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RESUMO

No presente trabalho foi utilizado 8-azido[a-PJATP para identificar a
proteina desacopladora (PUMP) presente em mitocdndrias de tubérculos de
batata. Um sitio para a ligacdo de nucleotideos, distinto daquele presente no
translocador de ADP/ATP, foi caracterizado. Este sitio de ligac&o de nucleotideos
de adenina se mostrou sensivel ao GTP, apresentando uma constante de
dissociacio para 8-azido[a-""PJATP de 21 uM, com ligagdo maxima em pH baixo.
A sensibilidade ac GTP e a dependéncia ao pH, do sitio de ligacdo para
nucleotideos de adenina, identificado em mitocdndrias de tubérculos de batata,
ndo foi detectada em mitocdndrias de figado de rato, mas se assemelha ao
presente na proteina desacopladora de mitocdndrias do tecido adiposo marrom.
O marcador 8-azido[a-PJATP foi covalentemente incorporado em mitocdndrias
de tubérculos de batata através de irradiacéo ultravioleta. Duas bandas principais
de 30 e 32 KDa foram identificadas na auto-radiografia do gel eletroforético em
8DS das proteinas mitocondriais. Estas bandas correspondem ao transiocador de
ADP/ATP e & PUMP, uma vez que nac ocorreu na presenca de
carboxiatractilosideo (CAT) ou GTP, respectivamente, que s8o ligantes destas
proteinas.

O presente trabalho também verificou se o transiocador de ADP/ATP,
alem da PUMP, participa do desacoplamento de mitocdndrias de batata, mediado
por acidos graxos livres (AGL). A respiracdo mitocondrial energizada por
succinato foi estimulada por baixas concentragbes de palmitato. Este
desacoplamento pode ser revertido por CAT e subsequentemente por BSA, um

quelante de AGL. O decréscimo na diferenca de potencial elétrico
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transmembrana (AY) causado por palmitato foi suprimido por CAT e, em menor
extens&o, por boncrecato (BKA), inibidores especificos do translocador de
ADP/ATP. GTP foi também capaz de reverter este decréscimo por um mecanismo
CAT-independente. Estes resultados indicaram que o translocador de ADP/ATP,
além da PUMP, participam da acdo protonoférica do paimitato em mitocondrias
de tubérculos de batata.

As contribuigbes da F; Fo - ATP sintetase, do translocador de ADP/ATP e de
uma possivel proteina desacopladora como a PUMP, no disparo respiratério
mitocondrial observado no amadurecimento de frutos climatéricos como o
abacate, foram também analisadas. Foram comparados os contetdos da
subunidade § de F, e do translocador de ADP/ATP, através de marcacio por
fotoafinidade com 8-azidoa-*PJATP, bem como o AW estabelecido pela oxidacao
de succinato, em mitocondrias isoladas de frutos de abacate pre- e pos-
climatéricos. O conteddo da subunidade B de F, decresceu, enquanto que o do
translocador de ADP/ATP ndo se alterou com amadurecimento dos frutos. O A¥
estabelecido pela oxidacdo de succinato em mitocdndrias de frutos pos-
climatéricos foi bastante baixo e pdde ser substancialmente aumentado por
oligomicina, que é capaz de inibir o transporte de H' através da Fo, € pelos
nucleotideos purinicos, GTP ou ATP, que inibem o transporte de H' pela proteina
desacopladora presente em mitocondrias de tecido adiposo marrom e de
tubérculos de batata. Oligomicina e GTP n&do tiveram efeito no A¥ de
mitocdndrias de abacate pré-climatérico. CAT e BKA n&o tiveram efeito no A¥ de
mitocOndrias de abacate pré- ou pods-climatérico. Estes resultados sugerem gue
uma proteina do tipo PUMP possa existir em mitocéndrias de abacate, e que esta

proteina, bem como a porgdo Fo de moléculas da ATP sintetase deficientes em
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subunidades §, mas nao o translocador de ADP/ATP, poderiam funcionar como

vias de dissipagdo de energia em mitocondrias de frutos de abacate pGs-

climatéricos.



ABSTRACT

In the present work we used 8-azido[a-“PJATP to identify the uncoupling
protein of potato tuber mitochondria (PUMP). An adenine nucleotide binding site
is described which is distinct from the one present in the ADP/ATP translocator.
This adenine nucleotide binding site is sensitive to GTP with a dissociation
constant for 8-azidoja-*PJATP of 21 uM and an optimum at acidic pH. The GTP
sensitivity and pH dependence of the adenine nucleotide binding site, detected in
potato tuber mitochondria, was not apparent in rat liver mitochondria, and closely
corresponds to the uncoupling mitochondrial protein of brown adipose tissue
mitochondria. The probe 8-azido[a-"PJATP was covalently incorporated into
potato tuber mitochondria by near ultraviolet irradiation. Two major radioactive
bands of 30 and 32 KDa were identified in the autoradiography of the SDS gel
electrophoresis of potato mitochondrial proteins. These bands correspond to the
ADP/ATP translocater and PUMP, since labelling was prevented by
carboxyatractyloside (CAT) or GTP, ligands of these proteins, respectively.

The present work also examined whether the ADP/ATP translocator, other
than PUMP, participates in free fatty acid (FFA)-mediated uncoupling of potato
tuber mitochondria. The basal respiration rate of succinate-energized
mitochondria was stimulated by a low concentration of palmitate. This uncoupling
was reversed by CAT and by the subsequent addition of bovine serum albumin,
an FFA scavenger. The decrease in the transmembrane electrical potential
difference (AY) caused by palmitate was suppressed by CAT and, to a lesser
degree, by bongkrekate (BKA), specific inhibitors of the ADP/ATP translocator.

GTP could also reversed this decrease via a CAT-independent mechanism.
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These results indicate that the ADP/ATP translocator, along with the PUMP,
participates in the protonophoric action of palmitate in potato tuber mitochondria.

The contribution of the F; Fo - ATP synthase, the ADP/ATP translocator
and a putative uncoupling mitochondrial protein, such as PUMP, to the increased
respiratory activity of ripened avocado fruits was also determined. We have
compared the B-subunit content of Fy and ADP/ATP translocator, determined by
photoaffinity labelling with 8-azidoja-PJATP, and the AW established by
substrate oxidation, in mitochondria isolated from pre- and postciimacteric
avocado fruits. The B-subunit content of F; decreased, while that of ADP/ATP
translocator did not change, by ripening. The AY¥ established by succinate
oxidation of postclimacteric avocado mitochondria was very low and could be
substantially increased by oligomycin, which inhibits H* transport through Fo, and
by the purine nucleotides GTP or ATP, which inhibit H* transport through the
uncoupling protein of brown adipose tissue and potato tuber mitochondria.
Oligomycin and GTP had no effect on the AW of preclimacteric avocado
mitochondria. CAT and BKA, had no effect on the AW of pre- or postclimacteric
avocado mitochondria. These results suggest that a PUMP-like protein may exist
in mitochondria of postclimacteric avocado fruits, and that this protein and Fo from
B-detached ATP synthase, but not the ADP/ATP translocator, could provide

pathways for energy dissipation in ripened avocado fruit mitochondria.



1. INTRODUGAO

1. 1. A proteina desacopladora do tecido adiposo marrom

A membrana interna das mitocdndrias do tecido adiposo marrom (TAM)
de mamiferos apresenta uma alta condutividade a H* (NICHOLLS, 1977). Como
consequeéncia, nestas mitocéndrias, a maior parte da energia liberada pela
oxidac&o de substratos respiratérios é convertida em calor, ao invés de gerar
ATP. Neste caso, os ions H', exportados pela cadeia respiratéria, retornam a
matriz, desviando-se da sintese de ATP, sem passar pela porcdo F, da ATP
sintetase. O caracteristico desacopiamento observado neste tipo de mitocdndria
(SMITH et al, 1966, PEDERSEN, 1970) é portanto explicado por este curto-
circuito na corrente de prétons, através da membrana interna (NICHOLLS, 1877,
1979; KLINGENBERG & LIN, 1986). Este é considerado um importante
mecanismo termogénico desenvolvido pelos mamiferos para resistir ao frio e
regular a temperatura corporal e esta presente no tecido adiposo marrom de
recém-nascidos humanos, roedores, assim como de animais que hibernam
(NICHOLLS, 1979; NICHOLLS & LOCKE, 1984: KLINGERBERG & LIN, 1986).

A base molecular para explicar a alta condutancia a H* das mitocdndrias
do TAM e uma proteina de 32 KDa, a proteina descopladora (UCP), presente na
membrana interna destas mitocdndrias que é capaz de transportar H™ (ou OH) e
também CI' (NICHOLLS, 1977). A UCP é altamente regulada, sendo sua
atividade diminuida por nucleosideos di- ou frifosfatados e aumentada por acidos

graxos (NICHOLLS, 1977).
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Estudos iniciais mostraram que a UCP presente nas mitocondrias do TAM
era intensamente induzida pela exposicéo ao frio. Sabe-se hoje que a expressdo
da UCP esta sob controle central, assim, durante a exposicdo ao frio a
norepinefrina & liberada por estimulo simpatico e estimula a transcricdo e
acumulo de RNAm, aumentando os niveis de UCP no TAM (HIMMS-HAGEN,
1990). A norepinefrina estimuia, também, o aumento de triiodotironina no TAM,
gerando sinais que induzem a maxima expressdo do gene da UCP observando-
se neste caso a maxima atividade termogénica do TAM (BIANCO et al., 1988:

TRAYHURN ef a/., 1993).

1. 2. A UCP pertence a uma familia de carreadores mitocondriais

As similaridades entre a UCP e o translocador de ADP/ATP, também
presente na membrana interna da mitocdndria, foram primeiramente sugeridas
por apresentarem caracteristicas comuns na ligago com nucieotideos, além das
massas moleculares muito proximas, 32 e 30 KDa, respectivamente
(KLINGENBERG, 1989; 1990). Isto motivou LIN & KLINGENBERG (1982) a
separarem a UCP de outras proteinas mitocondriais com método similar ao
normalmente utilizado para isolar o carreador ADP/ATP, ou seja, usando-se
detergente nao idnico e cromatografia em hidroxiapatita. O processo de
isolamento destas proteinas diferem quanto & temperatura (4°C para o carreador
de ADP/ATP e temperatura ambiente para a UCP). A UCP apresenta ainda varias
caracteristicas estruturais e funcionais semelhantes as de outro translocador da
membrana interna mitocondrial: o carreador de fosfato com massa molecular de

35 KDa (AQUILA et al., 1987).
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A similaridade estrutural entre a UCP e os carreadores mitocondriais
ADP/ATP e fosfato foi confirmada com a determinagéo da estrutura primaria da
UCP (AQUILA et al, 1985). As moléculas dos trés carreadores mitocondriais
contém trés dominios com cerca de 100 residuos altamente conservados
(NICHOLLS, 1976; AQUILA et al., 1987), indicando a diversificagdo de um unico
gene que codifica estes dominios. Estas observacdes levaram o grupc de
KLINGENBERG (AQUILA et al., 1987) a propor que a UCP, o translocador de
ADP/ATP e o carreador de fosfato fariam parte de uma familia de proteinas
homdlogas, provavelmente derivadas de um gene ancestral comum. Sabe-se hoje
que esta familia inclui os carreadores de di- e tricarboxilatos (PALMIERI, 1994).
Foi proposio que os carreadores de ADP/ATP e fosfato teriam surgido
concomitantemente durante a evolugdo da célula eucaridtica, enguanto que a
UCP seria de desenvolvimento mais recente, uma vez que era observada apenas

em mamiferos e em um Unico tecido, o adiposo marrom (KLINGENBERG, 1990).

1.3. A expressao da UCP além do TAM

VERCESI e colaboradores (1995) observaram que a atividade
respiratéria de mitocondrias de batata podia ser acoplada pela adicdo de ATP ou
GTP, o que provocava também um concomitante aumento no potencial elétrico
de membrana (Ay) destas mitocondrias. Estas respostas, caracteristicas de
mitocOndrias de TAM, sugeriram que as mitocondrias de batata poderiam
expressar uma proteina do tipo UCP. De fato, seguindo-se o mesmo
procedimento, utilizado para isolar a UCP de TAM (LIN & KLINGENBERG, 1982),

uma proteina de massa molecular em torno de 32 KDa foi isolada de mitocdndrias
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de tubérculc de batata. Esta proteina isolada, quando incorporada em vesiculas
lipidicas, foi capaz de estimular o transporte de H" pelas vesiculas, transporte
este que foi inibido por nucleotideos de purina. Esta proteina foi denominada de
proteina desacopladora de mitocdndrias de plantas (PUMP) (VERCESI et al,
1995) e pode ser fisiologicamente relevante na produgao de calor em plantas.

A descoberta, em mitocondrias de batata, de uma _proteina com
similaridades funcionais e estruturais 2 UCP de TAM, sugeriu que a idéia sobre a
evolugdo desta proteina na natureza deveria ser reconsiderada. Realmente, duas
novas proteinas, expressas em mamiferos, relacionadas & UCP de TAM foram
recentemente clonadas. Estas novas proteinas foram denomindas de UCP2
(FLEURY et al.,, 1997) e UCP3 (BOSS et al,, 1997; GONG et al, 1997) enquanto
que a UCP original passou a ser designada de UCP1. A UCP2 apresenta 59% de
identidade de aminoacidos com a UCP1 (FLEURY ef al., 1997), enquanto que a
UCP3 apresenta 71% de identidade com a UCP2 e 57% de identidade com a
UCP1 (VIDAL-PUIG et al., 1997).

Em contraste com a UCP1 que é expressa apenas no TAM, a UCP2 esta
amplamente expressa em tecidos humanos aduitos como coragdo, pulmao,
musculo esquelético, rim, etc. O gene para esta proteina foi mapeado em regides
do cromossoma 11 de humanos e do cromossoma 7 de camundongos, regides
estas que tem sido relacionadas com a hiperinsulinemia e a obesidade. Estes
resultados sugeriram que a UCP2 teria um papel importante na regulacdo do
peso corporal e no controle do balango energético. Ainda, a participacdo desta
proteina na resposta termoregulatéria & infeccao (febre) foi sugerida, uma vez

que ela também € expressa nas células do sistema imune (FLEURY et a/., 1997).
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A UCP3 em humanos foi encontrada preferencialmente expressa em
musculo esquelético, sendo em roedores também expressa no TAM além do
musculo esquelético. Como estes tecidos sfo considerados sitios importantes
para o controle do balango energético em humanos e roedores, respectivamente,
foi sugerido que a UCP3 deva ser um importante mediador na termogénese
adaptativa, principalmente em adultos humanos onde a massa de tecido adiposo
marrom & limitada (VIDAL-PUIG ef al., 1997).

As recentes descobertas de proteinas desacopladoras em outros tecidos
de mamiferos, além do TAM, definitivamente confirmaram as observactes em
batata (VERCESI ef al., 1995) de que estas proteinas estdo mais amplamente
distribuidas na natureza do que previamente se acreditava. Corroborando com
esta proposicdo, LALOI e colaboradores (1997) identificaram o DNA de batata
que codifica a proteina desacopladora de mitocdndrias de plantas, que foi
denominada por estes autores de StUCP. A previsdo da sequéncia de
aminoacidos indicou que a StUCP apresenta 44% e 47% de homologia com a
UCP1 e a UCP2 humanas, respectivamente. O gene para a proteina
desacopladora de plantas foi também recentemente encontrado em Arabidopsis
thaliana (MAIA ef al., 1998). Tanto em batata quanto em Arabidopsis, foi
observado que o gene para esta proteina é induzido guando a planta é exposta
ao frio, o que sugere seu envolvimento com 3 termogénese. Ainda, intensa
expressao da StUCP foi encontrada em flores e frutos indicando que a proteina
desacopladora de plantas pode contribuir em fenémenos termogénicos, até entao

atribuidos a oxidase aiternativa (LALOI ef a/., 1997).



1. 4. Efeito dos AGL no desacoplamento mitocondrial

Ha muito tem sido observado o efeito desacoplador dos acidos graxos
livres (AGL) sobre a fosforilagdo oxidativa de mitocdndrias animais (PRESSMAN
& LARDY, 1956). A agéo desacopladora dos AGL tem sido explicada pela sua
habilidade em aumentar a permeabilidade da membrana mitocondrial a H*
(WOJTCZAK & SCHONFELD, 1983). Entretanto, o mecanismo de
desacoplamento induzido por AGL difere do mecanismo classico apresentado
pelos protondforos onde a espécie ndo dissociada (protonada) atravessa
livremente a bicamada lipidica, enquanto que a espécie dissociada (anidnica)
n&o € capaz de penetrar na membrana. Para explicar o desacoplamento
mitocondrial induzido por AGL, ANDREYEV e colaboradores (1988) propuseram
que componentes proteicos da membrana interna mitocondrial estariam
envolvidos no desacoplamento promovide pelos AGL, 3 semelhanca de sua
conhecida acao no estimulo da atividade da UCP do TAM (LOCKE et al., 1982b;
RIAL et al., 1983). Em tecidos onde a UCP n&o é expressa observou-se que o
aumento de permeabilidade da membrana interna mitocondrial a H*, induzido por
AGL, era inibido por CAT, um inibidor potente e especifico do translocador de
ADP/ATP (ANDREYEV ef af.,, 1988). Sendo assim, foi proposto que esta proteina
também poderia participar do desacoplamento mitocondrial, além da sua funcéo
de transportar nuclectideos de adenina (ANDREYEV ef al., 1989). SCHONFELD
(1990) mostrou que a sensibilidade ao desacoplamento promovido pelos AGL
depende do tipo de mitocondria, de acordo com o seu contelido de translocase

de nucleotideos de adenina.
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Dois mecanismos foram sugeridos para explicar o desacoplamento
mitocondrial induzido por AGL, através da UCP ou do transiocador de ADP/ATP.
Os &cidos graxos estimulariam alostericamente a passagem de prétons pela UCP
(WINKLER & KLINGENBERG, 1994) ou pelo transiocador de ADP/ATP
(BRUSTOVETSKY & KLINGENBERG, 1994) ou, anions de AGL seriam
transportados por estas proteinas enquanto que a forma protonada atravessaria
livremente a membrana interna da mitocondria (SKULACHEV, 1991; GARLID ef

al., 1996), dissipando assim o potencial eletroquimico de H".

1. 5. A ATP sintetase mitocondrial

O complexo enzimatico denominado F, F, - ATP sintetase ou ATP sintase
€ encontrado na membrana interna das mitocdndrias, na membrana tilacoide dos
cloroplastos e na membrana plasmatica das bactérias. Estruturalmente esta
enzima apresenta dois componentes: um hidrofébico (F,), constituido por um
complexo proteico integral de membrana e envolvido no movimento
transmembranar de protons, bloqueadvel pela oligomicina (ALTHOFF ef al., 1989;
KAIM & DIMROTH, 1983) e outro hidrofilico (F;) podendo ser destacado da
membrana como um complexo solGvel onde se encontra o sitio para a sintese ou
hidrélise de ATP. {SENIOR, 1988; FUTAI ef al., 1989; PENEFSKY & CROSS,
1991; HATEFI, 1993).

A ATP sintase é responsavel pela sintese de ATP a partir de ADP e
fosfato inorganico, utilizando o gradiente eletroquimico de prétons gerado pelo
transporte de eléirons nas membranas transdutoras de energia (MITCHELL,

1961; 1969). A sintese de ATP no sitio catalitico da enzima é expontanea,
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entretanto, o ATP sintetizado permanece firmemente ligado a enzima
(PENEFSKY, 1985). A liberagdo do ATP deste sitio para o meio aguoso ocorre
quando a passagem de H" através de Fo provoca uma mudanc¢a conformacional
em F,, diminuindo a afinidade da enzima pelo ATP (BOYER & KOHLBRENNER,
1981). |

A porgéo F4, tanto de eucariotos como de procariotos, é similar quanto a
composicao de subunidades, com uma estequiometria de as, Bs. v, 8, €, em ordem
decrescente de massa molecular, enquanto que a F, contém as subunidades a, b
€ ¢ com uma estequiometria variavel, que vai depender do organismo (WALKER
et al., 1991, PENEFSKY & CROSS, 1991). Outras subunidades menores estio
presentes na enzima mitocondrial, como a proteina que confere sensibilidade a
oligomicina (OSCP), que tem a funcdo de ajustar F; a Fo para que a passagem
de H seja eficientemente aproveitada para impulsionar a sintese de ATP
(GAUTHERON & GODINOT, 1988).

Varios grupos registraram que cada molécula de Fy contém seis sitios de
ligacdo para nucleotideos de adenina (HARRIS, 1977: YOSHIDA & ALLISON,
1986; ISSARTEL et al., 1986). A localizacio destes sitios de ligacdo foi possivel
a partir de alguns estudos, tais como: ligagdo de nuclectideos de adenina
utilizando as subunidades « e B isoladas, alteracdo quimica da enzima e
fotoincorporacdo usando anélogos de nucleotideos (FUTAI & KANAZAWA, 1983
GROMET-ELHANAN & KHANASHVILI, 1984: KHANASHVILLI & GROMET-
ELHANAN, 1985, GARIN, et al., 1986; BULLOUGH & ALLISON, 1986; CROSS ef
al., 1987; XUE et al, 1987; BULLOUGH ef al., 1988). Os sitios de ligagcao foram
classificados em cataliticos ou néo cataliticos, de acordo com a capacidade que

téem de trocar nucleotideos durante a hidrélise de Mg-ATP (CROSS & NALIN,
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1982). Os resultados obtidos mostraram que os sitios cataliticos residem na
subunidade B e trocam nucleotideo ligado por nucleotideo do meio durante a
catalise (CROSS & NALIN, 1982), enquanto que os sitios no cataliticos estio
presentes na interface das subunidades o e B e ndo trocam prontamente o
nucleotideo ligado durante a hidrélise (CROSS & NALIN, 1982) ou sintese (WISE

& SENIOR, 1985) de Mg-ATP.

1. 8. A oxidase alternativa

Em plantas superiores existem duas vias de transporte mitocondrial de
elétrons (DAY ef al, 1991; MOORE & SIEDOW, 1991). Uma delas é a cadeia
respiratoria, que acontece também em animais e leveduras, e consiste
fundamentalmente de quatro complexos proteicos: o Complexo | responsavel
pela transferéncia de elétrons do NADH para a ubiquinona; o Complexo i que
efetua a transferéncia de elétrons do succinato para a ubiquinona; o Complexo il
(também chamado de complexo citocromo b-¢; ou citocromo redutase),
responsavel pela transferéncia de elétrons do ubiquinol para o citocromo ¢ e o
Complexo IV (ou citocromo c oxidase), que efetua a transferéncia de elétrons do
citocromo ¢ para o O, e é inibido por cianeto. A segunda é a via adicional de
transporte de eletrons, envolvendo o mesmo conjunto de desidrogenases da
cadeia respiratdria, entretanto, os elétrons desviam-se dos citocromos para uma
oxidase terminal denominada alternativa por ser insensivel ao cianeto e 3
antimicina A (BENDALL & BONNER, 1971). No entanto, essa oxidase é inibida
por acidos benzohidroxamicos substituidos, tais como o acido salicil-hidroxamico

(SHAM} ou o n-propil galato (SIEDOW & BICKETT,1981; HENRIKA-WAGNER ef
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al., 1986; DOUCE & NEUBURGER, 1989). A oxidase alternativa € encontrada em

muitas algas e em alguns fungos, mas ela € melhor caracterizada em plantas
(ELTHON & McINTOSH, 1987, LAMBOWITZ et al., 1988; DAY ef al, 1991;
CLARKSON et al., 1989).

Como os elétrons se ramificam a partir da ubiquinona para a oxidase
alternativa, eles ndo passam por dois sitios de conservacéo de energia, aqueles
ao nivel dos complexos Il e IV. Desta forma, a maior parte da energia liberada,
durante a transferéncia de elétrons, é perdida como calor, ao invés de produzir
um gradiente eletroquimico de prétons para posterior sintese de ATP (SIEDOW &
BERTOHOLD, 1986).

O papel da oxidase alternativa estd bem definido em plantas que
apresentam processo de floragdo termogénico (MEEUSE & BUGGELN, 1969;
MEEUSE, 1873). Nas Araceae, por exemplo, a producéo de calor por intermédio
do fluxo de elétrons através da via alternativa, é usada para volatilizar
substancias odoriferas que atraem insetos, facilitando a polinizacdo (MEEUSE,
1975). No dia do florescimento, a via alternativa torna-se operante, e o amido que
havia sido acumulado até este estagio é queimado em poucas horas, como
consegliéncia de uma taxa extremamente elevada de glicolise e respiracdo
(AP REES et af,, 1977; LATIES, 1982; LANCE ef al, 1985). No climax, em Arum
maculatum, este fendbmeno pode gerar temperaturas localizadas superiores em
15°C em relagéo & temperatura ambiente, ou ainda maiores em Alocasia pubera
(MEEUSE, 1875, DOUCE et al, 1985). Em plantas n&o termogénicas o papel
desta oxidase ainda ndo é claro, embora todas as plantas ja estudadas
apresentem alguma atividade que varia dependendo do tecido (MOORE &

SIEDOW, 1991; DAY ef al., 1991; KEARNS ef a/., 1992).
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PALMER (1976) e LAMBERS (1980) propuseram que a via alternativa s

receberia elétrons que ndo pudessem ser acomodados na via dos citocromos.
Assim, em condigdes de excedente energético, as plantas poderiam fazer uso
deste curto circuito, como meio de continuar transformando esqueletos
carbonicos, mesmo em presenca de niveis elevados de ATP. Contudo, estudos
posteriores feitos por DRY e colaboradores (1989) mostraram néo haver relacéo
entre 0 “pool” de quinona reduzida e o fluxo de elétrons através da via ndo

fosforilativa.

1. 7. Identificagéo de sitios de ligagdo de nucleotideos

A identificag8o de sitios de ligacdo de nucleotideos em proteinas pode
ser feita através de marcaééo por fotoafinidade com azido-nucleotideos (HALEY
& HOFFMAN, 1974). KNOLESS (1972, citado por CZARNECK! ef af.. 1879)
estabeleceu os critérios para a marcacdo: os analogos devem se ligar
especificamente a proteina, como um substrato natural: a fotomarcacdo deve ser
feita em um comprimento de luz que n&o danifique a proteina; o produto
fotomarcado ndo deve ser rapidamente convertido em um composto menos
reativo, perdendo assim sua capacidade de marcar o sitio de ligacdo da proteina.

Analogos azidicos tém sido utilizados com sucesso para marcar sitios de
ligag@o de nucleotideos em proteinas mitocondriais (CZARNECKI, 1984; CROSS
et al, 1987, DALBON ef al, 1988, MARTINS & PENEFSKY, 1994). A
incorporagdo covalente de azido-nucleotideos radioativos em proteinas
mitocondriais ligantes deste analogo pode ser identificada analisando-se as

bandas radioativas de proteinas marcadas em condicdes especificas.
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Através de marcacéo por fotoafinidade com 8-azido[y-P]JATP, HEATON
e colaboradores (1978) mostraram que a UCP aparece em grande quantidade em
mitocondrias isoladas de tecido adiposo marrom. Na auto-radiografia obtida
atraves do gel de SDS-poliacrilamida destas mitocdndrias, uma proteina
fotomarcada com M.M. aparente de 32 KDa, correspondente & UCP, pode ser
diferenciada do transiocador de ADP/ATP, com M.M. aparente de 30 KDa. A
marcacéo da proteina desacopladora foi previnida na presenca do seu ligante
especifico, o GTP (RAFAEL & HELDT, 1976), enguanto que a incorporacdo do
anaiogo no transiocador ndo ocorreu na presenca de actractilosideo, um ligante
desta proteina (VIGNAIS ef al., 1985).

O grupo de KLINGENBERG utilizou estes andlogos para identificar os
sitios de ligagdo de nucleotideos na UCP purificada e obter informacdes
detalhadas sobre a estrutura da proteina (MAYINGER & KLINGENBERG, 1992
WINKLER & KLINGENBERG, 1992). O 8-azido ATP é incorporado na UCP em
um dominio distinto do translocador de ADP/ATP, uma vez que a interacdo entre
nucleotideo-proteina é totalmente diferente. Na UCP, o ATP é um inibidor do
transporte de H'/OH, enquanto que no carreador de ADP/ATP o nuclectideo
ativa o seu transporte por causar uma alteracéo conformacional associada com a
sua translocacdo (KLINGENBERG, 1986; MAYINGER & KLINGENBERG, 1992).
Assim, na UCP o nucleotideo fecha a estrutura, enquanto no translocador
ADP/ATP ele abre e mobiliza a estrutura {(WINKLER & KLINGENBERG, 1992).

WANGENVOORD et al. (1977) sintetizaram 8-azido ATP, marcando seu
anel de adenina e o utilizaram para marcar a porcdo F, da ATPase de
mitocdndrias de coracdo de boi. O 8-azido ATP foi hidrolisado pela F; , no

escuro, mostrando que ele se ligou especificamente no sitio de ligagdo do ATP.
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Quando as mitocdndrias foram irradiadas em presenca de 8-azido ATP a
atividade da porgao Fy da ATPase foi inibida irreversivelmente. Esta inibicéo foi
fortemente diminuida em presenca de ATP, durante a irradiagdo, sugerindo uma
competic@o entre o 8-azido ATP e o ATP pelo sitio de ligacdo. Estes resultados
mostraram que a caracterizacdo dos sitios de ligacdo de nucleotideos na F,

podia ser feita através de marcagdo por fotoafinidade com azido-nucleotideos.
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2. OBJETIVOS

Com o objetivo de caracterizar a PUMP presente em mitoctndrias de
batata, o presente trabalho utilizou o analogo fotorreativo de ATP, o 8-azido-ATP,
€ comparou as propriedadés desta proteina com as da UCP do TAM. A
incorporacao covalente de 8-azido-ATP em mitocdndrias de batata foi também
utilizada para distinguir a PUMP do translocador de ADP/ATP, uma proteina da
mesma familia. Ainda, foi analisada a participacéo do translocador de ADP/ATP,
além da PUMP, no desacoplamento de mitocdndrias de batata, induzido por AGL.

Com o objetivo de se encontrar um papel fisiolégico para a PUMP de
plantas, os estudos se estenderam a outra espécie, o abacate. O processo de
amadurecimento de frutos climatéricos como o abacate, é caracterizado por um
disparc na respiracéo e conseqiente aumento na temperatura do fruto. Embora
esta caracteristica tenha sido explicada pelo desenvoivimento de uma via de
respiracao alternativa, até hoje néo estéo esclarecidas as conecgdes metabdlicas
entre a atividade mitocondrial e a respiracdo climatérica. Este trabalho procurou
verificar se a expresséo de uma proteina desacopladora como a PUMP poderia
participar deste processo. A participacdo do translocador de ADP/ATP e da
por¢do Fo da ATP sintetase na respiragdo climatérica de frutos de abacate

também foi analisada.
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3. MATERIAS E METODOS

3.1. Material vegetal

Mitocdndrias foram iscladas a partir de tubérculos de batata (Solanum
tuberosum, L.} e frutos de abacate (Persea americana, M.), comprados em
mercado. As batatas foram mantidas em sacos plasticos, sob refrigeracéo (4 a
10°C) até o momento do uso, enguanto que os frutos de abacate, pré- (verde) ou

pos-climatéricos (maduro), foram utilizados logo apds a compra.

3.2. Meios utilizados para isolar mitocondrias vegetais

Os meios utilizados para ¢ isclamento das mitocdndrias foram: “Meio de
Extracdo” composto de sacarose 400mM, tampao HEPES 10mM, EGTA 1mM,
BSA 0.1%, cisteina 3mM e o pH ajustado para 7,6 com NaOH e “Meio de
Lavagem” composto de sacarose 250mM, tampdo HEPES 10mM, pH 7.2 e BSA

0,1%.

3.3. Isolamento de mitocondrias de batata

As mitocbndrias de tubérculos de batata foram isoladas segundo método
descrito por MARTINS & VERCES! (1985), com algumas modificacdes.

Apos serem descascadas, as batatas foram cortadas em pedacos
alongados e passados através de um ralo de um extrator doméstico de sucos

(centrifuga Walita). O rompimento dos tecidos foi feito sob a adicgo simultanea
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de “Meio de Extraco” gelado (4°C). Para cada 3g de tecido foi utilizado 1mL de
meio. Os residuos foram descartados e o exirato filtrado através de duas
camadas de tecido (tipo algod&o). Apds o ajuste do pH do filtrado para 7,1, foi
feita uma primeira centrifugacéo a 1.500xg, por 5 minutos, no sentido de eliminar
0 amido. O sobrenadante foi submetido a uma nova centrifugacéo a 9.000xg, por
15 minutos, e o sedimento contendo mitoctndrias, assim obtido, foi ressuspenso
em “Meio de Lavagem”.

A suspensao mitocondrial foi purificada através de uma centrifugacdo a
1.100xg, por 5 minutos, para a sedimentacdo de residuocs. Posteriormente, o
sobrenadante foi centrifugado a 9.000xg, por 15 minutos. O sedimento obtido
apresentou em média uma concentra¢do de 70mg de proteina por mL. Todo o
procedimento foi desenvolvido entre 0 e 4°C.

Em alguns isolamentos o BSA foi omitido dos meios de extracdo e

lavagem. Estes casos s&o especificados na descricdo dos resuitados.

3.4. Isolamento de mitocdndrias de abacate

A obtenc&o de mitocdndrias de abacate foi feita de modo semelhante ao
descrito para batata, com aigumas modificacdes.

O fruto foi cortado em cubos e suspenso na proporcdo de 4mL de “Meio
de Extracao” para 1g de tecido. O rompimento dos tecidos foi feito em
liquidificador, velocidade meédia, com pulsos de 10 segundos. A suspensdo obtida
foi filtrada através de quatro camadas de gaze, contendo entre elas uma camada
de algodéo, para a retenco das fibras e gordura. Apds o ajuste do pH do filtrado

para 7,1, foi feita uma primeira centrifugacdo a 1.500xg, por 5 minutos, para
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descartar o material solido, que continha células ndo quebradas e nucleos, e
para eliminar a gordura que permanece na parte superior do sobrenadante e cuja
propor¢cdo aumenta & medida que o abacate amadurece. O sobrenadante
resultante foi centrifugado, novamente, a 16.500xg , por 15 minutos e o
sedimento, contendo as mitocdndrias, ressuspenso em “Meio de Lavagem”.

A suspensé&o mitocondrial foi submetida a uma centrifugagdo de 1.100xg,
por 5 minutos, para a sedimentacido de possiveis residuos. Procedeu-se a nova
centrifugac@o do sobrenadante a 12.500xg, por 15 minutos, para a obtencic da

fragcdo mitocondrial. Todo procedimento foi conduzido entre 0 e 4°C.

3.5. Purificagac de mitocondrias de abacate em gradiente de densidade de percoll

A purificac@o da fracéo mitocondrial de frutos de abacate em gradiente de
Percoll foi feita com base no métedo descrito por MOREAU & ROMANI (1982).

Um volume de suspens@o mitocondrial de 1mbL foi cuidadosamente
colocado sobre um meio contendo sacarose 250mM, tampéo Tris-HCI 5mM, pH
7,5 e Percoll 22,5% (viv). Apds centrifugac@o a 35.000xg, por 30 minutos, em um
rotor de anguio mdvel (BECKMAN, SW41) a banda mitocondria! foi coletada com
uma pipeta Pasteur ¢ diluida 10x em “Meio de Lavagem” (0 mesmo utilizado para
isolar mitocdndrias) e imediatamente centrifugada a 12.500xg, por 15 minutos,
para a remogao do Percoll e obtengao de mitocdndrias purificadas. O sedimento
obtido, contendo as mitocdndrias, foi ressuspenso (a uma concentracdo proteica
de cerca de 30mg/mL) e utilizado imediatamente para realizacdo dos
experimentos, com excess@o das suspensbes utilizadas para o preparo de

membranas mitocondriais que foram armazenadas & -70°C.
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3.6. Preparo de membrana mitocondrial de abacate

A suspens&o mitocondrial de abacate armazenada a -70°C (Biofreezer,
Forma Scientific, Inc.,, modelo 8438) por 30 a 60 dias, foi descongelada e
ressuspensa em um meio contendo sacarose 250mM e tampio HEPES 10mM,
pH 7.2. A fim de separar a membrana dos componentes de matriz, a suspenséo
mitocondrial foi congelada em N liquido e descongelada, por trés vezes, de
acordo com McCORMAK & DENTON (1979). A suspensdo resultante foi
centrifugada a 14.000xg, por 20 minutos e ¢ sedimento ressuspenso no meio

descrito acima. Todo o procedimento foi feito entre 0 e 4°C.

3.7. Isolamento de mitocdndrias de figado

As mitocOndrias hepaticas foram isoladas segundo CANNON &
LINDBERG (1979), utizando-se ratos adultos Wistar pesando 180 a 250g,
mantidos em jejum por 12 horas.

Apos a morte do animal por destroncamento cervical, o figado foi lavado em
solugdo contendo sacarose 250mM, tamp&o HEPES 2mM, pH 7,2 e EGTA
0,6mM. Em seguida foi picado com tesoura e homogeneizado em
homogeneizador Potter-Elvehjem. Este material foi entdo centrifugado a 2.500xg,
por 5 minutos, o sobrenadante mantido em banho de gelo e o sedimento
novamente homogeneizado e centrifugado nas mesmas condicdes. Os
sobrenadantes foram combinados e centrifugados durante 10 minutos a
11.500xg, sendo a fase lipidica superior e 0 sobrenadante descartados com uma

pipeta Pasteur. O sedimento foi ressuspenso em sacarose 250mM, tampdo
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HEPES 1mM, pH 7.2, EGTA 0,3mM e novamente centrifugado nas condicdes
anteriores. A seguir, as mitocdndrias foram ressuspensas em sacarose 250mM,
tamp&do HEPES 1mM, pH 7,2, a uma concentracdo de cerca de 100mg de
proteina por mL. Todo este procedimento foi feito mantendo-se a temperatura

entre 0 e 4°C.

3.8. Isolamento de mitocdndrias de tecido adiposo marrom

Mitocondrias de tecido adiposo marrom foram isoladas como descrito por
CANNON & LINDBERG (1979). Para tanto, utilizaram-se dez ratos adultos Wistar
pesando cada um 180 a 250g. Os animais foram colocados em camara fria (8 a
10°C) com égua e racéo. Decorridos 8 a 10 dias os ratos foram mortos por
destroncamento cervical e o tecido adiposo marrom, que posiciona-se na regido
cervical posterior, foi removido.

O tecido adiposo marrom foi picado com tesoura e suspenso em “Meio de
Extracao” contendo sacarose 250mM, tampao HEPES 10mM, pH 7.2 e EGTA
0,5mM. O rompimento dos tecidos foi feito usando-se um homogeneizador Potter-
Elvehjem. A suspens@c obtida foi centrifugada a 2.500xg, por 8 minutos,
seguindo-se, a partir de entdo, o mesmo procedimento utilizado para o
isolamento de mitocdndrias de figado. A suspensdo mitocondrial obtida

apresentou em meédia uma concentracio de cerca de 50mg de proteina por mL.
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3.9. Dosagem de proteina

A concentracdo de proteina das suspensdes mitocondriais de tubérculo
de batata, figado e tecido adiposo marrom de rato foi determinada pelo método
de Biureto modificado (KAPLAN & PEDERSON, 1983) e como solucéo padrao foi
utilizada BSA 1%. Para mitocOndrias purificadas de frutos de abacate, cuja
suspensao era sempre mais diluida, a concentracéo de proteina foi determinada
pelo método de Lowry modificado (PETERSON, 1977) utilizando-se como padrio

BSA 0,1%.

3.10. Meios de reagao

A avaliaggdo das diversas caracteristicas funcionais das mitocdndrias
isoladas de plantas foi feita, em geral, no seguinte “Meio Basico de Reacéo™
sacarose 250mM, tampao HEPES 10mM, pH 7,2 e BSA 0,1%. Nos experimentos
em que se pretendia avaliar o efeito de BSA sobre as taxas respiratérias, 0 BSA

foi retirado do “Meio Basico de Reacao”.

3.11. Atividade respiratoria

A atividade respiratéria mitocondrial, em batata e abacate, foi medida
atraves do consumo de oxigénio, determinado polarograficamente com eletrodo
especifico, tipo Clark (Yellow Springs Instruments Co.), ligado a um oxigrafo

Gilson. Neste caso, utilizou-se o “Meio Basico de Reacao’, descrito no item 3.10,
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acrescido de succinato 10mM, rotenona 5uM e MgCl, 2mM. Outras adi¢Oes,
feitas durante os experimentos, est&o especificadas nas legendas de cada figura.

O registro do consumo de oxigénio permitiu a determinacdo do controle
respiratério e dos efeitos de BSA, palmitato, CAT e cianeto na respiracao

mitocondrial.

3.12. Identificacdo de proteinas mitocondriais por fotoafinidade

Uma das maneiras de se marcar a presenca de proteinas mitocondriais
ligantes de nucleotideos é através da utilizagdo de analogos azidicos, como ©
8-azido ATP. Este composto € um andlogo fotorreativo do ATP que, em presenca

de luz ultravioleta, se liga covalentemente & proteina.

3.12.1. Ligag&o nao covalente de 8-azido[a-**PJATP a proteinas mitocondriais

Medidas de ligacdo ndo covalente foram feitas adicionando-se 1mg de
proteina mitocondrial de batata ou de figado a 50uL de *“Meic de Reacdo 17
contendo: sacarose 250mM, tamp&o 20mM (MES para os pH 6,0 ¢ 6 4 e HEPES
para os pH 6,8 e 7,2) e EDTA 1mM. Quando ndo se tratava do controle,
acrescentou-se GTP 1mM e/ou CAT 10uM. Apds 10 minutos de pré-incubagio,
no escuro e a temperatura ambiente, foi acrescentado 3 suspensac 50ul. de
“Meio de Reac&o 2” contendo: sacarose 250mM, EDTA 1mM e 8-azido[a-""P)ATP
com atividade especifica de 5 x 10*dpm/nmol. A concentracdo de 8-azido ATP, o
pH e outras adicdes estéo especificadas nas legendas das figuras. Decorridos 10

minutos de incubagio a suspensdo foi centrifugada em uma centrifuga
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Eppendorf, por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspenso em 1mL de “Meio de Lavagem” contendo sacarose 250mM, tampéo
HEPES 10mM, pH7,2 e EDTA 1mM. Uma nova centrifugacdo por 10 minutos foi
feita, sendo o sedimento ressuspenso em 250ulL. de “Meio de Lavagem”. Cada
amostra foi colocada em frascos de cintilago e foram adicionados 5mL de agua.
A avaliagéo da radioatividade foi feita em contador de cintilagdo BECKMAN
(modelo LS 6000) acoplado a um registrador da mesma marca. Os valores de
ligagdo néc covalente de 8-azido ATP por mg de proteina mitocondrial,
apresentados nos resultados, representam as médias obtidas de pelo menos trés

preparacoes mitocondriais diferentes, com duas repeticies em cada.

3.12.2. Marcagao por fotoafinidade utilizando-se 8-azido [a-*PJATP

Mitocondrias de batata, abacate, figado ou tecido adiposo marrom e
membranas mitocondriais de abacate foram pré-incubadas (0,5mg/200uL) em
100uL de “Meio de Reacéo 17, contendo sacarose 250mM, tampdo 20mM (MES
para pH 6,0 e HEPES para pH 7,2) e EDTA 1mM. Quando nac se tratava do
controle, acrescentou-se GTP 2mM ou CAT 20-40uM. Apds 10 minutos de
incubac&o no escuro adicionou-se 100ul do “Meio de Reacdo 2° contendo:
sacarose 250mM, EDTA 1mM e 8-azido[o-PJATP com uma atividade especifica
de 5 x 10°dpm/nmol. As concentracoes de 8-azido ATP e o pH variaram conforme
o experimento e estdo especificados nas legendas das figuras. Decorridos
10 minutos de incubagio no escuro, com meio radioativo, duas aliquotas de cada
amostra (100uL cada) foram colocadas sobre bandejinhas plasticas, a 4°C, e

irradiadas por 2 minutos com luz ultravioleta (MINERALIGHT MULTIBAND,
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modelo UV SL-25), comprimento de onda curto. Apds a irradiagéo, a suspensdo
mitocondrial foi centrifugada por 10 minutos, em uma centrifuga Eppendorf. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi lavado com 500ul de ATP 4mM a
fim de deslocar as moléculas de 8-azido ATP ligadas ndo covalentemente as
proteinas. Apds a lavagem, as amostras foram concentradas em centrifuga

Eppendorf, por 10 minutos.

3.12.3. Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida das amostras fotomarcadas

Os experimentos de eletroforese foram realizados de acordo com
LAEMMLI (1970). Foram montadas placas de gel de SDS-poliacrilamida, num
sistema descontinuo, onde a concentracéo de poliacrilamida era de 10% no gel
de resolucdo e de 3,5% no de empacotamenio.

As amostras de mitocbndrias fotomarcadas foram ressuspensas em 25ub
de “Meio de Lavagem” descrito no item 3.6.1. e a suspensao resultante misturada
a 25ul de solugdo de dissolugdo de membrana contendo SDS 2%,
B-mercaptoetanol 5%, tampao Tris-HC| 62,5mM, pH 6,8, glicerol 10% e azu! de
bromofenol 0,002%. A mistura foi fervida em banho-maria por 3 minutos.
Amostras de 20 a 50ug de proteina foram aplicadas em cada pogo e a corrida
eletroforética feita por cerca de 4 horas, & temperatura ambiente, aplicando-se
uma diferenca de potencial de 20mA.

Para determinag&o da massa molecular foram utilizados os padrées da
Sigma contendo, miosina (205 KDa); B-galactosidase (116 KDa); Fosforilase-b
(97,4 KDa); BSA (66 KDa); albumina de ovo (45 KDa); desidrogenase lactica

(36,5 KDa) e anidrase carbbnica (29 KDa). Utilizou-se, também, um padrio da
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Gibco contendo uma mistura de polimeros sintéticos com pesos moleculares na
faixa de 10 a 120 KDa, com incrementos de 10 KDa.

Os geéis foram corados, por 30 minutos, em acido acético, metanol e agua
(1:4:5, viviv) contendo azul de coomassie 0,25% (p/v) e descorados em &cido
acetico, metanol, agua (1:4:5, viviv). Ap6s a coloragdo o gel foi colocado entre
uma folha de papel celofane e outra de papel de filtro e levado para o secador de
gel da Bio-Rad (modelo 543), por 30 minutos, a 90°C.

Os resultados apresentados, com as respectivas auto-radiografias, s&o

representativos de pelo menos quatro diferentes preparagdes.

3.12.4. Auto-radiografia

A auto-radiografia € um processo de revelacdo onde substancias
radioativas s&0 visualizadas em placas fotogréficas. Para tanto, o filme de raio-X
foi exposto ao gel seco de SDS-poliacrilamida, colocado no intensificador e
guardado no Biofreezer a -70°C. Apds 24 a 72 horas o filme foi revelado, usando

para isto o kit Polymax RT da KODAK.

3.13. Determinacgédo do potencial elétrico de membrana

A medida do potencial elétrico de membrana de mitocdndrias de batata e
abacate foi feita utilizando-se o corante catibnico, safranina, que apresenta um
deslocamento no espectro visivel quando se liga 4s membranas de mitocdndrias
energizadas (AKERMAN & WIKSTROM, 1976). Este deslocamento esté

linearmente relacionado com o potencial produzido por gradientes de prétons ou
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de ions potassio. Suspensdes mitocondriais (0,3-1mg/mL) recém isoladas foram
incubadas a temperatura ambiente, em um “Meio de Reacao” contendo sacarose
250mM, tamp&o HEPES 10mM, pH 7,2, acrescido de rotenona 5uM, fosfato de
sodio 0,5mM, safranina 10uM e succinato 2mM. Outras adigbes peculiares a
cada experimento, encontram-se especificadas nas legendas das figuras. As
diferencas de absorbancia Asii - Ass nm foram determinadas em
espectrofotdmetro de duplo feixe (DW-2000, SLM instruments, Inc.) acoplado a
um registrador potenciométrico (Hewlett Packard). A partir da comparacao dos
valores obtidos com os de uma curva de calibragdo AA = f (AY) obteve-se o valor
do potencial em cada caso. Na obtencdo da curva de calibragdo, a partir de
adicbes sucessivas de quantidades conhecidas de KCI, o potencial foi calculado
atraves da relagéo: AY = 60 log [K'int] / [K'ext], onde [K'int] é a concentracéo do
ion no interior da mitocdndria, assumida como sendo 120mM (ROSSI & AZZONE,
1969) e [K'ext] & a concentracio do fon no meio de incubacdo.

Os resultados apresentados sdo representativos de pelo menos quatro

preparacdes mitocondriais diferentes.
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4. RESULTADOS

4.1. Ligagao ndo covalente de 8-azido ATP em mitocondrias de tubérculo de

batata e de figado de rato

A identificacio de proteinas (ou outras moléculas) através de marcacéo
por fotoafinidade requer que o analogo azidico se ligue com uma boa afinidade e
seletividade no mesmo sitic que os ligantes naturais. Assim, a ligacg&o néo
covalente de 8-azido ATP em mitocondrias isoladas de tubérculos de batata foi
primeiramente testada. Como os compostos azidicos s&o ativados pela luz, esses
estudos de ligagdo foram feitos no escuro. As propriedades de ligacdo néo
covalente do 8-azido ATP em mitocdndrias de tubérculos de batata foram
comparadas com as de mitocdndrias de figado de rato.

A Figura 1 mostra que mitocdndrias de figado de rato intactas
acumularam 1,15nmol de 8-azido[a-“PJATP/mg de proteina. O valor obtido, neste
caso, pode ser resultado da ligagdo no transiocador de ADP/ATP, da troca com
nucleotideos de adenina endégenos através do translocador e devido a ligacéo
em sitios inespecificos da membrana mitocondrial (WEIDEMANN et al., 1970).
Para confirmar esta possibilidade as mitocéndrias de figado de rato foram pré-
incubadas com CAT, que compete com nucleotideos de adenina para se ligar ao
translocador de ADP/ATP (VIGNAIS ef al., 1973). A interferéncia de GTP, que é
um conhecido ligante para a UCP (WEIDEMANN ef al., 1970; NICHOLLS, 1978,
RAFAEL & HELDT, 1976), na ligacéo de 8-azido-ATP, também foi analisada. O
total de 8-azido[a-"’PJATP acumulado na presenca de GTP, CAT ou ambos

decresceu para 1,04; 0,1 e 0,05nmol/mg de proteina, respectivamente (Figura 1).
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FIGURA 1. Especificidade da ligacdo ndo covalente de 8-azido ATP em
mitocondrias de tuberculo de batata (MB) e mitocondrias de figado de rato (MFR).
As suspensées mitocondriais (0,5mg/100uL) foram pré-incubadas por 10 minutos
em “Meio de Reac&o 1" (conforme descrito em Materiais e Métodos) acrescido de
GTP (1mMj; CAT (10uM); ambos ou sem nenhum acréscimo (controle) e entao
incubadas na presenca de 100uM de 8 azido[a-PJATP a pH 6,8, por mais 10

minutos.
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Estes resultados indicaram que 93% do total acumulado de 8-azido]a-P]JATP em
mitocdndrias de figado de rato resultou da ligacdo e transiocacdo do analogo de
ATP através do translocador de ADP/ATP. O GTP deslocou 10% da acumulacéo
total de 8-azido ATP indicando que, em mitocdndrias de figado de rato néo existe
um sitio de ligac&o significante para este nucleotideo. Ligacdes inespecificas de
8-azido ATP (obtidas na presenca de CAT e GTP) representaram somente 3,8%
do total do analogo acumulado em mitocdndrias de figado de rato.

Diferentemente do observado em mitocdndrias de figado, o total de
8-azidoja-“PJATP acumulado por mitocondrias de batata (0,6nmol/mg proteina)
mostrou um decréscimo de 50% guando estas foram pré-incubadas com CAT
(0,28nmol/img). O total de 8-azido ATP acumulado na presenca de GTP
decresceu para 0,18nmol/mg ou para 0,10nmol/mg quando CAT também estava
presente (Figura 1). Assim, o GTP inibiu cerca de 70% do acumulo de 8-azido
ATP e o CAT n&o alterou este nivel de inibigdo. Estes resultados indicaram que
mitocdndrias de tubérculo de batata possuem outro sitio de ligacdo para
nucleotideos de adenina, o qual é distinto do translocador de ADP/ATP. Este sitio
de ligacdo ndo é detectado em mitocdndrias de figado de rato e aparentemente
assemelha-se ao existente em TAM (NICHOLLS, 1976, RAFAEL & HELDT,

1976).

4.2. Ligacao de 8-azido ATP, sensivel ao GTP, em mitocondrias de tubérculo de batata

A cinética de ligacdo do 8-azido[a-*PJATP em mitocdndrias de batata é

mostrada na Figura 2. A ligacdo do 8-azido[o-PJATP, sensivel ao GTP, néo
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FIGURA 2. Cinética da ligacdo n&o covalente de 8-azido ATP em mitocdndrias de
tubérculos de batata sobre o efeito do GTP. As suspensdes mitocondriais
(0,5mg@/100ul) foram pré-incubadas na presenca de 8-azido[w-PJATP em
diferentes concentragbes (6,25-200uM) em pH 6,0. (O) controle; (@) GTP (2mM).
O gréfico inserido mostra a diferenca entre a ligacdo ndo covalente total e a
obtida em presenga de GTP.
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atingiu a saturacdo na faixa de concentracdo de 6,25 a 200uM (insercdo da
Figura 2), provavelmente devido a um aumento de atividade do translocador de
ADP/ATP em altas concentragbes do andlogo. Para facilitar a avaliacdo dos
parametros cinéticos de ligagdo do 8-azido ATP, sensivel aoc GTP, os
experimentos foram repetidos na presenca de CAT, com a finalidade de inibir
qualquer translocacido do analogo com nucleotideos de adenina enddgenos.
Nestas condi¢bes, a curva de saturacdo da ligacdo de 8-azido ATP foi obtida,
com um maximo de ligacdo de 0,29nmol/mg (inser¢do da Figura 3), e o gréfico
linear Scatchard indicou a presenca de um Unico sitio de ligacdc para 8-azido

ATP, sensivel ao GTP, com uma Kd de 21uM (Figura 3).

4.3. Efeito do pH na ligagio de 8-azido ATP em mitocdndrias de figado e de

batata

Ja esta bem estabelecido que a ligagdo de nucleotideos de purina na
UCP, presente em mitocOndrias de TAM, é favorecida em valores de pH mais
baixos. NICHOLLS (1976) evidenciou que em meio acido o controle da
condutancia de prétons por nucleosideos de purina di- e trifosfatados era
favorecido devido a maior afinidade da UCP por GTP. Estudos posteriores com
UCP incorporada em bicamada lipidica confirmaram que a inibicio do transporte
de H" por nucleotideos de purina era dependente do pH (KLINGENBERG &
WINKLER, 1985).

O efeito do pH na ligagdo de 8-azido[a-*PJATP em mitocdndrias de
figado e batata e apresentado na Figura 4. A ligagdo de 8-azido[a-"*P]JATP em

mitocondrias de figado manteve-se em niveis sempre muito inferiores aos
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FIGURA 3. Avaliacdo da ligacdo nao covalente de 8-azido ATP, sensivel ao GTP
(Grafico de Scatchard), em mitocondrias de tubérculo de batata. As condices
experimentais s&o as mesmas da Figura 2, exceto que as mitocondrias foram pré-
incubadas em presenca de CAT (20uM) para prevenir ligagdo e transiocacio de
8-azido[a-“PJATP através do translocador de ADP/ATP. O grafico inserido
mostra a diferenca entre a ligacdo ndo covalente total e a obtida em presenca de
GTP.
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FIGURA 4. Ligacio ndo covaiente de 8-azido ATP em mitocdndrias isoladas de
tubérculos de batata (M) e figado de rato (1) em func&o do pH. As suspensdes
mitocondriais (0,5mg/100uL) foram pré-incubadas em “Meio de Reacao 17
acrescido de CAT (20uM) ou CAT e GTP (2mM) por 10 minutos e entdo
incubadas na presenca de 200uM de 8-azido[a-*PJATP por 20 minutos. Os
dados representam a diferenga entre a ligagéo na presenga de CAT e a ligacdo
na presenca de CAT e GTP.
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observados com as organelas de batata. Além disso, a ligacdo em figado
mostrou-se independente do pH, ao contrario do observado em batata, onde a
ligacdo foi maior em pH mais baixo. Deve ser ressaltado que, nestes
experimentos, o meio de reac&o era acrescido de CAT (no sentido de evitar a
ligacdo do analogo ao translocador de ADP/ATP) e portanto n&o se esperava
ligacdo alguma do analogo em mitocdndrias de figado de rato. Os niveis mais
elevados e a dependéncia do pH na ligacdo do andlogo em mitocdndrias de
batata, indicam que os valores obtidos correspondem & ligacdo efetiva e ndo a

ligacdes inespecificas na membrana mitocondrial.

4.4, Incorporagao covalente de 8-azido ATP em mitocdndrias de batata

Os experimentos de marcag&o por fotoafinidade com 8-azido[a-P]ATP,
em mitocondrias de tubérculo de batata, resultaram na incorporagéo do analogo a
uma proteina com uma M.M. aparente de 32 KDa, que foi inibida quando as
mitocondrias foram pre-incubadas com GTP. Também, uma segunda proteina
com uma MM. aparente de 30 KDa foi marcada neste experimento, e esta
incorporagao foi sensivel ao CAT (Figura 5).

Quando mitocdndrias de figado de rato, que normalmente ndo contém
UCP (NICHOLLS & LOCKE, 1984) foram tratadas nas mesmas condigdes
experimentais utilizadas para mitocdndrias de batata, nenhuma proteina de
32 KDa foi marcada. Apesar disto, ocorreu fotoincorporagdo desse anélogo a

uma proteina de 30 KDa nas mitocdndrias de figado e esta incorporagdo foi
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FIGURA 5. Incorporag@o covalente de 8-azido ATP em mitocdndrias de tubérculo
de batata. As suspensdes mitocondriais (0,5mg/200uL) foram irradiadas em
presenca de 200uM 8-azido[a-“P]ATP, pH 6,0, como descritc em Materiais e
Métodos. Foram adicionados, onde indicado: CAT (20uM) ou GTP (1mM). SDS-
PAGE, gel de eletroforese com 20ug de proteina em cada coluna; #P, auto-

radiografia correspondente; M, padréo de massa molecular.
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inibida por CAT (Figura 6). Como esperado, a presenca de GTP (1mM) nao
influenciou a incorporagio de 8-azido ATP em mitocdndrias de figado de rato
(dado ndo mostrado).

Mitocdndrias isoladas de tecido adiposo marrom de ratos adaptados ao
frio, apresentaram um padréo de incorporagéo de 8-azido [o-"P]ATP semelhante
ao obtido para mitocdndrias de batata. De acordo com os dados de literatura
(HEATON et al,, 1978), duas proteinas foram fotomarcadas em mitocdndrias de
tecido adiposo marrom, sendo a incorporacéo da proteina de 30 KDa prevenida
pelo CAT e a incorporacéo da proteina de 32 KDa previnida pelo GTP (Figura 7).
Estes resultados confirmam os dados de ligag@o do 8-azido ATP em mitocdndrias
de batata e mostram que o sitio de ligac&o para nucleotideos de adenina,
sensivel ao GTP, em mitocéndrias de batata é distinto do sitio de ligacdo para

nucleotideos de adenina sensivel ao CAT.

4.5. Efeito de palmitato e CAT na atividade respiratoéria de mitocéndrias de

tubérculo de batata

Uma das primeiras observagdes que levaram sugerir a existéncia de uma
proteina desacopladora em mitocdndrias de planta foi o importante efeito
acoplador do BSA, um quelante de &cidos graxos livres, na velocidade de
consumo de oxigénio em mitocdndrias isoladas de batata (VERCESI ef af., 1995).
Entretanto, a ac&o desacopladora dos AGL tem sido atribuida néo s6 pela acao
destes na UCP (LOCKE ef al, 19822, b, Rial ef a/, 1983) mas também no
translocador de ADP/ATP (ANDREYEV et al., 1989). Assim, com o objetivo de se

determinar se o efeito acoplador do BSA em mitocdndrias de batata seria apenas
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FIGURA 6. Incorporacéo covalente de 8-azido ATP em mitocondrias de figado de
rato. As suspensdes mitocondriais (0,5mg/200ul) foram irradiadas em presenca
de 200uM 8-azido[u-PJATP, pH 6,0, como descrito em Materiais e Métodos.
CAT (10uM) foi adicionado onde indicado. SDS-PAGE, gel de eletroforese com
50ug de proteina em cada coluna; P, auto-radiografia correspondente; M,

padrdo de massa molecular.
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FIGURA 7. Incorporagdo covalente de 8-azido ATP em mitocdndrias de tecido
adiposo marrom. As suspensfes mitocondriais (0,5mg/200ul) foram irradiadas
em presenca de 200uM 8-azido[a-"*PJATP, pH 6,0, como descrito em Materiais e
Métodos. Foram adicionados, onde indicado: GTP (1mM) ou CAT (10uM). SDS-
PAGE, gel de eletroforese com 20ug de proteina em cada coluna: P, auto-

radiografia correspondente; M, padrao de massa molecular.
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devido & sua habilidade em previnir a atuacdo de AGL na PUMP ou, se o
translocador de ADP/ATP tambeém estaria envolvido, foi analisado o efeito de
ligantes destas proteinas em reverter a acdo desacopladora de AGL em
mitocdndrias de batata.

A Tabela 1 mostra que a velocidade inicial de consumo de O, por
mitocOndrias de tubérculos de batata, energizadas com succinato, decresceu de
197+5,7 para 127+5,8ng atomos O/min.mg, quando BSA foi acrescentado ao
meio de reacdo (Experimento 1). Palmitato foi capaz de aumentar a velocidade
de respiragcdo em meio de reacdo sem BSA (Experimento 2). Observou-se ainda,
que a adigdo de CAT, um inibidor especifico do translocador de ADP/ATP, inibiu
o consumo de O; (Experimentos 2 e 3), mas ndo previniu o efeito desacoplador
do palmitato (Experimento 3). Estes resultados mostram que a velocidade
maxima de consumo de O, por mitocdndrias de batata energizadas com succinato
foi de 197ng atomos O/min.mg e gue a adicéo de BSA (uma condicio onde o
transporte de H' pela PUMP efou pelo translocador de ADP/ATP seria inibido),
resultou numa velocidade de consumo de O, de 127ng atomos O/min.mg. O
reacoplamento causado pelo CAT na respiracdo de mitocdndrias de batata
sugere que o translocador compete pelo transporte de prétons nestas
mitocondrias. Entretando, a velocidade do consumo de O, atingido em presenca
de CAT (161ng atomos O/min.mg) foi maior que a observada em presenca de
BSA (127ng atomos O/min.mg) sugerindo outro sitio de desacoplamento nestas
mitocdndrias, que deve ser através da PUMP, como anteriormente demonstrado

(VERCESI ef al., 1995).
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TABELA 1. Alteragbes no consumo de O, por mitocdndrias de tubérculos de
batata, isoladas na auséncia de BSA: efeito do palmitato, CAT e BSA. A 1,7mL do
“Meio Basico de Reagdo” (como descrito em Materiais e Métodos) sem BSA,
acrescido de succinato (2mM) e rotenona (5uM), foram adicionados, onde
indicado: BSA (0,1%); CAT (20uM) ou PAL (20uM). Os valores representam a
media + © desvio padréo de trés experimentos realizados com preparagbes

mitocondriais diferentes.

Experimento Adicdes Respiragdo

(ng atomos O/min.mg)

1 - 19757
+BSA 127158

2 - 197457
+PAL 22387
+CAT 161+3.4

3 - 197+5,7
+CAT 151£11,5

+PAL 188+15,8
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4.6. Efeito de palmitato, CAT e oligomicina no potencial elétrico de

mitocéndrias de batata

A Figura 8, mostra que mitocdndrias de batata incubadas na auséncia de
BSA estabeleceram um A¥ em torno de 110mV. Nesta condicdo, a adicdo de
palmitato provocou uma queda no valor de AY que foi restabelecido parciaimente
pelo CAT. Quando subsequentemente BSA foi adicionado, o AY foi totalmente
restabelecido.

O desacoplamento ocasionado pelo palmitato também podde ser revertido
pelo GTP (Figura 8), um ligante da PUMP, como mostrado nos experimentos
anteriores. A Figura 9 também mostra que, apds a adicdo de GTP, CAT foi ainda
capaz de aumentar o AY, sugerindo que, cada um destes compostos agem em
sitios diferentes. Ainda, apés o desacoplamento induzido por palmitato e
parcialmente restabelecido por GTP, o boncrecato (BKA), outro inibidor do
translocador de ADP/ATP, foi capaz de elevar o AY das mitoctndrias de batata
energizadas com succinato (Figura 10).

Estes resultados confirmaram as indicagdes de que, além da PUMP, o
translocador de nucleotideos de adenina também participa do desacoplamento

de mitocondrias de batata induzido por acidos graxos livres.

4.7. Caracterizagado de mitocondrias de frutos de abacate pré- e pos-climatério

A obtenc&o de mitocondrias acopladas em tecidos vegetais € uma tarefa

que apresenta dificuldades devido & necessidade de métodos drésticos para
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FIGURA 8. Efeito de BSA, palmitato (PAL) e CAT no potencial elétrico de

membrana (A¥) de mitocdndrias de tubérculos de batata. A 1mL do “Meio Basico

de Reagdo” sem BSA (conforme descrito em Materiais e Métodos), acrescido de

mitocodndrias de batata (1mg/mL), fosfato (0,5mM), rotenona (5uM) e safranina

(10uM) foram adicionados, onde indicado: succinato (2mM), BSA (C,1%), PAL

(10uM), CAT (1uM) e FCCP (2uM).
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FIGURA 9. Efeito de GTP e CAT no potencial elétrico de membrana (AY¥) de
mitocOndrias de tubérculos de batata. A 1mL do “Meio Basico de Reacdo” sem
BSA, acrescido de palmitato (10uM), fosfato (0,5mM), rotenona (5uM), safranina
(10uM) e mitocdndrias de batata (0,6mg/mL) foram adicionados, onde indicado:
succinato (2mM), GTP (1mM), CAT (1uM), BSA (0,2%) e FCCP (2uM). A linha

tracejada representa o controle, onde GTP e CAT nao foram adicionados.
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FIGURA 10. Efeito de GTP e BKA no potencial elétrico de membrana (AY) de
mitocndrias de tuberculo de batata. As condigSes experimentais s&o as mesmas
da Figura 9. Foram adicionados, onde indicado: succinato (2mM), GTP (1mM),

BKA (20uM), BSA (0,2%) e FCCP(2uM). A linha tracejada representa o controle
onde GTP e BKA n3o foram adicionados.
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rompimento da parede celular, a existéncia de vactolos acidos, que liberam
substancias capazes de comprometer a integridade da organela, e devido
tambem ao efeito de acidos graxos de cadeia longa que, em altas concentragdes
funcionam como permeabilizadores de membrana (PRESSMAN & LARDY, 1958).
Sendo assim, a obtencdo de mitocdndrias vegetais que apresentem controle
respiratorio é uma tarefa mais dificil que em animais.

No casoc do abacate o método usado para isolar mitocdndrias de
tuberculo de batata teve que sofrer modificagcbes na tentativa de obter
mitocdndrias acopladas, conforme descrito em Materiais e Métodos. Mesmo
assim, estas mitocdndrias eram muito desacopladas apresentande um controle
respiratorio muito baixo ou inexistente. O uso de gradiente de densidade de
Percoll (MOREAU & ROMANI, 1982) permitiu o isolamento de mitocdndrias de
frutos de abacate exiremamente purificadas. Através deste método as
mitocdndrias intactas se agrupam em uma faixa separando-se de mitocdndrias
quebradas ou outras impurezas, por diferenca de densidade. MOREAU &
ROMANI (1982) notaram que durante o climatério ocorre uma mudanca no
tamanho e na densidade das mitocondrias ocorrendo o aparecimentc de uma
faixa de mitocdndrias mais pesadas que ocupam uma regiao inferior no tubo e
predominam na fase pés-climatério, enquanto que em frutos pré-climatério ha um
predominio de mitocdndrias mais leves. Mitocondrias com este perfil também
foram observadas quando utilizamos este método em nossas preparagdes.

A purificagéo em gradiente de densidade de Percoll aumentou ¢ controle
respiratorio para valores proximos a 1,5, tanto em mitocdndrias de frutos no

periodo pré- quanto no periodo pds-climatério.



4.8. Respiracéo resistente ao cianeto em mitocéndrias de abacate

Embora o dramético aumento na atividade respiratoria que acompanha o
amadurecimento de abacate e outros frutos climatéricos nao esteja ainda
elucidado, alguns autores tentam correlacionar esta alteraco com o engajamento
da oxidase alternativa (SOLOMOS,1977: SOLOMOS & LATIES, 1976). Assim,
atividade da oxidase alternativa, que é resistente ao cianeto (DOUCE, 1985), foi
determinada nas mitocdndrias de frutos de abacate purificadas em gradiente de
Percoll.

A Figura 11 ilustra as diferencas nas taxas de respiracao resistente ao
cianeto de mitocdndrias de abacate, em fungéo do estado de amadurecimento do
fruto. A velocidade de consumo de O, pela energizacdo com succinato, em
mitocdndrias isoladas de fruios pré-climatéricos, decresceu de 128 para
8 ng atomos O/min.mg em resposta & adigdo de KCN (1mM). Este resultado
mostra que nesta preparacdo apenas 6,2% do fluxo de elétrons na cadeia
respiratéria ocorre através da oxidase alternativa. Diferentemente, o cianeto
diminuiu o consumo de O. de mitocdndrias de frutos pos-climatéricos de
132 ng atomos O/min.mg para 76 ng atomos O/min.mg, indicando que 57,6% do
consumo de O, por estas preparacbes pode ocorrer pela via alternativa.

A diferenca de sensibilidade da respiragéo mitocondrial ao cianeto foi
utilizada para identificar o estado respiratério-enzimatico entre mitocondrias pré-
e pos-climatério, isoladas por gradiente de Percoll. Assim, os experimentos
descritos a seguir foram realizados utilizando-se mitocdndrias de abacate pré-

climatério que apresentaram 0-10% de insensibilidade ao cianeto ¢ por
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FIGURA 11. Respiracéo resistente ao cianeto em mitocondrias de abacate pré
(MITO PRE) e pés-climatério (MITO POS). A 1,7mL do “Meio Basico de Reacao’,
acrescido de succinato (2mM) e rotenona (5uM), foram adicionados, onde
indicado: 0,5mg/mL de mitocéndrias de abacate e KCN (1mM). Os numeros entre

parénteses indicam o consumo de O, em ng &tomos O/min. mg.
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mitocondrias isoladas de frutos pds-climatéricos com uma alta respiracéo

insensivel ao cianeto (50-80%).

4.9. Incorporagio covalente de 8-azido ATP em mitdcondrias de abacate

Sob condicdes experimentais especificas e através de marcagdo por
fotoafinidade com 8-azido ATP foram detectadas, em mitocondrias de abacate
pré- e pos-climatério, diferentes proteinas mitocondriais ligantes de ATP.

Para a marcagdo da subunidade B da ATP sintetase, que tem massa
molecular de 50 KDa, e € a principal subunidade ligante de ATP desta proteina,
as mitocOndrias foram rompidas, através de sucessivos congelamentos e
descongelamentos da suspens&o mitocondrial em N liquido, uma vez que esta
subunidade da ATP sintetase esta voltada para a matriz mitocondrial.

Membranas mitocondriais assim preparadas foram incubadas com 50uM
de 8-azido[a-*P]JATP, pH 7,2. Este tratamento resultou na marcagdo da
subunidade B da porgdo Fy da ATP sintetase. Esta incorporacéo foi inibida, por
competicao, na presenca de GTP, que € um ligante natural desta subunidade
(Figura 12). O analogo fotorreativo provavelmente se incorporou nos sitios
cataliticos das subunidades B, uma vez que, como ja foi demonstrado
anteriormente, utilizando-se as mesmas condicdes para fotomarcacéo, a porcéo
F1 da ATPase mitocondrial de coragdo bovino incorpora 2-azido-ATP no
fragmento peptidico pertencente & porcéo catalitica da subunidade B (MARTINS
& PENEFSKY, 1994). A Figura 12 também mostra que ndo foi detectada

incorporacéo do 8-azido [a-“PJATP em membranas mitocondriais de frutos pos-
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FIGURA 12. Incorporagdo covalente de 8-azido ATP na porcdo F, de
mitocondrias de frutos de abacate pré- (MITO PRE) e pos-climatério (MITO POS).
Membranas mitocondriais lavadas (0,5mg/200ul) foram irradiadas em presenca
de 50uM de 8-azido[a-“PJATP, pH 7,2 como descrito em Materiais e Métodos.
GTP (1mM) foi adicionado onde indicado. SDS-PAGE, gel de eletroforese com
20ug de proteina em cada coluna; *P, auto-radiografia correspondente; M,

padr&o de massa molecular.
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climatéricos sugerindo um decréscimo no contelido da subunidade B durante o
climatério.

Repetindo-se as condicdes anteriores porém, utilizando-se mitocbndrias
intactas, foram marcadas proteinas ligantes de ATP, que estdo expostas na face
citosdlica da membrana mitocondrial. Este procedimento resultou na
incorporacéo de 8-azido[a-"PJATP & uma proteina de 30 KDa (Figura 13) que foi
inibida na presenga de CAT o que indica se tratar do translocador de ADP/ATP.
Pode-se também observar que o contelido desta proteina ndo sofre alteracéo
significativa durante o climatério. Além disso, a Figura 13 mostra que, mesmo na
presenca de CAT, existe ainda certa incorporacdo de 8-azido-ATP em
mitocdndrias de abacate. Esta observagdo nos levou a verificar se a marcacéo
remanescente poderia resultar da incorporagdo do andlogo fotorreativo em uma
proteina do tipc desacopladora, que pode ser distinguida do translocador de
ADP/ATP nos experimentos com batata (Figura 5) e tecido adipose marrom
(Figura 7). Entretanto, a proximidade em massa molecular, dificultou a
identificac@o desta proteina através desta metodologia, 0 que nado elimina a
possibilidade que esta proteina possa existir em mitoctndrias de frutos de

abacate.

4.10. Efeito de BSA sobre o potencial de membrana de mitocéndrias de fruto

de abacate

A literatura registra amplamente que para se obter mitocdndrias de
plantas acopladas, € necesséario o uso de BSA no meio de reacdo (DUCET, 1979;
DIOLEZ & MOREAU, 1983; 1985). O BSA agiria por se ligar a acidos graxos

livres que sdo conhecidos como desacopladores da fosforilagdo oxidativa
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FIGURA 13. Incorporagdo covalente de 8-azido ATP no transiocador de
ADP/ATP de mitocdndrias de frutos de abacate pré- (MITO PRE) e pos-
climatério (MITO POS). As suspensfes mitocondriais (0,5mg/200ul) foram
iradiadas em presenca de 50uM de 8-azido[a-PJATP, pH 7,2 como descrito em
Materiais e Métodos. CAT (20uM) foi adicionado onde indicado. SDS-PAGE, gel
de eletroforese com 20ug de proteina em cada coluna; P, auto-radiografia

correspondente; M, padrao de massa molecular.
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(PRESSMAN & LARDY,1956). Como as mitocdndrias de frutos de abacate

apresentam um grande contetido de lipidios, seu isolamento foi feito em presenca
de BSA. O efeito da presenca de BSA no meio de reagdo, sobre o0 AY
estabelecido pela oxidagéo do succinato, foi examinado em mitocdndrias isoladas
de frutos de abacate pré- e pés-climatério. Na Figura 14 observa-se gue, 0 A¥Y
inicialmente construido por mitocéndrias de abacate pré-climatério é muito baixo
(em torno de 93mV) e que seu valor aumenta para 145mV, quando 0,1% BSA &
adicionado ao meio de reagcdo. Em mitocondrias pos-climatério o potencial
inicialmente também € baixo (96mV), mas aumenta momentaneamente para
120mV, com o acréscimo de 0,1% BSA e rapidamente retorna a um valor baixo
(96mV), mostrando que estas mitocdndrias ndo sdo capazes de manter 0 A¥ nas
mesmas condicdes. A Figura 14 mostra ainda que a adigdo do desacoplador
FCCP colapsou o potencial de membrana de ambos os tipos de mitocondrias.
Como as duas categorias de mitocdndrias foram isoladas e purificadas na
presenca de BSA era esperado que o conteudo de acidos graxos contaminantes
nos dois tipos de mitocdndrias deveriam se equivaler. O reduzido efeito do BSA
no acoplamento da respiracdo de mitocdndrias extraidas de frutos pos-
climatéricos sugeriu que estas mitocondrias devam apresentar uma maior

condutancia a H" que mitocdndrias de frutos pré-climatéricos.
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FIGURA 14. Efeito de BSA no potencial elétrico de membrana (AY¥) de
mitocondrias de abacate pré- (MITO PRE) e pés-climatério (MITO POS). A 1mL
do “Meio Basico de Reagio”, acrescido de succinato (2mM); rotenona (5uM) e
safranina (10uM), foram adicionados onde indicado: mitocdndrias de abacate
(0,5mg/mL), BSA (0,1%) e FCCP (2uM).
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4.11. Efeito de inibidores de canais de H' sobre o A¥Y de mitocondrias de

frutos de abacate

Diante dos resultados descritos no item anterior, onde um alto
desacoplamentc foi observado em mitocondrias de abacate pés-climatério
(Figura 14), procurou-se avaliar o efeito de alguns ligantes conhecidos por inibir
0 transporte de protons através de proteinas especificas da membrana
mitocondrial. Na fentativa de esclarecer estes aspectos, lancou-se mao de
inibidores do translocador de ADP/ATP, como o CAT (KLINGENBERG et al,
1978) e o BKA (HENDERSON & LARDY, 1970; HENDERSON et al,, 1970); para
inibir o transporte de H" pela ATP sintetase, utilizou-se a oligomicina (HATEFI,
1985; GAUTHERON & GODINOT, 1988; PENEFSKY & CROSS, 1991). Ainda,
com o objetivo de se verificar a possivel atuacdo de uma proteina do tipo
desacopladora nestas mitocondrias, utilizou-se ATP e GTP que, como mostrado
nos experimentos anteriores, sdo ligantes da PUMP de batata e conhecidos
inibidores do transparte de H' pela UCP de TAM (RIAL ef al., 1983).

Os experimentos desenvolvidos na presenca destes inibidores com
mitocondrias de abacate pré-climatério encontram-se representados na Figura
15. O potencial de membrana estabelecido pela energizacao das mitocondrias
com succinato foi de cerca de 93mV e, a adicdo de oligo, CAT ou GTP nao
alterou este valor, independentemente da ordem em que foram adicionados.
Quando 0,1% de BSA foi adicionado, houve uma elevagéo imediata na maghnitude
do potencial de membrana para um valor proximo de 155mV. Estes resultados

sugeriram que o aumento promovido pelo BSA foi devido a inibigio do transporte
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FIGURA 15. Efeito de oligomicina, CAT e GTP no potencial elétrico de membrana
(A¥) de mitocdndrias de abacate pré-climatério (MITO PRE). As condicdes s@o
identicas as da Figura 14. Foram adicionados, onde indicado: MITO PRE
(0,5Smg/mL), oligo (2ug/mL), CAT (1uM), GTP (1mM), BSA (0,1%) e FCCP (2uM).
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inespecifico de H" por contaminacdo com &cidos graxos enddgenos, sem a
participacéo de um mediador protéico especifico.

Em seguida, foi investigado o efeito dos mesmos inibidores,
utilizando-se mitocdndrias isoladas de abacate pos-climatério onde o BSA nao
conseguiu manter o AW (Figura 14). Na Figura 16 observa-se que a oligomicina
aumentou o AY de 86mV para 127mV e a subseqlente adicdo de GTP causou
um aumento adicional para 151mV. A Figura 16 também mostra que o CAT nao
alterou o potencial de membrana e que a adicdo de KCN colapsou por completo
este potencial. Quando o GTP foi adicionado antes da oligomicina o AY
aumentou de 83mV para 128mV e a posterior adicdo de oligo elevou este valor
para 144mV (Figura 17). Ainda, a adicdo prévia de CAT nio alterou o AY destas
mitocondrias (dados ndo mostrados). Os resultados das F iguras 16 e 17 indicam
que o efeito do GTP e da oligo s&o aditivos e independentes da ordem em que
sdo acrescentados ao meio de reagdio. Ainda, sugerem que a elevada
condutancia a H" destas mitocondrias ocorre através da porcédo Fo da ATP
sintetase e de um provavel canal de H* sensivel ao GTP.

A Figura 18 mostra que o BKA nao tem efeito no AW de mitocdndrias de
abacate pods-climatério. Ainda nesta figura pode ser visto gue, mesmo em
presenca de oligomicina, a adigdo de ATP acarretou aumento no potencial de
membrana, eliminando a possibilidade de que o incremento do potencial elétrico
das mitocdndrias teria ocorrido as custas da hidrolise de ATP. Embora
nucleotideos de adenina possam também se ligar no translocador de ADP/ATP, o
aumento induzide no AY pelo ATP provavelmente resultou da sua agado sobre um
sitio diferente, uma vez que os inibidores do translocador nao tiveram efeito

nestas mitocondrias, independentemente da ordem em que foram adicionados.
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FIGURA 16. Efeito de oligomicina, CAT e GTP no potencial elétrico de membrana
(AY) de mitocOndrias de abacate pés-climatério (MITO POS). As condicbes sao
idénticas as da Figura 14. Foram adicionados, onde indicado: MITO POS
(0,5mg/mL), oligo (2ug/mL), CAT (1uM), GTP (1mM) e KCN (1mM).
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FIGURA 17. Efeito de GTP e oligomicina no potencial elétrico de membrana (AW)
de mitocondrias de abacate pos-climatério (MITO POS). As condigbes sdo
idénticas as da Figura 14. Foram adicionados, onde indicado: MITO POS
(0.,5mg/mL), GTP (1mM), oligo {2ug/mL) e KCN (1mM).
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FIGURA 18. Efeito de oligomicina, BKA e ATP no potencial elétrico de membrana
(A'¥) em mitocGndrias de abacate pos-climatério (MITO POS). As condigdes sao
idénticas as da Figura 14. Foram adicionados, onde indicado: MITO POS
(0,5mg/mL), oligo (2pg/mL), BKA (5uM), ATP (1mM) e FCCP (2uL).



5. DISCUSSAO E CONCLUSOES

O presente trabalho utilizou a marcacéo por fotoafinidade com 8-azido
ATP para identificar a presenca & PUMP em mitocondrias de tubérculos de batata
e mostrar que esta apresenta propriedades similares a UCP de mitocondrias de
TAM. A marcacgo por fotoafinidade com 8-azido ATP em mitocdndrias de batata
resultou na incorporagéo de duas proteinas: uma delas com uma M.M. aparente
de 32 KDa e a outra com uma M.M. aparente de 30 KDa. Estas proteinas devem
corresponder a PUMP e ao translocador de ADP/ATP, uma vez que a
incorporacéo do analogo fotorreativo foi inibida pela adicdo de GTP e CAT,
respectivamente, como observado na Figura 5. A confirmagédo destas conclusdes
esta baseada em resultados obtidos com outros tipos de mitocdndrias, em
condicbes experimentais comparaveis. O padrao de incorporagéo de 8-azido-ATP
em mitocOndrias de batata foi semelhante ao obtido com mitocdndrias de TAM
(Figura 7) que contém UCP, mas ndo com o de mitocdndrias de figado de rato
(Figura 6) que ndo expressam esta proteina (NICHOLLS, 1976; RAFAEL &
HELDT, 1976).

Evidéncias adicionais de que mitocéndrias de tubérculos de batata
possuem uma proteina desacopladora com propriedades de ligacdo para
nucleotideos similares 2 UCP de TAM, s&o mostradas pela curva de saturacado da
Eigég;éo do 8-azido ATP nestas mitocdndrias (Figuras 2 e 3). Em mitocdndrias de
figado de rato a ligagdo do 8-azido[o-*PJATP n&o foi deslocada pelo GTP, um
significante inibidor deste processo, como foi observado em mitocéndrias de
batata. Estes resultados indicaram que as mitocdndrias de batata possuem um

sitio de ligagdo para nucleotideos, sensivel ac GTP, que n3c é observado em
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mitocondrias de figado. A participagdo do translocador de ADP/ATP deve ser
descartada, uma vez que a presenca de CAT ndo interferiu na ligacdo dos
nucleotideos. O menor acimulo de 8-azido ATP em mitocondrias de batata, em
comparacao ao de mitocondrias de figado de rato, deve ser resultado do menor
conteudo de nuclectideos endogenos destas mitocéndrias (DOUCE, 1985).

A cinética de ligacdo de 8-azido ATP em sitios de mitocdndrias de batata,
sensiveis ao GTP, pode ser melhor avaliada quando a atividade do translocador
de ADP/ATP foi inibida pelo CAT. O alto valor obtido para a constante de
dissociacéo (21uM) estd de acordo com resuitados anteriores mostrando que a
inibicgo no transporte de prétons peia PUMP, incorporada em lipossomos, foi
alcancada apenas utilizando-se altas concentragdes de ATP (VERCESI et af,
1995).

Comparando-se o efeito do pH na ligagdo de 8-azido-ATP, sensivel ao
GTP, em mitocdndrias de batata e figado, os dados da Figura 4 também indicam
a participagao desta outra proteina. Apenas as mitocéndrias de batata mostraram
ligacao dependente do pH. Em pH 6,0, a ligac&o de 8-azido-ATP em mitocdndrias
de batata foi bastante superior & obtida para as organelas de figado. Quando se
lembra que estes experimentos foram realizados em presenca de CAT, percebe-
se novamente que, apenas em mitocondrias de batata devem existir sitios
adicionais de ligacdo de nucleotideos de adenina, além do translocador de
ADP/ATP. Considerando-se os niveis mais baixos como correspondentes a
ligacdo inespecifica, os dados indicaram que apenas em batata devem existir
sitios de ligac&o para GTP.

No presente trabalho foi possivel também demonstrar que o transiocador

de ADP/ATP, além da PUMP, participa do fenémeno de desacoplamento de
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mitocOndrias de tubérculos de batata, induzido por AGL. Isto porgue, inibidores
destas proteinas foram capazes de reverter de maneira independente e aditiva,
tanto o aumento na velocidade de respiracéo (Tabela 1), como a dissipacéo do
AY (Figuras 8 e 9), induzido pelo palmitato.

Recentemente, o gru.po de SKULACHEYV demonstrou o envolvimento do
carreador glutamato/aspartato (BODROVA ef a/., 1995; SMARTSEV et al., 1997),
assim como do carreador dicarboxilato (WIECKOWSKI & WOJTZAK, 1997) na
ac&o protonoforica dos &cidos graxos de cadeia longa em mitocdndrias de
mamiferos, que n&o sejam aquelas de tecido adiposo marrom. A observacéo de
que o BSA pdde reverter o efeito do palmitato no desacoplamento de
mitocondrias de tubércuio de batata, mesmo apés o tratamento com CAT e GTP
(Figura 8), sugere que os carreadores di- ou tricarboxilatos poderiam também
participar do controle da permeabilidade & H" nestas mitocéndrias.

Em mamiferos, a temperatura do corpo pode aumentar pela acdo da UCP
do TAM, a qual dissipa o gradiente eletroguimico de prétons através da
membrana mitocondrial interna, gerando calor ao invés de sintetizar ATP
(NICHOLLS & LOCKE, 1984). Em plantas, mecanismos termogénicos similares
ainda ndo s&o bem entendidos. A producéo de calor associada com o disparo na
respiraggo em plantas & observada em processos como a floragdo e no
amadurecimento de frutos climatéricos (MEEUSE, 1975, MEEUSE ef al, 1988;
KUMAR ef al., 1990; KUMAR & SINHA, 1992).

O climatério € um processo de diferenciacdo tecidual envolvendo
mudangas bioldgicas e fisiologicas levando ao desenvolvimento de um fruto de
textura suave e saborosa (BRANDY, 1987; FISHER & BENNET, 1991). Durante

este processo ocorre um disparo na respiracéo e em seguida um decréscimo, que
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muitas vezes esta associado a uma maior produgdo do fitohormdnio etileno
(KNEISSL & DEIKMAN, 19396).

Estudos iniciais sobre o climatério associavam o aumento da atividade
respiratoria mitocondrial com a oxidase alternativa como sendo responsavel pela
respiraco desacoplada (SOLOMOS & LATIES, 1976; SOLOMOS, 1977).
Entretanto, estudos posteriores realizados pelo mesmo grupo mostravam que nao
havia uma participac&o obrigatdria da oxidase alternativa durante o climatério
(THEOLOGIS & LATIES, 1978). Até hoje ndo hg uma explicacéc plausivel da
relacdo metabolica entre o aumento respiratério e a atividade mitocondrial
durante o processo de amadurecimento de frutos climatéricos. Um aumento no
vazamento de prétons através da membrana mitocondrial poderia pelo menos em
parte explicar a respiragdo climatérica uma vez que, a velocidade de transporte
de elétrons e, conseglentemente, a velocidade de consumo de oxigénio
mitocondrial, s&o controlados pelo gradiente eletroquimico de H*. Um possivel
mecanismo desacoplador poderia ocorrer pela ativagdo do transporte de H*
através de proteinas especificas da membrana interna mitocondrial, como a
PUMP e o transiocador de ADP/ATP, a semelhanca do que foi observado no
presente trabalho com mitocdndrias de batata. Ainda, a porcéo F, da ATP
sintetase, sendo um canal para H*, pode provocar o desacoplamento mitocondrial
quando a F1 ndo esta perfeitamente ajustada. Assim, procurou-se investigar se a
atividade respiratéria desacopiada de frutos de abacate climatéricos poderia
resultar de uma facilitagdo do transporte de H* através destas proteinas.

Embora n&o tenha sido possivel identificar uma proteina do tipo PUMP
em mitocondrias isoladas de frutos de abacate, através de marcagio por

fotoafinidade com 8-azido-ATP, a observacdo de que o GTP apresentou um
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efeito substancial no A¥Y de mitocdndrias isoladas de frutos de abacate pos-
climatericos (Figuras 16 e 17), sugere que uma proteina como a PUMP estaria
ativa nestas mitocdndrias.

A ligagdo de nuclectideos de purina em mitocondrias isoladas de TAM foi
amplamente utilizada nos estudos iniciais como uma medida do contetide de UCP
nestes tecidos. Entretanto, estudos posteriores mostraram que alteracdes agudas
na ligagdo de GDP poderia ocorrer sem uma aparente alteracdo no contéudo de
UCP (MILNER & TRAYHUM, 1988). Atualmente é aceito que a estequiometria da
ligacdo de nucleotideos & UCP corresponde & atividade termogénica do TAM e
assim a atividade da UCP. FEIL & RAFAEL (1994) sugeriram que a variacdo na
ligacgdo de GDP reflete a atividade funcional da UCP, em funcdo de diferentes
conformagbes da proteina. Estas caracteristicas poderiam explicar os resultados
obtidos com mitocondrias de abacate onde a atividade e no o contetido de uma
proteina como a PUMP estaria aumentada nas mitocdndrias de frutos pos-
climatéricos, caso contrario acredita-se que esta proteina teria sido identificada
pela incorporacdo de 8-azido-ATP.

As observagies de que o contetdo do translocador de ADP/ATP ndo se
alterou com o climatério (Figura 13), bem como o estabelecimento e a
manutencado do AY n&o apresentaram nenhuma dependéncia dos ligantes do
translocador (em mitocondrias de abacates pré- (Figura 15) ou pés-climatério
(Figuras 16 e 18), mostram que esta proteina nao participa do processo de
desacoplamento destas mitocondrias. SCHONFELD {1980) mostrou que o efeito
do CAT em reverter o desacoplamento mitocondrial induzido por AGL é
proporcional ac conteddo do translocador de ADP/ATP em mitocdndrias de

diferentes mamiferos, uma observacéo também ja relatada para mitocdndrias de
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plantas (VIANELLO et al, 1994). Embora n&o tenha sido comparado o contetido
do transiocador de ADP/ATP de mitocdndrias de frutos de abacate com o de
mitocondrias de batata, tal relagdo poderia explicar a ndc dependéncia dos
ligantes do translocador no estabelecimento do AY em mitocondrias de abacate.

Diferentemente dos résultados obtidos para o translocador de ADP/ATP,
o substancial efeito que a oligomicina apresentou no A¥ de mitocéndrias de
frutos pos-climatéricos (Figuras 16 a 18) indicou que a porcdo Fo da ATP
sintetase destas mitocdndrias é bastante permeavel a H*, uma caracteristica ndo
observada em mitocondrias isoladas de frutos pré-climatéricos (Figura 15). Esta
bem estabelecido que membranas mitocondriais depletadas de F, sdo bastante
permeaveis a H® e que, nestas membranas depletadas, a oligomicina é capaz de
selar a porgéo Fo, mesmo na auséncia de F; e OSCP (PENIN, ef af., 1985).
Assim, nossos resultados sugerem gue um maior vazamento de prétons através
da porgao Fo da ATP sintetase mitocondrial, resultante de um decréscimo no
conteudo de F,, poderia contribuir para o disparo na respiracdo observado
durante o amadurecimento de frutos de abacate. Corroborando esta
interpretac@o, a marcacdo por fotoafinidade com 8-azido-ATP mostrou que
mitocondrias isoladas de frutos de abacate pés-climatéricos nao apresentaram
incorporac&o do analogo fotorreativo na subunidade B (Figura 12).

Estudos recentes sobre a oxidase alternativa em mitocéndrias de plantas
tem levantado a idéia de que a particio de elétrons entre a via alternativa e a via
do citocromo esta sob complexa regulagéo e pode ser determinada por multiplos
mecanismos (MOORE & SIEDOW, 1991; VANLERBERGHE ef al, 1995:
VANLERBERGHE, 1997). Com base nos resultados deste trabalho, um possivel

mecanismo para tal regulagéo seria que, em mitocdndrias de frutos pos-
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climatéricos o gradiente eletroquimico de H® gerado pela respiracéo seria
dissipado pela volta dos H" através da porcéo Fo da ATP sintetase e por uma
possivel proteina desacopladora do tipo PUMP. Nestas condicbes, de baixo
gradiente eletroquimico de H’, o engajamento da oxidase alternativa, que tem
uma expressao acentuada nos frutos pds-climatéricos (Figura 11), resultaria no
disparo da respiragdo mitocondrial. Estudos futuros sobre o amadurecimento de
frutos climatéricos buscando entender as relagdes entre o aumento do fiuxo de H*
através de proteinas especificas da membrana mitocondrial e o engajamento da
oxidase alternativa poderiam contribuir para o esclarecimento deste processo
termogénico. Também fica para elucidar porque plantas usariam a via da oxidase
aiternativa sob condicdes de baixo AY, ao invés da via do citocromo, como

ocorre nas mitocondrias de TAM (NICHOLLS, 1977; 1979).
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In the present work we used $-azido [0-"P] ATP 1o identify the uncoupling protein of
potato tuber mitochondria (PUMP). An adenine nucleotide binding site is described which
is distinct from the one present in the ATP/ADP carrier (AAC). This adenine nucleotide
binding site is sensitive to GTP with a dissociation constant for 8-azido [0-"2P] ATP of
21 pM and an optimum at acidic pH. The GTP sensitivity and pH dependence of the
adenine nucieotide binding site detected in potato tuber mitochondria was not apparent in
rat liver mitochondria (RLM}, and closely corresponds to the uncoupling mitochondrial
protein (UCP) of brown adipose tissue mitochondria (BATM). The probe §-azido {o-"2P]
ATP was covalently incorporated into potate wber mitochondria by near ultraviolet irra-
diation. Two major radioactive bands of 30,000 and 32,000 Da were identified in the auto-
radiography of the SDS gel electrophoresis of potato mitochondrial proteins. These bands
correspond to AAC and PUMP, since labelling was prevented by carboxyatractyloside
{CAT) or GTP, respectively.

Abstract

Plant uncoupling mitochondrial protein, photoaffinity labelling, 8-azido [o-**P] ATP, po-
tate mitochondria. adenine nucleotide binding sites.

Key words

Abbreviations AAC, ATP/ADP mitochondrial carrier; BATM, brown adipose tissue mitochondria; BSA,

bovine serum afbumin; CAT, carboxyatractyloside; Hepes. (N-{2-Hydroxyethyl] piperazi-
ne-N’-[2-ethanesulfonic acid]); MES, (2-[N-Morpholino] ethanesuifonic acidy, PAGE, po-
lyacrylamide gel electrophoresis; PM, potato mitochondria; PUMP, plant uncoupling
mitochondrial protein; RLM, rat liver mitochondria; SDS, sodium dodecy] sulfate; Tris,
Trisfhydroxymethyljaminomethane; UCP, uncoupling protein.

INTRODUCTION UCP inhibits H' transport, recoupling the respiration
(Nicholls, 1977).

The similarity in molecular mass of the 32,000 Da
UCP with the ATP/ADP carrier (AAC), Mr 30,000,
and the fact that both proteins have the capability of
binding purine nucleoside di- and triphosphates, sug-
gested that these carriers could be related. This
hypothesis was substantiated when UCP was isolated
from BATM by procedures similar to those developed
for the isolation of the AAC (Lin and Klingenberg,
1982} and the analysis of their primary sequences was
found to be similar (Aquila et al., 1983). Subsequent
determination of the aminoacid sequence of the phos-

The very uncoupled respiration of brown adipose
tissue mitochondria (BATM) result from the high H*
conductivity of the inner mitochondrial membrane.
The H* electrochemical gradient generated by the
redox proton pumps s dissipated into heat instead of
being utilized for ATP synthesis (for review, see
Nicholls and Locke, 1984). This thermogenic mecha-
nism is important at birth and for cold adaptation of
mammalians, and for arousal of hibernators (for
review, see Nicholls and Rial, 1984). The molecular

basis of this H* conduction is the uncoupling protein
(UCP), a nucleotide binding protein (with Mr of
32.,000) present at the inner mitochondrial membrane
of BATM that transports HY (or OH") and also CI-
(Nicholls, 1977). The binding of purine nucleotides to

Piant Physicl. Biochem., 0981-9428/G7/09/$ 7.00/© Gauthier-Villars

phate carrier firmly established that these proteins are
members of a mitochondria! carrier family (Aquila ez
al., 1987).

The apparently exclusive localization of UCP in
BATM led to the proposition that this protein was a
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late evolutionary acquisition of mammals (Klingen-
berg. 1990). However, we have recently shown that
plant mitochondria present a protein with functional
and structural similarities of UCP (Vercesi er al.,
1995). The respiratory activity of potato tuber mito-
chondria is coupled by ATP or GTP addition with a
paralle! increase in membrane potential. Following the
same methodology utilized for isolation of UCP, a pro-
tein of an apparent Mr 32,000 was obtained from
potato mber mitochondria that. when incorporated into
liposomes was able to increase proton transport in a
manner sensitive 10 ATP or GTP. This protein, capable
of controlling HY/OH™ transport, named as plant
uncoupling mitochondrial protein, PUMP, may be
physiologically relevant in heat production in plants.

The identification and characterization of nucleotide
binding sites can be carried out by photoaffinity label-
ling with azidopurine derivatives (Czarnecki, 1984;
Dalbon er al., 1988; Martins and Penefsky, 1994).
indeed, the first demonstration that UCP was a 32,000
Da nucleotide binding protein used photoaffinity
labelling of BATM with 8-azido ATP. Incorporation of
the probe into UCP could be differentiated from the
AAC by the use of GTP and atractyloside (Heaton ez
al., 1978). More recently, this photoaffinity analog
was used to identify part of the nucleotide binding site
within the primary structure in isolated UCP (Winkler
and Klingenberg, 1992).

In this paper the photoaffinity label 8-azido [c-*°P]
ATP is shown to bind and incorpoerate into PUMP and
AAC of potato tuber mitochondria. thus enabling both
of these proteins to be identified.

RESULTS

Binding of 8-azido ATP to potato tuber- and rat
liver mitochondria

The noncovalent binding properties of §-azido ATP
to potato tuber mitochondria were compared with
those of RLM. To avoid covalent incorporation of the
8-azido ATP into mitochondrial proteins, the incuba-
tions were performed in the dark. Accumulation of &-
azido {o-**P] ATP into intact RLM was 1.15 nmol mg
prcaif:in'E {fig. 1. This value could have resulted from
binding to the AAC, exchange with endogenous ade-
nine nucleotides or to unspecific sites in the mitochon-
drial membrane (Weidemann et al., 1970). GTP is a
known ligand for UCP (Weidemann er al., 1970:
Nichoils, 1976; Rafael and Heldt, 1976) while CAT
competes with adenine nucleotides to bind to the AAC

Plani Physial. Biochem.

(Vignais er al, 1973). Pre-incubation of RL.M with
GTF, CAT or both induced a decrease in the total
accumulation of 8-azido [a-**P] ATP to 1.04, 0.1 and
0.04 nmol mg™', respectively (fig. 1). These results
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Figure 1. Specificity of 8-azido ATP binding to potato tuber (PM)
and rat liver mitochondria (RLM). Mitochondria (0.3 mg 100 pi™")
were treated with GTP (1 mM), CAT (10 uM), both or neither for 10
min and then incubated for 10 min with 106 pM of 8-azido {o-32P)
ATP at pH 6.8,

indicate that 93% of the total accumulation of 8-azido
[c-**P] ATP by RLM resulted from binding and trans-
location of the adenine nucleotide analog through the
AAC. GTP displaced 10% of the total accumulation of
8-azido ATP indicating that intact RLLM does not have
a significant binding site for this nucleotide. Unspe-
cific binding of §-azido ATP (obtained in the presence
of CAT and GTP) accounted to only 3.8% of the total
adenine nucleotide analog accumulation by RLM.

Total 8-azido [a->*P} ATP accumulated by potato tuber
mitochondria (0.6nmol mg ™) showed a 50% decrease by
pre-incubation with CAT (0.28 nmol mg™"). It was also
observed that GTP caused a decrease in the total accu-
mulation of 8-azido ATP up to 0.18 nmol mg™! and to
0.1 nmoi mg™" in the presence of CAT (fig. 1). These
results show that the inhibition of 8-azido ATP accumu-
lation by GTP was about 70% and that CAT did not alter
this level of inhibition. These findings clearly indicate
that potato tuber mitochondria have an important GTP-
sensitive adenine nucleotide binding site, which is dis-
tinct from the AAC. This binding site is not apparent in
RLM andresembies that presented by brown adipose tis-
sue mitochondria (Nicholls, 1976; Rafael and Heldt,
1976).

GTP-sensitive binding of 8-azido ATP to petato
tuber mitochendria

The 8-azido [0->*P] ATP binding curves obtained
with potato mitochondria are shown in figure 2.
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Figure 2. Concentration dependence of 8-azido ATP uptake and bind-
ing to intact potato tuber mitochondria © effect of GTP. Potalo tuber
mitochondria {0.5 mg 100 pl™') were incubaied for 20 min with 8-azi-
do {o-*?P] ATP in the concentration range of 6.25 to 200 pM, at pH
6.0. {O) no further addition; (@) 2 mM GTP. The inset shows a plot
of the difference between total binding and binding in the presence of
GTP.

Our data indicate that GTP-sensitive binding of 8-
azido [0->2P} ATP does not reach saturation in the
concentration range from 6.25 10 200 pM (inset fig. 2).
This behaviour could be accounted for by an increased
activity of the AAC at higher concentrations of the
analog. To further evaluate the kinetic parameters of 8-
azido ATP binding to GTP-removable binding sites,
the concentration dependence of GTP-sensitive 8-
azido [a-*2P] ATP binding to PM was carried out in
the presence of CAT, in order to abolish any exchange
with endogenous adenine nucleotides. In these condi-
ttons, a saturation curve of 8-azido ATP binding was
obtained with a maximum of 0.29 nmol mg™" (inset
fig. 3), and the linear Scatchard plot indicated the pres-
ence of a single class of binding sites for 8-azido ATP.
GTP-sensitive, with a Kd of 21 uM (fig. 3).

pH dependence of 8-azido ATP binding to potate
tuber mitochondria

It is well established that binding of purine nucie-
otides to UCP in mitochondria of brown adipose tissue
has an optimum at acidic pH. The earlier studies of
Nicholls (1974) showed that. at acidic pH, the control
of proton conductance of BATM by purine nucleoside
di- and triphosphates was favored and this effect was
due to an higher affinity of the nuclectide binding site

Plant uncoupling mitochondrial protein 703
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Figure 3. Evaluation of GTP-remavable binding (Scatchard plot) of
8-azido ATF into carboxyatractyloside-pretreated potaro tuber mito-
chondrie. Experitent carried out as described in figure 2, except that
mitochondria were preincubated with CAT (20 uM) to prevent binding
and transiocation of 8-azido fo-¥P] ATP through the AAC. The inset
shows a plot of the difference between total binding and binding in the
presence of GTP

for GTP at acidic pH (Nicholls, 1976). Further studies
with incorporated UCP have confirmed these observa-
tions showing that HY transport through UCP was
inhibited by purine nucleotides in a pH dependent
manner (Klingenberg and Winkler, 1985). The effect
of pH on GTP-sensitive binding of §-azido [o->2P)
ATP to potato mitochondria has been tested in CAT-
pre-treated mitochondria. GTP-removable binding of
8-azido ATP to PM increased with H* ion concentra-
tion while RILM did not present any significant 8-azido
ATP binding in the same pH range (fig. 4).

Covalent incorporation of 8-azide-ATP to mito-
chondria

Photoaffinity labelling of potato tuber mitochondria
with 8-azido [a-""P] ATP resulited in the incorporation
of the probe into a protein with an apparent Mr 32,000
that was largely inhibited by preincubation with GTP.
Also a second protein with an apparent Mr 30,000 was
labelled with the probe, and this incorporation was
sensitive to CAT (fig. 5). Liver mitochondria do not
comtain UCP (Nicholls and Locke, 1984} and no pro-
tein of 32,000 Mr was labelled with the probe, under
the same experimental conditions, Nevertheless. a pro-
tein with an apparent Mr 30,000 was photoincorpo-
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Figure 4. pff dependence of the GTP-removable adenine nucleotide
binding 1o porato mitochondria. {B) potaio tuber mitochondria; (1)
rat liver mitochondria. Mitochendrial suspensions (0.5 mg 100 pi™)
were treated with CAT (20 gM) or CAT and GTP (Z mM} for 10 min
and then incubated for 20 min with 200 uM 8-azido [o-""P} ATP. ar
the pH range indicated. Values plotted represent the difference be-
tween binding in the presence of CAT and binding in the presence of
CAT and GTP.

rated in RLM, in a CAT-sensitive manner {fig. 6} and,
the presence of GTP (1 mM) had no influence in those
incorporation (not shown). We have also carried out
controls with BATM isolated from cold adapted ham-
sters and the observed pattern of 8-azido [o->*P] ATP
labelling resembled that showed by potato tuber mito-
chondria, but not the one presented by RLM. As
already described by Heaton er al. (1978), two pro-
teins were labelled in BATM, being the incorporation
of the 30,000 Da prevented by CAT and the incorpora-
tion of the 32,000 Da prevented by GTP (fig. 7). These
results corroborate the data of binding of 8-azido ATP
to PM and showed that the GTP-sensitive adenine
nucleotide binding site of PM is distinct from the CAT-
sensitive adenine nucleotide binding site.

DISCUSSION

This paper uses the photoaffinity label 8-azido ATP
to show that potato tuber mitochondria have an uncou-
pling protein with similar properties of those presented
by brown adipose tissue mitochondria. Photoaffinity
labelling of potato mitochondria with 8-azido ATP
showed incorporation of the probe into a protein with
an apparent Mr 32,000, and a second one with an
apparent Mr 30,000. These proteins would correspond
to PUMP and AAC, since labelling was prevented by
GTP or CAT, respectively. The support for these con-
clusicns comes from the results obtained with other

Pilant Physiol. Biochem.
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Figure 5. Covalent incorporation of 8-azido ATP into poiato tuber mi-
tochondria. Mitochoadrial suspensions (0.5 mg 200 ul™') were irradi-
ated in the presence of 200 uM $-azido [0~ P] ATP at pH 6.0, as
described in Methods. GTP (1mM} or CAT (20 uM) were present
where indicated. SDS-PAGE, ge] electrophoresis. with 20 yg of pro-
tein in each lane; Label, corresponding antoradiography; M, molecu-
lar mass mnarker.
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Figure 6. Covalen: incorporation of S-azido ATP into rar Liver mito-
chondria. Mitochondrial suspensions (0.5 mg 200 ul™) were irradiat-
ed in the presence of 200 uM 8-azido [e-3P] ATP at pH 6.0. CAT
(10 pM) was added where indicated. SDS-PAGE, gel electrophoresis,
with 30 pg of proteir in each lane: Label, correspending autoradiog-
raphy; M, molecular mass marker.
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Figure 7. Covalenr incorporation of 8-azido ATP into brown adipose
tissue mitochondrie. Mitochondrial suspensions (0.3 mg 200 ui™h
were irradiated in the presence of 260 uM $-azide [o-*P] ATP at pH
6.0. GTP (imM) or CAT (10 M) were present where indicated. SDS-
PAGE, gel electrophoresis, with 20 pg of protein in each Iane; Label,
corresponding autoradiography. M, molecular mass marker.

types of mitochondria, under comparable experimental
conditions: similar results were obtained with BATM
that contain UCP, but not with RLM that is devoid of
this protein.

Additional evidence for the existence of an uncou-
pling protein in potato tuber mitochondria, with ade-
nine nucleotide binding properties similar to UCP,
comes from the way nucleotides compete among each
other during the process of accumulation into the
mitochondria. Whereas accumulation of 8-azido [o-
32p} ATP to RLM was not displaced by GTP, a signifi-
cant inhibition in this process, induced in the presence
of GTP, was observed in potato tuber mitochondria.
This displacement has not changed in the presence of
CAT, indicating that PM have a specific GTP-remov-
able binding site, not apparent in RLM. The relatively
smaller accumulation of 8-azido ATP in PM compared
with that of RLM could have resulted from the smailer
pool of adenine nucleotides occurring in these mito-
chondria (for review, see Douce, 1983). Kinetics of the
binding of 8-azido ATP to GTP-removable binding
sites of potato mitochondria could be properly evalu-
ated as the activity of the AAC was inhibited by CAT.
The high observed value of Kd (21 pM) is in agree-
ment with previous results which showed that inhibi-

Plant uncoupling mitochondrial protein 705

tion of proton transport by liposome-incorporated
PUMP was attained at high concentrations of ATP
(Vercesi ef al., 1993),

The pH dependence of the GTP-sensitive adenine
nucleotide binding constitute additional similarity
between the uncoupling protein of potato mitochon-
dria and the one present in BATM.

Although the thermogenic funciion for the uncou-
pling protein detected in potato tuber mitochondria
remains to be elucidated, the present results show that
many of the characteristics of PUMP resemble those
presented by UCP of BATM. These observations
address to the need of an in-depth revision of the pro-
posed mechanism on the evolution of this protein in
nature.

METHODS

Preparation of mitochendria. Potato mitochondria were
1solated according to Martins and Vercesi (1983). Rat liver
and brown adipose tissue mitochondria from cold-adapted
hamsters were isolated according to Canson and Lindberg
(1979}, The mitochondrial protein concentration was deter-
mined using the Biuret assay (Gornal er ol 1949) with
bovine serum albumin as standard.

Binding of 8-azido ATP to mitochondrial proteins. Potato
tuber or rat liver mitochondria (0.5 mg 100 ul™*) were incu-
bated under low light conditions, at room temperature, in a
reaction medium containing 250 mM sucrose, 1 mM EDTA
{ethylenediaminetetraacetic acid) and $-azido [a-°P] ATP
with a specific activity of 5 x 10* dpm nmol™. The buffers
used to establish the pH were 10 mM MES (pH 6.0 and 6.4)
and 10 mM Hepes {pH 6.8 and 7.2). The concentration of 8-
azido ATP and other additions are specified in the legends of
the figures. After the indicated times of incubation the sus-
pension was centrifuged for 10 min in a Eppendorf Centri-
fuge, and washed once with buffer mediuvm (reaction
medium, without azido nuclectide). Washing was important
to eliminate unspecific binding. Pellet was used for determi-
nation of radioactivity by Cerenkov counting.

Photoaffinity labelling of mitochondrial proteins. Mito-
chondria (0.5 mg 200 pi‘i) were incubated for 20 min, at
room temperature, under low Light, as described for binding.
After incubation, samples were placed on a shallow plastic
tray, 2 cm from a Mineralight Multiband lamp, modei UV
SL-25, and photolyzed at the short wavelength setting for
2 min. The trradiated samples were washed with 4 mM ATP,
to displace noncovalently bound azido nucleotides, and con-
centrated by centrifugation.

Gel electrophoresis of photolabelled mitochondria. Con-
centrated samples of photolabeiled mitochondria were incu-

vol. 33, 0% 9 - 1997
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bated in a boiling water bath for 2 min in a solution
containing 2% SDS, 3% 2-mercaptoethanol, 62.5 mM Tris-
HCl buffer (pH 6.8), 10% glycerol and 0.0025% bromophe-
nol blue. Gel electrophoresis was performed according to
Laemmb (1970), using a 10% acrylamide gradient slab gel
with a 3% acrylamide stacking gel The initial current of
20 mA was increased to 25 mA as soon as samples reached
the running gel. The gels were stained for 30 min in metha-
nol/acetic acid/water (5/1/5, v/v/v) containing 0.25% (w/v)
Coomassie brilliant blue R and destained in acetic acid/
methanol/water (3/2/33, viviv). Following electrophoresis,
the stained gel was dried and subjecied to autoradiograph at
-709C using X-Omat AR fitm (Kodak).
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Summary: The present work examined whether the ATP/ADP carrier, other than the
piant uncoupling mitochondrial protein, participates in free fatty acid-mediated
uncoupling of potato tuber mitochondria. The basal respiration rate of succinate-
energized mitochondria was stimulated by a low concentration of palmitate (20uM). This
uncoupling was reversed by 10uM carboxyatractyloside and by the subsequent
addition of 0.1% bovine serum albumin. The decrease in membrane potential caused by
palmitate was suppressed by carboxyatractyloside (1uM) and, to a lesser degree, by
bongkrekate (20puM). GTP could also reversed this decrease via a carboxyatractyloside-
independent mechanism. These results indicate that the ATP/ADP carrier, along with
the plant uncoupling mitochondrial protein, participates in the protonophoric action of
paimitate in potato tuber mitochondria.

Key words: FFA-mediated uncoupling; ATP/ADP mitochondrial carrier; plant
uncoupling mitochondrial protein; potato tuber mitochondria.

introduction

Free fatty acids (FFA) have long been known to be natural uncouplers of oxidative
phosphorylation in mitochondria from a variety of mammalian tissues (1). The
uncoupling action of FFA is explained by their ability to increase the proton permeability
of the inner mitochondrial membrane (2). However, the mechanism of uncoupling by
FFA differs from classical protonophores in that only their undissociated (protonated)
forms readily tranverse the phospholipid bilayer while the dissociated (anionic) forms do
not penetrate the membrane. To explain the FFA-mediated uncoupling of mitochondria,

Abbreviations: AAC, ATP/ADP mitochondrial carrier; BATM, brown adipose tissue
mitochondria; BKA, bongkrekate; BSA, bovine serum albumin; CAT,
carboxyatractyloside; FCCP, carbonyl cyanide p-irifluoromethoxyphenylhydrazone;
FFA, free fatty acid; PM, potato mitochondria; PUMP, plant uncoupling mitochondrial
protein; Ay, transmembrane electrical potential; UCP, uncoupling protein.
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Skulachev's group suggested the existence of proteins in the inner mitochondrial
membrane that facilitate the transport of anionic fatty acid species (3). Thus, the high
uncoupling effect of FFA in brown adipose tissue mitochondria (BATM, 4-6) could be
explained by their action on uncoupling protein (UCP) that is highly expressed in this
tissue. The FFA-mediated uncoupling seen in mammalian mitochondria in which UCP is
absent was proposed to be catalysed by ATP/ADP carrier (7), that is very similar to
UCP in aminoacid sequence, domain structure, and other properties (8). This
hypothesis was based on the observation that carboxyatractyloside (CAT), the most
potent and specific inhibitor of the ATP/ADP carrier (AAC), prevented the FFA-induced
increase in H™ permeability in the inner mitochondrial membrane (9).

Although UCP has been considered fo be a late evolutionary acquisition of
mammals (10), we have recently shown that plant mitochondria contain a protein with
similar activity and nucleotide-binding properties (11, 12). One of the first observations
that lead us to propose the existence of this protein in plant mitochondria was the
important recoupling effect of BSA, a well known fatty acid-binding protein, on the basai
rate of O, consumption by isolated potato tuber mitochondria (11). However, the
expression of PUMP in potato mitochondria is not as high as that of UCP in BATM, as
shown by photoaffinity labeling with 8-azido-ATP (12). To determine whether the
recoupling effect of BSA was attributable solely to its ability to prevent FFA cycling
through PUMP or whether the AAC carrier was also involved, we have examined the
effect of AAC- and PUMP-ligands in reversing the uncoupling action of FFA in isolated
potato tuber mitochondria.

Materials and Methods

Preparation of mitochondria. Potato tuber mitochondria were isolated according to
Martins and Vercesi (13). The mitochondrial protein concentration was determined
using the Biuret assay (14) with bovine serum albumin as standard.

Respiratory activity. O, consumption by isolated mitochondria was measured using a
Clark oxygen electrode (Yellow Springs Instruments Co.). The output of the oxygen
electrode was registered with a Linear recorder (model 291). The reaction medium
contained 250 mM sucrose, 10 mM Hepes (4-[2-hydroxyethy(}-1-piperazine-
ethanesulfonic acid), pH 7.2, 10 mM succinate, 5 uM rotenone, 1 mM potassium-
phosphate and potato tuber mitochondria (0.5 mg.mi™"). Other additions are specified in
the table fegend.
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Transmembrane electrical potential measurements. Membrane potential was
measured using safranine as an optical probe (15). Potato tuber mitochondria (0.6-1.0
mg.mi") were incubated in a reaction medium containing 250 mM sucrose; 10 mM
Hepes, pH 7.2, 5 uM rotenone, 0.5 mM sodium phosphate, 20 mM succinate and 10 uM
safranine at room temperature. Other additions are specified in the figure legends. The
changes in absorbance at 511-533 nm were recorded using a double beam
spectrophotometer (DW 2000, SLM Instruments).

Results and Discussion

Table 1 shows that the basal rate of O, consumption by succinate-energized potato
tuber mitochondria (PM) decreased markedly following the addition of BSA (exp. 1). At
a concentration of 20 uM, paimitate stimulated the respiration rate (exp. 2) whiie the
subsequent addition of BSA decreased the rate of O, consumption to the level seen in
the first experiment. The palmitate-induced increase in respiration was also significantly
blocked by CAT, a potent inhibitor of AAC (exp. 3), although this inhibition was not as

TABLE 1. O, consumption rates by potato tuber mitochondria: effect of palmitate,
CAT and BSA. Potato tuber mitochondria were energized with succinate, as described
in the Materials and Methods. O, consumption was measured using a Clark oxygen
electrode. After determining the basal O, consumption, BSA (0.1%), CAT (20 uM), or
palmitate (20 pM) was added. The values represent the mean + standard deviation of
three independent experiments.

Respiration
Experiment  Additions  (natomQ. min™'. mg™

1 - 1897+5.7
+BSA 127+5.8
2 - 197+5.7
+ Palmitate 228+6.5
+ BSA 110+5.6
3 - 197+5.7
+Palmitate 223+8.7
+CAT 161+3.4
4 - 197+5.7
+CAT 151+11.5

+Palmitate 188+15.8
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marked as that induced by BSA. The inhibition of O, consumption by CAT did not
interfere with the uncoupling action of paimitate (exp. 4). These results show that
maximal rates of O, consumption by succinate-energized PM were attained in the
presence of palmitate and that the addition of BSA decreased this stimulated rate of O,
consumption by about 60%. The recoupling response evoked by BSA can be
reproduced out by CAT suggesting that AAC may participate in the palmitate-mediated
uncoupling of PM. However, the higher rate of O, consumption obtained with CAT
compared to that observed with BSA suggests the presence of another site for
uncoupling, which would involve PUMP, as previously proposed (11).

The suggestion that AAC other than PUMP participates in the uncoupling action of
FFA in PM was confirmed in experiments in which the mitochondrial membrane
potential was measured. Succinate-energized mitochondria developed a low Ay that
decreased further upon the addition of palmitate (Fig. 1). The low Ay induced by
paimitate could be partially reversed by CAT and the subsequent addition of BSA
completely restored Ay. This Ay was abolished by FCCP, an artificial protonophore
(Fig. 1). The palmitate-induced decrease in Ay could be reversed by GTP (Fig. 2), a

175~
FCcP FeCP
—~ v
150
>
E 1254
2> 4
< BSA
' 4
100 BSA PAL 4
CAT
5.1 g
suce \ succ N
i I ] { i i i
0 2 4 8 8 10 12 14
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FIGURE 1. Effect of BSA and CAT on palmitate-dissipated Ay in potato tuber
mitochondria. Potato mitochondria (1.0 mg.ml™") were energized with succinate, as
described in the Materials and Methods. Palmitate (PAL, 10 uM), CAT (1 uM), BSA
(0.1%) and FCCP (5 uM) were added as indicated. The changes in transmembrane
electrical potential (Ay) were monitored with the optical probe safranine (10 uM).
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FIGURE 2. Effect of GTP and CAT on palmitate-dissipated Ay of potato tuber
mitochondria. Potato mitochondria (0.6 mg.ml") were energized with succinate, as
described in the Materials and Methods, in the presence of palmitate (10 uM). GTP (1
mM), CAT (1 uM), BSA (0.2 %) and FCCP (5 M) were added as indicated. The dotted
line represents the response without GTP and CAT. The changes in tfransmembrane
electrical potential (Ay) were monitored with the optical probe safranine (10 uM).

known PUMP ligand (12), and this recovery further enhanced by CAT. The latter
observation suggests that these two compounds act at different sites. The GTP-
mediated recovery in Ay , could also be enhanced by BKA, another AAC inhibitor (Fig.
3).

Together, the present results provide evidence that the ATP/ADP mitochondrial
carrier, along with PUMP, participates in the uncoupling effect of FFA in potato tuber
mitochondria. This was confirmed by the observation that inhibitors of both carriers
partly reversed the increase in respiration rate and the dissipation of AY evoked by
palmitate.

Recently, glutamate/aspartate (16, 17) and dicarboxylate (18) carriers, have been
proposed to contribute to the protonophoric action of long chain FFA in mammalian
non-brown fat mitochondria. The observation that BSA can further reverse the
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FIGURE 3. Effect of GTP and BKA on palmitate-dissipated Ay of potato tuber
mitochondria. Potato mitochondria (0.6 mg.ml”) were energized with succinate, as
described in the Materials and Methods, in the presence of palmitate (10 uM). GTP (1
mM), BKA (20 uM), BSA (0.2 %) and FCCP (5 uM) were added as indicated. The
dotted line represents the response without GTP and BKA The changes in
transmembrane electrical potential (Ay) were monitored with the optical probe safranine
(10 uM).

paimitate-induced uncoupling in PM after treatment with GTP and CAT (Fig. 3) points to
the possibility that di- or tricarboxylate carriers may also be involved in FFA uncoupling
in these mitochondria.
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Role of F,F,-ATP synthase and uncoupling protein in mitochendrial
respiratory uncoupling of ripened avocado fruits
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Abstract - The present study was carried out (o determine the contribution of the F, F-ATP synthase. the ATP/ADP carrier
(AACH and a putative plant uncoupling mitochondrial protein {(PUMP) to the increased respiratory activity of ripened avocado
fruits. We have compared the B-sebunit content of | and AAC. determined by photcatfinity labelling with 8-azido-[a-P]ATP.
and the transmembrane electrical potential difference (AW ). established by substrate oxidation. in mitochondria isolated from
pre- and postelimacteric avocado fruits. The B-subunit content of F; decreased. while that of AAC did not change. with ripening.
The AW establisbed by succinate oxidation of pestclimacteric avocado mitochondria was very low and could be substantially
increased by oligomyvin, which inhibits HY transport through F,. and by the porine nucleotides GTP or ATP. which are known
te inhibit HY wansport through the uncoupling protein present in brown adipose tissue and potato wher mitochondria. Oligo-
mycin and GTP had no elfect on the AY of preclimacteric avocado mitochondria. Carboxyatractyloside and bongkrekic acid.
specitic inhibitors of AAC, had no effect on the AY of pre- or postelimacteric avocado mitochondra. These results suggest tha
1 PUMP-Hke protein may exist in mitochondria of postelimacteric avocado fruits. and that this protein and the F, from B-deta-
ched ATP syathase. but not the AACL could provide pathways for energy dissipation in ripened avocado frult mitochondsia.

@) Flsevier, Parts

Avocado fruit ripening / alternative oxidase / mitochondrial ATP synthase / plant uncoupling mitochondrial protein /
photoaffinity labelling / ATP/ADP carrier / mitochondrial H permeability

AAC, ATP/ADP mitochondrial carrier / BATM, brown adipose tissue mitochondria / BKA, bongkrekic acid / BSA,
bovine serum alhumin / CA'T, carboxyatractyloside / EGTA, ethylene giyeol-bis(B-aminoethy! ether) N.N,N" N"-tetra-
acetic acid / FCCP, carbonyl cyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone / FFA, free fatty acids / Hepes, N-[2-hydroxy-
cthyvpiperazine-N"-| 2-cthancsulfonic acid} / oligo, ocligomycin / OSCP, oligomycin sensitivity-conferring protein / PAGE,
polyacrylamide gel clectrophoresis / PUMP. plant uncoupling mitochondrial protein / SDS, sedium dodecyl sulfate / A,
transmembrane clectrical potential difference 7 Tris, tristhydroxymethyllaminomethane / UCP, uncoupling protein

L ANTRODUCTION trons from the ubiquinone pool flow through the alter-
native pathway, the energy is not conserved in the form
of an electrochemical H gradient. Consequently, no
ATP is tormed and the free caergy released s lost as
heat (for review, see [ 17]).

Ripening represents a genetically determined pro-
cess of tissue differentiation that involves complex
biochemical and physiological changes leading to the

development of soft and cdible [nuits (for review, seg
13. &1 The ripening of avocado and other climacteric-
tvpe fraits is characterized by a dramatic burst in res-
piralory activity j4]. which suggests an alieration in
mitochondrial respiration.

In mitochondrial membranes of most plant species.
the clectron flux from reduced gbiguinone is partitio-
ned hetween ovtechrome oxidase and the eyanide- and
antimycineresistant dicrntive oxidase. When clee-

Plant Phyvsiol, Brochemo, DUST-OA2R/05487) Plsevien Parnis

Fartier studies on ripening attribuied respiratory cli-
mucteric to the engapement of the alternative oxidase.
which [eads to a marked increase in mitochondrial res-
piratory activity because of the nonelectrogenic natore
of this pathway [31. 32} However. turther studies by
this same group have shown that there is no obligatory
participation of the aliernative pathway in the climac-
teric and ripening {33]0 As yet. there 1s no plausible
explitnation for the metitbolic connections between the
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chimagcteric  respiratory inerease and  mitochondrial
activity in the ripeming process. An increased proton
leakage at the mitochondrisl membraie could, at least
in part. explain the clinuweteric respiralory increase in
the ripening process sioce. according 1o chemiosmotic
theory, the velocity ol clectron flow and consequently
the rie of mitochondrid OO, consumption are control-
fed by the electrochemical HY gradient. One possible
uncoupling mechanism could be the activation of HT
transport through specilic proteins of the inner mito-
chondrial membrane. Some mitochondrial membrane
proteins that have been shown o function as H™ car-
riers are the uncoupling prowcing ATP/ADP carrier
{AAC) and the Fy portion of the ATP syathase com-
plex.

The uncoupling protein (UCP) of brown adipose
tissue mitochondria (BATM) is the key element for
non-shivering thermageness i mammals (for review,
sce [120 220, Proton transport through this 32 kDa
meinbrane protein dissiputes as heat the proton elec-
trochemical potential gradient gencrated by substrate-
oxidation-driven electron transport (for review, see
121h. H® wansport by UCP ix inhibited by purine
nuclkeotides and activaled by fatty acids [13. 20, 271
Until recentiy. this uncoupling protein was belicved to
be exclusive o BATM. However. a 32 kDa prowein
with similar structural and functional propertics has
heen found in potalo tuber mitochondria [36]. This
protein, known as plant uncoupling mitochondrial pro-
win (PUMP), s able 1o transport HY when incorpo-
red inte liposomes ad can be detected by photo-
aftinity ibeling of potate mitochondria with azido-
ATP The binding of azido-ATP to PUMP is GTP-sen-
sitive and pH-dependem 251

The ability of free fatty acids (FFA) o stimulate HY
transport through UCP means these compounds have a
high uncoupling effvct on BATM 13, 271 However.
A have long been Knows s natural uncouplers of
mitochondrial oxidative phospherylation in a variety
of muunnutlian tssues (26 In mitochondria where
there is o UCP the increased HT permeability of the
inner membnne induced by FEA was shown to be
inhibited by curboxyutractvlioside (CAD). the most
potent and specttic inhibitor of the AAC [1]. This
ohservation led Skulachoev’s group to propose that
AAC. o addition w its man fencuon (e, the trans-
location of adenine nucleotide anttonsy, can also parti-
cipite it FlA-mediated uncoupling in tissaes other
than brown fat |21 ‘Pwo mechanisms have been
proposed o exphin e PEA-mediated  increase in
proton periwiahility of the inaer mitochondrial mem-

Plant Phvsiel, Buochen,

brane: {a) fatty acids allosterically stimulate the trans-
fer of H” by UCP [38] or AAC [6] and. (b) the fatty
acid anion is ranslocated by these proteins while the
protonated form freely crosses the membrane bilayer
[9. 30].

When energy dissipating mechanisms are not opera-
tive. the mitochondrial ATP synthase complex cam use
the electrochemical H™ aradient derived from the ope-
ration of the respiratory chain to drive ATP synthesis.
This complex consists of two main pasts. the hydro-
philic F, and the integral membrane portion F,. The F,
portion. which contains the nucleotide and phosphate
binding sites. is composed of five types of subunits in
a stoichiometry of ¢z By 70 €. Fy is concerned with H*
translocation and contains the subunits a.band cina
variable stoichiometry depending on the organism
Other minor subunits are present in the mitochondrial
enzyme, including the oligomycin sensitivity-conter-
ring protein (OSCP) that has been shown o adjust the
fitting of F, to Fy for the comect and efticient channel-
ing of protons for ATP synthesis (for review, see [10,
11.23D0.

In the present study. we investigated whether the
uncoupled respiratory activity of rpened avocado
fruits could result from a facilitated H™ flow through
membrane-bound mitochondrial proteins, such as the
I, portion of the ATP synthase, the ATP/ADP carrier
and the uncoupiing protein which. in other systems,
have been shown o function as proton channels.

2. RESULTS

2. 1. Characterization of mitochondria from pre-
and postclimacteric avocado fruits

Mitochondria obtained from pre- and postelimac-
teric avocado fruits by differential centrifugation were
further purified by self-generated Percoll gradients as
described by Morcau and Romani [18]. As previously
demonstrated by these authors, there is a change in the
buoyant density of avocado mitochondria  during
ripening. Postelimacteric avocado mitochondria have
the same buoyant density as other plant mitochondria.
whereas mitochondria {rom preclimacteric fruit have a
lower density. Although the correlation between the
ripening process and the alternative respintory path-
wiy is not vet understood. mitochondria of ripened
fruits always present increased mitochondrial oxidase
activity {19}, Thercfore, we also measured the alterna-
tive oxidase activity of the Percoll purificd avocado
mitochondni by checking the cvanide-inscositive suc-
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Figure 1. O, comsamption rates of isolated avocado fruit mitochon-
dria: effect of eyvanide. Pre- «MITO PREY or postelimacteric {MITO
POS) avocado fruil mitochonduis were epereized with succinate. as
described in Methods, O, consumption was followed using a Clark
oxyaen clectrode. Cramide (KON ata tinal concentration of T mM.
way added where indicated. The sunibers in parentheses refer to the
respiratory rales expressed as ng atom €-min Evrng it

cinate-dependent O uptake. A typical effect of cya-
nide (KCN) on the respiration of avocado mito-
chondria is shown in ffzure 7 The rate of O, consump-
tion by succinae-cnergized avocado mitochondria iso-
Lated from preclimacteric fruits decreased from 128 o
% ng atom O-nin Lmg ' upon the addition of KCN
{1 mM). This resull irdicates that in this preparation of
prechHmucteric avocade nutochondria. ondy 6.2 5% of
the clectron How can be carried by the alternative oxi-
dase. Conversely, KON decreased the rate of O, con-
sumption of posiclimacteric mitochondria from 132 1o
76 ng atom O-min “mg ' indicating that 37.6 % of
the O» consumption i these mitochondria can be car-
ricd by the afternative path, The experiments described
below were performed  with mitochondria isolated
trom preclimacteric avocado fruits that presented lgle
or no cyanide-insensitive O, uptake (0-10 %), and
with mitochondriz isolated from posiclimacteric fruits
that preseoted  high ovamde-insensitive  respiration
(3-8 e

2.2. Photoatfinity labellingof mitochondrial proteins

Under specilic conditions, the photoadtinity label 8-

i FIIATP e . ; e
avido-fo-"PIATE could he incomorated into different
AFP-binding mitochondrial proteins of pre- and post-
climacteric avocado fruits,

To abel the nucleotide hbinding sites of the mito-
chondrial ATP synthase, we exposed the b portion by

Mitochondrial uncoupling and ripening 3

freermy and thawing. then washing the mitochondrial
membranes (O rRMove muirix proteins, as described in
Methods. Incubation of washed mitochondrial mem-
branes with 30 UM S-azido-la-"PIATP @ pH
resulted in the incorporation of the probe into a protein
with an apparenl molecular mass of 30 ka (figure 2),
which would correspond to the B-subunit of the F,
portion. There was littke or no labelling of the 50 kDa
protein in the presence of GTP. a natural ligand of the
B subunit (figrre 2). The catalytic sites of the § subunit
were probably the site of attachment of the probe
since, under similar experimental conditions. we have
previously shown that bovine heart membrane-bound
F, mcorporates 2-azido-ATP into a peptide fragment
of the catalytic site on the B-subunit {14]. qure also

shows that incorporation of 8-azido-{o-""P]ATP was
much higher inte preclimacteric than postclimacteric
avocado mitochendrial membranes suggesting that the
content of P subunits per mg of protein has decreased
after ripening.

To exclusively  label nucleotide binding  sites
exposed 1o the cviesolic face of mitochondrial mem-
branes. we used intact mutochondria, Incubation of
preclimacteric avocado mitochondria with 50 uM 8-
azido-e-""P|ATP resulted in ;nwrpum{:on of the
probe mntoe a ~30 kia polypeptide (figure 7). Labelling
of this protein was largely prevented by CAT. indicai-

T3

kDa.

24

Mkt

C GF C G C GIP C GTP
SDB-PAGE LABEL

Figure 2. Covalent incorporation of 3-azido NP inw i-'! of pre-
(MITTO PRE) and postelimacteric ¢MITO POS) svocado B m trito-
chondria. Washed mitochondrial membranes (0.5 me-200 ul. 'y were
iradiated i the presence of 30 UM B-azido [U-"PIATP a1 pil 7.2, as
described in Methods, GTP 0 mM) was present where indicated: C.
controf, SDS-PAGE. with 20 e of protein in each fane: Tabell aulo-
radiography of the gl clecirophoresiss MM, molecular mass marker,
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MITO PRE  ITO PO3
kDa

646 ~
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Figure 3. Covalent mcorporation of S-azide ATP into AAC of pre-
(MITO PREY and postchmacteric MMITO POS avoemdo fruit mito-
chondria, Mitochondrayd saspensions 23 pg-200 gt Y were irradi-
ated in the preseoce of 3 ud S-azide Ju-""PIATP w pH 7.2, as
described in Methods, CAT 20 1A was present where indicated: C.
control. SDS-PAGH. with 2 g of protem in each lane: Label. auto-
radivgraphy of the gel chectophoresis: MM molecular mass marker

MM C CAT C
SDS-PAGE

ing that the phowalimily probe was predominantly
incorporated into AN The amount of AAC was not
signilicantly chinged by ripening sinee the incorpora-
tion of 8-azido-[o- "PINTP o postelimacteric was
cyuivalent to that wiich occurred m preclimacieric
avocado mitochondria,

Figure 3 also shows that in the presence of CAT
there 1s stll some incorporation of -a21do-ATP nto
avocado mitochondriz, This observation fed us 1o
determing whether the remaining labelling could result
from incorporation of the probe mto the very similar
{in terms of molecuby nussy uncoupling protein pre-
viously distingyished from the AAC present in brown
adipose tissue and potido whber mitochendria, by
photoalfinity labelling with S-usido-A1P [28]. How-
ever. the ¢lose moleculir mass of these proteins made
their ideptitication in avecado mitochondria difficult
using this approach. The possibility remains that this
protein may be expressed in the mitechondria of avo-
cacho fruits (see below),

2.3. Effect of BSA on the AY of avocado fruit
mitochondria

The isolation of milochendri from avocado frons.,
with their high lipid content. must be carmed out in the

Pant Pinsiod. Bioclen
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Figure 4. Effect of BSA on the AW of pre- (MITO PRE) and postcli-
mucteric (MITO POS) avocado fruit mitochondria. Incubation mix-
ture: 230 mM sucrose, 10 mM Hepes pH 7.23. 10 uM safranine.
Additions: mitochondria (0.5 mg-mL ), BSA (1 mg-mL?) and FCCP
12 1M,

presence of BSA 1o decrease contamination of the
mitochondrial preparations with free fatty acids which
are known to ancouple oxidative phosphorylation {26].
The effect of BSA on the transmembrane electrical
potential {AW) established by succinate oxidation
uider state 4 conditions was examined in mitochon-
dria solaed from pre- and postclimacteric avocado
fruits. Typical responses for each category of mito-
chondria are shown in figure 4. The low AW establi-
shed by preclimacteric avecado mitochondria (93 mV)
could be substantially increased (1o 143 mV), by the
addition of 0.1 % BSA to the medium. Posiclimacteric
avocade mitochondria also presented a low AW in the
absence of BSA (83 mV) and. contrary o the observa-
trons {or preclimacieric mitochondria, 0.1 % BSA only
transietly increased the AW that rapidiy returned 1o a
tow value (96 mV). These results show that post-
climacteric mitochondria are unable to maintain a AW
under the same experimental conditions as preclimag-
teric mitochondria. Figure 4 also shows that the addi-
tion of the uncoupler FCCP collapsed the AY of both
types of mitochondria. Since the two types of mito-
chondria were isolated by the same procedure, it wis
expected that the endogenous FI'A contimination
would be equivalent in both preparations. BSA would
couple resptration by preventing  the non-specific
cycling o H™ at the lipid bilayer of the mitochondria
membrane. The reduced effect of BSA in coupling
postelimacteric avocado  mitochondrial  respiration
sugeests that these mitochondria may have a higher H”
conductance than the preclimacicric ones.



2.4. Effect of oligomycin, CAT and GTP on the AY
of avocado fruit mitochondria

The higher uncoupling of posiclimacieric avecado
mitochondrin observed in figie 4 could reflect the
activated H fluxes i specific prowcins of the inner
mitochondrial membrane. To verify this possibility, we
have examined the citect of certain ligands known to
inhihit HY transport through specific mitochondrial
mermbrinie proteins, We used oligomyein to inhibit H”
transport through . the membrane sector of ATP syn-
thase. and CAT to inhibit a possible H™ flux through
the AAC. To assess the possible activity of an uncou-
pling-like protein in avocado fruits. we used GTP
which is known to prevent H™ tlux through the PUMP
of potato taber mitochondria [28. 36] and through the
UCP of BATM [27].

As shown in flerre 5 AL oligomyein, CAT or GTP
had no etfect on the AW established by succinate-cner-
eized. preclimacieric avocado mitochondria, No etfect
of these compounds were observed whether they were
added independenily or consceutively, in any order,
before (at low AY 3 oratier tat high AWy BSA addition.
These resuits sugeest that the coupling eftect of BSA
in preclimacteric avocado mitochondria s probably
through the prevention of the non-specific proton
eveling induced by endogenous FEA contamination at
the level of the membrane bilayer.

In the case of posiclimacteric avocado fruits. oligo-
mvein and GTP had a significant etfect on the AW
build up by succime-cnereized mitochondria. Typical
respouses 1o tiese ligands are shown in figure 5 B
where oligomyein induced o AY rise from 86.1 o
1245 mV. and the subsequent addition of GTP
increased AW turthier o 151 mV. Figure 5 B also
shows that CAY had no fiuence on the AY and that
potassium cyanide compleiely collapsed the trans-
membrane electrical potemial established by succinate
oxidation. When GTP was added before ohigomycin,
AW increased Trom 83 w0 128 mV and the subscquent
addition of oligomyein increased  AY further 1o
Lt mV (figure Gr The results in flgures 5 B and 6
show that the actions of oligomyvein and TP on the
build up of AY in postclimacteric avocado mitochon-
dria were independent and suggest that these mito-
chondria have an increased HT conduciance through
the 1, portion of the AT svathase and through a G'TP-
sensitive hinding site,

th
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Figure 3. Effect of oligomycin. CAT and GTP on the A¥ of
preclimacteric 1A) and posiclimacteric (B} avocado fruil nuto-
chondria. Incubation mixture as in figure 4. Additions: mitochondria
(0.5 me-mb ). oligomyein (f mg-mg . CAT (1 uMy. GTP {1 mMD.
BSA (I meml H). FCCP (2 uMjand KON (1 mM).

2.5, Effect of BKA and ATP on the AY of post-
climacteric avocado fruit mitochondria

Figure 7 shows that BKA. another AAC inhibitor.,
had no effect on the AY of postclimacteric avocado
mtochondria, wid that afier its addition, AY could still
be substantially increased by ATP. Although adenine
nucleotides can also bind 10 the AAC carrier. the nise
i AY evoked by ATP probably resulted from ils bind-
ing and inhibition of H™ transport at a different site
since CAT (figure 5 By or BKA (figure 7) had ro clfect
on the AW huild up by postelimacteric avocado milo-
chondria.

3. DISCUSSION

The principal findings in this paper suggest that the
uncoupled mitochondrial respiratory activity of ripe-
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Figure 6. Effect of GTP and vligomyein on the A% of postelimacreric
avocado fruit nutochondria, Incubstion mixwre as in flgwre 4.
Additivas: mitochondria (0.3 my-ml ) GTP 11 mM). oligomyein
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Figure 7. Etfect of oligomyein, BKA and ATP on the AW of posteli-
macteric avoeade lruit miochondria, Incabation mixture as in fgnre
<. Additions: mitochondria @3 mzaml 'L oligomyem o peemg
BREA (3 aML AP i mMyoand FOCP 2 uMy

ned avocado fruits could result from an increased lea-
kage of protons through I+, probably as a result of a
reduced content of the B-subusit in the mitochondrial
AP synthase. amd from the activity of g pulative
gncoupling mitochondrial protein. The low AY attai-
ned wnder these wpcoupling conditions would Tavor

Plant Physiol. Bioclient,

clectron [tow through the altemative oxidase which is
very active in postelimacteric mitochondria keading o
climacteric respiration.

The substantial effect that oligomycin had on the
AY of postelimacteric avocado mitochondria indicated
that their [, portions are very permeable 1o HY. a cha-
racteristic not observed in preclimacteric mitochon-
drin. It is kanown that mitochondrial membranes
depleted of F; are very leaky to HY and that in these
depleted membranes oligomycin is able 1o seal the Fy
channel even in the absence of F| and OSCP [24].
Although we have not determined whether the Fj con-
tent per mg of mitochondrial protein was changed by
ripening. the substantial effect that oligomycin had on
the AY of postclimacteric avocado mitochondria sug-
gesied that there is an overabundance of F, compared
to F; in these mitochondria. Cormoeborating with this
ilea, the photoattinity labelling with 8-azido-ATP
showed that postclimacteric avocado mitochondria
present a reduced amount of the ¥, B-subunit per mg
of protein.

Purine nucleotide binding to isolated BATM was
widely used in earlier studies as a measure of mito-
chondrial uncoupling protein conient. However, fatter
findings showed that acute changes in GDP binding
could oceur without apparent changes in the concen-
tration of UCP {for review. see [16}). Today. it is
accepted that the stoichiometry of nucleotide binding
by UCP corresponds to the thermogenic activity of
brown adipose tissue, and thus to the activity of UCP,
Feil and Rafael {7] suggested that variable GIDP bind-
mg reflects the functional activity of UCP. based on
different protein conformations. The observation that
purine nucleotides had a substantiai coupling etfect on
the transmembrane electrical potemtial gencrated by
substrate oxidation in postclimacteric avocado mito-
chondriz suggested that a PUMP-like protein could be
active in ripened avocado froits.

Schiinfeld {291 has shown that the efficiency of FEA
as a CAl-sepsitive uncoupler 1s proportional to the
AAC carrier content in mitochondria of different
meaunmalian tissues, an observation also made for plant
milochondria [37], Although we have not compared
the AAC content of avecado fruits with other carego-
rics of plant mitochondria. such a relationship could
explain the lack of dependence of AAC higands on the
AW build up of avocado mitochondria,

Reeent studies on the alternative oxidase of plant
mitochondrix have led 1o the view that the partitioning
of clectrons between the alternative pathway and the
cytochrome pathway is under complex regubation and



cant be determined by mubltiple mechanisims [17. 34,
351 Based on the present results, one possible mecha-
nism for such regubation could be that in postclimac-
teric avocade mitochoadria. the electrochemical HY
eradient generated by the redox HY pumps of the respi-
ratory chain would be dissipated as H™ flow back
through 1, and a putative uncoupling protein. Under
this low electrochemical H™ pradient. the alternative
oxidase of ripened avocado fruits would be engaged,
thus leading to the chimacteric respiratory merease.
Further studics on fruit ripening which take into con-
sideration the relationship between the increased HY
flux through specific membrane-bound proteins and
the engagement of alternative oxidase. could be heip-
ful in elucidating this process. It also remains to be
understood why plants ose the alternative pathway
under a fow AY. rather than the cvtochrome pathway,
as it oceurs in BATM.

4. METHODS

4.1. Isolation of mitochondria. For the isolation of mito-
vhondrin. avocade fruits (Persea americana. Milly obtained
from the local supermarket, were peeled. cut into small cubes
and the Gssue suspended in buller medium containing 04 M
sucrose, 10 mM Hepes ipl 7.60 1 mM EGTAL 0.1 % BSA
and 3 mM ceysicine. The tisoe was homogenized by {0 5
pulses in o Waring blendor. and the suspension was strained
through four lavers of gavze and centrituged at | 3060 X g for
3 min 1o remove debris, The resulting supermnsiant was centri-
fuged at 16300 % g for 15 mm und the mitochondrial peliet
suspended in w wiash medivm vontaining 250 mM sucrose,
1O mM Hepes (piF 720 and 0.1 % BSAL and subjected 1o
another cyele of differeniial centrilugation. Mitochondrial
fractions were [urther purified o sell-gencerated Percoll
gradient as deseribed by Morcuw and Roanani [18] Mito-
clrondrial suspensions were combined with @ selution of
225 G Percoll containing 2530 M sucrose, 5 mM Tris-HC
¢pll 7.5 and cemrifuged for 30 min ot 35 000 X g, ina SW
41 potor (Beckmun Instrumenisy. The band of mitochondria
was coblected with o pipete. dituted 10-fold with wash
medium and centrifueed at 12 300 % g for 15 min. Using this
procedure. mitochondria solsted from preclimacterie fruits
appeated near the top of the pradient bebow the chlorophyl]
and broken thylakoids. while miochondria wolated from
poxtelimacterie fruits were lovated near the bottom of the
centrifuge wbeo Al steps were carrted out it £ 4 CL The
mmitochoendrial protein concentration was determined using a
modified Lowry procedure 23] with bovine serum albumin
as standard.

4.2, Preparation of washed mitochondrial membranes.
Muochondrial preparations maintained ar =70°C for 30—
A days wore thawed and resuspended at @ concentration of
T mganl. Uin 230 mM sucroses H0mM Hepes pl 7.2) and
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0.1 % BSA. To separate the matrix components. the suspen-
sion was frozen and thawed three times in liquid N.. accord-
ing w McCormak and Denton [15]. The resalting suspension
was centrifuged at [4000 X g for 20 min aad the peliet
homogenized in the same buffer. All steps were carried out at
£ 4 °C. The protein concentration was determined as des-
cribed for intact mitochondria.

4.3. Respiratory activity. O, consumption by isolated mito-
chondria was measured using a Clark oxygen elecrrode (Yel-
low Springs lnstruments Co.). The outputs of the oxygen
elecirode were registered with a Linear recorder {(model
2911 The reaction medium contained 250 mM sucrose.
10 mM Hepes buffer (pH 7.7y, 0.3 % BSA. 2 mM MgCl,,
10 mM soecinate, 3 pM rotenone and 0.5 mg mitochondrial
protein-mL L.

4.4. Transmembrane electrical potential measurements.
Membrane powential was measured using safrarine as an
optical probe [3]. Mitochondrial suspensions were incubated
in a reaction medium containing 250 mM sucrose. 10 mM
Hepes (pH 7.2) and 106 uM safranine at room temperature.
Other additions are specified in figure legends. Changes in
the ahsorbance at 311-333 mn were recorded using a double
beam spectrophotometer (Aminee-DW 2000, SLM Instru-
ments k.

4.3, Photoaffinity labelling of mitochondrial proteins. The
procedures for the incorporation of §-azido-[o-“PIATP into
intact and washed mitochondria, as well as the gel cleciro-
phoresis and awtoradiography of photolabelled mitochondria
were recently deseribed for potato mitochondria [28].
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