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Isolated mitochondria from adult leaves of Pisum sativum had the capacity to
oxidize simultaneously glycine and several substrates of the Krebs cycle (e.g. malate,
succinate, citrate, 2-oxo-glutarate), either in the presence of ADP (state three) or in
the absence of ADP (state four). The sensitivity of the mitochondrial respiration to
inhibitors of the cytochrome (e.g. antimycin A) and the alternative (e.g. salicyl
hydroxamic acid, SHAM, and tetraethylthiuram disulfide, disulfiram) pathways varied
depending on the substrate(s) being used. For instance, the rate of oxygen uptake
resistant to antimycin A, which is an estimate of the capacity of the alternative
pathway, varied depending on whether glycine was added or not to a medium with
malate and succinate. The state four rate of oxygen consumption in the presence of
malate or succinate was greatly stimulated by the addition of glycine, and viceversa.
This stimulation was apparently mediated by the alternative pathway. The results
suggest that part of the electron transport capacity (including the alternative pathway)
of these mitochondria is specifically associated with glycine oxidation, and therefore
with photo-respiration.

Key words: Alternative pathway, Cytochrome pathway, Glycine oxidation, Leaf mito
chondria, Pisum sativum.

Las mitocondrias de hojas presentan
la notable capacidad de transformar dos
moleculas de glicina en una de serina y
cn una de CO2; esta reaction esta cata- 
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lizada por un complejo multienzimatico
asociado con la membrana interna mito-
condrial (9) y se considera que consti-
tuye la principal fuente de CO2 produci-
do en la fotorrespiracion. Otros produc
es de esta reaction son NH3 y NADH.
No se conoce con certeza cual es el prin
cipal mecanismo de reoxidacion de estc
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NADH in vivo (es necesario que se pro-
duzca esta reoxidacidn para que siga
funcionando la fotorrespiraci6n), aunque
podria ser que el NADH se reoxidara a
traves de la cadena respiratoria, asocian-
dose a formation de ATP y consumo de
O2 (9). Sin embargo, los equivalentes re-
ductores del NADH tambien podrian ex-
portarse al citoplasma a traves de siste-
mas de «lanzadera> (3).

En mitocondrias aisladas, la tasa de
oxidation de NADH, tanto si proviene
de la oxidation de glicina como de la
oxidation de substratos del ciclo de
Krebs, estd controlada por la disponibili-
dad de ADP. Es decir, en presencia de
ADP (estado 3) la tasa de consumo
de O2 es mas rapida que en ausencia de
ADP (estado 4). De forma similar, la
oxidation conjunta de ambos tipos de
substratos, como podria ocurrir in vivo
si el ciclo de Krebs y la fotorrespiracion
funcionaran simultdneamente, estaria li-
mitada por la disponibilidad de NAD*.
En vista de la creciente evidencia de que
el ciclo de Krebs continua funcionando
en las hojas iluminadas (6), es interesan-
te estudiar los posibles efectos competi-
tivos entre la glicina y los substratos del
ciclo de Krebs por el acceso a la cadena
respiratoria.

Las mitocondrias de las plantas, y las
hojas no son una exception, tienen la
notable particularidad de poseer, ademas
de la clasica via citocromica, una via
adicional de transporte de electrones que
no es inhibida por los inhibidores de la
via citocromica (cianuro, antimicina A)
(1, 7, 8). Esta via alternativa resulta inhi
bida por los acidos hidroxamicos (por
cjemplo, el acido salicilhidroxamico,
SHAM) y por el disulfiram (abreviacion
de tetractiltiuram disulfuro) (7, 8). La
participation de ambas vias en la respi
ration pucdc dctcrminarse con cl uso de
los citados inhibidores (1, 7). La natura-
leza quimica de los componcntes de la
via alternativa no ha sido aun determina-
da, pcro se sabe con certeza que esta via 

se ramifica de la cadena de transporte
de electrones conventional a nivel de la
ubiquinona, que tiene una afinidad me-
nor para el O2 y que no se asocia a sin-
tesis de ATP; es decir, la energia del
transporte de electrones a traves de esta
via se disipa como calor (8). La funcion
de la via alternativa es desconocida en
la mayoria de los casos, excepto en los
espadices de las araceas donde funciona
como un mecanismo termogenico.

El objetivo principal de este trabajo
es el de estudiar las posibles interaccio-
nes entre la oxidation de glicina y la de
substratos del ciclo de Krebs en mito
condrias de hojas de guisante, y deter-
minar la importancia de la via alternati
va en este contexto.

Materiales y Metodos

Las plantas de Pisum sativum L., va-
riedades Alaska y Massey, se desarrolla-
ron en soluci6n hidroponica durante 4-5
semanas en una camara de ambiente con-
trolado. La solution nutritiva empleada
fue la de Hewitt, una variante de la de
Hoagland, cuya composition ha sido des-
crita anteriormente (7). La densidad de
flujo cuantico fotosintetico fue aproxi-
madamente 600-700 /xE • m-2 • s'1. El re
gimen diario de temperatura fue de
25 °C durante el periodo de luz (13 h)
y de 20 °C durante el periodo de oscu-
ridad. La humedad relativa oscilo entre
60 y 80 %.

Las mitocondrias fueron aisladas me-
diante un primer paso de homogeniza
tion de las hojas adultas con un Polytron
(modelo K, Kinematica GmbH, Suiza),
y posterior centrifugation diferencial. La
tasa de consumo de O2 fue medida con
un electrodo polarografico de O2 del tipo
Rank (Rank Brothers, Reino Unido).
Los detalles de estos procedimientos, asi
como los metodos empleados en la de
termination de clorofilas y protefnas,
han sido previamente descritos (1).
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Resultados y Discusion

Las mitocondrias aisladas a partir de
hojas adultas de dos variedades de gui-
sante oxidaron substratos del ciclo de
Krebs (malato, succinato, citrato, 2-ceto-
glutarato) y tambien glicina, importante
intermediario de la fotorrespiracion, con
elevadas tasas de consumo de O2, en
presencia de ADP (estado 3) (tablas I,
exp. 1, y II). El substrate que por sepa-
rado permitfa las tasas mas elevadas fue
en todos los casos la glicina; el NADH
externo tambien fue oxidado con rapidez

(tabla II). Es destacable el hecho de que
mitocondrias aisladas de otras partes de
la planta que no contienen clorofila, no
tienen la capacidad de oxidar glicina por
la cadena respiratoria (5). Estas mito
condrias de hojas presentaron un buen
control respiratorio y valores aceptables
del cociente ADP/O (leyendas de las
tablas y figura).

La oxidaci6n simultanea de dos o mas
substratos resulto en tasas de consumo
de O2 superiores a las observadas en
presencia de un unico substrate, como
tambien han observado otros autores (2,

Fig. 1. Oxidation simultanea de malato y glicina en mitocondrias de hojas de guisante en
ausencia de ADP (estado 4).

A: variedad Alaska; B, C, D: variedad Massey. C y D son experimentos realizados utili-
zando la misma prcparacion de mitocondrias. Las condiciones experimcntalcs han sido des-
critas cn la tabla I. Los numeros sobre los trazos sc rctieren a nmol O2 • min-1 • mu"1 prot.
Abreviaturas: mal: malato; sue: succinato; gly: glicina; antim. A: antimicina A: disulfiram:

tetraetiltiuram disulfuro.
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Tabla I. Elect de la oxidation de diversos substratos en la tasa de consume de Oi
(nmol • min ‘ ■ mg'1 prot.) en estado 3 de mitocondrias aisladas a partir de hojas adultas de

guisante, variedad Alaska.
Concentracion de cada substrato, 10 mM. Cuando fue usado malato, tambidn se anadieron
al medio glutamate (10 mM) y tiamina pirofosfato (0,1 mM).La cantidad inicial de ADP fue
2 /jtmol. Antimicina A (Ant A) y SHAM fueron usados a 10 pM y 1,5 mM, respectivamente.
El valor del control respiratorio, con glicina, fue 1,7. El pH del medio de reaccion fue 7,1,
y la temperatura de 23°C. Los valores entre pardntesis representan las tasas de consumo de Oi
sensibles, o inhibidas, por SHAM (se verifica que v.n = V — Vcyt — Vr„). Los resultados
corresponden a dos experimentos distintos y son la media de 2-3 determinaciones. Simbolos:
Vc,-t = actividad via citocromica, = capacidad via alternativa, v.n — actividad via alter-

nativa, Vrc. = respiraci6n residual.

* Mai = malato; Succ = succlnato; Gly = glicina; Clt = citrato; 2-cetoglut = 2-cetoglutarato.

Substratos*

Estado 3
(+ ADP)

V
+ SHAM + Ant A

V.u + Vr„

+ SHAM y
+ Ant A
vr„

p
v.u/V.uvcyl + Vr„ (V.u)

Experiment 1:
Mai 116 93 (23) 72 8 0,36
Succ 103 79 (24) 59 2 0,42
Gly 163 118 (45) 63 7 0,80
Mai + Succ 184 — — — — —
Mai + Succ + Gly 245 179 (66) 121 2 0,55

Experiment 2:
Mai + 2-cetoglut + Cit 62 — — — — —
Mai + 2-cetoglut + Cit -(- Gly 136 — — — — —

3, 11) en mitocondrias de diversos teji-
dos; este efecto aditivo de los substratos
fue especialmente importante cuando la
glicina fue afiadida en presencia de ma
lato, succinato, citrato y/o 2-cetogIuta-
rato (tabla I, exps. 1 y 2, y tabla II).

La tasa de consumo de O2 en estado 3
que resulta inhibida por SHAM (o disul
firam), la cual es una estima de la acti
vidad de la via alternativa (vait), fue
mayor cuando el substrato utilizado era
la glicina que cuando se oxidaba malato
o succinato (tablas I, exp. 1 y II). Cuan
do eran oxidados simultaneamente ma
lato, succinato y glicina, la tasa de con-
sumo de O2 inhibida por SHAM o disul
firam fue mayor que con cualquiera de
los substratos individuates; es deeir, mas
electrones circularon a traves de la via
alternativa en presencia de varios subs

tratos, siendo uno de ellos la glicina. La
actividad de la via citocromica (Vcyt),
estimada como la tasa de consumo de
O2 resistente al SHAM o al disulfiram,
aunque debe tenerse en cuenta la respi
ration residual —ver mas adelante—,
tambien aumento significativamente
cuando glicina fue usada como substra
to, tanto individualmente como en com
bination con otros substratos (tablas I,
exp. 1, y II).

La capacidad de la via alternativa
(Vait) se estima mediante la tasa de con
sumo de O2 resistente a la antimicina A,
un inhibidor de la via citocromica a ni-
vel de los titocromos b. Sin embargo,
cuando existe cierta rcspiraci6n residual
de naturaleza incierta ■—resistente
al. efecto conjunto de la antimicina A y el
SHAM o disulfiram (tablas I y -II), esta 
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debe deducirse de la tasa de consumo de
O2 resistente a la antimicina A para el
calculo preciso de Vait, lo mismo debe
hacerse para el calculo de Vcyt—. En ge
neral, Vres fue muy reducida, aunque li-
geramente superior en la variedad Mas
sey (tablas I, exp. 1, y II). La tasa de
consumo de O2 resistente a la antimici
na A fue similar cuando fueron oxidados
por separado por mitocondrias de dos
variedades de guisante, malato, succinato
y glicina; la oxidacion simultanea de ma
lato y succinato practicamente no afecto
la tasa de consumo de O2 resistente a
la antimicina A observada en presencia
de uno solo de los dos substratos (ta
bla II). Sin embargo, la adicion posterior
de glicina estimulo considerablemente
esta tasa (tablas I, exp. 1, y II). Resul-
tados similares se obtuvieron con mito
condrias de hojas de trigo y de espinaca
(resultados no publicados).

El grado de expresi6n de la via alter-
nativa en mitocondrias de hojas de gui
sante fue estimado por el cociente entre
vait y Valt (parametro ?), es decir, por
el cociente entre la actividad y la capa-
cidad de la via altemativa. Se encontrd 

que q fue significativamente mayor cuan
do la glicina era usada como substrato,
tanto individualmente como en combina-
cion con malato y succinato (tablas I,
exp. 1, y II). De hecho, con glicina la
via alternativa se expresaba casi total-
mente, especialmente en la variedad
Massey.

En un tipo de experiment© diferente,
el consumo de O2 con malato (fig. 1 A)
y succinato (no se muestra) en ausencia
de ADP (estado 4) fue tambien estimu-
lado substancialmente por la adicion de
glicina; sin embargo, la tasa estimulada
fue muy sensible al disulfiram (fig. 1 B).
El estado 4 del consumo de O2 con gli
cina fue tambien estimulado por la adi
cion de malato (o succinato), pero de
nuevo el incremento fue sensible al di
sulfiram (fig. 1 C). Tai como podia espe-
rarse, la adicion de malato no tuvo prac
ticamente ningun efecto en la tasa de
consumo de O2 en estado 4 con glicina
cuando disulfiram fue anadido previa-
mente al malato (fig. 1 D). Los efectos
del disulfiram sugieren que la estimula-
cion del consumo de O2 en ausencia de
ADP por adicion de un segundo subs-

Tabla II. Efecto de la antimicina A (6 pM) y el disulfiram (150 pM) en la tasa de consumo
de O, (nmol • min'1 • mg'1 prot.) de mitocondrias de hojas de guisante, variedad Massey,

adultas, de 4 semanas de edad.
El valor del cociente respiratorio (con, glicina) fue 1,7. El resto de detalles son los mismos

que en la tabla I.

Substratos*
Estado 3

V
+ disulfiram** + Ant A

vMlt + vrel

+ disulfiram
y 4- Ant A

. v„,
P

v.it/V.uveyt + V„. (v.u)

Gly 171 131 (40) 47 7 1
Mai 95 78 (17) 55 11 0.40
NADH 1 mM 169 144 (25) 37 12 1
Mai + Succ 122 102 (20) 55 11 0,45
Mai + Succ + Gly 205 141 (64) 77 11 1
Mai -j- Succ -j- NADH 189 — — - «■ n —
Mai -I- Succ -|- NADH -J- Gly 222 — ■—• 70 17 —

* Gly = glicina; Mai—-
usando SHAM.

malato; Succ:“ succinato. ** Los mismos resultados fueron obtenidos



96 j. azc6n-bieto

trato fue debida a la participation de via
alternativa adicional de transporte de
electrones.

El analisis conjunto de.los resultados
indica que las mitocondrias de hojas de
guisante pueden oxidar simultaneamente
glicina y substrates del ciclo de Krebs
a traves de la cadena respiratoria, en pre-
sencia (en estado 3) o en ausencia de
ADP (en estado 4). Sin embargo, el he-
cho de que la tasa de consumo de O2
en estado 3 resultante en presencia de
varios substrates sea algo inferior a la
suma de las tasas observadas con los
substrates individuates (tablas I y II),
sugiere que puede existir saturation de
la cadena respiratoria y, por tanto, exis-
te un cierto grade de competition entre
los distintos substratos por el acceso a la
cadena de transporte de electrones. Di-
versos autores han estudiado mas a fon-
do esta competition, y han observado
que la tasa de oxidation de glicina no
resulta inhibida cuando se anade a la sus
pension de mitocondrias malato u otros
substratos del ciclo de Krebs. Por el con-
trario, la oxidation de malato en esta
do 3 se inhibe ligeramente cuando se
anade glicina en el medio (3, 4, 10). Es-
tas observaciones sugieren, en conjunto,
que las mitocondrias de las hojas oxidan
preferencialmcnte la glicina en presencia
de diversos substratos.

Posibles mecanismos para evitar, en
parte, la competition entre los substra
tos del ciclo de Krebs y de la fotorrespi-
racion (glicina), pueden incluir vias de
transporte de electrones independientes,
tanto vias citocromicas como altemati-
vas, para ambos tipos de substratos. Los
presentes resultados no permiten saber
si esta citada compartimcntacidn de la
oxidation de glicina y de substratos del
ciclo de Krebs tiene lugar en una misma
clase de mitocondrias, o en dos distintas
poblaciones, una de cllas implicada prin-
cipalmentc en fotorrcspiracion, y la otra
mas estrcchamcnte asociada con el ciclo
de Krebs. Lo que si parece claro es que 

en las mitocondrias de hojas de guisante
existe una fracci6n adicional de la cade
na respiratoria, incluyendo la via alterna
tive, accesible unicamente a la glicina,
es decir, al metabolismo fotorrespirato-
rio, pero no a los substratos del ciclo de
Krebs.
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Resumen

Mitocondrias aisladas a partir de hojas adul-
tas de Pisum sativum presentan la capacidad
de oxidar simultdneamente glicina y diversos
substratos del ciclo de Krebs (malato, succi-
nato, citrato, 2-cetoglutarato), tanto en presen
cia de ADP (estado 3) como en su ausencia
(estado 4). La sensibilidad de la respiracidn de
las mitocondrias aisladas a inhibidores de las
vias citocromica (antimicina A) y alternativa
(dcido salicilhidrox&mico, tetraetiltiuram di
sulfuro) es distinta, dependiendo de si los subs
tratos usados son la glicina o intermediaries
del ciclo de Krebs. Asi, la tasa de consumo
de Oj resistente a la antimicina A, la cual es
una estima de la capacidad de la via alterna
tiva, varia dependiendo de si se anade o no
glicina a un medio con malato y succinato.
La tasa de consumo de Ch en estado 4 en
presencia de malato o succinato es fuertemen-
te estimulada por la adicidn de glicina y vice-
versa, aparentemente por mediaci6n de la via
alternativa. Los resultados sugieren en con
junto que existe una parte de la capacidad de
transporte de electrones de. estas mitocondrias,
incluyendo la via alternativa, que estfi. especi-
ficamente asociada con la oxidaci6n de glicina,
y por tanto, con la fotorrespiraci6n.
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