos. 

Curvas de ti tulación de flujo: 

Se muest..r an las curvas de t..it..ulación de flujo o btenidas 

para cada una de las e nzimas . t anto de mit ocondrias de pl~ntulas 

control como d e plánl ulas sali nizadas. 
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Fig . 2. Cur'va de titulaciÓn de flujo para el complejo b-c
1 

con 

antimicina. 

( ) nutocondri as de plántul as control , Ci 0. 19 

( ) nu tocondl' i as de pl. sal i ni zadas, Ci 0.13 

Los Cl'S fueron c al culados según la r er . (10). 
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F'ig . 3 . Ct.U"'VA de t.it.ulación de flujo par·a la .oito.or o mo o><i da'; A c on 

cianuro de pot.asi o . 

e ------ ) milo condr i a s de plánlulas control , e i 0 . 15 

e ) mit o condr ias de pI. salini z adas , ei 0. 1 3 

Lo s Ci 's fuer o n cal cul a dos según l~ rer. ( 1 0) . 
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Fig. 4 . Curva de titulaciÓn de flujo para la ATP sintetasa 

con oligondcina. 

e ------ ) mitocondrias de plántulas control. ei 

( ) mi tocondr 1 as de pI. sal i ni zadas. ei 

Los ei 's fueron calculados según la ref. Cl0). 
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Pig. 5 . Curva de ~i~ulación de flujo para el acarreador de ADP/ATP 

con carboxialraclilósido. 

e ------ ) mitocondrias de plántulas control . ei 0. 18 

e ) mitocondrias de pI . salinizadas . ei 0.31 

Los ei's fueron calculados según l ·a ref. (10). 
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Fig . 6 . Curva de t i t ulac i 6n d e f l ujo pa ra el a c ar rea d or de 

di c ar boxilatos con b uti l malonato . 

( ------ ) mi l ocondr i a s de p l á nlul as c o ntrol . Cl 0 . 11 

( ) mi locondrias d e pI . s alini zadas . Cl 0.03 

Los ei' s fueron calculad o s segun la I' el'. ( 1 0). 
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Curva de titulaciÓn de flujo para el acarreador de 

fosfatos con n-etil-maleimida. 

( ------ ) mitocondrias de plánlul as control , Ci 0.04 

( ) mitocondrias de pl . salinizadas, Ci 0.06 

Los Ci 's fueron calculado s según la ref. ( 10). 
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Coefici entes de control de flujo : 

Los coefi cientes de control de flujo e valuados a partir de 

l as curvas de inhlblci ón , son los s i guientes ; 

PL . CONTROL PL SALINI ZADAS 

NADH - CoQ oxidorreductasa 0 . 00 0 . 00 

Complejo b-c1 0 . 19 0.13 

Citocromo oxidasa 0.15 0.13 

ATP sintetasa 0.13 0.31 

Acarreador de ATP/ ADP 0.18 0 . 31 

Acarreador de dicarboxilatos 0 . 11 0.03 

Acarreador de fosfatos 0.04 0 . 06 

TOTAL 0 . 80 0.97 

Cuadro 4. Coeficientes de control de flujo de las enzimas de la 

c adena respiratoria y la fosforilaciÓn oxidativa de Ddtocondrias 

de alfalfa. 

Tal como se apuntó en los anteceden tes , una enzima tiene 

mayor influe ncia en el con t rol de la v1a cuando su Ci tiende a 1; 

as! , las enzimas más importantes son la ATP sintetasa y el 

acarreador ATP/ ADP en las mitocondrias aisl a das de plantas 

salinizadas . Report es previos CI0 , 17) tambi é~ se~alan al 

acarreador d e ATP/ ADP como etapa importante en la r egul a c ión del 
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flujo de la respi raci ón y la fosforilación oxi dativa t e n 

mi toco ndrias de te j idos de rata ) . J unt o con el acar r"eador " 1.,;, 

dicarboxil ato s y la citocromo oxidasa. 

DI SCUSI ON: 

Velocidad de respiraciÓn: 

Reportes previ os indican un aumento en la velocidad de 

respiración en las plantas sometidas a stress salino (12. 20. 

21) . En contl' aste. 1 as mi tocondr i as de pI ánt. ul as sal i ni zadas de 

alfalfa no mostraron increment.o en la velocidad de respiración. 

Aunque la respiración estimulada por sal se ha observado en 

muchas especies. no es un hecho generalizado (20) y parece 

depender del tipo de planta. su estado de desarr ol lo y las 

condiciones del sist.ema experimental . 

Algunos autores sugi eren que e l aumento de la velocidad de 

r espiración por sal e s debido a que la plant.a ne c e s i ta un aporte 

adicional de energla para llevar a c abo " pr ocesos de 

mant.enimiento" o est. rat.egias adapt.at.ivas par a contr arrestar los 

efectos del exceso de iones . No obstante al hecho de que no se 

observó incremento en la velocidad de las plántulas salinizada s. 

no s e puede descartar que ocurrieron modificaciones en l a 
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dinámica de influencla de las enzimas r espiratorias. y es 

precisamente aqui donde los coef ici e ntes de ocnt-rol de flu jo 

pueden ser de utilldad para mostrar la importancia r elat iva d e 

cada e t apa e nzimática de la c adena I' espirator i a y la 

fosforilac i ón oxidativa y l as modif icaciones que ocurren ante la 

exposi ción a un a lto nivel de salinidad. 

Contenido de Na+ Intramitocondrial: 

Reporles previos Indican que en la mitocondria vegetal 

ocurre acumulación de sodio cuando la planta expert"menta stress 

salino con NaCl ( 23) . En los resultados obtenidos en este trabajo 

se encontrÓ que las mitocondrias de plántulas salinizadas 

+ contenlan una cantidad de Na sinrllar a las de plántulas control 

( Cuadro 3). Sin embar go la fuerza d e control de las enzimas de la 

cadena respiratoria y de la fosforil aci6n oxidativa se modifica 

e n la condición de salinidad (Cuadro 4) . Aunque se han realizado 

i ntent.os para aclarar 

transpor t e de iones (21 ) 

explicar con precisión 

la relación enlre respiración y el 

en la célula vegetal. aún no es posible 

como podr 1 a el Na + modi f i car 1 as 

propiedade s de las enzimas resp i rator i as . 
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Coefi c ientes de control de flujo: 

Observando los resultados ( Cuadro 4) se enc u e n u"a que los 

cambios más notables en los coeficientes corresponden a la ATP 

sintetasa y al acarreador de ATP/ ADP en las mitocondrias de 

plántulas salinizadas. La influencia de estas enzimas casi se 

duplica en la condiciÓn de salinidad; esto es interesante debido 

a la participación de estas enzimas en la producción de energía 

en forma de ATP. Es probable que el aumento en la lflfluencia de 

estas dos enzimas esté relacionado con las exigencias energéticas 

derivadas del stress salino. Una de las explicaciones para el 

crecimiento reducido en la plantas que crecen en medios salinos 

es que la energía o btenida en la respiración es des v iada de los 

procesos de cr eci mi ent o 

"mant.er\! rn1 ent.o" Cent.r .. 

para 

l o s 

util i zarse en 

que se puede 

mecanismos 

i n e l ul r· 

de 

1 ... 

compar tamentalizaci 6 n de i ones y l a síntes i s d e 5 0 lutos organlco s 

( 20) . En al f alfa se ha repo rt ado e x clus iÓn d e 
+ 

Na .a tr a v é s de 

las h o j a s ( 15), c omo un. me canismo d Q tol&J"'ancia. .al sl r' '''c;; ::; s alino; 

el aumento en 1 a fuel"za d e control d e 1 a ATP S1 ntet a sa y d e l 

a c arreador de ADP/ ATP p udiera e star relacionado con la e xi genc i a 

enérge t. ica para el transport. e y e xc l u s ión de io!)es u otros 

procesos de mantenimiento. Si n embar g o. 'obviame nte s e imp one la 

necesaidad de realizar e st u d ios a diciona les que confirme n o 

rec hacen esta hipót.es is. 
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De c ualquier' forma, el e mpleo de los coeficientes de 

cOf'ltr·o l de fluJo per'mi te aprecIar ef'l forma directa los c ambi o s ef'l 

la dlstribución de la fuerza de contr ol ef'ltre las enzimas 

respiratorias y proporclona datos objetivos del reajuste de la 

a ct ividad metabólica celular' an t e las presiones ambientales . Con 

el apoyo de otros medi os experimentales, el empleo de los 

coe fi cientes puede ser un método adecuado par a entender con mayor 

c laridad lo que ocurre a nivel bioqu1mico en el interior celular 

para adaptarse a las condi c iones cambiantes del medio . Esto es 

importante en ios estudios de stress salino , pues a pesar de las 

múltiples investigaciones sobre l os efectos y la tolerancia a la 

salinidad en los vegetales aun no se sabe con precisi ón las 

causas de la reducci6n de la talla y/o la producci6n en plantas 

agr1colas. 

En la med.ida en que se progrese en Etse ter.' eno , se podrán 

implementar procedimientos que permitan enfren t ar c on é xito el 

problema de la salinidad en el suelo y aprovechar entonces 

ef'lormes extensiones territoriales para el cultivo generando mayor 

producci6n de allmentos para la poblaci6n humana . 
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CONCLUSI ONES: 

1 . La estimulación de la respiraci6n por salinidad , reportado e n 

varias espec ies vegetales, no es un hecho gener a l i zado, como lo 

demuestran los resultados de este estudi o . 

2 . La exposi~i6n de plánt ulas de alfalfa a NaCl 75 mM en el medio 

de crecimiento da origen a modificaciones en la distribución de 

la fuerza de control de las enzimas que participan en la 

respiración y la fosforilación oxidali v a 

3. 'Las enz imas con c ambios más nOlables fueron la ATP s i ntelasa y 

el transporlador d e AoP/ ATP , r eflej ando una e s tr ec ha relaci6n de 

el proceso de si nlesi s mi tocon d r i al de A TP c o n 1 a s r e s p ues las de 

l a pl a n ta al stress sal i no. 

4. Los coeficienl e s d e con lrol d e flujo puede n converli r s e en un 

p rocedimienlo mel odológico efica z p a ra conlribuir al e studio de 

los procesos bioqui mico s d e ada p l a c i6n al slress, al prove er de 

u na med i da directa de la influencia de cada enzima de una v1a 

detar mi nada. 
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