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1. INTRODUCCION .

En el 1ibro de Biocuimice del tejido vegetai herido,
editado por Kahl (1), se hace referenciz = las varizdas
condiciones ambientales o factores a que estén sujetos
loa vegetales, la accidn de éstos puede imponer una des-
truceién parcial o ain completa del organismo vegetal. Si
las plantas no son letalmente dafiadas son capacea de re-
generar el tejido dafiado o protegerse por si mismos contra
la heridas, el atague de parésitos y la pérdidas de agus; a
través de un procesc de restablecimiento = la heride algo
similar &l de loe snimsles, Cominmente las célules diferen
c¢izdas por debsjo de unz superficie herida, incapaces de
divisidén celular, son desdiferenciadas, pierden sus fun-
ciones originsles, recuperan su actividad mitdética y finae}l
mente formen tejido meristemdtico. Bste meristema o cambio
g lz herids, en el curso de una nueva fase de diferencig-
eidn, reemplazs la funcionalidad del tejido dsfisdo o pro-
duce unz capa de fronters tisular en la regidn de herida,
t8l como un periderma, produciendo el cierre de la herida.
El restablecimiento de herida parece ser un sistema muy g
decuado pars lse investigsciones sobre las capacidades de
desarrollo de lam células vegelalen.

Para tales investigaciones el tejido de almacensmien
t0 he sido frecuentemente usado, por ejemplo; tubérculos
de pmpe (Solsnum tuberosum L .) o rafces de canshorim —
(Daucug ¢grotg). Estom tejidos de almacenamiento sdemds —

de que tienen la ventajs de estar compuestos de manera -

homogénea de células parenguimatosas, estdn disponibles
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en cualguier temporada del afio.

Ia herida y el lavado prolongado de cortes de tejido
producen cambios profundos desde el punto de vista meta-
bblicoe y Ffisioldgico en las céiunlas involucradasm,

Ios cambios ultraestructurales de tejido de slmace~
namiento herido de aleachofa (Helianthus tuberosus), za-

nzhoris, y papa, siguen casi la misma tendenciz en las
primerass 24 horas después de herida, aunque 1=z respues—
ta citoldgica en los diferentes tejidos es mlgo diferen—~
te. Entre los cambios estdén: induceidén de mitosis que lo
presenta por ejemplo, el tejido de tubérculo blanco de
papa, ¥y la modificacidn gquimica de pared celular que lo
pregentan el tejido de alcachofg de Jerusazlem y el de =
zanghorie. En cuslquiers de los tejidos mencionsdos, mi-
cleo y nucleolo se extienden considerébiementa; gl mis—
mo tiempo reticulo endopléamico rugoso, ribosomas libres
¥ polisomas se incrementan notzblemente (2,3, y 4).

Por otra parte, los cembios smbientales a los gue
puede estar sujeta una célula, pueden producir en ésta
1a aparicidn de mecanismos de adsptacidn; estos mecanis-
mos, por ejemplo, regulan el nimerc real de moléeulas de
ung enzims perticular, gue se hace manifissta en su ve-
locidad de sintesis y degradacidén, ssf{ como en el mime-
ro de moléculas activas en el que se involucren mecanis-
mos de metivacidn e inactivacidn (1).

Entre los mecanismos fisicos y quimicos de activa-

¢idn e inactivacidén se encuentrant
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a) Activacidn e inzactivacidn de enzimas a través de lz a-
sociacién y disociacidén de sus subunidades asi como de la
enzims mismza,

Activacidn por asociacidn de subunidades. Un elemen-
to estructural esencial de las enzimas con estructura cug
termaria es iz subunidad, 1= cugl sisladz es generalmente
inactiva cataliticamente. Deapués de la asocizcidn con o=
tra subunidad o subunidades, lz enzima se a&tiva, (5), ne
ro sélo en combinacidn con otras es capaz de unirse‘y‘eog
vertir sustratos. EL ejemplo méds conoeido lo representa Im
fosfatasa alcalina de E. coli, que éstz formada por dos -
subunidades idénticas las cusles son insctivas, estando -
diséciadas, mientras gue en presencia de an+ ge reasocian
restableciéndose 1z sctividad de la enzima. Este es un -
proceso totalmente reversible {6 y 7).

Activacidn por zsocigcidn de las moléculas de enzima .
activas. L=z agregacidn esnecifica de meléculas de enzima
& grandes ggregados moleculares de alto peso molecular,
se ha demostrado pars un nimero de diferentes enzimzs ¥y
definitivamente alters dridsticamente las propiedades ci-
néticas de las moléculas individusles. Lz glutsmato des-
nidrogenases de higado, consiste de variss subunidades i-
dénticas, las cuazles forman unz enzima active con un peso
molecular de 280 002 daltons. En presenciz de ADP y dis-
tintos eminodcidos esta enzima, sl estd§ a una concentra-
cidn elevada, forme agregados entre sus moléculas dando
uns partficula de 2.2 millones de daltons, conservando no



4

obstante su actividad de L-glutamato deshidrogenasa, y -

presentando la variacidn de algunas de sus constantes ci-
néticas {6).

b) Activaeidn e inactivacién de enzimas a través de mecs=-
nismos alostéricos.

La rdpida activacidén o inactivacidn de rutas metabb-
licas se ejerce muy frecuentemente a través de enzimas a-
lostérices. Estas enzimas alostéricas se caracterizan por
gue metabolitos de bajo peso molecular (efectores), se —
pueden unir a la enzima en un sitio diferente al sitioc =
activo, lo cuasl trze como consecuencia un incremento en
la afinidad por su susirato concomitante al incremento exn
su grado de saburacidn. Generalmente estas enzimas regu-
ladoras o alostéricss se encuentran en pitios estratégi-~
cos, como por ejemplo en el caso gue se presenta dursnte
el control de la hidrélisis de glucosa en la ruta glico-
1{tica; el ATP actla como un efector positive (activador)
de 1lam fosfatasa ¥ como un efector negative (inhibidor) de
1a fosfofructocinasa. Estas enzimas comdnmente pogcen es-—-
tructura cuaternaria (5).
¢) Activzcidn e inzctivacidn de enzimas g través de modi-
ficacidbn enzimética.

La modificacién enzimdtics de enzimas o proteinas,
puede ser muy diversa. Consiste en la transferencia de -
grupos esaécificos a las proteinas en donde se fijan co-
valentemente. Lleva en todos los casos conocidos a cam-
bios »rofundos ya sea en la getividad de la enzims 0 en
la regulacidn de 1z misme. Tales nodificaciones enziméti~

cas son carbamilzciones (trensierencia de grupos carba-
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milo de carbamilfosfato a distintos grupos de la enzima),
fosforilacicnes, acilaciones, oxidacién y reduccidén de =

grupos tiol (los cuales son necesarios en la estructura y
funcidén de la enzima) y adenilaciones (transferencia de -
regiduos de adenileto). El efecto de estas modificaciones
quimicas, resultado de las diversas acciones enzimitices,
trae como consecuencia la activacién o ingctivacién de 1a
proteina previamente formada (5).

d) Activacién e inactivzcién de engimas z través de pro-

tedlisis limitads.

Se conocen una serie de enzimas gue se almacenan como
precursores inactivos despuds de su sintesis {zimdgenog, -
proenzimas) los cue pueden convertirse répi&amez;te a su
forme activa mediante uns proteblisis especifica, irrever
gible y limitada.

Bgte activacidn parece estar asmplismente dispersa en
1z naturaleza (por ejemplo, sintetasas de quitina en leva
dura, f-anilasas en células de aleurona de ciertas Grami-
neas: todas las enzimse digestivas en mamiferos (8)). Ia
inactivacidn por protedlisis limitada, por otra parte, pz
rece iniciar la degradacidén de moléculas de enzima, como
ha &ido demostrade en mamiferos y como se sugiere ocurra
vpara el casoc de glgunas enzimas en tejido de zlmacensmien
to vegetal herido (9).

La herida sobre cuslqguier tipe 8¢ tejido &e slmace~
nemiento vegetal induce cambios espeeificos en la activi-
dad de varias enzimas, Ios mecanismos de activacidén e inag

tivacién de enzimes anteriormente descritos han sido estu
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diadog durante el fenémeno de herida como probables ex-
plicaciones a los cambios especificos en la actividad de
varias enzimas en tejido de almacenamiento vegetal. Ia -
gran mayoria de estas proteinas incrementan su ametividad,
algunas no resccionan del todo y otras decrecen su acii-
vidad.

El incremento en actividsd puede ser debids z 1la sc-
tivacién de enzimas previamente inactivas o & la sintesis
de novo de éstas. Ambos mecanismos parecen operar en teji
do herido. Por ejemplo entre lasg enzimas activadas se ha
deserito una ribomucleasa (10), y entre las inducidas se
han realizade estudios con fenilalanina-smonioliasa (9),
peroxidasa (11) y glucosa 6-fosfato deshidrogensss (12).

La herida de hojas de papa ¥y parenquims de tubéreu-
los de papa lleva a un incremento en la actividad hidro-
lizante del ARN, ests actividad tiene un médximo a los dos
dias después de herida reduciendo su actividad a tiempos
posteriores. En esta actividad hidrolizante del ARN con-
tribuye: una ARN-gsa, une fosfomonoesterasa fcidg y una
fosfodiesterasa. EL posible mecanismo de induccidn esti
adn indefinido {190}.

El tejido de tubérculo de paps latente contiene en~
tre 8-11 isoenzimas de peroxidase, la mayoria en formas
enidnicas, El incremento en la mctividad total de pero-
xidgsa después de herida del tejido refleja la activacién
o sintesis de casi todas estas isocenzimas y la apericidn
de tres de sus nueves variantes moleculares (11).
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Iz sintesis extensiva de &cidos mmeléficos de todo -
tipo como de coenzimas y Acidos grasos en tejido vegebal
herido presupone la aceidén del ciclo de pentosa fosfato.
Este mecanismo se inicia con lz accién de dos deshidroge-
nasas, glucosa-6~-fogfato y 6-fosfogluconato deshidrogena—~
sa, las cuales incrementan su actividad como una conse-
cuencia de heridas. Cominmente la sctividad se incrementa
con un méximo al primer o segundo dfa después de herida
¥y luego log niveles caen tanto en tejido de paps como de
zanshorig. Egte pstrén correlaciona muy bien con lz evo-
14002 de 1z Te1 giucoss administrada (12).

En tubéreulo de papa blanca 5 isocenzimas de glucoss~6-

fosfato deshidrogenssa (G-6-PDH) contribuyen a la acti-
vidad total y parece sue la herida incrementz la =mccidn
de éllms. ‘

Lz herida conduce a una r&pidaz e intenss scumulacidn
de una serie de compuestos fendlicos, de entre los cuales
1 dcide siquimico, el dcido caféico y el #cido clorogé-

lucidn de

)

nico son 1ios més prominentes. DLe produccidn de polifeno-

les procede alrededor de los 2 o 3 dias después del cor-

te del tejido de paps blanca y decrece otra vez (13).

Dos enzimas de imporitancia estratégica en la sintesis de

polifenoles, la fenilalaninasmonioliasa y la dcide trans-
cindmico 4-hidroxilass estén presentes tanto en tejido de
tubérecule intacto coxo herido. Ia herida, sin embargo, in
duce un incremento en actividad de smbas encimas después

de una fase lag de 3 2 6 horas y con un méximo de activi-
dad entre 1 a 2 diss después de herida de tejiido de papa

blancsa.
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La aparicién de la actividad de fenilalanina amonio
lizga después de herida vparece deberse a la sintesis de-
novo de la{s) enzima(s), como se desprende del uso de i~
nhibidores de sintesis de proteinas, de experimentos por
marcedo de densidad y de experimentos inmunogufmicos (14).

Estos cambios inducides por heridz en diversas enzi-
mas ha llevado a inwvolucrar también posibles mecanismos
de degradacidn y a ubicarlos en alzlin tiempo duranie la
heride; intentando establecer una correlacidn de induc-
cidn~degradacién que regule la actividad de las enzimas.
Podavia no se conoce n=da zcerca de la naturelezs de es-—
%os mecsnismos degradantes, con excepcidn de algunos ex-
perimentos que log sugieren tentativemente (14).

Como ya se ha mencionado, las proteinas con activi-
dad de fenilalaninagmonioliasa son sintetizadas ge novo
después de herida y ecmo una consecuencia su actividad
se increments considsrablemente. Después de llegar a un
méximo la actividad decrece. ELl sistema degradante cue se
ha estudiado para fenilalanina~smonioliasa en cortes de =
tejido de tubérculc de papa blancs aparece inmediatamente
antes de gue la enzina llegue & su méximo de actividad y
probablemente sez de naturaleza probeinaces (14),

Tanska y Metsushita (9) reportsn que el pH Sptimo -
del gigtema inactivante fué de 6.0 . Sus estudios previos
muestran cue la concentracidn de la enzime caznbis parsle-~
lamente con le actividad in vivo . Sin embarge estudios
imunoguimiccs indican aue la inactivacidn no fue debi-
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da a protedlisis. Esbtos resultazdos sugieren que las pro=-
teinas con actividad de fenilelanina-amonioliasa primero
son inactivadas por un sistema de inactivacidn, y Iunego
la enzima inactiva es répidamente descompuests por uns
proteinass (9).

Algunes de las enzimas glicoliticas son sintetizadas
algunas son degradadas o inactivadas y otras no regponden
del todo a lz perturbacidén causada por herida. Uno de los
née activos catalizadores en tejido de papa latente, fosm~
foglucomutase (PGM), se degradas rdpidamente después de -
herida y el proceso de degradacién afecta las tres isoen-
zimas en una forma comparable. Acuf se tiene que aclarar
gue el término "degradacién® en este contexto se uss ha-
clendo referencis = la degaparicidn de las isoenzimms y no
tiene el significado, de due una degradacién de proteina
haya sido comprobads, y =qui es donde se piensa cue la -
degradscibén, msi entendida, debe estar involucrando la ~
sintesis de protessas especificss o inespecificas. Ias =
enzimas proteoliticas especificas y las esnecificas por
grupo ye son bien zonocidas como principios degradativos
en células de eucariotes. En cuglquier evento, las protes
gaes de algunz forma reconocen, que ciertas proteinasg de-
ben degradarse, y otras no. Esto podris explicarse por =
el hecho de que Bi las proteinas se asocizm con efectores
(por ejemplo, sustratos, cofactorea), no son suceptiblesa
degradacidén proteolitica. Es entoncés hasta que el efec—
tor es disociado cuando la conformacién de la proteina -



10

cambiz & uns altamente suceptible; la proteina ame recono~
ce como sustrato y es degradada.

Ya cue lms proteasas son candidatos prominentes para
la destruceidén de fosfoglucomutzsa, &sta fue sujeta & pro
teblisis in vitro con objeto de simuler un posible mecs—
nismo in vivo. los resultados revelsn una degradamcién obser
vada de las tres isoenzimas con la consecuente reduccidn
en lz actividad, cuando eran sujetas & triptélisis, quimg
triptélisis o digestidén prondtica. Por lo que la degrada-—
cién de la enzima por varias probeasas msemeja €l procesc
de degradacién in vivo.

El tipo y caracteristicas de las protessas involucra—
das en el fendmeno de heride resulta sin indefinido aun-
que es seguro gue su sciividad estd involuerads en proce—
gos regulatorios.

Batz actividad regulstoria en 1z que se han involu-
craedo a las proteasas ez tan diverss come su propio meca-
nismo de accidén. Las proteasss se hen clasificado en dos
grupos: (1) endopeptidasas, sgueilas gue hidrolizan enla-
ces peptidicos internos y, (2) exopeptidasss que hidroli-
zan proteinss dando sminofdeidos libres de extremos carbo—
no o nitrégeno terminales de la cadenz polipeptidica. Ia=
peptidasas hidrolizan &ipéptidos del extremo C- § N- ter~
mingl y lzs dipeptidasas, son sltammente especificas = di-
péptidos.

El término protezss se usa para describir az todas —
lss enzimas gque hidrolizan enlsces peptidicos, pero se -
acostumbre 1lsmar a las endopeptiéasas protezsas, y & lae
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exopeptidasas, peptidasas (113; (tablas 1).

Is mayoria de las endopeptidasas vegetszles parecem -
ser enzimag sulfhidrilo, aungue recientemente se ha ido
incrementando el mimero de endopeptidasaes en tejidos ve-
getales, que pars sus actividades cataliticaes no requie~
ren 4e grupos sulfhidrilo.

Estas enzimas se agrupan en 4os gruposi el grupo &-
cido con pH dptime de actividad cercano a 3-4, semejante
al de 1= pepsinz ¥ un grupo zlcalino con un pH dptimo de
8 6 cercano, que sme asemejs & las proteasas de serina.

Les proteasas de sulfhidrilo tiemen un pH éptimo como
enzimas puras, en ls regidn de 5-7, con un pesgo molecular
de 25 000-30 000. En este grupo se incluye z la papaina,
con un peso molecular de 23 000, un pH dSptimo entre 5.5
Y 7.0, 1= enzima em muy estable a pH neutroe, y & tempe~
retures elevadas; contiene aeis enlaces disulfuro y tie-
ne un grupo sulfhidrilo libre, el cu=l es parte del si-
tio activo. ' o ’

Las vegetales aparentemente emplesn endopeptidasas
sulfhidrilo y fcidas, asf{ como cerboxipeptidssas de serinms
pars degrader sus proteinss, nmientras qus los animales -
emplean un amplioc espectro de enzimas, incluyendo endopep-
tidasas de perina, endopeptidasas #écidas y metalo carboxi-
peptidases.

Leg enzimas clagificadss como proteasas de serina ex-
hiben un pH éptimo cercano = 8, con un peso moleculer -

cercano & 25 000.
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TABLA 1. CLASIFICACION DE PROTEASAS.

Glase Mecanismo Ejemplos

Bndopeptidassa Sulfhidrilo Papaina, ficina,
catepsina D,

Endopeptidasa Serina Pripsine, quimo-
tripsing, sublili-
gina.

Endopeptidas=a Acida Pepaina, catepsina
B,

Endopeptidasa Metalo Termolisina, pro-
teasas neutras.

Exopeptidasa Serin= Carboxipeptidasa C
¥ Y.

Exopevntidasa Metalo Carboxipeptidasa A

¥ B.

Stumpf, P., Conn, E,: Plant Proteinases. The Blochemisiry
of Piasnts. A Comprhensive Treatise. Vol. & .



13

Considerando su especificidad (11) éstas se clasifi-

can en :+ hidrdlisis
: wP =l P Lpropr_pt_p? Y] "
HBN?i""'PA P3 ‘2_21 Pl P2 PB P4.....2x600

a) Las enzimas semejantes a la tripsina que hidrolizsn pro
teinas en los enlaces veptidicos internos donde lz lisina
¥ la arginina ocupan lcs residuos Pl de un susirato pro-
téico.
b) Las protemsas semejantes a la Quimotripsina que hidro-
lizan en los centros hidrofébicos de los residuos P, del
sustrato, como tiroeina o fenilglanina.
c) Enzimas semejantes = 1l elastasa que hidrolizan en gi-
tios de pequefios residucs hidrofébicos, tales como glani-
na, estando éstos en el sitio Pi' .

Las proteasas dcidas tienen un pH Sptimo alrededor
de 2-3, Estas enzimas enhiben especificidades por el sus-
trato que favorecen el rompimiento entre cadenme grandes
l=terales hidrofébicas en los sitios P1 y ?i gsobre la pro-
teina, '

Dentro del grupo de las exopeptidasas se incluyen -
las carboxipeptidasas y las sminopeptidasas.,

lLas carboxipeptidmsas vegetales hidrolizan répida—
mente la mayorfa de los aminodcidos carbono terminslesm -
de las proteinas y polipéptidos, aunque por lo genersl la
glicinag 7 prolins se hidrsiizan = una mayor velocidad. Su
pH Sptimo estd entre 3.5 y 5.5 dependiendo del sustrato.

Ias aminopeptidasas tienen un pH dptimoc en el inter-
valo de 6.5 & 10 y se agrupan coms neutras y alealinas de
pendiendo de su pH dptimo.
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Sf los cambios enzimfiicos inducidos por kherida en
tejidos vegetzles pudiééez». ser regulados por zctividades
pr@teoliticas, no existern adn resultafos en este sentido
bien definidos. Bsta regulacidn se podris ejercer por -
cualguiera de los mecanisxtos anteriormente profuestos.
Por otro lado recientemente las polisminasg han servido
como trazadores metabdlicos de esta actividad de diferen—
ciacidn (15).

Cada vez hay més evidencias , gue indican cue las -~
poliaminas juegam un papel significativo en le biosinie-
sis, estructura y funcidbn de Zcidos nucléicos, ¥y cue -~
pueden influir en el metabolismo mscromolecular, estruc—
tura de organelos y ciertos aspectos de crecimiento, desa
rrollo y senescencia en varios sistemas biolégicos, in-
cluyendo vegetales (15).

Ia pubrescina ha sido reportada en glgas; hongos y
varizs especies de plantas superiores (16). lLs Espermi-
dina ha sido identificada en el alga Chlovells, hojasm
de tomate ¥ col china (16). Albas concentraciones de es—~
permidine y esperming han sido reportadss en embriones y
variag partes de cereales, en semillas de varias Ieguni-
nosae, en embriones de zanshoria, en itubérculos de alca-
chofa de Jerusalem y en semillas de unm variedad de plan~
tas superiores (17). L= espermidina y espermina también
se encuentran como conjugados de un gran mimero de alcaw-
loides vegetales {16).

El conocimiento sobre lz distribucidn intracelular

de polisminag es escasec, ecpecialmente en vegetzles. Son
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bé&micas en le mayoria de los vzlores de pH celulares ¥ se
unen fuertemente a polianiones, pero son también muy solu
bles en medio mcuoso, bor lo cue se redigtribuyen cuando
ge homogeniza un tejido. A pesar de esta dificultesd, le
egpermina gparece principalmente en el micleo y las otras
poliaminas aparecen unidas a ribosomas principalmente (17),

En la figura 1 se muestrz la estructura de las pcli-
amings mds comunes de ocurrencia natural.

Ia putrescins se produce de arginina a través de al-~
guno de los dos mecanismos propuestos en la figura 2Z.

Por medio de 1z accidn de 1la arginase, la arginina
puede perder uresz, formando ornitina, la cual degpués se
convierte a putrescina por smceidn de la enzima ornitina
~ descarboxilass,. Alternativamente, arginina puede ser con-
vertida a sgmentina por la enzima arginina descarboxilaszs
agmanting pierde urea, formando pubrescina. Este segundo
mecanismo ocurre preferencialmente en vegetales {17)}. Es—
parmidina v espermins se forman de putreseina por adicio-
nes sucesivas de residuos de smino propilo, derivades de
S~adenosilmedioning via S-adenosilmetionina descarboxila-
se cstalizedas por una amino propil transferasa (16}. For
un mecanismo diferente e independiente Iz cadaverinas pue-
de ser formada por descarboxilacién de lisina (15).

Eapernmidins v espermina son catabolizadas por szmine—
oxidasas que funcionsn por unz variedad de mecanismos (17).

Por el carécber policatidnico de las poliaminas, ya
descrito, se unen fuertemente a polimeros anidnicos; por



Hzﬂ-((}ﬁ?)- 4«-1«'52 HQH-(CHZ)S-KEZ
Putrescina Cadaverina
(1,4~-di=aminobutenc} (1,5-diaminopentanoc)

HZN-( 032 ) 4-111{-{ ﬁE‘-z )=3-NH2
Espermidinsa

(un grupo propilamino adicionado =a
patrescina)

H,N~(CH, ) ,~NHE~(CH, ) ,~NH-(CE, } ;~NE,

Esperming
(dos grupos propilamino adicionados
gimétricamente a putrescine )

Iz

FIGURA 1. Betructura de las polisminas més comunes de O~

eurrancia natural.



17

wrea
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co, i H—Q-NH-( 4-1%1'5' HN-(CH, ) -NH
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PIGURA Z., Mecanismos propuestos de biosintesis de las po-
lismines més comines., Enzimss involucradsas: AS arginasa;
0DC ornitina descarboxilass, ADC arginina descarboxilasa,
SAMD S-adenosilmetionins descarboxiiass, APT aminopropil-—
transferasa. Fuente: Keur Sawbney, P, Plant Physiol (1982),
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lo cue se asocian a ADN y ARN, y se les reconoce su pa-
pel estabilizante de la esiructuras secundaria de 4cidos
nucléicos, haciéndolos mds resistentes a la degradacién
por micleasas ¥ a la desnaturalizacidén térmieca (17).

Bn gistemas libres de células de bacterias y mami-
feros, cada efapz en la sintesis de polipéptidos puede -
ser promovida por la zceidn de putrescina, espermidina o
espermina (16 y 18),mientras gue en las mutantes deficien
tes en polisminas de E._coli, la adicidén de poliamina se
reguiere para laz sintesis de protefina. En vegetales la e-
videncia es limitada, ¥y sugiere uns relscidn andlogz entre
estas aminas y el metabolismo macromolecular (13).

Log efectos de polisminas han side descritos sobre
la actividad de la ARN-polimerasga, AUN-polimerasa y ribo-—
nucleasa en sistemas bacteriancs y de mamiferos. Bajas
concentraciones de poliaminzs incrementan la actividad
de lg AREN-polimersassa dependiente de ADN, mientras altas
concentraciones de éllas 2a inhiben (19). En vegstales,
egpermidina incrementa la zetividad d= ARN-polimerasa
¥y vor obtro lado inhibe la sctividad y previene la forma—
cién de ribonueleasa (20).

Putrescinz y aminas reizcionadas han sido descri-
tas como factores de crecimiento en algunos microorganis-—
mosg, lineas celulares de mamiferos y vegetales superiores
(18). Poco se conoce zcercs del papel bioguimico de las
poliaminas en vegetales, zunTue una atencidn en mumento
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se les esta dando ahorz pera definir su papel como facto-
res de crecimiento.

Las poliaminas y &cidos nucléicos se han estudizdo du
rante el primer ciclo celular después del rompimiento de
la latencia de cories de tubéreculo de zlecachofa, Inmediz~
tamente despuds del rompimiento de la iatencia se observa
un marcadc descenso en el contenido de arginina y glutami-
naz almacenzdas, con un correspondiente incremento de poli-
aminas, Esta primers sintesis de polisminas ocurre tempra-—
namente durante la fase Gi , concomitante & la sintesig de
4cidos ribonucléicos (21),

En segmentos de hoja de avena, cebada, maiz y trigo,
¥ en discos de hojas de dicotiledone=zs, una concenitrascidn
de 1 a 10 uM de espermina prevenia la pérdida de clorofi-
la después de 48 g 72 horas en la oscuridad. Ias activida-
des de ribonucleasa y proteasas #dcidas y neutras que se =
elevan por efecio del corte d& hojas, son detenidas o re~
ducidas a niveles baszles por efecto de poliaminas (22).

Los niveles de pubrescina, diaminopropsao, agwanti-
ne y espermidinz son glitos en hojas jévenes y declinan -
con &l envejecimiento (22).

Estos datos apoyan les ideas del papel de las poli-
aminas en ia regulacidn dsl desarrollo vegetal, sungue
mucha de esta informacién resulta auin circunstancial o
cagugl, se esperz acumulsr més evidencias sobre poliaminas

v su correlacién con desarrollo, ¥y con los cambios de ac—
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tividad de sus enzimas de biosintesis y degradacién.
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2. ANTECEDENHTES Y OBJZTIVOS.
2.1 Antecedentes .

La herida y el proceso de restablecimiento subsecuen-
te a ésta; sirve como sistema modelo vara realizar inves—
tigaciones sobre las capacidades de desarrollo de tejidos
vegetales, aungue ain permesnece incierto, como es rue la
diferenciacién celular inducida en cortes de tejido se pue-—
* de equiparar a una situacidén que zconbezecz en el 6rgano en-
tero. Células de rafces enteras u 4rgancs de almacenamien-
to que no estdn cominmente expuestos a un ambiente exter—
no, pueden desarrollar una capzcidad para la scumulacidén
activa de iones cuande se expone tejido cortado al ambien-
te externo, zdquiriendo la habilidad de diferenciarse a -
través de un procesc de desrepresidn del genoma (23).

Los estimulos primarios que disparan esta desrevresién
son ain desconocidos. Se han postulado mecanismos que depen
den de asvectos difusionales, involuerasndo , por ejemplo, -
componentes de naturaleza hormonal, o simpliemente de la dis
vonibilidad de metabolitos o susiratos, y también se consi-~
dera que el control se ejerce por un mecanismo global complg
jo que involucra tods un conjunto de factores de los cua-
les algunos se han caracterizade y otros se desconocen -
(24).

El corte y lavedo de tejido vegetal definitivamente
tiene un efecto drédstico sobre el intrincado sistema de co-

municacidn celular, y las marcadas diferencias en las res-
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puestas pueden deberse a cue el tejido sea lavado o me-
ramente dejado en una atmésfera himeda (23).

Van Steveninck (23) comparando las estructuras cito-
pldsmicas en céiulas parencuimatosas de tejido de beta-
bel in situ con células parenquimatosas en cortes que -
habfan sido incubados por varios perfodos de tiempo; en~-
contrd que la extensién del reticulo endopldsmico se re-
ducia drésticamente =z vesiculas citoplédsmicas pequefias -
imedistamente después del corte y lavado del tejido, mi-
entras que después de 24 horas seguiz una reorganizacidén
& un sistema lamelar que se prolongaba hasta las 48 ho-
ras. Esto resulta de interés ysz que laz fraceidén microso-
mal aislada de cortes de tejido incubado posefan una cg-
pacidad mayor vara sintetizar proteina comparada con frac
cioneg de tejido fresco de betzbel o de tejido de zlca=-
chofa de Jerusalem (25}, los cuales fueron practicemen-
te inactivos. Se desconoce con cue exbtensién el incremen-
to en la eficiencia se deba & canbios moleculares espe-
cialmente asociados & células meristemdticas; o produci-
dos previamente al establecimiento de la célula meriste-
mética.

Por otra parte cads vez hay mds evidencias ocue in-
dican que las polisminas podrian jugar un papel signifi-
cativo en la biosintesis, sstructura y funcidn de 4cidos
nucléicog, de tal manera que por ejemplo, la espermina
estabiliza marcadamente la estructura terciaria del ARN

de transferencia, logrindose los mejores cristales de es-
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te dcido ribonucléico en presencia de esperminz (16). Ias
poliaminas estzbilizan también la estructura secundaria de
los fcidos nucldicos, hacidndolos més resistentes a la de~-
gradecidn por nuncleasas y a la desﬁaﬁuralizacién térmica
(17), afectan i= sintesis de protefnas (18), as{ como la
egtructura y estabilizacidn de organelos. Se ha visto que
estabilizan pratqplastos contra la lisis (20) e influyen
en ciertos aspectos de erecimiento ¥y desarroilo, al ine
crenentar , por ejemplo, la frecuencia de divisiones mi-
té%icas en protoplastos de hoja de cebada (IT) ,¥ se hz
descrito su participacidn en senescencia en varios sistesr
mas vegetales, en donde el proceso se manifiegta por una
reduceidn en el contenide de proteins, 4ecidos nucléicos
y clorofilas (20). Las poliaminss resulian potenzeé in-
hibidores de semescencia en protoplastos de meséfilo de
cebadm y en tejido de hojas de varias mono y dicotiledo-
neas (17).

La informacidn disponible en la gue se involucre 1z
existencia y papel de las enzimas proteoliticas durante
la herida resulta ain indefinible; sin embargo se ha in-
tentado definir si las enzimas proteciiticas son las res—
nonsebles de la regulacidn de la actividad enzimdtica en
tejido herido, tal es el caso de las investigaciones en
relacidn =& un posible sistema inactivanbte de naturalezs
proteinscea scbre la actividad de fenilalanina-amonio -
liasa; esta enzime incremente su setividad dristicamente

después de un periodo leg de cerca de 3 horas, en fejide
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de raiz de papa, en respuesta z herida, alcanzendo su méxi
mo de actividad alrededor de las 12 horas y declinando en
tiempos posteriores (9). Experimentos preliminares trats-
ron de demostrar la existencisz de actividad proteolitica
en este tejido pero se enconitrd cue ésta no se modificabsa
en respuestz a herida bajo las condiciones de estudio (3)
Adn asi es posible postular un sistema inactivante median
te una proteasa especifica cue catalice una protedlisis -
limitadas de fenilalanina-smomioliasm como 1o hacen un gru

po de protemsas esnecificas en animales (26).
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2.2 Objetives.

Con estos antecedentes en mente nos plantesmos la -
siguiente hipdtensis de trabajo : Si la respuesta de heri-
da es una forma de despersar el tejido en relacidén a cre-
cimiento; el contenido de poliaminas y la actividad pro-
teolitica deben estar correlacionados.

El objetivo de este trabajo he sido el determinar el
contenido de proteina, poliaminas, sminoécideos y activi-
ded proteolitica durante los cambios metabdlicos induei-
dog por herids en tejido &s papze.
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3. PARTE EXTERIMENTAL.,

3.1 Materiales.
3e«1.1 Reactivos .

Azocaseina (sulfanilamidas azocaseina), hemoglobina (bo
vina, sustrato para proteasa), dcido D-imoascérbico, esper-
mina {tetraclorhidrato), espermidina (diclorhidrato), L-pro
lina, I-lising, dcido I-glutémico, putrescina, albimina bo-
vina., - (Sigma).

Tris (hidroximetilaminometano), 2-mercaptoetanol, éci-
do tricloroacético, tritriplex II, cloruro de potasio, pep-
tona, extracto de levadursm, agesr, metil-celosolve, etanol -
absoluto, ninhidrins - (Merck}.

Sacaross, hidréxido de sodio, n-propancl, dcide percld
rico., = (J.T. Baker). '

Sulfato de amonio, bicarbonato de sodio, fosfato de po
tasio, mono y dibé&sico - (Pécnica Quimica).

Clorurc de magnesio, dcidd citrico monohidratado, clo-
ruro de estefio (II) . = {Productos Quimicos Monterrsy).

Resina AG 50W-X4 (100~200 mallass) .- (Bio-Rad).

Cloranfenicol .- {Boehringer Mesnnheim GmbH) .

3.1.2 Naterisl bioldgiecoa.

Papas alfa de tamafic medisno, obtenidas del comercio.

Los tubérculos fueron firmes, sin signo de brotamiento, por

consiguiente en estado fisioldgico latente.
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Tejido herido

Homogenizacién
45,000 x g
Y ' l ' ¥
Se descarta Sobrenadante
Precipitacién ¥edicidn de
TCK 15 % Actividad engimé
1, 20? x g tice.
Resuspender ' SQbrena&E‘gte de TCA
PH 7.5 Separacidn de aminodcidos
¥ poliaminas en mwma colum
Medicidn de proteina na de inbtercambio cabtidni
poT gl método de Lowry. co Dowex ‘%GII- 4.

Medicidén er el método de
ninhidrina,

FIGURA 3. Metodolog{s empleada para la extraccidén de pro=-
teina, aminodcidos , poliamines y proiteasas.
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3.2 Metodologia.
3.2.1 Sistema de herida.

El sistema de incubacidn de tejido herido fue el deng
minado sisbema de cémara humedes, modificacién del sistema
de Kahl (27},

ELl tubéreulo es lavado primero con agua corriente, se
guido de un lpvado con uns solucidn de cloralex sl 10 % -
{(v/v) y posteriormente un lavedo exhasustivo con agua deg-
tilada estéril sobre 1ls superficie del tubérculo. Las mani
pulaciones fueron reglisadas bajo corndiciones de egterili-
dad, en ungs campang de fiujo laminar, donde las papas son
cortadas en discos de 19 mm de didmetro y 3 mm de easpesor
usando un rebanador comercial de papas, y un cilindro de
aluminioc del difmetro deseamdo, ambos estériles.

Ios cortes en discos fueron colocados en frascoz Ger—
ber estériles y se procedié a pesar una cantidad eguiva-
lente & § g de tejidc fresco. Ios discos ya pesados se la-
varon tres veces con sgus estéril, escurridos y- colocados
sobre papel filtro mojado, colocado a su vez sobre una es—
ponja que contiene 10 ml de agus estéril, ¥ 50 microgra~
mog por mililitro de ecloranfenicol todo esto contenido en
una caje de Petri estéril (3 x 12 em)} que constituye el -
sistema de incubscidén denominado cémerz humed=z.

Las czjas de Petri se colocaron en una incubadora &
26 + 0.1°C, n diferentes tiempos de incubscién, bajo ilu—
minacién constante. Este proceso se reconoce como el sig-
tema que produjo respuesta de herida.

Los discos frescos cunio heridos incubados 2 diferen—

tes tiempvus,son sujetos a control microbioclégicojel cud se
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realizd tanto con un disco muestra como con el agua resi-
dual de la ecémara humed=, El control microbioldégico se rea-
1iz6 en cajas de Petri, sobre un medio de cultivo sélido, —
constitufdo por: peptona (0.4% p/v), extracto de levadurs -
(0.5% p/v), acetato de sodio (0.2% p/v) y agar (1% p/v). ~
Las cajas se incuberon a-35° C durante 48 horas y posterior
mente durante 72 horas a 25°C. Tods muestra gue presentase
contaminacién era desechada.

3.2.2 Extraccidn y determinacién de Proteina.

El tejido fresco v herido, incubado segin el tiempo =
especificado, se lavd con agus estéril y se coloed en un -
frasco de homogenizacidn especial del) homogenizador VirTis;
donde se le asdicionsban 12 ml de buffer extractor consbitui
do por Tris-HCl 0.15 ¥ pH 7.5, E-EDTA 1 mM, sacarosa 0.5 X,
mercaptoetancl 4 mM, #cido isosscérbico sl 1 % p/v, y se —
homogenizaba en la posicidn 20 del regulador de velocidad
del homogenizador durante 3 ainutos, con 2 mimubos de inter
valo entre cada uno de éllos. EL homogenizado se mantubd -
g 4°C,

El homogenizado es filtrado sobre ires capas de gasa
¥y recolectado en un tubo de centrifuga (policarbonato, con
capacidad de 30 ml), previamente enfriado en hielo. Se cen-
trifugd s 45,000 x g (23,000 rpm aproximadamente) por 20 -
minutos en el rTotor 30 de la centr{fuga Spinco-Beckman I~
50 = 4%C. El sobrenadante se recolectd por decantacién en
un tubo de centrifuga graduzdo y se midid el volumen reco-
lectado, pasos gue se reslizaron a 4°C, Este sobrenadante
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se colocd en un tubo de ensaye previamente enfrizde en hig
lo ¥ etiquetado, y se empled inmedistamente o0 se congervé
en ¢l congelador de - 709C,

Una fraceidn de 1 ml de este sobrenadante es precipi-
tado con dcido triclorcacético sbélido para llegar a una -
concentracidn final de 15 % p/v en solucifén, se agitd hasta
la botal disolucidn del #cido triclércacético, ¥ se dejé rg
posar por un inkervalo de 1 a 2 horas a 4%(. Se centrifugé
a 3,500 rpm por 15 mimutos en una centrifugs clinica, el mo
brenadante #dcido se guardd en un refrigerador & -20°C, y el
pellet se resuspendié en Tris-HCl 0.05 ¥ pH 8, y neutralizé
& este mismo pH con sclucidn 1 M de Tris base, el pellet -
complebamente disuelto sirvié como fuente para medir protei
nx por el método de Lowry (28).

Todas las determinsciones de las metodologias descri-
tas y por deseribir fueron realizades por duplicado y en 3
extractos de diferentes preparaciones.
3.2+3 Determinacién de Aminodcidos y Polimminas.

 Una alfcuota del sobrenadante fcido, resultante de la
precipitacidén con deido tricloroacético de ls proteina, se
neutralizé por la adicidn de KOH 1 M, y e determind el con
tenido de compussbos que resceionasn con ninhidrina {30).

Una cantidad equivalente en volumen & 100 densidades
épticas de ninhidrina, del sobrenadsnte dcido yz descrito,
se aplicd a una columns de intercambio catidnico Dowex 50W-
%4 (0.5x9 cm)}, modificacidn del método de Reymondjesn, M. ,
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{29}, que ha sido previamente equilibrada con una soluciédn
de HC1 0.05 H; se 1av$ entoncés con esta misma solucidn has
tz recolectar un volumen total de 15 ml que corresponde &
la fraccidn no unide & la columna de este sobrenadante dei-
do, ecuyo pH es de 2. Se aplicd un buffer fosfato de potasic
20 of pH 8 y 0.25 W de KC1 para la elucidn de aminodeidos
al cambio de pH.

La elucidn con otro buffer fosfato de potasioc 20 mM -
pH 8 ¥ 3.0 M de XCL permite recolectar fracciones donde e-
luyen lasg polisminas. Tanbko las fracciones eluidas con 0.25
H (aminodcidos) y 3.0 M {(polieminas) de KCl, se cuantifica-
ron por el méitode de ninhidrina,

3.2.4 Determinacidn de Actividad Proteolitica.

Para determinar la sctividad proteclitica (21) se u~
tilizé un extracto crudo enzimdtico (una fraccidn del so-
brensdante de 45,000 g del homogenade de tejido fresco o
tejido Herido incubado segin el tiempo especificado). Este
extracto se dializdé vreviamente contra buffer fosfato de
potasio 50 mE pH 6, K-EBTA 1 aM, mersaploetanol 4 mM por
toda la noche,

Al extracin dizlizado se le determiné el contenido de
proteina por Iowxy, y una concentracidn equivalente en vo~-
lumen a 0.46 mg de proteina por ml de sistema de reaccidn,
es la gue se smpled para medir actividad proteclitica tan—
$o on extractos crudos come de algin oiro paso de purifi-
cacidn. Bl sistema de reamccidn con%enia azocaseina como sug
trato en concenitracidén de saturacidn paraz la enzima,
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El sistems eatabs congtibtuids por butfer fosfato de
potasio 56 mM pH 5.7, azocaseina 4 mg/ml disuelta en el
buffer anterior y ditiotreitol 1 m¥M. '

Después de adicionada ls enzima, al tiempo cero se
tomaba una alicuota de 1a mezcla de reasccidn, la cual se
detenis zdicionande Zcido percidrieo sl 14 % (v/v) hasta
una concentracién final del 7 # {v/v) a 4°¢C. Ios tubos pz-
ra la medicién de ametividad proteolftice se incuban a 40°C
a diferentes periodos de tiemrno, al término de los cusles
se precipitsbem en igusl forma cue el blanco ¥y se dejaban
sedimentar a 4°C durasnte una hora. Deapués de este tiempo
se centrifugd a 3,500 rpm por 10 minutos en unz centrifu-
ga clinica; el sobrenadante se recolectd nor decantacidn
¥y se midid inmediatamente el cambio de denmidad Sptice a
340 nm en celdas de cuzrzo de 1 cm de espesorT en un es—
pectrofotémetro Carl Zeiss. Ie aciividad especifica medi-—
de, se definid como 2l cambic en 2.001 D.0O. & 340 nm por
hora por mg de proteina,

Cuando se utilizé albimina tovina como sustrato esta
fue prevismente desnabturalizada (310 minutos = ebullicidén},
empleéndose a una concentracidén de 0.1 % p/v, en algunas
ocacionee se usé hemoglobina, sustrato pars protesss, en
solucidén &l 2 % p/v embas proteinas fueron disueltas en =l
mismo buffer en el que fue disuelia azocaseina, modifice-
cién del método de Tanaka, Y. (9).

El sistema de medicién de actividad proteclitica fue

exactamente iguel sl utilizado coxn azocaseina como sustrets.
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Con estos sustratos la determinacidn difirié en cuan-
to 2 que la reaccidén enzimdtica se detuvd por la adicidn
de una solucidn de 4cido tricloroacético al 30 % p/v para
obtener una concentracidn finzl del 15 % en solucién, a 4°C.
El sobrenadante se neutralizd con NaOH 1 M y en €1 se midid
por el método de Lowry la I-tirosina liberads,

3.2.5 Purificacidn de lz metividad proteolitica.

La, enzima se purifieé fraccionando 1z protefna por pre-
cipitacidén con sulfato de smonic. Una fracecién de sobrenadan
te de 45,000 g {obtenido como se describe en 3.2.2) de teji-
do herido incubado durante 48 horas, se fraccioné con sulfe-
to de amonio adlido hasta un 10 % de ssturacidn (32), se de-
jé reposar por uvna hora, y se centrifugé & 12,000 rpm por -~
15 minutos en tubos de policarbonato, el sobrenadante se re—
cuperd por decantacidén y el pellet me reasuspendid en buffer
fomfato de potasio 50 mM pH 6, K-EDTA 1 mM, mercaptoetancl
4 i, v se mantuve a 4*C. A1l sobrenadante se le deberminé
el volumen en un tubo de centrifuga gradusdo y se adicioné
HC1 1 ¥ hasta obtener un pH entre 5 y 6, seguidsmente s8¢ 8=
dicioné sulfato de amonio en una cantidad equivalente z un
40 % de paturacién, se dejé reposar por uns hora, siguién-
dome después el mismo procedimiento de obtencidn del sobre~
nadante de 10 % de saturacidn.

El sobrenadante con 40 % de saturascidén con sulfato de
smonic se siguid fraccionando 2 un 80 % y después =1 100 %
de saturacién con sulfato de amonio.

Ios pellets resuspendidosg en muffer fo=fato de potasio
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50 mi{ pH 6, K-EDTA 1 uM, mercaptoetancl 4 mM , de las diferen
tes fracciones fueron dializados exhaustivamente durante la
noche contra el buffer en gque se disolvieron, y a aifcuotas
de cada una de estas fracciones se les determiné el contenido
de proteina por el método de Iowry, y se les midid también ls
actividad proteclitica utilizando las condiciones de medicién
especificadas en el punto 3.2.4 .
3.2.6 Efecto de los componentes de la reamccidn en el sistema

de medicidén de actividad proteolitica.

Ios efectos de los componentes de la reaccidn para medir
actividad proteoclitica se determinaron utilizando muestras de
extractos de tejido herido,por 48 horas de incubacidén; = los
gue se les realizd un fraccionamiento de proteina del 10 &l
40 % de saturacidén con sulfato de amonio s8lido (segzin condi-
ciones del punto 3.2.5 de este capitule), = excepcién del ex—~
tracto empleado para el caso del inciso {a),en el gue se uti~
1izd un extracto erudo., En lo gue respecta = las condiciones
de medicidn de metividad proteolitica fueron les mismas espe~
cificadas en el puntd 3.2.4, usandc Azocaseina comeo sustiraics

Ioa efectos eatudiados fueron los siguientes:

{a) Didlisis, Se compard la actividad especifica de la pro-
tessa presente en un extracto crudo (scbrensdante obtenide —
en el punto 3.2.2) sin dializar y habiendo dializado previa-
mente.

{b) Agentes reductores { mercepioetanol y ditiotrsitol). Ss
compard la actividad especifica de la proteasa, en una frsc—
¢idn de proteina precipitada del 10-40% de saturacidn con —
sulfato de amonic s8lido, presente en una muestra de esta -
fraceidn dializads en ausencia de agentes reductores y en un
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sistema de reaccidn para medir actividad proteolitica gque
también carecia de e€llos, contra el sistema cuyas condi-
ciones ya fueron establecidas (punto 3.2.4 ).

(c) K~-EDTA,., Se compardé la actividad easpecifica de la pro-
teasa presente en lz fraccidén mencionada, cuando una mues
tra de ella era dializada en susencia de K~-EDTA contra o=
trg muestra de esa misma fraccidén tratada bajo las condi~
ciones normales ya establecidas. A otra muestra de est=
fraccidn se le midié la actividad proteolitica variando
la concentracién de K—EDTA en el sistema de reaccidn a

5 mM y se comvard tembién su actividad especifica con laz
muestra medida bajo lzs condiciones normales ya estable-
cidas.

{d) Concentrascién de fosfato de potasio. Se increment$

1z concentracién total de buffer fosfato & 100 mM en el
sistems de reasccidn y se midid la metividad proteoclitica.
Lg actividad especifica fue comperada con el sistema es—
tablecido.
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4. RESULPADOS Y DISCUSICN.
4.1 Resultados.

4.1.1 Contenido de proteinz en tejido herido.

Con el objeto de definir si el sistema de incubszcién
de tejido herido funcionabs de acuerdo a la respuesta es-
perada, 8 decir en un incremento en el contenido de pro-
telna, se procedié a determinar y cummtificar el contenido
de proteine a diferentes tiempos de incubscibn de tejido
herido.

La cuantificacidén de proteina fue hechs utilizande
el métode de Lowry ¥y en la figura 4 se muestra ls curvae
patrén de proteina ubtilizende =lbdmina bovina comoc con-
troly, de la cusl fueron interpolados los resultados en
todos los camos que posteriormente se mencione, I=m tablsx
1 muestra el contenido de proteins en donde se indica 1=z
desviacidn estandar de algunos tiempos de incubscidn de
tejido herido. Para la apreciscidn de estos datog en for-—
ma diferente se han utilizade los mismos para lz obien—
cifn de iz figura 5.

Ios resultados revelasn, en ¢uanito al contenido de
proteina se refiere, que el tejido herido mantiene el
contenide de protefns en las primeras hores de incubs=—
¢cidn; observéndose que aproximadamente = las 6 horas de
incubacidn el contenido de protefna se inerements nota—
biemente { 175 % ), y este incremento se mantiene apro—
ximadamente hasta las 24 horas, después de las cuales el
contenido de protefna decas a los niveles basales, y aus



S

0.7

0'06

0.5

0.4

D.0.
750 nm.

0¢3 1

0.2 1§

Otl b

3 N ) ] ¥ ot | TR 1 L i
100 200 300 400 500 600. 700 800 900 10GO
microgramos de protefna

FIGURA %. Curva pastrén de protefna., Determinscién por el
método de Lowry, usando albimina bovina como control.




L2
(4]

por debajo de #llos (68 %} despuls de las 48 horas de -
incubacidn,

Estos resultados permitieron comprobar que el siste-
ma de incubacidén denominado "cémara humeds® funcionaba a-
decuadsmente en tanto & 1la reapuesta de herida esperada,
es decir en unaz activacidn de la sintesis de proteinas,
que se veria reflejada en un incrementc en el contenido
de proteina, incremento que se hace notable = Izs 6 horas
de incubacién de tejido herido y cue se mantiene aproximg
demente hasta las 24 horas de incubscién. Ademés, los cam
bios en el contenido de proteina podian ser debidos £ una
actividad protecliitica en el tejido heride, principalmen-—
te en horas posteriores = las 24 horas de incubszcidn de
tejido herido, donde la reduccién en el contenido de pro-
teina glcanza un 68 % por debajo de los niveles basales,
Este aspecto sme estudid posteriormente.

4,1.2 Contenido de aminofcidos y poliamines en tejido -
herido.

Con el objeto de determinar log gammbiss =n sl conte-
nido de poliaminas (uno de los objetivos de este trabejo}
se procedid a la calibracién de una columns de intercam=—
bio catidénico pars definir el patrén de elucidén de Estasm.
La columna permite retener poliaminas debido a su natura-
lezs policatiénica, sin embargo, el extracto de tejido -
que se aplicaba & las columnas de intercambio catidnico
contenfa no séic poliaminas sino otras especies cuya na—
turaleza podfs ser también catiénica, como el caso de a-
minofcidos; por lo que se regueria de una seperscidén e-
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TABLA 1, CONTENIDO DE PROTEINA EN TEJIDO HERIDO 3E
Solanum tuberosum L.

Tiempo de incubacién _mg de proteina
{noras) £ de tejido fresco

0 2.76 + 0.37

3 2.97

6 4,83 + 0.36

g 3.67
14 3.24
18 3.73 £ 0.33
o4 3.77 + 041
30 2,93

48 3.15 & 0.5%°
72 1.88 + 0.44

Is protefna se precipité con &éido tricloroacético
&1 i5 % de una fraccién de sobrenadante de 45,000 g {pun
o 3.2.2 del capitulo de Parte Experimental); el sedimen
to obtenido de centrifuger =& 1, 200 g se resuspendse en -
Pris-HCl 0.05 X pH 7.5 ¥ se determina por el método de

Towry, el contenido de proteina se extrapola de la figu-

ra 1.
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FIGURA 5, Contenido de proteina en tejido herido de -
Solanum tuberosum L. EL contenide de proteina fue de—

terminado por el método de Lowry, imterpolando de la
figura 1.
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fectiva y bien definida en primer lugar entre aminodci-
dos y poliaminas, ademds de agegurar un rango de separa-
cién entre aquellos sminodcidos bédsicos, de mayor cardc-
ter catidnico gue los otros aminodcidos, y las poliami-
nas, De esbta maners mientras se lograba ia cuantifica-
“cién de los contenidos de poliaminas a lo largo de la —
incubacién de tejido herido, se obtendria también un per
fil de la misma naturslezs del contenido de sminodeidos,
informacidn que seria complementaria s la obtenida de =~
la actividsd proteolitice gque permitiéra interpretar la
reduccifn en el contenide de proteina ya mencionade an-
teriormente, después de las 24 horas de incubacidn de
tejido herido.

Pare lograr este objetivo, cuantificacidén de amino—
dcidos y poliaminas totales, hubo primeramente la nece-
sidad de determinar varios controles previos para ia ob—
tencidén de resuliados. Entre estos controles se hicieron
curvas de calibracién de la columna de intercambioc catid-
nice como ge muestran en las figuras £,7 ¥ & donde se -
definen los patrones de elucidn en forma indspendiente -
pera cada sminofdcido sefinlado (figura &), para las polia-
minas sefisladas {(figura 7); asi como el patrdén de elucidn
de una mepcla de prolina, arginina y espemidina (figura
&).

Ie columna de intercambio catiénico fuercelibrads -
con aninoicidos neutros y bésicos; encontrdndose que los
patrones de elucién de los aminodcidos neutros, como leti-
¢ina y prolina, no variaban significativamente, elufan al
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, (a) 1
1‘ Y iy
2.0. 440nm
Fraccién 200"
, (8)
{1)=(2)-f (3)-
800" ’ ]
Ta0o 57Qnm
Fraceidén 4.04
- (c)
a.0ftL)——=(2) (3)
D.0. 570nm
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/ A
|

ml de volumen elufdo
FIGURA 6. Patrones de elucidn de aminodcidos. Se utili~
z6 una columna de intercambio catidnico Dowex 50W-X4 Je
0.5 por 9.0 cm(Raymondjean,M. 1979). Patrones de elucidn
de : {A) Prolina 3 B.0. {2 micromoles),{B) Leucina I& 5.0
64 micromoles) y (C) Arginina 12 D.0.(3 micromolas). 1 -
orden fe eluyentes fuéd: (1) Lavado con HC1 0,054, frz=zcio
nes no unidas, (2} buffer fosfato de potasio 20 aM pH Z.0-
0.25¥ de KCl, elucién de aminodcidos sl cambioc de pH, {(3)

buifer znterior, con 3.0 M de KCL.



(4) .
(L3={2)~(3)f~(4)— () i 43

4.0

D.G. 570 nm|

Fraeciénz .04

40

b

(2)={2)~(3)mmme e (5 Ypommmmmeme (8 )

Fraceidn o0}

(¢)

*1)—{3) - (5)m=am3(6)=(7)-
150 . ‘

DO EZD m
Fraceidn

50 9

r . i) 1}

25 50 75 100
ml de volumen elufdo

FIGJRA 7. Patrones de elucidén de poliaminas en unz co=~
Iumng de indercambio catidnico, Dowex 50WX-4, 0.5 x 9.0
ca, (Raymondjean M., 1979). Patrones de elucién de: (A)
Putrescina 11 D.0.(1 micromol),(B) Espermidina 91 D.0.
{16 amicromolas),(C) Espermina 530 D.0.(64 micromolas).i~
luyentess (1)} HC1 0.05 M; (2) sl (8) buffer fosfateo de ©g
tasio 20 mwM tH 8.0 con: (2) 0.25 M de XC1, (3) 1 M de KCL
(4) 1.25 M de KC1, (5) 2.0 M de KCl, (6) 2.25 M de KC1 ,
(7} 2.5 M de XC1, (8) 3.0 M de KCI.

9
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FIGURK &, Petrdn de elucién de mezcle de mminodcidos ¥y -
uns poliemina en una columns de intercambio catidnico -
Dowex 50WX~4, como en lz figura 4. {A) Prolinas 35 D.C. /
440 nm (29,2 micromolas), (B) Arginina 39 D.0. 570 o= -
(23.6 micromolam), y (C) Espermidina 26 D.0. 570 nm —
(4.5 micromolas). Orden de eluyentess (1) HCl 0.05 ¥, =
(2) buffer fosfato de potasio 20 mM pH 8.0~ 0.25 M de KCL
y (3) buffer fosfato de potasio 20 mM pH 8.0- 3.0 X &= ~
KCl.
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cembio de pH 2 a 8, con buffer fosfato de potasio 20 mi pH
8.0~0.25 ¥ de KCl, comdo se observa en la figura 6. En cambio
el eminodcido bdsico, arginina, se retuvo cor més fuerz= en
la columna cuendo el lavado con buffer foafato de potasio
20 m¥ pH 8.0-0,25 M de KClL era limitado, ccasionendo con eg
to que parte de este amincédcido ge eluyese con 3.0 M de X001
{figura B, C); por lo oue se decidié lavar exhaustivamente
con el buffer fosfato de potasio 20 mM pH 8.0-~0.25 K dg =
ECl, lo que permitié eluir casi completamente s arginins,-—
previzmente a la elucién de lag poliaminas con buffer fos-
fato de potasio 20 mX pH 8.0~ 3.0 ¥ de ECl, Emsiz gepara=—
cidn se confirmé =zl observar los patrones de elucidén gue
ge obtuvieron con poliaminas,

El estudic de loms patrones de elucién de poliamines
{figura ¥), muestra que las poliaminas eluyen a concen—
traciones m#s altas de 0.25 M de ECL: putrescins eluye con
1 M de KC1, aproximadsmente, en buffer fosfato de potasip
20 mM pH 8.0, espermidina eluye con 1.25 H de XC1, en el
buffer snterior y espermine empieza & eluir en el buffer
anterior con 2,0 M de KC1 y termina eluyendo con 2.25 M
de KCl; concluyendo, la elucidn con buffer fosfato de =
potasio 20 pM pH 8.0- 3.0 M de ECL lograba eluir el con-
tenido total de polieminas de extrsctos de tejido, habiexm
do separsdo perfectamente con anterioridad = los aminoé-
cidos, ya que definitivamente ninguno de éllos eluia a
esta concentracién de KCl.

Cuando se realizé un cromatograme empleando una -
mezcla de prolina, arginina y espermidina; se pudo com~
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probar con toda claridad oue laz conclusién snteriormente
descrita era cierta, ya cue los dos aminodcidos elufan al
cambio de pH con buffer fosfato de potzsio 20 mM pH 8.0 -
0.25 B de ECL y un levado exhaustivo permitian separsr =
arginine, aminodcido que mfs se retiene a la columna, de
la poliamina , espermidina, oue eluia con buffer fosfato
20 mM pH 8.0~ 3.0 ¥ de KC1l (figura 8).

Se realizsron curvas patrén por el método de ninhi-
drine tanto para aminodfcidos como pars poliaminas, yz -
gue cada especie tiene diferente sbsortividad molar como
puede observarse en las figuras 9,10 ylii.

Al mismo tiempo gue se establecfa el método para l=
separacién de eminodcidos y polisminas haciendo uso de -
la columns de intercambio cetidnico, se establecia tam-
bién ls capmecidad de retencidn de la resinz ocupada por
el tamafio de la columna umsada. La capmeidad de retencién
de la columna se debterminé en base al an&lisis de dos as-
pectos: el contenido de compuestos gue daban reaccidén con
ninhidrina y que eran reccleciadog en las fracciones del
lavado con HCl 0.05 M, y 1la sensibilidad de deteccidn por
el método de ninhidrina de las poligminas eluidas con -~
buffer fosfato de potasio 20 mM pH 8.0~ 3.0 M de KCl,
Cusndo sme =zplicsban a las columna de intercambio catidni-
co mencs de 100 D.Q. de ninhidrina en su equivalente en
volumen de extracic dcids de tejido, lo gque se observa-
ba era que lg sensibilidad de deteccién de poliamines se
reducia por el métods de ninhidrina; y que cuando se a-
plicabar més de 100 D.0. de ninhidrina se observaba que
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FIGURA12. Cromatogramas de embtractos de tejido: {A) te-
jido fresco, (B) 6 horas de incubacidén ; elufdos de uns
columna de intercambio catidnico como en la figura 4. -
Orden de los eluyentes: (1) HCl 0.05H, (2) buffer fosfato
de potasio 20 m¥ oH 8.0-0.25 M de KCL. elucidén de amino&—

cidos ( )y {3} el buffer anterior con 3.0 M de KCl donde

eluyen las polizminas (=ee-}.
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~ habfa un incremento notable en &l contenifc de compuestos
que daban reaccién con ninhidrina en las fracciones reco-
lectadas del lavado con HClL 0,05 H ; mientras que nc ha-
bfa ya un incremento significativo en la sensibilidad de
deteccidn de poliaminas. Ia capacidad de retencidn de la
resina resultd entoncés ser de aproximadsmente un 10 %

de su capacidad tebrica, de 800 D.0. de ninhidrina; con
esta informacidn se decidid no apliecar por arriba de 100
D,0. de ninhidrins.

Por consiguiente en adelante 100 D.0. de ninhidrina
fue la cantidad aplicada a ls columna de interéambic_ca-
tidnico, de los diferentes extractos de tejido { mante-
niendo constantes las dimensiones de la columna ) : ha-
biéndose obtenido en todos los cmsos rendimientos de re~
cuperacién superiores al 80 %.

Habiendo establecido tanto lz separacidén como la =
cuantificacién de aminodcidos y polisminas, se procedid
a asplicar los extractog de tejido fresco ¥ herido a di-
ferentes tiempos de incubacidn. Ios cromatogramaes de los
muestran en las figuraslZ, 13, 14 y 15,

En los cromatogramas de extractos de tejido herido
(figuras12- 15 )} se puede apreciar cue hay tiempos en -
los cuales lag fracciones del lavado con HECL 0.05 ¥ =
contenian especies oue daban reaccidén con ninhidrina,
podris pensarse que fuera sminodcido no unido, perc la
capacidad de la resina es aﬁp 8 veces meyor & la apli-
cada; también podria pensarse en aminodcidos 4decidos ,



gin embargo un crdma'bograma de fcido glutdmico bajo las
mismas condiciones mostrd que éste sminodcido elufa tam—
bién al cambio de pH (dato no mostrado), con buffer fos—
fato de potasio 20 mM pH 8,0-0.25 ¥ de KCl: por lo tanto
queda an por definir qué és el componente de estos ex-
tractos de tejido de los tiempos de incubacidén 6, 18, 24
¥ 48 horas cue d4 reaceidn con ninhidrina y cuyo conte-—
nido cambié con los tiempos de incubacién. Estos croma-—
togramas muestran también la separacidén entre aminodci-
dos y poliaminas claramente, cuando se lave exhaustiva-—
mente con buffer fosfato de potasio 20 mM pH 8.0-0.25 ¥
de KCl. Ios aminodcidos son elufdos al cambio de pH al-
rededor de la fraccidn nfimero 10 immediatamente después
del cambio de pH de 2 a 8, y de eluir con el buffer fos-
fato de potasio 20 mM pH 8.0-0,.25 ¥ de KCl; mientras que
las poliaminas en todos los casos son elufdas en conjun~—
to alrededor de la fraccidén mimero 22, inmediatamente -
después de la adicidén de buffer fosfato de potasio 20
m¥ pH 8,0~ 3.0 M de KCl. Ios cromatogramas también mues
Tran que el contenido de polisminas es mucho menor gl —
de aminodcidos, por lo que se representan haciendo uso
de dos escalas de densidad éptica a 570 nm. Por otra -
parte los cromatogremas que se presentan fueron selec—
cionados por representar el contenide de aminodcidos -
¥ polisminas de tejido herido a diferentes tiempos de
incubacidn analizado en forma comparativa de cantidad
de muestra aplicada.

Cusndo se analizé el contenido de aminodcidos que

35
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reflejaban estos cromatogramas se observé un decremento
g las 6 horas y un aumento a les 18 horas de incubscidn,
lo cual no eras concordante con la distribucidén de conte-
nido de aminofdcido mostrada en la tabla 3, principalmen-
te en estas primerae horas de incubacidén de tejido herido.
Esto se debid a que la distribucidn de la elucidn del ami-
nodcido no fue uniforme en el cromatcgrama 1o que hace -
diffeil la interpretacién a simple vista y en forma com-
parativa. Fue necesario entoncés representar el contenido
total para verdaderamente observar y anslizar las vseria-
ciones de este pardmetro (tabla 3). Con respecto al con-
tenido de polisminas no se detectd discordancia debido &
que la elucifn de egtas se distribufa entre un menor mi-
mero de fracciones con un menor volumen de elucién. Sin
embargo, el andlimsis de las varisciones en los contenidos
tanto de aminodcidos como de poliaminas se considerd més
adecuado representarloc en contenido total con respecto &
1os tiempos de incubacibn del tejido herido (tablas 2 y 3).

I;o.s.resulta&.bs gue se muestran en las tablas 2 y 3,
han side graficsdos en las figuras 16 y 1T7.

En cuanto al contenido de polisminas se refiere es—
tas se incrementan notablemente z las & horas de incuba-—
eidn, decayendo en horasg subsecuentes hasts el nivel ba-
sal y tendiendo = sumentar después de las 24 horas, apro-
ximzdsmente, de incubacidn de tejido herido (figurz 16).

Por otro lado, el contenido de aminofcidos en teji-
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TABLA 2, CONTENIDO DE POLIAWINAS EN TEJIDO HERIDO DE
Solanum tuberosum L.

Tiempo de incubacidn ‘ Contenido de Poliaminas
(horas) 7 (nmol/. g de tejido fresco)
0 78.66 + 7.36
6 557.75 + 143.50
18 109.21 + 39.41
24 65.19 + 17.26
48 195.41 + 38.81
72 127.69 + 7.76
120 263.06 + 41.07

In volumen equivalente & 100 D.0. & 570 nm del sobre-—
nadante deido productoe de la precipitacidn con &cido tri-
cloroacético del homogenado de tejido herido se mplicéd &
una columna de intercambio eatidnico (Dowex 50W-X4, 0.5
por 9.0 cm) para separar sminodcidos y polisminas, Las -
poliaminas fueron eluidas con 3.0 M de EC1 en buffer fom-
fato de potasio 20 mM pH 8.0, y determinadas por el méto-—
do de Ninhidrins. El contenido de poliaminas se express
como nmoles de Espermina por gramo de tejido fresco.
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PIGURA 1b. Contenido de poliaminas en tejido herido de ~
Solsnum tubercsum L.. El contenido de polieminas elufdo -

d¢ una columne de intercambio catidaico Dowex 55%W~-%4 (5.5

por 9.0 cm) con buffer fosfato de potasio 20 mM pH 8.0-3.1
H de KC1 y deberminsdas por el método de Ninhidrina se &a-
cuentra: graficado. = diferentea tiempos de incubacidn. EL
contenide se expresz como nmol de Espermina por gramo &=

tejido fresco.
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TABLA 3. CONTENIDO DE AMINOACIDOS EN TEJIDC HERIDO DE
Solanum tubercsum L.

Tiempc de incubacién Contenido de Aminocdcidos
(horas) (umol/g de tejido fresco)
o 12.11 + 1.82
6 12.82 + 0.90
i8 8.23 % 2.10
24 13.22 % 0.35
48 19,31 & 0.49
72 20.66 + 0.79
120 17.25 = 1.94

Un volumen equivalente n 100 D.0, = 570 nm dei sobre=
nedante dcido producto de la precipitacién con &cido tri-
cloroacético del homogensdo de tejido herido fué aplicado
a2 une columna de intercambio catidnico (Dcwex 50W-X4, 0.5
por 9.0 cm) para separar aminodeidos de poliaminas., EL -
contenido de emincdcidos elufdo con 0.25 K de KC1 en bu-
ffer fosfato de potasio 20 mM pH 8,0 se determind por Nim—
hidrina. El contenido se expresa como micromel de I~Leuci—

ng por gramo de tejido fresco.
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PIGURK 37. Contenido de aminodcidos en tejido herido de -
Solgnum tuberosum L. El contenido de sminodcida eluido de
unz columns de intercembio catidnice Dowex 50%-X4 (0.5 per
9.0 cm) con buffer fosfatc de potasio 20 mM pH 8.0- 0.25 X
de ECl y determinados por el método de Ninhidrina se en-

cuentran graficados a diferentes tiempos de incubacidn.
El contenido de aminodcidos se expresa como ymol de L-TLeu-~

cine por gramo de tejido fresco.
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do herido de diferentes tiempos de incubacién (figura 17),
nuestra cue éste se mantiene a nivel besal hasta alrededor
de las 24 horas. Al parecer durante estos tiempos la tenden
cia de lz poza de aninodcidos es a mantenerse o a descen-
der ligeramente; después de las 24 hores de incubacidn del
tejido herido, el contenido de mminodcidos se increment= y
se mantiene a ese nivel hasta aproxiﬁadamente las 120 horas
de incubacidn de tejido herido.

Bstom resultados sugerian gue podria existir una acti
vidad proteolitica gue se manifestase y que en cierta for-
meg fuese concomitante con la reduccién en el contenido de
proteina zslrededor de las 48 horas de incubscién (figura 5)
¥ con el incremento en el contenido de sminodcidos después
de las 24 horas de incubacidn de tejido herido (figurs 17).
4.1.3 Niveles de actividad proteolftica en tejido herido de
Solanum tuberosum L.

Las mediciones de actividad proteolitica se realiza-
ron sobre extractos crudos dizlizados = una concentracién
equivalente de protefna (0.46 mg/ml de sigtemn de rsaceidn)
se observd durante el estudio que esta concentracidn de -
protefna era la éptima; concentraciones menores & este ni-.
vel reducfan la sensibilided de deteccién usando azocasei-
na como sustrato, mientras gue concentraciones mayores -
hacian manifiesto un efecto inhibitorio que reducia nota-
blemente la actividad especifica haste en un 50 % af se —
duplicebe esta concentracién. Por otra parte se encontré -
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gue los extractos requerian de diflisis para medir activi-
dad (figurs 18), como se observé del hecho de gue el tiem—
po 48 horas en donde se enconird el méximo de mctividad -

proteoclitica en tejido herido, en ausencia de didlisis no

se detectd zectividad enzimitica.

Se determiné la curva de saturacién por sustrato u-—
sando azocaseina (figura 18), la cual mostrd cue la con-
centracién empleada en las determinaciones de actividad
proteolitica que se realizaron, 4 mg/ml de sistema de reagc
eidn, cafa en el li{mite de concentraciones en donde comen-—
26 a apreciarse un efecto inhibitorio por concentracidén de
sustrato sobre la actividad proteolitica determinada; este
efecto llegd a alcanzar un 10 % de inhibicién,

Las figuras 20 y 23 representan las cinéticas de mc=—
tivided proteolitica de extractos crudos de tejido herido
a concentraciones equivalentes de proteins y bajo condi -
ciones de saturacidén por sustrato (amocaseinz). Estas gré-
ficas muestran las velocidades iniciales de la actividad
enzimdtice ¥y por consiguiente reflejan el contenido de en~
zimas presente en el tejido herido, las pendientes de estas
grificas difieren entre si, de la misma manera que las es—
calas utilizadas dependen de los niveles de actividad en-
contrados en cada extracto.

En la tabls 4 e mueatran lss velocidades iniciales
obtenf{das de las pendientes de las curvas de lag figuras
20 ¥ 23, las unidedes de sctividad enzimética y la activi~
dad especifics de tejido herido incubado a diferentes tiem
pos. En esta tabla se vuede obmervar de nuevo cue la mayor
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pendiente (tiempo 48 horas) define el mayor nidmero de uni-—
dades de actividad enzimitica asi como & la mayor activi-
dad especifica 125.52 + 0.59. Ia figura 22 muestra los re-
sultados expresando la actividad especifica (UTanidades de -
actividad por mg de proteina), contra tiempo en horss de -
incubacibn de tejido heride usando azocaseina como sustra-
to bajo condiciones de mpaturacién. Ios resultados muestran
que existen diferencias en tanto al contenido de enzimas =
proteoliticas en extractos de tejido de diferentes tiempos
de incubacién. Existe actividad proteolitics en tejido fres
co, probablemente debida a una inmediata respuesta a heri-—
de 0 a una lisis de particulas semejantes = los lizosomas
gue liberar{an enzimas de naturalezs proteoliticz durante
el proceso de extraccién. Un enfrismiento z -2°C no previe-
ne esta sctividad durante el proceso de extraccidn. Esta —
sctividad proteclitica se mantiene en las primeras horas
de incubscidn, no asi despuds de las 6 horas en gue la ac—
tividad proteolitica se incrementa para tener un méximo a
las 48 horas de incubacién de tejido herido; y luego de-
caer y permsnecer constante, un poco por arriba del nivel
de activided proteolitica del tejido fresco, alrededor de
las 120 horas de incubacidn,

4.,1.4 Purificacién Razimdtica.

La purificacidn enzimétice se realizé con un fraccio-
namiento de proteina por precipitacidn con sulfato de amo~-
nio de extractos de tejido herido de 48 horas de incuba=-
¢idn, seleccicnado porque en é1 se determind el méximo de
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FIGURA 18, Efecto de didlisis sobre la Actividad proteo-
1ftica en extractos de tejido herido de 48 horas de incu-
bacidn. Se determind el efecto de diflisis sobre la acti-
vidad proteolftica medida =& concentraciones equivalentes
de protefna (0.46 mg/ml de sistema de reaccidn) usando -
bzocaseina como sustrato, bajo condiciones de saturacidn:
(4) extracto ecrudo dializado, (B) extracto crudo sin dia-

lizar,
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PIGURA 19. Actividad Proteolitica s diferentes concen-
traciones de gzocaseina, La figura muestra l= curva de
saturacién por sustrato; se midid la actividad proteo—
litica en un extracto de tejido herido de 48 horas de
incubacién con 0.46 mg de proteina por ml de sistema de
reaccidén empleando diferentes concentraciones de Azoca-

seing
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PIGURA 20. Cinéticas de actividad proteolitica de tejido
fresco y herido de Splanum tuberosum L. Cinéticas de ac~
tividad proteolitica de extractos crudos dializados de te

jido herido a diferentes tiempos de incubacidni medidas -
en todos los casos usando ung concentracidén de proteina
de 0.46 ag por ml de sistemn de resccidn con mrocaseinz
como sustrato, bajo condiciones de saturacidn del mismcs
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PIGURA 2X. Cinéticas de asctividad proteolitica de tejido

herido de Solanum tuberosum L.Cinéticas de actividad pro-
teolitica de extractos crudos dielizados de fejido herido
a diferentes tilempos de incubacidén; medida= en todos los
casos usando una concentracién de proteina de 0.46 mg/ml
de sistema de reaccidn con &zocaseina como susirato, bajo

condiciones Ae ssturacidn del mismo.



TABLA 4. NIVELES DE ACTIVIDAD PROGTEOLITICA EN TEJIDO
HERIDO DE Solanum tuberosum L.

Tiempo de Velocidad Unidades de Actividad
incubacidn inieial Actividad egpecifica
{noras) (AD.O./min) enzimftica (U/mg de pro=-
(U) tEina) .
0 0.0025 150.00 46.87 + 4.36
6 0.0015 139.94 43.73 + 19.70
18 0.0047 264.99 82.81 + 4.83
24 0.0053 332,06 103.77 + 3.10
48 0.0055 401.66 125.52 + 0.59
72 0.0029 168.32 52.60 + 3.24
120 0.0037 225.69 70.53 + 8.T74

Las determinaciones ge realizaron sobre extractos =
erudos dimlizados de tejido herido a diferentes tiempos
de incubacién, a una misma concentracién de protefna (0.46
mz/ml) en un sisbtema ds reaceidn usando mzocaseins como -~
sustrato, bajo condiciones de saturacidn del mismo, Ias
velocidades iniciales se obbtuvieron de las pendientes de
las curvas de cinéticas de actividad proteclitica ée las
figuras 20 y 21 para cada tiempo. Iae unidades de enzima
se expresan como el cambio en 0.001 D.0, & 340 nm por ho-
metodologia punto

3 p . E g, | 3
ra, Otras condicilones ver capivuls &

-~

32,4 &
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FIGURA 22, Niveles de sctividad proteoclfitica en tejido he~
rido de Solsnum tuberosum L. La sctividad proteolitica de

extractos crudos dializados de tejido herido se determind

en un sigtema de reaccidn usendo gzocaseina como sustrato.
Ls actividad proteolfitica especifica se expresa como uni-
dades de actividad (U) por mg de proteina.
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actividad proteolftica de tejido herido.

Se realizé un esgtudio previd secuencisl para definir
las condiciones que se ubtilizaron para realizar esta pri-
mera etapa de purificacibn enzimética; el cual consistid
en determinar donde cortar &l fraccionamiento de proteina
por precipitacidn con sulfato de amonio sdlido, asi como
determinar el efecto del ajué%e entre 5 y 6 unidades de
rH. La seleccidn de este pH se debib a que en ensayos pre
vios la determinacidén de actividad proteolitica = pH 4.5,
7.5 ¥ 8.7 en extractos de tejido de tiempos 0, 6 ¥ 18 ho-
ras de incubacidn, era muy inferior a la que se detectaba
midiendo a pH 5.7 . La tabla 5 muestrs los resultados ob-
tenidos de este estudio gue se ha identificado de 1la si-
guiente maners dependiendo del procedimiento seguidos
(e} Condiciones de ajuste de pH inicisl sobre los extrac-
tog crudos de fejido herido.

Se sjustd entre 5-6 unidades de pR ¥ se fracciond de
0-35 % y de 0-30% de ssturacién con sulfato de smonio sé-
lido (experimento 1 y 2 resvectivamente), se centrifugd -
- {wer puntc 3.2.5 d¢ la Parie Experiment®l) y se conginud
fraccionsndo. Ba czda uns de lass fracciones se determind
el contenido de proteina por el método de Lowry y la ac-
tividad proteolitica usando azocaseine como susirato.

{b) Condiciones de ajuste de pH final sobre lus extractos
crudos de tejido herido.

Se fracciond de 0-10 # y de 0-25 # de saturacidn con
sulfato de amonio sélido (experimentos 3 y 4 respectiva-
mente), se centrifugé y al sobrenadante se le ajusté el pH

entre 5 y 6 unidades y se continué fraccionando.
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TABLA 5. FHACCIONAWMIENTO DE PROTEINA DEL EXTRACTO CRU
DE TEJIDO HERIDO POR PRECIFITACION GON SULFATO

DE AMONIO.
Condiciones” Fraccién % Protefna™’ % Zctividad o
Proteolitica

(a) pH inicial

Experimento 1 0-35% 46,82 T 92,95
35=70% 45.93 7.04
70-80% 3.25 ++4

Experimento 2 0-30% 46.71 37.46
30=T0% 46.57 48,31
70-80% 6.73 14.23

{b) pH final

Experimento 3 0-10% 3.77 ¥
10-20% 8.02 27.12
20-40% 59.49 39.46
40-50% 28,72 33.42

Experimento 4  0-25% 10.18 27,06
25-55% T2.52 31.86
55-80% 17.29 41,07

(¢) condiciones

seleccionadss

Experimento 5 0-10%~ 1.62 0440
1-10-83% 20.10 18.70
8020% 19.07 g

+ Especificadas en punto 4.1.4 de este cepitulo.
++ Se conamiderd el contenido total scumulado a la frac—
cién indicade,para log cédlculos.
+++ No se detect$ actividad proteolitica.

Se realizd un fraccionsmientc de proteina por precipitzcidn
con sulfato de amonio sdlido sobre extractos crudos de tiem
po 48 horss, segin el procedimiento especificado para cada
experimento; la actividad proteolitica fué medida segin las
condiciones especificadas en el punto 3.2.4 de 1la Parte kxpe
rimental usando smzocaseina como sustraio hajo condiciones de
seturacic’n vor el mismo.
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(¢) Condiciones seleccionadas para fraccionzr la protefna
de extractos crudos de tejido herido (pH fimsl),

Se fraccioné de un 0~10 % de saturacidn con sulfato
de emonio sélido; se centrifugl, el sobrenadante se sjus-
t6 a2 un vH entre 5 y 6 (ver punto 3.2.5 de lz Parte Expe~
rimental)} y se continud fraccionando.

Anglizando comparativamente los experimentos 1 y 2,
(tabla 5) realizados siguiendo el fraccionamiento bajo las
condiciones establecidas en el inciso (2) pE inicial; se
puede observar que no existen wvarisciones significativas
en cuanto a ls distribucién de ls proteina en las fraccio-
nes reportadss, mientras que un 5 % de més en saturacidn
con sulfato de asmonic de la primera fraccidn sn el experi-
mento 1, produce un incremento hasta de 3 veces en lz sc-
tividad especifica determinada con respecto = 1la primers
fraccidn del experimento 2.

Las condiciones del inciso {b) pH final aplicadas =
los experimentos 3 y 4 muestran una distribucién de pro-
:efna diferente s la obtenida en los experimentos 1y 2,
el corte de 20-40 % y de 25-55 % produjé shora las frace—
ciones con mayor contenido en proteins y er enzima, como
se aprecia de los % de protefna y de la sctividad espe-
cifica reportada.

Estos experimentos sirvieron para definir el inter—
valo de saturacién sobre el cusl trabajar para reducir el
contenido de proteina y enriquecer en enzime en la frsc—
cién a geleccionar. Los experimentos 3 y 4 mostraban unz
distribucién de proteina mds definida; se podfa eliminer
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rroteinz vpor un mayor fraccionamiento entre un 10 y 592

# de s=2turacién vor sulfato de amonio, ademis de que el
ajuste de pH final era el mejor en tantc 2 la distribu-
cién de la actividad especifica de la proteasa que se ha-
bia logrado siguiendo estas condiciones, inciso (b}, en -
tantc al ajuste de pH se refiere.

Gonsiderando gue el objetive de este estudio prelimi-
nar pere fraccionar proteina con sulfato de amonio, era el
definir si era posible mejorar la sensibilidad en 1z deter-
minacién de actividad proteolitica en ciertos tiempos de in
cubacidn de tejide herido, principalmente en las primeras
horas de incubmcidn; asi como mejorar las cinéticas de ac-
tividad proteolitica con respecto a otros sustratos, hemo~
globire y albiminz bovina, se optd por una fraccidn concen—
trads en proteinz y con actividad proteolitica alta. Estas
caracter{sticas las reunia el fraccionamiento deserito en
el inciso (c), experimento (5); donde se observéd gue se e-
liminaba sproximadamente un 40 % del contenido de proteinsz
del extracto de tejido, fraccionando de la manera desecrita.
En 1z fraceidn del 10-40 £ de saturzciln con sulfats de a=
monio ge logré retener el 81 % de la actividad proteoliti~
ca determinada.

I tsbla 6 muestra la distribucidn de la activided es—
pecifica de proteasas por fraccionamiénto de proteina por
saturacidén con sulfato de =monio sélido sobre extractos de
tejido herido de tiempo 48 horas de incubmecidn siguisndo
el procedimiento enunciado snteriormente en el inciso (c),

experinento (5).
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TABLA £. DISTRIBUCION DE,LA_AQTI?IEAD,ESPESZEiCA DE FRUTEA
SAS EN LAS FRACCIONES OSTENIDAS POR FRECIPITACION
CON SULFATO DE AMONIO SOLIDO.

Fuente Concentra~ Unidaedes Unidsdes Activi— Veces de

de cidn gde de acti-  totales dad Purifica
enzima proteina vidad por especi- eidn
total mililitro »fica
(mg)  (U/md) (U/mg)
Extracto crudo:
- no digli-
zado. 27:88 174\’25 348 . 50 iz, 5
=dinlizm—
do. " -1743.90  3487.79 125.1
Fraceién:
0-10% 0.41 16,83 10,00 24.4 -
10-40% 14.89 3387.47 3387.47 227.5 1.8
40-80% 5.15 779.18 TOl.53 136.2 . 1.1
80-100% 4.89 ++ 4 ++ -

. ) Total 4039 -_00
Recuperacién de proteina = 91 %.

+ Las wveces de purificacidén fueron caslculadss con respec-
- t0 81 extracto crudo dializado.

++ No se detecto aciividad proteclitica.

Lz actividad proteolitica fue medida scglin condiciones -
egpecificadas en el punto 3.2.4 de 1lg Parte Experimental ~
en extractos crudos no dializados, extractos crudos disli-
zados y fracciones de proteina obtenidas por precipitacidén
con sulfato de amonio sélida de tejido herido por un tiem-
po de incubacibén de 48 horas. la actividad especifica se -
definié como el cambio en 0.001 D.O. a 340 na por hora por

mg de proteina.
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PIGURA 23. Determinmcidn de la especificidad de la enzima
g varios sustratos. Cinéticas de actividad proteolitica de

uns

fraccién obtenids por precivitacidn del 10-40% de satu

racién con sulfato de amonio sdlido con diferentes sustra-

tos |

s (A) Azocaseina D.O. 340 nm, (B) Hemoglobina (sustrato

pers protessa) D.O. 750 nm, y (C) Albdminz bovina D.0. 750

nima
3.2

La actividad proteolitics se deternmind segiin el punto
«4 de la Parte Experimental.
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Con el fraccionamiento seleccionado se obtuve uns pu-
rificaeidn de aproximasiemente 2 veces, con respectoc al ex-
tracte crudo dializado. En estz tabla 6, también se obser—
vé oue la didlisis teniz un efecto promotor sobre lz acti-
vidad proteolitica hasta de 10 veces aproximadamente.

El rendimiento de recuperazcidn protéica alcanzd el -
g1 % aproximadamente.

Cuando se determind la actividad proteolitica de ex-
tractos crudos dializados frente a otros sustratos como -
hemoglobina (sustrato para proteasa) y albumina bovina -~
desnaturalizada se encontré una completa incapacidad para
determinar actividad proteolitica. Se procedid entoncés a
determinar la actividad proteolitica ghoras emplesndo uns
fraccién 2 veces més rica en enzime, la fraecidén obtenida
fraccionando del 10-40 % por saturacién con sulfato de amo
nio sélido de un extracto de tejido herido de 43 horas de
incubacidn; obteniéndose los resultados gue se muegtran -
en la figura 23.

Esta figura muestra cue dsfinitivemente la actividad
proteolitica es mucho mayor midiendo con @zocaseina como
sustrato, y que las enzimas muestran bajs especificidad
hacia los otros dos sustratos.

4,1,5 Efecto de los componentes de la reaccién en el sis-
tema de medicidén de actividad proteolitica,

La tabla 7 muestra los resultados del estudic resli-
zado pare definir posibles efectos de los componentes de
la reacecidn en el sistema de medicidn de actividad pro-
teolitica. -

Los resultados muestran que la enzima requiere de a-
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TABLA 7. EFECTO DE IOS COMPONENTES DE LA REAGCION EN EL
SISTEMA D= MEDICTON SOBRE LA ACTIVIDAD PROTEOLI-

&

TICA,
Condiciones Actividad %
especifica

a) Sisteme completo
diaiizado 2806.2 100

b) Sistema completo
no dializado 80.6 10
¢) - Agentes reductores 562,5 70
d) - KE~-EDTA 862.5 107
e)+ 5 mM K-EDTA 146.9 18
£) 100 mi PO, 1406.2 174

4

Ls sctividad proteolf{tica se midié utilizando una fracecién
de ensima obtenida de fraccionar del 10-40 % con sulfato de
amonic s6lido un extractoe crude de tejido herido por 48 de
incubacibn. EL sistema de medicién completo contiene: 4 mg/
ml de e&zocaseina, buffer fosfato de potasic 50 M pH 5.7, ‘
K~-EDTA 1 mM, mercaptoetanol 4 oM, ditiotreitol 1 mM.
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. gentes re&uctéfea,rﬁ-—m'ercéptoetanol y ditiotreitol, ya que
la actividad proteolitica medide se reduce en un 30 5 apro
Ximadamente en ausencia de ambos (tabla 7, {ec)).

No ze detecta efecto significativo al eliminar EK-EDTA
del sigbtema de medicidn de actividad proteolitica; no su-
cediendo as{ cuande se ajusta 2 5 aM la concentracidén de
K~-BDTA en el sistemz de reaccidn gue provoca una reduccidn
del 80 % eiz_ la actividad proteciitica determinsda con rea-
pecto al sistema completo dislizado, (tabla 7 (d) y (e) =
respectivamente).

Con respecto a1l efecto de la concentracidén de iones
fosfato se observéd que existe un efecto promotor sobre lia
actividad proteolitica, con un incremento del 100 % en 1=z
concentracidn milimolar de este ion (tabla 7 (f)).

Huevamente se observdé el efecto promotor por di&li-
gis sobre la actividad proteclitica de extracto enzimfti-
co, (tabla 7 (b)).
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4.2 Discusidn.

Los resultados muesiran que el contenido de proteina
de tejido herido de pape Tiene un incremento en laes prime
ras horas de incubacidn, decayendc en horas subsscuentes.

El contenido de polizminas muestra que hay un incre-
mento en las primeras horas de ineuwbacién decayendo en -
horas posteriores al final de las cuales permanece a un
nivel constante. El conitenido de sminodcidos varfa poco
en las primeras horas de incubacidén, aumentando en horas
posteriores hasta estabilizarse.

Estos resultados hacen manifiesto gque los cambios
en el contenido de poliaminas son concomitantes al inere-
mento en el contenido de protefnm en las primeras horas
de incubacidn de tejido herido de papm hablande de un es-—
tado de pleno anabolisme en el que el tejido responde &
heride, quiz& restsbleciéndose =l dafio por herids, EL -

. cambio en el contenido de sminodeides libres indicabz la
posibilidad de la existencia de actividad proteclitica -
en tejido herido,

La actividad proteoclitica se hace manifienta en te-
jido herido de papa, de %=zl manera gue la sctividad pro-
teol{tica de tejido fresco se mantiene hasta alrededor
de las 6 horas de incubacidn de tejido herido, incremen—
tdndose en horas posteriores hasta llegar a un méximo de
actividad proteolitica =irededor de las 48 horas de incu-
bacidén de tejido herido, decayendo y permeneciendo cons-
tante después,

El tiempo en que existe un cambio de incremento en
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el contenide de amincdcidos correépnndé tambiér al incre-
mento en iz zctividad proteolitica, y con la reduccidén en
el contenido de proteina y polizminas; el estado ashora -
tiende al e=tabolismo protéico en el tejido herid, sin
embargo el tejide no decae totalmente, la reduccidn se -
vuelve a los niveles basales, y seria aventuradoe hablar
de su muerte & de cue ha entrado 2 un estado de plens se-
nescencis,

Ios cembios metabdlicos observados muestran gue el
tejido herido estf sujeto = uns regulacidn bien definids;
en la cual las poliaminas y un sistema degradstivo de prg
teinas deben estar involucrados.

La metodologia empleada verimitid la separscidn ade-
cuada de polisminas y sminodcidos; no obstante la posibi-
lidad de gue existiese competencis entre embas especies
debido = su naturaleza catibnics, especizlmenie en el cs—
80 de arginina. El estudio también muestra oue es facti—
ble con metodologias adicionazles reelizar una ssparacién
-més meticulosa, con el propdésito de definir qué o ouiéd-
nes son las especies de poliaminas que guizé gesn las -
que particularmente son inducidas por herida de tejide
de papa; & gue mantengan el tejido viable min en prolon—
gados tiemvos de incubacidn.

Resultarig tembién interesante anslizer si las varig
ciones en el contenido de las especies que son recolecisz-
das con el lavado con HCL 0.05 N, fraccidn no unida & 2z
columns, de extractos de tejido herido en ciertos tiempos
de incubscién,representan dnicamente las variaciones r¢or
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muestra aplicada o bien si es de slguna naturaleza espe~
cial.

La primers etapa de purificacién a la que se 1llegd
en este estudio, podria ser el inicio de los estudios en-
caminados a definir el mecanismo de accidén del sistema -
degradativo de proteina detectado. Se desconoce af se -
trata de enzimas endo o ezoproteclitiéas,_de su especifi-
cidad, mimero de enzimes involucradas, etc..

Podris pensarse gue hay indicios que hablan de ls
presencia de un inhibidor proteolffico, que se hace mani-
fiegto en la cafda de las cinéticas de sctividad proteo-
1ftica a concentraciones de proteine superiores & 0.46
mg/ml de sistema de resmecién, y gue curiosamente la in-
tensidsd de 1la cafd=s de estas cinéticas varia con los -
tiempos de incubacidén de tejido herido; en conjunto con
la observacidn del efecto promotor por diélisis sobre la
actividad proteolftica, lo gue sugiere que de existir es-
te inhibidor tembién sus concentraciones verian dependien
do del tiempo de inmcubaciéa.

Esta informacidén podria ser el inicio de investiga=-
ciones sobre mecanismos de regulacidn a través de proce-
sos de induccidn y activacidn proteolitica descritos por
Kghl, donde se hace referencia = oue la herids induce -
cambios en la permesabilidad de le membrans, los cuales
pueden ser transmitidos a células lejenas del sitio de

herida y que pueden ser los que faciliten los flujos ié-~
nicos extensivos & la liberacién de factores de enlace -
de membrana de e¢élulas no dafiadas que recibiesen la se~
fial de herida, Los productos de células heridas pueden
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enlazarse por receptores especificos del plasma-membra-—
na o receptores del citoplasma de células lejanas del -
sitio de herida, Se desconoce por completo como es que
estos fzetores u otros son transferidos gl genomai sin
enberge una consecuencia de herida eg ls zctivacidn de
gené‘s, 1z sintesis de novo de "mensajeroa de perokidasa,
fenilalanina-amonia lissa y glucosa 6-fosfato deshidro—
genzsa los cuales después de su transporte zal citoplas-
mg gon transportados por poliscmas ya sea parz obtener
la enzima activa o un precursor insetivo el cual en tur-
no puede sctivarse por protebligis limitadz.

Se podria pensar por otra parte, que el papel de
lzs poliaminas en esas primeras horas despuds de herida
geria el mantener el sistema metabblico en tejido heri-
do hacia el amabolismo, a2 través de su posible papel en
la estabilizacién de orgemelos, su papel definitivo en
la estabilizacién y metaboliemo de £cidos nucléicos ¥ en
la sintesis de protefnas, como se refleja parcialmente
en el incremento en el contenido de proteins observado
en lzs primeras horas de incubacién de tejido herido.

Bn otros estudiovs, se ha observado que las particu-
las semejantes sl limsosoms son sensibilizades después —
de herida en células parenguimstosas de papa, dando Iu-
gar = que se secreten proteasas, las cuales hipotética—
mente podr:{a.l‘n. destruir inhibidores de origen protéico,
dentro de los cuales podria inciuirse algunc de los po-
piblea ivhibidores detectadom parcislmenie en este egstu~
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dios b'pfoteihas inhibidoras ¥y consecﬁeﬁtemente activar
las enzimes latentes; en el gue lag enzimas proteoliticas,
que se han detectado, podrian jugar un papel significativo,
ademds de los que se le han buscado, sin grandes logros,
como grupos de enzimas degactivantes de la actividad de
las enzimss inducidas por herida, ya mencionadss, & un cier

to tiempo de incubamcidn de tejido herido.
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De los resultados obtenidos puede concluirse:

— Que existe correlacidén entre el incremento em el conteni
do de proteina y el contenido de polizminas dursnte los -
tiempos de incubscidn de tejido herido de paps {Solanum -
tuberosum L.).

- Que existe correlacién entre el incremento en el conte-
nido de aminodcidos y el tiempo en que aparece 1la activi—
@ad proteolitica de el tejido herido.

- Que la gparicién de la actividad proteolitica de el te-
jido herido es posterior =l ineremento del contenido de
polieminas,

Por lo tanto se podria concluir que el incremento =~
observado, en tanto a los contenidos de proteins y polia-
minas, fuese consecuencia de una fzse primaria de diferen
ciacién celular en el tejido herido de papa, en las pri-
meras horas de incubascidn; mientras gque la aparicién de
lz sctividad proteolitica podria representar la induccién
de un probable sistema insctivente de Todo um grupo de en
zimes 0 una enzima en particular en horas méds prolonga—
das de incubacién de tejido herido,
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