
UNIVERSIDAD NACIONAL .A:UTONOW..A DE MEXICO 

FACULTAD DE QUTilICA 

- • .... • ~· 1 , 

0 • • ' H 4 0 • • • • 1 ~'. j 0 •• 

BIOENSA'YO PARA LA DETER1~INACION DE UN IHHIBIDOR 

DE SINTESIS DE PROTEINAS DE TEJIDO DE 'SOLANUM-

TUBEROSUM L' 

' T E S I S 

Que para. obtener el T'ítulo de 

Q· U I M I C O 

'.Presenta 

B~LANCA· LILIA BARQUERA. ALCALDE 

México, D. F. 1985 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



I Ir D I e E 

Resumen ------------------------------ l 
/" 

Int ro d uc ci6t1 --------... -----~------------ 2 
":'I' • 1 ' B' ' . d ., • t1s10 og1a y· ioqu1m1ca. e ~as semi -

llas ---------------.:.-----~---·--~---....... 2· 

I. Estructura de las semillas an --

giospermas ---------~-~:..;---~..;.-- 2 
II. Germinaci6n ..:.---~-~--...;;: ________ ;... 4 

. . 

III. l\:etabolismo ·de la. gerrr:inación~ T( 

r.v. Factores que afe ctian la germin.§:. 

'ci6n ------~------~------------13 
Iierida o 'En ve je e i~iento ------------1.6 

I. Diferencias· ultrestructurales e~ 

tr~ tejido fresc6 y herido -----18 

II •. '."Inducci6n de enzimas. err el te ii. 
do herido de reserva ---~-----20 

III. Degr.ada.ción de enz:ima:s en te jf 
da. herido -·--·-~·-----------:---22.· 

IV. Intercambio I6nico ~~-~·------2.5 
, . . ...... · .·.·; · .. v. E:l· fenomeno, de. herida.ocomo modeh· 

lo de estudio .:..~.:..2----~---------·2B 
A'nt e ce dentes · -~..:.;:;..;;.;.~-..:;-~--..:.----------.. 28 

. .. ' ' 

Hip6tesis y .. o~j0ii·ivos ---------------~·'30 
Materiales ,y,·;n1¡t6~()s -----------------32 
Resulta do s·/y,:,;hi~Cus i6n ---------------45 
con el us'~o.~~'.~r·:_L: ______________________ 7 8 

BiblioJafía·-----~-------------------79 



.. 

En trabajos anteriores (25) 1 (26) se report6 la }:'!'Q 

sencia de un inhibidor de síntesis de proteínas en teji

do herido de papa con aparente carácter proteíco. En el

presente trabajo se prob6 la nctivj.dad de este inhibidor 

en otro sistema biológico como es la germinaci6n; la: . -

cual es dependiente de la síntosis de proteínas" Se mon

t6 este bioensayo y se optimizó para ob.tener resultados

rápidos y confiables. 

la. actividad del inhibidor se dlisÓr¡min6. de .otras -
.·.: · ... 

actividFtdes que podrían causar. inhibición de ia gt.:'lrmj.na-

ci6n como sonr ~ctividad de polifenoles, proteasas, 

RNasa. y carbohidratos. Encontrándose que dicho factor -

tiene un peso molecular mayor o igual a 12000 daltones,

capaz de detener la incorporaci6n i!!_ vivo de leucina tri, 

ti~da1 a la sínteis de proteínas en la. germinación. 

El factor inhibitorio se encuentra en la fracci6n · -

que :precipita entre el 30-60% de sulfato de arno:ril.o • 

-1-



Las semillas son paquetes de energía en un ect~do de -

rErn. Jlart.e rlc esa encr:~;ía se ene u entra eo20 :Lnfor:'!:lc:i.ó:1 :•o.-

ele una plan-ta completa. Di cha in:f.or:·.1ació:1 ~Je eúcne::1tru or-

den3da eatructural8ente e~ la seoilla. 

Las 1üai1tas con se:1illas ;meden cJ.:.wific;;;.roe ei1. el.os 

grupos: Las angiosperoaa o plantas con flores las cuales 

tienen como c'-l.racte1·ística que ~.os óvulos y las ·se.11illus e§. 
.. ~ 

tan contenidos dentro de una estructura cerrada, este ti~o-

de plantas consti tu:fen la· clase mas avanzc.da de todo el rei 

no vegetúl. Las. angiosyerm¡;;s se di vio.en en dos subclases: -
- . :.· ;: '.·.-·::,<.· . ' . 

Dicotilegóiieas y .. rionocotiledó~1eas, Zl sesundo gruz;o O.e :ú.an 
,· ·.· '. '" 

rcrnc:La ~.é).J.a~ .~l~ngio.sper;:w.s tienen sus óvulos y .scL:1i1:;_as ex-
, ; . - -· ,-¡;.~-; .. :,,. •. ',' .. " ' ' 

!"'· :·:.>>"· 1"' l ' 

puestos:(();''.,fc1esnu'dbs • , de ahí; su no::ibI'e. que significa semilla 
. . :./~_: ,}; . ·' ~ -' ·\ . 

de snnda ~·(i:j · .·· · ., 
.. 

'?·>;_.;, 

r. l1~structura de. ÍaS semillas angiospérme.s. 
. . ... , ·' ·, '" .. , ·. - ' . ,' 

Las·. semillas de las angiospermas son est~~?turalménte-

sim1ües' y consisten de las, sieu:Le1~tes: parte::ll ... · 
' ' ' ' ·, ·,. :: .. · " 

Testa~ La ~besta es lti 'envoltÜfa.:~ie•'.·l~":·seÜJillé.l. origina-
:·,";',.·:.,-: .. :::;. . ' . 

: ;.·• ... ·•' ·''"·""·': :, :· .. ', .;:< ....... ··: . .'), ... :.· .. ·: ··: . ; 
da en la. planta madre, ;3u impor-tancia•"·fi:sióloe;ica radica en 

que :presenta ca:ü sier.1pre una cLt{Í'.~·&3_a.~c1ue ~s~a forrné.da por 

crasa o ceras Geriorulmente, y u1ia 'o\:rias capas ele c61ulas --

protectoras lo que le confiere un c:!.orto .~~ruclo de· i::-i:ier:11eo.

biliclo.d al tieua o c;::ines, lo qL10 por supu.esto influye on la -
r 

... : . ·'' 
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~.~ • .,] 1' l'J-1 .. , ... . :·l-- .. \ l•\.( .. . nl1)a 

e~ i. ::lr;: r .:ü s 
p;;;:==-=:;t r.1;1c i lngino za. 

r.<J' n ... n.; ,, n] ,"' . ) . J.'-~·;;'·'· ...i (.;\ ..... \,< .... 

Tcruc:ffera) 

,., ·'·' 

( J:,c[r,t:tminorm) 

Figri.ra l. Cubiertas de semillas. 

re~ule.c:iAn:. ele~ métubo.lismo. y en el c:ccci:üonto ele lJ. .:::c::1i -

11a (E'ig.·,.·~:'5.r:~)·>· .·· 
ene u e;:}_ 

tra 1 01·:Snatetia1. que será usado a.urmte la germi

naci6n, Pomo alalid6n, proteínas o hemicel..UosaS. (2). 

Errib.ri6,n •. •\~nque el' embrión cl'e las a::.1giios~eri1é1.s. pued.e -
' .. '.... ' . ··~· ·.' 

diferi~ '6rahdemente en t:Jip~t:Lenci11->º~[:~Úri la nspec:te, ,' toclos -

poseen las mismas part~s. ft1nc1~irien~b~1es: ullllli, radícula, un.a -
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tplO e eme e tu. L~ l'·~~:i :(cu ·1. a e {ll1 al o '.'i:i. e o ti. J.o • ~·.Jo 8 O•J"l;Ll. e i1Ollf)13 -

J ¡. • • • 
Cü:lDü1'~~ _,;·:J í.11,c ·c.LCllCll LU:W.L0,1c.::; .. . º'' l 1 • • ! ·i ... ' f. i '-) l 

\,..:.;,. .1..,.1...\. U.-.._."\., .. 1 \J ... '.. .1 '·~ 

ií'.Le. 2. ( 2) 

II. G·err.rünación. 

La. ¿;cr!aimi.ci6n pueclo <lei'in:i.rsc d.o la ::d.cuiente :.'or!~~a: 

su rospiraci6n, inici~ la síntesis de proteÍnRs y o~ras ac-

tividades metab6linas, deopu~e ~~ un cierto psr!otlo de tiem 

jl »receso de ger~inaci6n ha sido muy estudi~do, pro -

b1::1.::1do ner ba.stante co3p1icado ,y de;;>endie:itc de tro.::1s:i.'·1r,ta -

ciones físicas J~ químicas. ?uEfri.~ üe.cirse,' en s.(ntei;ÜZ, qt:.e

cs el naso de· un cwtu.clo ouiescente éi. otro me"t~b·Sl.~cti·:ie:1 te -
.,1; • : • "• ,'. ~ • '- ••.. -,,:,: ;, . • . > 1 ,. 

e.ct:i. vo •. · Bste 'proceso nÚede d°ivlc1ir~e_;· en los' ~:Lgu·i~üte:3 o•.ren 
"" . " . ! • . • . • :: : ~· • • . " • ' - > • ; • 

·tos: 
.. 

l.. Imbibición 
1
que es el fen6r:1eno físico cfo abDOl1.ci6n 

cscu"lielo 
~ __,,~ 

/' 
rad.ícuJ.a endospe'rrno 

r·a.a:Lcula 

n(1von 1; i. ~ i o.::: 

F:i.gura l. f.i1:1e-.cama de lo. sem~.lla del ma11z · .~ en varios pasom, de 
ln r~crmi.nnnión. 



3. Div1:~1Ón y expansión celulr.:r. 

A continuución 80 def1ci.•i1km algu.nos de estos 0v0nto$0 ( 1) ( 2· )g 

Imbi b:Lción. 

:n grit-1cr e':ento ••• 1·n 0011··•''" -'ll1··•:.i·~+e 1"1 '.!._ ... l ,_, ..L ,l l.'.; \,/, ;., .l l~ .... V , • ....._ 
. . ..,, .... .,¡; ,•:·'.c·i .~., 

- '\-; l. . ' -· ' .. ...... . .. ""' ... 

la toma de ·azua 9or lC!. semilla oue se conoce cor:io i n1Ji 1·iic:Lón - . 

ción de la semillc1., la. l)e:r::le0:3.bilid.ad ele l.:i. tea'Ga ;/ la d:L:::po-

1 1
, . ·, . . . . . . . , 

rü bilidad do a:.:;u:.:.i., :.'a :rn.:::. _J •. 1Luüa J .:;;.wco :w .• _;.u J...:to.:. o:.c..:.0¡1-

e n ltl'l ... ').L''•OCe!1() 1 .... :._;1 el C\t·:,·1" 'ln« C'U"'':.·~·.,c1' · 1 ~· a' 'lt'~ 'A"'1'·(,-1 ''r..n1 ·'·~·•!'J .. ,,_,_ - .i. _ ..... ...~ ... u.~ o oVo,,.i.,. .. <..1,1,.J .:.1.\\,:.¡ .,.,.JlJ~l .......... 1.1.t.~ ... .__. 

') · ' .. . l ., ' ") ' ·• •• ~. ·~ f..1 -1 t ·i 'r 1 1 ~ 1~, :'l "l"I P ': ~1;n ·"' ! ' C,G ._.•1;·.;.·\¡••Ll!_',':t,_1 r.,-..1/,:-:. CQ __ ;·"I',,'· .• '..:,:.,'-. .11 .._. "' ••• ,,,·r"" ._ - - .... ·--- ' --- __ J ........ _ ....... ··-······· .. ··-··- ~· ..... .;. 

de lu ·bes ~a y e:s: u..~ i:wJ.~caii?r • Ü.E: lu :.:·r;d;ención do a.:;uu e:-1 lu

. se:ailla durante la ge1:,;1'inación. :Los i.1rincil)ales co::rponen tes-. ' ' . . . . ". . . . 

de la· s.e.;111.La c¡~e, c~nt~:i.:bL1yen al hinchamiento son ;,iro·~eí!lu.s, 
mucílago, ,r)~rt~ :'4¡;, la délt:t:losa y sustancias pécticas. :n al-

~--·' ,';" ', ~-. . 

midÓn no:})art:4cfph; en el<p1'ioc0so. Jl pH afect<.~ cJ. lü~1Ci!tL'/'.lien 
.. ,·.,,.¡ ·.-,';·· 

to de las ~e:n:LJ.J.a.s ::púes' las• p'roteii1us ·. :-.rnestra.::1 m'i mínL:10 de 
. · ... ,· ,·.:··· ., . . ..·.. ·.,, . .' . 

imbibiCd6n,.(rn/su'pt.i.nto isOeléctrico. La con:3ta21te. de cl:LGoci-ª 

c:lÓil!de otros coloid.e s esta relacionurJ.a don ·.01, pÜ ••... 

j",a 1' 1.11'oi b:Lc·.1.' óa_· d. r~r>"'.nde tu.!:lb:i.' ~il· .... l·~·. '• ·i·e r:·nn ... u-1·\ .; •• ..: . ::ii. O.l:_l -
- .. " t,,: ...... ~--~.'7 ,·:' ;.i.~./ .. ,.L ·."''" ".""'·~,:· 

t:cJ.s ;::o.yor sea c:5tu, lí:~ j_i:1iJ.Lbicl6.h es ,;1~íu r4;;1~r.fo, ~fa·Uo o.í..'oc-
:·.-,., -

to es co!ílplcjo, la viscosiclacl del <a,:;ua d:Lsminuyc a r:ied:i.da · 



(,: 1· .. ~ ···1· ,~:·· .-:·~ · ('rJ· •·) ., ,-. 1·'/".:":.1· .. ·) -v~.·(l • • . l. " • l 1 . ' l. . . . . l. . • ~ -

l la. ( 3). ( 4). 

te la capa \le la eernilla está. formn.c1n. por r:iarnbr:::im:rn ::-eJ.ecti · 

bir existe un periodo corto, en el cual, le.s rncmbrana:: ll(i -

lrnn r.•.cJquiricJo i:=:u. inte¿::,ridc-:~, er: decir, so:. encuent:r·f::'.'1 dee:i. ... 

tro o hacia f~era de la semilla.(4), 

J,as · rnemb:i.:•é).nas se rcarre~J.an a. medida. de que ls.s r~cmi -

lla. ec i:nbibe haciendo ma.s selectiyo el. :transporte a. trmré::i 

de ellas. '811 éstos cambios procecle la rlegr::i.c1::wi.1n y sính: -

sis de los oompon~mtes de la rriembr~na. (3 ) • 

.1/rotrusi6n y ele\ración. 
' ' . 

iia salida clel e:nbtiÓrl es nno .·de los e;ren"l;os c1·ué:Lalcs-

en la germlnación. i3e. lleva .a c~bo en. có~tra de las. ca¿<.~s -
' . .. . . ·. . . 

de la, semilla, pero la ruptur¡i 'de. esta: no riolo involucra la 

hinchaz6n poi· la imb:L bicion. ~J.,t~ pro{r11s{9n se afee t:i :1or "-ª 
rioo f~ótores a::1bür:l.tale.s· :i.nc:L(1\•erfclo iei:: b~·-f·.~·eno 1 ;.i. -i-e .. 1:1e:r·1 -· .. · :·~ ··"\,;: >··,_·:::_:.:;:i·:··\~;:··\·.,: .. r,·_ .. ·:/'.:ti~-~- _.;·._1."..). , ':""'. V ··•_: .·~ 

.lo. JJ¡z ··,y:·::c{Lvci.i<~fü;á;::'óc.lE1hi6 s:·\;a~ito · .. ri11 , úi r:1 e~n:L -
. ' 

tura., e 1 . o:~sua, 

J.J.a como en o:L etdbrió,i1.··~-i-':fféc1·r6:';:({~que· i;~:·vrotrus.:.ó::1.· se a' - . 



L'octe ~>or tu.nto!.l fuctor0n, 
, 

U.lJ .L un :.:·cwL1mw 00:11:).J.(~;jo, 

t:Lc~w 

lizu. la elevación de lCi. pltfrmlo., 01 ~üpocotilo .(.Jl'.t.:;. tUL 23-

·v··('J..0 o r1"" 11 ... ,._,..,c.~·0 11 r-•l ...,., ,"' 1 'JE"'"11' i"" l·'.- ·J~ ~ .. \.; •.)r.;i.:J. ; .. ! -· \,..,·1.-.\,- .... -~ .. - ··•· J..., 

' . 

•: ... 

l~. ~u~erficie, el 11 ;;ancho 11 se abre J se ex21one 1:~ la 2.uz y 

ll~va la punta de lu raíz hacia ~rribd. -~e ha discutido ai-

~;er:nino.ción y seJtÍn la definición ::'._Ue se dió1, el de.:iar:i~olJ.o

cie l!i :¡::lán'liulé7.~~spu:1s (le la ~rotrttsión no ;:iertenoce al ~:·rQ. 

ceso de .1.~{/ze~mi1focton (j}. 
''. ' ·". '• '· ' 

' . . ·.· ' ' . . 

l .. II. _:,,"1e+·~b·o· .·1-1· :s.- rno ~1 r-: 1:-• •.. · .... c·· .. ·1i ., ··e io.'n ""~ ~-.. :: .. ~.J. J.-~ : .. .! .... t..·"· ...... - •. 

recto de la ca.si cor.ipiéta auH·~·;~¿la de a[;ua:; el contenido es 
" .·: ... ;, -~ ·\< . . ," .·· J.'· < . .1~ 

del 5 al 10 5·b, No o oétál1.~e esta aL1se11Cia . de agLia;· .110 :pt1erle-:

su:ponerse qLrn el i:wtaholisr:io ele la se;hí11a ca:l:'et~ce. de poten 

cialidad para el desa.rr·ol1o. Cuaúdo se rompen semill¿1.s ~e -
. . . . ' . 

can y se honogenizmi.en un me.clic acuo~o. a~ecuÚd() ,.:J3fJ posi -

ble mostrar i:1ue e:'.l. e1.: ox·tracto. ex.Lsta ttii mi]:1or6 :co11.:3it1era· -

ble de rJiBte.uas cn~':L'.1,J:·l;{~·Ós. á~·tivos •· .;:u.edo ·bntoil6dd co::1cl11-
¡¡. 

irse que la 

pada que es capaz d.o lle 1rar u. cabo un .;run nÚ;.1ero · ele re u e -

cio:~oi:; bioqu:Cnica,::¡ · con. lu co¡~.-~ic::L·f:1 nec0;;uri.j i:!.e u2Lc;. hi:'lru

tnción. 



Así los carabi\HJ q~Í'.ni~o;::que oour1'en dnrrmte la .:;e1':11i-· 

naci6n son 001,1pJ.ejos y cona:i.sten pri.n.c.i:pu.lrnm1to ele trG.s t:L-

pon: lli ruptura d.:: 101:1 natcr·ü.tlt;s ;;ü::mcenado:.; ün la ;:;o::Iil1~q 

el t1·a!1s1)orto de iilatoria1Í.:Js tlo una .PéHtc a ot1·:.:~ de la r;c1.ii-

lla, cspcciallilentc tlel enclos;)er::io •Ü cr1brión o ele J.Ds coti-

d:e ~ u.s .¡. ;i·11c_i_ '" rl _·nue \{!' r.·, a 1) "l'"'· 1.· ._,. r.l"" i~· e:<,.)· • ., 1 ., d - v- 1 
""- " ~•- "" 1.1 ..., - Y'-• L8(j!'D.Ca·o.a, Gll C8lJ.Q. 

c:Lul la. síntesis de 9rote:(~ws la cLu.:.l tie:-1e ::w,yor im9ortan- . 

c:La • (i,2, 5). 

.. 

Bioquímica c1e lH Germinac:tón. 

Como ya eo· ha diEJcutido con anterioridad, en ~!l -

proceso de la gerrtiinacir5n 8e presentan una i:ierie de -·" 

cambios en los proc1uctos cJe reserva de las seimi1ln(:!t -

que básicam<:!td;c consisten. en su degradación, muchos de 

estos productos ~ntra.n a víal3 oxidntive.s par•a eu.minis ... 

tra.r la enereít-1. necermri~1. para. qu6 fJJ · proce~o ele germi 

naci6n se lleve a cabo. Otro~ productos, sin cmbargo,

entran e. V.Íae:' de síntesis de me·baboli toa esencia.lea ua ... _ 
ra el desarrollo ele la plántula. Con ·estas ohfierva.cio-

nes se puede asegurar que el meta.boJ.ismo de la germin~ 

ci6n es anfibólico,, esto ~!e, se llevan a cabo proceso8 

de degradación de stwtancias o CE.itabolimno y proceso~-· 

de síntesis o Hnaboliamo. Sin emba.rgo, gracias a que -

en la semilla existe la diferenciaci6n puede notarse -

que los procenoE:J catabólicos se realiza.n en los 1;eji -

dos de reserva, r:mdospermo y cotiJ.eclones. I:os procesos 

ana'b6licos lo~{ constituyen principalmente la· aíntcois

de proteínas y la bioeínteeis da organ~loe necesarioB

para la actividad catab61ica realizados en el embri6n

y en el eje embrionario~(l) (2). 

· .... \ ... '•.•' 
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': :::':'De!titah'.fvías ana.b1~licus que se pu.erlen encontrar, lá 

oínte~i~: ele proteínnr> Cr!i qui:~á el evenfa> r·1r:1~ ir.1pl"lrtan

te y· del cus.l de11end.e todo el complicado· proceso que -

culmina. ·en pnrtt')t en 1q protriwión de la rac1ícula. 

JJa. SÍntooiB d.C proteínas clur&.n'te 1a (;CrJUinac:i_,)n 

ha sido de·t;ectníla princ:Lnlmente por tr~s evidenc:LnB: 

·~· T,a aparicic~n de o.c-tivic1<:1d eniiruática, o su inc1·f~:nen

to durante lfl germinn.ción. 

- La ausencia de activü1c.d en presencia O.e ru1 inhibi -

dor de síntesio ac protofnae. 

- La incorporaci6n ~ . de precursoreo radioactivon. 

La síntesis de proteínas ocurr~ tan ~rento co20 la im~ 

bibición se lleve. a CcLbo act"iv.&1dose elRNA . ·nensaJ·;ro al-. 

. macenado. r,a semilla t:Lene la capacidad inmediata p;;~ra 

sintetizar proteínas y todos los 1·equerimientos '.pa.ra 

es·ho se encuentran _preoentec en la semilla F."eca. Ade 

m~s se formsr.l enzimas activas por síntesis de n9~_,qv.e 

e s una evi <le ncl.t a ,¡ .;-jf ac ti vad i ó n ·d e proteínas preo xl. .!:!. 

tentes d.urante~ los pr\~. meros ettadíoa. cJ.e la germirn:ición. 

Por tanto ae pue e decir que la síntesis de prote 
. -

i11a.s es un roquisi to p\a.ra la ·ealida de la radícula a.e 

. la semilla. :t~xiste la ~~uda de q~le. la s:í.ntesie a.e prot~ · 
. \· \ . 

!nas depende.rd.e RNA meiisajaro preform:3.d.o y a1macenac1.o, 

pero es seguro que la s:[-ntesis de DNA .ocurre .. ~Jalo dea• 

pues el.e la germinación l\omo par~~·t~:~.~gr~l, del· procoso 

de crecimiento. (2). \:. . ;::(;,:[>::\;?; \;:· . 
. \' .;! .. · ' , 

Mecnn:m:n::~:¡~::~i:~iJ"~~~~~~~~t}~;:~;ge .. ~f6·t.eí~aa·• •p·· - .· 
pl~mtas empieza' con lo~· estü.di'O's\d~.::aisi;a:ma.s 'libres de 

e t11ulas · (~!t ~I.t;~9_), deriv~.d.~¿ '~de ·~i~'.~ ~enrfJ.~~s'; ;:ie:i,mdt~ · 
.. ·· ·, 

. •:· '"' .· .... , 



, ·' 
riaJ. que mas f'!e ha use.do pal"a e é·~of.1 e stucl.ios son e mbrio 

nos aislac1os de trigo conooi.do::: comorciaJ.mt!mte como p;er _, -
mcn de tr:lco. ( 1) ( 2 )'" 

J,a s:(ntesis dE~ proteín;:,1.a no se lleva. a cabo en J.a 

semilla seca, sino que comienza cuando la~ c~lulas en ~ 

tm1. m1ficicnte;·11ente · hidrRtHdo.s p::tra permitir que 1.os r,i 

l10soruas ci toplásrnicos (80 · S) so asocian con el UNA men-

so.jera (lfüAm). (1). 

Síntesis ele ·prote:!ne.s en emb:rt?:r.w~~ .Y ej~s imb:Lbirlos • 
. ' 

.• , .1 '. . , .• 

IJas ·tecnicas que se u:tilizaron p~:i.ra la detecc:l.'511 -

de síntesis .proteica clepenfüm ne la incorporac:Lón :fo 
. . 14 3 

am.inoáciclos J'.'R.dicia.c~.~ivos ( ·c-Tieu ó H-IJeu) al creci 
. , . , . 

miento de la cadena polipepti.dica., por tan-to es obvio-

que la disponibilided de los aminoácidos en el sitio. -

de la. sínt~sia dentro de J.fJ. r1emilla puede se!'. un. fac . -

tor limitan-Ge. Así. en le. semilla intacta el tiempo ci,ue 
. ·. 

toma. la imbibici6n de 3.gua y la concomitante dir:ltri bu-

. ción de precursores radiactivos ex6genos por \;odo el -.. ; ; ' .· .. 
tejido puede ser .coneideranlemente ma.s J.ar(So en cmbrio 

nea o en eje~ embriori~rioe. La permeabilidad de las ca 
. . . . 

})aS de la· sernilla pueden afee tar también la ~ntre.da el e 
. .. ,. 

aminoácicloa :f.ac1ioactivos. (1). 

El1: e.Jea' embrionarios d.e I'haae~~ J.mrn.tus, Phaseo 
' I • ' • • • ' 

~ vutd~.rie'y e.n, ern.brionee aisla.el.o.e 11e cen~eno, arroz

y trigo i~i .sín·~eF.üa de protefnas empieza. clentro de los 

primeros 30 o 60 minutoa ele que ee han l'ues·to. en a.gua. 

Jios polisoinas, que no se on.cuantiran ~n .1a scin:l.llA. ~eca, 

se forman en cuanto empioza la imbi lüción con la dismt 

nuci6n c1e rj.bosomo.a ·libres. I1a. actividad de loe IlOlisg_ 

-1u- · 



mas Be ha mecliclo en embriones de tri,~o obs<'!:rvand 1J la -

capacidad de la fracci6n riboaomal (que conti~ne tanto 

~ibóaomas libres coMo polieomas) pnra cataliznr la sím - -
·!;osü1 i11 y_i._~!.º ne prote·ínar.. El .Pªll uo te riboi~oma.1 (l I!! -

embriones secos es incapaz de llevar a cnbo.lR 8Ínte -

:.:iis (Tal>la l ). La toma de ar:u.1.i. tior el emb:·Íc~n \~e trtf,'o 

ocurre l'tlpidarnentf~ y despui{r, l'!.e 10 a 15 m:i.nn-tos la ca-" 

p~.cidaa dt-:i síntesir:: del paquete ribo::ir)i'lal se cYi(1e:nc{:'1.. 

tos ribosomas presentes en embriones aecos o de -

ocmilla r.Jeca y de órganos ne reserva, no ne sa~)o si· re 

tienen la capabidad de síntesis, pero en siEtemaa a 

los cualt'.H~ se ha agrer;ado RHAra¡ así como otros compo -

n~ntes, los riboAomas extraidos de se~illas secas pu~

den il~var a cabo la síntesis de urote!nae in vitre~ 
'. .. ------. . 

En sistemas ;in. Yitro ~a necesario aeregar ATP (··-

pues en ai proceeo de obtenci6n de riboeoma~ se pier -

--- ---------~~:-- -· ---~ t·-----. i;--- ---·-- -- ---¡~ ---~· -. -----~ -·-·' -- ,_ ~ -·-: . -- -.. 
. . . !D~bla 1 • ~ibosoma y polif omas en elllbriones de trigo 

'.'. durante a germinación. (ver ref. l)o 
,.;S 

la:. activid~.d de los ibosomas fué determinada por la: in-
corporación de leuci1ha aJ ribosomas aislados. El contenido 
de polisomas se dete11\1minó a partir de :ta absorbancia. en -,, . \ 
la región de los pol~somas en un gradie·nte de sacarosa. 

Tiempo de ·\,.Actividad de Conte,_n_i_d_o_d_e_ 

imbibición ~ibosomas. Polisomas. 
\ cpm/rng de·. RNA Unidades de 
, n.o. 

'¡i 

<) 268 0.01 
15 min' 6680 0.16 
30 min 23?00'.: 1.61 
l. 5 h. 31900 2·.~2 

6.0 h . 56300 3.66' 

'-· 

.. •·1. ;·- ' . ... ''.(,, 
:11:· ...... _. . "· .~' " '' '! .. 

\ .. ·· ., . ' ....... :•:¡, 



den o so dJ.luycri his mi tocÓna.:t'ids) y co1i:l1)oncnte ~ e oen-

oiales c1ol ci top1umna den·t;ro de la fracción sobrenndar1 

te (ver ·t~.bla 2 )'. 

r~n au1:;encia de RNAm. exógeno el pnnucte ribosomal

ex·traído íle ser~illas secas de cacahuate es inactivo; -

estoa rcsnl'Gados se expJ.ican por -el hecho de· que las -

eemillRs secas no contien·3n RNAm asocindo con los rj.bo 

somas. 1~ embrionon a lns 48 horas de imbibici6n los -

ribosomas oe han asociado al mcnoajero y se han forma

d.o 103 polisornasp J.a aclic:t.Sn de RHAm exógeno no es ne

cesaria. ( 1). 

.. 

Tabla' 2 • Condiciones para la:. incorporación in vitrq_ 

de aminoácidos radiactivos en la síntesis de proteínas 

ror ri1)0Sbmas a'.isladOS de semillas secas de cacahuate. 
--·ti/!¡/----------------------·---··----------------.. -~--·------

Condiciones del sis terna · Incorpora.ción 
( Cuentas/mii1/rng 
de proteína). 

, .. 
1 
•11'" 

~ 
1. S'istema corn ple to· 

2. Sistema co.mpleto 

3. Sistema Bin ATP 

4. Sin sobrenadan te . ' 

" 5. Sin RUAin 

6. Sistema completo 
4811, sin RNAfil 

f 
· ·\ cicloheximidet 

(~actores citoplásmicos,) 
~ ,. . :.': -\ . . .. ·· .. 

' ·l ,:. '\ '> ,; ,· . .··. 
d~\ ~em~l.~~s "+~bibi<las .por. 

y,•. . .. •<· '• .... 

X 
1 

2188 

312:· 

90 
411. 

413· 

·2480 

El sistema ·completo contiene: 0 •. 3 mg d-e ribosomas de. se 
millas secas o de semilla~ imbibiclas por 48 h, (líneas 1-5· 
y 6 respectivamente), 0.8 mg de prote:í.na·s del sobl~nadan
te (citoplá.srnico), 125>..\g de 2"'RN1\n"', 0.5.J.\ Ci de C-leu
cina, 10-15 }lmo les/ ml de Mg +. liti. incub~ción se llevó a 
cabo ª' 37º·C por 30 min. Al tubo 1 se le Tugrcgó 15 }\g de -
ciclohoximirla, la cual es un inhibidor d~ síntesis de pro 
te:f.nas que actúa sobre los ribosomas 80S .. El efecto de : 
omitir ribosomas no se probó. (ver ref. l}. 



.. 

Facto re :3 que ní'~ctnn ln rr.crri1i naei.ón. 

J,an ~~r.m:i.11.ar~ non median::unentc rcnir.:ditmteo a conc1icio".-

ll(:~B ext~rnns c:cl;rcmas~ con tal de oue e!'lten en un crnt::i. 

do de cler3eeE~ción. Como rerrnltaclo cfo esto, las oemillas 
.. 

pueden retener la ca:pa.cidad de germinar p~r periodon 

considerablco. 81 ticm90 en el cual las semilla~ pue -

den r::cr v·iabloo, ei:J mu~r variable y depenc1e ae las con

clic:Lo:~wn de a.lmncenamiento y c1el tipo de ~emilln. Ti!J.1 -

·términos generales J.a viabilicl.ad ~e retiene mejor en -

condic:Lo~ien en las cual.es la actividad metabólica de -

la semilla es baja, por ejemplo a baja temperatura 

altas concentraciones de co2• (1). (5). 

TJos facto:res externos que a.fectan J.a viabilidad -

d.e J.~e ::::emillas pueden considerarse como secundarios -

ai se piensa en el control genético de las misma~. ios 

factores externos más importan·tes son:. el swninistro -

a.e agua, la temperatura, los nutri.entes minerales y la· 

luz. 11a.ra ente u.na· semilla. pueda germinar, esta cl.Gbe en 

coll'braree en condiciones ambientales fa<t1orables para -

el proceso. 

l._A~I;,J._,u_1_1 Tia parte donde se tratri. el efecto· ·1el a · r· ' :.r~ ~ •.. · gua .ue 

considerada en la imbi c)ioión • 

2 ·~!!· Ya que la germinaciÓ!1 es .un evento que requi! 

re tm gasto do energía, la cual és producid.a por la oxi 
' ' --

.dación en pre~::encia o aúsencia de :o
2

; º.~tós procesos

involucran el :lnterca.mbio gas~?.sO; la ·salida de co
2 

y 

la toma d.e o2 en el ca~o 0e::.}~?.r~~s~ir~ción .. Por conFle

cuencia la germinación es'.l¡á. áf~ctads. por la composi -

ción atmosférica que le rodea• (2 ). 

IA:i. mayoría de las semillas tienen li1""1 bajo porcen

ta.j e de r.;erm:i.nacj.Ón si 1.u tenaicSn d.e o
2 

disminuye de 

manera aprec:lable bajo los va.lores oue ce presentan on 

comU.c:i.onc:rn n:tmo::::fóricar:-: norrnal.cz. !n efecto del co
2 

_ 

es irNerrJo al del ox:f.cr:no; la rni:iyoríu de 1ac semillns

i:.:on Cf1pncc\n d0 t:<~rrninar ni ln ton::d.cSn de co
2 

se incrc-

mcnt.::i .• 
• ., .... ' • " ' • ,... • ·- . • . .• ••. .... , •.• ~ ...... ,-- ~ '-;' .. !' ............ , • . -, 

.... , ... 

-J.j-

1· 



la semiJ.J.a !.l lon ~8.f:CD es. ílcbiáa Ol a:umeni;o de .ltr pre·· 

sión. Aun(1u~ se ho. vi~to nuP. n preetones r1o cc~.~ca de 

las 200 P-tm no ::i.fcetnn el proc~so. 

J.'P.t;_r~r.~~21..tu~. Tn. tc.rn:;.:ir..rntura a la cun.1 una ::·crni11a 

,o;er:nina. vor{u (~Cuna er.~~ecie n otr9.o A t;empe:c~.i.tu~í.'a~ 

nr) r.~e 1n'<~C\~nta. Siu l)JilbA.l'EO, ('l CH1!1bio <10 te1111)er:cr l;un:1, •• 

no afc.c'l;&. n un r:olo fe.ct;or cJi:: la cel'minnc:ión. 

E'.n el raneo ele tem1rnratura <len ~ro de1 cnr-:1 v~Hl :-::e 

mil le. pu.o ch~ germinar hny un va.lar rS [Yt.iu)o. J.:;i tcn11 por~;; ~.!l 

rn r5ptimn. o~i toran. cor:io arpwlla en :i.~1 cual ¡:Jf\ pre~;cntn.-· 

eJ. mas al to porcentaje cfo r:erminnc:i!.n ~n eJ mrmor tie!. 

Jló. La m{nima. y 1.ri. ni:3.ximR tf.Hl1}H.H'r:1:t..u:ca pr.i.r:.:i. la F!;)t·mt-.

nación t'.':Ol1 entre las cuales la ger~nina.ción ocurr·c, 

rango dentro de1 curü e~i capaz c1o hae:erJ:o, eetan rleter_ 

r:.inado~; por las cars.c"terí'sticai::i propia.i.:i tl.e la semilla,

difere:ricia::.1 genéticr1.s dentro de la misma esrieoie :r lA. 

ec1ad .• Por ejemplo para el m.aÍz: .. Mínima 8 a lOºC, Óptl-

ma. ele 32 a 35º0, máxima de 4Ó a 41t ºc .. }~unque el efec.to. 

de la temperatura no erl inde1iendit~nte de otros .. facto ..• 

·res corno por ejemplo la luz. (1) (2.)~ 

4. ~· En:~re planta::-i cultivad.as en la lu.z y o~t~~(·~n 
la. oscm~idac1 hay pocos efectos en la germinación>' T;ai:J-· 

nemillas de la mr:iyorí0 .. de lae pl8.nta.s cultivaí~as ger111i 

na.n igual en 111 luz que én: l:a. oscuricl aa; sin embare;o , 

otras tienen .v;ario.b:i.i:i.~'9.d en su comportamiento. J.ri fl Ete: 

millas pueclert c1iv:i.cl~;~e en, lar~ que germinan en la. 01:1-

cu1·idac1, la.e que· geI'min~:n ;,ola bajo J.u~~ conAta.nte y a

c1ucl~.a.s a laS', que no .dependen de, la. ilu,rninac1ón. 

Da me.nafa' estricta puecle docirce' qÜci. ios ·efectos-
. . ' - . ~ 

de la J.uz cotan rcla.cionncloa 0011 e]. rompimiento de . la· 

c1ormancia: )O eu inducc:ión ( 2} •.. 



Un r,ran rnfoero de ~?lrntancias puec1en ri.l·Lerar la -

. '6 gcrmJ.11ElCJ. n. 

t6xicao para todos loa orgenÍemoa y, ~ oiertns conccn

tre.ciom~ f:J, de tienen J.o r,crm.i.nación fd.mplemenfai porn ue

nm:tan i:t la r~enülla. El efecto e:::i r,eneraJ.mente :i.rrev~r-

sib1e. El r.dmpJ.e hecho de colocar unn. semilla cm um1 -

~oluoi6n de presi6n osm6tica elevada, ec euficicntc na ·-

r.iones oi::.m6ticai::1 son, eobre todo, az1foar, ~alei:i cm nl-

tas concentraciones co1:10 cJ.01"'lu·o Ce soc1io, etc. En t~l 

laboratorio se usa gcneralment~ mnnitol. (2). 

Otro t:Lpo de inhihici6n ~s catwaaa. por ~iuBtancias 

que interfieren con ciertr.s VÚ'..E3 metab6licn.s. U:::i e jer.1--

-········-·· -· ~ .. -· . . . 
plo, son J.o::i in1rL1)ic1ores el.e ¡a :rcep:Lr·FJ.ción. c~n1pue stos 

cianuro, d:Lni trof(.mol, n.z:i.dr:t, f'luoruros, hidroxilaminn, 

etc. o.tras i1ü1jf)il1or\ 80n herficida~ de vario~1 tipor~ -

como el 2, 4-D.~ r.os cc\\!1pue8tos. fenólicos de va.rios ti -

pos pueden inhH>ir la.\ ¡;orniinaf i6n, lo~ 9rcsolec, ;oor -

ejemplo, _i'nhi 11.cn por \u 

/ 

e f ec tb f itit6xi_co :•n genere.l, 

Dada la gran:' clistri buc~on en plantan y· frutos c1e los -
.• . li 

compuestos f~nólicos, \e sugiere q.u.a estas E:mstancia:::-
,, \\ 

actúan como inhibidorrd naturales ele la germinación. 
'1 

'El. efecto de las h~rmonas vegetalet~ no se c1i~cuti 

ra aquí por ser un tmna \llUY extenso (ver 2). 
\ 

T.abla 3. Inhibición de la germi'nacion de semi-

' llas ·de lechuga·. ( Ver fe
1
;r:. 6 ) 

COMI'U.F~STO 

Cate col 
Rosorc1nol 
Ac. eafeico 
Ac. cumr~r:lco 
ltco sa·licílico 
Aoo gálico 
:Piro g.J.lo lo 

,·, ·,I . ··. 

50% de inhibi-



.. 

las plantas están suje·tas a varias condiciones o -

fac·~orcs ambientales. L?- acción de estos puede ocasionar 

la parcial o aún completa. destrucci6n do las plantas. Si· 

el vegetal no es dañado en forma letal es capaz de rege

nerar el tejido o de protegerse contra el ataque de par,! 

si'tos y la pé1"dida de agua, en un pro ceso invo luer-e.do en 

la respuesta a la herida y en la posteriór cicatrizaci6n 

de manera similar al de los animales. Generalmente J.as -

células diferenciadas y por tanto es1)e cializada.s que es

tán debajo de la superficie de la herida, incapaces de --
. ~ 

dividirse regresan a la: actividad mit6tica· y finalmente

forrnan tejido meristemático. Es·te meristema en el curso

de una nueva fase dér diferenciación reemplaza e 1 te jiclo

dañado funcionalmente. o produce. una capa de· tejido que -
' 1 " : ~ . • . ;. '. ' ' • ' , .. ' -• . : 

limita· la. ;eg:i.611 ~~·::',~~.;¡~e~.~qa:,·.~sí como un :per.iderma; CQ. 

rrándose 1ai. íi'~r:tda.~-c7·Yr··r\"\~<''. . . 
'''" T •• -.(',,,: • '• • "· •':·, :<·~.'.; "-· '"/'.;' .: . .-·} :' • > 

Ie: hel:·ida y la::post~~iof.Cicatriz~ció~ son procesos 

citofisiológicos· que han s¡ad,/.\1tl·b;eri ~odelo para. inves-
. -~·· ... ·y" . 

tigaciones en el desarrollo .~e ia ·~apacidad de las célu-

las vegetales. Para esto los tejidos de reserva han sido 

muy usados, por ejemplo, tubérculos de paJJa (Sol.§:~ --

tuberosum L )·, raíces de zanahoria (' ~~ carota~, tu .. -

bérculos de alcach~fa· de Jerusalem ( Helj_anthus j;i.i.bero.E.}l.:5~) ;i 
camote ( Ipom~.@-. ~batata~) y ;be.tapel ( Beta vulgari..§_ ) • ('t). 

. . . . . . . 

El tr~baj'ar .. con tejido ,.de. reserva tiene las sigu.ie~ 
. ·'. ' ·. ,... . ,···.··,. ·-

tes ventajas: . . .,,:;<:·: , 

- Homogeneidad ceJ:ula~~(el ;tejido de reserva está. ~ 

compuesto :pox· células :parenq.uiihatosas}. 

- DiSIJOnibi.lidad de fuente de Energía- :por la ruptu

ra. de los po J.isncáridos de re serva. 

- Fá.cil a·plicaci6n de sustancias químicas a, fin de-· 

estudiar su intervención en el metabolismo. 



•. Almnecnnmiont~::''~Ni'~~'~s:";~j:d.ib ':p()r su. ba;Jn a~Tj . .\ri -
clad fil.üolÓf1;ica. 

- D:Lff~)onip:ilidad durarrbc tod.o el afio. 

- g), inCl'CIJICJl!;o ele Stt•nctivirl2c1. meta1JÓJ.icn flS mnJr -

·marcado lo ~ue facilita su eatudio. ~stn Rctiviana cat~ 

relacionada con ln biosínteoi8 de or~nnelos en 1~ rús --

puesta u lR herida. 

- '"!'u a1to contGnic1o de agua lo r.'oi:d1Jilitn. a. una r,1 

pida respuesta. (7) (23). 

En for:na general se puede decir que existen trnG ti 

pos de rezpueAta a ln herida, esta depende" de. la localiza 

ci6n de las c~lulas en el tejido y del ~~jido de rcser -

va que se (rnh~ estudiando. 
. . . 

TJa.s células mas cercanas a la. herida form::m un peri 

d 1 f . . 1 . "- .,, · crr:ia, oe·00 es, 8e orma una. e spccie e e cica .. r1;¿, :::iara 

recmplmmr el tejido clafíado. Bl periderma esta formado -

a.e suotanc:i.as pareoic.as a la ligninn. 

Existe o·tro tipo a.e respuesta en: el cual las célula::: 

pasnn ele un estarlo parenquim6.tico, .es.decir ce baja aoti 

vidad metabólica, a ot:ro r.1eristemátic.o, metab6licamente

activo. Finalmente se ha dcsGri to u.n tipo de respuest.9. -

en donde el tejido pasu a tm estado metabdlicamente acti 

vo aunque las céJ.ulas no Bon capaces de dividir~c. 

En muchas planta's de tejido de reser\ra la reacci6n".".".; 

a la her:i.da no es la áct ivida.d meristetiática de l~s · Céiu:" 
, ' '-· 

las ceroanas al corte.· En estos casos las pareae~·J:~~:J_~la 
ras por debajo de la supel'·ficie ·herida empiezari·i~1:;1igrii~ 

' • • ,, •I' ,·~: • '·• ' '• 

ficarse ( por ejemplo,· en He lianthus. tuberosus)~?.\· · 
, -~ ' . . . ' 

·~. o,. 

En el caso específico de tejido de:papa,,:-~J..herirse 

forna un pariderma. 

Todos. los tipos de. respuesta. a la· herida tienen en-,, 
común que inmediatamente después del corte, el núcleo mi 

gra hacía la: pared celular, al mismo tiempo, usualmente-

• ~# • ' ''"' ' • ~ ' - 'I o ' ' ' '-•' • ·~ •• • I" :······ , .. , ... ' ,. 



''.'I•' 

ele o aumenta mtfa o menos en .tm 50~~< y la. d.e l nuc1eolo en

un 135% en l!el:lnntln!.§_ tuberosus, los ·valores correspon -

dientes a la papa son de 168 y 300% respect:i.vo.mente. 

Diferencias ultraestruct.úrales entre tejido fresco y her'ido. 
- Tejido intacto. 

Ias células de tejido de reserva intacto son gene-

rnlmente pobres en estructura. Una gran vacuola centra}..:.. 

llena casi el interior de la célula. El citoplasma con -

tiene pocos organelos, es espec~almente pobre en estruc ... 

turas que lleven a cabo la síntesis de proteínas. El riu;.. 

cleolo contiene pocos o ningún precursor ribosomal. El -

número 'de 'ribosomas. y de retículo endoplásmico· es bajo·. 
··,., :'. .. '., ·. . 

E!l:,forma gene:ral se puede decir que el· tejido se en 

cuentr~ en .un estad~ de. bája actividad metab61.ica; ;Or• -
la: :poca· d~zjti.dad dé .·o~ganeJ.os• (7t~ 

: T.~jid() lleridodetubérculos: de papa. 

ws .cambios e~tructurales inducidos por la. herida-
.·· ... ' . 

pueden deScribirse refiriéndose solo al caso de·l~ papa. 
. . . " .· 

En las células .en las que la actividad mitótica regresa~ 

después de¡ la herida y que finalrnehte desarro1faI1'un p~ 
. ··:. ,. 

riderma, pueden. observarse los siguientes cam:bios: , 

Dentro de .lfl..S ,12 horas posteriores a la. herida el-; 

citoplasma. ca~bia rápidamente. Ent!'e las··4a·:·y 9.6···hpras-

el conteilido de ~lm~d6¡{, ba:a, ª,TJ@,~~~?;;i~~~g}~~~rti~i--
en forma considerable el. num·ero 'dEf'fla::may.oriá. derilóS: br 
ganelos. El nucleolo comieifia l~~J~'ífitesis de·R~Á~'.rÍbo~~ 
mal. El retículo endopl. ásm ......•. I~.··9 .y:. e.i 'i1Uni~ro de rn.~llibrarias= 

\•"'• ' 

con ribosomas unido.s .· se::.fi1ó~:~~enta dentro de l~s prime-

ras 24 horas postetiores a: la herida.. Numerosos poliso

mas se unen a·l retículo endoplásmico y algunos aparecen 

en el citoplasma. En consecuencia la actividad meta1)Óli 

ca se ve incrementada: y la· síntesis de proteínas cornien 

za: (8 ). (Ver ·fie. 3 },. 

r ,'' .·--, .. •, .... ' 
,. • 1 ... ~,.. 

·''· 
..... \ ,.. . ... ~ . -
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Figura 3. r.1orfoloeía de la célula a e tubérculo de Solanum tuberosum I,. 
A) Célula de tejido feraco. B) Célula de tejido herido \. 



En el tn ;i ido herido las cié'l~i.i~'~'''}l.~b~·~~· adaptarse a: - · 

loa cambi0s nmbicntnles, por tanto ia actividad de lns

difcrontcs enz.imas cambia por mecai-iísmos de activaci6n

e inactivad.ón de éstns •. Dichos· mecanismos regulan el -

n~mero de mol6culas de las enzima~ así como la relación 

entro la velocidad de síntesis y su velocidad de degra

daci6n. De entre los mecanismos fisicoquímicos de acti-
, . . , . t. . , 

vnci6n e inactivaci6n estón: act1vac1on e inac ivac1on-

de eñzimas por asnciación de subunidaéi.es .. · /tctiv:!.d.Óh ew• 

inuct ivación de enzim::i.s por me canísmos alostéri eos. Ac

t iv3.d.Ón e :inact ivación de' enzimas })Or modifica c:Lones e~ 

zimÉÍ.ticas. Act iva.ción e innct ivación de enz irnas por ·pro-

. teólisj~s limitada. (9) (10). 

la. inactivación por proteólisis limitRda parece ser 

el inicio de la degradación de J.a enzima, como se ha de

mostrado· en el caso de mamíferos y para ciertas enzimas

del tejiclo .de reserva• (10'). 

Iriduccl.6~ de enzimas 'en el tejido herido de reserva .• 
< i,;,i·: .. ;·.:-,< ·. >,'; ".;~. :·: , .• :·',;e 

'", . . ·' .. ,... . . ' . 

Ia herida trae 'cómo c,onsecüericia, éarnbios espeoífi ... 
·.;.-.. · .. ,. ,. ·.·"· 

cos en la a~tiv:i.dad·cl~ 1~~ll1ayÓríá.<d~_:iit"~-el1zimas. re:. ma-
(·":;· .. :::·.·.'>·:· ·:····'. ·>··::··: .. ~·;··.::'.;\ .. l· .•• ·:.--.~i- ... , ·_,,: .. ·. . 

yor parte de ella,s aiID1erita su ~cti'7id~cf{ algunas no rea,g· 

. cionari de 1 todo y piras bajan ~ri ~u abtivá.dad. ' 

los mecanismos .que se' menci6i~iJi~; -prév:i.a.mente pueden 

servir 'para .entel14:er''1os··~~.,~i~~'.U:~~h/·~~,.-~6·tividad. de. l.as-

diversas ·enzifuas •. -· " •· '<:i:·:: :. . . 
, :·. ·.· :.· . i <- ·- . ' -, ,. ~ . i. '.' :. :; : .• ; 

El incremento. en la actividad puede. deberse· a la .. -
,::·:~,··:.:.: " . : ·. "" 

activac:i.'6n de··· enzimas inact:i.~as. préviamente ·.sintetizadas 
:.,,,.·.·,·.· . . .... ,.. ·' ' 

o a la/~ílltesis d.e 11:.QV_q, de ésas p'roteínas. Arnbos mecahís 

mos o:P¿'ra.:n' en el tejido herido aun~~e debe, dec:·irse en' 
senticÍ~•:·;estrj.cto, que la, fr1dudci6ri:.hc/ .,,. '"/, ··-· . , 

•' '.', ·:.!·.' " ,' . ' .'. ~ ' . ~;:_::,:.: ;·~~ "' .. :, >:: ' - ; ' .. "' <. ' .. '·,,· ... • .. ·.·.,· .. ·::',:.:.,_._:: .·.·.·.·-~· ... : .. •.::.~.:.·._.'.~.· .. :;::,,···.· .. ·.:·,t.:.i .. :~._~·~.;·,··.·~~.·.··.·,• ... =·,-.,,::.'.~.·.~·· .. ·.·:t .. 
_i. i ' ; 6' " :': .. ~/:~:·:/~:·:·,~·i':).~1;~:':.::J.::,>:i·< _·- ' --. 
li vac1 n.. '.:. .·::•:.·':"'''"'-:• 1f/i/';'::::··· 

Una de la.s enzimas qug:,·~~··, dctival1. es 1, ;fbonüclea~ 
' 1 ' ··- .. ': ',\•,;::.: ·.,: ·<' : ' ' ' ' ' " 

sa (11), (12). De las enzimas que se iriducen fJe encuentran 

'~ ., ..... . .. ~' .. 



la fonilalanin& amonio liasa (13), las peroxidnsas ~i41-

Y la glucosa 6-fof:l fo:to fü3nhidrogenn~rn ( 15). 

- Act jv :L<lad de RNa.sn. 

En ol tejido heria.o de hoja y de tubérculo de papa·

hay un incremento de actividad de hidr6lis:i:s e.le RN'A alrQ_ 

dedor de la herida, que usualmente llega a su máxima ac-

tividad a los dos clÍas después de la herida para bél!jar -

posteriormente • 

.A:1 menos tres diferentes enzimas contribuyen a: la~ 

degradación de RNN: RNasa, una fosfomonoesterasa ácida

y una fo$fodiesterasa. J.;;;'l: actividad de la fosfodiester§2. 

· sa no cambia apreciablemente en el transcurso de la he

rida •. En el caso de la. R.Nasa la actividad está regula:da 

a• nivel de la transcripción. (11}., 

-Síntesis M u.QY..!2. de isoenzimas de .pero:dd1.1:sas. 
' 

En tejido herido de papa ·~l de camote e 1 tejido pa

renquimatoso .tiene ·actividad de peroxidasas. Esta: acti

vidad· se a~oc~ia a i~\habi1ida1 del,,,tejj_do;dés.óbrevivir 

ala:hique de rftopató~knos. i . .:§} · •··. · .·. · 

is oen:~~~i~;~ri::a:: :~ ~:1 i~:::d:.~~::iJ}~~t~o~~~ ~~···1: . 
activida:d.de:!peroxidas\~s después ·ael corté :r:efleja: la; -

.. activadio'ri.:8>~-íntesis ~~-e estas i~oenzil'.nitª··~····1a:·¿paric.ión . 
. ,_.,.. . . . . ~ ··> . . .. 

de tres: ri·~~;~¿~ variantel\" que se sU¡;iere ~~ · j)or S:llitésis 

de novo.'(14)t :··· ... --..... ·,, .. ,',, 

·~sfut~~'.{s de· novo d\ glucosa 6-fosfato deshidrogenasa. 
·,·. ¡;· :.:,·.:./·'.,: • ·). 1 . . •. . .· . . . . , . 

ra ~:fl1l~:i.s de ácidos ~ucléicos, coenz.imas ·Y ácidos -
. .. -.;;·,:· .,., • .. ..::. 1• . : ·.··.. . ·.· ....... ·. . . 

grasos ew. tejido herido ·ptesupone la acción c1e la _vía de 

las pelltÓsas ( 15). Ia v:í.a se inicj.a. con d~ .. s deshid1~ogen~ 
. :, '· .. 

sas :· glucosa 6-fos fato de shidrogenasa y>6~fosfogluconato·· 

deshidrogenasa, ambas enzimas se ac·tivan como consecuen

cia de J. corte. Generalmente la. a.et :i.vidad se incrementa -

obteniéndose cl!J~ m!h::imo entre. ·las. 24 y 48 horas después -

... '. ·' 

- ' . ~ ... 
·' .:,_, ' -; ......... ····· •·.,···· ''"'>'" ..•...• '"""4•••' ,, 



-- , .. ' .. 

mo en zanahoriaº 

En papa Cinco isoenzimas de la glucosa 6- fosfato· -

deshidrogenasa son sintetizadas .9.Q. !l2.Y.2.,1 como lo muestra 

el uso de inhibidores y precursores radiactivos. Estas -

isoenz:i.mas contribuyen a la actividad total de la onzinmº 
-Sintesis .9.Q_ ~de fcmilalanina amonio J.iasa. (PAL). 

Como respuo~:itA. a la herida se acumulan una serj.e de 

compuestos fen61icos, de los cuales,. el ácido chikimico, 

el ácido cafeico p el ácido clorag~nico son importantes.(16)º 

.A:ci'do chikimico Acido cafeico 

la producci6,n de po).ifenoles en el,té.jido rebanado de 

p8)pa .. blanca. ~.e' llevai:-a•. cabo· entre ~os dos y tres a.ías de!! 

· pués de la herida· Para posteriormente des.aparecer .. 

Dos enzimas son muy importantes en la síntesis de f~ 

noles, la fenilalanina amonio liasa y la ácido transciná~ 

mico 4-hidroxilasa que se encúentra tanto en tejido inta_Q 

to como herido. la ~ctivid.ad de PAL después de la herida

se debe a su síntesi¿Ide novo. como lo han c1eri10sti·ado ~xpe 
· · - ·-~ ::·: .. ::~···;,:: .. ~:;~i:·-~t;~:.;;:r;:,W .c.~ ·-- · ·· ·· ·: · · -

rimentos con' inhibid.cp:~es de síntesis de proteínas, -traza.-

dores radiactivos. y ensa:yos inmunoquf~ioos: .. (17 )". 

- Fen ilalanina amonio liasa. 

Como ya se dijo la cant :Ldad de una enzima en \lll8; cé lu. 

lai eucariót ica está regulada por la ve locifü1d· de síni;es is 

:··:· , ... · 

. 1 
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y dee;radación. Generalmente hay una incluccio~i;'.g,z}i1';9t·,:tvfi:ct6n 

ae sir:1temas espec:í.ficos de degrac1ación después ·ti~ la síri

teEliS §..~Q.Y.2... de una enzima. 

J.a fen ilalrnlina. amonio liasa. r( PAIJ) se sintetiza de -

~..Y.2. deSJ)ttés de rebanar el tejic1o, aun1entü.ndo consiclera-

blemonte la actividad de dicha enzimaº Despu~s de alean -

zar el máximo en la s:í.ntesis, la nct:i.vic1ad decrece de nu.Q_ 

vo. En papa el sistema de degradación aparece tm poco an

tes de que (PAL) llegue al máximo de actividad, esto pue

de deberse a tU'la actividad p:uoteíca., (17 ). la dee;radaci6n

de PAL no opera en tejido intacto, esta se induce 10-15 -

horas después de la herida. 

- FosfogJ.uconiut~.s~·)(J?GM )';. 
. . ' .. : .. ,·,-',.,'.: ·, !.~· .. '\{ .~·\ .... · '- ". - >. • ' • • 

En tejido ,herid..o'../Cié';,:papá, itoclos o cási ·todos· los áto

mos de carbórió'?dei ~·imi~Órt. de: ·reserva· se usan para la. SÍ1l, 
' 7,::::' ;- \ 

tes.is ele diferentes ·~~oa.uctos·. •B1 ·almidón es ráriidanien·te-
.• ' . . . •• -. ·1 .....• ' . . • - • 

degradado h~rita. llegar a. la vía glucolítica y a la vía. de 

las pentosas~ 

A1l~ünas· de las enzimas de la g1ucóJ.isis son sinteti

zadas_, . otras degradadas o inact ivad'as y otras no: tienen -

ningún cambio como respuesta a la he riela (18). 

Una de· 1as enzimas más activas en tej.ido i.ntacto: es-
.. ,· ,' ' , ' . . . . '.'-'·. · ..... ·,,·,·.... ·.. ' , 

la fosfoglucomutasa que es rap1do.mente .degradada. despues-

de la herida. Se entiende p9r\de~gfad~.bfcS.~iJ~ .desaparición 

de las isoenzirnas y no s:igllif iéa'i.;Jl.l~ 'l~: d~gradación de J~as 
proteínas se halla probado.· Er'•:;J:.~c,~d' degradativo es de

pendiente~ :del, :metabolismo oxidativo, de la traduccióri y -

de la t;anscripoiÓn. Por tanto, l~ ~dntdz:i.s ·de proteínas

es un requisj~to indispensable para la destrucción de la: -
.· . ._ '-. ,/'· ' 

PGM; esto es ;la síntesis de proteasas f:Specíficas o ines-

pecíficas. (18). 

Despu6s de la herida las prot~asas son inducidas,las 

cuales innct:i.van o degradan las isoonz,ünas a.e lo. PGM, con

secuentemente en el tejido intacto las isoenzimnn de 1~ -



.. ··:· ·. 

PGM están físicnmante separadas de las proteasas o las 

proteasas est~n pr,cticamente ausentes, mientras que en ~ 

el tejido herido las pretensas y sus sustratos protcícos

están juntos o se induce la fonníl.ci6n de nuevas proteasas. 

En cuulquiera de los dos eventos las proteasas,en cierto-

sentido, pueden reconocer que proteínas decradar. Esto -

puede ser posible si la proteína est~ asociada a efecto

res protectores ( sustratos o cofF:ctor·es ), por tanto, la 

ruptura proteoJ.Ítj.ca no se lleva a cabo. Después de· la: -

pérdida del efector la proteína adquiere una confo .. rma -

ción que es. reconocida corr.o sustrato por las proteasas.

I.a. actividad de proteasas contra PGM ha sido caracteriza 

da. ( 18). 

la· mayoría de las proteasas en plantas son ·enzimas-
. . . . . . ' 

su1fhidriio i recientemente se han encontraclo enclopept:i:-

dasas que. par). sv. ac~ividad citalítica no requieren c1e -

grupo·s. sulfhi~rilo,. \\ambién se han caracterizado protea-

, • d . 1 
\ b • ' t 'd a. , ( 19) T-SaS ac1 as as1 como \ªr ox1pef J. asas . e ser1na. • .u:i.· 

actividad .proteolítica como teport6 Pérez (20),. en papa:

es máxima· alr~ded'.edor \de las 24 horas posteriores a la: -

.: \ 

\ 
·· herida. 

\ 

•' < : ... 
.·:· .. ., • ' - .... '•1·,··,·:••·"0 ·~-- ....... ·.-.,. 

l .• ' ... ! 
' 



,, .. .... . 

,~' 

futc rcambio Iónico. 

Cuando s0 :produce una herida en el te jic1o ele reser

va. se llevan a CEtbo ca.m'bios bioquímicos, fisicoqnínd.cos ·y 

morfológicos, entre los cuales se enctlentran el incremen 

t d , t . d J. , , • d l'. f . , o e sin ·es1s e })ro·11e1nas, ao1 os nuc eicos, :oxmacion 

de polisomaB, membranas e intercambio iónico, (que re&1üa 

la presión osm6tica), considerado corr~o tm buen :í.11dice de 

la res9uesta a la herida. 

Van Steven:i.nck (21), considera que el cambio de con.. 

centración de los j_ones K+ y NS;+ es el responsable de. la 

regulación osmótica en las células· de tejido de reserva

en condiciones de baja actividad metabólica y a(m en .CO!!, 

diciones drásticas como es la herida. Van Steveninck ci

ta· que los iones K+ y Na+ presentan al inicio de 1 pro ce

so de herida m1 estado basal, después cfal _cual existe una 

salida de estos j.ones a la parte externa del tejido; ter 

nüne.ndo. finaii~ente -·~l~n una fape de· equilibrio entre les

iones externo6 e int~rnos. si consiüer·an por tanto tres.

fases en las cuales ~Y péra:¡aa de iones por parte del -

tejido y reabsorci6n ~osterior: I. El estado inicial o -

.. basal. II. Posteriorm~~te el tejido en un ambiente acuo

so y des:¡n~és;;- de ser he'~~ido, pierde K+ y u~/, los cuales

se encµ.e:h:tran. en la so~(ci~~ ~cuosa externa, presentánd.2., 

se un ki~imo de concentracion de· dichos iones. III. Y -

después ~ocurre. el fenóm~U1o inverso: reabsorción de los 
\ 

-2 5-

iones, por· tanto, hay un \aumento de la concentración inter 
·.+· '' . + ' ' r'• 

na de K y Na • Ver fig·: 4if 

.Con respecto al comportamiento del calcio en::.la re~ 
2+ puesta:.de herida, ·se ·ha encontrado que Ca no parti'ci:ra: 

· dir>e ctamente en la regulación de la presión osmótica. 

s:fa embargo este ión juega un papel importante en la1. 

síntesis de protGínas, puos algunas de las enzimas parti 

. cipantes son dependientes de este :i.ón. 

; .... ,/ 
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Hesumien do se puedo de ctr que e J. fen6meno de herida; 

es ol proceso quo comprcnd0 la s~nteDis de :foidos nuclsiJ. 

<!:os· y de proteína.9 (estructurales y co.talític[:rn), el in 

tercarnbio iónico, J.a formación de membran::is, rJbosoma!:1, -· 

m:ltocondrüi.s y la activación de las v1as meta1)Ólicas quc-i 

intervienen de la de grada e ión de macromoJ.é cul.1:11.::1. Además~~ 

de un proceso de desdiferenciación que ccndtu..:o a una. nue 

va diférenciación de las ccS1ulas del tejido dnfiado. El -

fen6meno de herida ( woundinr;), se le cono ce también en -

la literatura como enve jecim:E nto (aging) o lavado ( wa

shing). ( 18 ) • 

El envejecimiento se refj:_ere a• los procesos que PU§. 

de no ser la causa de la' znuerte, incluyendo un g:r.an núm§_ 

ro de cambios en el tejido, estos PU(:Jden causar el debi-
. . ' . . 

litamiento del orgahísmo aunque no a.e mmera necesaria. -

Ia senescencia (fen6meno con el cual se confunde el envQ_ 

je cimiento), en cambio, comr>ronde a todos los procesos. -

deteriorativos o degenerativos que son la causa natural ... 

de +a muerte del organismo (22)o 



El corte y lavado del tejido de reseJ~a proporciona 

un método simple de incl ncir la a iferenciación ce luJ.ar b.f! 

jo condiciones controladas. J..a informaci6n que resulta de 

éste método apare1rternente artificial ·-:l sim})le ha venidoM• 

estudi6ndose desde fines del siglo pasado y grncias a ~l 

se conocen fenómenos como: la habilidad de la c1ife ronci§. 

ci6n, como ya se dijo, por un proceso de desrepresión del 

genoma • .Además se puede obtener información sobre el con

trol met;abólico, la localizaci6n de enzimas y organolos,

medir potenciales de membrana, gradiente iónicos, etc·. (2 3). 

El fen6meno de herida implica aspectos difusionales que

involucran sustancias regulatorias y componentes de nat~ 

raleza. hormonal. Se sabe que estas hormorrn.s tienen efec

tos sobre el fenómeno de desrepresión y sobre la síntesis 
; 

de proteínas .eli las r:ebanadas de tejido. (24 ). Ia investi-
- •', - . . . . 

gac~ó~Jen :e.~)f,1~óméno\ de herj.dl puede ayudar a entenderi.;. 

la llltera~=,7?m~entre q\l comple JO de endomembranas ·y las -

funciones ,·de: ·los orgaJf:! los y p~oporcionar un· cono'ciin:tento· 
. .;'. ''> ' . \ 1 ' ' :, •' •, '. 

general .. sobte' la morfo.ir,énesis 'celular. Por tánto.;este mo~ 

delo. s:i.;~e~',i,~ar~ el est~t1io de la fisiología/y bioquímica-

Yeget~~·'~oJ~e'.'y lavado, \co~O se. ra:~fSto, causan efectos-

e
s 

8
itgna irfei .. sº.·ª'P···· tu·· '

8
i···vs· .... ·t~.a~·· ... ···.~.· .. me.:,, .•• ~.ºd .. r~.a~.·s".te '.\c".·•·ªc· pm p,o rt arn ien to ce 1 u lar, sien do

. . i. > ~· . , ,, . ' ~ó quedsigrtifica .una ventaja-

desde e 1 punib ~.ci ·.vi~ta ·d~.' su estudio• Es1ttDs estudj.os se-
• . i ·••• "": ' ; •. ' ' '·<: . . \ 

realizan. e1l·<t~:j1aóá :ide .. res~.r.va por las ventajas ya· sefial§!; 
• ... · ··• . u:,:.·??· '.> ,,:: . . .. .. . . '~ 

das para. pbt'.~:i1(3:r.•:resuitadbs. 

ANT ECEDEN'l1ES,: 

Despu~s del corte del tejido de reseJ.'"llla; uria .. de las

respuestas más marcadas es el incremento e'GlJ. la cantidad -

de proteínas. Este incremento se de,be a cambios tanto en-

.. ~ l« 

''L, ,.· 
':._•, 

. -· -... .,., 
..- " 
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las fr::icciones ribosomnles'itóB·m·6;0::•01tol1~{km:i.;as (25 ). ras 
' '"' ' ... ·:. -· 

causa::1 del aumento en proteírtás se puede dehor, como Co 

cotlc señala (25) :: 

-11'.ct ivaci6n de genes, dependiente de la síntesis ele 
' 

RNA "'J' pro te ína.s. Esta actividad se manifiesta por la sín 
-.·". ' -

tesis de nuevas enzimas y la activaci6n de vías es·oecífi - -
cas. 

. . . . . . . 

-Aumento en la ·Concentr8:ci6n: de. RNA n~ensajero., for-

mación· de polisomas y de' i~'ctbres que·. se encuentran en el ,·.··:,.· ">·: .. ·.~ ... /<'- ~~.··.:.-·. ,-
citoplasma. .,-.. ;_:,:.:'. 

. . . . 

Es·tos hechos fueron demostrados por diversos exuertmen 
~ -

tos (27, 28, 29 ), en los cuales usa.ron cicloheximida,. clornJ., 

puromicina y actinomicina ·n, que inhibien el aumento de la: 

sínteis de proteínas. 'rambién se han hecho ex1)erimentos 

con. la incor!l)oraci6n de aminoácidos radiactivos, t.anto in. -

. vivo como 1E, vitro _ ( 30, 31, 8 ). 

Utilizando un sistema ·de traduccion in vitro de tuné.?::. 

culos P.e alcac~ofa ·5-~1 ha most~ado 9ue en cortés:,frescos - . 

la actividad es~ muy ba\'da y estf aumentaba· en diB cos enve;j~l · 

cidos,obteniéndose el ,liximo a} las 24 horas. En este tejido· 

la capacidad de. síntes :Us proteica se ha a:so:ciádo· a frac·c'.:i.ones 

~istintas (8 ). \ . 

Estudios .realizado~ por Kahl ( 8), en papa. demuestran: 
,, , tl • ' , 

que el aumento en la s1n\fies1s de proteJ.nas: se debe a un -

aumento'en la cantidad a\ RNi'f. mensajero y que los ri.boso

mas· del ;tejido fresco no;::·~on. :i.nnctivos .12.?.! .§.2. sino que e~. 
:_, :,\•:::'• ,;.:·.,;< ·-; ... :·.:· ' . ' \ .·.' .• ,' 

recen O.e· ~lgun o algunos factorea:'.de· est:imulacion. 
· ' '. iL' : . . . · .· . \ ·.· .. • , · ' . 

Po':f>O.;ti'.:6. lado,: Cocotl~J (25), ·reporta que existe un -
',-':·;.·'·'<': ·i;:' .·:.' ' . ·,, '' ' ' . ' 1. ' ' 

inhibidor' des·íntes'is de ·proteínas asociad@ ª' ribosomas en 
; - . - ' 

el te ji~o herido de Pf:iPª'. ·:c:cya actividad vn desarJa:re c:ten-· 

do en raz6n directai:al 'tiempo de envejec:Lniento del teji

do. En este trabajo se concluye que dicha actividad :i.nlü

bitoria no se debe exclmi ivarnente a una wd.: ividad 1'ro'too

lít ica sino como una inofj.cicncin de J.0[1 :1"ibosomns de te·-

~ ' ¡' ., 
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jido fresco por la presenci~.i ele dicho inhibj.dor. Tambj_én se 

reportó la :presencia de un lnhibidor asociado nl sobronadante 

ce luJ.ar. Por tanto para tra1m jos poster:i.ores al de Cocot le, ~· 

i:1e plm1tcó la nocc')oiclad ele realü:.ar bioensayos. p3.rn. saber ol·w 

efecto fisiológico de estos inhibiclores sobre un sistema j..B...)·:i~ 

~Q.· Pnra el presento trabajo 

en el sobrenadaute celular. 

. , 
f.:ie eDcogio el inhibidor a~ociado 

Tomando en cuenta estos antecE)dentes pueden ulantear - -
se las siguientes 1n·egu.ntas: 

¿ Cuáles son los factores que determinan el paso de

't'tn tejido parenquimátfco a uno meristemá·tico? ... · .. 

¿ Qué mecanismos se llevan .. a cabo para q~e :e\: tejido 
': ;<,, 

abandone el estado de latencia? 

¿,Qué papel puede jugar el inhibidor répoi·t~d.o en di

chos mecanismos? 

En este trabajo se pretende ern~ezar a estudiar este -

facto::r inhibit1.~ rio 
\ 

tos que nos si~van 

je cimiento. 

y· -·sus 
\1 enr 

propildades -~ar~ 

conocf miento del 

tener más eleme!! 

fen6meno de env~ 

HIPOTESIS, Y OBJET,OS: 

Considerándo la pr1\:sencia de un factor inhibitorfo·, de 

ínt 0 d. ,i' ·! t I \\ ' d 1 t • • a· .IJ s . J t s es is e. pro eJ.nas a~oc1a o a . e Jl o 1.\0 . .!L:,~ ·ubero§.:::;\~ L 

puede plantear la siguiJ\nte hip6tesis.: 

Si ,e,.xiste. un :inhibi~or de síntesis de proteínas este -· 

debe ser ca:paz de inhibi~ 1 la gerrninac:i.ó~ :por ser este pro e~ 
so depend. ie~t~ de la sínt~sis: de; proteínas·. 

t 

Objeti~os: 
- Montaje de un sistema· biol6gico (germinaci6n de: maiz) 

para ensayar la actividad del factor inhibitorio asociado al 

te jiclo de papa. Este bioensayo debía cúmpJ.ir con ciertos re

qui1:1i toA como !JOl:'l.: fácil de manejar para obtener resultados:

rápidos en forma sencilla y confiables. 
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- Conocer J.as prop:lot1ados de ·-<..1icho factor, como son si.1 

naturaleza. qtdmica ;,r algunas de sus prop.i.cdaden físicas • 

... Concln:ir r.;obre el postblc p'q)eJ. cfol i11hibldor en los -

fenómenos de 1atcncia ~r enve je c:J.miento. 

-31-
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?l~ATERIALES Y J/.ETODOS 

I. Materiales. 

Reactivos:~ 
'' ' 

· -De l~i casa :J. T1<· B'ake r: 
• ','. - _,..;: • ¡ >.: ·, ';, -

A'cet~::eo./de:ü)'dtasiol ácido acético, iso:propan61, fenal, 

etanol; sa:'~·~~8~~',J~ulfa·{o:4.e cobre, ·sulfato de sodio;. 
' . ,. - ~ . .-.. 

. ·: :.:.'~.')./ . /;.:>:_:?':~;·:~,~.:- · .. -· .. ·:·:.\':':.: .. .:,·,.,:.•: ~., .' 

·. ·.~i!r~~~f ~%J~)é;0~~~er• ... Mánn~1.~m: ·. 
. ' ' _· ·_-. -:~ ·: ' . ' . 

~.ne . la dáséY1'rie rck: 
A'cetato de magnesio, ácdic:r t~iclOroa:.cético, cianuro de 

·~ . . . . . . . . . 
,/ - . 

potasio, cloruro de potasio, cloruro de· calcio, 2-mercaptoi_ 

tanoa., molibdató de amonio, ortoar~eniato de sodio, l'J.>O( 2, 5-. 
difeniloxazol, ), POPOP ( 2,2-p-fenilen-bis ( 5-feniloxazol) ), 

reactivo Folin-C±ocalteu, tolueno, tris(hidroxiaminometanoh -

tartrato de sodio y potasio, tungstato de sodio. 

-De la casa New England Nuclear: 

Ieucina 3H ( 50-60 M. Ci/ mMo l). 

-De la casa Productos Químicos n'ionterrey:· 

Cloruro de magnesio. 
·.·. ,¡,.:·. 

-De la casa Sankyo Co. LTD: 
. . ' . 

Ribonucleasa T
1

• 

-De .la casa Sigma:· 

Jübúmina bovina, caseína,' gi~co~a, ]r~ucina, .metilcelo

solve, 

-De la casa Técnica Quimica:-

Bicarbonato de sodio, carbonato de sodio, hidr6xido de 

sodio, ortoars·eniato de· sodio, ácido sulfúrico, 

-De la casa Wha tman :: 

Piltros GF/ A de 2. 5 cm de diámetro. 
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;:·:'--·( 

Papa alf;á.<(Sbiá.num tubero·sum. L), de tamaflo mediano, 

obtenidas del m~rcado local, en estado fisio16gic6 latente 

es decir sin signos de brotamiento. 

Semillas de :Maiz ( ~ ~) de la variedad "Río Bravo 

Tamaulipas", con tm 90-100% de viabilidad. las semillas se -

guardaban en frascos con tm sobre de cloruro de calcio anhidro. 
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II. Métodos. 

l.· Preparaci6n de los extractos de papa. 

los tubérculos de papa se lavaron con agua corriente 

y después con una solución de hipoclorito de sodio al 10% 

(v/v), posteriormente se enjuag6 con agua destilada. 

En condiciones estériles se rebanó el tejido y se 

cortaron discos de 3 mm de espesor y 19 mm de diámetro u

sando un rebanador comercial y un cilindro de aluminio¡ -

se apartó una cantidad de rebanadas de peso; conocido, la-
' 

cual constituyó el tiempo "cero" (t ) 6 de referencia. . o 
·ros discos se pesaron en frascos estériles, (aproxim~ 

damente f.o g de tejido fresco), los discos ya pesados se 

lavaron 3 veces con agua destilada estéril con 50µ.g/ml -

de cloranfenicol; se colocaron en la cámara de incubaci6n 

que consistía en una caja de Petri de 9 cm de diámetro 

con un papel filtro humedecido con 5 y hasta 10 ml (en el 

caso de tiempos prolongados de incubaci6n) de soluci6n de 

cloruro.'de calcio 100 mM. Ia.s cajas de Petri de los dife

rente.s:t:ieblpos se colocaron en una incubadora a 26 .±. 0.1°C 

bajo!: 'j_J.Qriil1~6:ión constante • 
-··· 

:'Tant? el tejido fresco (t ) 6 incubado. se homogeniza 
.. ·. ·. •·· . . o.. ·... . ;, ··.. -

ron. en 'el. Po lit ron .. ( Pcu~2,, Kine;rµa~ica);, co,n 10 ml de amor-
••• •' •. ' ''•· - .-.•,, '.:, .• ·. -, . 'J 

tiguador de extracción ( tris~HCl, o}J.§ M, -pH=8. 5; acetato 

de magnesio, O. 03 M; cloruro de potasio, O. 06 M; 2-merca~ 

toetanol, o. 005 M). El homogenado se filtr6 sobre 3 capas 

de gasa y el filtrado se contrifug6 a: 15000 rpm, en una -

centrífuga Be ckman, rnode lo J2-21, usando un rotor JA.;.20, ~ 

por 15 minutos a 4 °c. El sobrenadante recolectado consti

tuy6 el Extracto crudo. Si el extracto no se usaba inme -

diatamente se eur1.rdaba a .:-20°C, empléandose solo extractos 

de menos de 15 días de almacenaIT.iento. Todas las determi

naciones se realizaron por duplicado y en tres extractos

diferente s. 
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2. Determinaciones en los extractos de papa. 

2.1, Deterrninaci6n de Proteínas. Método de !.IJvrry. (32). 

El método consiste en la formación de un complejo e~ 

lorido entre el cobre en solución básica y el reactivo de 

Folin. El cobre forma un cornple jo con las proteínas en so 

1uci6n básica, entonces este complejo reduce el rea·ctivo

d.e Fol:i.n pa.ra dar tm color azul intenso que puede ser me

dido es pe otro fotométricamente. 

Se usó de 10-100 ).\l de extracto crudó .r e l. cual se -

me zél6 con 50 partej de so 1 uci6n k y una parte de soluci6n 

B ( A • es una soluci6n de carbonato de sodio al 2~ en hi- .. 

dróxido de sodio 0.1 N; B és una mezcla en partes i~le~ 
' . 

de GuSo
4 

al 1% y tartrato de sodio y potasio al 1%), has-

ta un volumen final de 4 ml. Se esperaron 10 minutos y se 

agregó 0.4 ml de reactivo Polín diluído con agua (1:2. 5), 

se esperaron 30 minutos y se ley6 contra tm blanco prepa

rado en la misma forma, pero en lugar del extracto se usó 

agua; se leyó a 750 nm. De los valores obtenidos de abso!: 

bancia se interpolaron en una curva patr6n de albúmina bQ 

vina·. 

··Mé.t6d'p. en' el gu~ :~se ·obtiene ·la di fe :rencia de absor-
... ,' 

bancias. a 260. Y 280 ~m/' (33). 
.. ' •.· ... , ·.· ''. · .. ·' ' 

Este método . fue. usado cuando las cantid?-des de :P.ro -

teínanó eran detectables por el método de. wwry. . ,. . ,, ., 

Consistí.a simplemente en medir directamente .de los 

extractos la densidad 6ptica a 260 y 280 nm y sustituir -

los valores en la· siguiente iguald8.d: . . . ·• . 

mg/ml de Prote ina= l. 4 5 A280 ~ 0•74 A
260 
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2.2. 
-...... :···:·· ~,.-.... ~l::·:::~?;t;}W:~;?;;>:'.~:··...... ..,.·,:···:,;~ .. :-:.· --. : .. _ .. ;.:.,~:_,_·. ,._ ... ·.; ,?i·-~.f·::;~?~~-~\ :"'),~_;:~:\-\_·:·; -·2 + 

Determinacion\flámometrica de. J;ós iones Ca , K+ 
+ y Na • 

/ 

De los métodos analíticos de espectroscopía de emisión 

que utilizan la radiación cure.cterística del elemento, la -

flamometría es es pe cialrnente útil para los metales alcali -

nos: sodio, potasio, litio y calcio que tienen energías de

ex6itaci6n bajas. 

Cuándo l.lna solución de un elemento se nebuliza y exci

ta mediante una llama, se puede establecer una relaci6n en

tre la intensidad de_ la emisión y la concentración del ele-
l ' . 

mento en la solución. Esto es pÓsfble pues los· átomos a:1 -
. . 

ser eJ<citados a niveles ·superiores de· energía ti'enden a re-

gresar al: :frivel basal, emitiendo i.ma radiación característi 

ca proporcional a la concentraci6n del elemento. 

En el flam6metro se usan filtros· de absorción caracte

rística que transmiten una banda espectra·l, específica para 

cada elemento. 

Cuando una ·sustanci'a se alimenta uniformemente dentro-
. . .'-, . 

de una: flama: ocurre. la siguiente s_ecuencia de hechos en una 

rápida sucesión: 

El agua u otro solvente, se ev.apora, produciéndo· dimi

nutas partículas de s.al seca:. ,., . 

En la temperatura alta de la· flamA., la sal seca· se eva 

pera y parte o todas las moléculas gaseosas, se disocian --

' progresivamente para. dar átomos neutros que son potencial -

mente especies emisorás. 

Algunos de los átomos del metal libre unidos con los -

otros radicales' se· introducen dentro de la flama junto con

el elemento de prueba, 

los vapores de los átomos neutros del metn.l o de las -

moléculas conteniendo el átomo de un metal, son excitados -

por la energía térmica de la flama y ocurre la ionizaci6n,

la cual es registrada. 
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preparadi-Ori'.'~~t:de?ó.~'s'tándares de sales puras de 

NaCl,. KC.l y CaC1
2 

de una concel1traci6n de 1000 mg/ml y las -

diluciones correspondientes. 

Se prepar6 el extracto crudo en las condiciones descri

tas en el punto l de ~étodos y aparte se hizo una variaci6n: 

no se coloc6 soluci6n de cloruro de calcio en el sistema de

incubaci6n. 

Se trabaj6 con dos tipos de extracto.~crudo: ex6geno y 

e:r.clógeno. El extracto exógeno consituia el lava~() .con agua 

des ionizada y estéril de los discos de tejido f;e~·g¿ y ·heri

do respectivamente después del término de cada tiempo. de. in

cubación. El extracto end6geno consituía· el homogenizado del 

tejido en agua .des ionizada y estéril .. ad~IJ!4s del tratamiento

acostumbrado • 

. A todos .:los extractos obtenidos se les determin6 flama• 
, . · .. · •. .. > . ... + . 2+. 

me~rico los iones K , Na y Ca •.. Se ensayaron lo.s tiempos:-

0, 3, 6, 12, 24, 48 y 96 horas posteriores a la herida. 

2.3. Determinaci6n de Fenoles (34). 

El método µsado consiste en la formación de un complejo 

colorido ent.re el fenoly la-sal férica: ( Fec1
3

• 6 H
2

0 ), s~ 

gún las siguientes reacciones: 

El complejo resulto.nte es de color azul que es el indi

cio de. prue1>~. posi~iva de la presencia dé fenoles. 

:. ~·· ',: 

A 1 ml 'de e>;tracto crudo de papa se le agreg6 .1 ml de -

soluci6n de cloruro férrico O. l 1l, después se ley6 espectro

fotométricamente a 364.6 nm (longitud de onda donde se obtu

vo el máxirr.o de ubsorci6n del cor.iple jo formado). Se ley6 con 

tra un blar:co preJ;arado con ae;ur!. 
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los extractos fueron liofilizados con lo cual se produjo 

un polvo blanquecino de cada extracto. Se disolvieron 100 mg

de cada extracto en 1 rol de amortiguador de extracción y se -

procedi6 a hacer la prueba de fenoles de nuevo. 

2.4. Determin·ación de Actividad :proteolítica (35). 
-(-.:-."~:·;,;\': 

' ~ .. 

El. método i.iliado se basa en la medida de la degradac·i6n -

de una pro"·{eÍria', caseína, determinando los grupos amino libres, 

que apafec~~; ~n el ·~obrenadante de la precipitación de la mez 
. ·. ',' . . . . -

cla de ·incubaci6n con ácido tricloroacético (TOA) al 5%. los-

grupos amino se cuantificaron por el método de Rosen (36 ), _que 

se describe después. 

Obtención del extracto. 

Se homogenizó el tejido de papa en acetato de potasio --

50 mM, pH=5.4 con· 2-mercaptoetanol 10 mM, posteriormente se ';"' 

centrifug6 a 12000 rpm en una centrifuga. J2-21,de Beckman, ro 
' -

tor JA-20, durante 15 minutos a 4 °c. El sobrenadante fué la-

fuente de enzima. 

Ensayo enzimático de la proteasa·. 

Se preincub6 1 _ml de sustrato (.caseína al O. 5~ en a:cet!!_ 

to de potasio 50. mM, pH=5· 4 con 2-merca:ptoetáno 1 10 mM). Se -

a-greg6 o. 5 ml de extracto y se cont iny.9 :lar· i.ncubaci6n durante 

60 minutos a. 30 .ºC. Tura detener la r~~qci6n se agregó TCA a

una concentraci6n final de 5% (,p/v )~ Irl.me.diatamente se trans

fiere el s~st~ma. a un baño de hielo y se de ja ahí por lo men~s 
2 horas:;;·,}:d~;s'~~és, de . esto se centrifug6 a 3000 rpm en la cen -

' ,:,;:\¡:;;<' ' .. >. ·< .·.··· .. , 
trífu~.,;;-MS~"rilode.1,()~ r¿5 d#8Jlte 20 .minutos a 4 °c. El sobrena-

--· .. ·,,;j_.·.;1.:: , ..... 

dante s~·/1.ls6' :para"liacer.':la 'determinaci6n de aminoácidos por -

el método de 
.·. . ;_ .. 

·.·.· -·, .. ' 

Determinaci6n de aminoácidos p:~~ .el método de Rosen (36). 

A l ml del sobrenadante obtenido en el paso a.~terior se

le agregaron o. 5 rnl de 1 amortiguador acetatos-cianuro ( a ce t.§!_ 

to de potasio 3.5 Ji, pH=5.4; }~CN 5 mlt'; 1 ml de esta soluci6n

se llev6 a 50 ml con amort ir,undor de acetato de f.Jtasio), 
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O. 5 ml de solución de ninhidrina (solución al 3~~ en metilcelo 

salve), se agitó bien, se tapó con canicas y se puso en un b~ 

ño con agua hirviendo durante 15 minutos. Se dejó enfriar y -

se le agregó 5 ml de diluyente (solución 1:1 de isopropanol:

agua) y cuando estuvieron a ten:peratura ambiente se· leyeron a 

570 nm contra 1m blanco que se prep?-rÓ en la misma forma, pe

ro con 1 ml de agua en lugar. de la muestra. Como estándar se

usó leucina a concentraciones entre O y 800 runoles/ml. 

Preparac:l.~Sn de. extr~q~os si:h actividad proteo lítica. 
' (',· ;, ... 

'Para\:tener.;extrac:ftfo'S<de {pápa:.' libres .de·· proteasas dependien 
· · :. ' .. :. ::~;>.>I\~l!:~:\: ... -l-,;·_-·r.·-,·_\\:;::._·· ... ~{~/'.~.,'.:fü:\~·,;x;_,:~.,_:>:::>>:·,:::·,~~-~·.:,,\_, .· . ·_ .. ·_·· .. " ; _, ·., · · . -

tes de sulfn±d·r.i:lo ·•se; :Prc)cedio':.a,.:.ágregar .• ~ .. los. extractos l'MSF 

( fioruro d~·'.:t~~I:~:·:~etft·~~{fonilo) en U!l;a· cbnc~ntración 5 mM, 
... . . . _.,- .. . , ' 

posteriormente dichos extractos se p~saron por una columna de 

sephadex G-25 (columna con volumen de cama:. de: ml); esto se-
' ... ' 

hizo con el objeto de separar el 'PMSF. que hubiera quedado li-

bre. Para los ensayos posteriores .se tomaron las· fracciones ~ 
' . . \ . 

de eluci6n de la columna en donde no se detectaba PMSF libre. . ' 
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2.5. Determinaci6n de la actividad de lU'lasa (11). 

El método para determinar la activid.id de mTasa se ba

sa en medir la degradaci6n de RHA en el sistema detectando

el aumento de la absorbancia a 260 nm correspondiente al 

pico máxi~o de absorción d~ los nucle6tidos libres. 

· 1Preparaci6~ del tejido. 

Se cortaron los discos de papa de la manera antes descri 

ta y se colocaron en la cámara de imbibici6n con 10 ml de 
. o 

solucion de CaCl2·100 mM a 26 C • 

. -E~traccion.de la enzima • 

. Las muestras de: tejido se homogeneizaron en 10 ml de -

amortiguador·(Foafato'de potasio 0.02 M plk7) en el poli -

tren· (PCV;.;.2 K:i.nematic~) a velocidad máxima por 2 minutos.--
,· 

El }?.omogeneizado se centrifug6 a 12,000 rpm (centrífuga mod. 

J2-21 Beokman ·con rotor JA-20) por 15 minutos y el sobrena

dante se us6 como fuente de enzima. Todos los pasos se hi.~ 

cieron a 4 ºc. 
· ·Rnsayo de la actividad de la enzima. 

se·cqloóo un volumen necesario de cada extracto (t0 ,t6, 

t 18 , t24 , :~48) para obtener una concentraci6n final de prQ 

teína ·d~·o.'i mg/ml. Se agregó RNA de levadura en am'ortigua

dor de.~cetato de pota.sic 0.1 M a pH 5.4 a una concentra -

ci6n de 2 mg/ml y ae complet6 el volumen a 2 ml con el a -
t '', .··. ;, , 

rnorticuudor de acetato de potasio. Se itl9µb6 a'37°c por una 

hora. Después se tomó de cada extracto. una> a}fcuota de O. 5 
. . 

nl y se aerec;aron 5 rol ele etanol al 95 % ·, se guard6 a 4ºc 

durante toda la noche. 

Postoriorocnte se ~~ntrifus6 a 6000 rpm (centrífuga --
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Beckman :mod. J2-21, rotor JA-.20) por 20 minutos· y el sobre

nadante se ley6 a 260 nm en un espectrofot6metro Pye-Uni -

cam. 

2.6. ·Hidr6lisis b~sica de proteínas (37). 

La . h.idr61isis se llevó a cabo coh un tratamiento con

UaOH 13.SN a 12oºc y 15 libras/pulgada2 de presi6n en una-· 

autoclave por 20 minutos, po·s'i;é'r:i:ormente se dializó con a-

mortiguador de extracc,i6n po.r<:J.¿ h~ras para eliminár los a

mono ácidos libres y péptidos ·.i~~lleños ~::J_,a hidr6lisi's ·~~i~:i- · .. · 
de las proteínas· s~ verific6 ó~B.ncio no hub{·detec·di&K)'~~ <e§. 

- ' . . ' " ' ~ . - : . -", ... -. ' - . - . ' . -, ' . 

2. 7. Determinación de carbohidratos ···p~r _.ei mé:todo. de. · 

.Nelson 

. .:;._ ·, ·~. ,; . ' ; - ' 

Elmetocfo se .basa en la. de.tecci6n ·e_~:pec-trofót,:ódé_t:tica- .. 
. -, " . . ',_. ·, . 1, 

. ·. - ' ' ' .-~ ' ··: '' .,· .:.' <: .. ·.···.. :: .• _ - ·. ' .. · ,· -
del c9mplejo formado entre un azucar reductor y el .. arsenom.Q. 

- . ' . 

li bdato que tiene una absorci6n máxima .a 520 nm. 
•• ·- ,. J 

Be mezclaron 8 ml de ácido srilfdtico o.os N y 5 ml de 

extracto crudo y se colocaron en un baño de agua a 37º0 p:>r 

45 minutos. 

Despu'é·s del tiempo de incubáci6n, se tom6 una alícuota 
.<:>.·· 

de 1 ml~ se .la agreg6, en un tubo 1 ml de tungstato de so-

dio al 10 %, 5 ml de agua. Se centrifug6 a 3000 rpm en una

centrífuca MSE mod. 1-5. ~-~1 sobrenadante se le agreg6 l ml

dc reactivo c~prico _alcalino (24 partes de solucion A que -

contenía carbonita de sodio 0.24 hl, tartrato de sodio 0.12Ll, 



bicarbonato de sodio 0.3 M, sulf.ato e.le sodio 1.41 M y una

parte de J3 que contiene sulfato de cobre O. 6 1~, ácido Emlfg 

rico O. 003 l.í). 

De iguu.l manera se preparan los tubos para la curva pf!: 

tr6n de glucosa. El blanco se prepuro con lml de agua y lml 

del reactiva. 

Los tubos tapados se colocaron en un baño de agua hir

viente por 20 minutos. Posteriormente se enfriaron en hielo. 

A cada tubo se le a~re~6 1 ml de soluci6n de arsenorno-º o 

libdato (!.íolibdato de amonio, 0.47 M, ácido sulfúrico 0.26M,. 

ortoa~seniato de sodio~ 0.28 fil) 

Final:nente se leyeron contra el.blanco a 520 nm en un

espectrofot6metro Pye-Unicam mod. SP-550 y se calcul6 la -

concentraci6n de ¡os problemas interpolando en la curva pa

tr6n de glucosa. 

2 .a. Purificaci6n del .factor in.!Übi torio del extracto 

· de papa por· ·~re6i:pitac{6n fraccionada con sulfa-

to de ·amonio ·(39). •. · 
·,' ' . . ' 

Las sales como d(NH4)2so.4, NaCl, na2so 4, K3Po 
4

, etc., -

afectan la solubilidad de las proteínas pues influyen· en 

la hidrataci6n de la molécula. Cuando se agrega cualq'uiera. 

de estas sales a· la soluci6n de proteínas, menos cantidad 

de agua está disponible pará interaccionar con las prote

ínas presentes y lleea un morr.ento en el cual no hay sufi

ciente agua para mantener en soluci6n un grupo de proteí

nus, las cuales precipitan. Otros grupos de proteínas po

drán precipitar sucesivar:1ente a rr.ediaa que la conce.ntra -

ción de la sal se aumente. 



.· Al extracto de papa se le adicion6 en forma. sucesiva 

porcioneG de sulfato de amonio seG~n la oiauientc tabla. 

Despue"s de cada adici6n se separó el precipitado y el so -

brenadante por centrifu5aci6n y la pastilla se resu~pendi6 

en la mínima cantidad de amortiguador de extracci6n, esta

soluci6n se dializ6 contra el mismo amortiguador por 24 hQ 

ras, hasta que la concentración de sales fuera igual a -

la del amortiguador (est~ concentraci6n fue ~edida por con 

ductividad eléctrica). 

Cantidad necesaria de 
nos % de saturaci6n a 

% 
de saturaci6n 

' 0-30 

30-60 

(NH11) 2so4 para algu-
250c. (1er ref. 39}. 

(N~4) 2SO 4 g/lOOml 
}' \, 

.· 17~'6 

. '19.8 

.... , 
.'¡' 

:;.: t·~co~p{)ra,cf6n. de·' Íeucina raa'.i~c't:i.~~;'ren ,·embriones. 
. . .~ ... '.' ,:'· '<¡. ·. . ) :''· _. ,. ·<<~.: .. :.~:.::· ,..:<: ::·"::.'·:,::·:_" .'· '.:: .. :~· ':..-"· 

. de in~íz"·;'(~ rnays) varieda;.d.. 11 ~í<>>i~avo 1;,4 .~Ta~ps. 

-43~ 

Se· col6c6. ún embri6n de semilla de (maÍ,z en cada pozo -

de un rilicrotitula.dor Y.se le agreg6 100. f de ~mortiguador

de iobibición ( .KCl, 59 mli1; MgCl2, 10 m!J; Tris-HCl, 50 mll'l ; 

sacarosa, O .2 %;, pH 7. 6). 3e incubó el sistema por l2, horas 
·o a 25 C. 

Despu~s de las i2 horas se qui t6 el amortiguador y se

ueret;6 50,'{1 de-1 mismo amortiguador-, co~ O •. 5>t Ci de 3H-Leu y 
J ''' .· ....... o 

se dejo incubar 12 "h a .25 c. . ... 

1il término de la iri.'Cubaci6I1'.:se s~caron los embriones,-,. 

se homogeneizaron con atjlorti¡;uadOr d.~ imbibici6n en el poli 
. . . : . . . 

tr6n (PCV-2, Kinerna.tic) y se centrifugaron a 10,000 rpm (en 



centrífuga Beclanan mod. J2-21, rotor JA.;..20) por 10 mi

nútos a 4°C. Del sobrenadante se tom6 unn alícuota de 

0.1 ml y se le agregó 0.1 ml de ác. tricloroacético al 

10 % que contenía leucina fría 1 mM. Se dejó en hielo

por 30 minutos. 

Se filtro a través de una membrana GP /A (\\'hatman). 

las membranas se lavaron con ác. tricloroac~tico al 5%, 
con leucina fría y con etanol al 95%. Se dejaron secar. 

Cada membrana se colocó en 5 ml de líquido de cen 

telleo ( 0.269 g de POPOP, 4.31 g de PPO en 900 ml de 

tolueno) y se determin6 el número de cuentas en un con 

tador de centelleo Packard Tri-Carb mod. 3255. 

4.-Efecto de los extractos de papa la germinación 

de semillas y embriones de maíz (~maye) va

riedad "Río &avo". 

Las semillas de maíz se lavaron con una solución

de hipoclorito de sodio al 10% (v/v) y posteriormente

con agua destilada. Se usaron también para algunas de

terminaciones embriones de la semilla. 

La cámara de incubación (para semillas enteras o 

embriones consistió en una caja Pexr.i de 9 cm de diám!:_ 

tro donde se colocaron .10. semillas o embriones, eobre

un papel filtro humedecido. Se agreBÓ el extracto de -

papa crudo o tratado, en amortigue.ílor de extracci6n, a 

diferc·nte~ dilucioriés eegún el e:r.p•·rimento. Se incub6-

a 26±o:..l ºe bajo luz constante por 274 horae. 

~e us6 como control el miamo sistema pero sin ex~ 

tracto y ~610 amortiguador de extracción. 

NOTA. 1.-Se define viabilidad como la capacidad de geE 
minación en condiciones normales. 

2.-El criterio para considerar que una semilla -
ha eerminaao es cuando se presenta la protrusi6n de la 
radiculr.. 

urn experimentos de gemina ción se llevaron a. cr.!.bo por 
duplicado y con 3 extractos de papa diferentes cada vez. 



J.. Cor.troJ.cs de ht:.-:dda. Cumb:i.OD en el contenü1o de 

·protoínas y de iones (Na\K+ y ca.
2

+) en tejido herido de 

Parn srtber si la respuesta a 111. hed.c1n era J.a nae

ctmda, see(m el comportamiento esperado debe 'presentarse 

Ull incremento en el contenido. de proteínas; se 'aetermi

nó ln cant id::>.d de estas a diferentes horas de incubación 

del ·tejido rebanado. Para tal fin se utiliz6 el mé:todo -

de IDwry ( 32), usando como patrón albúmina bovina. En la:

fig. l se muestra la curva patrón en la cual se inter:po

laron ·los valores de absorbancia de las preparaciones -

problema, para obtener la concentración de proteína de -

estos. los resultados se m.uestrari 'en la tabla 1 y en la:

figura 2. Analizando estos resultados se puede decir que 

e 1 contenido a.e proteínas se incrementa en las :Primeras- . 

horas obteniéndose un máximo a- :ia.s· 6 horas (199.47~~ mm

res pecto al valor inicial); de 12 a:. 18 horas se mantiene 

un nivel alto, A partir de las .24 horas la proteína de -

cae rápidamente hasta llegar a valo'res por debajo del --· 

tiempo cero ( 58.5% menor a las 96 horas de incubaci6n). 

Este atunento en proteínas puede explicarse como par 
. . 

te de la respuesta a la herida, lo que significa el des-

pertar metabólico del tejido; el paso de tm sistema qui

escente a uno metab6licamente activo. Po~ otro· lado, e:l

decremento en el contenido de proteínas en horas poste-

riores, se puede explicar como rosultant.e de la á.ctivi-~· 
dad proteolí.tica. que se incrementa después de las 24 ho

ras de incubaci6n del tejido herido. Como se ve dicha,-.. 

disminuci6n llega a niveles por debajo del basal. 

Con los cambios en el contenido de proteínas :puede

estable cerse e 1 período de tiempo en el cunl se manifie§._ 

ta· la respuesta de herida y en que momento se observa. el 
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Se us6 el método de Iowcy interpolando los valores de absor-

bancia en la fig.1. 
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fen6mcn; do sene8ccncin. 

la rer3!'Uesta c10l tejido <l la heridn, se deter~nin6 el in--
1 

qne h:1 :-i10strndo est·u· rcl'.?lcio11:;1do. con el 

f .. )10,J"í' '·1Q r' ' 1 
11 .,1' d'i ( 21) '-.1 l' nJ'<.:> l'C"' "'b i "' l' o'n1' CO '""' !Ul' dl' 6 ·<:: .• .: .... 1 .1-, 1.e t • :.. , r.... . l1v '"'·' _,., ! .;., . -

cuantific:rndo la concentr2ció11 de los iones K+, Na+ y Ca
2

+ 

dentro y fuere>. del tejido. Como se explic6 en la parte de 

t . ] 'J d' l t' . , 1 d t' ma .e rl't .. ~3 y r.:e rn os; 2. ' e cn1cn que se uso para a e er 

min2ci6n de los iones fu6.la flamometría. 

Observando los resultados puede decirse que d.urante;;:. 

las primeras horas de incubaci6n de 1 tejido, el ~~anspot
te po·éasio y de sodio coincide con el .. descrito :~or Van -

Steveninck (21) aunque. en las horas :posteriores el compo! 

tamiento difiere pues no se re cuneran los valores. iniciales ..... _. __ ._: ____ .--·--~:--····- ·-: --~ ... -......... ___ .... 
.J.. 

sobre todo en el caso de }fa:· (fig. 3 ), pero se logra alcunzar 

un equilibrio entre el contenido de iones soa io externos· e 
internos. 

2t. 

.,..1 .· 
¡1. 

9G 

~::: .. r:__:.~ __ c:J.:_., .. _ . 
¡;'~e: te~·ttJ.; fr·t.·:;cc.. 

.l. (1 IJ 

2. 4C· 

Lf:9 

J 
,., 

• ~ 1 

, ., " .. ~ ... 

0.79 

. ' .!.. .• }''::. ~;! ::/f;~·{!·') 1:· 1 ... '; ~ ... ~rj r .. r:·. la '.~t.tcr~ . .!nr.(! .6n !'nó 

· 1 lo·.·,~·:,- (j;:j, :. : .. ~::,_.:.':.:<;~·:· 1r.•:l. v::~1or1:!i di~ rro·.uína -

',• . t;l. }·, !'"!,:,. ;~' 



. . . 
·'.r 

.. 
-· f'" .. 

: "\.• '• ....... 

') ... 
1 e.... r "'' 5) e.e a . .i.1g. , hay una rápida s.::1lida del 

. , 1 . , d , ..... ion en ~s pr1~erns Qorqs 9ero espues se m2n~1ene cons--

tante. 

ae la :presiÓ1;, ISJ.::Ót:tca. El calcio lo qiJc 

Es notnble observar que la primera fa.se de la salida 

de iones al medio externo y la concomitante disminución -

de los r.lismos en e 1 interior de 1 tejido, coinciden con fil 

incremento tot~l de proteínas de las primeras horas,(fig. 

2 y 6 ). :Por otro lado, a horas prolongadas de inci.l'b'lci6n; 

el co1~;Jortarniento iónico (Na+ y K+) puede expliCD.!'Se corno 

el 9rb1cipio del fen6meno de senescencia. Estos datos coin 

ciden con el com~ort2rniento reportado para betab~l (21) -

sc0 lo ,~ne l?..s :fo.ses se nresentan en menor tiempo. 

De 2.Cuerdo con estos resultados de síntesis de :r>rotéí-

nns y de int.eren.rr.hio iónico, el tejido de papa re~1-ponde 

a ln herid~ en estas condiciones y esa respuesta se.ve-· 

r:..f.'i 1~1. dentro de las 24 horns poste!'iore~: 2.l cor"!:ü~ --= 

. .• ~ .... t 

~ue 8an cuando se presentan los cambios reales, mientras que 

en t iern;o;:; :posteriores las membranas se alter.:tri pernli--

tier~do t:.lcanzar un equilibrio· entl'.e los iones. 
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en con 

1.:.}. ~~.ou;;~:: nor~::.1les ( hurnednd, temperatura y luz) la semilla 

Pr:i.1~cro se determinó el volumen de agua de imbibición 

en el cnr:i..l se obtuviera el máximo de germinación. Se incu

baron cinco lotes de 10 semillas cada nno donde se vari6 

la cuntid:.=t.d de agua. Loa resultados que se ob·tuvieron se 

gni.ficaron reln.cionando el porcentaje de semillas germina

dt!.S contra el volumen de ae;ua de imbibición. (fig.7). Se eE, 

contró que con 10 ml de aeUc'l. se registró u11 95% de germina 

ción. Con <~Sta cantidad de.a,'::'.ta se incubaron 5 lotes, de -

'ºº 

eo 
r. 

'º ':} 
G 60 ,... ... -
E 
L 
~) 

40 'Y' 

l1J 
\) 

'·º o' 20 

I?iCT. 7. ~1a de Germinaci6n de semillas de maíz ( Z'gg_ rn.a.y_s)cn 
función de 1 volumen de C-tGUa de irnbi bici6n. lotes de 10-· 
semillas imtibidas sobre papel filtro en cajas Pctri de 
9 cm de düfo·.otro a 26 + 1 ºC a luz cohstnnto. Durante -
24 horrw. 



··· . : . ·'·'> : ,·: 'SY1~ ~~,'ftJJi¡'..~?i ;~'.,~;¡~:~~;·~:&:~:.~t-~_;;·:,::~7~'..V~:~,:~y·· ,,._. 5 l -
.. ;~ ::<;.::~;~:;;.~'.;\;i}\::;'.:~''"~f'. ,..,,, "' : ' ··_, .. ·.. · ... 

10 semillas,c~iifüruno;y,e5btenieridose en ~remedio un 95% de 
:;~··::·~ ~·.:_.;f::i:<·;~,.·; .. ;:~;;:::' . •·, ' 

ge:rminacion~·Eñ't()·aas::Lcis casos la temperatura de incuba:. -

ción fuá . ~e '~~··:. ¿~ l~C0; . 
' ...... : 

·• • • IL •• ·.• '., • ~ > ~ I • ' ~ - ...- ~· 

. . . 

3.. Efecto· de la sacarosa sobre la eerminación de las 

semillas de ma':;~. (Control de ger~inación.) 

Fué necesario compraba~ que los efectos del extracto

de papa sobre la germinación eran precisamente debidos a -

tal extracto y no a factores relacionados al tratamiento -

del tejido como pH~ fuerza iónica, presión osrnó·tica,et·c. 

la presión osmótica del amortiguador de extracción 

está dada por la sacarosa en un concentración 0.2 la, . esta:

podría ejercer un efecto inhibito~ih .en ia germinación •. ' · 

Al hacer lam pruebas. con·eJ..'"~Jrtiguado~ que ,contenía 

sacarosa, se observ6 que, esta\·~iJhiBía la germinación' en un~: . ·, .: .. ' .. '' :~·.:::..) ·'·', ·"-'.·- ' '' . . . 

90% desde concentraciones d'e 0~/025 ·fü; los otros componentes 

del amortiguador. (KCl, MgA:c2: y ~~me~captoetanol') .ho ·t~vieron· 
:.:~".',''·'¡ .... ,.~... ~ ..... · ... ~ " .. ~·.:.'; ..... : .: ,.'.:• ~ ~-- .. 

~·' 
.... ..... . .. ~ ........ . .. . 

efecto¡. Por t'anto se trubaj6 con Un amo.rtiguador libre de 
' ·. .. '. ',, . ' 

sacarosa, el cual se usó en todos';los experimentos .corno·-
... _,· :: ~ 

control. En dicho control las semillas son capaces de ger -
minar entre un 8 0-90%. 

4 •. Efecto de los extractos de tejido herido de pajp8i .. 
sobre la germinación de semillas de maíz-. 

En los resu.lt?tdos· que se muestran en la tabla; 2 se ~ 

observa claramente que entre mayor sea el tiem.:po de incu

bación del tejido de papa después de· haber si'clo':rebanado, 
'. . ' 

menor es la actividad inhibitoria de los extractos de ta!"' 

les tejidos, medida como % de germinación. Con eJ. extrac

del tejido fresco ( t 6 de referencia) se presenta l~ m~ o 
xirna actividad inhibitoria obteniéndose el menor ~~ de ge!_ 

minación. 

Para los sieuientes experimentos so escoci6 01 tiem

po tóde bido a que CS Ol !ll!UC presenta l:layor act iv :idarl inhi bi 



ri ,Jo l~e :'·J l :in•.:.:.: t.u\...: r o:: nn: L de di1'crcntco hor[iiJ de focu -

b¡t c::i0n :::obre 1'l 1.;e!'min ~1 ció :1 de: ::icr.iillao do ~ ~· . 

1.- Extr:icto \ ( tc·jido fre!Jco ), 

C1Jnccntraci6r; <le protcinu 
tlll 1:1,Yr.il. (1). 

.1.880 

0.l)i\0 

o. 376 

º· J88 
o. orna 
o. 00188 

2. - Extracto t-"-6----'
~1nt.roc.i.Sn ,do proto im1 

en r.:¡;/rr.l. (1), 

3.7?º 
1.880 

0,752 

o. 376 

o.037G 

º· 00376 

3.- Extructo t
18 

Conc11ntr(1CiÓn do protoínn 
. en rr: ::/inl. (l), 

1. ego 
0.945 

o. 378 

O. lf:9 

º· 0139 
o.001e9 

4.- Extracto t 24 • 

~¿r~-~~;;t-rnc!~n de protc!nn 
en mc/rnl. (1), 

. l. ~70 

0.6f;5 

1 0.271\ 

0.137 ' 

o. 01~·1 
o. 00117 

~' de Gornj.naoión (2 .) 
1 

··10 1 

: 10 

15. 
·:io , 

-....;...~---~----- . ! : 
\ · · : . ~ do , Ooruinaci6n ( 2 f.'. . 

, j 

. >6. 
.6 

·15 

2.0 . 

25 :1 

30 : 

'f. de Gcrr;11nnción (2) ; 
\ . 

10 

10 

10 

20 
. 25 ¡· 

30 ; 
! . 

.%de arirm
1

inaci6n (2). '¡ 

10 
10 

·20 

JO 

30 

35 

5. - Extracto t 48• 

Concc11trnci6n de :protoína 
on m!!}ml. (1). 

1.260 

0.630 

0.252 

0.126 

0,0126 

o.~012_6 

6.- Extrncto t
72

• 

c~ncontrooión ·do Jirotolna 
on mg/ml. (l). 

1.25 

0.6:?5 

0.250 

0.125 

o. 0125 

0.00125 

7. - Extr:icto t 26 • 

Co11ccnt1·aci6n <le proteína 
en me/ml. (1). 

o. 790 

o. 395 

0.158 

o.919 
0.0079 

0.000'/9 

% do Gcrminnci6n(~: 

20 

20 

20 

25 

25' 

30 

20 

20 . 
::zo 
30 

35 ' 

35 .-

40 

·-(Ú~·· In .conceritración do proteín¡i fÚé . dc~c .rminE\'1!1l .. Pºr 

el f,~dtodo da I.owry ·.{32 )~· ,.< · 

(2), El % d~ r.;crtoinnci6n en todbs; l~-~ -~.b~~b¡¡'/<~ro•~iimc- . 
de .loto o do 10 uomillao; . en cudn cl.Ú30 ac '{ú;:a1~on 5 lo:¡cs df 

fcrontos y se obtwo el promodio do ge.nninnción. ' 

:::n todoD lou axpcrimontoD e::o u:.:6 corno coutrol un oin

toma. que contorifa 10 eur.l'i.llns y 10 ml do nmor~
0

ugndor do O,! 

tracci~n, donde 00 ~;'.~ ttn 90~: de eorlllinaci6n. . 

Cll\~ ol 111norUr;ua;l,o 1:';1l
1

e cxtracci6n IN hicinron la::; di

iucionoo rlo p1'otuína en t · o ~ ou loo co.:wn. 
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Diferentes tnvestigadores (1,2,5) han encontrado que

los J)olifenoles causnn inhibición de ln. gerrninnción. Ade-

n111s, dichos com}:mestos se sintetizan en el tejido herido -
1 

de papa. En este trabnjo se planteó lo. necesidncl de cunnti 

ficar los polifeno les en los extr;¡ etas de te j üi'o de pa1>a,

con el objeto de ver si existe 1.ma relación con la activi

dad inhibitoria de la germinación. 

Ia técnica que· se usó fué la prueba con Fec1
3 

que 

consiste· en la formación de un complejo colorido feno1- . 

FeC13 que se midió espectro fotométricamente ( 34) (fig. 8)~ do~ 

de· se muestra el espectro del complejo-> la prueba. se hizo di 
rectamente en extracto crudo de papa t 0 • I.os resultados de -

la. p1·ueb~ .fueron negat.ivos por lo que se pue~e decir que la-
concer.tración-.ae-los po.lifeno·les está· nor de·'baj'o· d"e lo· ·detec - -
table. Para concentrar· los extractos se liofilizaron y mues-

tras de 100 mg. se disolvieron en un ml de. amortiguador de ex 

tracción. Tampoco .·presentaron concentraciones detectables de 

pó lifeftoles;·:.'.Estos resultados .. : son~ congruentes ... con:· lo re por.·~~ ,. 

t ado en la; literatura, en el sentido de que los :polifenoles

se empiezan a detectar a tiempos proloneados de incubaci6n -

del tejido herido, por consiguiente a tiempos :posteriores a 

las 18 horas las prUebás hubieran resultado positivas (7, 13)o 

. Tomando. en cuenta· la técnica usada y considerando el cae 

ficiente de a:bso:r.tividad molar de1.'cqrnplejo ~stándar Fenol-F;, 
-1 -1 . . . .· .. <' > ..•. · ··,· . ~4 

( 6. 2 3 M Cm ) los po lif eno les e·s~~n: por aba·.j·o de 10 M, -

por ~tro lado el. rango· de conc~ni~~hión de polifenoles capa 

ces de .inhibir ia ;g~rrninaci6hi.~d_; semillas· de lechuga ( 6) e~ 
tá entre 10_2. Y. ];.b2J'·M. Por· lo tanto podemos de·ci'r q.ue si -

existen en el exira:ctó .I>ol:i.fenoles estos no contribuyen a -
. . . ' '' . , .· 

la acción inh~9:ttoriru de la germina.ci6n de semillas. de maíz, 

de 1 extracto de tejido fresco. de pa:paº 

.... 



\oUl 
rbnncia - . 

0.5 

300 

364.6om 
1 
t: 

500 

Fig 8 Espectro de . Absorción del Complejo 

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE FENOLES DEL 

EXT::tACTO DE TEJIDO FRESCO DE Solanum 

tuberosum L. 

-55-· 

557.4 nm 
J 

nm 

Fenol-FeCl3 (o·' t.i\) 

Extracto:: A'bsorbanciá a 364. 6nm Absorbancia a· 557. 4nm 

Extracto curdo de :papa 
to (tejido fresco).· 

Extracto to liofili 
za do. lOOmg d is.ue 1-
to s en 1 ml de amor 

. -
tiguador~de extrae-. , 
c1on. 

o.o o' O. O·O 

'. ~· .) 

. o. 002. o. 00 

La determinación fué :<'hecha;. con el ·método de ·formación de com- · 
ple jo Fenol-FeC1

3
• ('V'~l' materi~les y métodos). 



1.1.curcn de la dol f:-tef;or~· 

contra el [l!J~artigv-.H10!' de cxtracc:tón · 

l) , 1• · ' I 1 1 ~ -1 ' ' 1 . . 1.- • 1 ' ' •· . _ ,_ .. r v.c.;;s no ras. ..H )0 GP. e.e ul[!. :!.sis que se u·,, 1 1:.::0T.l.)·.;1e-

ne mol6crilns de m~s de 12000 daltones de peso molecular,

por ta.nto todo lo que q;.1ede en el dializado será r1n.yor a-

ese peso rnolecul:1r. 

Se ensay6 la acción del ·extracto dializado sobro las 

senillas en eerminación,. En la t.nbla 3 se puede notar que 

el efecto sobre la eerrdnación de r.míz es :prácticnr"ente 

el mismo que el del extracto crudo. 

Con estos datos se puede deducir que el factor inhi

bitorio del extracto tiene un peso molecular de 12000 dall -
tones o mayor por lo que no es dializable. 

Poi .. otro la.do esto podría fl;) :rvir como prueba indire e

ta de que los polifenoles no son los c~usantes de la inhi 
' -

bición de ia germinaci6n ya qi.te los polifenoles q,un rrndicran 

estar presei1tes salen de la bolsa de diálfsis. 

T:!bla 3, 2focto del c:<trQcto '!o to jido frc:;.co do -

1~cn::-cr.tr:.cié11 <~.2 p:·otcint! 
•m !.j:·:l. (1). 

~ uo ,Gc:~ml.nació;1 (2 ), 

o.gr.o 
c. 360 

o.wo 
U,'JlC 

o. ccie 

. 
't 

lO 

10 

10 

!J, rlifilida :it' hizo contra m:iortieu:.ulor du ux~ rJcc:i6n por 

2 ilora:i ~ 4ºC, 

(1). fon cctt:r::dn:.icio!h):l <le protofou :Ji: llicicl'On do~puü.::i 

de: h liftli::iis y en ln 1'orr.::i ncooti1.::ibracln. (ver trillas l y 2), 

(2 ). 1:1 ;'. do 1;()J':"in;:cióu 1w 1fot1md11ó ieu:1l c¡t·o .en la tu

bl1i ?.. 

!~l contrr,1 ;1::r11lo c:i i¡:urd quo e:l clrJ 1n tabla 2. 

fr.:; tl i.lu<.:i0n(':J dtl proteína 11c h'lcio;,<i·on cor; r11:.t•rtieur.,d0r de 

.. 
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n tc\0~:1 de J 
_ ., -~··- ................. IJ.1.¡¡ac:o·:ontc · 

. ' - -:. ...... 
(·~,··.··.·'.· Pl·.·~.·''I'. 1.J0.f"l t','() ·1 • ·1··'.:: "'"'tl'' (•'t' . ] J '- '' .. ,. 
. -- "· - • t v- "·'· :~. ,) e1·•·:c o e o ··.e· ;:JO.o --

-,/ .¡.-· 

. - --· .. 
de r~1.}1n sobre Ja {~er-r.·inPción de lnn scr·:illn.s. de-

' r: ~~. J. ::~ • 
.. Al ccJcnt~r el extr~cto crudo de , 

se c:.'.:er1a ob-
V l l . l 'b'' . flor ar s1 e. rn.n ,1c.or e~'P. re-srntcr .. te o ro ~l calor. El-

extr.:cto se calentó a 80°C .ror 5 minutos en el o.rnortigu~ 

dor de extracci6n a PE=8.5. Con este tratamiento se obtu 

v:i.~ro:r.. tm n .. recirit,r;do " l.Jn sobrenadcf-l.n+e f _ . .i .., que 1 :e ron se P§;. · 

r2.c1os :por centrifuc;~, ción. El pre cipit<~.do se re8uspendió

en· la. r.Jism::i. cc:mtidnd de ar:'.01·tigu:~do:r en el que original.:.. 

mente se encontraba. 

Se C1Jantificó la cantidad de proteínas tanto en el.
precipitado corno en el sobrenadante por el método de I.ow 

ry(32). No se encontró proteína en el sobrenadante aún -. , 
con el metodo de diferencia de absorbancias ~ 260 y 280-

nm ('33), mientras qúe en el precipitr~.do si. se detect6 la: 

presencia de proteínas por el método de I.owry.' -• 
... -'• 

El sobrenadantc se diluy6 seg{m. se mues:t!'a en la ta-

bb. 4 y en todos los casos no tuvo efecto en la germina -

ción de lr-i.s se!::i.illas de maíz pues est~ se -presentó en un

P·O~ .• En '~~1rr:bio se p1"006 la activfdad del :prec·i¡Jitado a df. 

f¿rentes diluciones (de 1:2 a 1:1000) en 1As semillas de-
;- •. . ... 

m::::.íz enco::.-tr"ándose que segúía. inhibíendo la ge:r1·1iii18.':!iÓn -

en tm 85% • 

. Estos. resultados sugieren :qué' e1 factor inhibitorio

es de aparente carácter proteico ~l.lhqÚ~.: insensible al,. ca~ 
.· . ;, ·. "'·"' ·. ,.. ' ·, ' 

. . , ".; .:>·:. ' . , . . . . . 

lor ya que .sigue siendo activo _e.un des:pue .. s de desnattiral.!, 

zar las :proteínas; re cardando que se está ·trabajando con

un extracto crudo pudiera ser que a1guna otra· sustancia· -. 
presente fuera lo. responsable de la inhibición, por ejem-. 

plo proteasas dependientes de serinn, que son resistentes 

al calor (19). Esto no puede asegurarse y queda en mera -

especulación de lo que en realidad sucede. 

.::·~ ! 
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\ 3). 

e:. 17; 

o. 0175 

C~ C0:!.75 

!-'!'.): ,, !:::: 

5 
JO 

10 

10 

10 

15 

Estos datos son, en cierta forma contradict.0:ri'os n -

J.or3 obtenidos por Cocotle(25), pero hay que recordar que 

la forma de medición de la actividad inhibitoria. es dife 

re:lte, pH diferentes y sis temas de diferente origen. 

..... 1 
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Se det~r::1:.:~ó l~i actividad proteolítica· del extracto de

papa, incubándolo con case:í.na co1:-io sustrato, variando la con 

centración de proteína del extrn.'cto, seGÚ11 el método de Fe -

ller ( 35) y al final de la incubación se determinaron los 

grupos amino libre. producto de la proteólisis, esto se hizo

con el.método de ia ninhidrina de. Rosen (36) y usando. como -

patrón .leucina (fig. 9 ). s·e us6 la concentración de caseína. de 

saturación (fig. 10) ·para los experimentos:. 

Como s~ observa en los resultados .que se encuentran en ·

la ta.bln 5, el extrac~o presenta una actividad proteolítica -

dependiente de la concentración de la enzima,.' esta actividad 

es baja comparándola con la qne presentan los extractos de. 

tejido con más tiempo de incubación obteniéndose vn máximo a 

las 48 horas posteriores al daño (20). 

Experimentos anteriores llevados a cabo en el laboratorio 

(25) sugieren que la actividad inhibitoria del extracto no -

está dadLJ., en forma apreciable, por actividad proteolítica. 

En el presente traba: jo se pens6 incubar las· semillas ele maíz 

en presencia de .u.n extracto que ·no tuviera actividad nroteolí ... . ' ... 
tica, esto se lograría agregando Irv:SF ( flo1~uro de fenil me -

til sulfonilo ), el cual es un inhibidor de prote.asnsdependi

entes de sulfhidrilo. En condiciones de inhibición de :protea-
- '. 

sas con 5 mM de Hv!SF (se us6 esta concentración de H.mF pues 

era la mínima detecta.da es:pectrofotométricamente a 271 mn),

se hizo reaccionar con un extracto curdo de papa que contenía 

O. 65 mg de proteína/ml y posteriormente se aplicó a una colufil 

na de sephadex G-25 para eliminar todo el }].'.3F LIBRE y moléc~ 
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F.i¿;~ J. G. Cu:t.'V;,1• e~.~ eJ:.i;tur:1c :;.r)l'i <1C" P.e ti TiJ\ ;:11'1 p:r·o ·t t::Gl í. Lioa d~ 

f! j'. t:!:·~:.C: to tl I'.\ te ji to fl'tl :~C O de 1:J811a, :;::1t1C1!·:1 tr~·.c iiS::1 :·11~ J. e?.;. 
·~r·.:;:~;o ~j.26 ;".ir;/:;;.l. Pc:.J.'::1. 1.l•'!·h.·.J.1"'~" V!~l' :.:L·\;·"::7:i::.l~::J y 7~<rto
r.1o ::~ • 
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ULH~r5tr:·'.n l:i.:J cnrv:rn de (<Liicü)n e!11:t:; f:L:;11r;1fi :u,1:·,1~), ···· 

De c ..... i;;~ u:·u~er~ :~:e~ eLi::ii1:::b~'. el t':..;1·1 li 1Jre c1J,: c.·r:·t c:~P:L~ 

:nor si 1:. :l.~:!•:o de in!ü h:i_r l"~ (''r>~"r i ,, .. , e i" ()>1 ('l"ll l" 1 
'..•"-'·~! ......... ~ • .L. vv •.. 

tn.nte cl~i.ido de :b. coln?rnn (frnce:i1~ncs de :h l~i t:.'n '"LloJnnte, 

:fir;. J.2, 13 ), que contt"r::h b. proteínr1 co!1 n.'.;3li' unido cov:·1.l~nte 

mente 11nido a l~w protcas'..tS se determinó el efecto s 0b:rc ;1.::i. 

p;ermimici6n y se encontró que .era prácticamente el r;:isn~o que 

el del extrRcto crudo con actividad proteolítica no inhibida. 

(Tabla 6 ). }'nede decirse entonces que la actividricl proteolíti. 

ca del extracto de papa poco intervien en la inhibición de la 

germin9.ción de semillas de maíz. (se está hablando de protea

sas dependientes de sulfhidrilo.). 
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l l. 5 3~ 

::f·2cto e::: l cxtructo crudo de tejido f:re~- -
co de SoJ.QnlT'. t·~.:.t:eros:t:i 19 trGtct'.fo (.On PFS'P 5 rnrr y nasH -------- . ·~ 
ll.o .... ,¡.,~ ""'rl C"'l~l'r.'}''l .~e C.•r"':'):)•'•dc.•• ,... ''5 °ob1·0 ]•1 ..,..,r11 ]

0 ll"'"1'o'n l·'··~ L•.J.;e.. '-.l..'-''···'-· v. ~·-.;_:: •• <.:. _J. l;-,. 1 ._, · .. ("~ 5t; 1. ~ .. l .• 

---------.,------~-,--------------·-·-----------·--Con cei:.tra·~ión c1e ;'rote Í~lé'. 
d .·~e r.1:' 1·1•1J' 11·· .. \ <,i \1 ·~1' 

-~--~~.....;;."'--~ ...... 1~~....__.L.];~)~--~·--------~-----'-j __ ,,_-~·i_.~. -~--···(. l·----L"-'· r::!: i:r1 f'.'. ..!.. • - --

1.20 

º· 60 
0.24 
0.12 
0.012 
0.0012 

5 
5 
7 

10 
15 
25 

( 1) !JJ. concentración de proteín;,-co cJete1;~ó po;·n-f~":"~ 
do ya de2crito, dc3pués del tr::it(~J:,fonto con :rrmF. 
(2) Ie;mJ. q1.ie en la tnhlr.. 2. 
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:-;;-'.r10 fü;}:;c::rtr~r si el efecto inhibitorio 011 b . . , 
::.:~::1tuc1on 

lla. Je ;:lidió ln actividad de la enzir!;n. en el ext!~::.cto así 

cor:10 la ct:.nt idad equivalente a esta enzima de 1 extr:1cto con 

una cant iclad compurnt ivamente ic;11al en la ca;¡:-:.cid~:.d }Ytra in 

hibir la gerrün2.ció11. 

Se encontró que la actividad de m~asa se incrementa con.. 

forme transcurre el tiempo de incubación del tejido de papa 

después de lu herida, obteniéndose un máximo a l~~ 24 horFt.s, 
'f 

-64-

tal como se ha reportado en la literat1u•a (Tabla'l° y fig.14). 

Se ensayó el efecto de RNasa T1 de levadura sobre la -

germinación de maíz a concentraciones eq_nivalentes a las ac

't ivida.des de RNasa en los extractos de papa corres~ondientes 

a los tiempos de incnbación o, 3, 6, 18, 24 y 48 horas. Ia RNasa 

ensé\'.tada no tuvo efecto en la germinación de maíz en donde -

se 11saron cant ida.des equivalentes a O, 3, 6 y hasta 18 horas de 
., ,, l :· •• ·, 

inc 1 1'bación del tejido de .Pa,.J?,a, pües la germinn.ción se presen-
cr 

tó hasta en 1in so:::, (Tabla 8 ). l'uede observarse ~ue ha medirla 

que se aumenta la concentración de RNnsa el ~~ de germinnción

disnd.r.uye, por lo que ~1 llegar al valor míx:i.r,-·o de 1.Jnidades -

de Rfüisa el ~b de germinación es rníri irno. (10% ). 
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r. J. mg/rnl. ~:e ~~·i:,:'üüÓ una 1J.nickd ch~ e1:z:!.!r:1. c~e 1.·:1 f.'.i,';•l:ics 
te· ::'orr.·:n: 

( ,..,1 r1n ~O]l'c·•io'n r>r::Soe;"('!r1" + r:l •• • .... """...... ...... --\. - .. ... J. ~--.; .......... ~ .. n"''"' ... .: n1' t· . ., •1 ~ " ' T.' .. • .1 \:•!..·.J.,!: , ·.; · ....... vl..: 1 J. 
~ 
··260 

( l )r;~-: idac1 ~ s ----;;...;..."'---·------....... ,..,---------·----,.---,------
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~= Factor de diluci6n. 
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6,352 ~-l•o 
7,197 ··t 

3 

8.G8g t6 

11.383 t18 
13.163 t24 

9.731 t48 

sn 

íl0 t 
. 73 

·20. 

·10. 

72· 
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; .. -·· 

--------~------------------~-----------------------------· ------~ 
( 1) fas unida.des de RNasa se definen cor:io en la tabla 7. DichnG 
~midades corresuonden en c~da caso a lns.:de los extractos de te 

. -
jido fresco y herido de PflPª• 
(2·) Se indicr1n ks ho1'r.:s de incub::ición del tejido en las condi
ciones eapecificádas.en materiales y m~todos. 
( 3) Igual que en la tabla 2. 

lO.- Efecto de los extractos de tejido de papa sobre 

la. germinación de semillas previamente imbibidas. 

Un experimento que se hizo ::iara saber si el factor 

inhibitorio penetraba en la semilla fué la previa imbi

bic~1.6n de estas en agua. Con esto las membranas de la -

2emilla se debían rearreglru.· no per:::ni tiendo la entrad.a

del factor inhibí torio del extracto de p[~:pa a esta y 

por tanto permiticndosc la germinación. 

Si el extro.cto que contiene el factor inhibitorio

se· ag:r•ega .·a;esde el I>rincipio ele la imb.ibición (como f:~e 

hizo en los experimento e. previos) el factor puede pene-

trar a traves de las membranas de~arrceladas, re~ultan

do en gue -- las . semillas no gcrmimm. 
•\' .... \ 

· TJOS :f.lesultndoz de er;tc cxrrnrimento so muestr~m en 

la Tabla g donde r_:e puede observar el efecto c1etermi -. 

nan~e de la prcvi::J. imbibición rlfJ las nnmillns. Se nota-

cl2.r2.mont1~ cuc <?n r.8~;.Jr-" co.r:o:-:: el fncf;')r i .. nl!ibi torio no 

tieuc nincJ'.:n efecto :;obre ln. r~r;rr;iinn.c:i.ón prcr.:.;nt:.'tm1or!c-

··t.,¡;~· 
'•''.?"..:. 
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l:n1·1i.M. ~;nr:i.o ce hicieron lo::! ::.-ir::uir.ntcfl exp~rirncntn.m. 

T'~1r"t.:lnni.'l.o 1Jcl c::·~ro.cto crurlo (t0 ) r:ie r1et0rmi11a -

J:'(nJ )rotef.n.:.:~c por el r.1étoC.o ele ·r,ovrry y nctivic1nd protc.2_ 

ºL·"+1' e~ (~'el' rnr:i-'-c·ri' n1 C"' " rnf..1..oc1 or•) . ~ .• 1:. \ . i - u • • o..... . u ,) .;. l! l.; "" ,;¡ • 

Sr hizo una prccipit'.'lcinn fr11.c1:!iÓnac'la con aulfn.to-

~ . 1 ] . 6 ] .r:o • ó . l • b' t . 1 c•.e ::inr:.n:i.o y 2c oca .iz .a rraccJ. n in.u J. oria a nue 
' ::iroci1Ji to con 30-GO?r, de la sal. "21 e 1 prccipi tarlo se e!l 

cucntran no r.olo pro:teínas sino'también ~nrbohic1ratns , 

aunque estos .no precipitati en forma selectiva. A cada -

fracción obtenida. se le determinó la cantir'lacl de prote

ína (método de la diferencia a.e absorbancias), la acti

vir1ad "?roteolítica y la ao·ti-v:idad de RNasa. 

Los reGultados encontrados se muestran en la tabla 
' 

10
1 

donde se o1rnerva q'Ül.e la actividad de RNasa se c_on: -

centra en el sobren~da.nte y corresponde al 97. 52% ele·. -

la. actividad de UNasa. del extra.e to crua.o. La actividad

de proteasas se encuentra en su mayor parte· e.n l~. :L':rac-
- 'i _,..:·. .:' . ·-.·.·· ... :-.· ... ~: ..... ~·.·.~.·.· .• ··."· .. ' .. :'«.·.· .. ·.· ...... . "'··--···'~•·L~ .,,.,,_• •, -~,"'4°''.'":·",'7f';'l,"' ,.' '•- -,. ••O •O 

Tabla 10. Determinaciones, sobre l~s 't:racdioiie·~··/obten:idas 
<'---'~\:':·_:-~<·>?::_; __ · :··, ,:,:· :_ ..... , .. . _· ·-..'': :-·-.>;~_~/;.:~·-... >(·..¿.·_.>._.~> .. ·:'.·:::.·· ,' ,· :,·. . 

por la precipitación con sulfat·o.<de amonio ·éié .. :teji(ió.fresco de 
. . ' ,·.· ···;.:·1· ,: 

So 1::tn tt'l1 t ube ros U!!l L. --·---
Prote1nas Unidades. .A:ct.esp. 

' ¡ (1~ de ·proteo.sai. (3) 
(2.) 

}~::~t: ra et o crudo 1.32 15.03 11, 56~ 

Fraccion~s obteriidas 
con sulfato de amonio 

G!~ de la sal 

o - 30% o. 279 4.04 14.48 

30 - 60% . o. 800 ·.o. 410 o. 51, 

Sobrenadante0.260 g. 360 36. 00 

( 1) en mg/ml. Determinadas por e 1 método de fowry. 
(:n on nmolos ar~ LBu/ min, scg1~m la tabla 5. 

Unidades. Act.!. 
..... de RNasa· esp. 

(4) (5) 

Ou6352 6 3~2 ~ ~ 

o o 
o o 
011620 G.,20 

(3) on ,u/me de y>:cotoínr.1 en e1 c.:o.so del extrncto crudo la protefn~ 
q1Jc f11c ~J~:: <1'1 P'~.r· 1• J;_: r1e-l .. c1·::!inr.1.c:i(5n fué c1o 0.65 ::ig/ml 0 • 

(4) I.:::=: lJ:d.c'J~:.r!i:;:-; se definforon cor_~o 0n fo. t~~bla 7 · 
(5) In. acti.vldrHl r,spncfficn es U/0.1 m,o: do pro-trine ensowarla ar nq 
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a~.:!::rni;.~ no pueC.e decirse si eJ factor inhibitorio de ap~ren 

te carácter :proteíco está nsocindo o no a un carbohidrato, 

si pvede afirr:2rse que al taD.\ttr un extracto o fracción li

bre de p~0teínas la actividad inhibitoria se pierdeo 
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13. 

! 1 . . , .:e ... :~ r;e'2.·:: Jl''.~:c1on. 

torio ~r BU efecto en la r,err.d.m:.ción, pero no 

-,;;
d.urnn-

do alg1mo que revelara a nivel molecular su acci6n sobre 1~ -

síntesis de proteínas. Un expeFimento de este tipo fúé la ob 

serv."iCión de 1 e fe et o de 1 extracto de papa sobre la incorpora -

ción de tin aminoácido radiactivo ( 3a;...Ieu) a la síntesis de pr.Q_ 

teínas durante la· gerininació~1 de embriones de serr:illas ele maíz. 

Se siguió el mé.~2:?.::.~[Jºrito por Sánchez· de Ji~~nez y Aguf 

lar (40), modificando alglJrios ptmtos: 

Se montó un sistema que contenía 10 embr'ió?les, ~mortiguador 
de imbibición ( Tl"is-HCl 50 mM, pK=7. 6-, KC~:: 5io'.'.mfu, MgC12. 10 mM, -

·,, 
sacarosa 2%) y concentrac·iones varia.bles de extracto inhibidor -

obtenido del extracto crudo de papa (del t
0 

), previamente trata

do con Pl\:SF 5 mM pasado-por una columna. de sephadex G-25,para -

quitar el :PMSF libre y precipi·tado con sulfato de amoni.o (obte -

niéndo la fracción 30-60% de sulfato de Amonio). El sistema con· 

los embriones se incubó. por 12 horas a 25 °c, posteriorr.iente se 
1 ' 

le agregó -'H-leu (o. 5 ){!Ji/embrión) en a.mort iguador de imbibición .· 

y se incubó por 12 horé1S más. En las mismas condiciones se 1n·ep.§_ 

r6 el control pero sin agregar el factor inhibito:d.o. 

los resultados se muestran en la tabla 14- en donde se obser

va que a una concentración de o. 7 mg/ml de. protc í~u de 18 _f:::·~·.r.~-

ción ensaJrada, hay un 97. 2~~ de inhibici6n de la incorpo1·:1ción -

de cuentas, la cual se reduce al 52·% en el ce.so de tener o .... Qg76-

rr:g/ml de proteínn, es decir en vna dilvción de mil veces. 
.... , . 

. •, . 

Este ex:perim€nto muestra clarmJsnte que la fracción fr1hibi

toria del extrActo de papa afecta la síntesis de p~otcínas en la 
• ', a I t_;q:r·n!J.n:?..Clon e rnruz. 

'' .,. 
'• 
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. , ~J :·. ·:· 0 ~~ ~: r··.l t~ it1!1 l~ e 
:~.:·c..l~-~~~'·': 0r1 r~:~/1n1··. 
d -~' 1 \) ;~ e ~et~ :!.\ 1. et o s -

(1) 

·o. 10 

0.076 

o. 0076 

------(2). 

~ 

... ~r .: -:-~ '/' .1.~ ... ~1 

·:.:!~ t'r't::~·.-·~'1 .. ':;~. fl~; :~:-; fr:1c 
1 

r1 .. ·.· de ... n · ' .· v~ i·(') r -·Q r"r~ e 2011 
'"' . - ~ .. 

de J.C 1.lc:na 'h. 

2. 70. 

. 10, ll 

4.8. 00 

100,00 

r;:~,_~e .. .,., . 
i 1!!!11 •. ;: 

d.ón de L.
tn co r·ro r:t -. , 
c:.on. 

97. 20 

89. 89 . 

52~00 

-------
;Je rroced ió a agre 132.r desde e 1 principió;dde :13 incubaci6n 

la fr1~ 1~ción inhibitoria en concentraciones v<:trüibios. Se i'ncubó 

( 1) Ia fr1.:.cción inh:i.bi to ria que se usó en esta dete1·minación 

se o~::, 1 wo de un oxtrncto crndo de te·jido fresco de :papa al cual 

se le ne;regó ~I. 7SF 5 mr:, posterforrne!lte se pa.só por una· columne; -

rl~ scrh8dex G-25 "l fin~lmcr.te se frnccior.ó con sulfato de mu'r:io, 

se ~ifiÓ 1a .frr·cción 30-601' de ln. snl. Io. dcte.nntnación de pro-r.eíno 

~~~n ~~ difcrenc!n de absorbancins a 260 y 2f0 nrn (33)~ 

1 ~' .,.,] ., .... n-1·1·0] ro1·'"'l'"'·t·{·· ~n e, \ - ) ¡:, ~ \,; tJ ...... '-' . - l ... l .. ,¡ • ........ t. c..; ....... rdsr.io s isten:~ de ineorpora -



ffo rrro bó rostc:t'io rI'.1tJnte ni la act iv idn.d inhibitoria -

dr~l extr~ct') (fr:tccL:.b 30~-60;': de sulfato de ll'monio) sobre 

1:1 .. r;er:'.linn .. cié:,, ricr.:;i~tía !lDn desp1Jés de retirarlo de las -

;;e:nill::: . .s, J.nv:bdola~~ con acun, después de haber sido incu-
, 

bt:.d:,~~..i on m.·cfJ1:?r:cin del f·::!.ctor .nre~cnte en el extrncto. Pa:-

ra esto lqs ser:Jill!"J.s fi_u:ron 1'.1VP .. das a las 24 horas de inc2 

bación en prese~1cia de 1 extr:icto y se incubaron posterior

mente solo con amor~igu8.dor de extracción. 

los result::tdos se muestran en la tabla 151, donde se-

observa que :parte de la actividad inhibitoria se conserva:~ 

aún después del lavado, hasta en un .60%- en todas las dilu

ciones del extracto. Ia cantid'.~d que penetl'6. a las semillas 

no fué suficiente para mantener la <in~ibi~:Í.ón.,de la germin~ 
ción en JlÓs niveles anteriormente· bbt1Jhi(fÓ;~·i_.<,f 

. - '·,-.. } ":/:. \!.:;: ~ ;~ . ·::.:~~~¡:~;· .. ~: ;~-.'.~~ :t_~'.~"~ .•. f_'_~·.:.~_,_:~~ ~-· ; · .. :: !'; 
¡:_' ,::·,_.';_)~ · . .:" >·' , ·-. 
. ,-'/- .' -.~;;: ' -- ' ·" ~:11~-~/,:·;;,'..,_>' 1~ ? ; -· ·-:· .. -: .. ·~- ~ 

Fina:i.!llent~'se probó .1~ actiVidá~; del: e:f.ti~§:cto crudo {t ) 
· .. · . ., ···- ... ,.. ...... ,, :, .O'·. 

almacenado por '3o díás ª' ...;zooc. J.Q--~·- .. resultados ~e nmestran 

en la tabla 16 d~·nde se observa que persiste la actividad -

inhibitoria de la germinaci6n en un 50%. Por lo que puede -
.. . . ·. 

de-cirse que el factor inhibitorio es bastante estable al al:, 

macenamiento. Esta propiedad de estabilidad puede hacerlo -

capa~ de cmnplir con la función biol6gica que se cree que . 
..j~· 

- IJ,-

~iene, es decir la de mantener la :latencia de los tubérculqs:~ .. · 

de papa por largo tie~po., 

Tomando en.cuenta todos los resultados obtenidos se 

puede decir que: 

-Existe Ull factor inhibitorio asociado al t.e jido fres• 

co de Solnnnm tuberosum .J'~ papa, que inhibe la .c~errriinaci6n

de semillas de maíz ( ze·a may~), cuya actividad disminuye a

mcdida que transcurre el tiempo posterior a la herida. 

Dicho f:t.ctor t ion0 un peso molecular igual o mayor a -

12000 daltones como lo demostrnron los experimentos de diá

lisis v de l:i. coltmmo. de se:phadex-G-25. 

-Se clc:w~ t:c6 q uc o J. e fe et.o inhibitorio de 1 cxtrncto de 

pnpQ no era debido a corrrpu0etos del ttpo de los feno1cf.l. 



· ....... ~, .,. .. ... . - -

d.:· ...... ,,, . 

. 11:11.':ifo 1.il> ttJjido fre:.('o de ::oi.·:?.•11·~1 1; 1 ·_1'.:•!''' ··~·~ L }:,·_•_ :i..~---- ------
Conc·~ntr:~ción dü protoína 
en mG/ml. (1). 

~~.cntr.ri"!ie1lto de 1 
J.:'1.V8.dO • ( 2 ) 

' 
; of J"' (" ,, 1•• 1' '""' e 1° o"('\ 

1 i C:!.c ,_,e~.f· ·"-· .a 

,postdrior 11 la
vado, en a;.~·)rt i&U::;~ 

do:c de e):: _':¡ce ión .. _________________________________________ .,. ____ _. _____________ ,. ........ -··---------
0.76 

0.076 

40 
40 

0,0076 40 
. (3) 

------Control. · . 90 --.... --------~.---------:--~-- .... ___________ .... _._._ _ _.... _____ ._ _______________ _._... ____ . 

( 1) Ies ·mismas condiciones de la determinación que.· 1€1. tabla: 16. 

Se 111IB:Ó laf;,!~accii6ri·8o .. !6d% de sulfato de amonio. 

(2) Se: ~~~bJ-~'~·~f':'.sis.tema de sei;iillas en presencia .,de lns di:.. 
; - ·,- ;: .. -. ;·[.;'."'/.·' ··'.,. / 

fe rentes dilucion~l:'c1e la' fracción inhibitoria, por 24 .horas e. 26 °C. · 

Posteriormente se ·,1a;aron las semillas con agua en forma vigorosa y 

se incubaron estas sem.illas en presencia de amortiguador de extrae"· 

___ Q;i.pn po_r __ 24 horas, más •.. 

(3) C:ontrol: amortiguado.r de extr~cci6n. 

Efecto del tiempo de almacenamiento del extracto de 
tejido fresco de ~1;~.~ t~\)·~~PUffi 11 en su activi
dad sobre la germinación. (El extra.cto se alme.cené ... 

·-···-. --· . ___ .. _.;.;,.r,..;;.o =-r-~ n.;...·· ...;d:;.;;:Í::.;;2;;;;:. e~. ..;.;a_. _ .... _..;;.2 • ..;..0_0 ..;.C.1..) .;:..• --------

Concentración de proteína 
en r.1g/ml. ( 1) 

(1) 

( 2) 

( 3) 

L.28 

o.64 
0.24 

0.128 

o.o 28-
Control ( 3) . 

50 

50 •· 
. 50 .. 

·60 

60 

90 

Dote rminada por e 1 ?1·:étodo de lowr-y ( 32). 

I~11ril que en la tabla 2. - . _- _... 

Control: amort ü;im.dor de extracción. 

~~------------......... 



ci6n de la germinaci6n, pues aún desactivafüu1 las proteasas

dependientes de sulfhidrilo con PMSF·, persiste. la inhibición. 

-Ia inhibición tampoco se debe a la presen~ia de carqo-
' . 

hidr~tos pues las semillas fueron capaces de germinar hasta 

en un 75% en extractos en los cuales. se habían hidrolozndo-· 

las proteínas y solo están presentes los carbohidratos. 

-El. factor inhibitorio no es una RNasa, pues se probó

RNasa· pura, a la misma actividad que en el extr:rnto de tejll, 

do fresco de papa y no exhibió efectos ~n la germinación. 

E~ factor _precipita co~ sulfato de .amonio en la fracción en

tre 30 y 60 'fo de concentración de ·1a sal. Esta fracción in-· 

hibe la germinación entre un 90 y 95%• ... 
. 1•: .··: ,•' 

-Ia: fracci6n inhibitoria deti~ne)la 'incorporación .lli, -

Y.!!2,. en embriones de:maíz de JH~~fr.'en·'·uri.·90%. 
-Finalmente se mostró que la actividad inhibito}~~{a del 

~ . ...: :.·::.·> ·;, '·:.<·. • 
extracto de papa persiste al_ cabo de 30 d1as ele almacenam1en•. 

t.o lo que revela la relativa estabilidad del factor{···· 

En cuanto al papel fisiol6gico del inhib:tdor asociado al 
·- > .. -·. ·'. 

tejido de papa se puede suponer que este puede ser el'.éncar -

gado de mantener el estado de latencia en el te jido;.'°.E'sto es

factible de pensarse pues en la papa al existir uria .gr~n can

tidad de agua, f'lós ribosomas que puedan estar presentes de -

bían de asociarse al. RNA mensajero, sin ernbárgo esto rio suce

de además de que la síntesis de proteínas es muy baja así co

mo t<1n:'cd.én otras activfda.des metabólicas. Cuando el te ji~o se 

hiere, empieza el despertar _metabólico que se caracteriza por 

el aumento en la síntesis de proteínas, tanto ~structurn.les -. ' 

como catr:.líticas mientras que el factor inhibitorio pierde su 

natividad. 

Por ahora falta conocer el modo de acci6n de este inhibi 

dor pqrn mRntener la lntencia y conocer s~ forma de síntesis-

en e 1 t•ibó rc~i Jo. Finalmente puri f~ car lo con e 1 fin de conocer 

m~s acoren de su ~ropicdndcs fisicoquímicas. y establecer su

ncci6n fi8iol6ei8a en el t0jido, en rol1ci6n a la lntencia y

a la T'?fjp1w:Jtr. de hcricln o 01wojecimii:1-rto. 



CONCLUSIONES · · .....,_....,..,. .. ..___ M• 

De ácuerdo con los resultados ya d'iscutidos se pueden 

dar las siguientes conclusiones: 

Se cumplieron los objetivos planteados al :princi

pio de este tr[;.bajo, pues el bioensayo que se usó para -

probar el factor inhibitorio dió resultados confiables -

en el sentido de que se puede asegurar que los efectos -

reportados son directainente causados por los extractos 

de papa. . ·,.: 

- Ios:'resultados se obtuvieron el~ Üria. mall'era/iséhci'.lla, 
' '_.: :¡:('~:>~·' . ' . ' . • '~ .. ':. :>.'.--:.-·.:~;,···~ ··,T:~;.::,::.)~;~:~.::'.;_:~~::,.;:;/:·:<::f:~~~~{;~~~;.:~::~\ ·/fi,\ :·:·/~·. 

pudiendo. con ellos empezar a caructerizarul1.\';,~áétor·>iiih1bi 

:~r~:j::~a;~:::o d:o:a~:. síntesi~ de ;PIº~~,~~~f~~~~t~~k ,-
• El factor inhibitodo encont{·~~~(~~!.t~~{(~~~gt~f .pro-

teico, de alto peso molecular. Su aót'):il:iéla(i·:úfishi'ineye de -
·-. :';:· -· .· ... -.: -.· .. : ·- ·-·\" ... ".•--",. 

forma directa;·,al tiempo posterior á l.a "heridá~- Dicho fac-

tor deti'ene la síntesis de proteínas de un s_istema de ge_!: 

minación, suprimiendo esta casi totalmente. Pudiendose 
p~o·b·a·~· s-~~-~ti~id~-d-en un s"istema· J1l Y1.Y]:;-~1o. qete·-:co-rr.ob2_ 
ralos datos obtenidos por Cocotle(25), del inhibidor'en-

el sistema de traducción in vitro. 
. :··.··-.: 

,. ' - -'·~ -. : .: ;· . ·, 

Por lo tanto· se puede asumir que el inhib_idor:t.fe~e un 

papel fisiológico dentro del sisterna:i de. latencia,..::.~nvejeci-

miento. 
'!>-. 

1". 

-~··. 

•,'• 
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