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El maiz junto con otros cereales son importantes para la dieta de gran parte de la
poblacién del mundo. En México la produccion domeéstica no es suficiente por lo que
tenemos la necesidad de importar grandes cantidades de estos cereales y almacenarios
por periodos muy prolongados, sin embargo debido a la falta de infraestructura agricola

ailmacenamiento generaimente se realiza en condiciones desfavorables,
Este

del pais, el
refiriéndonos a éstas como temperatura y humedad relativas elevadas.
almacenamiento inadecuado trae consigo diferentes alteraciones fisioldgicas de la semilla.
Especialmente en cuanto a la pérdida de vigor y viabilidad. Se ha reportado que diferentes
cultivares de maiz presentan diferente tendencia a envejecer en almaceén.

Por otro lado, diversos estudios indican que el envejecimiento de las semillas estd
asociado a procesos oxidativos en los que intervienen especies reactivas de oxigeno, entre
las que se encuentran el radical superdxido.

En las plantas se ha encontrado que en la mitocondria, hay dos vias de consumo de
oxigeno, la via de los citocromos y la de la oxidasa alterna. Esta ultima tiene como funcién
limitar la produccién de los radicales superéxido.

En contraste la inhibicién de los transportadores de electrones mitocondriales incrementan
la produccidn del radical superdxido.

Por lo anterior en este trabajo se hipotetizé que la sensibilidad de tas semillas al

envejecimiento en condiciones de almacenamiento adverso se deben a la velocidad con

que se inhibia la actividad de estas vias.



Por lo que el objetivo que nos planteamos en este trabajo fue el determinar la posible

relacién entre la sensibilidad al envejecimiento de los diferentes cultivares y la

funcionalidad respiratoria de la mitocondria en semillas de maiz.
Para lograr este objetivo, se cuantificaron las actividades de estas dos vias de consumo de

oxigeno a diferentes tiempos de almacenamiento, para asi saber como es que van

decreciendo estas actividades y ver el efecto del almacenamiento inadecuado sobre la

funcionalidad de la mitocondria.
los que trabajamos presentaron una sensibilidad contrastante al

Los cultivares con
envejecimiento, la actividad de ia oxidasa alterna y de la citocromo oxidasa son cultivar
dependientes, estas actividades disminuyeron a diferentes velocidades conforme pasa el
tiempo de almacenamiento.

Es importante destacar la participacién de los diferentes mecanismos que intervienen en la
diferente sensibilidad al envejecimiento de los cultivares como son; |2 capacidad de la
oxidasa alterna, la capacidad de la citocromo oxidasa, el sistema enzimatico antioxidante y
Ia velocidad de produccién de radicales superdxido de cada cultivar. Con esto podemos

decir que esta sensibilidad es dependiente de todo un conjunto de factores y de como se

regulan entre elios.




INTRODUCCION

La mitocondria constituye la principal fuente celular de radicales superdxido (Maxwell,
et.al., 1999). Este anidén es un subproducto de la respiracion que se realiza en la cadena
mitocondrial de los citocromos. El radical superdxido es un oxidante fuerte y por tanto
capaz de oxidar a las diversas macromoléculas, resultando en la pérdida de funcién
celular. Para contender con este efecto deletéreo, los organismos aerdbicos han
desarrollado una serie de mecanismos enzimaticos y quimicos, los cuales inactivan al
radical superdxido. Entre los primeros se encuentra la superéxido dismutasa, |a peroxidasa
y las catalasas. Entre los antioxidantes quimicos se encuentran el a-tocoferol y el glutatién
(Scandalios, 1993).

Las plantas ademas de las defensas antioxidantes ya mencionadas poseen un mecanismo
adicional para contender contra este radical fuertemente oxidante. Este mecanismo lo
constituye la oxidasa aiterna, enzima localizada en la membrana intema mitocondrial y
cuya funcion es la de evitar la formacion del radical superdxido (Maxwell, et.al., 1999).

€l equilibrio entre la produccién y apagamiento del radical superéxido se pierde cuando los
organismos son sometidos a estimulos estresantes como el envejecimiento (Camacho,
2000).

Después de la cosecha, las semillas son almacenadas por diversos periodos antes de su

utilizacién. Durante este aimacenamiento, las caracteristicas que determinan su uso como

insumo agricola, vigor y viabilidad, disminuye o se pierde. El tiempo en el cual se realiza




esta disminucién y/o pérdida depende de las condiciones del almacén especialmente
humedad y temperatura, entre mas altas son estas menor tiempo de almacenamiento

requieren las semilias para perder su vigor y viabilidad (Buchvarov y Gantcheff, 19584).

En trabajos previos (Camacho, 1999) se ha reportado que la sensibilidad al

envejecimiento, periodo de almacenamiento que tarda la semilia en perder su vigor y
viabilidad, se asocia con la velocidad de producciéon de radicales superdxido. Pero no con
las actividades de las enzimas que detoxifican el anién superdxido, por o que se ha
sugerido que las diferencias podrian deberse a que la actividad y/o estabilidad en
condiciones de almacén de la oxidasa alterna, enzima que impide la formacién del
superdxido y/o de la cadena de citocromos que promueve la formacién del radicat
superdxido, es diferente entre los cultivares.

Con la finalidad de explorar esta posibilidad en este trabajo se cuantificé la actividad de la
via de los citocromos y de la oxidasa alterna en cultivares de maiz con diferente
sensibilidad al envejecimiento. Los resultados indican que conforme aumenta el tiempo de
aimacenamiento, el envejecimiento de la semilla provoca una disminucidn en la actividad
de estas vias. Sin embargo, en nuestro trabajo se observé que la sensibilidad al
envejecimiento estuvo asociada a la velocidad con que se pierde la actividad de la oxidasa

alterna.




ANTECEDENTES

EL_MALZ:

El maiz constituye un producto agricola de importancia estratégica a nivel mundial, debido
a su utilizacién como alimento y como materia prima para la fabricacion de diversos
productos industriales. En las zonas rurales de México, el maiz junto con el frijol constituye
la base de la dieta del individuo. Para su consumo, el maiz se prepara en forma de
tortillas, tamales, pozole, pinole (tostado y pulverizado), atole, roscas, esquite (tostado,
sin moler), entre otras (Arias, 1987).

En algunas regiones, como los andes, el maiz se utiliza para preparar una bebida
fermentada, semejante a la cerveza, a la cual se le conoce como c/rc/a.

Desde el punto de vista industrial los constituyentes mdas importantes del grano son el
almidén del endospermo y el aceite almacenado en el embridn. El almidén se utiliza en: ef
favado de ropa, en la cocina como espesante de diversos platillos; para preparar pastas
adherentes y mucilagos, que se utilizan en los sellos de correos y en las solapas de los
sobres. El aceite extraido de los embriones germinados de la semilla se utilizan como
alimento y también en la fabricacién de bamices, pinturas, cauchos artificiales y jabones
(Arias, 1987).

Los principales paises productores de malz son: E.U., China, Brasil, México, Francia,
Yugoslavia, Rumania, Italia, Sudafrica y Argentina (Maarten y Sadava, 1994). En Estados
Unidos el maiz se cultiva para alimento pecuario y en escala gigantesca, su produccién
anual es superior 3 100 millones de toneladas (Se reportaron 605 mill. de toneladas en el
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2001) y su valor es varias veces mayor que el de la produccién anual de oro y plata en
todo el mundo (Maarten y Sadava, 1994).

El maiz se puede recolectar de distintas maneras, se pueden colectar a mano, como en los
paises emergentes o con maquinas, como en los paises desarrollados, y se aimacenan en
graneros. Estos son locales sombreados especialmente construidos y ventilados para
permitir la continuacién del proceso de secamiento y para proteger el maiz de la humedad
y de los roedores (Gutiérrez, 1992).

Desde los primeros tiempos del cultivo del maiz en América, los indios pusieron especial
cuidado en la seleccion de las mazorcas destinadas a sembrar en la siguiente temporada.
La continuada seleccién origind muchas variedades y razas nuevas, estas fueron
seleccionadas conforme a su adaptabilidad a diferentes suelos y climas (Gutiérrez, 1992).
En 1905 los fitomejoradores, en los E.U.A., observaron que cuando el polen de una planta
de maiz fecundaba las mazorcas de la misma mata los granos asi originados producian
una gran variedad de plantas distintas; algunas eran muy pobres, mientras que otras
presentaban caracteres aceptables. Con la repeticién de este proceso, y guardando sélo
{as mejores plantas como semillas para cada raza, se obtuvieron lineas puras. Pero dichas
razas producian menos que las plantas originarias. Esto parecia hacer poco deseables las
nuevas variedades, se vio también que cuando las mencionadas lineas puras se
polinizaban en forma cruzada con otras, los granos asi producidos con frecuencia daban
plantas hibridas mas productivas (Limpton y Longhurst). En algunos casos estos hibridos
eran mejores, no solo en cuanto a resistencia a enfermedades y robustez de las cafas,
sino que también daban un rendimiento mas alto que las viejas variedades que habian

servido para seleccionarlas. Asi pues, purificando primero y escogiendo las caracteristicas




mas convenientes de las antiguas variedades y luego recombinando éstas, se crearon las
nuevas variedades superiores de maiz (Tribe. D., 1987).

Antes del descubrimiento de América, los indios plantaban maiz en forma muy simple;
echaban las semillas en un agujero, las espolvoreaban con ceniza de madera, afiadian un
pescado muerto como fertilizante y cubrian las semillas con la tierra. Actualmente las
variedades perfeccionadas de maiz requieren un suelo arcilloso de buen desaglie y calido.
El tiempo de desarrollo varia desde dos a siete meses. El clima ideal del maiz es con
mucho sol, frecuentes lluvias durante los meses de verano, noches cdlidas y humedad
elevada. El maiz es reaimente un producto tropical. Excesivas lluvias lo perjudican.
Después de que el maiz emerge de los campos debe mantenerse el suelo libre de malezas
e insectos (Guemes et.al., 1990).

El maiz pertenece a la familia de las gramineas. La planta alcanza de medio metro a seis
metros de alto. Las hojas forman una larga vaina intimamente arrollada al tallo y un limbo
mas ancho, alargado y flexible. Del tallo nacen dos o tres inflorescencias muy densas o
mazorcas. En cada mazorca se ven las filas de granos, cuyo nimero puede variar de ocho
a treinta. A cada grano le corresponde un largo hilo sedoso que sobresale por el extremo
de la mazorca (Figura 1) (Arias,1987).

Debido a que la produccion del maiz es muy grande, muchas veces es necesario
almacenario por periodos prolongados y si no se hace en condiciones adecuadas de
temperatura y humedad relativa, entonces comienza a haber un deterioro en la semilla

que se conoce como envejecimiento y que puede provocar pérdidas muy grandes de la

produccién anual (Guemes et.al.,1990).




Figura 1. Planta de maiz maduara (www.cCnmaiz.com.mx).

EL_ENVEECIMIENTO:

El envejecimiento es considerado un proceso degenerativo, no regulado y determinado
principalmente por factores externos. La muerte o pérdida de viabilidad no es la Onica ni i1a
principal consecuencia del envejecimiento (Noodén, 1988, Smith y Berjak, 1995).

E!l envejecimiento se define como la disminucién de la viabilidad y del vigor (velocidad de
germinacion, crecimiento de la plantula, desamolio de (a plantula, entre otras.) de las
semillas, aunque & o los mecanismos por los cuales ias semillas envejecen cuando son
almacenadas no se han dilucidado, se sabe que la velocidad con la que & fenémeno se
establece depende de diversos factores ambientales, como la temperatura, la humedad y
la presencia de oxigeno (Vertucci 1992, Smith y Berjak 1995, Noodén 1988). En la Figura
2 se esquematiza esta refacon.

° TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




El envejecimiento causa diferentes alteraciones bioquimicas en la semilla, entre las de

mayor interés tenemos:

1.

Cuando las semillas son ricas en lipidos tienden a tener una mayor sensibilidad al
envejecimiento, esto por que hay una suceptibilidad de los lipidos a oxidarse
y esta suceptibilidad aumenta de acuerdo a la temperatura y humedad relativa en

la que se almacenan ias semillas (Priestley, 1986).

Se ha demostrado que durante el envejecimiento se presenta una disminucién
de azucares en semillas de maiz y soya. En cultivares de maiz con similar calidad
inicial y diferente sensibilidad al envejecimiento se ha observado acumulacién de
monosacaridos y una disminucién significativa de rafinosa y sacarosa (Bernal-Lugo
y Leopold, 1992).

Se ha sugerido que durante el envejecimiento en el almacén se promueven
entrecruzamientos y protedlisis, modificando 1a estructura de las proteinas y
en el caso de las enzimas su actividad. Por ejemplo aquellas enzimas que
la movilizacion de reservas como la amilasa, puede traer

participan en
consecuencias en |a germinacion como son una disminucién de la misma (Ching y

Schoolcraft, 1968).
Se ha demostrado que en semillas deterioradas o envejecidas la actividad de
{] joxid. como la superdxido dismutasa (SOD), la peroxidasa

(POD) y ia catalasa (CAT) es extremadamente baja (Nandi, et.al., 1997).
En estudios donde se han evaluado los efectos del envejecimiento sobre ef
metabolismo respiratorio, se ha encontrado una disminucién en Ia actividad de

ia cadena respiratoria sensible a cianuro (Abdul-Baki, 1980) debida



principalmente a una reduccién de la actividad mitocondrial (Woodstock, et.al.,
1984) y a un incremento en el transporte de electrones a través de via de la
oxidasa alterna, insensible al cianuro (Leopold y Musgrave, 1980).

Existe también una pérdida de la integridad mitocondrial que se refleja en la

6.
alteracién de la estructura y funcionalidad de las mitocondrias (Stewart y Bewley,
1980, Noodén, 1988).

7. Durante el almacenamiento prolongado se lleva a cabo la inactivacién de

inhibidores de ADNasas que pueden entonces degradar el DNA de la semilla.

Temperatura, Humedad relativa
Presencia de O2

= = ENVEJECIMIENTO

e

Figura 2. Esquema de una semilla fresca y otra envejecida. El envejecimiento se da por
condiciones no adecuadas de temperatura, humedad relativa y por 1a presencia de oxigeno durante

el almacenamiento.

En la semilla de maiz se distinguen dos regiones la del endospermo y la del embrion

(Figura 3). Bl endospermo, contiene el material de reserva de la semilla constituido
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principalmente por almidén (50-70%) y proteina (10%). El embrién comprende la

plantula en miniatura y el escultelo. Este ultimo contiene como reserva de utilizacién
inmediata en |a germinacién, a los aceites (5%) y a los oligosacaridos (1-4%). Debido a su
composicién quimica, la semilla de maiz constituye una importante fuente de
carbohidratos, proteinas y grasas para consumo humano o de animales domésticos y son
una fuente significativa de minerales, vitaminas y fibra (Maarten y Sadava, 1994).

La germinacién se ha definido de diversas formas. Bioquimicamente la germinacién se
define como la serie de eventos moleculares que anteceden y preparan la primera ronda
de la divisién celular.

Fisiolégicamente se define como ia combinacién de eventos que activan el crecimiento de
un embridén deshidratado con un metabolismo casi nulo a un embridn con un metabolismo
activo y vigoroso y que culmina en la protrusién de la radicula. En sentido estricto no
incluye el crecimiento de la plantula, el cual es una consecuencia del término de la
germinacioén (Bewley y Black, 1994).

Los agrénomos definen a la germinacion como los procesos de desarrollo y emergencia de
aquelias estructuras provenientes del embrién, manifestando asi la capacidad de las
semillas para formar una plantula normal bajo condiciones favorables (Maarten y Sadava,
1994).

La definicidn mas completa y en la que nos basaremos es la que nos dice que; la
Germinacién comienza con la entrada de agua a la semilla (imbibicién) y termina con ia
iniciacién de la elongacion del eje embrionario, usualmente la radicula. Este proceso

incluye la hidratacién de las proteinas cambios estructurales subcelulares, sintesis de



macromoléculas, respiracion y elongacion celular. La combinacion de estos eventos tiene
como objetivo activar el crecimiento del embrion (Bewley y Black, 1994).

(YR T

Arus hn
[

Figura 3. Corte transversal de una semilla de maiz donde podemos observar las principales
partes de ia semilla y su estructura (www.portalagrario.gob.pe).

Bajo condiciones éptimas, la entrada de agua a las semillas esta caracterizada por 3 fases:
Fase I; Imbibicién que es el prooeso fisico que ocurre en las semillas viables y no viables.
En esta fase el potencial de agua de la semilla es mucho menor que el de su entomo.
Fase II; El potencial de agua de la semilla es igualado con el de su entormo, en esta etapa
ocurren muchos eventos metabolicos que preparan a la semilla para la emergencia de ia
radicula.

Fase 1II; Se presenta ja protrusion radicular para dar origen al crecimiento de la pidantula.
La duracién de cada fase depende de las propiedades inherentes (tamaiio, permeabilidad,
entre otras) de las semillas (Bewley y Black, 19949).
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A medida que la semilla se hidrata su metabolismo se activa. El nivel de esta actividad
metabdlica se evaltia por el grado de respiracién de la semilla, es por eso que el patrén de
respiracién de la semilta durante la germinacién es un patrén caracterizado por 3 fases
similar al patrén de hidratacion (Bewley y Black, 1994).

1. En la primera fase, se incrementa el consumo de oxigeno, debido a la hidratacién y

activacidon de enzimas mitocondriales que funcionan en el ciclo del dcido citrico y
en el transporte de electrones.

En la segunda fase, el consumo de oxigeno se estabiliza debido posiblemente a
que en este periodo puede haber una reduccién en los procesos metabdlicos
necesarios para la germinacion que preparan al embrién para el crecimiento
celular, es en este momento cuando las semillas se han hidratado completamente
y las enzimas existentes se activan. Entre esta fase y la tercera es cuando emerge
la radicula.

3. La tercera fase se caracteriza por un nuevo incremento en el consumo de oxigeno,
el cual es atribuido a un incremento en la actividad de las enzimas mitocondriales
respiratorias (Bewley y Black, 1994).

El consumo de oxigeno esta acoplado al mismo tiempo con la produccién de ATP, que
proporciona la energia necesaria para que se inicien otros procesos metabdlicos de la
germinacion como Ia sintesis de DNA, RNA y las proteinas.

Se ha reportado que [a sintesis del DNA es un evento que se inicia en tiempos tempranos
de la germinacion y hay sintesis temprana de DNA de tipo reparativo (Ortega, 1988), la
cual tiene como fin sustituir el DNA dafiado durante la maduracién, deshidratacién y

almacenamiento de las semillas (Vazquez-Ramos y Osborne, 1986). La sintesis replicativa




del DNA es un evento tardio que se inicia alrededor de las 14 horas, alcanzando su
maximo valor a las 40 horas de iniciada la germinacién (Baiza et.al., 1989).

La transicién del desarrollo de la germinacion necesita fundamentalmente de cambios en
la expresidn gené€tica. Todos los estados de expresién de los genes que codifican para
proteinas de reserva y para enzimas que estan involucradas en la sintesis de material de
reserva durante la maduracién de la semilla y otras actividades afines tienen que estar
apagados, mientras que los genes que codifican para enzimas involucradas en la
germinacion, iniciacion del crecimiento y la subsecuente movilizacién de reservas deben
ser activados. Esto es mas o menos lo que ocurre durante la sintesis del RNA (Bewley y
Black, 1994).

En semillas de maiz una vez que el metabolismo de la germinacién se activa con la
entrada de agua, ocurre también la sintesis de proteinas, la cual se incrementa de forma
progresiva conforme avanza la germinacion.

En un estado més avanzado de la germinacion se inicia la division celular. En el maiz se ha
demostrado que las células de mesocotilo son las primeras que sufren division celular, lo

cual ocurre a las 28 horas de imbibicion (Baiza et.al., 1986).

LA MITOCONDRIA:
Las mitocondrias son cuerpos cuyo tamaiio fluctia entre 0.2 y 5 um, y cuya forma es
variable: filamentos, bastoncillos o esferas. La forma mas conocida de las mitocondrias es

la que se muestra en la figura 4. Su nimero varia de unas pocas a mas de un millar por
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célula. Este organelo contiene numerosas invaginaciones en el interior de la membrana
llamadas crestas (Voet y Voet, 1995).

La mitocondria es el sitio donde se lleva a cabo el metabolismo oxidativo eucaridtico, se ha
demostrado que este organelo contiene enzimas (que regulan las reacciones que aqui se
llevan a cabo), como la piruvato deshidrogenasa, enzimas del ciclo del acido citrico,
enzimas que catalizan la oxidacién de los &cidos grasos, enzimas y proteinas que
participan en el transporte de electrones y en la fosforilacién oxidativa, ademas de que
proporciona energia en forma de ATP necesaria para que se lleve a cabo el proceso de la
germinacién (Voet y Voet, 1995).

Las mitocondrias se pueden aislar y purificar. El tejido se homogeniza y las mitocondrias
se aislan por centrifugacion diferencial y se purifican en gradientes de percoil (Lehninger
et. al.,1993).

La mitocondria estd formada por dos membranas (membrana mitocondrial externa e
interna) que la protegen y que son de gran importancia para todas las funciones que se
llevan a cabo dentro de la mitocondria.

La membrana mitocondrial externa es facilmente permeable a pequefas moléculas e
iones. La membrana interna es impermeable a la mayoria de moléculas pequeiias e iones,
incluido el protén (H*). Las Unicas especies que cruzan la membrana interna son aquellas
para las que existen proteinas transportadoras especificas. Esta membrana aloja a los
componentes de la cadena respiratoria y el domplejo enzimatico responsable de la sintesis

de ATP (Lehninger et. al.,1993).
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Figura 4. E de la mi dria, se la Gnicamente las partes principales como son las
membranas: intema y externa, la matriz mitocondrial y las crestas (www.forest.ula.ve).

La membrana interna de una sola mitocondria puede tener mas de 10,000 conjuntos de
sistemas de transferencia de electrones (cadenas respiratorias) y de moléculas de ATP
sintasa, distribuidas por toda la superficie de |la membrana interna (Lehninger et.
al.,1993). Las mitocondrias son el principal sitio para el transporte de electrones y el
consumo de oxigeno en los tejidos vegetales heterotréficos (Purvis, 1997).

Esta cadena consta de una serie de transportadores electronicos, la mayoria proteinas
integrales de membrana, con grupos prostéticos capaces de aceptar y donar 1 o 2
electrones. Cada componente de la cadena puede aceptar electrones del transportador

precedente y transferirios al siguiente en una secuencia especifica.
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El NAD y las flavoproteinas funcionan como transportadores de electrones al igual que
otros grupos como son: La benzoquinona hidrofébica (ubiquinona) y 2 tipos diferentes de
proteinas con hierro (citocromos y proteinas ferro-sulfuradas) (Lehninger et. al.,1993).

La Ubiquinona o coenzima Q, © sencillamente UQ es una benzoquinona liposoluble que
transporta electrones en cadenas de transferencia de electrones asociadas 3 membranas.
La ubiquinona puede aceptar un electron transformandose en el radical semiquinona
(UQH-) o 2 electrones formado Ubiquinol (UQH:) (Voet y Voet, 1995).

LLos citocromos son proteinas acarreadoras de electrones, contienen hierro, situadas en la
membrana mitocondrial interna. Existen tres clases de citocromos que se distinguen por
sus diferencias en su espectro de absorcién de la luz y que se designana, by c.

Los citocromos de los tipos a y b son proteinas integrales de membrana. Mientras que el
citocromo € es una proteina soluble que se asocia mediante interacciones electrostiticas
con la parte exterior de la membrana mitocondrial interna, tiene un tamaiio pequefio de
104 residuos de aminodcidos (Voet y Voet, 1995).

En la reaccién global catalizada por la cadena respiratoria mitocondrial se transportan
electrones, desde el NADH, el succinato u otro dador electrénico primario, a través de las
flavoproteinas, ubiquinona y citocromos (casi todos los cuales estdn incrustados en la
membrana interna) y finalmente al oxigeno (Lehninger et. al.,1993).

Los complejos 1 y II catalizan la transferencia a 1a ubiquinona a partir de dos dadores
electrénicos diferentes: NADH (complejo I) y succinato (Complejo 1I). El compiejo III
transporta electrones desde la ubiquinona al citocromo ¢ y el complejo IV completa la

secuencia transfiriendo electrones desde el citocromo ¢ al oxigeno (Lehninger et.
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al.,1993). Un esquema general de la cadena transportadora de electrones se muestra en
la Figura 5.
A continuacion se describirdn las caracteristicas de cada uno de los componentes de la

cadena respiratoria de acuerdo a diversos libros de bioquimica (Lehninger, et.al., 1993,

Voet y Voet,1995).

COMPLEJO 1I: NADH a Ubiquinona
También llamado NADH deshidrogenasa, es un enorme compiejo de flavoproteina que

contiene mas de 25 cadenas polipeptidicas. Todo el complejo estd incrustado en la
membrana mitocondrial interna y éste esta orientado de modo que su sitio de fijacidn de
NADH mira hacia la matriz para poder interaccionar con el NADH producido por cualquiera
de las diversas deshidrogenasas de la matriz.

Algunos de los inhibidores de la actividad deshidrogenasa de este complejo son: amital,

rotenona, piericidina A.
El ubiquinol (forma reducida de UQ) se difunde en la membrana desde el complejo I al

complejo 111, en donde se oxida a UQ. EIl flujo de electrones a través del complejo I a la
ubiquinona y al complejo III va acompafiado del movimiento de protones desde |a matriz
mitocondrial al lado exterior (citosol) de la membrana mitocondrial interna (espacio

intermembranal).

COMPLEJO II: Succinato a Ubiquinona
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También llamado Succinato deshidrogenasa, es la inica enzima del ciclo del acido citrico
ligada a la membrana. Es un complejo mas pequeiio y sencillo que el complejo I, contiene
dos tipos de grupos prostéticos y al menos cuatro proteinas diferentes.

Otros sustratos de las deshidrogenasas mitocondriales también pasan electrones a la

cadena respiratoria a nivel de la ubiquinona, pero no a través del complejo II.

COMPLEJO I11: Ubiquinona a Citocromo C
También ilamado complejo bc: o ubiquinona-citocromo ¢ oxidoreductasa. Este complejo
funciona como una bomba de protones, debido a la orientacion asimétrica del complejo,

los protones producidos cuando se oxida el UQH: a UQ se liberan al espacio

intermembrana produciendo un gradiente de protones, que después serd empleado para

la produccién dei ATP.

COMPLEJO 1V: Reduccién del Oxigeno
También llamado citocromo oxidasa, contiene citocromos a y a;. Formados por dos grupos

hemo unidos a diferentes regiones de la misma proteina. La citocromo oxidasa también
contiene dos iones cobre que son de gran importancia para la transferencia de electrones
al oxigeno. Este complejo ha evolucionado para llevar a cabo la reduccion del oxigeno con
cuatro electrones sin generar intermediarios incompletamente reducidos como el perdxido,

el radical superdxido o radicales hidroxilo libres ya que son especies muy reactivas que

daniarian los componentes celulares.




MATRIZ MITOCONDRIAL

ESPACIO INTERMEMBRANAL

Figura 5. Esqu de Ia cad: ep h de ab En e g/ se sefiala
donde se encuentra la matriz mitoc vel inter Los ¢ LOmmyIv
qQue forman parte imp we de la cad transposrtadora de electrones. La jetra c es la dtocgomo
C y las flechas negras nos indican las vias hacia donde se pusden disigir los electtones. El recuadro
morado indica en donde esta localizada la Oxidasa Aterna (OXA). La produccdn de radicales
superdxido esta sefialado con rojo y a nivel de la paza de Quinonas es donde se Neva a cabo la

mayor produccién de estos radicales.

ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ERO):

Todos los organismos aerdbicos producen derta cantidad de especies reactivas de oxigeno
(ERO) como son, el radical superéxido (-O2;), el radical hidroxilo (-OH) y el perdéxido de
hidrégeno (Hz0:), esto durante el curso del proceso metabdlico normal. Si estos radicales
no son removidos efectiva y rapidamente de la oflula, pueden causar daflos a las

macromoléculas y posiblemente la muerte cedular. Sin Qo, Y e
enzimiticos y no enzimdticos que protegen a la oflula de estas especies que son
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altamente reactivas y toxicas. Dentro de estos mecanismos estan los antioxidantes como
el ascorbato y el glutation; enzimas que apagan a las ERO como la superdxido dismutasa,
catalasa y la peroxidasa (Maxwell, et.al., 1999).

El radical superdxido se produce por la adicion de un electron a una molécula de oxigeno
(Figura 5). La adicién de otro electron y dos protones genera el H,O,, muchas veces esto
se acelera por la accién de la superdxido dismutasa, los radicales superdxido son
producidos como un subproducto durante la respiracién mitocondrial. El sitio de mayor
produccion de radicales superdxido a lo largo de la cadena respiratoria es la poza de
quinonas. Ademas la adicion de inhibidores como Antimicina A que bloquea al complejo 111
de la cadena transportadora de electrones provoca una produccion excesiva de estos
radicales, ya que impide el flujo normal de los electrones y estos comienzan a acumularse
{(Maxwell, et.al., 1999).

Se ha comprobado que durante el envejecimiento en el almacén de las semillas, se
acumulan radicales superdxido, principalmente en los ejes embrionarios (Buchvarov y
Gantcheff, 1984).

Las mitocondrias de las plantas a nivel de la poza de quinonas poseen una oxidasa que

funciona como una via alterma para el flujo de los electrones y por tanto puede regular la

produccién de radicales superdxido (Buchvarov y Gantcheff, 1984).
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LA OXIDASA ALTERNA:

La oxidasa aiterma es un dimero con un peso molecular de alrededor de 64 kD, es
resistente al cianuro y se ha encontrado en todas las células vegetales asi como en
algunas levaduras, hongos y protozoarios (Lambers, 1997).

La Oxidasa Alterna esta localizada en |a cadena transportadora de electrones al nivel de la
poza de quinonas (Figura 5) y se dice que junto con {a via de la citocromo oxidasa forman
la cadena de transporte de electrones.

La transferencia de electrones a través de la via de la citocromo oxidasa estd acoplada a ia
sintesis de ATP y es inhibida por cianuro. Mientras que el flujo de electrones de la
ubiquinona a través de la via alterna no esta acoplado a la produccidon de ATP y no es
inhibida por clanuro, pero se inhibe por n-propil galato (NPG) y acido salicilhidroxdmico
(SHAM).

La activacion de la via de la oxidasa alterna ocurre cuando la actividad de la via de la
citocromo oxidasa es restringida, esto es cuando se adicionan inhibidores tanto del
complejo III como del complejo IV (citocromo oxidasa) o bien cuando la cantidad de
electrones que entran en la cadena es excesiva provocando una saturaciéon de la via de la
citocromo oxidasa (Lambers, 1997).

Se ha demostrado que una de las funciones de la via alterna es la de disminuir la
formacion de especies reactivas de oxigeno producidas durante el transporte de electrones
en la respiracién, la oxidasa alterna juega un papel! muy importante en la disminucién de
radicales superéxido formados en las células vegetales (Purvis, 1997).

Estudios realizados con plantas transgénicas han demostrado que la oxidasa alterna no

tiene ningan efecto significativo en el crecimiento de las plantas, a excepcién de los casos
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en los que las plantas han sido tratadas con Antimicina A (inhibidor de ia citocromo
oxidasa) ya que en estos casos la oxidasa alterna es la dnica via para que el oxigeno
reaccione con los electrones y se lleve a cabo la respiracién de la planta y de esta manera
pueda crecer, sin embargo no se puede comparar con el crecimiento de una planta
normal, ya que la oxidasa alterna no logra un desarrolio completo de la planta. (Maxwell,
et.al., 1999)

Diferentes investigadores han observado que la via de la oxidasa alterna del transporte de
electrones en las mitocondrias reduce la produccidon de especies reactivas de oxigeno
durante y después de la exposicién de tejidos vegetales a un determinado estrés. Una de

las formas de aumentar la actividad al maximo de la oxidasa alterna es con la adicién de

piruvato y DTT (ditiotreitol) (Purvis, 1997).

23



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Determinar la posible relacion entre la sensibilidad al envejecimiento de los diferentes

cuitivares y la funcionalidad respiratoria de la mitocondria en semillas de maiz.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1.- Determinar la calidad de la fraccion mitocondrial obtenida.
2.- Determinar la sensibilidad al envejecimiento de los diferentes cultivares.
3.- Cuantificar la velocidad de respiracién de los diferentes materiales
4.- Observar el efecto del almacenamiento inadecuado sobre la funcionalidad mitocondrial
de:
a) La actividad de la Cadena Transportadora de Electrones

b) La actividad de Ovidasa Alterna.
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HIPOTESIS

Dado que la sensibilidad al envejecimiento de semillas de maiz se correlaciona
positivamente con el nivel de radical superéxido producido por la mitocondria y 1a
produccién de este radical se regula por ia actividad respiratoria de Ia mitocondria,
entonces ésta también debera estar asociada a la sensibilidad de tas semillas al
envejecimiento.
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METODOLOGIA

ENVEJECIMIENTO DE LAS SEMILLAS:

Las semillas se colocaron en cajas totalmente herméticas conteniendo una solucién
de cloruro de sodio saturada. En la caja se colocaron rejas en el fondo y las
semillas se distribuyeron en una canastilla de pldstico cuidando que no quedaran
encimadas. La humedad relativa en el interior de Ia caja cerrada se controlé al
75% debido a la sofucién saturada de cloruro de sodio.

Las cajas se colocaron en cadmaras de incubacién a 30° C.

Cada 15 dias se realizd un muestreo de semillas y se germinaron durante siete dias
para asi observar la viabilidad del lote.

El procedimiento para germinar las semillas consiste en lavar las semillas con una
solucién de cloralex al 20% y después enjuagarias con agua destilada hasta la
completa desaparicién del olor a cloro. Después se colocaron las semillas en toallas
de papel de estraza previamente humedecidas y se taparon con otra toalla igual,
las toallas se enroliaron y se colocaron en cajas cerradas herméticamente. La caja
contiene agua, que no este en contacto con los rollitos de las semillas, para esto se
colocaron unas rejillas en el fondo de la caja. Las cajas se introducen en una
incubadora a 26° C, por 7 dias.

Después de este periodo se contaron las semillas germinadas y se expreso como

porcentaje del total del lote ensayado. Este valor constituye la viabilidad del iote.
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De esta forrna mediante una curva de sobrevivencia, en la figura 6 (tiempo de
almacenamiento vs. % germinacién) se caiculd el tiempo de almacenamiento que el lote

tardé en perder el 50% de la viabilidad, este valor constituyo el Pss.
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Figura 6. Curva de sobrevivencia (tiempo de almacenamiento vs % germinacién), con esta
grafica podemos conocer la sensibilidad al envejecimiento de cada uno de los materiales con los
que se trabajé, cuantificado como Pso. En este caso la grifica se realizé con los datos del cultivar

T100.

< OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO:

Las semillas se sumergieron en una solucién de cloralex al 20% durante dos
minutos para después lavarias con agua destilada hasta que el olor a cloro
desaparecié.

Las semilias se distribuyeron en hojas sanitas humedas y se envoivieron en forma
de taco se colocaron dentro de una charola con sello hermético con agua en el

fondo, pero sin tener contacto con las semillas o en una cadmara de germinacion.
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Se pusieron a germinar en una incubadora a 26°C, en completa oscuridad por 4
dias.

Después de ese tiempo se retird el mesocotilo de las semillas germinadas, el
mesoootilo es la parte intermedia entre la plantula y o que es e embrion. Es
importante que todo e material obtenido y e manejo de éste se haga a
temperaturas bajas (4° C) por lo que es necesario siempre tenerio en hielo o bien

realizar la homogeneizacién en un cuarto frio.

Mesocotilos

Figura 7. Samilia ¢ ol otilo. En esta fotografia se ve ia semilla de
maiz sin germinar, la me semilla és de los cuatio dias de germinacién y de esta
obtenemos e tejido con el que se trabajs, el mesocotilo

(Modificaciéon de la Téonica reportada por Uribe y Moreno, 1992)

£l tejido se homogenizé con arena y una solucdn de SHE (Sacarosa 0.25 M, HEPES
10mM vy EGTA 2mM a pH 7.3) en una reladon 2 gramos por cada mi, BSA 19
(libre de #&cidos grasos), se e adicona af tejido PVP-40 a un 0.6%, cisteina (Stock
1.2 mg/ mi) 4ul por cada 10 ml de SHE.
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El homogenado se fiitré a través de una gasa, para remover los residuos celulares,
el filtrado se colocd en tubos de vidrio corex y se centrifugé @ 1000 g, 10 minutos
a4q° C.

La pastilla se desechd ya que aqui quedaron los nicleos y residuos de tejido y la
arena o los sdlidos que no sirven. El sobrenadante se colocé ahora en tubos de
plastico y se centrifugd a 7000 g, 10 minutos a 4° C.

De esta centrifugacién se desechd el sobrenadante y la pastilla se resuspendid
suavemente con un pincel en 500 ul de SHE + 0.5% BSA.

Se agitaron suavemente y se dejaron incubar a 4° C, 10 minutos. Las pastillas se
juntaron y se les anadieron 30 ml de SHE + cisteina en la misma proporcién que la
primera solucion.

Se volvieron a centrifugar a 7000 g por 10 minutos a 4° C.

El sobrenadante se desechd y la pastilla e homogeneizé en el liquido que retiene
la pastilla. Esta muestra es 1o que denominamos mitocondrias crudas.

En tubos pequerios de plastico especiales para ultracentrifuga TLX se colocaron 1.7
ml de SHE + BSA (libre de dcidos grasos) 1% y 1.3 ml de Percoll y de 20 ul—-300 pl
de la muestra por cada tubo. Esto es para que mediante gradientes de Percoll
obtengamos una muestra de mitocondrias puras.

Se centrifugaron a 30,000 rpm durante 30 minutos a 4° C, en la ulitracentrifuga
(Beckman Optima ™ TLX Ultracentrifuga. Rotor: TLX Beckman.)

La pastilla contiene las mitocondrias rotas, que no eran adecuadas para los
experimentos que realizamos, por 10 que trabajamos con la franja intermedia, una

franja turbia que es donde se localizan las mitocondrias purificadas (Figura 8).
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MITOCONDRIAS
ENTERAS Y
PURIFICADAS

Mitocondrias Rotas *+———

Figura 8. Gradiente de Percoll mostrando Ia localizacién de las mitocondrias. La banda con
la que se trabajoé fue la intermedia que contiene la muestra con mitocondrias enteras.

Esta banda se extrajo con una pipeta Pasteur pldstica con precaucién de no jalar o
mezclar las demas bandas.

LLa banda se incubd 10 minutos con 100 ul de BSA (libre de acidos grasos) 10%.

Se le adicion6 aproximadamente 30 mi de buffer (SHE + cisteina). La cantidad de
cisteina es de 4 ul por cada 10 mi de SHE, de un stock (1.2 mg/mi).

Se centrifugaron 15 minutos a 7000 g, a 4° C.

El sobrenadante se desechd y la pastilla contenia las mitocondrias purificadas.

La pastilla se resuspendio con el liquido que retuvo y el volumen de estas se
cuantificé con una micropipeta, y se trasladaron a un tubo eppendorf.

De esta manera se obtuvieron las mitocondrias enteras y purificadas.

DETERMINACION DE PROTEINA: TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Técnica de Lowry, et.al., 1951:
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En tubos de ensayo se colocaron 0.5 mi de agua y 1.5 mi de solucién C (solucién
A + solucidn B en una proporcion 100:1). La solucidn A esta formada por
carbonato de sodio 2%, hidroxido de sodio 0.4%, tartrato de sodio 0.16% y SDS
1%. La solucién B es sulfato de cobre pentahidratado al 4%.

Al mismo tiempo se le adiciond la muestra en un volumen de 2-3 pl.

Se agitaron en Vortex y se dejaron en reposo por 10 minutos

Después de este tiempo se le adiciond 150 pd de la solucién de Folin 1N (1:1 Folin

2N y agua)
Se agitaron en Vortex y se dejaron en reposo por 30 minutos a temperatura

ambiente.
Al mismo tiempo se realizé una curva patrén utilizando un stock (1mg/ml) de BSA

que va de 0-100 pl del stock.
Se leyeron las absorbencias 660 nm en el espectrofotémetro.

Este proceso se realizd en el oximetro, el cual esta provisto de una cdmara en

donde se ilevé a cabo el proceso de la respiracién y la reaccién principal que nos
interesa para medir la capacidad respiratoria de la mitocondria, ademas cuenta con
un registrador que va trazando, en un papel cuadriculado especial, como es que se

ileva a cabo e! consumo de oxigeno y por lo tanto la actividad de las oxidasas.
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Lo primero que realizé fue la limpieza de la camara la cual esta provista de un
electrodo sensible al oxigeno lo que permite se pueda medir la respiracién o el
consumo de oxigeno y de una barra magnética que mantiene en agitacion
constante [a solucién contenida en la camara.

Después se ajusts ia puntilla del registrador a 100, para comenzar |a reaccidn.

Lo primero que se colocd en la cdmara es el buffer de reaccién que se denomina
KME®™ por las siglas de sus componentes, esta buffer esta a un pH de 7.5 y se
adiciond 1.6 ml.

Una vez que se tiene e! buffer de reaccién se agregaron las siguientes soluciones,
con una microjeringa de 25 ul: 1.5 ul de ATP de un stock de 300 mM, 1.9 ul de un
stock de MgCl; 1 My 9.5 ul de un stock de KH.PO4 1 M.

Estas soluciones permitieron que las mitocondrias respiraran y se sintieran en un
ambiente S6ptimo para realizar sus funciones y al mismo tiempo realizar las
mediciones de interés.

Una vez que se colocaron las soluciones, entonces se adiciond el volumen de la
muestra que corresponde a 0.500 mg de proteina.

Se dejé agitando durante 5 minutos, después se adiciond el sustrato en este caso
es Succinato 500 mM, 19 pul.

Al momento de que se adiciond el sustrato, se bajd la plumiilla del registrador y
comenzd a registrar y a corrver el papel, se dejé correr 2 minutos y se agregé:

ADP 100 mM 4l

(1) KME: KCI 120 mM, MOPS 20 mM y EGTA 1mM para S00 ml.
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Se dejo correr el papel otros dos minutos y se le adiciond:

KCN 1M au

Se esperd a que el papel corriera aproximadamente 4 minutos y se le adiciond:
Piruvato 16.5 mg/mt 30

DTT 15.4 mg/mi 10 !

Estas dos soluciones son activadores de la oxidasa alterna, por 0 que con su adicién
se logré ver la maxima actividad de la enzima.

e Se dejod que el papel corriera S minutos aproximadamente y se le adiciond:

NPG 10 mM 19 pl.

Con el NPG se logré inhibir el consumo de oxigeno por parte de la oxidasa alterna.

Cada vez que se dejé que el papel corriera por un tiempo permitimos que se registrara
el trazo para entonces calcular i1a pendiente y de esta manera saber ia velocidad del

consumo de oxigeno de las mitocondrias.

La adicién de todas las soluciones, nos permitié tener un medio apto para que las
mitocondrias pudieran respirar y cuantificar la capacidad de las vias de la cadena
transportadora de electrones. Como sustrato empleamos e} succinato.

El NPG lo empleamos para inhibir la via de la oxidasa alterna y el KCN fue usado
para inhibir la citocromo oxidasa y de esta manera poder cuantificar la actividad de

las dos vias.
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Para cada uno de los trazos que obtuvimos se calculé el “cero quimico” o “cero
absoluto” que es el cero que registra el oximetro cuando ya no hay oxigeno
disponible dentro de la camara de reaccién. Para determinario, se adiciond 100 ug
de hidrosulfito de sodio al medio de reaccién y se dejé correr el pape! hasta que
registré una linea horizontal constante.

Un ejemplo de los trazos que se registraron en el oximetro se presenta en la figura
9, donde podemos ver la respiracién de fas mitocondrias sin sustrato exégeno, el
aumento de l|a respiracién cuando se le adiciond el sustrato, luego se le adicions el
ADP pero no se logré observar un cambio en el valor de la pendiente. Cuando se le
adiciond el KCN se puede ver como disminuyd la pendiente y esto es debido a que
se inhibié el complejo IV de la cadena transportadora de electrones, dejando solo
en funcionamiento la via de la oxidasa alterna. Se le adiciond piruvato y DTT por io
que se activd al maximo la actividad de la oxidasa aiterna. Cuando se adicioné NPG
se inhibié la respiracién por la via alterna y entonces vimos la respiraciéon residual,
es decir, el consumo de oxigeno por cualquier otro tipo de oxidasa diferente de la

citocromo y de la alterma, en la figura 9, lo ejemplificamos como cero.

Una vez que obtuvimos los trazos, se calculé el valor de las pendientes y se
contaron el nimero de cuadros del papel como se ejemplifica en la figura 10.
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Figura 9. Trazo de de Oxi Se sefiala la adicién de cada una de las soluciones

para ver el efecto de esta sobre el consumo de oxigeno por parte de las mitocondrias. En el
extremo inferior izquierdo se sefiala 1a escala del papel que nos indica la cantidad de oxigeno que

se consume por cada uno de los cuadros.

\

"———

60,

Figura 10. Céiculo de Oxigeno consumido. Se caiculan las pendientes en cada regién del trazo,
las cuales y este valor se sustituye en la Ecuacidn 1,

TESIS CON
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V = No. Cuadros 100 6.4 [ velocidad 1 . ECUACION 21
uimico el papel mg.proteina

DONDE:
No. Cuadros: Son los cuadros que contamos en el trazo al sacar las pendientes.
0 quimico: Es el cero verdadero que alcanza el oximetro cuando se le adiciona Hidrosulfito de

sodio.
6.4: Es una constante que proviene de la saturacién del agua con oxigeno.

Velocidad del pape!: Se debe ajustar dependiendo del tipo de muestra que se va a medir y se da en

cm/min.
mg. proteina: Cantidad de proteina de la muestra cuantificada por el método de Lowry.

Este procedimiento se le realizd a cada uno de los materiales con los que

trabajamos tanto frescos como almacenados.
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RESULTADOS

CARACTERIZACION DE LA FRACCION MITOCONDRIAL:
Dado que el procedimiento para aislar mitocondrias es largo y los resultados dependen en
gran medida de las caracteristicas funcionales de la mitocondria, lo primero que se hizo

fue determinar las caracteristicas funcionales de la preparacién de mitocondrias

purificadas. Los parametros que deben considerarse son: cociente respiratorio, que
detecta la dependencia de la respiracién a la adicién de ADP, integridad de la membrana
externa de la mitocondria y actividad de la oxidasa alterna.

Una de las funciones de la mitocondria es la fosforilacion oxidativa que resulta de la
actividad coniunta de ios complejos transportadores de electrones y de la ATPasa. Estas
actividades se encuentran embebidas en la membrana de las mitocondrias y para su
accidn requieren de una fuente de poder reductor, ADP y oxigeno. Es por esto que en
mitocondrias aisladas la estimulacién de la respiraciéon por la adicion exégena de ADP
indica que la funcionalidad de la mitocondria aislada es adecuada para estudios
bioquimicos. Esta funcionalidad se expresa como cociente respiratorio e indica el niumero
de veces que el consumo de oxigeno basal se estimuld por la adicién de ADP.

Para conocer el cociente respiratorio de las mitocondrias aqui aisladas se cuantifico la
respiracién mitocondrial utilizando diferentes sustratos en ausencia y presencia de ADP y
luego se realizé el cociente entre el consumo de oxigeno en presencia de ADP y el
consumo de este gas en ausencia del dinucledtido (Tabla 1). Los sustratos utilizados para

determinar el cociente respiratorio fueron: citrato, malato, mezcla de malato y glutamato,
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NADH y succinato. El oxigeno consumido fue diferente para cada uno de los sustratos

utilizados (Tablal). En ausencia de ADP, la velocidad minima de consumo de oxigeno, por

las mitocondrias aisladas se registrd al utilizar citrato como sustrato. El succinato como

sustrato para la respiracion fue cinco veces mas eficiente que la de citrato y entre 1.5 a

2.5 veces respecto a los otros sustratos utilizados.

Tabla 1. Respiracién total en presencia de ADP utilizando diversos sustratos, de mitocondrias

aisladas de semillas de maiz HS2.

Actividad Actividad
respiratoria en respiratoria en
Prasencia de ADP m de ADP Cociente
Sustrato (nghtomos (nghtomos respiratorio
O/min.mg.proteina) O/min.mg.proteina
Citrato 10 mM 85.5 61.07 1.4
Malato 10 mM 149.8 107 1.4
Malato + Glutamato 192.1 160.08 1.2
10 mM
NADH 2 mM 249.1 207.58 1.2
Succinato 10 mM 407.1 290.78 1.4

La respiracién en presencia de ADP se incrementd, respecto a la registrada en su

ausencia, en solo 20% cuando el sustrato respiratorio fue NADH o malato + glutamato,

mientras que este incremento fue del 40% cuando se utilizaron los otros tres sustratos.

Por tanto el valor del cociente respiratorio varié entre 1.2 a 1.4, Los resultados anteriores

mostraron que el consumo de oxigeno fue estimulado por la adicién de ADP exégeno. Sin
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embargo, los valores de C.R. recomendados en lia literatura para la realizacion de estudios
bioquimicos en mitocondrias es de el orden de 2 o mas (Rosignol, et al., 2000).

Con la finalidad de evaiuar si e! bajo C.R. de la preparacién mitocondrial era debida al
hecho de que en el procedimiento de aislamiento de las mitocondrias se incluyen dos
periodos de incubacién con ADP, se aislaron mitocondrias omitiendo este par de
incubaciones y en esta preparacion se determiné el C.R. utilizando succinato como

sustrato respiratorio. Como puede observarse en la tabla 2.

Tabla 2 Efecto de fa incubacién con ADP en el aisiariento y purificacién de las mitocondrias. En
esta cuantificacion se empleo succinato como sustrato y las mitocondrias son de semillas frescas

del cultivar HS2

Condiciones de
Respiracién en Respiracién en
am:;nm“nlunwv ausencia de ADP  presencia de ADP Respiratorio
— punficacion.
305.06 305.06 1

Incubacién con ADP

Sin incubacidn 234.5 281.4 1.2

El cociente respiratorio de las mitocondrias aisladas en ausencia de ADP fue ligeramente

menor que el obtenido en presencia del dinuclestido.
Se ha reportado que la actividad de la oxidasa alterna enmascara el efecto del ADP en la

actividad respiratoria de |la mitocondria (Vanlerberghe, et.al., 1995), por io que se

realizaron trazos de respiracién adicionando ai medio de reaccion NPG (n-propil galato,
inhibidor de oxidasa alterna) desde el inicio e incubando la preparacién por S minutos
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antes de iniciar 1a determinacién de la respiracién. Con esto se logré inhibir a la oxidasa
alterna desde el inicio y ver que tanto enmascaraba el efecto. En la tabla 3 se muestra
que en presencia de NPG, el ADP no estimulé la respiracion mientras que, en ausencia de
NPG, el consumo de oxigeno se incremento ligeramente por la adicion del ADP. Ei valor
del cociente respiratorio fue un poco mayor en ausencia de NPG que en presencia del
mismo. Estos resultados sugieren que la actividad de la oxidasa alterna no juega un papel

importante sobre la respuesta de las mitocondrias al ADP.

Tabla 3 Respiracién en presencia y ausencia de NPG (inhibidor de OxA). Empleamos como sustrato
Succinato y el materiat biolégico son mitocondrias aisladas de mesocotilos de semillas frescas del

cultivar HS2
R
Condicio espiracién en Respiracién en Cociente
ausencia de ADP presencia de ADP Respiratorio
S/ NPG 388.5 464.8 1.2
C /NPG 367.7 367.7 1.00

El citocromo C es una proteina de bajo peso molecular que se encuentra débilmente unida
a la cara externa de la membrana interna mitocondrial. Su funcién es recibir 10s electrones
del complejo 111 y transferirios a 1a citocromo oxidasa (complejo 1V). Por lo que si durante
el aislamiento de las mitocondrias no se preserva la integridad de la membrana externa
mitocondrial, el citocromo C se escapa y el consumo de oxigeno se hace dependiente de la

adicion exégena de citocromo C. Por otro lado, mitocondrias con membrana externa
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dafiada también presentaran bajo C.R., pues el transporte de electrones y por tanto la
fosforilacién oxidativa, estaria dafiada. Por o anterior y para definir si la preparaciéon
mitocondrial obtenida con el procedimiento descrito en métodos, preservaba la integridad
de la membrana externa de la mitocondria se estudio el efecto de la adicidn de citocromo
C reducido en el consumo de oxigeno (Tabla 4). La adicion exdgena de citocromo C
reducido no tuvo efecto en la capacidad respiratoria de la preparacidon mitocondrial. Esto
sugirié que la membrana externa de la mitocondria estaba intacta. Con la finalidad de
comprobario lo que se hizo fue adicionar un detergente no idnico a diferentes
concentraciones y congelar y descongelar la preparacion, estos tratamientos daian la
integridad de la membrana externa de la mitocondria. Como se observa en la tabla 4 la
respiracién de la mitocondria disminuyd como consecuencia de estos tratamientos y la
adicion de citocromo C increments dicho parametro, hasta el nivel original. En conjunto
los experimentos indican que las mitocondrias son funcionales, que tienen una aita
capacidad de respiracion, pero que su dependencia de ADP exdgeno es limitada.

Al mismo tiempo se realizé una medicion de la integridad mitocondrial en semillas

almacenadas por 10 semanas, del cultivar HS2. En este caso se obtuvo una integridad del

99%.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA OXIDASA ALTERNA:
La oxidasa alterna o via alterna es una de las vias que consume oxigeno en la mitocondria,

ademads es una enzima que evita la formacidn excesiva de las ERO (Especies Reactivas de

Oxigeno).
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Tabla 4. Integridad mitocondrial. Medida por el cambio en la capacidad respiratoria de las
mitocondrias de mesocotilos de semillas del cultivar HS2; en presencia y ausencia de citocromo ¢

reducido.
R 16 R iracié Mitocondrias
Tratamiento iy
sin Cit. C conCit. C Enteras
Ninguno 567.3 567.3 100 %
Tritdn ¢ 0.001% 227 529.5 42.9 %
Tritén 0.01% 189.1 643 29.9 %
Tritén 0.01% y
75.7 479.1 15.8 %

-20°C por 20 min.

(1) Detergente no iénico

Una caracteristica importante de esta via es que es resistente a KCN (cianuro), a
diferencia de la citocromo oxidasa, |la otra enzima que consume oxigeno en la mitocondria
que es inhibida por éste compuesto. En este experimento se evalud la fraccion de OxA
activa y la actividad total. Para medir la actividad total de la oxidasa alterna, se adiciond
piruvato y DTT en el medio de reaccidn, ya que esta enzima se encuentra como un dimero
unido por puentes disulfuro y su maxima actividad la presenta cuando los grupos

sulfihidrilos estan reducidos. Al mismo tiempo se probaron diferentes sustratos

respiratorios, para ver cual de ellos permitia la mayor actividad de la oxidasa alterna, los
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resultados de estos experimentos se muestran en la figura 11, en donde se observa que
con el succinato se obtuvo la mayor actividad de esta enzima tanto en presencia de
piruvato y DTT como en ausencia de ios mismos, lo importante en este Caso es que en
ausencia de los activadores de la oxidasa alterna se obtuvo el mismo valor de la capacidad
de esta via, lo que sugiere que empleando succinato como sustrato, toda la OxA se
encuentra en su estado activo. Con los demds sustratos se obtuvo una actividad menor
pero en todos los casos aumentd cuando se te adiciona piruvaro y DTT. En el caso del
malato la actividad de la enzima fue menor que en los otros sustratos utilizados, su
actividad se incrementd por efecto del piruvato y DTT, indicando que solo una fraccidn de

la oxidasa alterna se encontraba en forma activa.

DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD AL ENVEJECIMIENTO DE LOS

DIFERENTES CULTIVARES.

El tiempo en el que el 50% de las semillas de un lote pierden su viabilidad es o que

conocemos como Ps. Este término nos va a permitir conocer la sensibilidad al

envejecimiento de estos cultivares, es decir un cultivar con una alta sensibilidad al
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Figura 11, Efecto del Piruvato y DTT en Ia ac de Ia via ] » o (Via de
1a OxA). Y ef de los a idad de la OxA. Las barras

grises indican la actividad de la Oxa en ausencia de Pir y DTT, mientras que las negras son en
presencia de Pir y DTT. La determinacién se realizé en mitocondrias de semitlas frescas del cultivar

HS2,

envejecimiento va a presentar un Psp bajo, puesto que el cuitivar no va a tener la
resistencia suficiente para ser aimacenado por largos periodos, mientras que un cultivar

con una baja sensibilidad al envejecimiento va a tener un Ps alto, por ejempio en este

caso T100 (Tabla S).

Para poder determinar con exactitud el valor del Ps,, empleamos una curva de

sobrevivencia de tiempo de almacenamiento vs % germinacion (Figura 6). En esta gréfica
io que hacemos es extrapolar el punto en donde el lote de semillas presenta un porcentaje

de germinacion del 50% y asi obtenemos el tiempo de almacenamiento en el que se

alcanzo esta pérdida de viabilidad.
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Tabla 5. Valor de Psp, (Tiempo en el que el S50% de las semillas de un lote pierde su viabilidad)
medido en meses, para los diferentes cultivares.

CULTIVARES Pso (Mmeses)
cQO 1.5
A6 2.7
HS2 4
T100 5.5
100 -
= E
=]
[%]
€ a0 -
£
E -
3 e |-
=R
-
20 -

(meses)

I. 2 3 a . 5
Tiempo de almacenamiento

Figura 6. Curva de sobrevivencia (tiempo de almacenamiento vs % germinacién), con esta
gréfica podemos conocer la sensibilidad al envejecimiento de cada uno de los materiales con los
que se trabajo, cuantificado como Ps,. En este caso la grifica se realizé con los datos del cultivar

T100.

En este trabajo empleamos 4 diferentes cuitivares (Chalquerio (CQO), A6, HS2, T100) que

son contrastantes entre elios en cuanto a su Pso.
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En ia tabla 5 se muestra el Ps; que presentan los diferentes cultivares, comenzamos con el
CQO (Chalqueio) que es un cultivar que en 1.5 meses el 50% de sus semillas pierden su
viabilidad, por lo que su sensibilidad al envejecimiento es muy alta. Ei cultivar contrastante
de CQO seria en este caso T100 que pierde su viabilidad en 5.5 meses, lo que nos dice
que es un poco mas resistente al envejecimiento y su sensibilidad es menor. El A6 y HS2
los podriamos clasificar como cultivares con una sensibilidad al envejecimiento intermedia,
siendo el HS2 (4 meses) un poco mas resistente que el A6 (2.7 meses).

Es
trabajamos en donde vemos una diferencia en sensibilidad, pero existen cultivares mucho

importante resaltar que esta es una clasificacion entre los cultivares con que

mas resistentes al envejecimiento y otros que son mas sensibles al envejecimiento.

El efecto del almacenamiento en la fisiologia de la semilla se evalud de dos formas. En una
la viabilidad del lote de semillas se evalué como el porcentaje de semitlas que a jos cuatro
dias de germinacién mostraron un mesocotilo desarroliado. La otra consistié en calcular el
porcentaje de semillas que protuyeron radicula (cuando al menos de 2 mm.) a los siete
dias de germinacién. En el primer caso se esta estimando el efecto de! almacenamiento en
el vigor de {a semilla. En el segundo caso se esta evaluando viabilidad. En la Figura 12 se
puede observar que en los cultivares T100 y HS2, el vigor de la semilla cuantificado como
crecimiento del mesocotilo es mas sensible que Ia viabilidad del lote.

En ambos iotes el vigor decrece desde el primer mes de almacenamiento, mientras que el
decremento en viabilidad se inicid a partir de los 3.5 meses para el caso del HS2 y de 4

meses para el caso de T100. En contraste, la sensibilidad del vigor y la viabilidad fue

similar en los cultivares de A6 y CQO.
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Figura 12. Efecto del almacenamiento sobre la Viabilidad y el Vigor. El % de viabilidad se
cuantificé como protusién de radicula después de 7 dias y % de vigor se cuantificé como
crecimiento de mesocotilo después de 4 dias. El tiempo de almac i > esta medido en r

En cada una de las grificas se encuentra el nombre del cuitivar que se esta estudiando.
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EFECTO DEL ALMACENAMIENTO INADECUADO EN LA ACTIVIDAD
RESPIRATORIA DE DIFERENTES CULTIVARES DE MAIZ.

La tasa de consumo de oxigeno en las mitocondrias aisladas del mesocotilo de semillas
frescas de cualquiera de los cultivares fue cultivar dependiente (Figura 13). HS2 fue el
cultivar con mayor respiracion (400 ngatms de Oxigeno/min./mg. proteina) y T100 el que
presentd menor consumo (200 ngatms de Oxigeno/min./mg. proteina). Este mismo
pardmetro disminuyé a medida que se incrementé el tiempo de almacenamiento. Sin
embargo, la velocidad de este decremento fue lineal para A6, CQO y HS2. Mientras que
para T100 el decremento se realizd a dos diferentes velocidades. En T100 este
comportamiento se detectd durante las primeras seis semanas. Pasado este punto, la
velocidad de pérdida de la respiracion fue mayor en T100 que en A6.

En mitocondrias de plantas, el consumo de oxigeno estd dado por la contribucidn de dos
vias, la cadena de fosforilacién oxidativa y la via de la oxidasa alterma. La contribucién de
cada una de estas vias al consumo mitocondrial de oxigeno se puede evaluar mediante la
utilizacion de inhibidores. El oxigeno consumido por la via de la fosforilacién oxidativa es
sensible a cianuro y el consumido por la via de la oxidasa alterna es sensible a n-
propilgalato (NPG). En las tablas #6, #7, #8 y #9, se muestra la actividad de cada una de
estas vias en los diversos cultivares a diferentes tiempos de almacenamiento. Al igual que
en la respiracion total, cada una de estas actividades disminuye conforme aumenta el
tiempo de almacenamiento. Con la finalidad de analizar el efecto del almacenamiento en la

actividad de estas vias metabdlicas, se grafiad el oxigeno consumido por {as mitocondrias

a cada tiempo de almacenamiento, expresado como porcentaje del control, contra el
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tiempo de almacenamiento (Figura 14). En todos los casos la actividad de las vias que

contribuyen a la respiracion mitocondrial decrecieron a medida que se incrementd el

tiempo de almacenamiento.
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Tenemos en el panel: A) Cultivar T100, B) Cultivar HS2, C) Cuitivar A6 y D) Cultivar CQO.
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Tabla 6. Actividad de consumo de Oxigeno por Cadena Transportadora de Electrones
(C.T.E.) y via de |a oxidasa alterna (OxA) en mitocondrias de! cultivar T100

Tiempo e C.TE Aoa
(semanas) [¢ dpe"?t;min.mg. (natms %gmm.mq.
(o] 184.15 + 58 25.73 +5
7 158.62 + 32 21.61 +4.9
8 133.09 +13 17.49 +3.2
10 95.23 +72.5 12.98 £ 0

Tabla 7. Actividad de consumo de Oxigeno por Cadena Transportadora de Electrones
(C.T.E.) y via de la oxidasa alterna (OxA) en mitocondrias del cultivar HS2

aimacmabmianto GecTE o
(semanas) (natms de (natms de O/min.mg.
O/min.mg. prot) prot)
o} 407.7 +75 51.10 =8
5 362.12 +35 26.01 +10
7 242.06 * 14 22.53 6
8 207.08 +25 22.65 =4
=] 213,49 +23 26.18 +6
10 167.36 +13 31.74 +3
15 73.04 =8 13.06 +0.3
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Tabla 8. Actividad de consumo de Oxigeno por Cadena Transportadora de Electrones
(C.T.E.) vy via de la oxidasa alterna (OxA) en mitocondrias del cultivar A6

Actividad Actividad
. Viempo de C.T.E OxA
C de O/min.mg. (natms de O/min.mg.
{semanas) ) )
[¢] 275.58 + 59 40.75 £ 6
5 230.40 22 23.49 £2
7 218.72 +55 21.90 +4
8 202.36 + 33 20.32 +4
9 177.52 +37 21.22 +7
10 186.01 +80 17.15 +2
11 170.14 + 20 13.98 +1

Tabla 9. Actividad de consumo de Oxigeno por Cadena Transportadora de Electrones
(C.T.E.) y via de |2 oxidasa altema (OxA) en mitocondrias del cultivar CQO.

Tiempo Actividad Actividad

almacenamiento ‘:.%TIE 1 "2"0‘/ i
(semanas) (natms min.mg. (natms min.mg.

prot) prot)

o] 251.70 + 79 29.10 +6

3 136.90 +42 31.01 =6

5 138.49 +40 18.53 +2

7 81.95 + 16 14.67 +2
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se representa la capacidad de % de la cadena de transporte de electrones (CTE) para los cuatro
cultivares y en el B la capacidad de la oxidasa alterna (OXA) para ios cuatro cultivares.
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La velocidad con que disminuyd la actividad de cada una de las vias mitocondriales que
consumen oxigeno fue cultivar dependiente. Para HS2 y A6, la pérdida de la actividad de
cada una de las vias fue monotdnica respecto al tiempo de almacenamiento. En el caso de
T100 y CQO, la velocidad del decremento dependié del periodo de almacenamiento y de
cual de las vias se analizd.

£n el caso de ia cadena transportadora de electrones la fase de menor velocidad, se
observé en T100 en las primeras cuatro semanas de envejecimiento. En el CQO ésta fase
se presenta después de las cuatro semanas. En contraste para ia via de la oxidasa alterna,
la fase de lento decaimiento del consumo de oxigeno se presentd para ambos cultivares
en las primeras semanas de almacenamiento. El periodo que dura esta fase fue menor en
el caso de CQO.

Con la finalidad de hacer una comparacion cuantitativa de la pérdida de estas actividades
durante el almacenamiento se calculd la pendiente en la zona que se puede ajustar a una
recta para cada una de las graficas de la Figura 14. Los resultados de esta operacion se
muestran en {a Tabla 10.

La velocidad de pérdida de actividad de la cadena transportadora de electrones y de
oxidasa alterna fue mayor para T100 y CQO que para A6 y HS2 y entre cada grupo fue
similar.

Para expiorar si la pérdida de vigor y viabilidad correlacionaban con la pérdida de actividad
de las vias mitocondriales que consumen oxigeno, se graficd el % de actividad de las
mitocondrias vs el % de vigor o viabilidad que presentaban e! lote de semillas utilizadas
para aislar las mitocondrias (Figuras 15 y 16). La correlacién sélo se presentd en CQO
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entre actividad de oxidasa alterna y viabilidad. En A6 la correlacién fue de C.T.E. con vigor

y viabilidad y en HS2 solo se presentd entre E.T.C y viabilidad.

Tabla 10. Velocidad de pérdida de ia actividad de las vias de consumo de oxigeno.

CULTIVAR (°/ol<s:;:1i.nas) (0/012;:-:;'33) C.T.E.
A6 3.51 5.46 1.5
HS2 5.87 6.41 1.1
CQO 9.01 11.63 1.3
T100 11.30 10.83 0.95
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en semillas con diferente Vigor. Panel A y B % de actividad de C.T.E. (cadena de transporte de
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en semillas con diferente Viabitidad.

almacenamiento.

Panel A y B % de actividad de C.T.E. (cadena
transportadora de eiectrones); el A es el cultivar T100 y CQO, el B es para HS2 y A6. En el panel C
y D se grafican % de actividad de O.X.A. (oxidasa alterna); el C es para T100 y CQO, el D son los
cultivares HS2 y A6. Al mismo tiempo podemos ver como es que avanza e tiempo de
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DISCUSION

Los efectos negativos causados por el almacenamiento inadecuado de las semillas se
manifiestan como una disminucién en la velocidad de germinacion y del crecimiento de la
plantula. En algunas condiciones el deterioro se manifiesta como una pérdida de viabilidad
(Camacho, 1999).

Los procesos de germinacién y crecimiento utilizan grandes cantidades de ATP para
sostener la alta actividad biosintética que requieren (Sanchez, 1996). Las mitocondrias son
los organelos que sintetizan grandes cantidades de ATP como producto de 13 fosforilacién
oxidativa (Lehninger et.al., 1993). Por lo que es de suponerse que |a incompetencia de las
semillas deterioradas para germinar o de sus pldntulas parar crecer podria deberse a la
funcionalidad de la mitocondria que se afecta negativamente durante el almacenamiento
inadecuado de las semillas.

Las consecuencias de esta pérdida de funcionalidad mitocondrial son cuando menos de
dos tipos, por un lado no se produce suficiente ATP (Purvis, 1997), para sostener con

éxito los procesos de germinacién y crecimiento de la plantula y por el otro, se produce un

incremento en la produccién del radical superéxido (Buchvarov y Gantcheff, 1984),

subproducto natural de la actividad respiratoria mitocondrial, que de sobrepasar la
capacidad del sistema antioxidante, con que la célula cuenta (Scandalios, 1993), causara
la oxidacion y por lo tanto la pérdida de funcién de las diversas biomoléculas.

Una forma de evaluar la funcionalidad de la mitocondria es a través de cuantificar su

actividad respiratoria (Voet y Voet, 1995). En plantas la actividad respiratoria de la
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mitocondria comprende dos vias, la de los compiejos transportadores de electrones
asociados a la produccién de ATP y la de oxidasa alterna cuya funcién es la de evitar la
formacion del radical superdxido durante la fosforilacion oxidativa (Maxwell et.al., 1999).
La inhibicibn de estos elementos disminuye la produccién de ATP e incrementa la
produccion de radical superdxido.

Se ha reportado que la sensibilidad al deterioro de las semillas en almacén, definido como
la velocidad con la que pierden viabilidad en dichas condiciones de aimacenamiento, es
diferente entre diversos cultivares y que esta sensibilidad al deterioro o al envejecimiento
correlaciona con la magnitud del incremento en ia velocidad de produccién del radicat
superoxido de la mitocondria (Camacho, 1999), lo que sugiere la existencia de una
correlacion entre sensibilidad al envejecimiento y la funcionalidad respiratoria de la
mitocondria.

Por lo anterior en este trabajo se evalud la actividad respiratoria de las mitocondrias
aisladas de mesocotilos de semillas germinadas por cuatro dias. Estas condiciones
permitieron evaluar el efecto del almacenamiento inadecuado de las semillas tanto en el
vigor de la semilla como en su viabilidad (Fig. 12) Se observé que en A6 y CQO, el vigor y
ia viabilidad se pierden a la misma velocidad mientras que en T100y HS2, el vigor se
pierde a mayor velocidad que la viabilidad. Dado que el mesocotilo se desarrolla solo en
semillas germinadas, lo que se estd evaluando al definir el vigor como el % de semillas
que presentaron desartollo de mesocotilo, es el % de semillas que germinaron mas
répidamente (< 100h) mientras que en la viabilidad se considero el % de semilias que
protuyeron radicula, hayan o no desarrollado el mesocotilo. Esto significa que en la

viabilidad también se estan incluyendo las semillas que tardaron en germinar mas de S
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dias, pues se consideraron como semillas viables aquellas que protuyeron la radicula y con
un crecimiento de 2mm. Por |0 anterior, los dos tipos de patrones, el de velocidad de
pérdida de vigor y el de viabilidad a medida que se incrementd el tiempo de
almacenamiento (Fig. 12) podria deberse a que en CQO y A6 el lote de semillas esta
constituido por una poblacion de semillas tal que el almacenamiento, aun a tiempos
cortos, produce la pérdida de viabilidad mientras que en HS2 y T100 los tiempos cortos de
almacenamiento solo inducen retraso en la germinacién. De forma tal que en el primer
caso las semillas que no germinaron antes de los cuatro dias ya no germinaron.
Aparentemente los lotes de A6 y CQO poseen una mayor poblacion de semillas débiles
que los lotes de HS2 y T100. Es muy probable que estas condiciones sean genéticas pues
todos los lotes estuvieron almacenados en condiciones optimas (T=4°C y HR= 50%)
desde su cosecha y al momento de su utilizacion presentaron 100% de viabilidad.

La actividad respiratoria total de las mitocondrias fue reflejo de la actividad conjunta de la
cadena transportadora de electrones (CTE) o via de los citocromos y de la actividad de la
oxidasa alterna. Para todos los cultivares, la actividad respiratoria de la mitocondria
inducida por el almacenamiento disminuyd, indicando que las vias que contribuyen a esta
actividad mitocondrial estan siendo dafiadas. Las diferencias en los patrones de pérdida de
actividad respiratoria por el almacenamiento reflejan las cinéticas con que se dafia la
actividad de la CTE debido a que la contribucién de la oxidasa alterna solo fue de menos
del 20%.

En HS2 y A6, la relacidn entre disminucidn de consumo de oxigeno y almacenamiento,
para cada uno de las vias mitocondriales que consumen oxigeno, fue monotonica,

mientras que para T100 y CQO no lo son. Tal pareceria que en HS2 y A6 existe una




poblacién mitocondrial homogénea cuyos componentes son similares y por tanto pierden
funcionalidad a la misma velocidad. En e! caso de CQO y T100, el comportamiento bifasico
de esta relacién sugiere la existencia de dos subpoblaciones de mitocondrias. En las cuales
sus componentes respiratorios presentan diferente sensibilidad a las condiciones de
almacenamiento. Esta sugerencia se observé mejor en T100 que en CQO. Lo anterior
podria ser consecuencia de los origenes genéticos de los materiales. A6 y HS2 son hibridos
producidos en el colegio de posgraduados, es decir que el par de alelos para cada gen fue
similar. Mientras que CQO y T100 son razas, es decir, materiales adaptados a una cierta
regidén climatica, y por tanto contienen alelos diferentes en algunos de los genes.
Aparentemente esta heteroplasmia le confiere ventajas al individuo.

Para todos los cultivares aqui estudiados, la actividad de CTE y OXA disminuyeron a
medida que se incrementd el tiempo de almacenamiento. En estas condiciones se ha
reportado que la produccién de ATP disminuye (Vanlerberghe, et.al., 1995) y la de radical
superdxido se incrementa (Maxwell et.al., 1999). Por lo que se puede sugerir que la
disminucién de! vigor y la viabilidad en almacén se debe al menos en parte a la
disminucién en la disponibilidad de ATP y al aumento en la produccién del radical
supercdxido.

El hecho de que no en todos los casos se haya obtenido una buena correlacién sugiere
que otros mecanismos como por ejemplo, la defensa antioxidante (Bernal-Lugo et.al.,
2000) o bien la sintesis de ATP citoplasmico (Vanlerberghe, et.al., 1995), podrian también
participar en mayor o menor medida para cada caso. Por ejemplo, en A6 se observé una
buena correlacién (r*=0.9902) entre pérdida de actividad de CTE y vigor o viabilidad, este
comportamiento apoya la interpretacién de que 13 disminucién en la disponibilidad de ATP
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contribuyd de manera importante en la pérdida de viabilidad y vigor en almacén, mientras
que en chalqueiio, por las mismas razones, la pérdida de viabilidad se debid
importantemente al incremento del radical superoxido.

La sensibilidad al deterioro de la semilla, con excepcion de chalquerio, correlaciond solo a
tiempos tardios de almacenamiento debido, quizds a que en esta fase avanzada del
almacenamiento, el vigor y la viabilidad solo dependen de las actividades respiratorias y
sus productos. Cuando se grafica el cociente entre las velocidades con que se pierde la
actividad de la oxidasa alterna y de CTE y el Ps,, se genera una linea recta, indicando que
las semillas son mas sensibles al deterioro cuando la estabilidad de 1a actividad de la OXA

es menor que la de CTE y por tanto hay mayor produccién del radical superéxido.
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CONCLUSIONES

Con la metodologia utilizada para el aistamiento y purificacion de tas mitocondrias
de mesocotilos de semillas de maiz, se obtuvieron mitocondrias funcionales y con
una membrana integra, adecuadas para realizar los diferentes experimentos.

Las muestras de mitocondrias que obtuvimos tienen las siguientes caracteristicas:

Son poco dependientes a la adicién det ADP exdgeno

Tienen un cociente respiratorio relativamente bajo

- El almacenamiento inadecuado no afecta la integridad de la membrana

mitocondrial.
Los cultivares con los que se trabajé son contrastantes en cuanto a3 su sensibilidad
al envejecimiento T100 > HS2 > A6 > CQO (Tabla 5).
El consumo de oxigeno es cuitivar dependiente HS2 > A6 > CQO > T100 (Figura

13).
Se demostré que el almacenamiento provoca:
Una disminucion en el vigor y la viabilidad de cada cultivar (Figura 12).

Disminuye la capacidad del consumo de oxigeno de cada cuitivar (Figura 13).
- Disminuye la actividad de las vias de consumo de oxigeno, cadena
transportadora de electrones y oxidasa altermna (Figura 14).

Se encontro una relacion directa entre:
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La disminucién en la actividad de |la oxidasa alterna y la viabilidad para el CQO

(Figura 16).
La disminucién en la actividad de la CTE y el vigor y la viabilidad para el A6

(Figura 15y 16).
- La disminucidén en la actividad de la CTE y la viabilidad para el HS2 (Figura 16).
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