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RESUKEN:

In trabajos anteriores (25), (26) se reprorté la pre

sencia de wn inhibidor de sintesis de proteinas en teji-
ido herido de papa con aparente cardcter protefico. En el-
presente trabajo se probd la actividad de este inhibidor
en otro sistema bioldgico como es ia germinacién, la . -
cual es dependiente de la sintesis de proteinas. Se mon-
té este bioensayo y se optimizd pgraiqbtgnerwﬁesgltados—

ripidos y confiables.

Is actividad del 1nh1b1dor sekdascrlmlné de otras -

actividades que vodrian causar 1nh1b1010n de 1a garmina-

¢ién como sony Actividad de polifenoles, proteasas, —

RNasa.' y carbohidratos, Encontrindose que dicho factor -

tiene wn peso molecular mayor o igual & 12000 daltones,-

capaz de detener la incorporacién in vive de Ieucina tri

tiada a la sinteis de proteinas en,la,germinacién.
El factor inhibitorio se encuentra en la fraccidn -

que precipita entre el 30~-60% de sulfato de amonio-v’

wlm



PISTOIOGIA Y BI0 UTAIC, Di LA SWIILLALS

Las senillus son paquetes de energla en un estudo de -

afninma entronfa eu ol ciclo de viaas de lug plantus sunevio-

reg. Parte de esa enersia se encuentrid cono informacida na-

ro la gerainucidn, crecimlento, worfogdncsis y sroe:
de una plantakcompleta. bicha inforuacidn se encueatra or-
denade estructiraluente ea la senilla.

Lag-plantas con senillas sueden clusificarse en dos --

srupos: Lag anglospsrmas o plantas con flores las cualeg --

(3

I

tienen como caracteristica gue joas 6vulos v las seaillas e
Yan contenidos dentro. de. una estructura Cﬂrruoh, este tino-

de ul«ntds conatltuden la clase mas avanzeda de todo el rei

no veNetal uas ‘dblosoermus s¢ dividen en dos subclases: -

choﬁlledoneas nocotiledéneas. 81 segundo gruno de nian
simmosyernes (coniféras y wfines) a dife -
ospernds tienen sUus ovu1o N dPW'l"as c¥-

&

nombre que anLflCd seM1l1a

I. Gstru tufa;de éﬁ’semi;lasfangiQSpérma o

Las semWILas dn las anflospefmas son egtrucburulnentb—

51mp'ev J consisten de 1as 51a"

aemill d orl'lna—

xesta. La testa es~lafeanitura ds
da en lélplantavmadre} du importanci UlCd TddlCu en
que presenta casi‘siémpre7ﬁna cdtIcu; ‘que eJ*u formadu'por
grasa o ceras generalmente, y uia 0 mas oapas de oéluias —-
pro»ectoruﬂ lo- que le Lonflere un - cvnrfo ;rado de: innernea-

bilidad al agua 0 pases, lo queporsupuesto influye eén la -
. r
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Figura 1. Cubiertas de semillas.

re;ulaci6n~dél‘netabd;isﬁofy.en'el craciniento de la seal -

,}sfelvﬁrgano de reserve e donde gegncuen
material que serd usado durante - la - germi-
omo almidén, proteinas o- hemicelulosas. (2)s

Embfiénlgaunque'el”embrién:de~ldsj&ngﬁospermas,puede -

diferir gra «in la especie, todos -

pogeen lag mismas partes fundamentales: ume radfcula, una -



pldaula o epicotilo; Uho o dos cotiledonés y un hidoeotilos =g
que conecty lo radleula con el onieotilos Los cotilelones -

Gon hojus teaporaley ne tlenen Luscloacs on Lu dijcatida,-
absoreidi y almacenaniento de alliucnto en ¢l cudosperio. ier
Pig.2. (2) '

-

1X. derminacidn.

La ”crmlnd016n puede definirse de lu siguiente forne:

susndo una sewnilla es hunedecila, tona amua, zuie:
. S Lo . y LV 14 oy
su respiracidn, inicia la sintesis de nrotefnas y o'ras ac-
I ' . 4 2 .
tividades netabdlicas, después Gg un clerto periodo de tien
no el enbribn euerze de la nemilla y ze dice entonces e -

egta ha germinade. (2),

51 proceso de rerminacién‘hﬂ‘s“do auy estudiacdo, pro -

bando ser bastantp cownlﬂcado J de endiejto de. transiorae -

ciones Lislcas v qululﬂu Pued ‘QtClT c,‘en sinusta, que-

cs el paso ue uq e'“

activo., Lste;oroce ofp&ed “dividd

tos:
. 1. Imbibicidn que es el f¢ néreno fibloo ae-absorCién L
endospermo, . . ’ coledptilo~ cutel
4 d?f\ ~ escutelo //// ) ’ “cytelo
contorno de '
s E it o \ N neo
escubelo—_ i it Co
) ticiog
coleoxiriza |y
radfctla endosperino ' coleorriza

raifcula %}

Figura 4, Tiogrema de la semilla de/maiz en varios pasgos: de
la. rorminacidn,



ae o “Nie
2. hidraiecibéa y activucidn.
3. Diwisiln y expaqﬂién celular.
4, Protrucidn o salida del eabridn de la semilla

e asthebleciniento del cuerne —rilnnrio do Lo olanba.

i continuacidn se deacrioen alguos de estos eventos, (1) (21

Imbibicidn.

4l oriver evento gue ocurre cdurante la ;erﬂimaciéu a--
la toma de agua npor lu semilla gue se conocs como _nn_owcién
de la genilla, sl gwedo en s Lo fobldiells 66 1iou w 2ubo
eata Geterainado éor varios iactores coao somn; lLa coumpnosi -
cién de la semills, 1afpermeabilidadide la testa y la dispo-
nibilidad del Aguu, l ;

Fhsed li;uida 0 aBeoau. Lu Labibloldn-

W

e un proceso.en el cuwl lus sus qucias gue esgbdn feniro de-

1s seailla (al-uass

de aaturaless colo!
tendo la presifn interior de esta,”a la cue se 1lans
de 1nb¢o¢C¢6n.,4k n1a Jou dz lJblblCl 1c+5rminu La %untu“a

de lu yes“a y eg . Luu\uauor de ‘u x“ucw0164 do asue en la-

uedilld duraate la befulna016n. Log OTLﬂClOd‘ES conponentes-

: 4tr¢buyen al ‘hinchaniento son pr roelnas,
celuloua 7 oustan ias pbeticas. ¥l al-
“en?el‘nroceso. 5L nH aifecta el hincnonien

: a8 orouexaao'nuevbral ug minino e

,aoeluctLLco. ua con tautc dc ﬂLuOCld

tras dJOP ‘gea esbu,

to €s cowoledo, la viscosxdad del gua disminuye,a medmda‘ -




ane la temreratura pamsnta, eamentanda tombidn le enereln.

eivdiior ol enon e noritidnd,

T eoupacied Sy ded ondis 2 caainaetio tanhtdn it
ve en Lo dabikied S ownes et fies o sor edted 21 ey o~
N n o dabibdielfn . i . ; ) SN

acantroy e e ocexille, Poar oejorinlo, uwpn omnmants en e oons

. . . O 4 .
aep byengd Lov Abibinddy nen s fosde.

n de un onluty A
osmbtico, Adendn en condiciones do galinided alta, oveden -
presenbarase cfectos téxicos gobre la Ferminacidn do 1o memi

11a. (3). (4).

7o entreda de zoua £ Mo oseodllo eodd Jodorain

1o permeadbilidad de lue caprs eternss de coia. Jensralresw
te la capa de la semilla estd formada por membranas seleotl -
vaménte’permeﬂhlen. faznda Jo =eaillia ceco ﬂé uong ‘e -imhi -
bir existe vn periode corfo, en el cual, las membranas no -
han adeuirido su integrided; es decir, se encuentran dens
rreglodag, Antee de gue la dategridad de lac me¢brnwaé =g
rectobhlezca hay un transvnrta de Aivarsos zolubos hoeia Seg
tro o hacia fuera 69 la vemlila (4), k

Tas nembﬂunds 86 rearre«]an a N“Jlda ﬂe cue laz gemi -
1la se imbibe haciendo mag selectivo el trqnsﬁorte  travrds
de ellas. Tn detos cambiog-urocvde 1a~de gradacidn y sfnte. -

aip de log oomponantec de 1a membrana (3)

*rotru516n,y eleraclon.

allda del enbrlon ew uno de los evenuoo cruciales~

en la rrermmacmn.‘.;e llnva a cdbo en. contra de lag. capus -

solo involucra la

“se aflectu mor va



Lecte nor tuntos foactorus, sieado asl un fendaeno comdicio,

tiene vantoios ror lo 'nﬂnco S de 1o cxnoadeida G0l on —e

hridn o dnseeson, howor o oal dafis nealnloo,
Aabgue o ey genersl parn fodas lus sendillas, o s

conlln cs que la radfcula sea el pri.er $ijuno gae salza de-
lag czpas de la genilla, Posterior a la arofrngids se vea -

lizu la elevacidn de la plinuls, el aipocotilo foraw wn es-

pecie de"jancho" el oual pernite sue ol mard

la. superficie, el “gancho" se abre y so exnone & la lug ¥

lleva la punta de lu rafz hacia arriba. -3¢ ha discutido si-

al ersento de lu elasvacs

a.opertensce o ) a2l proseso‘dn‘la -

serminacidn y ses un “La 'lef1n1010n zue‘se ﬁ16 el ﬂesarrollo~

de la wWantulw’despuésjderla ~ro+ruslon qo verbnnuo calirrg

IrI. 1euabolldmo ﬂc 1&;80 ll wClOﬂ.

SnoT ung. marcals OLJH &g

tividad aes «e‘"« 5=e"<;u1w

recto. de la 1 conteq do es
del 5 al 1O

O

suponersge ¢ue el metabolls
cialidad para el desar"OITO.
cas
ble uwostrar que en

ble de sistenas enz.<'

irse gque la gen ailla cca e una unidad Puaolonai h:el- qui—
pada gue es capaz de llevar a cabo un gran nuuero ﬂo‘rcucz~
cionee bioquinicas con la condicisn nececaria de una hidra-

tacidn,



B

Asi ig§ éaﬁbidﬁ;QQiﬂi50&:Qué.oéﬁrfen ﬂurante la zerni-
nacidn son cohpLejos y conglsten princivalmente de tres ti-
pos: la ruptura do los materiales alunecenados en la genilla;
el transporte de matériales do une parte a otra de la gseui-
1la, especialmente del endosperso al cnbridn o de los coti-
ledones a luas partes de creciaiento; vor Wltino la sintesis

‘e sustancias nuevas a partir de las ya degradadas, en cypg

civl la sintesis de nrotefnus la cuwl tisne mayor importan-~ .

cia . (lqa’ 5).

Bloquimica de la Geiminacidn,

Como ya'sa'ha'diSCutido con anteribfidad; en el -
proceso de la germinacidn ée pres&ﬁtan.una aerie de wn
camblog en los productos de reserva de las zemillag, -
que bdsicamente consisfen en au degradacidn, muchds de
entos productos entren & vias oxidatives para suminig-
trar la enerpgls necesaris para que el proceso ﬂe-gefmi
nacidn se lleve & cabo., Otros productos, sin embargo,~
entran o ¥{agide sintesis de metabolitos esenciales ra
ra el desarrollo de la pldntula., Con ‘es tas obqervac1o-
nes se puede asegurar que el metabollamo de la {ermlna,
cién es anfibélico, esto es, se llevan a cabo procesns
de degradacidn de suvstancias o catabolimmo y procesos-
de sintesis 0 anabolismo, Sin embargoe, gracias a que -
en la semilla existe la diferenciacidn puede notarse -
que los proceson catabdlicos se realizan en los. teji -
dog de reserva, endospermo y cotiledones. Tos procesos
anabblicos low constifuyen principalmente la sintesis-
de protefnas y lu biosfntesis da%orﬁanmloa necesarion-
para la actividad catabdlica rcalJ sados en el embrién-

y en el efe embrionario.1y (29,



a ,vias anabslicas que se puveden encontrar,la’

sinte
te y del cuzl depende todo el complicado proceso que =

iz de protefnas es quind el evento mas inparhan—

culmina .en porte, en la protrusidn de la radfeula, .
Ta sintesis de proteinas durante la germinacidn

ha sido detectada princialmente por tres evidencing:

— Ta aparicidn de actividad enzimdtica, o su incremen-

to durante la germinacidn,

-~ Ia ausencia de acvividad en presencia de un inhibi -

dor de sintsein de proteinac.

~ Ia incoxporacidén “. de precur ores radioactivos,

Ta sintesis de protefnas ncurre tan pronte como la im=

bibicién se lleva a cabo activéndose elRNA . neneag»ro al-

macenado. Ia semilla tiene la capacidad inmediata para

gintetizar proteinas y todos 1oskrequerimientos para ~‘

esto se encuentran presentes en lz semilla seca; Ade -

mds se forman cnylmaq activas por sintesis de novo,que -

es una ev1den81a de ﬁx antlvadlda de proteinas preexis

tentes duranteﬁlos pﬁ%neros e tadlos de la germinacidn.
Por tanto se puede decir/que la gintesis de prote

inas es un roahisito para'la‘ealida de 1=z radicula de

\ :
. la seumilla, Ixiste la Fuda de que. 1a sfntesis de prote

inas dcpendeude RNA- meﬁfagero prefornado y a]macen%do,

pero es seguro que la nntecls de DNA- ocurre aolo dee- :

pues de la germ:na01dn uomo.parte.in egzal‘delvproceso

de crecimiento. (2},




rial que mhs se ha usado para estos estudios pon eabrio

nes aislados de trigo conocidos comercialmente como ger

men de trigo. (1) (2).
Ta sintesis de protefnas no se lleva a cabo en la

.

semilla seca, sino gue comienza cuando los cdlulas en -

tan suficientenente hidratadsg para permitir cue los ri

bosomas citooldemicos (80 8) se asocimn con el RNA mene

pajero (R¥Am). (1).

sintes 1s de protelncs en ombra ,V‘ejeé imbibidos.

Las tecnlcas oue e vtllluﬂron PAYS 1a aetecc14nv~
de 31nteq1 : rotelca devenden de la 1ncorporacx§n Y-
mlnoénldoe radmoacilvog ( aneu ] 3H—Leu) al creci -
miento de 1a cadena pollpeptldica, por tanto es obvio-
qus lmydiaponibi]idéd de los aminodcidos en el Jltlo -
de la. sinteams dentro de la semilla duede er un fac -
tor 11m1tante. ‘Asl en la semilla intacta el tlempo aue
toma, la 1mb1b1016n de anua y la conconltante d13urlou-
016n de precursores radiactivos exdﬂenos por tnco ol -
tegmdo puede ser conﬂlderablcmente mas 1argo cn embrlo
nes 0 en cjes embrmonarloQ. Ia, permeabllldad de las ca.
pas de la sem1]1a nueden afectar tamblén 1a enrrada de
amlnoécldos radloaot:voq. (). ' S

En cgea embr:ona01om de Phaseolus ]unaqu, Phaseo

lus vﬁlgarmsuy an:embrlonem aiglados de csn+eno avroz—
y trigd”iafs{ntemim de proteinas empieza dentro de los
primeros 30 o 60 minutos de que se han puesto en agua.
Tos polisomas,iqué_ho,se encuentran en. la semilla seca,
se forman enlcuantovempioza la imbibicidn con 14 dismi

nucidn de ribosomss libres. Ia actividad de Los poliso

] Jooe



nas se ha nedido en embriones de frigo observands la -
capacidad de la Traceidn rivoromal (que contlene tanto
ribésomas libres como polisomaa) para catalizar la sig
tozips in vitro de proteinas, EL paguete ridosomal dn -
embriones secos es incapaz de llevar a cabo.la ainte -
aig (Tabla 1). Ta toma de apua por el enbridh de trigso
ocurre rdpidamente y despuds de 10 a 15 minutos la ca-
pacidad de sintesis del paquete ribogomel =e evidencin,
Tos ribogomas presentes en embriones secos o de ~
pemilla seca y de drganos de reserva, no se save si re
tisnen la capacidad de sintesis, pero en sistemas a -~
1oz cuales se ha agregado RNAm; asi como otros compo -
nentes, los ribosomas extraidos de cemillas gecas pure
den 1levar a cabo la sintesis de protefnas in vitro.
';En'sistemas in vitro es necesarin agregar ATP [

pues en»ei,proceso de obtencidn de ribosomas se pierfﬁ

i

Tabla Lo, Rlbosoma' s poll omas en embrlonps de trlgo

:‘;-durante a germinacidén. (ver ref. 1)
Iaaactividgd de los ribosomas fué detzrminada por la ig—-
corporacidén de leucina a ribosomas aislados. ELl contenido
de pollsomas se deteﬂglné a partir de la ahsorbancia en -
la regidén de los pollgomas en w gradiente de sacarosa.

Tiempo de '  Actividad de Contenido de
imbibicidn - \ribosomas. - . Polisomas.
\cpm/mg de RNA Unidades de
R : s D.0.
¢ .
0 268 - 0,01
15 min 6680 - ’ 0.16
30 mim ' 23200+ . L.61
1.5 h : 31900 T 242

6.0 h . 56300 e 3.66

R TR . P YO



den'obéd diluyen ius'mitbdandriéa) y componentes egen
ciales dol citoplasma dentro de la fraccidn sobrenadan
te (ver ftabla &),

En ausencia de RNAm.exdgeno el pacuete ribosomal.
extrafdo de memillas secas de cacahuate es inactivoy -
eston resultados se explican por .el hecho de que las -
semillas secas no contienan RNAm agociado con los ribo
somas. n embrioncs a las 48 horas de imbibicidn los -
ribosomas ge han asociado al mensajero v se han forma-
do los polisomas, la adicidn de RFAm exdgeno no es ne-
cesaria. (1).

Tabla o . Condiciones para la: incorporacién in vitro
de aminodcidos radiactivos en la sintesis de proteinas

por ribosomas aislados de semillas secas de cacahuate.

Condiciones del sistema "Incorporacidén
o (Cventas/min/mg

ﬁ" '*“X ‘ de proteina).

¢

1. Sistema completo | »! 2188
2. Sistema completo + cicloheximida 312
3. Sistema sin ATP ‘X .‘ ‘  S 90
‘4. Sin sobrenadante (ﬁactoreéjcitbplésmiqoa) : ,4lif
5. Si‘n.RN‘A‘m" ‘ \ oy Sy a3

I

6. Sistema completo de!

senillas imbiﬁidasifbrijjr«-”
48h, sin RNA, .- e .

5\5 ) ) S

El sistema completo contiene: 0.3 mg de ribosomas de se
millas secas o de semillag imbibidas por 48 h, (lineas 1-5
y 6 respectivamente), 0.8 mg de proteinas del sobiinadan~
te (citopldsmico), 125M g de,"RNA "™, 0.5 Ci de -leu-
cina, 10-15 Amoles/ ml de Mg . Ia. incubacidén se 1llevéd a
cabo @ 37°C por 30 mim, ALl tubo 1 se le zgregd 15 Mg de -
cicloheximide, la cual es un inhibidor de sintesis de pro
tednas que actia sobre los ribosomas 80S. EL efecto de -
omitir ribosomas no se probé.(ver ref. 1}




Tactores que afectan 12 germinacidn. R ERTA ~d 3

Tas cemillas son medianamente resislentes a condiciol.-
neg cxbernas extremas, con {al de ocue esten en un eata
do de desecacidn. Como regultado de esto, las semillas
pueden retencr la capacidad de germinar por perfodbw -
considerables. BL tiemno en el cual las semillac pue -
den ser viables, es muy variable y depende de las cone- -

diciones de zlmacenamiento y del tipo de cemilla, ™1 -

térininos generales la viabilidad ce retiens mejor en
condiciones en las cuales 1la actividad metabdlica de -
la semilla ez baja, por e¢jemplo a baje temperatura ¥y

altas concentraciones de CO,. (). (5).

Tos factores externos ouc afecbaﬁ la v1ab111dad
de las semillas pueden considerarse como secundarios -
gi se piensa en el control genético de 1av mismazs, Tos
factores externos mde importantes son:.el stministro
de agua, la temperatura, log nutrientes minsrales y 1&’
luz, Para oue una-semilla pueda germinar, esta debe en -
contrarse en coad1c1ones amblentaleﬂ favorables para -

el proceso,

Y. Amaa. Ta parte donde» e trata el efecto del’ avu Tue
- congziderada en la 1mb blOlon.

2.0ases, Yo que la,germlnacidn es un eVaﬁto quéfréquie

re un gasto de enerpia,'la cual eq*bfodd"dafporila oxib

dacidn en presencia o ause n01a de 02,‘ stos procegosm

1nvolucran el LnTercamblo Faseoso, la gallda de “02 Ng

la toma de O en el ca 0! de freoplrac16n. Por coNAa-

cuencia la gnrmlnac16n esta afeﬂtada por la composi —-
cidn atmo 1férica que le rodea.(z)

' Ia mayor{4 de ldd semi]qu tienen un bajo porcen-
taje de germinacidn =i lo tensidn de 0, disminuye de
manera, aprpciable bajo 1log valores aue ze presentan on
condiciones atmosféricas normales., WL efecto del, CO? -~
eg inverso al do1 oxipenos la mmypria de lag Mm111'1-¢-
gon capacen de germinar si la ten=zidn de €0, se incre-

2
- menta,



.

la semilla a lon mases es dehida al aumento de la pre-.
sibn, Aunove a@e ha vieto rue a prdsiones de cerea - de
lag 200 atm no afectan el proceso,
I lemperatura. Ta temperatura a la cunl we cemilla -
cermina varia de una ecnecie a otra, A temperaturag —.
muy yajas o any elevadas la germinaciﬁn de laa genills
no se precenta. Sin embargo, el cambio de ﬁcmperahﬁrun
no afectle a un wolo faetor de la germinacidn.

En el rango de temperatura dentro del enal uvaa ﬂg'

mille puede germinar hay un valor dptimo. Ta temperaty

-

ra dptima se tona como aquella en la cusl se presenti-

el mas alto porcentaje de perminaci’yn en el menor.tiem
po. Ia m{niza.y la mdxima temperalura para ia £V A

nacidn son entre las cuales la'germinaci6n ocurre,

Ta Gemperatura a la cual una eémilla gernina y el
rango dentro del cuzl eu capaz de haceflo, egtan deter
ninados por lag carveclerfsticas prdpias:de11a semil1a,—
diferencias genéticas dentro de"la mig ma especie y  la
edad,. Por cgemplo para el malz- Mlnﬂma & a.1o°c, 6pti~
ma de 32 & 35 °¢, ndzina de 40 a 44 C.,ﬂunouo el efecto"'
de la temperatura no es 1ndepend19nbe du otros facfo « 

reg como por ejemplo la luz. (l) (2)

4.Inz. Entre plantas eultivndaa;enwla‘1u2’y’] ; n -
1a'¢scurjdad hqy pocos efectos en la germlnqovdn. Tag-
semillag de la. mqyor{a de 1as plqnt as cu]tlvadad perml

nan 1gua1 en la- 1uzvoue en 1a oocur101€~ gin embarpo ’

otrag tlenen varlnbllldad en su comportba mlen1o. Tag ae

nillas nueden lelﬂl ﬂe cn,‘lae‘que perminqn en Ja os
curidad, lae quc germlnqn s0lo bajo JUa conqtante vy a

quellas a 1as quc no dcpendcn de 1a ;lumnnacldn.'

De manora es tricta puede declr e?nue.]o efccbos—

de la luz entan relacionados’ con el romplmlento de - la

dormancia o eu 1ndu0016n (2)



LML ULUOLEN We Lt GelminaClon.y

Un gran nfuero de sustanciss pueden alterar la -

germinacidn, Todon

téxicos

eatoa compuestos son generalmente -

para todos los OTL?nl smoss v, o clertas concen—

traciones, detienen la germinacidn simplemente poraue-—

matan o la gemilla, E1

gible, Fl

efecto ea gensralmente irrever—

simple hiecho de colocar uns semilla en una «

golucidn de presidn osmdtica elevala, eg suficiente na

ra matarla, Las suetanciass respounsables de altos pre -

Al-
sodio, ete, En el
(@)

Otro tipo de inhibicidn es causada por sustancias

siones osmdticas son, eobre todo, amicar, sales en

tas COLCentTQClOﬁ\u como clorure ce

laboratorio se usa generslmente manitol,

gue interfieren con ciertas vias metubdllcuv. Un e jen-

plo,. son log inhihideres de 1a respiracidn. Compuestos

cianuro, dinitrofenol, azida, flucruros, hidroxilamina,

etc.Otros inhwhidoreﬂ de varios

g &~ D.QTO

son her“icidas tipog -

stog 'fendlicoe de verios ti

como el 2 c&mpu

pos pueden inhivir la|germinagidn, log cresoles, por -

cgemplo, Jnhlbcn poT £, efecth fltl1dKlOO en general.

Dada 1a gran: ulqtrlbucmon en plantae v frutos de log -
!

compueqtos fendlicos, e
1\

actldan como ;nh1b1dorc% naturales de la germinacidn.

gsugiere que estas sustancilas-

Pl e;ecto de las bnrwonaq vepgetales no se d;scuti
ra aou1 por ger un tema Wuj extenso (ver 2). '
Tabla 3. ;nhlblclén de la germlna016n de seml—f
1les 'de lechuga. ( Ver f@,. 6 ) :

COMPURSTO : Conc. para~el 50% de 1nh1b1~
c o eidn 2\ '
Catecol 10”7 3
Resorcinol 5X10 H
Ae. cafeico 10 3
Lc. cundrico 5X10° R
Ac. salicdlico 1.5 )x103 ,
Lo, gllico v 5X107 3
Pirognlolo " 10



" HERIDA 0 BNVEJECIMITNT(

Ias plantas estén sujefas a varias condiciones o. -
factores ambientales. Ia accién de estos puede ocasionar
la parcial o aln completa destruccidén de las plantas. Si-
el vegetal no es dafiado en forma letal es capaz de rege-
nerar el tejido o de protegerse contra el atague de Daré
sitos y la pérdida de agua, en un proceso involucrado en
la respuesta 2 la herida y en la posteriér cicatrizacidn
de manera similar al de los animales. Generalmente las -
células diferenciadas y por tanto especializadss que es~

tédn debajo de la superficie de 1a herida, incapa ces de -
dividirse regresan a le actividad mitdtica y finalmente-
forman tejido meristemético. Este meristema en el curso—

de una nueva fase de dlferen01ac16n reemplaza el tejido-

dafiado fun01onalmen“ﬁo produce una capa de tejido que -

limita- la reg n 4 3351}como un periderma; ce

tlgac1ones en el desarrollo de la capacldad de las célu~
. las vegetales. Fara esto los~te31dos de reserve han sido
muy usados, por ejemplo, tubércﬁlos de papa (§22£E£EL ——
tuberosum L ), rafces de zanahoria ( Daucus carota), tu-

bérculos de alcachofa de Jerusalem ( Helianthus tuberosnug)y

camote ( Ipomea batatas) y betabel ( Beta vulgaris ). (7

El trabagar con teald »devreserva tiene las smguxen
tes ventaJaS" ; ,

- Homogeneidad celul ) l\tegldo de reserva estd -
compuesto por células parondunmatosaa) S

- Disponibilidad- de fuente de Energia por la ruptu-
ra. de los poligsacdridos de reserva. “‘”‘ ;

~ Tcil aplicacidn de sustancias quimicas a.fih'dée'

estudiar su intervencidn en el metabolismo.



~ Almacenamionto a lar 0 par cu- bq}a Baetivi -

dad fisioldzica. .

- Disponibilidad duanbe todo el afio.

~ ®L incremento de su-actividad metabdlica es muy -
‘marcado lo que facilita su estudio. Tgta actividnd estd
relacionada con la biosintesis de orgonelos en 1o res we
pucsta a la herida.

~ %1 alto contenido de aguz lo rosibilita a una T

pida respuesta, (7) (23).

P
fite

En forms general se pusde decir que existen tre
pos de respuesta a la herida, .esta Jepende d° 12 1oc lizg
¢cidn de las células en el tegldo ¥ dcl teglﬂo de ‘reser -
va que se eatd oetudlando.

Tas cdlulas mas corcanﬁa a 1a herlda formqn un peri
derna, esto es, se forma una.qsp001e de c;caurlz NATA -
~recmplazer elftéjido‘ﬂaﬁado}‘El.periﬂerma egta formado -
de sustancias parecidas a la lignina.

ixiste otro tips de respuesta en el cual las célulac
pasan de un estado parenguimdtico, es. decir de haja acthi
vidad metabdlica, a olro meristemdtico, metabdlicamente-
activo. Finalmente se ha descrito un tipo de respuesta -~
en donde el tejido pasa a un estado metabdlicamente_actél

vo aungue las células no szon capaces de dividirse,

En muchas plantas de tejido de reserva la regcgiépfi‘

a la herida no es la actividad meristemdtica de las célu
las cercanas al corte.-En estos casos las paredes
res por debajo de la superflcle heride emplez'

ficarse ( por ejemplo, ‘en Helianthus tuberosus)

En el caso oapeciflco de tealdo de pap
forma un periderma, '

Todos. los t;nos de reupuesta a 1a herlda tlenen en—
comin que mnmedlatamente.después del corte, el nficleo m;

gra hacfa la. pared celular, al mismo tiempo, usuvalmente-

'y



cleo aumenta mds o menos en wn 50% y la.del nucleolo en-

un 135% en Helianthus tuberosus, los valores correspon .-

dientes a la papa son de 168 y 300% respectivamente.

Diferencias ultraestructurales entre tejido fresco y herido.
- Tejido intacto.

Ias células de tejido de reserva intacto son gene—-—
rolmente pobres en estructura. Una grén vacuola central-~
llena casi el interior de la cédlula, El citoplasma con -
tiene pocos organelos, es especialmente pobre en estruc-
turas que lleven a cabo la sintesis de proteinas. El nur

019010’

ntlone ‘pocos 0 nlngun precursor ribosomal, El -

numerO» 1bosomas ¥ de reticulo endoplésmico” es baao.
En forma general se puede declr oue el tealdo se en

cuentra-en un estado de‘baaa actlv’dad metabéllca por -

la poca"cantldad de organelbs.(?

- Tealdo hﬁrldo e tu érculos “de. papa. i

Los‘camblos ‘estructurales 1nduc1dos por 1a herlda~ ‘
pueden descr1b1rse reflrlendose c’olo al caso de 1a papa.

En las celulau en las que la actmvxdad mltotlca regresay:

despues de la herlda y que flnalmente desarrollan‘un pe

rlderma, pueden observarse los 31gu1entes camblos- §$*

Dentro de las 12 horas posterlores a 1a herlda el-j

mal, E1l reticulo endoplasm1 ;y{el numero de r‘mbranau-l'

con ribosomas unldos seyincrementa dentre de ldS prlme—

ras 24 horas posterlores'abla herida. Numeroeos pollso~
mas se unen al retlculo endopldsmico y algunos aparecen
en el citoplasma. En consecuencia la actividad metabdli
ca Se ve incrementada y la sintesis de mroteinas comien
za. (8). (Ver fig. 3).



Vacﬁwéirék :

Figura 3, Morfolopfa de la célula de tubdreulo de Solanum tuberosum T.
A) Célula de tejido fersco. B) Célula de tejido herido

e 5‘(‘“




En @l tejido herido las‘células deven adaptarse a -
los cambiovs ambientales, por tanto . la actividad de las-
diferentes enzimas cambia por mecanismos de activacidn-
¢ inactivacidn de»éstas. Dich0s'mecanismos regulan el -
ntmero de moléculas de las enzimas asi como la relacidn
entre la velocidad de sintesis y su velocidad de degra-
dacién. De entre los mecanismos fisicoquimicos de acti~ -
vacién e inactivacién estén: activacién e inactivacidn-
dé efinimag por asociacidén de subunidades,” Activacidn e
insctivacidn de enzimas por mecanismos alostéricos. Ac-
tivacién e inactivacidén de’ enzimas por modificaciones en
zimdticas. Activacidn e inactivacidn de enzimas por DPro-

tedlisis limitada. (9) (10).

Ia. inactivacidn por protedlisis limitada parece ser
el inicio de la degradacidén de la enzima, como se ha dew
nostrado-en'el caso de mamiferos»y para ciertas enzimas-

del tealdo de reserva,(le)

Induc‘lén de ena.

mae n el tealdo herldo ae reserva,

tivacién;

Una de lag enz 1mas



la. fenilalanina amonio liasa (13), las peroxidasas (14 )~
y la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (15).

- Actividad de RNasa.

in ¢l tejido herido de hoja y de tubdéreulo de papa-
hay wn incremento de actividad de hidrélisis de RNA alre
dedor de la herida, que usudlmente llega a su mdxima ac-
tividad a los dos dias después de la herida para bajar -
posteriormente. o

Al menos tres difeientes eniimas contribuyen a law-
degradacién de RNA: RNasa, una fosfomonoesterasa Acida-
y una fosfodiesterasa. Ia actividad de la fosfodiestera .
-ga no cambia apreciablemente en el transcurso de la he~
rida.‘En el caso de la RNqsa la actividad estd regulada

\

a nivel de la transcr1pc1on. (11)
—Sintes1s de novo dc 1aoenz1mas de per0y1dqsas.

En tegldo herldo de papa 'y - de camote el tealdo pa~

,renqulmatoqo tlene actividad de perox1da%au. Esta . acti~

vidad se asoc:ﬁa a 1a1hub111d 5‘ del, teJ:Ldo,'de,S,@bx'_evivir

'\\

alataque de fitopabogenos.

grasos en. tealdo herldo Drcsunone la acclon d»l

lag Dento sas (15). Ia via se inicia con dos deshldrogana

sass gluco a 6-foafato doﬁlldrogenasa ¥y 6—fosfogluconqto'
deshidrogenasa, ambas enzimas se actlvan como conse cuen—
cia del corte. GencralmenLe la, actxvmdad ge¢ incrementa -

obteniéndose &4 miximo onbre laﬂ 24 y 48 horas después -




de la herida, para posteriormente caer tany
mo en zanahorigf. S
En papa cinco isoenzimas de la glucosa 6~ fosfato ~
deshidrogenasa son sintetizadas de novo, como lo muestra
el uso de inhibidores y precursores radiactivos. Estag -
isoenzimas coniribuyen a la actividad total de la enzima,
~3intesis de novo de fenilalanina amonio liasa (PAL),
Como respuesta a la herida se acumulan wna serie de

compuestos fendlicos, de los cuales, el 4cido chikimico,

el 4cido cafeico y el decido cloragénico son importantes.(16),

CH=CHCOOH

OH - OH
Aeddo chikimico Acido cafeico

Ia produ001én de:nollfenoles en el. tealdo rebanado de

papa. blanca se lleva @ cabo entre ios dos y tres dlas des

wpues de la- herlda para nosterlormente desaparecero

Dos enzimas son muy importantes en la sintesis de fe

noles, la fenilalanina amonio liasa y la 4cido transcind-.

mico 4-h1drox11asa que  se encuentra tanto en teJldO 1ntac

to como herido.: Ta act1v1dad de PAL despucs de’ 1a hcrldam

se debe a su sin‘” de novo como 1o han demostrado expe

rimentos con’ 1nh1b1dores ‘de sint051s de protelnas, traza—

dores radiactivos y ensayos 1nmunoquimlcos (17)

Degradacién de enzimas en e1 fG5id_

- Fenilalanina amonio liasa,

Como ya se dijo la cantldad de wna- enzima en un1 celu

la; eucaridtica estd regulada por la velocidad de sint031s




vy degradacién. Generalmente hay una induccién
de sistemas especificos de degradacidn despuea;d
tesis de novo de wna enzima.

Ia fenilalanina amonio 11&5& TPAIJ se sintetiza do -
novo después de rebanar el tejido, avmentindo considera--
blemente la actividad de dicha enzima, Después de alcan -
zar el mdximo en la sintesis, la actividad decrece de nue
vo. En papa el sistema de degradacién aparece W PoOCo an-
tes de que (PAL) llegue al méximo de actividad, esto pue-
de deberse a wuna actividad proteica.(17). Ia degradacidn-
de PAL no opera en tejido intacto, esta se induce 10-15 ~
horas después de la herida{ Sl

- Fosfog]ucomutas v Lo i o o
En teald' h ffAf,’;vo CdSl todos los éto—
mos de carbono de

_almldon de_reserva se usan para 1a sin
tesis de a ntes Droductos. Elralmiddn es ran1damenbe~
degradado ha°fa llegar a la. via glucolwtlcq vy ea la‘via.de
las pentosas, v

mlgunasfde‘las enzimas de la glucélisis son sinteti-
zadas, otras degradadas 0 1nact1vadas y otras no: t;enen -
ningfn cambio como respuesta a la hcrlda (18) ’

. Una de las engimas mds activas en ﬁegldo-lntaétofes—

la fosfoglucdmuta sa que es ranldamente degr'dada desnues«

de‘la herida; Se: entlende por ‘de. ‘déC16n la:de qparlclén

de las 1soenalmas y no uignl avdegradac16n de las
proteinas se halla probado. £l proc s,?déﬁradativo es dew
pendlente dol metabollsmo ox1dat1vo, de ld tradv001on ¥ -
de la transcr1p016n. Por tanto, la szntcuxa de protalnasn'
es un reqUJS:to ‘indispensable para’ la destruccién de la -
PGM, esto e

peciflcas.(la)o

xla gintesis de proteasas cupe01f10a4 0 inesu

Despuds de la herida lag proteasas son inducidas,las
cuales inactivan o depgradan las isocenzimas de la PGM, con-

gecuentemente en el tejido intacto las igoenzimas de la -



PGM estdn fisicamente separadas de las proteasas o las —;'
proteasas estdin pricticamente ausentes, mientras que en -
el tejido herido las proteasas y sus sustratos proteicos-
estdn juntos o se induce la formacidn de nuevas proteasas.
En cuvelquiera de los dos eventos las proteasas,en cierto—
sentido, pueden reconocer que prbteinas degradar., Rsto -
puede ser posible si la proteina estd asociada a efecto-
res protectores ( sustratos o cofactores), por tanto, la
ruptura proteolitica no se lleva a cabo. Despuds de la -
pérdida del efector la proteina adquiere wna conforma --
cibn que es reconocida como sustrato por las proteasas.-
Ia act1v1uad dc proteasas contra PGM ha sido caracteriza

da.(18)

Ia mayoria de las proteauas en Dlantau son ‘enzimas—
sulfhlarllo y re01entemente se han encontrado endoypepti-
dasas que. parQ sw actividad ¢ tdlltlca no recuieren de -

‘ grupos‘sulfhi%rllo, \amblen se han caracterlzado protea-
sas -4cidas asi como 3 arboxipeptidasas de serlna,(19)
act1v1dad proteolitlon como reportd Perez (20), en papa=
es max1m1 alrede&edor de las 24 horas posterlores a la -

herida.




Intercambio Iénico.

Cuando se¢ produce wa herida en el tejido de reser—
va se llevan a cabo cambios bioquimicos, fisicoquimicos 'y
nmorfolégicos, entre los cuales se encuentran el incremen
to de sintesis de proteinas, Acidos nucléicos, formacidn
de polisomas, membranas e intercambio idnico, (que regula
la presidn osmética), considerado como un buen indice de
la respuesta a la herida. ‘ ‘

Van Steveninck (21), conQidera?ouefelfcambio de 06n

“centracién de los Jones K y Na es el responsable de 1a

regulacidn osmotlcu en las celulas de beglao de reserva~

en condiciones de baja actividad metabilice y afn en con
diciones drdsticas como es la herida. Van Steveninck ci-
ta‘qué 1os iones K+ y Na+.presentanval inicio del proce~
so Qe herida wn estado basal, despuds ¢l cual existe una
-salida-‘de estos {ones a la parte externa del tejidoj ter
‘minando flnﬂlﬁente é?n una faLe de equilibrio entre los—
iones ex Terno& e 1niérnos.;5 | consideran por tanto tres-
fases en las cuales hay pérdida de iones por parfe’dél"—
tejido. y reabgorcién posteriors I;kEl estado inicial 6'-
baual. II. Poaterlormﬁnte el teJldo en vn ambiente acuo~
so y de%nues de sexr helrido, plerde K ¥ Na , los cuales-

ran en la so]u016n acuosa externa, presenténdo

se un méy1mo'de concenr§a01on de: dlChOS iones. III. ¥ =~

despuesfocurre el feném\no 1nverso- reabsor016n de los ~

iones,. por tanto, hay un‘aumento de la cuncentraCLon intexr

v
na de K y Nat. Ver fig: 4q

Con respecto al comportamiento del calcio en:.la res
puesta de herlda, ser ha encontrado . que Ca2 no particiva
'dlrectamenfe en la regula016n de la presidn osmética., -

 Sin embargo este idn Jueéga wn papel importante en la; =

sintesis de proteinas, pues algunas de las enzinmas parti

clpantes son dependientes de este idn.

fav]
1
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Fig4. Compor'bami‘ez}tp desérito por Van gteveninck en la 1i't9ru‘tum, ,de:_L
intercambio de K'en el medio exégeno. (en.rebanadas deﬂ_ft:@jj,do -
herido de betabel.,)



Resumiendo sepuede decir que el fendmeno de herida
es el proceso quo comprende la s?nteﬂis de dcidos nucledl
tog: y de proteinas (estructurales y coteliticas), el in
tercambio idnico, la Fformacidn de membranas, ribosomas,-
mitocondrias y la activacidn de las vias metad8licas que
intervienen de la degradacién de macromoléculas., Ademds--
de un proceso de desdiferenciacidn gque conduce a una nue
va diférenciacidn de las células del tejido dafado, E1 ~
fenbémeno de herida (wounding), se le conoce también en -
la literatura como envejecimiz nto (aging) o lavado ( wa~
shing). (18), v
El ehvejecimientp se‘reficrevaflos Procesos que pue
de no ser la causa'dé'la-muerté, incluyendo un gran nlme
ro dejéaﬁbi6s en el;ﬁéjﬁdo; estos pueden causar el debi-
lifaﬁiehtb:delgorgdnismo'aunque no demnera necesaria. -
Ia:Seneéééhéia (fenbmeno con el cual se confunde el enve
jecimiento), en cambio, compronde a tbdos los procesos. -
.deteriorativos o degenerativos que son la causa naturale-

de }a muerte del organismo (22).



Fl corte y lavado del tejido de reserva proporciona
un método simple de inducir la diferenciacidén celular ba
jo condiciones controladas. Ia informacién que resulta de
éste método aparentemente artificial y ﬂimple ha venido-
estudidndose desde fines del siglo pasado y gracias a é1
se conocen Tfendémenos como: la habilided de la diferencig
cién, como ya se dijo, por un proceso de desrepresién del
genoma, Ademds se puede obtener informacién sobre el con-
trol metabdlico, la localizacidn de enzimas y organelos;—
medir potenciales de membrana, gradiente idnicos, etc,(23).
El fendmeno de herida implica aspectos difusionales gue-
involucran sustancias regulatorias y comvonentes de naty
raleZaUhormonal Se sabe que estas hormonas tienen efec~
to0s sobre el fenomeno de . desrepresidén y sobre la sintes1s

de protelnaS'cn las rebanaaas de tejido.(24). Ie 1nvest1-

ga01on en el fnnomeno-de heridg puede ayuwdar a entenderlu

o v ta’de su estudlo.

e resérva por las ventajas ya seflala

desde el‘puntj ‘Estos estud:os se~
realizan en

das para' bt

ANTECEDENTE%’

Después del corte del tealdo de reserwa, una de lag-

respuestas mis marcadas es el 1ncrcmento em la cantidad -~

de protcinas. Iste incremcnto se’ debe a canblos tanto en-



icas (25). Ing

laS»Tr cciones r:boqomale 4 Plédsmi
caugasg del aumento en nroteinﬁs se.ﬁuede deber, como Co
cotle seflala (25): : ‘ ‘ :

~Activacién de genes, dependiente de la sintesis de
RNA y proteinas. Esta aétiVid@@fﬁé;manifiesta por la sin
tesis de nuevas enzimas yliéfapfivacién“de yiasvespeéifi

cas.

~fumento en la .concentracién de RNA mensajero, forw

macién'deVpéliSOmasfy”déﬁfa'tdrén que ‘e encuentran en el
citoplésma. ""1 . " S

Estos hechos fuéfoh“démbstraddsfp6r divefsos ekperimeg
tos (27,28, 29),6n los cuales useron ‘eicloheximida, cloral,
puromlclna y actinomicina D, oue 1nh1b1en el aumento de la
sinteis de proteinas. También se han hecho experimentos -
con - la ihcorporacién de aminodcidos radiactivos,tanto in -
.xigg como in vitro (30,31,8).

Utilizando un sistema ‘de fraduCcién in vitro. de tubéxr

=3

culos de alcac@ofa sa ha most#mdo oue en cortes:frescos -

la actividad es amuy ba ay estT aumentaba en discos enveaef

cidos,obteniéndose el héximo a

1as 24 noras, ste tealdo

la cana01dad de. sintesis proteica se ‘ha zsociddo a fracciones

distintas (8).

' Dstudlos reallzadom por Kahl (8), en papa. demuestran
que -el’ aumento en la sxnﬁesms de protexnaa se dehe a w -
aumenLo en la cantldad aé RNA mensaaero Yy que los riboso-

Y

mas del'te‘ido fresco no: gon :nactlvos per se sino que . cam

recen‘de algun o algunos factorca de estimulacidn, _
: ado, Cocoth'(ZS), reports que existe w -
,inh;bldor'de51nt951s de proteznaq asociade & ribosomas en

el tegldo herldo de3papa, cuya actividad va desaparecien-~

do en razén dlrectagal tiempo de enve jeciniento del teji-
do. En este trabajo se concluye que dicha actividad inhie
bitoria no se debe exclusivamente a wae aetividad proteo-

1itica sino como una ineficiencin de lom ribosomas de te-



jid§ fremco por la presenci@ de dicho inhibidor. También se
reportd la brescncia de un inhibider asociado al $obrenadante
celular. Por tanto para trabajos posteddores al de Cocotle, -
ge planted la necesidad de realizar bioensayos'para saber ol
efecto Tisioldgico de estos inhibidores sobre un sistema in v3i
vo. Pare el presente trabajo se escogid el inhibidor asociado
en el sobrenadante celular.

Tomando en cuenta estos antecedentes pueden plantear
s¢ las siguientes preguntas:

4 Cudles son los factores que determinan'ql.paso de-

w tejido parenguimitico a wno meristemAtico?

Qué mecanismos se llevan.a cabo para qye e

abandone el estado de latencia? i : SER
4Qué pavel puede jugar el inhividor répbytéaq en di-
chos mecanismos? P EES
En este trabajo se pretende emvezar a estudiar este -
factor inhibitﬁrio y'ius propiedades para tener mis elemeg
tos que nos siﬁvan en%el conocfmiento del fenémeno de enve

jecimiento.
|

HIPOTES IS Y OBJETIVOS:

Con51deréndo la- pxrsen01a de wn factor 1nh1b1tor:o de

sinte51s de proteinao a?oclado al tegldo de So]anum tubcrosum L
puede plqntear la 51gu14nbe h1p6teszs. e '

8 e’lste un thlblﬁor de sintesxs de protelnas este -
debe Ser cabaz dc 1nh1b1r la germlnaCJon por ser este proce

so dependiente de la sinte 15 de. protelnas. v
§ : :

Obgetlvos.
"~ Montaje de w sistema biolégico (germinacién de mafiz)
para ensayar la actividad del factor inhibitorio‘aSOCiado al
tejido de papa. Este bioensayo debia cumplir com»éiertos T~
guisitos como son: fAcil de manejar para obtener resultados-—

répidos en forman sencilla y confiables.
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- Conocer las propiledades de dicho factor, como son su

naturaleza quimica ¥y algunas de sus ropicdades fisicas.

~ Concluir sobre el posible papel del inhibidor en los -

fendmenos de latencia ¥y envejecimiento,
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MATERIALES Y JETODOS

I. Materiales.

,Réaéti?d
Baker.
‘ é01do acetlco, isopropanol, fenoly

'cobre, sulfato de sodlo.

;Mgnnhelm;'

Acetato de magme81o, acdloﬂtrl ordacético, cianuro de
pota51o, cloruro de pota51o, cloruro de calclo, 2-mercaptoe
tanod, moliddataé de amonio, ortoarsenlato de sodio, PPO( 2,5-
difeniloxazol, ), POPOP ( 2,2-p—fen11en—bls ( 5-feniloxazol)),
reactivo Folin-Ciocalteuw, tolueno, tris(hidroxiaminometand), -

tartrato de sodio y potasio, tungstato de sodio.

-De la casa New England Nuclear:
leucina 8 ( 50-60 A Ci/ miol).

-De la case Productos Quimicos Monterrey:

Cloruro de ‘magnesio.

—De 1a .casa- Sankyo Co, IID:

Rlbonucleasa Tl

—De,la casa Sigmay il - ) ‘ ‘

K1blmina bovina,'casein?;fglﬁ06Sa;HIg;gucina,lmetilcelo_
solve, h S SR

-De la casa Técnica Quimicas = ,

Bicarbonato de sodio, carbonato de sodio, hidrédxido de —

sodio, ortoarseniato de sodio, Acido sulfirico.

~De la casa Vhatmane
Piltros GF/A de 2.5 cm de didmetro.

-



Biolégico .

.:nga.alfg.:saianum tuberosum L), de tamafio mediano,

obtenidaéfdéi:ﬁéiéédo local, en estado fisiolééicd latente

es decif sin signos de brotamiento.

Semillas de Mafz (Zgg mayg) de la variedad "Rio Bravo
Tamaulipas”, con un 90-100% de viabilidad. Ias semillas se -

guardaban en frascos con wn sobre de cloruro de calcio anhidro.



IT. Nétodos.

1.- Preparacién de los extractos de papa.

Ios tubérculos de papa se lavaron con agua corriente
y después con una solucidén de hipoclorito de sodio al 10%
(v/v), posteriormente se enjuagd con agua destilada.

En condiciones estériles se reband el te jido y se —-—
cortaron discos de 3 mm de espesor y 19 mm de didmetro u—
sandovun rebanador comercial y un cilindro de aluminio; -
se apartéd una cantidad de rebanadas de peso, conocido, la-
cual constituyd el tiempo ﬁcero" (to) 6 de referencia,

- Ios discos se pesaron en frascos estériles, (aproxima
damente 10 g de tejido fresco), los discos ya pesados se
lavaréh'B veces con’agua destilada estéril con 50 pg/ml —
de cloranfenicol; se colocaron en la cémara de incubacidn
que consistiz en una caja de Petri de 9 cm de Gidmetro —-
con. wn papel filtro humedecido con 5 y‘hasta 10 ml (en el
caso de tlempos prolongados de incubacién) de solucién de

clorurofde calclo 100 oM, Ias cajas de Petri de los dife-

 t1empos se colocaron en wa incubadora a 26 + 0.1°C

‘lumlnaclén constante.
B Tanto el tealdo fresco (t )6 incubado se homogeniza
ron en el Pblltron (PCU—2 Kinematic 10 ‘ml de amor-

tlguador de extraccidn ( tr13—HCl 0. 1

QM,'pH-S 5, acetato
de magnesio, 0.03 M° cloruro de potasio, 0.06 M; 2-mercap
'toetanol 0.005 ¥). El homogenado se £iltré sobre 3 capas
de gasa y el flltrado se contrifugé a 15000 rpm, en wme -
centrifuga Beckman,modelo J2-21,usando un rotor‘JAr20, E
por 15 minutos a 4°C., El sobrenadantebrecolectado consti-
tuyd el Extracto Crudo.(si’el extracto no se usaba inme -
diatamente se guafdaba & =20°C, empléandose solo extractos
de menos de 15 dfzs de almacenamiento. Todes las determi-

naciones se realizaron por duplicado y en tres extractos-

diferentes,
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2. Determinaciones en los extractos de papa.

2.1, Determinacién de Proteinas. Letodo de Iowry.(32)

Bl método consiste en la formacién de un complejo co
lorido entre el cobre en solucidn bdsice y el reactivo de
Folin; El cobre forma un complejo con las proteinas en so
lucién bdsica, entonces este complejo reduce el reactivo-
de Folin'péra dar wm color azul intenso que puede Ser me-

dldo espectrofotometrlcamente.

'_ Se usé ‘de 10-100 pl de extracto crudo, el cual se --
nezcld con 50 partesde solucién A y wna parte de solucidn
B (A es una solucién de carbonato de sodio al 29 en hi- 
drdéxido de sodio 0.1 N; B &s wna mezcla en partes iguales
de cuso4 al 14 y tartrato de sodio y potasio al 1%), has-
ta wn volumen final de 4 ml, Se esveraron 10 minutos y se
agregé 0.4 ml de reactivo Folin diluido con agua (122.5),
se esperaron 30 minutos y se leyd contra un blanco prepa-
rado en la misma forma, pero en lugar del extracto se usé
agua; se 1e§6 a 750 nm. De los valores obtenidos de absor
bancia se interpolaron en wna curva patrén de albimina bo

vina,

F5Mé el quefse obtlene la diferencia de absor—

banc1as_ 260‘y 280 nm.r7'
Dsfe ﬁétédo fue usado cuando las cantidades de pro

teina no eran detectdbles por el método de Iowry.r
Con81stia 31mp1emente en medir dlrectemente de los

extractos la denuldad 6ptlca 2 260 y 280 nm Y sustltulr

los Valores en. 1a 51gu1ente igualdad: L ,
mg/ml de Proteina= 1.45 A280 - 0. 74 A €0



2.2, Detéfhihé 08 ;QnesiCaz , K

y Na+.v

De los métodos anali%icos de espectroscopia de emisidn
que utilizan la radiacién caracteristica del elemento, la -
flamometria es especialmente Util para los metales alcali -
nos: sodio, potasio, litio y calcio que tienen energias de-
exéitacién bajas.

Cuando una solucidn de wn elemento se nebuliza y exci-
ta mediante una llama, se puede establecer una relacidén en-
tre 1a 1nten51dad de la emlslon y la concentra016n del ele-
mento en la solucién. Esto es posible pues los &tomos al —_—
ser ex01tados e niveles ‘superiores de energia tienden a re-
gresar alnivel basal, emitiendo una radiacién caracteristi
ca proporcional e la concentracidén del elemento.

Fn el flamémetro se usen filtros-de absorcidén caracte- -
ristica que transmiten una banda espectral, especifica para
cada elemento.

Cuando una sustancia se allmenta unlformemente dentro-

de una flama ocurre la 51gu1ente secuen01a de hechos en una

réplda su0931on. » .

El agua u otro solvente, se evapora, produ01endo dimi-
nutas particulas de sal seca. B

En la temperatura alta de la- flama, la sal seca se eva
vora y parte o todas las moléculas gaseosas, se disocian ——
progresivamente para.dar\étomos neutros que son potencial -
mente especies‘emiéorés.

Algunos de 1os atomos del metal libre unidos con los -
otros radlcales se 1ntroducan dentro de la flama Junto con-
el elemento de prueba.jii R o ‘

Ios vapores de los dtomos neutros del metal 0 de las ~
moléculas conteniendo el Adtomo de wn metal, son excitados -
por la energia térmica de la flama y ocurre le ionizacidn,-

la cuzl es registrada.
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dares de sales puras de

NaCl, KCl Y CaC12 de wna concentr3616n de 1000 mg/ml y las -

diluciones correspondientes.

Se prepard el extracto crudo en las condiciones descri-
tas en el punto 1 de Métodos y aparte se hizo una variacidn:
no se colocd solucién de cloruro de calcio en el sistema de-

incubacidn.
Se trabajé con dos tlpos de extracto.crudo: exégeno y -

erddgeno. E1 extracto exégeno consituia el 1av"
desionizada y estéril de los dlSCOS de tealdo fresco Y herl—
do respectivamente después del £4rmino de cada tiempo de in-
cubacién. El extracto enddgeno consituiafel homogehizédovdél
tejido en agua desionizada y estéril\gdgmés:del tratamiento-
acostumbrado, ' '

A todos 1os extractos obtenldos se les determind flamow
o+

métrico los iones K Na y Ca2 Se _ensayaron los tiempos:-
0, 3,6, 12 24,48 y 96 horas posterlores a la herida.
2.3. Determinacién de Fenoles_(34).

El método msado consiste en la formacién de un comple jo
colorido entre el fenol y la sal férica ( Fe013- 6 HéO ), se

gim las s1gu1entes reacciones'

Eoé + [Fe(HEO)} = H0 + [Ive(Hzo)s(@035]3*
[I?e(HZO)S(OH)]3+ + B0 —* K0 +[Fe(H20)5{@-0 )

El compleao resultnnte es de coloxr azul que es el indi~

cio de prue a p081t1va de la presenc1a de fenoles.

A 1 ml de- extracto crudo de papa se le agregé 1l ml de -
solucién de cloruro férrico 0.1 ¥, después se ley$ espectro-
fotométricamente & 364.6 nm {longitud de onda donde se obtu-
vo el mdxiro de absorcién del complejo formado). Se ley$ con

traz un blarco prepzrado con agua.

N
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loa extractos fueron liofilizados con lo cual se produjo
un polvo blanguecino de cada extracto. Se disolvieron 100 mg-
de cada extracto én 1 ml de amortiguador de extraccidn y se -

procedid a hacer la-prueba de fenoles de nuevo.

2.4. Detefminééiénvdé Actividad-proteolitica (35)
"i:do usado. se'basa en la medida de la degradacién -
de una pfote;na,icaseina, determinando los grupos amino libres,
que apafecenféh el sobrenadante de la precipitacidn de la mez
cla de 1ncubac16n con &cido trlcloroacétlco (TCA) 21 5%. Ios~
grupos amino se cuantificaron por el método de Rosen (36), gue
se describe después. B
Obtencién del extracto.

Se homogenizd el tejido,de papa en acetato de potasio -~

1

50 mM, pH=5.4 con 2-mercaptoetamol 10 mM, posteriormente se -
centrifugé a 12000 rpm en wna centrifuga J2-21,de Beckman, ro
tor JA-20, durante 15 minutos a 4 °C., El sobrenadente fué la-
fuente de engzima,

Ensayo enzimdtico de la proteasa.

Se preincubé 1 ml de sustrato ( caseina al 0.5% en aceta
to de potasio 50 mh, pH=5.4 con 2-mercaptoetanol 10 mM). Se -
agregb 0.5 ml de extracto y se contiﬁﬁéﬁléiiﬂcubacién durante
60 minutos a 30 °C. Para detenerllaf gééiﬁﬁ?ée agregl TCA a-

ma concentr3016n f1na1 de 5% ( p/ﬁj“iﬁmediatamente se trans-

'ma ‘a un bafio de hlelo y se deja ahi por lo menos

fiere el s'"

de'esto se centrlfugé a 3000 rpm en la cen -

-d ante 20 mlnutos a 4 °C. El sobrena-

dante se“usé paravhacervla‘determln?c16n de am1n0a01dos POT -

el método de Rosen.

Determinacién de am1n0é01dos por. el metodo de Rosen (36).
A 1 ml del sobrenadante obtenldo en el paso anterior se-
le agregaron 0.5 ml del amortiguador acetatos-cianuro ( aceta
to de potasio 3.5 ¥, pH=5.4; KCN 5 m¥; 1 ml de estz golucidn-

ge 1levé a 50 ml con amortiguador de acetato de potasio), ~—
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0.5 mlldebsolucién de ninhidrina (solucidén al 3% en metilcelo
solve){ se agité bien, se tapé con canicas y se puso en un ba
flo con agua hirviendo durante 15 minutos. Se dejé enfriar y -
se le agregé 5 ml de diluyente (solucidén 1:1 de isopropanol:-
agua) y cuando estuvieron a terperatura ambiente se- leyeron a
570 nm contra wn blanco que se prepard en la misma forma, De-
ro con 1 ml de agua en lugar.de la muestra. Como estdndar se-

usé leucina a concentraciones entre 0 y 800 nmoles/ml.

’Mtos szn act1v1dad proteolitlca.

Preparacién de ex
‘tene rarc a‘llbres de proteasas dependien
_ "‘Hf;os extractos PMSF
(floruro devfenll‘metll.sulfonllo) en umaiconcentra016n 5 mM,
posterlormente dlchos extractos se pasaron ‘por uma columna de
sephadex G—25 (columna con volumen dg_cgma'de ml); esto se-
hizo con el objeto de séparar el PMSF que hubiera quedado li-
bre. Para los ensayos posterlores e tomaron las fracciones ¢

de elucién de 1la columna en donde no se detectaba PNSF libre.
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2.5, Determinacidn de la actividad de Rﬁasa (11).

i@l método para determinar la actividad de Riasa se ba-
sa en medir la degradacidén de Rii en el sistema detectando-
el awrento de la absorbancia a 260 nm correspondiente al =~
pico médximo de absorcidn de los nucledtidos libres.

Preparacibn del tejido.

Se cortaron los discos de papa de la manera antes descri
ta y se colocaron eﬁklé cémara de imbidbicién con 10 ml. de
solucion de CaClzriQO wi a 26°C. o

‘,-Eitraéci6ﬁ ae la enzima.

. Las muesfras dé1tejid9 sékhqmogenéizaron en 10 hl'de -
amortiguador;(Fdsfat6 de_p6ta§io‘0.02 M pH=7) en el poli ==
tron:(PCVAQEKinéhgfiéé)'é §élocidad méxima por 2 minutos.--
El homogehéiZadp'se centrifugd a 12,000 rpm (centrifuga mod.,
J2-21 Beckman con rotor JA-20) por 15 minutos y el sobrena-
dante se usé como fuente de enzima, Todos los pasos se hi. =~
cieron a 4° C.

Ensayo de la actlvidad de la enzinma,

se: colocé un volumen necesario de cada extracto (to,ts,
t18’ f24, ﬁaa) para obtener una concentracidn flnal de prg
teina de 0 l mg/ml. se agregé RNA de levadura en amortigua-

dor de,gqetato de pqtaploro.l Y a pH 5.4 a una concentra --

cidn de-2vh5/ml y se completd el volumen,a 2fml“coh,e1 a -

mortisuador de acetato de potasio. Se’ 1n b6 é )70

C por una
hora. Despuéds se tomd de cada extracto una allcuota de. 0.5
nl y se agregaron 5 ml de etenol al 95 & ., ‘se guardé a'4°

durante toda la noche.

Posteriormente se centrifugé a 6000 rpm (centrifuga --



Beckman :mod. J2-2l,krofoi.JA520) por 20 minutos y el sobre-
nadante se ley$ a 260 nm en un'espectrofotdmetro Pye-Uni -

came

2.61-Hidr6li§is bééica de_proteinas (37).

la ‘ﬁidrélisis se llevd‘a oébo'cdn un tratamiento con-

HaOH 13 5 N a 120°C y 15 llbras/pulgada2 de presifn en una--

autoclave por 20 mlnutos, no 1ormente se dializé con a-

2.7. Doterainacién te osrbobtdratos por o1 néioto de

‘4Nelson f Lfv

El método se hasa en la detecclén épectro otor thlca? ;

del compleJo formado entre un- azucar reductor y el arsenomo:
libdato que tiene una absor016n méxlma a 520 nm. ‘ »

Se mezclaron 8 ml de dCldO sulfurlco 0. 08 N y 5 ml .de
extracto crudo y se colocaron en'un baifio de agua & 37°C por
45 mlnutos.;_ ‘ ‘

Desnues’del tlempo de incubaczén, se tomd una alicuota

de 1 ml y‘senle agrend, en un tubo i ml de tunsstato de 5o~
dio al 10 %,‘5 mlvde agua. Se centrlfugé a JOOO,rpm en una-
centrifuga ISE mod. L;S; a4l soﬁrenadantevse le agregd 1 ml-
de reactivo cuprlco alcallno (24 partes de solucion a que -

contenfa carbonato de SOle 0.24 H, tarurato de sodio 0.l2i,



~42-

bicarbonato de sodio 0.3 i, sulfeto de sodio 1.41 M y una-
parte de B que confiené,sulfato:de cobre 0.6 I, dcido sulfd
rico 0,003 1i). .

De iguul manera se preparan los tubos para,la‘cﬁfya jof:!
trén de glucosa, El blanco se preparo con lml'de»agua;y_lnﬂ
del reactivo. | ‘

Los tubos tapados se colocaron en un bafio de agua hir-
viente por 20 minutos. Posteriormente se enfriaron en hielo,

‘4 cada tubo se le agregé 1 ml de solucién de arsenomo-
libdato (liolibdato de amonlo, 0. 47 M, dcido sulffrico O. 26M,
ortoarseniato de sodlo, 0.28 M) '

Finalmente se leyeron contra el hlanco a 520 nm en un-
espectrofotdmetro Pye-Unlcam mod. SP—SSO y ge calculd la --
concentracién de los problemas 1n£erpolando en la curva pa-

trén de glucosa.

2.8. Purificacidnideljfactotiiﬂhibitofip del extracto

to de amon10;(39);f'~?

Las sales como (NH4)2SO4, Nacl, N32504, K-PO4, etC., -
afectan la uoluhllldad de las protelnas pues influyen en
la hidratacidn de la molécula.;Cuando se agrega cualquiera
de estas sales a le solucién de proteinas, menos cantidad
de agua estd disponiblé éaré interaccionar con las prote- -
inas presentes y llega wn momento en el cval no hay sufi-
ciente azgua para mantener en solucién wn grupo deiprotéi-
nes, las cuales precipitan, OtTOQ grupos de nrotelnas 'po-
drédn precipitar sucesivamente a medida que la concentra -

cidn de la sal se aumente.



il extracto de papa se le adicioné en forma Bucesiva
porciones de sulfato de amonio segin la sig suiente tabla. -
Despues de cade adicién se separd el precipitado y el so -
brenadante por centrifugacidén y la pastilla se resuspendié
en la minima centidad de amortiguador de extraccién, esta-
sotucidn se dializé contra el mismo amortiguador por 24 ho

ras, hasta que la concentracidén de sales fuera igual & -
la del amortiguador (estc concentracidn fue medida por con
ductividad eléctrica).

Cantidad necesaria de (NH,) 2504 para algu-

nos % de saturac16n a 2506 (Ver ref.39),

(HH4)2SO g/lOOml
de saturacldn

0-30 | s 6
3060 L 19 s

3. Incorporac16n de’ 1euclna radi _embriones

de maizf(Zg_ ELiﬂi) varledad _Ri ravo' fméﬁps.

Se c01006 un embridén de semllla de malz en cada pozo -

de un mlcrotltulador vy se le agregé lOO )ﬂ de amort1guador~
de 1mb1b1c1<$n ( ml, 50 i HgCly, 10 mid; Tris-HCL, 50 mi ;
sacarosa, O, 2 p, pH 7.6). Se incubé el sﬁstema por 12 horas
2 25%. : '

Despues de 1as 12 boras se qulté el amortlguador y se-

4gre~6 50#{1 del mlsmo amortl uadof;con 0. 5A Ci de “H-Leu y

se dejo 1ncubar 12 h a 25°C. i

Al térmmno de la 1ncubac16;,5e sacéron los embriones,-
se homogeneizaron con amorulgu“dor de imb1b1c16n en el n011

trén (PCV-2, Kinematlc) y se centrlfu geron a 10, 000 rpm (en
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centr{fuga Beckman mod. J2-21, roth'JA?20) por 10 mi-
nitos a 4°C. Del sobrenadante sé tomé una alicuota de
0.1 ml y se le agregé 0.1 mlvde,éc. tricloroacético al
10 % que contenfa leucina frfa 1 mM. Se dejé en hielo-
por 30 minutos.

Se filtro a través de una membrana GP/A (V¥hatman).
las membranas se lavaron con éc. tricloroacético al 5%%
con leucina frfa y con etanol al 95%. Se dejaron secar,

Cada membrana se colocd en 5 ml de 1fquido de cen
telleo ( 0,269 g de POPOP, 4.31 g de PPO en 900 ml Qe
tolueno) y se determind el nimero de cuentas en un con

tador de centelleo Packard Tri-Card mod. 2255,

4,-Efecto de los extractos de papa la germinacidn
de semillas y embriones de mafz (Zea mays) va-

riedad "Rio Bravo".

Tas semillas de mafz se lavaron con una solucidn-
de hipoclorito de sodio al 10% (v/v) y posteriormente-
con agua destilada. Se usaron también para algunas de-
terminaciones embriones de la semilla.

Ia cdmara de incubacién (para semillas enteras o
embriones consistié en una caja Petri de 9 cm de didme
tro donde ee colocaron: 10 semillas o embriones, sobre-
un papel flltroghumedgcldo. Se agregd el extracto de -
papa crudo 6 tratado, eh‘émortiguador de extraccidn, a
diferentes dmluclones segﬁn el eyp~1wmen+o.-Se incubd—
2 26%0.1°C bajo luz comstante por 24 horas, tk..; -

Se usé como control el mismo sistema nero sln ey-
tracto y ”610 amortiguador de extraccidn, ‘

NOTA. 1.-Se define viabilidad como la capacidad de ger
minacibén en condiciones normales.

2.-%1 criterio para considerar que une semilla -~
he germinado es cuando se presenta la protrusién de 1la
radfcule,

Ios experimentos de germinzcidn se llevaron a cabo poT

durlicado y con 3 extractos de pazpa diferentes cadz vez.
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1. Centroles de herida. Cambios ea ¢l contenido de
‘ . + 2+ . .
protefnas y de iones (Na',K y Ca” ') en tejido herido de

Solonun tuberosum I,

Para saber si la respuesta a la herida era la ade~
cuada, segm el comportamiento esperado dede 'presentarse
un incremento en el contenido de vroteinas; se determi~-
nd la cantidad de estas a diferentes horas de incubacidn
del tejido rebanado. Para tal fin se utilizé el mdtodo -
de Iowry (32),usando como patrdn albﬁmiha bovina. En la-
fig, 1 se muestra la curva.patrén en la cual se interpo-
laron ‘los valores de absorbanciavde las preparaciones —-—
problema, para obtener la concenbra01on de protelnq de -
estos. los resultados se muestran en la tabla lyen la-
figura 2. Analizando estos resultados se puede decir gque
el contenido de proteinas Se 1ncrementa en 1as primerag- -
horas obteniéndose wn méximo a Jas" 6 ‘horas (199 47% con-
respecto al valor 1n101al), de 12 a 18 horas se mantiene
un nivel alto. A& partir de las 24. horas la proteina de ~
cae rdpidamente hasta llegar a va}qres,por debajo del -~
tiempo cero ( 58,5% menor arlas'gﬁ‘hdras de incubacidén).

Este aumento en proteinés;puédéreXplicarsé como pak
te de la respuestava la herida, lolque significa el des-
‘pertar metabdlico del tejido;'él paso de wn éistema qui-
escente a uno metabélicamente activo. Pot otroViadQ, el-
decremento en el contenido de proteinas en hofaé‘bosta«—i
riores, se puede explicar como resultante de la actlvi—-
dad proteolitlca que se incrementa después de las 24 ho-
ras de incubacién del tejido herido. Como se ve dicha o=
disminucién lléga a niveles por debajo del basal,

Con los cambios en el contenido de proteinas vuede-
establecerse el periodo de tiempo en el cual se manifieg

ta la respuesta de herida y en que momento se obgerva el
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Fig.1. Curva Petrén de protefna (albimina bovine).Hétodo de

Towry.
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FMg.2. Contenido de proteina en tejido herido de Solanum fuberosum L.

Se usé el método de Iowry interpolando los valores de absor—-

bancia en la fig.l.
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fendmend de senascencia.

Para comprobar.que los datos anteriores refle jaben -
1z respuesta del tejido 2 la herida, se determind ei ine-
tercambio idnico que ha mostrado estar rolﬂcionﬁdo.con el

1

fendmeno de hevrida.(21), Bl intercambio idnico se midid
cuuntificando 1la concentracidn de los iones K+, nat y Ca2+
dentro y fuera del tejido. Como ge explicd en la parte de
materinles y métodos; la técnica que se usé para la deter
minacidn de los iones fué la flamometria,

Observando los resultados puede dec1"se que durante«f

las primeras horas de 1ncuba01on’del teJldO, el transpor—

te potasio y de sodio coznclde con el descrlto nor Van —-—
Steveninck (21) aunque en las horﬂs Dosterlores el comnor
tamiento difiere pues no s¢ rpcuvergg_los valores iniciales
sobre todo en el caso de Na© (figs1), pero se logra alcmnﬁar
un equilibrio entre el contenide de iones sodio externos e

internos.

2auin 1oy Centendda de Friteinn en delido herilo do

2 1.88

M 2.4C

70

1 2044
1l 1.£9
L 1.3
48 1.¢h

)
T 124
.
a6 C.79

%oy deterning de leo en.ructos

fompo de incubncidn o ~-

rern la doterrdinne bn Lud

oot velores de proefnn -
ioreault dog wotdn proafie
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2g sleangs vn nivel de -

sureriores

a lo esverndo a tieny

. . + X . . :
In 8l easo de Ca” ( fig.5), hay una rdpida salida del -=
b

ero despuds se mantiene cons—-

2

& »

tante. To cuz comprusba ¢ue Ca” no participa en ol manﬁéni
mivwbo de la presiéL yamdtica. Bl caleio lo gque hace €3 -
nupentar la respuestsn de herida reflejada on- la sintesis-de
proteinas jcomo se wmuasira en la fig.6,.

Es notable observar que la primera fase de la salida
de iones al medio externo y la concomitante disminucidén -
de los mismos en el interior del tejido, coinciden con el
incremento tot2l de rroteinas de las primeras horas, (fig.

2 y 6). Por otro lado, a horas prolongédas de incubacidn;
el comnortamiento idnico (na* y 1) puede explicarse como

el princirio del fendmeno de senescencia., Estos datos coin

0s
ciden con el comnortamiento remortado para betabal (21) -
sclo ¢ue lag fases se vnresentan en menor tismno,

De 2cuerdo con estos resultados de sintesis de pratéi-

nas y de intercambio idnico, el tejido de papa responde

o

1a herida en estas condiciones y esa respuesia se ve-

rificn dentro de las 24 horas posteriores 21 corve, 7
os cambios rezles, mieniras gque

5
=
2
o
o

cue son cvendc se vpresentks
en tiempos posteriores las membraznas se alieran permi--

tie

endo clcenzar un eguilibrio: entre los iones.
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Fig.4. Determinacién del contenido de K en extract
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punlinze™s (MPunty

como oonbroles de gernina

Mtes de »nrobar cl ofoctn do los extrnctos de tejido
de v omohre 12 merminacidn de senillas de mafz, fud ne-
ceoovio dstertinar la vinbilided de las semillas. Este ex

~

sorimonta fuéd indispensable para asegurarse de gue en con

[

lores norsales ( humedad, teaperatura y luz) la semilla

. 4
sorminaria,

Primero se determind el Voldmen de aguz de imbibiciéﬁ
en 2l cual se obtuviera el mdximo de germinacidn. Se incu-
baron cinco lotes de 10 semillas cada uno donde se varid -
1o cantidad de agua. Ioa resultados que se obtuvieron se -
graficaron relacionando el porcentaje de semillas germina—
dag contra el volumen de agua de imbibicién. (fig.7). Se en
contrd que con 10 ml de agua se registrd un 95% de germina

cidn. Con ¢sta cantidad de agua se incubaron 9 lotes, de =

[00 =
N
80 - %
I
pA
)
g 6or
= y
&
L
0]
7 40
Y
By
® 20
(]
. " L. . L]
5 10 m{

¥ig.7. % de Germinacién de semillas de mefz (Zea mays)en
funcidén del volumen de zgua de imbibicibén. Iotes de 10~
gemillas imbibidas sobre papel filtro en cajas Petri de
9 cm de didrmetro a 26 + 1 °C a luz cohstante. Durante -
24 horas.



~50-

‘btenléndooe en promedio un 95% de -

3o Efecto de la sacarosa sobre la germinacidn de las

semillas de maiz. (COntrol de germina01on.)

Fué necesarlo comprobar que los efectos del extracto-
de papa sobre la germinacidn eran precisamente debidos a -
tal extracto y no a factores relacionados al tratamiento -

del tejido como pH, fuerza idénica, presidn osmdtica,etc.

Ia presidn osmética del‘amortiguador de'extraccién -

estd dada por la sacarosa en un concentra01on 0. 2 M, esta~

podria ejercer un efecto 1nh1b1tor1'\ n la germina01on._~

A1 hacer las pruebas con 1 'tlguador que contenla

sacarosa, Se observd que’ es ia la germlnaclén Bn wms

90% desde concentraclones de 5 M, los otros componentes

del amortlguador (KCl, NgAcz y 2-mercaptoetanol)5no tuvieron

control, En dicho control las sem;lias gon .capaces de gexr

minar entre un 80-90%, ' .

4.. Efecto de los extractos de tealdo herldo de papa
sobre la germlna016n de semlllas de malz.
~ En los resultados que se muestran en la tabla 2 se =

observa claramente que entre mayor sea el t;empo_de incu-

bacién del tejido de papa después de haberfsiﬁqﬁpebanado,
menor es la actividad inhibitoria de los exfrédfbs de ta-~
les tejidos, medida como % de germinacidén. Con el extrac-
del te jido fresco ( ty 8 de referencia) se presenta la mj
xima actividad inhibitoria obteniéndose el menor % de ger
minacidn.

Para los siguientes experimentos se escogid el tiem-

po tgdebido a que csel gue presenta mayor actividad inhibi



bacidén zobre 1n germinacidn de semillan de

L de diferentes

cte de los extructos crudos de tejico he-

5.~ Extracto t,qe
horas de ineu - 48

Concentracién de proteina

1.~ Extracto ¢ ( te'jido fresco).

Zea mays.
: en mg/ml. (1),

% de Germinacién(S:

Concentracién de proteina 4 s ; 5
on ngrat (1), % de Germ ‘nnuidn (2) 1,260 20
! f L 4, ' 0.630 20
1.880 5 : 0.252 20
0.940 5 ] 0.126 25
0.376 w0 0.0126 25'
0.188 10 AP 0.00126" 30
0.0188 15y 6.~ Extracto ozt
20.0'.)1{’.8 L Concontraocidn ‘do proteina 4 do Germinmcitn(2)
.~ Extracto tG ; i o on mg/nl. (1),
Concentracidn de proteina N de: ;
en m/ol, (1) \ % gjanm&mién (2): 1.25 20
o Yy 0.625 | 20 -
3.760 § o : 0.250 20
1,880 g L :
. . 6 : 0.125 30
O'ij . 15 o 0.0125 35
0'<‘\37r' 20:, i 0.00125 35
. J v‘ w .
0.00376 23 . } 7.~ Extracto t96’
= 30 : i Toncentracién de proteina # de Gurminacidn (2)
3.~ Extrecto tig i . en mg/ml., (1).
i %
Concentracién do proteina % ée Ger;éuinncién (2) : 0.790 30
cen mr/ml, (1), 1 ; ' 0. 395 30
- 1.290 10> A 0.158 10
0.945 . 10 j 0.079 35
b ] !
0.378 : 10 : 0.0079 40
0109 yARas, 20 . 000079 40
0.0189 & J 25 1 T, (1). Ia concentracién de proteina fué determinadn por
0.00189 i | ; i T :

4.~ Extracto 1;24 .

0 a4 el ibtedo de Iowry (32).

Concentracidn de protefna
en mg/ml. (1),

1370
0,65

1 0,274
0.137,
0.01%7
0.00137

i Goramacisn (2)"

(2). B1 % de germinacién en todos los
de lotes de 10 s¢millas, en cude cuno'gc ﬁh;xron’ 5 10':.ee di

ferentes y se obtuvo el promedio de germinacidn.

eagod’ provione-

10 “n todos los experiuentos ce uzé como control un nin-
10 toma que contenfn 10 cenillas y 10 ml de umnrt'ugndor do eXx
20 traceidn, donde se o un 90¢% de germinacidn.

\
i

o Gon ol amortiguador
\ :
30 {uciones de proteina en togou los cauvod.

35

. extraceidén se hicieron las di-

—£5—



" Diferentes investigadores (1,2}5) han encontrado que-
los polifenoles causan inhibicidn de la germinacidn. Ade--
mﬁs! dichos compuestos se sintetizan en el tejido herido -
de papa. En este trabajo se planted la necesiddd de cuanti
ficar los polifenoles en los extractos de te jido de vapa,-
con el objeto de ver si existe una relacidén con la activi-
dad inhibitoria de la germinacidn.

Ia tecnlca que se usé fud la prueba con We013 que -
con51ste en la formacién de wn comnlego colorldo fenol- -
FeCl3 que se mldlobespectrofotométrlcamente (34) (flg.S)jdon

de se muestra el espectro del complejo. Ia prueba se hizo 4i
rectamente en extracto crudo de papa t,. Ios resultados de ~

la nruaba fueron negatlvos por lo que se nuede decir que la~

concentracién.de-los polifenoles estd vor debaao de lo- detec
table, Para eoncentrar los extractos se liofilizaron y mues-
~tras de 100 mg se disolvieron en wn ml de amortiguador de ex
traccién.lTémpocofpresentaron concentraciones detectables de

j.polifenolés?"EstOS resultadoérsonﬂcongruentesAcon~lo reporla
tado en la literatura, en el sentido de que los pol1fenoles~
se empiezan a detectar a tiempos vrolongados:-de 1ncub301on -
del tejido herldo, por con51nu1ente a tlempo° posterlores a
lags 18 horas las pruebas hubieran resultado posmtlvas‘({ 13),

Tomando. en cuenta la téenica usada Y con31derando el cog

ficiente de absort1v1dad molar del complego esténdar Penol-Fe,

tén;pdr abajo de 10 4

(6. 23 M cm l) loé'p01ifgno;es
por otro lado el rango de c‘ \ "clon de polifenoles capa
ces de 1nh1b¢r la'germlna016n e

t4 entre 10

_emlllas de 1echuga (6) es

: Por _ovtanto vodemos decir que 8i -

existen en el extracto pollfenoles estos no contribuyen a -

la a0016n 1nh1b1tor1a de” la germinacién de semillas de mailsz,
del exﬁractogde tejido fresco de papa.
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64.6nm

C=C

A\

300 ‘ 500 nm

Figs Espectro de Absorcion del Complejo Fenol-FeCly (o-14)

RESULTHDOS DE LA PQU“BA DE FANOImS DEL .
EXTRACTO. DW T JIDO FRnSCO,DE Solanum

tuberosum I,

Extractos A%sorbanéiéﬁaj364.6nm ‘ﬁbsorbancia.a~557.4nm

Extracto curdo de paﬁdJ‘ L ‘
to (tejido fresco). ... 0001 - : 0. 00

Extracto to liofili
zado. 100mg disuel-
tos en 1 ml de amor:
tlguador de extrac—‘,”fv ‘ L

cién, SR N ¢ T 0.00

Ia determinacién fue hecha con el método de formacién de com-
ple jo Fenol-FeCl3 (ver materlales y ‘métodos),

g



Para- congeer mds acerca de la n1bﬂra1nza del factore

inhibitorio del extracto de pape se procedid n dinlizar

b0 contra el amortiguador de extraceidn
mor bres horas, Ta bolsa de diflisis que se utilizdretie-
ne moléculns de wés de 12000 daltones de peso molecular,-
por tanto todo lo que cuede en el dializado serd mayor a-
2se Peso molecular,

Se ensayd la accién del -extracto dinlizado sobre las
seriillas en germinacién, En la tabla 3 se puede notar que
el efecto sobre la gerrinacidn de maiz es pricticamente =~
el mismo gue el del extracto crudo.

Con estos datos se puede deducir que el factor inhie
bitorio del extracto tiene un peso molecular de 12000 dal
tones o mayor por lo que no es dializable.: :

Por otro lado esto podrﬂa:a*v1r como prueba indirec~
ta de Que los nollfenoles no son los caus antes de la inhi
bicidn de,la’germlna016n ya que los pollfenole'sll'*‘lm puﬁ;bran
estar presentes salen de la bolsa de didlisis,

Tabia 3. Zfecto 2el extracto de tejido fresco de -

L, dinlizadn, sobr: lu serminacidn de

proteing % do Germinacida (2).
1,500 4
. L.co . 5
€360 R 5
0,180 . 10
Goe : ' T 0
. 0.0018 : 0 -

Jr. 4ifiliciy e hizo contra amortiguador de exiraceién. por
2 noras o 4°C,
(1), Ina éeterminueiones de protefnn sy hicicron después

de Ts 2i4lisnis y en la forus acostumbrads, (ver tallas 1y 2).

(2). £1 @ de gerednacddn ve deterwing ipual que.en la ta-
b 2. )

Bl econtrel usmlo ea dsunld q‘vc el do la tabla 2,

Lru diluciones de proim se hicieron con awurtiguader de

gotrnecida on todos lon cuson.



LW, Te T e vwLa A vauy, UUU,

nidoe del entertsmiento del’oxtracto ervdo de e 'Jdo -

fresce de papa sobre la gerrinccidn de 1in serillas de-
rain, ) '

Al celentrr el extracto crudo de pama se cueria ob-
servar si ol inhibicor ers resistenie o ro 2l czlor. %l-
extracto se calentd a 80°C por 5 minutos en el amortigua
dor de extraccidn a pE=8.5, Con este trate niento se obtu

vieron wn preecipitado y un sobrenadante que freron sepa’
rados por centrifugscidn., Tl precivitado se'resuspendié—
en: le misma cantidad de arortig guador en el que original~
mente se encontraba.

Se cvantificd la cantidad de nrotelnas tanto en &l-
precipitado comé en el sobrenadante por el metodo de Iow
ry(32), No se encontrd proteina en el sobrenadante aln -
con el método de diferencia de absorbancias a 260 y 280~
nn (33), mlentras cue-en el precipitado si se detectd la

presen01a de nrotelnas por el metodo de Iowry.

g

ls ob“enadanue se- diluyd segun se mueotva en 1a ta-
bhla 4 y en hOdOo los casos no tuvo efecto en la germina -

cién de las semillas de mailz pues eota se nve%en¢6 en un-

’_)

20%, En cambio se probd la s ctiv1daa del precipitado a ai
fzrentes diluciones (Ge 1:2 a 1:1000) en las semillas de-
mafz encontrdndese que segifa inhibiendo 1la germiaacién -

en wm 85%,

Estos regultados sugler n aue el actor 1nn1b1tor10-

es de apa rente cardcter protelco, Jue. 1ngens1ble al ca~

lor ya. que 51gue siendo active aun desvues de desnaturall
zar las proteinas; recordando. aue se esta trabaaundo con--

un extracto crudo pudiera ser que alguna otr&,sustan01w -

presente fuera la responsable de la inhibicidn, por ejem-.

plo proteasas dependientes de serina, que son resistentes
. al calor (19). Esto no puede asegurarse 'y queda en mers -

egpeculacién de lo gue en realidad sucede.



extracie opre o innibidor dy vortiinaa
le su enlentandento o T .

1he I:.' rrecinitado o

in da2terrinacisn de rroteins
2y 3

Zstos datos son, en cierta forma contradictorios a ~

1

o

ys obtenidos por Cocotle(25), pero hay que recordar que

la forma de medicidn de la actividad inhibitoria.es dife

reate, pH diferentes y sistemas de diferente origen.
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£, Aubiviicd protecliticn
’ * - R N N
Dado quo NMrew (20 rerortd que los exbtrictos de tejldo
do mapa tenfon oolivited vecteolftien ¥ oamiene ern ol teiido-
. e {
Lresen eaby potdvidad orn muy bajfr, suepid 1o duds de que la

actividad inhibitoris en lu germinacidn se dediers 2 dicha -
nrotedlizis,

.

8¢ daterming la actividad proteolitica del extracto de-

centracidn de proteina del extracto, segin el método de Fe -
ller (35) y 2l final de la incubacidn se determinaron log =
grupos amlno 11bre producto de la protedlisis, esto se hlzo—'

con el metodo e 1a ninhidrina de Rosen (36) y usando como~-

patrén leﬁ01na (flg.9) Se us6 1a concentracidn - de caselna de
saturacién (fig,10) para ‘los experlmentos _ : '

Como se observa ‘en los resultados que se encuentran en -
la tabla 5, el extrgcto presenta una-act1v1daa prpteolitlca -
dependiente de la concéntracién de 1la enzima;;esta actividad
es baja compardndola con la gne presentan los extractos de -
tejido con mis tiempo de incubacidn obteniéndose un méximo a
las 48 hores posteriores al dafio (20).

Bxverimentos anteribres llevados akcabo en el laboratorio
(25) sugieren que la actividad_inhibit@ria del extracto no =~
estd dada, en forme apreciable, Yor acﬁividad proteolitica. _
En el presente trabajo se pensé incubar las semillas de maiz
en presencia de vn extracto que no tuviera\aétividad proteoli
tica, esto se lograria agregando INSF ( floruro de fenil me -
til sulfonilo), el cual es un inhibidbrvde proteasns dépendi—
entes de SUlfnldPllO. En condlclones de 1nn1blclon de protea-
sas con 5 mM de FMSF (se usé esta concentrac1on de ENSE pues
era la minlma detectadaxespectrofotometrlcamente a 271 nm),—
se hizo reaccionar con un extracto curdo de papa que contenia
0.65 mg de proteina/ml y posteriormente se aplicd a wna colﬁg

na de sephadex G-25 para eliminar todo el #'5F LIBRE y moléeu
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“’J
log de peuse molecular relevade ( 12000 G ltores o b)), (Se =
muestron Ing enrvas de elucidn en Lun Cimueos 1L, 10,137, ol

Do esto napers @e eliminehoe ol U"UY Libre cud ern ooy

por oi mizmo de irnibir 1n servinaeidn. Con ol extr:cto resul

tante eluido de 1n columna (fraceifnes de 1o 15 on sdelante,
£i5.12,13), que contenin la proteinn con WP wnido covalente
mente 1nido a las proteasas se determind el efecto sobre la
gerninacidén y se encontréd gue era prdcticamente el mismo que
el del extracto crudo con actividad proteoliticu no inhitida.
(Tabla 6). Puede decirse entonces que la actividad proteolfti
ca del exfracto de papa poco intervien en la inhibicidn de la
germinzcidn de semillas de maiz. (se estd hablando de protea-

sas dependientes de sulfhidrilo.),



N
= M. 532
. oo 10.759
Lt . 12,300

} el e;tracta erudo de tejide Tres- -
co de Solanve tuberosun I, tratads con PUST 5 mlf y pasa -
do por una columne de sedhadey (-25, sobre la germinacién

a
<
-
2

7

Concentra rroteine X -
R (l\ @ de Germivecidn {0)
28

0.00l 25

ce detewmind por el réto
iento con PIST.

(1) Ia ccrcentracidn de mroteins
do ya descrito, después del tru
(2) Igval gue en la tabla 2.
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9, Determinacidn de RNamsa en los extrootos ds pava

Uney de lug encimns cue se activon como ros
wridn en el tejido de papa es la RNasa vor tnnbto ern nece
snrio descortor si el efecto inhibitorio en Lu (ff:inwcién
fueze debido a esto enzima por degradar el RYA 4z 1a semi-
1la. Se midid la actividad de la enzima en el extracto asi
como la cantidad equivalente a esta enzima del extracto con
una Cdntldud comparat 1vamante ignal en la capacidnd para in
hibir la gerninzcidn.

Se encontré gue la actividad de RNasa se incrementa con
forme transcurre el tiempo de incubacidn del tejido de vapa
después de la herida, obteniéndose un mdximo a 1ag 24 horas,
tal como. se ha revortado en la literatura (Tablaf' y fig.14}Y,

Se ensayd el efecto de RNasa T1 de levadura sobre la —--
germinacién de maiz a concentraciones eguivalentes a las~ac-
tividades de RNasa en los extractos de pépa corres;ondienﬁes
a los tiempos de incubacién 0,3,6,18,24 y 48 horas. Ia RNasa
enseyada no tuvo efecto en la germinaéién de meiz en donde -
se usaron cantidades eouivéléntés 2 0,3,6 y hasta 18 horas de
inenbacidn del te jido de papa, pues la germinacién se vresen-
t6 hasta en un 807 (Tabla 8 ). Puede observarse cuve ha medida
gue se aumenta la concentr&clon de RNasa el % de germinacidn-
disnirwye, por lo que al 1llégar al valor mdxive de unidades -

de RlVasa el % de Fermlnaclon es minimo., (10%)
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- o
Tetdados do Thaea, (1) mireoto corvressondiente O Jo feruinge

L F cifn, (3). .
6,352 y , 8
8.889 b R ‘ 73 .
9731 Yty B -2

(1) Ias unidedes de RNasa se definen como en la tabla 7. Dichas
unidades corresponden en cada caso a ias:de los extr%ctOG de teg
jido fresco y herido de pava.

(2) Se indican las horss de incubacidn del tejido en las condi-
ciones especificddas. en materiales y métodos,

(3) Igual que en la tabla 2.

iO.; Efecto de los extractos de tejiao de papa sobre

la germinacidn de semillas previamente imbibidas,

Un expdrimento oue se hizo nara saber si el factor
inhibitorio penetraba en la semilla fué la previz imbi-
ticidn de estas en agua., Con esto las membranas de la -
semilla se debfan rearrezlar no permitiendo la entrada-
del factor inhibitorio del extracto de papa'a esta y -~
por tdnto permitichdose la germinacidn.

Dl el extrocto cue contiene el ;actor 1nnlbitorio§
se: agr(ga desde el principio de la 1mb1h1016n (como s
hizo en dos ewnerlmentoa orevios) el factor puede pene-
trar a. traves de las membranas desasrregladas, resulten-
do en que las eemillas no germinan, '

N

Lop fequ1+q&o de este experimento se mieatran en

la Tabla ‘g donde =ze puede observar cl efecto deterni -.
nante de la previc imbibicidn de lac semillas. Se nota-
claramente cue en cchos carns el fachtnr inhibitorio no

tiene ninglin efecto zobre 1o grrminacidn presentindone-
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(1) Ino wnidades ce definen como en la tabla 7. Poke valor

corveraonde @) bejido fresco 6o po

(2) Bl ertracto fud trotado izmal que en la tadble 3.

(3) Tpuol que en la fabla 2, ‘

e uvnd esun control el cictemn de merainecidn en amortisvte

'
TN

dGor de erhriecidn, donde el 7 de rerainncida e del on

v e P ady anbividan o e TOT 6 Fi e ,«7(‘ Gr
e 1o serillas de mals dwbibidas on ngan 1o




Pura egbtablecer.la noturalesa culnica-deld TACTOT = il 7
intubisorio ge hicieron log siguientes expnrimehtﬁm.
Tartiends del oxtracto crudo (to) ze determina -
ren orotefnas por el nétodo de Tovry y actlviaad proteg
1{+ien (Ver materiales y método o), { )
_ Se hizo wna precipitacidn faceidnada con sulfnto-
2e anonio y se localind la fraceidn inhibitoria la nue
nreclpito con 30-60% de la sal, "n el precipitado se en
cuentran no colo protefnas sino’ también carbohidratos ,
sunque estos no precipitan en forma selectiva, A cada -
fraccidn obtenida se le determind la cantidad de prote~
ina (nétodo de la diferencia de absorbancias), la acti-
vidad »roteolitica y la actividad de RNasa. :
Tos resultados encontrados se muestran en la tabla
10, donde e observa ghe la actividad de Rliasa se con’ -
centra en el sobrenwﬁante y corresponde al 97. 52% de’ -

1a zctlvldad de PNasa del ewtracto crudo. La act1V1dad-‘ 

de prOueasas se encuentra en su mayor parte en. la frac-;‘

abla10 . Dntermlna01ones sobre'las fracclones obtenldas

por la precivitzcién con sulfa, do;fresco de

Solanum tuberosua I,

Proteinas = Unidades. Aot.ésp. Unidades. Act,
o . (1% Qe ‘proteasa.  (3) "“"de RNasa esp.
- @ @ (5
Pztracto crudo 1,32 15,03 11,562 0.6352  6.352

Fracciones obtenidas
con sulfato de amonio
% de la sal

0-30% 0.279 404 1448 0

0
30 - 60% 0.800 0,410 051 0 0
Sobrenadante0.260 9.360 36,00 0,620 6,20

(1) en mg/ml. Determinadas por el método de Iowry.

(2) on nmoles de Iew/ min, seg’m la tabdbla S,

(3) enlU/m; dc proteina en el case del extracto crude la protefna
gue nd uziﬂw‘pﬂfﬁ 12 ﬂ?iorminacién mé de 0.65 zgy@lo

(4) Ius waidadcs se definicron como en lu tobla 7

(5) In actividad espocifica es U/0,1 mz de Droteins ensoieloeteshce
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13, Incorvors cirSn de BH-—-TC‘U. en cwbriones de vnh,,g‘, durarn-

be In perrirneidn,

Todos los exvavimentos renlizades husto ecte rwnto fueron
ercaminados para conocer lns carncteristicas del factor inhibi
torio v su efecto en la germinzeidn, pero no se habis reslizo-
do alguo gue revelara a nivel molecular su accidén sobre 1l —-
cintesis de proteinas. Un exverimento de este tipo fié la ot -
servacidn del efecto del extracto de papa sobre la incorpora -
cién de amlnoac1do radiactivo ( H~Ieu) a la sintesis de pro
teinas dura nte la germinacidn de embriones de serlllas de mafiz.

Se siguid el mgﬂpuo %(scrlto por uérchez de J imé ﬁez y Agui

lar (40), modificando algunos puntos: g i
Se montd un sistema que conteniailoféﬁbriohés; amortiguador
de imbibicidn (Tris-HC1 50 mM, pH=T. 6, Kcl mh, MgCl 10 mi, -

sacarosa 2%) y concentraciones varlables de eXuracto inhlblcor -

cbtenido del extracto crudo de'papa (del to), previamente trata-
do con PNST 5 mli pasado-por una columna devseﬁhadex G-25,para —-
quitar el PHST libre y precipitado con sulfato de amonio (obte -
niéndo la fraccibn 30-60% de sulfato de amonio), EL sistema con
los embriones se incubd. por 12 horas a 25 °C, posteriormente s
le agregd Hmleu (0. 5}{,1/erbr10n) en emcrtiguador de imbibicidn
vy se incubd por 12 horus mis. EZn las mismes condiciones se prepvg
ré el control pero sin agregar el factor inhibitorio.

Ios resultados se muestran en la tabla 14 en donde se obser-
va que & wa concentracidn de 0.7 mg/ml de. proieina de le froce
cién ensayada, hay un 97.2% de inhibicién de la incorrorac
de cuentas, la cual se reduce al 52% en el ceso de tener O.MQ76—
me/ml de_proteina, es decir sn una diluvcidn de mil veces, B

Zzte exverimento muestra claramente que la fraccidn inhibi-
toria del ewtracto de papa afecta la sintesis de proteinas en la

germinzcidn de mafz,
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Vﬂrléblﬂs? Se incubd

(1) Ia froccién inhibditoria que se usé en esta determinacidn

se ovinvo de wn extracto crndo de tejido fresco de papa al cual
ge le apregd DUSP 5 mlf, posteriornmente se dasd por wna columna -

de gerhadex G-25 y finalmente se fracciond con sulfato de armonio,

se usd la froccidn 30-60% de la sal, In determinacidén de vroteina

O~

zo realind despwds de log tratamientos descritos vsdndore el mé-

Lods dm difervencia de absorbancias a2 260 y 220 nm {33).
raY

2) T1 control consistis en el mismo sistera de incorvora -

cidr. pero sin el factor inhibitorio de vapa.



Se probé posteriormente si la actividad inhibitoria -
del extrreto (fraceidn 306070 de sulfato de amonio) sobre
ln.gerninacién,neréistia aln despuds de retirarlo de las -
senillas, lavindolaz con agua, después de haber sido incu-
hadzs on nresencia del faetor precente en el e%trécto. Py
ra esto las semillas fueron lavadas a las 24 horas de inen
bacidn en presencia del extracto y se incubaron posterior-
mente solo con amortignador de extraccidn.

Ios resultados se muestran en la tabla 15, donde se--
observa que parte de la actividad inhibitoria se conserva~
aln después del lavado, hasta en un 60%. en todas las dilu-

ciones del eztracto. Ia cantidad que penetré a lag semillas

no fué suflclente para mantener la'inhibl ién de’ la germing

cién en mos nlveles anterlormente;

Plnalment ‘se probo la act

almacenado por- 30 dias a'-20°0.

Ios resultados se muestran

en la tabla 16 donde se observa aue ners1ste la act1v1dad -
inhibitoria de la ferm1n0016n en wn -50%, Por lo que puede -
decirse que el faotor 1nh1bitorlo es bastante estable al al
macenamiento. Esta propledad de estabilidad puede hacerlo -
capaz de>cumnlir con la funcidn bioldgica que se cree que -,
tiene, es decir la de mantener la laten01a de los tuherculos,

.
de papa por largo tiempo, .

Tomando en cuenta todos los resultados,obféﬁidos se
puede decir que.

—ﬁx1ste w factor 1nh1b1torlo asociado - al tealdo freg-

co de Solanum tuberosum L, papa, que inhibe la germ1nac16n—
de semillas de maiz (Zea mays), cuya actividad disminuye a-
medida que transcurre el tiempo posterior a la herida.
Dicho factor tiene wn peso molecular igual o mayor g -
12000 daltones como lo demostraron los experimentos de did-
lisis v de la columa de sephadex—-G-25,
~5e dewostrdé que el efecto inhibitorio del extracto de

papa no ern debido a compuscstos del tivo de los fenoleg.

.crudo (v ) T



MTavle M Efecto del Liwndo de 108 SORLLLNS Suvic e e

d¢e la fraccién inhibitoria precipibads con znlfto de
amenis de tejido fresen do Solanum bubape e D050 ooe
I ﬂ\—uw;u.cgl(;’.m‘»{‘::uu)«l fun""l". c‘:‘_.:.‘_v:]_”' cenlbre T e vn“ e i }n do ma .(7’. .
(LoD 3 vl b R DI e T 1o "l ‘1 (6] d‘ 1 1 2 <
;gnw X:l c%g% de proteina f;:d; ? ; € 9 de germinzcida
16/ML e ¢ lavado. (2) ‘rostérior a4l la-
' vado,en ausrtigun
dor de ex: viocidne
0.76 40
0.076 R 40
0.0076 . -3 o 40
-——-—uControl el : 90,

(l) Ias ‘mismag condlclones de la determinacién que la tabla 16,

607 de sulfato de amonio.

Se wsd la,fraccié‘ 30- :
: 1_1stema de semlllas en presen01a de lqs di-

ferentes dlluclfnes dekla fraccién 1nh1b1torla,por 24 horas a 269C, -

Posteriormente se_lavaronvlas semillas con agua en forma vigorosa ¥
se incubaron estas sém11las'en presencia de amortiguador de extracw

_¢idn por 24 horas mis. _
(3) Control: amortiguador de extraccidn.

Tabla 15. Efecto del tiempo de almacenamiento del extracto de
tejido fresco de Solanum tuberarun L, en su activi-
dad sobre la germinacidn. (31 extracto se almecenéw
mor 30 diss a -20°0), :

Concentracidn de proteina %.do?ﬁerminacién. (2)
en ng/ml. (1) S

1.28 50

0.64 | 50

0.24 50 .

0.128 60

0.0 28 60

COntrol(3)- 90

(1) Determinada por el Nétodo de iowry (32)

(2) Igual que en la tabla 2,
(3) Control: amortirucdor de extraccidn.
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cidn de la germinacién, pues aln desactivadas las proteasas-
dépeﬁdientes de sulfhidrilo con PMSF, persiste la inhibicidén.

-Ia inhibicidn tampoco se debe a la presencia de carho-
hidratos pues las semillas fueron capaces de gérminar hasta
en wm 75% en extractos en los cuales se habian hidrolozado-
las proteinas y solo estdn presentes los carbohidratos.

-El.factdrvinhibitorio no es wna RNasa, pues se probd-
Riasa pura, a 1a.mlsma actividad que en el extracto de teji
do fresco de papa y no exhibid efectos en la germinacidn,
El facter pre01p1ta con sulfato de amonio en la fraccién en-
tre 30 y 60 % de concentra01on de la sal. Bsta fraccién in-

hibe la germinacidn entre un 90 y:95%

-Ia fracclén 1nh1b1tor1a detlen la 1ncorpora016n in -

VlVO en embriones de. malz de 3H~Ie en un 90p. f, f" .

facb;ble de penoarse pues en la papa al ex1st1r una gran ca

tidad de agua,»los ribosomas que puedan estar p*esentes de =-—
bian de asocéiarse al RNA mensagero, sin embardo esto no suce-
de ademds de que la sintesis de proteinas es muy baja as{ co-
mo también otras actividades metabdlicas. Cuando el tejido se
hiere, empieza el despertar metabdlico que se caracteriza por
el avmento en la sintesis de proteinas, tanto estructurales -
como. catnliticas mientras que el factor inhibitorio.piérde su
, actividad. i |
Yor ahora falta conocer el modo dé¢ accidén de este inhibi

dor para mantener la latencia y conocer 8u forwp de s nte¢1s~
en el tubdrenlo., TFinalmente phrx**carlo con el fln de conocer
més acerce de su nroniedades fisicogquimicas., y establecer su-

aceidn fisiolémica en el tejido, en relacibn o la latencia y-

a la respneste de herida o envejecimionto, ——ESEEE




GONCLUuIONES

De acuerdo con los resultados ya discutidos se pueden
dar las siguientes conclusiones:
~ Se¢ cumplieron los objetivos planteados al princi-

pio de este trabajo, pues el bioensayo que se usé para -

probar el factor inhibvitorio did resultados confiables

en el sentido de que se puede asegurar que los efectos

8

reportados son dlrectamente causados por 1os extractos

de papa. o

al tealdo fresco de papa.

E1l factor inhibitorio encontz

tor detlene 1a sinte31s de protelnas de un 81stema de ger

m1naczon, suprimiendo esta casi totalmente. Pudlendose Do

probar su act1v1dad en un sistema in vive,” td“que-covrobo.
ra los datos obtenidos por Cocotle(25), del 1nn1b1dor en—

el sistema de traduccidn in vitro.

miento.
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