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l 
1. I~il'RODUCOION • 

Ea el libro d:e Bioouímica clel tejida vegetal herido, 

editado por Kah1 (l.), se hace referencia a las variadas 

condiciones ambientales o factores a que están sujeto& 

los vegetales, l.a acci6n de éstos puede imponer una des

tru.cci6n parcial. o aún completa del. organismo vegeta1. Sí 

las plantas no son letal.mente dañadas son capaces de .re

generar el tejido dañado o protegerse por sí mismos contJ:la 

la herida, el ataque de parásitos y la pérdida de agua; a 

través de un proceso de restablecj.miento a la herida algo 

simi1ar al. de los anima1es. Comúnmente las células díferen 
. -

ciadas por debajo de una superficie herida, incapaces dé 

división celul.ar, son desdiferenciadas, pierden sus fun

ciones originales, recuperan su actividad mitótica ~ f'ina!, 

mente forman tejido meristemáttico. Este meriatema o cambio 

a l~ herid~, en el curso de una nueva fase de difereneia

ci6ni reemp1aza la funcionalidad del tejido dafiado o pro

duce u.na capa de frontera tisular en la regi6n de herida, 

ta:t como un periderma-t produciendo el cierre de la: herida. 

El restablecimiento de .heridzt parece ser un sistema muy !!_ 

decuadQ par!! lee investi~aciones sobre J.as capacidades de 

desarrol.lo de laa células vegetales. 

Para tales investigaciones el tejido de almaoenamiea 

to ha sido frecuentemente usado, por ejemplo;: tubércul.os 

de papa (Solenum tuberosum !! .) o ra!ces de zanahoria: -

(D@cy 2grot~). F.stos tejidos de Bl.maoenamiento además -

de que tienen l.a ventaja de eetar compuestos de manera -

homogénea de célul.as parenquimatoaas, están disponibles 
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en cual.quier temporada del. año. 

La herida y el J.avado prolongado de cortes de tejido 

producen cambios profundos desde e1 punto de vista meta

b61icó y fisiol6gico en 1as c~lul.ae involucradas. 

Los cambios u1traestructural.es de tejido de almace

namiento herido de a:l.caehofa. (Hel.ianthus tuberosus), za

nahoria, y papa, siguen ca-sí la misma tendencia en las 

primera~ 24 hores después de herida, aunque 1a respues

ta citol6gica en los diferentes tejidos es a1go diferen

te. Entre los cmnbios están: inducci6n de mitosis que J.o 

presenta por ejemp1o1 e1 tejido de tubércul.o blanco de 

papa, y 1a modificación química de pared ce1u1ar que 1o 

presentan el tejido de a1cachofa; de Jeru.ea1em y el de -

zanahoria. En cua:lquiera de los tejidos mencionado.a, nú

cleo y nucleo1o se extienden considerablemente; al mis

mo tiempo retículo endoplá.smico rugoso, ribosomas libres 

7 polisomas se incrementan notablemente (2,,3,. y 4). 

Por otra parte, los cambios am.bienta1es a los ~ue 

puede estar sujeta una c~luia, pueden producir en ~sta 

la· aparici6n de mecanismos de adaptación; estos m.ecanis

mos, por ejemplo, regulan el número real de mo1~cula$ de 

u.~ enzima particu1ar,. que se hace manifiesta en su ve

locidad de síntesis y degradaci6n, así como en el ndme

ro de mo1écu1as activas en el que se involucren mecanis

mos de activaéión e inactivaci6n (1). 

Entre los mecanismos físicos y químicos' de activa

ci6n e in2ctivaci6n se encuentran: 



a) Activa~ión e in2.ctivaci6n de enzimas a través de la a

sociación y disociación de sus subunidades así como de J.a 

Aetivaei6n por asociaci6n de subuni.dades. Un. elemen

to estructura1 esencial de las enzimas con estructura cu.!! 

ternaria: es l.a sub;.midc.d, la cual atalada es general.mente 

inactiva catalíticamente. Después de 1a asociación con o

tra subunidad o subunidadea, la enzima se activa, (5), p~ 
ro s61o en combinación con otras es capaz de unirse y·co!! 

vertir sustratos. El ejemp1o más conocido lo representa :ta 

f osf etasa' a1ca1ina. de !• aoli~ que éstá f o.rmada por dos 

subunidades idénticas las oua1es son imrctivas, estando 

d . - d . t . d Zn2+ i iaocia as, mien ras que en presencia · e se reasoc an 

restabl.eciéndo.se 1a actividad de la enzima. Este es un -

proceso totalmente reversible (6 y 7) •. 

Act1vaoi6n por esociaci6n de las m.o1éculas de enzima 

activas. LE agregaci6n es~ecífica de moléculas de enzima 

t!' ~ndes agregados moleculares de alto peso molecular, 

se ha demostrado para: un nú!nero de diferentes enzimas y 

definitivamente a1tera drásticamente las propiedades ci

néticas de 1as moléculas individuales. La glutamato des

hidrogenasa de hígado, consiste de varias eubunidades i

d,nticas, las cu~1es forman una enzima activa con un peso 

mo1ecu1a.r de 280 OOG daltons. :Fh. presencia de ADP y dis

ti..~tos aminoácidos esta enzima, sí está a una concentra-

ci6n elevada, forma agregados entre sus moléculas dando 

una partícula de 2.2 millones de daltons, conservando no 
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obstan.te su actividad de L-g1u.te.mato deshidrogenasa, y -

prese~tando 1a variación de algunas de sus constantes ci

néticas (6). 

b) Activaci6n e inactivación de enzimas a travás de meca

nismos al.ostéricos. 

La ~~ida activación o inactivaci6n de rutas metab6-

licas se ejerce muy frecuente.mente a través de enzimas a-

1ostérica.s.. Estas enzimas a1ostérieas se caracterizan por 

que metabolitos de bajo peso mo1ecu1ar (efectores), se 

pueden unir a la enzima en un sitio di:ferente a1 sitio· 

activo. 1o cua1 trae como consecuencia un incremento en 

1a afinidad por su sustrato concomitante a1 incremento en 

su grado de saturaci6n. General:nente estas enzimas reg~

ladoras o al.ostéricas se encuentran en sitios estrat~gi

oos, co:no por ejemplo en el caso que se presenta durante 

e1 control de la. hidr6l.isis de glucosa en la ruta glico

J.í tica; el ATP actúa como un efector positivo (activador~ 

de la fosfatasa y co~o un efector negativo (inhibidor) de 

la fos:fofructocinasa. Estas enzimas comfuunente poseen es

tructura cuaternaria (5). 
e) Activa.ci6n e inactivación de enzimas a través de modi.

ficaci6n enzimática. 

La modificaci6n enzimática de enzimas o proteínas, 

puede ser muy diversa.. Consiste en la transferencia de -

€rupos es~écíficos a las proteínas en donde se fijan co

va1entemente. Lleva e-n todos l.os casos conocidos a cam

bios vrofundos ya sea en la actividad de la enzima o en 

la regulación de la mis~e: Ta1es ~odificaciones enzimáti

cas son carba.-:nilaciones (trens:erencia de grupos carba-



milo de carbasiilfosfato a distintos grupos de la enzima), 

fosforilaciones, acilaciones, oxidación y reducci6n de -

grupos tio1 {1os cua1es son necesarios en la estructura y 

funci6n de la enzima) y adenilaciones (transferencia de -

residuos de adenilato). El efecto de estas modificaciones 

químicas, resultado de J.as diversas acciones enzimáticas, 

trae como consecuencia la activaci6n o inactivaci6n de la 

proteína previamente formada (5). 
d) Activación e inactivaci6n de enzimas a través de pro

t e61isis limitada. 

Se conocen una serie de enzimas que se almacenan como 

precursores inactivos después de su síntesis {zimÓgenos,

proenzimas) los otte pueden convertirse rápidame~te a su 

forma activa mediante una prote6lisis específica, irreve~ 

sible y limitada. 

Esta activaci6n parece estar antpliamente dispersa en 

la-naturaleza (por ejemplo, sintetaaas de quitina en lev_!! 

dura,f3-m:iilasas en célu1as de aleurona de ciertas Gramí-

neas; todas 1as enzimas digestivas ~n ma.míf'er-os (8)). La 

inactivación por proteó1isis limitada, por otra parte, p~ 

reoe iniciar la degradación de mo1éculas de enzima, como 

ha Sido demostrado en mamíferos y co~o se sugiere ocurra 

para e1 caso de algunas enzimas en tejido de almacenamie!! 

to vegetal herido (9). 
La. her.ida sobre owtl.qu.ier tipo de tejido de almaee-

nemiento vegetal induce cambios específicos en la activ:!:.

da:d de varias enzimas. Los mecanismos de activaci6n e inag 

tivaci6n de enzimas anteriormente deacritos han sido est!!, 



diados durante el fen6meno de herida como probab1es ex

plicaciones a los cambios específicos en l.a. actividad de 

varies enzimas en tejido de almacenamiento vegetal. La -

gran mayoría de estas proteínas incrementan. su actividad, 

algunas no reaccionan del todo y otras decrecen su acti

vidad. 

El incremento en actividad puede ~e~ d~bida a la e~

tivaci6n de enzimas previamente inactivas o a la síntesis 

~~de éstas. Ambos mecanismos parecen operar en tej!, 

do herido. Por ejemplo entre las enzimas activadas se ha 

descrito una ribonucleasa (10) .~ y entre las inducidas se 

han realizado estudios con feni1alanina-amonioliasa (9), 

peroxidasa (11) y glucosa 6-f'osfato deshidrogenasa (12) .• 

La herida de hojas de papa y parenquima de tub~rcu

los de papa lleva a un incremento en la actividad hidro

lizante del ARN, esta actividad tiene un máxiino a los dos 

días despuás de herida. reduciendo su actitidad a tiempos

posteriores. Ec. esta actividad hidrolizante del ARN con

tribuye; una A.RN-a:se.., una f'osromonoesterasa ácida y una 

fosfodiesterasa. El posible mecanismo de inducci6n está 

adn indefinido (10). 

E1 tejido de tubércu1o de papa :ta.tente contiene en

tre 8-11 isoenzimas de peroxidasa, la mayoría en formas 

ani6nicas. El incremento en la actividad tota1 de pero

xidasa. desyu~s de herida del. tejido refleja la activaci6n 

o síntesis de casi todas estas isoenzimas y la aparici6n 

de tres de sus nuevas vari~tes moleculares (l.l). 
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La síntesis extensiva de ácidos nucléicos de todo -

tipo co~o de coenzimas y ácidos grasos en tejido vegetal 

herido presupone l.a acci6n de1 ciclo de pentosa fosfato. 

Este mecanismo se inicia con la acci6n de dos deshidroge

na.sas, glucosa-6-fosfato y 6-rosfog1uconato deshidrogena

sa, las cuales incrementan su actividad como una conse

cuencia de herida. Comúnme~te l.a actividad·se incrementa 

con un máximo a1 primer o segundo día despu~s de herida 

y luego los niveles caen tanto en tejido de papa como de 

zm:ia:horia. Este patrón correlaciona 1JlUT bien con la evo-

1uci6n de 14co2 de 1a 140-1 glucosa administrada (12). 

En tubérculo de papa. bJ.anca 5 isoenzimas de glucosa-6-

fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH) contribuyen a la acti

vidad total y parece aue la herida incrementa la acci6n 

de ellas. 
La herida conduce a una. rápida e intensa aoumu.J.ación 

de una serie de compuestos fenól.icos, de entre los cuales 

el ácido siquímico, el ácido caféico y el ácido cloro,g~

nieo son 1os mé.s prominentes. La producción de polifeno

les procede a1rededor de los 2 o 3 días después del cor

te del tejido de papa blanca y decrece otra vez {13). 

Dos enzima.e de imnortancia estratégica en 1a sin.tesis de 

polifenoles, la fenil.a1aninaamonioliasa y l.a ácido trana

cinámico 4-hidroxilasa están presentes tanto en tejido de 

tubérvulo in~áéto co~o herido. Le. herida, sin embargo, i~ 

duce un incremento en actividad de ambas enzimas después 

de una fase lag de 3 a 6 horas y con un máximo de activi

dad entre 1 a 2 días despu~s de herida de tejido de papa 

blanca. 
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La aparición de le actividad de fenilalanina amonio 

1iasa despuás de herida parece deberse a la sínteeis ~

~ de 1a(s} enzima(s), como se desprende de1 uso de i

nhibidores de síntesis de proteínas, de experimentos por 

marcado de densidad y de experimentos inmunoquímicos (14). 

Estos cambios inducidas por herida en diversas enzi

l'.!las ha llevado a invol.ucrar también posibles mecanismos 

de degradaci6n y a ubicarlos en a:1.g1in tiempo durante la 

herida-; intentando e.stablecer una correlación de induc

ción-degradaci6n Que regule la actividad de 1as- enzimas. 

Todavía no se conoce nada acerca de 1a natural.eza de es

tos mecanismos degradantes, con excepci6n de algunos ex

perimentos que los sugieren tentativmnente (1.4). 

Como ya se ha mencionado, las proteínas con activi
dad de f enilalaninaamonioliasa:- son sintetizadas de novo 

. --
despu~s de herida y cc:no una consecuencia su actividad 

se incrementa consid:erab1emente. Despu~s de llegar a un 

máximo la· actividad decrece. El sistema degradante aue se 

ha estudiado para f enil'3.lanina ... emonio1iasa en cortes de -

tejido de tubérculo de papa blanca aparece i.nmedia~amente 

antes de que 1a enzima J.1egue a. su máximo de actividad y 

probabl.emente sea de naturaleza proteinacea (14) .. 

Te.naka y Katsushi ta { 9) reportan que e1 pH 6ptimo -

del. sistema: inactivante fué de 6.0 • Sus estudios previos 

:::u.estran aue 1a concentraci6n de la enzima cambia parale-

1amente con 1a actividad !!:!. vivo • Sin embargo estudios 

i?l.'Uunoquímicos indican que la inactivaci6n no f'u.e debi-



da a prote6lisis., Estos resu1tado3 sugieren que las pro

te!nas con actividad de f'enil.al.anina-amoni.ol.iasa primero 

son inactivadas por un sistema de inactivaei6n, y Iuego 

la enzima inactiva es rápidamente descompuesta: por una 

proteinasa (9). 
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Algunas de lf!s enzimas glico1ítica:s son sintetiza.das 

algunas son degradadas o inactivadas y otras no responden 

del todo a la perturbaci6n causada por herida. Uno de l.os 

más activos catel:Ízedores en tejido de papa latente, fos.

fogl.ucom.utasa (PGK),, se degrada rápidamente después de -

heridac7 el proceso de degradaci6n afecta 1as tre~ isoen

zim.aa en una forma comparable • .A.Qui se tiene que aclarar 

que el término "degradaci6n" en este contexto se usa ha

ciendo referencia a J.a desapari.ción dé 1aa i.soenzimas y no 

tiene el significada, de que u.na degradaci.6n de proteína 

haya: sido comprobada, y aquí es donde se piensa que 1a -

degradecicSn, as! entendida, debe estar invo1ucra.ndo la -

sin.tesis de prote.esa.s específicas o inespecíficas. Las: ... 

enzimas proteol!ticas específicas y J.as es!Jecíf'icas por 

grupo y~ son bien ~onocidas como :principios degradativos 

en cél.ula.s de eucariot:es .. En cu.alqu.ier evento, las prote,!. 

sas de alguna forma reconocen, que ciertas proteínas de

ben degradarse., y otras no. Esto podría explicarse por -

el. hecho de que sí l.as proteínas se asocian con e:f'eetures 

(por ejemplo, sustratos, cof'ac.torea), no son suceptibl.es a 

degradaci6n proteol.ítica. Es entoncéa· hasta que el. efec

tor es disociado cuando la conformaci6n de 1a proteína -



cambia a una altamente suceptibl.e; la proteína se recono

ce como sustrato y es degradada. 

Ya que 1as proteasas son candidatos pro:ninentes para 

la de&tru.cci6n de fosfog1ucomutasa, ésta fue sujeta a prg_ 

te61isis m vitro con obaeto de sis.u.lar un posible meca

nismo .El rtv:o. Los resul.tados revel.an una degra.daci6n obee~ 

vada; de l.as tres isoenzimas con la. consecuente reducción 

en la: actividad, cuando eran sujeta.a a tript6lisis, qUim.g_ 

tript6l.isis o digestión pronática. Por 1o que la degrada

ción de 1a enzima por varias proteases asemeja el. proceso 

de degradación m vivo. 

E1 tipo y caracter!sticas de 1as proteasas involucra

das en el. fenómeno de herida resul.ta aún indefinido aun
que es seguro 'flue su. acti.vidad está. involucrada en proce

sos regUl.atorios. 

Esta actividad regu.latoria en l.a que se han involu

crado a las proteasas es tan diversa como su propio meca

niemo de a.cci6n.. LM prot easas se han clasificado en dos: 

grllpos; (1) endopeptida8'a3', aque11as- que hidro1izan enl.a~ 

ces pept!dicos internos y, (2) exopeptidaaaa. que hidroli

zan proteínas dando aminoácidos- 1i.bres de extremoa carbo

no o nitr6geno terminales de la: cadena: pol.ipept:ídica. las 

peptidmra:&hidrolizan dipéptidos del extremo a- 6 N- ter

minal y las dipeptidasas, son al.ii&11.ente específicaa a di.

p,ptidos. 

El. ténnino proteas!::t' s.e uea para describir a todae -

las enzimas que hidrolizmi enlaces pept:ídicos,. pero se -

acostumbra llamar a: las endopeptidasa.s- proteasaa, y a:. las 
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exopeptidasaa, peptidasa:s (ll), (tabla 1). 

LE mayoría de 1as endopept:id.asas vegetal.es parecen -

s~r enzimas sul.fhidrilo, aunque recientemente se ha ido 

incrementando e·J. número de endopeptidasa:s en tejidoe ve-_ 

getal.es:,., .que para sus activ.idades catalíticas no requie

ren de grupos sul.f'hidrilo. 

Estas enzimas se agrupan en dos grupos: el grupo á

cido con pH 6ptillo de actividad cercano a 3.-4, semejante 

a:J. de la pepsina y un gru.po a1ca1ino con un pH 6ptimo de 

8 6 cercano, que se asemeja a las proteasas de serína. 

Las proteasa:s de su1fhidri1o tienen un. pH 6ptimo como 

enzima& puras1 en l.a región de 5-7, con un peso molecul.ar 

d~ 25 000-30 000 • .En este grupo se incluye a la p~paíua, 

oon un peso molecular de 23 000, un pH 6ptimo entre 5. 5· 

y 7 .o, 1a enzima ee muy estable a pH neutro, y 1t tempe

ratliura.8' el.evadas; contiene eeis enlaces dieulf'uro y tie

ne un grupo su.lfhidrilo libre, el cual. es parte del si

tio ac-ti.vo. 

Loa vegete.1es aparentemente empl.ean endopep.tidasas: 

su1fhidl."i1o y ácidas; así como carbo:x:ipeptidasas de· ser:!na 

pare degradar sus proteínas, mientras que· 1os anitna1ee -

emplean un amplio espectro de enzimas, inc1uyendo endopep

tidasas de serina,, endopeptidasas áci.das y metal.o carboxi

peptidaae. 

Las enzimas cl.asificadaa como proteasas de serina ex

hiben un pH 6ptimo cercano a 8, con un peso moJ.ecuJ.ar -

cercano a 25 ooo •. 
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TABLA 1. OLASIFICACION DE PROTEASA.S. 

CJ.ase 

End.opeptidasa 

Endopeptidasa 

Eadopeptidasa 

Bndopeptidasa 

Exopeptidasa 

Exopeptidasa 

Mecaniano 

Sulf'hidril.o 

Serina 

Acida 

Metal.o 

Serina: 

Ejemplos 

Papaína, ficine.1 

catepsina: D. 

Tripsina, quimo

tripsina, sub';ili

sina. 

Pepsina., cs:tepsina 

B. 

~ermolisina, pro
teasas neu.traa. 

C'arboxipeptidasa: e 
y Y. 

Carboxipeptidasa A 

Y' B. 

StU!Jlpf"., P., Oonn, E.: Plant Proteinases. Tb.e Biochemietry 

of P.lsnts. A Comnrhensi ve :I!reatise. Vol. 6 • 
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Considerando su especificidad (11) ~sta.s se clasifi-

can en '+ hiilrtlisis 

H3NPx ••••• P 4-P3-P2-Pl E'i-P2-P_3-P4 ••••• P;coo-
a) Las enzimas semejantes a la tripsina que hidrolizen pr.Q. 

teínas en los enlaces ~eptídioos internos donde la lisina 

y la arginina ocupan los residuos P1 d~ un sustrato pro

téico. 

b) Las protea:saa semejantes a la quimotripsina que hidro

lizan en los centros hidrof6bicos de los residuos P1 del 

sustrato, como tirosina o fenilalanina. 

e) Enzimas semejantes a 1a elasta.sa que hidrolizan en si

tios de pequeños residuos hidrof6bioos, tal.es como aJ.ani

na, estando éstos en el sitio P1• 

Las proteasas ácidas tienen un pH 6ptimo aJ.:rededor 

de 2-3. .Estas enzimas enhiben especificidades por el sus

trato que favorecen el. rompimiento entre cadenas grandes 

laterales hi.drof6bicas en los sitios P1 y Pi sobre la pro-
..,.,...._, __ . 
V~~-

Dentro del grupo de 1as exopeptidasas se illaluyen -

las carboxipeptidasas y las sminopeptidasas. 

Las carboxipeptidasas vegeta1es hidroliza..~ rápida

mente la mayor!a de los aminoácidos carbono terrninalea -

de las proteínas y po1ipéptidos, aunque por 10 genera1 la 

glicina y prolina se hidrolizs.~ a urui mayor velocidad. Su 

pH óptimo está entre 3.5 y 5.5 dependiendo del sustrato. 

Las a:ninopeptidasas tienen Ui1 pH Óptimo en el inter

vaJ.o de 6. 5 a 10 y se agr..ipan comoi nea tras y al.calinas d~ 

pendiendo de su pH 6ptimo. 



Si los cae.bies enzim~ticos indt1:.cidos por herida:. en 

tejidos veget~1es pudiéáen ser regu.J.ados por actividades 

proteoJ.!ticas, no existen aún resul.tados en este sentido 

bien definidas. Esta regul.aci6n se podría ejercer por -

cualquiera de l.os meca.ni.sr.:os anterio,:rmente propuestos. 

Por otro 1ado recientemente las poliaminas han servido 

como trazadores metabólicos de esta actividad de diferen

ciación (J.5). 

Cada vez hay más evidencias , que indican oU:e las -

poliaminas juegan un papel. significativo en J.e. bios!ntt;;

sis 1 estructura y t"Unci6n de ácidos nucJ.éicos, y que -

pueden influir en el metabolismo macromolecular, estruc

tura de organeloa y ciertos aspectos de crecimiento, deG.2;, 

rrollo y senescencia en varios sistemas biol6gieos, in

cluyendo vegetales (15}. 

~ putreacina ha .sido reportada en algas, hongos Y' 

varias es:pecies de plantas superiores (l.6). Le Espermi

dina ha sido identificada en e1 alga: Ch.1ore1la, hoj a.g 

de -tomate, y co1 ehina {16). Al.tas concentraciones de es

permidina y espermina han aido reportadas en embriones y 

varias partes de cereales, en semillas de varias Legµ~i

nosae~ en embriones de zanahoria, en tubérculos de alca

chofa de Jerusa:1em y en semi1las de una variedad de plan

tas superior~s (17). La, espermidina y espermina también 

se encuentran como conjugados de un gran nmnero de alca

l.oides vegeta1es (16). 

El. conocimiento sobre le distribu.ci6n intracel.uls.r 

de po1i1.'tn.inas es ea~aso 1 especialmente en vegetal.es. Son 
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básicas en la mayoría de los valores de pH celulares y se 

u.nen fuertemente a polianiones, pero son tambi~n muy sol~ 

bles en medio acuoso, nor lo aue se redistribuyen cuando 

se homogeniza un tejido. A pesar de esta dificul.tad. la 

espermina aparece principalmente en el. micJ.eo y las otras 

poliamínas aparecen unidas a ribosomas principalmente (17). 

En la figura 1 $e muestra. la estructura de l.as pcl.i

aminas mi{& comunes de ocurrencia natural. .. 

La putrescina se produce de arginina a través de al

gu.no de l.os dos mecanismos propuestos en 1a figura 2. 

Por· medio de la acoi6n del.a arginasa, la arginina 

puede perder urea-, formando ornitina, la cua:l. después m:e 
convierte a putrescina por acci6n de la enzima ornitina 

descarboxila.sa. ilternativamente, argjnina puede ser con
vertida a agmantina por la enzima arginina de.sca.rbotil.asa 

agmantina pierde urea, :rornumdo putrescina. F.ste segundo 

m.ecani.smo ocurre pref'erencial.m.eniie en vegetales (1.7). Es

pa..'r!'.l!iñins:a y espermina se fQrmAn de putr~s.cina por .adiciQ

nes sucesivas de residuos de amino propilo, derivados de 

$-adeIJ.O'Silmeticnina. Via S-adenosiJ.metionina descarboxila

sa catalizadaa por una amino propil transferaaa (16). Por 

un meca.ni.sino diferente e independiente la cadaverina pue

de ser formada por descarboxilaci6n de lisina (15). 

~permi.dix.m. y espem.ina. $On catabolizadas. por amina

oxidasas que funcionan por un=a variedad de mecanismos ( lV) .. 

Por el caricter policati6nico de l.as poliaminas, ya 

descrito, se unen fuertemente a pol!meros a.ni6nicos; por 



Pu.tresci..na 

(l,4-diaminobutano} 

H2N-{CH2)5-mr2 

Cadaverina 

{1,.5-diaminopentano) 

H2N-(Clf2) 4-NH-(0Ff2)'3-Nfr2 

Kspermidina 

(un gru.po propilemino adicionado a 

putrescina} 

Be})ermina 
(dos grupos propila:nino adicionados, 

sim.&tricamente a putrescina ) 

16 

!PIGURA l. E&tructura de las polimainas más comunes de o-

currencia. natural. 
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urea. 

H3c-S-(OH2 ) 2-oH-OOOH --•> S-adenosil 
NH

2 
( metiollina 

Ketionina ATP 1 _ 
SAMD ro2 

SAM-descarbo-

xi 1ado. 

FIGURA 2". Mecanismos propuestos de biosíntesis de l.es po

li!lllllinas más comúnes. Enzimas involu.cradáa: AS arginasa;; 

ODO ornitina descarboxilase., ADO arginina descar'boxl.le.s.a, 

S.AllD S-adenosi1metionine: descarboxilasa, APT aminop:ropil

transf erasa. Fu.ente: Kaur Sawlmey, 'P. Plant Physiol. (1982 ). 
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lo que se asocian a ADN y .AP,Jf, y se les reconoce su pa

pe1 estabilizan.te de la estructura secundaria de ácidos 

nuc1éicos, haci~ndo1os más resistentes a 1a degradaci6n 

por nu.c1easas y a 1a desnaturalizaoi6n térmica {l.7}. 

En sistemas 1ibres de células de bacterias y mamí

feros, cada etapa en la síntesis de pol.ipé-ptidos puede 

ser promovida por la acci6n de putresci..~a, espermidina o 

espermina {16 y 18),mientras que en las mutantes defioien, 

tes en poliaminas de !• co1i~ la adición de ~oliamina. se 

requi.ere para 1a síntesis de proteína. En vegeta1es la e

videncia es l.im.ita.da, y sugiere una rel.a.ción análoga entre 

estas aminas y e1 metabolismo ma~romolecular (19). 

Los efectos de poli~inas han sido dP.scritos sobre 

1a actividad de l.a ARN-yolimerasa, ADN-polimerasa y ribo

nuc1easa en sistemas bacterianos y de mamíferos. Bajas 

concentraciones de poliamings incrementan la actividad 

de l.a AJiN-po1im.erasa dependiente de .IDU, mientras a1tas 

concentraciones de éll.as l.a inhiben (19}. En vegetales, 

esperraidina incre:nenta: :La actividad d~ &Ui-pol.imerasa 

y por otro lado inhibe la actividad y preViene la forma

ción de ribonucl.easa (20). 

Pu.trescina y aminas re1acionadas han sido descri

tas como factores de creci:niento en al.€J.nOs microorganis

mos, 1íneas ce1ul.a.res de m.s:IJ.!feros y vegeta:Lea superiores 

{l.6). Poco se conoce acere? d.~1 papel bioquímico de J.as 

po1iamina:s en vegetal.es, au::~ue u.na atención en aumento 
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se les está. dando ahora para definir su papel como facto

res de crecimiento. 

Las po1iaminas y ácidos nuc1éicos se han estudiado d.!:!, 

rante el primer ciclo celular después del rompimiento de 

la latencia de cortes de tub6rculo de alcachofa. Inmedia

tamente después del rompio'!liento de la latencia se observa 

un marcado descenso en e1 contenido de arginina y glutami

na almacenadas, con un correspondiente incre:nento de poJ.i

amin~s. Esta primera sí...""l.tesis de poliaminas ocurre tempra

namente durante la faae G1 , concomitan.te s la síntesis de 

ácidos ribonuc1éicos (21). 

En segmentos de hoja de avena, cebada, maíz r trigo, 

y en discos de hojas de dicotile~oneas, u.na concentración 

de l a. 10 mM de espermina prevení~ la pérdida de clorofi

la despu6s de 48 a 72 horas en la oscuridad. Las activida'

des de ribonucleasa y proteasas ácida:s y neutras que se -

el.eva.li por erecto del corte de hojas, son detenidas o re

ducidas ~niveles basales por efecto de po1iaminas (22). 

Los niveles de putrescina, diaminopropano,. agma.nti

ne y esper.nidina son al.toa en hoj:as jóvenes y declinan -

con e1 envejecimiento (22). 

Estos datos apoyan las ideas del papel de las po1i

eminas en 1a rega1ación de1 desarrollo vegetal.~ aunque 

mucha de esta inf ormaci6n resulta aún circu..."'l.Stancial o 

casua1, se esperE acw:::ul.ar más evidencias sobre poliaminas 

y su. corre1aci6n con desarrollo, y con los cambios de e.e-



tividad de sus enzimas de biosíntesis y degradaci6n. 



2. ANTECEDEUTES Y OBtTETIVOS. 

2.1 Antecedentes • 
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La: herida y el proceso de :restablecimiento subsecuen

te· a ésta; sirve como sistema modelo para realizar inves

tigaciones. sobre las capacidades de desarrol.lo de tejidos 

vegetales, aunque aún permanece incierto, corno es r~ue la 

diferenciaci6n celular inducida en cortes de tejido se p.ue

de equiparar a una situaci6n que acontezca en el 6rgano en

tero. CMl.ul.as de raíces enteras u órganos de almacenamien

to que no están comúnmente expuestos a un ambiente exter

no, pueden desarro11ar una capacidad para la acumulaci6n 

activa de iones cuando se expone tejido cortado al ambien

te externo, adquiriendo 1a habil.idad de diferenciarse a -

través de un proceso de desrepresión del genoma (23). 

Los est:únulos primarios que disparan esta desreyresi6n 

son adn desconocidos.. Se han :postUlado mecanismos que dep~ 

den de asuectos difusi.onaJ.es,. involucrf'.ndo , por ejemplo, -

componentes de naturaleza hormonal., o simpJ.emente de la di!. 

ponibilidad de metabolitos o sustratos, y también se consi

der~ que el control se ejerce por un mecanismo global co~pl.t 

jo que involucra todo un conjunto de factores de los cua

les algunos se han car~cterizado y otros se desconocen -

(24). 

El. corte y lavado de tejido vegetal definitivamente 

tiene un efecto dr~stico sobre el intrincado sistema de co

municaci6n celular, y las marcadas diferencias en las res-

1 



puestas pueden deberse a \Ue el tejido S6a lavado o me

ramente deja.do en una atmósfera húmeda (23). 

Van Steveninck (23) comparando 1as estructuras cito

p1ásmicas en c'lul.as parenouimatosas de tejido de beta

be1 ~ ~ con c~lulas parenquimatosas en cortes aue -

habían sido incubados por varios períodos de tiempo; en

contró que la extensi6n del. retículo endoplásmico se re

ducía dráatica.mente a vesículas citop1ásmioas pequeñas -

inmediatamente despu~s del corte ;¡ lavado del tejido, mi

entras que después de 24 horas segu.ía una reorganizaci6n 

e. un sistema 1amelar que se prolongaba hasta 1as 48 ho

ras. Esto resu1ta de interés ya que l.a fracción microso

mal. aisl.ada de cortes de tejido incubado poseían una ca

pacidad mayor para sintetizar proteína comparada con freg_ 

ciones de tejido fresco de betabel. o de tejido de alca

chofa de Jerusalem (25) 1. J.os cuales fueron t>rácticamen

te inactivos. Se desconoce con oue extensi6n e1 incremen

to en la eficiencia se deba a cambio3 moleculares espe

cialmente asociados a células meristemáticas; o produci

dos previamente a1 establecimiento de la célu1a meriste

mática. 

Por otra parte cada vez hay más evidencias que in

dican que 1as poJ.iaminas podrían jugar un papel. signif i

cati vo en la biosíntecis, ~stru.ctura y función de ácidos 

nucláicos, de tal manera que por ejemplo, la espermina 

estabiliza marcadamente la estru.ctura terciaria del ARN 

de transferenci~, 1ográndos~·ios ~ejores cristales de es-
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te ácido ribonucléico en presencia de espermina (16). Las 

poli.aminas estabilizan también la estructura secundaria: de 

los ácidos nuc1éicos, haciéndolos m~s resistentes a la de

gradaci6n por .nucl.easas y. a la desnatura1izaci6n térmica 

{17}, afectan 1a síntesis de proteínas (18), así como la. 

estructura. y estabilización de organe1oe. Se ha visto que 

estabilizan protoplastos contra la lisis (20) e influyen 

en ciertos aspectos de crecimiento y desarrollo,. al in

cre:nentar , por ejemplo, la :frecuencia de divisiones mi

t6tioas en protoplastos de hoja de cebada. (17) 1y se ha 

descrito su participación en seneseencia en varios siete ... 

mas vegetales~ en donde el proceso se manifiesta por una 

reducción en el. contenido de proteína, ácidos nucl~ieos . 
y clorofilas (20). Las pol.íamini;ts resu1tan potentes in-

hibidores de senescencia en protop1astos de mes6fi1o de 

cebad~ y en t:ejido de hojas de varia.a mono y dicotil.edo

neas (17). 
La inf'orm.aci6n disponible en 1a qµ.e .se involucre la 

e>:istencia y papel. de 1as enzimas proteolítieas durante 

l.a herida resuJ.ta aún indefinible; sin embargo se ha in

te::itado definir sí l.as enzimas proteo1:!tica.s son las res

ponsa.bles de 1a regulación de la actividad enzimática en 

tejido herido,- tal es el caso de las investigaciones en 

relación a un posibl.e sistema. inactivante de naturaleza 

proteina.cea sobre la actividad de feni1a1anina-amonio -

liasa; esta enzima incremente su actividad drásticamente 

despu~s de W'1 per!odo leg de cerca de 3 horas, en tejido 
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de raíz de papa, en respuesta a herida, alcanzando su máxi 

m.o de actividad alrededor de l.as l.2 horas y declinando en 

tiempos posteriores (9). Experimentos preliminares trata

ron de demostrar la existencia de actividad proteolítica 

en este tejido pero se encontró aue ésta no se modificaba 

en rest>Uesta a herida bajo las condiciones de estudio (9) 

Adn. así es posible postular un sistema inactivante mediB.!! 

te una proteasa específica oue catalice una proteólisis -

limitada de fenilal.anina-amonioJ.iaea como l.o hacen un gru -
po de protee:sas esnec:!ficas en animales (26). 
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2'.2' Objetivos. 

Con estos antecedentes en mente nos p1anteamos 1a -

siguiente hip6tesis de trabajo : Si la respuesta de heri

da es una forza de despertar el tejido en re1aci6n a cre

cimiento; e1 contenido de po1iaminas y la actividad pro

teo1ítica deben estar correlacionados. 

El objetivo de es,te trabajo ha sido el determinar el. 

contenido de proteína, poliaminas, aminoácidos y activi

dad proteo1ítica durante los cambios metab6licos induci

dos por herida en tejido de papa. 



3.1 ){ateria1es. 

3.1.1 Reactivos • 

3. PARTE EXPERIME.NTAL. 
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Azocaseína (su1fanilamida azocaseína), hemoglobina (b.2, 

vina, s~strato para proteasa)~ ácido ~isoasc6rbico, esper

mina (tetraclorhidrato), espermidilla (dic1orhidrato), L-pr.Q. 

1ina, L-1isina, ácido L-glutúrl.co, putrescina~ albúmina bo

vina. - (Sigma}. 

Tris (hidroximetilaminol:Jletano), 2-mercaptoetanol., áci

do tric1oroacético, tritriplex II, cloruro de potasio, pep

tona, extracto de levadura;, agar, meti1-ce1osolve, etanol -

absol.uto, ninhidrina - (Kerck) .. 

Sa-carosa, hidróxido de sodio, n-propanol, ácido percl6 
-'! 

rico. - (J.T. Baker) .. 

Sulfato de amoniot bicarbonato de sodio, fosfato de P.2. 

tasio, mono 1 dibásico - (T~cni.ca Química). 

Cl.oruro de magnesio, ácido c:!tríco monohid.ratado., clo

ruro de estafi.o (II) • - (Productos Químicos Xonterrey}. 

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

Oloranfenicol .- (Boehringer ~e:nnheim GmbH). 

3.1.2 Jlaterial biol6gico. 
Papas alfa dé tamafio mediano, obtenidas del. comercio .. 

Los tubérculos fueron firmest sin signo de brotamiento, por 

consig~iente en estado fisiol6gico latente. 
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FIGURA ¡. Metodo1ogía emp1eada para la extracei6n de pro

teína, aminoácidos ., poliaminas y proteasas. 
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3.2 Metodología. 

3.2.1 Sistema de herida. 

El sistema de incubaci6n de tejido herido fue el den.e. 

minado sistema de cámara humeda, modificaci6n. del. sistema 

de X:ahl (27). 

El. tubtircu.l.o es lavado primero con a.gua corriente, S!,. 

euido de un l~vado con una solución de .cJ.oralex al 10 'f, -

{v/v) y posteriormente un lavado exhaustivo con agua des

tilada estéril sobre la superficie del tub~rcu1o. Las man!, 

puJ.aciones fueron real.izadas ba-ao condiciones de esterili

dad, en una campana de fl.ujo laminar,, donde las papas son 

cortadas en discos de 19 mm de d.i&i.etro y 3 mm. de espesor 

usando. un rebanador comereiaJ. de papas, y un ciJ.índro de 

aluminio del. di:ámetro deseado, ambos estériles. 

Los cortes en disco.a fueron. col.ocados en frascos Ger

ber estériles y se procedió a pesar 1ma cantidad equiva

lente a 9 .g de tejido :fresco. Los discos ya pesados se la

varon tres veces con agua estéril., escurridos y·co1ocadoa 

Bo'bre p.a;¡1el fil.tro mojado, colocado a su vez sobre una es

ponja que contiene 10 m1 de agu.a estéril, y 50 microgra

mos por mililitro de cl.oranfenico1 todo esto contenido en 

una ceja de Petri estéril (3 x 12 cm) que constituye e1 -

sistema de incubsci6n denominado e~ humada. 

Las cajss de Petri se col.ocaron en una incubadora a: . 
26 ± 0.1°0. a diferentes tiempos de incubaoi6n1 bajo ilu

:ninaci6n constante. Este proceso se reconoce como el. sis

tema que produjo respuesta de herida. 

Loe discos frescos como heridos incubados a dif eren

tes tiem:pos 1 son sujetos a. control. m:icrobio16gico;el curi. se 
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rea1iz6 tanto con un disco m~estra como oon el. agua resi-

dual. de l.a cámara humeda. El control microbio1ógico se rea

l.iz6 en caja.e de Petri1 sobre un medio de cultivo s6~ido, -

constituido por: peptona (0.4~ p/v), extracto de levadura -

{0.5~ p/vh aceta:to de sodio (0.2~ p/v) ':! agar {l.1' p/v). -
Las caaas se incubaron a=o35 et a durante 48 horas y posterio!: 

mente durante 72 ho,ras a 25º0. Toda muestra que presentase 

contaminaci6n era desechada. 

3.2.2 Extracci6n y detex:minaci6n de Proteína. 

El. tejido fresco u herido, incubado según el tiempo -

especificado, se 1a.v6 con agua:· estéril. y se colocó en un -

frasco de hoaogenizaci6n especia1 del. ho~ogenizador VirTis; 

donde se le adicionaban 1Z ml de buffer extractor constitu!, 

do por Tris-HOl 0.15 )( pH 7.5,. K-ED'?A l. mX, sacarosa 0.5 I, 

mercaptoeta.no1 4 :mK, 'cido ieoa:ac6rbico al 1 " p/v, y se -

homogenizaba en la posición 20 del regulador de velocidad 

del. homogenizador durante 3 minutos~ con 2 minutos de in.te!:, 

val.o entre cada uno de él.los. El homogenizado se :nan.tub6 -

a 4°0. 
El homogenizado ea filtrado sobre tres capas de gasa 

7 recolectado, en un tubo de centr!f'uga (polioarbonato, con 

capacidad de 30 ml), previamente enfriado en hiel.o. Se cen

trif'ug6 a 45,000 :e g (23.000 rpm aproximadamente) por 20 -

minutos en el. rotor 30 de la centr!f'uga Spinco-Beckntan L-

50 a A0 c. El. sQbrenadante se recolect6 por decantaci6n en 

un tubo de centrífuga graduado y se midió el. volum.en reco

lectado, pasos que se real.izaron a 4°0. Este sobrenadante 
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se co1oc6 en un tubo de ensaye previamente enfriado en hi~ 

l.o y etiquetado, y se emp1e6 inmediatamente o se conservó 

en el conge1ador de - 7rf>C. 

Una :fracción de l m1 de este sobrenadante es precipi

tado con ácido tricloroac~tico sólido para llegar a una -

concentración final. de 15 % p/v en soluci6n, se agit6 hasta 

la total disolución del ácido tricloroacético, y se dejó r,!_ 

posar por un intervalo de 1 a 2 horas a 4~0. Se centrifUg6 

a 3,500 rpm por 15 minutos en una cen:trífu.ga: cl.ínica, el. S.2, 

brenadante ácido se guard6 en un refrigerador a -20•0, y e1 

pe1l.et se resuspendi6 en T:ris-HOl. 0.05 1il pH 8~ y neutralizó 

a eete mismo pH con soluci6n l M de Tris base, e1 pellet -

comp1etamente disuel.to sirvió como ;t'Uente para medir prote! 

na por el método de Lowry {28). 

Todas las determinaciones de J.as metodologías deecri

ta.s y por describir fueron realizadas por duplicado y en 3 

extractos de diferentes i>reparaciones. 

3.2.3 Detenaina.ci6n de Aminoácidos y Pol.iaminas. 

Una al.!cuota del sobrenadante ácido, resu1tante· de 1a 

precipitaoi6n con ácido tricloroacético de la proteína, se 

neutralizó por l.a adición de KOH l. H, y ae dete:cminó e1 coS; 

tenido de compueatos que reaccionan con ninhidrina (30). 

Una cantidad equiva1ente en volumen a 100 densidades 

6pticas de ninhidrina, del. sobrenadan.te ácido ya descritoJI 

se aplic6 a una columna de intercambio cati6nico Dowex 50'W

X4 (0.5x9 cm), modificaci6n del método de Raymondjean, H. , 
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(29). que ha sido preVi.amen.te equilibrada. con una solución 

de HCl. 0.05 M; se lav6 entoncés con esta misma so1ución has. ·-
ta recolectar un volumen total. de l.5 m1 que corresponde a 

la fracci6n no unida a. la columna de este sobrenadan.te áci

do,, cuyo pH es de 2. Se a-plic6 un buf'fer fosfato de potasio 

20 m1f pH 8 y 0.25 .M. de KCl. 11ara l.a el.t..zción. de aminoácidos 

al. cambio de pH. 

La elución con otro baff er fosfato de potasio 20 mM -
pH 8 y 3.0 Ji de KCl. permite recolectar fracciones donde e

l.u.yen l.ae poliam.inas. Tanto las fracciones eluídas con 0.25 

K (aminoácidos) y 3.0 M (poliaminasl de KCl, se cuantifica

ron por el mt!todo de nj nbidrina. 

3.2 •. 4 Determinación de Actividad ProteoJ.ítica. 

Para deter:ainar la actividad ~roteolítica (31) se u

ti1isó un extracto crudo enzimático e~ fracción del so

brenadante de 45~()00 g del homogena.do de tejido fresco o 

tejido lierido .incubado según el tiempo especificado) • .Este 

extracto se dial.izó ureviamente contra buffer fosfato de 

toda. la noche. 

Al extracto dializado se le determin6 el contenido de 

proteína por Lowry, y una concentraci6n equival:ente en vo

lumen a 0.46 m:g de proteína por mi de sistema de reacoi6n~ 

es la. que se emp1e6 para. medir actividad proteolítica tan-

cación. El sistema. de reacci6n contenía azoca:seína como ar~ 

trato en concentración de satu.raci6n para la enzima. 



E1 sistema estaba constituída por bu.f'.fer fosfato de 

potasio 56 mM pH 5.7, azocaseína 4 mg/m1 disu.e1ta en e1 

buffer enterior y ditiotreitol. l. m:M. 
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Después de adicionada l.a enzima, al. tiempo cero se 

tomaba una alícuota de 1a mez~l.a de reacción, l.a cual se 

detenía adicionando ácido percJ.órico al 14 :' (v/v) hasta 

una concentraci6n final. del 7 {. (v/v) a 411 0 •. Los tubos pa

ra la mediei6n de actividad proteo1Ítica se incuban a 40"C 

a diferentes períodos de tiempo, al término de los cua.1ea 

se precipitaban en igual. f'onna que el bl.anco y se dejaban 

sedimentar a. 4• a durant,e una hora:. Deapués de este tiempo 

se centrifugó a 3,,500 rpm 'Por 10 minutos en una oentr!fU

ga e1ínica; el sobrenadante se reco1ect6 nor decantación 

y se mid:i.6 inmediatamente el. c~bio de densit.is.d óptica a 

340 nm en eelda'S de cuarzo de l. cm. ·de espesor en un ea

pectrofot6metro Oarl Zeiss. La actividad específica medi

da, se defi.ni6 como el. e~bio en 0,.0(}1 D.O. a 340 nm por 

hora por mg de proteína. 

CU.ando se utilizÓ al.bilmina 'bovina co::no !r.lStra.to esta 

fue previamente desnatura1izada (10 minutos a ebu11ición},, 

empleándose a una concentración de 0.1 ~ p/v, en algunas 

ocaciones se usó hemoglobina:, sustrato para proteasa, en 

solución al. 2 ~ p/v ambas proteínas fueron disueJ.tas en e1 

mismo buffer.en e1 que fue dieu.eJ.ta azocase!na, modif'ica

ci6n de1 m~todo de Tanaka, Y. (9). 

El sistema de m.edici6n de actividad proteoJ.ítica fue 

exactamente igual al. uti1izado con azocase:!na como sustratoi, .. 
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Con estos sustratos la determinaci6n difiri6 en cuan

to a que la reacci6n enzimática se detuv6 por la adici6n 

de una solución de ácido tricloroacético al 30 1' p/v para 

obtener una concentra~ión final del 15 ~ en soluci6n, a 4°0. 

El. sobrenadante se neutralizó con NaOH l M y en él ae midió 

por el método de Lowry la L-tiroaina liberada. 

3.2.5 Pu.rificaci6n de la actividad pro.teolítica. 

La enzima se purificó fracciontmdo la proteína por pre

cipi taci6n con sulfato de aruor;do. Una fracción de aobrenad~ 

te de 45,000 g (obtenido como se describe en 3.2.2) de teji

do heridQ incubado durante 48 horas, se fraccion6 con su1fa

to de amonio S<Slido hasta un 10 % de saturaci6n (32), se de

j6 reposar por una hora, y se centrifug6 a 12,000 rpm por -

15 minutos en tubos de policarbona:to, el l!l>brenadante se re

cuperó por decan:taci6n y el. pellet s·e reauspendi6 en buffer 

fosfato de potasio 50 mM pH 6, K-EDTA 1 mM, mercaptoetano1 

4 mlt, y se mantuvo a 4tt c. A1 sobrenada.nte se le determin6 

el. volumen en un tubo de centrífuga graduado y se adicion6 

HCl l. M hasta obtener un pH- entre 5 y 67 seguidem.ente se a= 

dicion6 .sulfato de mnonio en una. cantidad equi val.ente a: un 

40 lw de saturación, se dejó reposar por una hora, siguién

doee despu~s el. mismo procedimiento de obtenci6n del sobre

nadan.te de 10 ~ de saturaci6n. 

El sobrenadante con 40 ~ de saturación con sulfato de 

amonio se sigui6 fraccionando a un 80 7' y dªspués '11 100 % 
de satura~i6n con sulfato de amonio. 

Los pelleta resuspendidos en buffer f o~fato de potasio 
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50 mll pH 6, K-EDTA 1 mM, mercaptoetanol 4 mH , de 1as dif'ere!!_ 

tes fracciones fueron dial.izados exhaustivamente durante la 

noche contra el buffer en que se disolvieron, y a alícuotas 

de cada una de estas fracciones se les determitt6 el contenido 

de proteína por el. m~todo de Lowry, y se les midi6 tambi~n la 

actividad proteol!tica. utilizando las condiciones de medici6n 

especificadas en el punto 3.2.4 • 

3.2.6 Efecto de los componentes de la reacci6n en el sistema 

de medición de actividad proteol!tica. 

Los efectos de los componentes de la reacci6n para medir 

actividad proteo1!tica se determinaron utilizando muestras de 

extractos de tejido herido,por 48 horas de incubación; a los 

que se les rea1iz6 un fraccionamiento de proteína de1 1.0 a1 

40 "" de saturaci6n. con sulfata de amonio s6lido (segdn condi

ciones del. punto 3.2.5 de este capítulo),, a exc~pci:611 de1 ex.

tracto empleado para el caso del inciso (a), en el que se uti

liz6 un extracto crudo. En lo que respecta a las condiciones 

de medición de actividad proteolítica fueron las mismas eepe

cif'ióadas en el. punto 3.2.4, U8ando Az:ocaseína. como aw:ítfittv• 

Los. efectos estudiados fuéron l.os a,igu.iente&: 

{a) Diálisis. Se comparó la acti~idad e8peo!fica de 1a pro

teasa presente en un extracto crudo (sobrenadan.te obtenido -

en el. punto 3.2.2) sin dializar y habiendo dia1izado previa

mente. 
(b) Agentes reductores ( mercaptoetwiol. 3 ditiotr-v.i.tol). ·Se 

oompar6 la actividad específica de la proteasa, en una frac

ci6n de proteína precipitada ~el 10-40,C de saturae:ión con -

sulfato de amonio 8Ó1ido, presente en una muestra de esta -

fracci6n dializada en ausencia de ágentes reductores y en u:c. 
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sistema de reacción para medir actividad proteolítica que 

también carecía de ellos, contra el sistema cuyas condi

ciones ya fueron establecidas (punto 3.2.4 ). 
(e) K-EDTA. Se compar6 l.a actividad espeo!:fica de la pro

teasa presente en la fracci6n mencionada, cuando una mue!!_ 

tra de ella era dializada en ausencia de K-EDTA contra o

tra muestra de esa misma .fracei6n tratada bajo 1as condi

ciones normales ya establecidas. A otra muestra de esta; 

fracción se l.e midi6 la actividad proteolítica variando 

1a concentración de K-EDTA en el sistema de reacción a 

5 mM y- se com!Jar6 tambi6n su actividad específica con 1a 

muestra medida bajo ler.s condiciones normales ya estable

cidas. 

{d) Ooncentraci6n de fosfato de potasio. Se increment6 

1a concentraci6n total de buffer fosfato a: 100 mM en e1 

sistemR de reacci6n y se midi6 la actividad proteolítica. 

La. actiVidad específica fu.e comparada oon el. sistema ea

tabJ.ecido. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSION. 

4.1 Resultados. 

4.1.l Contenido de proteína en tejido herido. 
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Oon el objeto de definir si e1 sistema de incubaci6n 

de tejido herido funcionaba de acuerdo a 1a respuesta es

perada, es decir en un incremento en el contenido de pro

te!ne., se procedi6 a determinar y cuantificar el cDntenido 

de proteína a diferentes tiempos de incubac·i6n de tejido 

herido. 

La .cuantificaci6n de proteína fue hecha utilizando 

el. m~todo de Lowr,. y en la fi~...u-e. 4 se muestra la curva. 

patrón de proteína utilizando albWnina bovina. como con

trol., de J.a cual. fueron interpolados los resultados en 

todos: loa casos que t>Osterionnente se mencione. La tabla 

1 muestra el contenido de proteína en donde se indica la 

desviación este:ndar de algunos tiempos de incubación de 

tejido herido. Para la apreciación de estos datos en for-

ma diferente se han uti1izado 1os mismos para 1a obten

ción de l.a- figurá 5. 

Los resultados revelan, en éuanto a1 contenido de 

proteína se refiere, que el tejido herido illSlltiene e1 

contenido de proteína en las primeras horas de incuba

ción; observándose que aproximadamente a las 6 horae de 

incubaci6n el contenido de proteína se incrementa nota

blemente ( 175 ,& ) , y este incremento se mantiene apro

ximadamente hasta las 24 horas, después de 1as cuales el. 

contenido de proteína decae a 1os niveles basales, y aú= 



0.7 

o.6 

0.5 

0.4 
n.o. 
750 nm. 
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100 200 300 400 500 600. 100 800 900 1000 
microgramos de· proteína. 

FIGURA 4. Curva patrón de proteína. Determinación por e1 
m~todo de Lowry, usando albúmina bovina co~o control. 
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por debajo de éllos (68 ~) despu's de 1as 48 horaB' de 
incubaci6no 

Estos resW..tados permitieron coa.probar que e1 siste

ma de incubación denominado "cámara hum.eda" funcionaba a

decuadamente en tanto a 1a respuesta de herida esperada, 

es decir en ung. activaci6n de la síntesis de prote!naa, 
que se vería reflejada en un incremento en el contenido 

de prote:!na~ incremento que se hace notable a l.aa 6 horas 

de incu.baci6n de tejido herido y oue ae mantiene aproxim~ 

demente hasta 1as 24 horas de incu.baci.6n. Ademé, los cam, 

bioa en el contenido de proteína podían ser debidos a una 

actividad proteolítica en e1 tejido herido, principalmen

te en horas posteriores a las 24 horas de incubaoi6n de 

tejido herido, donde la reducci6n en el. contenido de pro

teína alcanza un 68 f.· por debajo de 1os nivel.ea basal.ea. 

Este aspecto se estudió posteriormente. 

4.1.2 Contenido de anino!o:idoe y poliaminas en tejido -

herido. 

aon el. objeto de d.et:P-Tmil".ls:r,.. lo~ c!!!!!!!.bios en .el. ~onte~ 

nido de poliaminas (uno de 1os objetivos de este trabajo) 

se procedi6 a 1a calibraci6u de una co1unme de intercam

bio cati6nico para definir el. patr6n de e1uci6n de '&td. 

La col.umna perai.te retener pal.is.minas debido a su natura

leza policat~6nica, sin eabergo, el extracto de tejido -

que se aplicaba a l.as col1•naa d~ interc~bio catióni.~o 

contenía no s61o poliaminaa. sino otras especies cuya na

tural.eza pod!a ser tambi&n ?atidnica, como el. caso de a

minoácidos; por l.o que se requería de une: separación e-



TABLA 1. 00'.NTENIDO DE PROTEINA EN TEJIDO HERroo 9E 

Solanum tuberosum l!• 

Tiempo de incubaci6n 
(horas) 

o 
3 
6 

9 

14 
18 

Z4 

30 
48 

72 
120 

mg de protefñi 
g de tejido fresco 

2.76 ± 0 .. 31 
2·.97 

4.83 ± 0.36 

3.67 
3.24 

3.73 + 01'33 -
3.11 + o.4l. -
2.93 
3.15 ± 0·.5l. 

1.88 + 0.44 -
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La proteína. se precipitó con !éido tricloroac,tico 

al. 15 ~ de una fracción dé sobrenadan.te de 45,000 g (p~ 

to 3.2.2 del. cap!tul.o de Parte Ex.perim.enta1); el. sedim~ 

to obtenido de centrifugar· a 1,200 g se reeus.pende en -

Tri&-HOl o.os X pH 7.5 y se determina. por el. m'tcdo de 

Lowry, el contenido de proteína se extra-pola de l.e figu-

ra. 1. 



1 
1 

mg de 
proteína 

4.0 

g de tejido 
fresco 3.0 

2.0 

l.O 

1 1' 1 1, ' •••• '. 
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 

horas de incubación 

FIGURA !t•. Contenido de proteína en tejido herido de -

Solanum. tuberosum .!!• El contenido de prote:!na. fUe de

terminado por el .método de Lowry, tl!terpolando de 1a 

.figura l., 

40 
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fectiva y bien definida en primer lugar entre aminoáci

dos y poliaminas, además de asegurar un rango de separa

ción entre aquellos aminoácidos básicos, de mayor carác

ter ca.ti.Snico q.ue l.os otros aminoácidos 11 y 1as po1iami.

nas. De esta manera mientras se lograba la cuantifica-

~ ci6n de los contenidos de po1iaminas a l.o l.argo de 1a -

incubacidn .de tejido herido, se obtendría tambilin un pe~ 

fil de la misma naturaleza del contenido de aminoácidos, 
i.nf orm.aC"i6n que seria comp1ementaría a l.a obtenida de -

la actividad proteolítica que permitiéra interpretar l.a. 

reducci6n en el contenido de proteína ya mencionado an

teriormente, después de las 24 horas de incubaci6tt de 

tejido herido. 

Para lograr este objetivo, cuantificación de amino

'cidos y poliaminas totales, hubo primeramente la nece

sidad de determinar varios oontro1es previos para ia ob

tención de reeul:tados. Entre estos controles se hicieron 

curvas de calibraci6n de 1a columna de intercambio cati6-

nico como ee muestran en las figuras &:.1 y 8; donde se -

definen los patrones de e1ución en forma independiente -

para cada aminoácido seña1ado (figura &), para las polia

llinas sefia1adas. (figUra 'lh así como e:L pa~rón de eluci6n 

de unameecla de prolina, arginitia J' espe:cnidinal {figU.ra 

&.). 

Ll;1. columna de intercambio cati6nico :f'ué<calibrada -

con a.'llinoácidos neutros y básicos; encontrándose que los 

patrones de eluci6n de los aminoácidos neutros, como leu-· 

cina 7 prolina, no variaban significativamente, eluían aJ. 



l {A) f 
(l)--(2)---------------(3 4 .. 0 

.D.O. 440nm 
Fracci6n 2.0 

a.o 

.D .. o. 570nm 
Fracción 4•0 

(B) 
(1)-l2)- -----------------------(3)-

(C) 
4 (1)----(2)---~---------(3)---------.o 

D.O. 570nm 
.Fracci6n 2.0 

1 1 
ml de volumen eluído 
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FIGURA 6. Patrones de eluci6n de aminoácidos. S.e util.i.

z6 una columna de intercambio cati6nico .Dowex 50W-X4 ~e 

0.5 por 9.0 cm(Raymoncijean,H. 1979). Patrones de elue:i6n 

d (A'\ 1),..1" 3 DO 1 2 . . .. )· '"""\. ... --·-. _..., --r. e ~ ,_, ...... e ina • · • , · m1cromo.1.as , \DI i..eucina .L~ iJ•v 

(4 micromole.s) y (C) Arginina 12 D.0.(3 micro-:n.olas) • .:1 -

orfit.n ~e f>luyi;.ntes fué: (l) lavado con HCl o •. 05M, fra,:::eig_ 

nes no unidas,(2) buffer fosfato de potasio 20 mM pH ·B.~-

0.25M de KCl, eluci6n de aminoácidos al cambio oc-- pHi {3) 

buffer élnterior, con 3.0 rt, e.e KOL. 



i {A) l 
4.0 (l)-(2)-(3)7\-{ 4)------(5)---------- ·_ 

n.o .. 570 nm 
Fracci6n2 • 0 . 

(B) 

40 (1)-(2)-(3)-- . -----(5) 

n.o. ·570 nm 
~a:eción 20 

150 

D.o. 510 nm 
Fra.cci6n 

50 

(a) 

l.).-(3)----------(5)-- (6)-(7)-

25 50 75 100 
ml de volumen eluído 

PIG7JRA '1. Patrones de eluci6n de poliaminas en una co-
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!.u.-nna de intercambio catiónico, Dowex SOWX-4, 0.5 .x 9.0 

e~, (Raymondjean M'., 1979). Patrones de eluci6n de: (A) 

Pu.trescina 1.1 D.O.(l micromol),(B) Espermidina 91 n.o. 
(l.6 micromolas), (C) Espermina 530 D.0.(64 micromoJ.as).E

luyentesi (1) RCl 0.05 M; (2) al (8) buffer .fosfato de V::.?., 

tasio 20 m1I pH 8 .• 0 con: (2) 0.25 M de XCl, (3) 1 M de Xal 

(4) l.25 ll de KOl, (5) 2.0 M de KCl,, (6) 2.25 M de KCl , 

(7) 2 .. 5 II de KCl, (8} 3110 X de KOl.. 



30 ~c1>---<2 >-------------------<3 J-----... 
(A. 

(e) 

20'"' 

u.o. 
Fracci6n 

10·~ 

10 20 30 40 
liúmero de fracción 

PIGURl. J. Patr6n de eluci6n de mezcla de eminoácidos 7 -

una pol.ie.mina .. en una col.umna de intercambio catiónico -

Dowex 50WX-4, com.o en l.t:r figura 4. (A) Prolina. 35 D·.O .. / 

440 :cm (29.2 mic:romolas), (B) Arginina 39 D.O. 5'70 zs -

(23.6 micromolaa), y (O} Espermidina 26 D~o. 570 .?llll -

( 4.5 :micromo1as). Orden de eluyentetn (l.} HOl. o.os •• -
(2) buffer fosfato de potasio 20 mJI pH 8.o- 0.25 1( de XOl. 

y (3) buffer fosfato de potasio 20 mM: pH 8.0- 3.0 JI i!·e -

KCl. 
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cambio de pH 2 a 8, con bUffer fosfato de potasio 20 mil pH 

8.0-0.25 J( de KCl, como se observa en la figura6. 1ih cambio 

el aminoácido básico, arginina,_ se retuvo con más fuerza en 

l.a columna cuando el._ lavado con bUf'fer fosfato de potaai.o 

20 mM pH 8.0-0.25 Jrf de KOl. era limitado; oc.aai.onando con e!_ 

to que parte de este aminoácido se eluyese con 3.0 lit de XOl 

(figura 61 C); por l.o oue se decidi6 lavar exhaustivam.e!:tte 

con el buffer fosfato de potasio 20 mM pH 8.0-0.25 it de -

KCl, lo que permitió eluir ca.sí completamente a arginina,.

previamente a la eluci6n de las poliaminas con bu.ff er foe

fato de potasio. 20 d pH 8.0- 3.0 • de KOl.. Esta aepara
ci6n se confirmó al observar 1os patrones de eJ.uci6n que 

se obtuvieron con po1U!minaa. 

El estudio de los patrones de eluci6n de po1iaminaa 

(figura 1);, muestra que l.as poliaminas eluyen a concen

traciones más al.tas de 0.25 ll de .KCJ.s putrescina el.uye c:>n 

l H de KOl., aproximadamente, en buffer fosfato de potasio 

20 mM pH a.o, espermidina e1U1'e con 1.25 JI ele KCl.,. en e:t 

buffer anterior y espel:.inina empieza a eluir en e1 buffer 

anterior con 2.0 M de KCl y termina. el.u.yendo con 2.25 JC 

de KOl; concluyendo, la eluci6n con btlffer t'osfato de -

potasit> 20 d pH a.o- 3.0 lf de KOJ.. l.ograba e1uir el. con

tenido total. de poliaminas de extractos de tejido, habi-S 

do separ.d.o perfectamente con anterioridad ~ l.oa aminoá

cidos, ya que definitivamente ninguno de tillos eluía a 

esta concentraci6n de XCl. 

Cuando se realizó un cromatograma empleando una -

mezcla de prol.ina, arginina y eapermidina; se pudo com.-



probar con toda claridad oue 1a conc1usi6n anteriormente 

descrita era cierta, ya oue 1os. dos aminoácidos el.uían. a.1 

cambio de pH con buffer fosfato de potasio 20 mH pH 8.0 -

0.25 M de KCl. y un lavado exhaustivo permitían separar -

arginina.7 aminoácido que más se retiene a la col.unma, de 

l.a poliamina , espermidina, oue eluía con buffer fosfato 

20 mM pH 8.0- 3.0 K de KOl (figu.ra 8). 
Se realizaron curvas patr6n 'POr el. m6todo de ninhi

drina tanto para aminoácidos como para polis.minas, ya -

que cada especie tiene diferente absortividad molar como 

puede observarse en l.as figuras 9,10· yll}. 

Al mismo tiempo que se establecía el método para la 

separaci6n de aminoácidos y poliaminas haciendo uso de -

la columna de intercambio cati6nico, se establecía tam

bi~n la ca.pscidad de retenci6n de l.a resina ocupada; por 

el tamaño de la columna usada. La capacidad de retención. 

de la columna se detennin6 en base al a.náJ..isis de dos as

pectos: e1 contenido de compuestos que daban reacción con 

ninhidrina y que eran reeol.ectados en las fracciones del. 

lavado con HCl o.05 Jf, y la sensibilidad de detecci6n por 

el método de nillhidrina de las poliaminas eluídas con -

buffer fosfato de potasio 20 mM pH 8.o- 3.0 lit de KCl! 

Cuando se apl.icaban a 1a columna de intercambio catióni.

co menos de 100 D.o. de ninhidrina en su equivalente en 

volumen de extracte ácido de tejido, lo que se observa

ba. era que la: sensibilidad de detección de pol.iaminas se 

reducía por el métod:> de ninhidrina; y que cuando se a

plicaban. más de 100 n.o. de ninhidrina se observaba que 



D.O. o. 
570 1lll1 

o. 

o. 

o. 

o. 

naol de aminoácido. 

:FIGURA 9'. Curvas patr6n de aminoácidos. Usando como -

controla (.A) L-Leucina '3' (B) L-J.rginina, determinado• 

por el método de Ninhidrina. 
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FIGURAJB. C'llrva pa.tr6n de L-Prolina detérminada por f!·l. 

m6todo de Ninhidrina a 440 nm. 
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l':I~TTP.A !U~ nu._...,,as patrón de po1iaminas 1 (A) Eapermina, 

(B} Bspermidina, y (O) Putrescina; determinadas por e1 

m'todo de Ninhidrina. 
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1 
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lñ'ñnero de fracción 
FIGURAJ.2. Cromatogramas de e~ractos de tejido: {A) te

jido fresco, {B) 6 horas de incubación ; e1u{dos de una 

co1umna de intercambio cati6nico como en 1a figura 4. -

Orden de los e1uyentes: (1) HCl. 0.05K,(2) buffer fosfato 

de po.tasio 20 mX pH 8.o-0.25 M de XCl.. e1uci6n de aminoá.

cidos C_)y (3) el. buffer anterior con 3.0 M de KCl. d~nde 

eluyen las poliaminas (----). 
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FIGURA 14. Cro~atogramas de extractos de tejido: (A) 

tejido herido por 48 horas de incubaci6n y (B) 72 ho

ras de incubacidn ; elu!dos de una columna de intercam

bio cati6nico como en la. figura ll2. 
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FIGURA U. Uromat:ogram.a dél extracto de tejído her-ido -

por un tiempo de incttbe.ci6n de 120 horas; eluído de U1la 

col.umna- de interoam.bio cati6nico como en la figura 12. 
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había un incremento no~ab1e en e1 contenido de compU:estm:. 

que daban reacci6n con nitih.idrina en las fracciones reco

lectadas de1 lavado con HCl 0.05 M ; mientras .que no ha

bía ya un incremento significativo en la sensibilidad de 

deteccicSn de poliamin.4l.s. La capacidad de retenci6n de la 

resina resu1t6 entonc~s ser de aproximadamente un 10 % 
de su capacidad te6rica, de 800 D.O. de ninhidrina; .con 

esta informaci6n se decidi6 no aplicar por arriba de 100 

n.o. de ninhidrina. 

Por consiguiente en adelante 100 n.o. de ninhidrina 

fu~ la cantidad aplicada a la columna de intercambio ca

ti6nico, de los diferentes extractos de tejido { mante

niendo constantes las dimenaiones de la col.umna ) : ha

bi~ndose obtenido en todos los oasoa rendi:mientos de re

cuperaci6n euperiores a1 80 %. 
Habiendo establecido tanto lE separación como la -

cuanti:ficaci6n de aminoácidos y poJ.iamina.s, se procedió 

a. aplicar Ios extractos de tejido fresco y herido a di

ferentes tiempos de incubación. Los cromatogramas de los 

diferentes tiAmpo.s de incubac;i.~n de tejido her:tdo se 

muestran en las figurasl.2, 13, l.4 y 15. 

En los cromatograma.s de. extractos de tejido herido 

{figuras~- 15 ) se puede apreciar aue hay tiempos en 

los cuales las trace.iones del lavado con HOl O .05 M -

contenían especies oue daban reacci6n con ninhidrina, 

podría pPnsarse q_u.e fuera aminoácido no unido, pero la 

capacidad de la resina es aún 8 veces mayor a la ap1i

cada:; tambi~n podr!a pensarse en aminoácidos ácidos ,. 



sin embargo un cromatograma de ácido glutámico bajo las 

mismas condiciones mostró que éste mninoácido eluía ta.:n

bi~n al cambio de pH {dato no mostrado), con buffer fos

fato de 'Potasio 20 mM pH 8.0-0.25 Jl de KCl: por lo tanto 

Queda mh1 por definir qué és el componente de estos ex

tractos de tejido de los tiempos de incubación 6, 18, 24 

y 48 horas que dá reacci6n con ni.Dhidrina y cuyo conte

nido cambi6 con los tiempos de incubacicSn. Éstos croma

togramas muestran también la separación entre aminoáci

dos y polia~inas claramente, cuando se lava exhaustiva

mente con buffer fosfato de potasio 20 mJl pH 8.0-0.25 K 

de KCl. Los aminoácidos son elu!dos al cambio de pH al

rededor de la fracción número 10 il'.lm.ediatamente después 

del cambio de ~H de 2 a 8, y de elUir con el buffer fos

fato de potasio 20 mll pH B .. 0-0.25 lt de KCl.; mientr~ que 

las poliaminas en todos los casos son eluídas en conjun

to alrededor de la fracci6n número 22, inmediatamente -

des:ou~s de la adici6n de buffer fosfato de potasio 20 

mJl pH 8.0- 3.0 K de KC1. Los cr.om.atogramas tambi~n tnue,!_ 

tran t¡tte el contenido de pol.iaminaS es mucho menor al -

de aminoácidos, por lo que se- representan haciendo uso 

de dos escalas de densidad 6ptica a 570 nm. Por otra -

parte los cromatogramas que se presentan .fueron selec

cionados por representar el. contenido de amino,cidos -

y poliaminas de tejido herido a diferentes tie:npos de 

incru.bación analizado en :forma compara.ti va de cantidad 

de muestra aplicada. 

Cuando se ana1izcS e1 contenido de aminoácidos que 
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ref1ejaban estos cromatogramas se observ6 un decremento 

a las 6 horas y un aumento a las 18 horas de incubación, 

lo cuaJ. no era concordante con la distribu.ción de conte

nido de aminoácido mostrada en la tabla 3, principalmen

te en estas primeras horas de incubaci6n de tejido herido. 

Esto se debió a que la distribución de 1a e1uci6n del ami-, 

noác1do no :f'tle uniforme en el. cromatograma lo que haoe -

difícil la interprétacidn a simple vista y en forma com

parativa. Fue necesario entoncés representar el. contenido 

total para verdaderamente observar y analizar las varia

ciones de este parámetro (tabla 3). <fon respecto al con

tenido de pol.ieminas no se detectó discordancia debido a 

que la eluci6n de estas se distribuía entre un menor nú

mero de fracciones con un menor volumen de eluci6n. Sin 

embargo, el análisis de las variaciones en los contenidos 

tanto de aminoácidos como de pol.iamina.s .se considero más 

adecuado représentarlo en contenido total. con respecto a 

J.os tiempos de incubaci6n de1 tejido herido (tablas 2 y 3). 
Los resul.tadOs que se mu.estran en las tablas 2 y 3 , 

mm sido graficados en 1as figuras l.6 y 17. 

En cuanto al. contenido de poliaminaa se refiere es

tas se incrementan notab1em.ente a 1as 6 horas de incuba

ción, decayendo en horaa subsecuentes hasta e1 ni.vel ~ 

sal. y tendiel1do a aumentar despu&s de las- 24 horas, apro
xim_ad.amente, de incubaci6n de tejido herido (figura 16). 

Por otro lado, el contenido de aminoácidos en tejí-
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'?ABLA 2. OONTENIDO DE POLI.AMINAS EN TEJI:OO HERIDO DE 

So1anum tuberosum !:• 

Tiempo de incubaci6n 

(horas) 

o. 

6 

18 

24 

48 

72 

120 

Contenido de Po1iaminas 

(:nmol./ g de tejido fresco) 

78.66 + ' 7.36 -
557.75 + 143.50 -
109.21 ±. 39.41 

65.19 ± 17.26 

195.41 ±. 38.81 

127.69 .:!:. 7.76 

263.06 .:!: 41.07 

Un volumen equt val.ente a 100 D. o. a 570 nm del sobre

nadan.te ácido producto de.la precipitaci6n con ácido tri

cloroac4tioo del. homogenado de tejido herido se aplic6 & 

una. columna de intercambio cati6nico (Dowex SOW-X4, 0.5 

por 9.0 cm.) para separar aminoácidos 1' polisminas'• 'Las -

poliam:µuis fUeron eluídas con 3.0 • de l:Ol en buffer fos~ 
~o de pQ'ta.sio 20 m.JI pH B.o, 1 determinsdae por el méto

do da Ninhidrina. El contenido de poliam.inas se expresa 

como nmolas de Espermina por gramo de tejido fresco. 
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FIGURA 16. Contenido de polis.minas en tejido herido de -

Solanum tuberosum ~·· El contenido de poliaminaB elu!do -

por g.o cm) con buffer fosfato de potasio 20 mH pH 8.0-3.J 

ll de XOl. y determina:das por el m6todo de Ninhidrina se i;..::l

cuentr& • graficado. a diferentes tiem~os de incubaci6n. EL 

contenido se expresa como nmo1 de Esper.nina ~or gra~o d~ 

tejido fresco. 
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TABLA 3. CDNTENIDO DE AMINOAOIDOS E!'f TEJIDO HERIDO DE 

Solanum tuberosum .!!• 

Tiempo de incubación 

(horas) 

o 

6 

l.6 

24 

72 

l.20· 

Contenido de Aminoácidos 

<,.a.mo1/g de tejido fresco) 

12.11 + 1.82 -
12.82 :!:. 0.90 

8.23 + 2.10 -
l.3.22 ± 0.35 

l.9.31 ± 0.49 

20·.66 + 0.79· -
l.7 .. 25 + 1.94 -

un volumen equivahnte a 1.00 n.o. & 570 nm del. sobre

nadan.te ácido producto de l.a precipitación con ácido tri

cl.oroac~tico del. homogenado de tejido herido tué aplicado 

a una ool.l.J!!lI1$. de intercambio cati6nico (Dcwex 50W'-X4, 0.5 

por 9.0 cm) para separar aminoácidos de poliaminas. El -

contenido de aminoácidos elu!do r,011 0.25 H de KCl. en bu

ffer fosfato de potasio 20. mM pH 8j'O se determinó por Nin

hidrina. El contenido se expresa como micromol de L-Leuci

na por gramo de tejido fresco. 
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B1. contenido de aminoácidos se expresa como ~mol. de L-Leu

cina por gramo de tejidó fresco. 



do herido de diferentes tiempos de incubación (figura J.7), 

muestra ~ue éste se· mantiene a nivel. basa1 hasta alrededor 

de las 24 horas. Al parecer durante estos tiempos la. tendel! 

cia de 1a poza de a:ninoiícidos- es a mantenerse o a descen

der ligeramente; deapu~s de l.as 24 horas de incubaci6n del. 

tejido .herido, el. contenido de aminoácidos se incrementa y 

se mantiene a ese nivel hasta aproximadamente J.ae 120 horas 

de incubaci6n de tejido herido. 

&rtos resultados sugerían que podría existir una..act!. 

vidad proteol:ítica que se manifestase y que en cierta for

ma fuese concomitante con la reducción en el. contenido de 

proteína alrededor de 1as 48 horas de incubsci6n (figura 5) 

y con el incremento en eJ. contenido de aminoácíq.os después 

de las 24 horas de incubaci&n de tejido herido (.figura 17). 

4.l.3 Nivel.es de actividad proteo1ítica en tejido herido de 

So1anum. tuberosum L. -
Laamediciones de actividad proteolítica se real.iza

ron sobre extractos crudos dial.izados auna: concentración 

equiv~lente de proteína. {0.46 mg/ml de sistem" de re$cci6n} 

se observó durante e1 estudio que esta concentración de -

prote!na era la 6ptima; concentracione8 menores a este ni-, 

ve1 reducían la sensibi1idad de detección usando azooase!

na como sustrato, mientras que concentracione&mayores -

hacían.manifiesto un ef'ecto inhibitorio que reducía nota

blemente 1a actividad específica. hasta en un 50 f! si se '=' 

dupl.icaba esta concentracidn. Por otra parte se encont:r6 -
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que los extractos req~er!an de diálisis para medir activi.

dad {figura 18), como se observ6 del hecho de que el tiem

po 48 horas en donde se encontr6 el máximo de actividad -

proteolítioa en tejido herido, en ausencia de diálisis no 

se detect6 actividad enzimátic~. 

Se determin6 la curva de saturacidn ~or sustrato u

sando azocase!na (figura 19), la cual mostr6 que la con

centraci6n empleada en las determinaciones de a9tividad 

proteolítica que se realizaron1 4 mg/ml de sistema de rea.s:. 

ei6n, caía en el l·!mite de concentraciones e!l donde comen

zó a apreciarse un efecto inhibitorio por concentraci6n de 

sustrato sobre la actividad proteol.ítica determinada; este 

efecto llegó a ticanzar un 10 ~ de illhibici6n. 

Las figuras 2('J y 2i representen las cin~ticas de ac

ti vida.d proteol:Ctica de extractos crudos de tejido herido 

a concentraciones equiva1entea de proteína y bajo condi -

ciones de saturaci6n p~r su.etrato (aza::>caseína). Fatas grá

ficas muestrán las velocidades iniciales de la actividad 

enzimática: y por consiguiente refiejan el contenido de e:g

Zilaft presente en el tejido herido, las pendientes de estas 

gráficas. difieren entre e!, de la misma manera que las es

calas utilizadas dependen de los niveles d~ actividad en

contrados en cada extracto. 

En la t~bla 4 se muestran las velocidades iniciales 

obtení.dae de las pendientes de las cur.vas de las figuras 

20 y 21, las unidades de actividad enzimática y la activi

dad específica de tejido he~ido incubado a diferentes tie!!. 

pos. En esta tabla se puede obaervar de nuevo oue la mayor 
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pendiente {tiempo 48 horas) define el mayor número de uni

dades de· actividad enzimática así com.o a 1a mayor activi

dad específica 125.52 ±, 0.59. La :figura 22 muestra los re

sultados expresando la aetividad específica (tlhi.dades de -

actividad por mg de proteína), contra tiempo en horas de -

incubaci6n de tejido herido usando azocaseína como sustra

to bajo condiciones de aaturaci6n. Los resultados muestran 

que existen diferencias. en tanto al. contenido de enzimas -

proteolíticas en extractos de tejido de· diferentes tiempos 

de incubaci6n. Existe actividad proteolítica en tejido fre.!. 

co, probablemente debida a una inmediata respuesta a heri

da- o a una lisis de partículas semejantes a l.os lizosomas 

que liberarían enzimas de naturaleza proteolític~ durante 

el proceso de extracción. Un enfriamiento a -2º0 no previe

ne esta actividad durante el proceso de extracci6n. Esta -

actividad proteo1ítioa se mantiene en las primeras. horas-

de incubación, no así después de 1as. 6 horas en que l.a ac

tividad proteolítica se incrementa para tener un máximo a 

1as 48 horas de incubacicSn de tejido herido; y 1uego de

caer y permanecer constante, un poco por arriba del nivel 

de actividad proteolítioa del tejido fresco, alrededor de 

las 120 horas de incubación. 

4.l.4 Purificaci6n Ea.zimlttica. 

La purifieaci6n enzimática se realiz6 con un fraccio

namiento de proteína por precipitación con sulfato de amo

nio de extractos de tejido herido de 48 horas de incuba

ci6n, seleccionado porque· en él se determinó el máximo de 
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FIGURA 18. Efecto de diálisis- sobre la Actividad proteo-

1!tica en extractos de tejido herido de 48 horas de incu

bacidn. Se detenain6 el efecto de diálisis sobre la acti

vidad proteol!tica medida a concentracionee equivalentes 

de proteína (0.46 mg/ml de sistema de reacción) usando -

.ázocase:!na como sustrato, bajo condiciones de saturaci6n: 

(A) extracto crudo dializado, {B) extracto crudo sin dia

lizar. 
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FIGURA. 1.§. Actividad Pro.teolítica a diferentes conoen

traciones d.e azooaséína. La figura muestra la curva de 

saturación por sustrato; se midió la actividad proteo

lítica en un extracto de tejido herido d.e 48 horas de 

incubación con O. 46 mg de proteína por ml de sistema. de 

reacci6n empleando diferentes concentraciones de Azoca

seína 
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FIGURA 21). Cin~ticas de actividad proteol!tica de tejido 

fresco y herido de Sól.anum tuberosum !!• Oinéticas de ac

tividad pr.oteolítica: de extractos crudos dia1izados de '!P~ 

jido herido a diferentes tiempos de incubaci6n; medidas -

en todos Jl.oa casos usando una concentración de -proteína 

de o. 46 L:Sg por ml de· eiste:nn de reacci6n con a.zocase:úm 

como sustrato., bajo condiciones de saturacidn del mism=• 
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FIGURA 2t. Cin~ticas de actividad proteol!tica de tejido 

herido de Solan.um tubero:sum L.Clinéticas ae actividad pro
teolítica de extractos crudos dial.izados de tejido herido 

a diferentes tiempos da incubación; medidas en todo.a: los 

casos usando una concentraci6n de proteína de 0,,46 mg/ml 

de .sistema de reacción con mtzocaseína como sttstra.to, bajo. 

condicione~ de eeturaci6n del mismo. 



T.4.BLA 4. NIVELES DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA EN TEJIDO 

HERIDO DE So1anum tuberosum k.· 

Tiempo de Velocidad Unidades de Actividad 
incubaci6n inicial. Actividad específica 

(horas) (AD.O./min) enzimática (U/m.g de pro-
(U) teína). 

o 0.0025 l.50.00 46.87 z. 4.36 
6 0.0015 ¡39.94 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 ± 8.74 

Las dete:rminaciones se real.izaron sobre ex.tractos -

erudos dializados de tejido herido a diferentes tiempos 

de incubaci6n, a una. misma concentracidn de proteína (0.46 

mg/m1) en m:i sistema de reacción usando azocaseína c.omo -

sustrato, bajo condiciones de saturaci6n del mismo. Las 

velocidades iniciales se obtuvieron de las pendientes de 
" las curvas de cinéticas de actividad proteolítica de las 

figuras 2~ y 21 para cada tiempo. Las unidades de enzima 

se expresan ~omo el cambio en 0.001 D.o. a 340 nn por ho-

ra~ Otras condieion€s ver capítu1o de metodología púlltO 
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FIGURA 22. Niveles de acti.vida.d proteo1ítica. en tejido he

rido de Solanum. tuberosum .!!• La: actividad proteo1ítica de 

extractos crudos dializados de tej1do herido se determin6 

en un sistema de reacción use.ndo a.zocaseína como sustrato. 

La a:ctivid.ad proteo1!tica específica se expresa. como uni

dades de actividad (U) por mg de proteína. 
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ac'tiVidad proteol.!tioa de tejido herido. 

Se realizó un estudio previ6 secu.enoial para definir 

1as condiciones que se utilizaron para realizar e.sta pri

mera etapa de purificaci.6n enzimática:;' el cual consistid 

en determinar donde cortar el f'racciona:niento de proteína 

por -precipitaci6n con sulf'ato de amonio sól.ido, así como 

determinar el ef'ecto del ajuste entre 5 y 6 unidades de 

pH. La selecci6n de este pH se debi6 a que en ensayos pr!_ 

vios la determinación de actividad proteolítica a pH 4.5, 

7.5 y 8.7 en .extractos de tejido de tiempos o, 6 y 18 ho

ras de incubación., era muy inf'erior a l.a que se detectaba 

midiendo a pH 5 ... 7 • La tabla 5 muestra los resultados ob

tenidos de este estudio que se ha identificado de 1a si.

guiente manera dependiendo del procedimiento seguido: 

(a) Oondiaiones de ajuste de pR inicial sobre los extrac

tos crudos de tejido herido .. , 

Se ajustó entre 5-6 unidades de pH y se ..fraccionó de 

0-35 fo y de 0-30}< de saturación con sul.fato de amonit> s6-
1ido (experimento l. y 2 respectivamente)~ se centrifugÓ -

fraccionando. Bn ·Cada una de las fracciones se determ.in6 

el. contenido de proteín~ por el. m'todo de Lowry y 1a ac

tividad proteoJ.itica usando azocaseína co:no sustrato. 

{b) Condiciones de· ajuste de pH final sobre los extractos 

crudos de tejido herido. 

sulfato de ainonio s6liP.o (experimentos 3 y 4 respectiva

mente), se centritug6 y al. sobrenadante se le ajustó el pH 

entre 5 y 6 unidades y se continu6 fraccionando. 
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TABLA 5. FRAOCIONAJ.lIErn~o DE p_fü)l:.E!NA DEL EX?a.ACTO CP.UOO 

DE :!!EJIDO HEBI.00 PO!l PRRO!PITACIOil CON SULFATO 

DE AMONIO. 

r<- d' . + """'n 1c1ones Fracción % Proteína++ rL Actividad -,. - . ++ 

(a} pH inicial 

Experimento 1 

Experimento 2 

(b) pH final. 

Experimento 3 

Experimento 4 

0-35~ 
35-70~ 
70-80~ 

0-30~ 
30-70~ 
70-80~· 

o-io~ 
l.0-20~ 
20-40" 
40-501' 

0-25~ 
25-55~ 

{o) condi-ciones 
se1ecci.onadas 

55-80~ 

Experimento 5 0-10" 
10-40~ 
40-80~ 
so-aro~ 

46.82 
49.93 
3.25 

46.71. 
46.57 
6.71 

3.77 
8.02 

59.49 
28.72 

10.l.8 
72.52 
l.7 .29 

1.62 
58.07 
20.10 
19.07 

Proteolítica 

92.95 
7.04 
+++ 

37.46 
48.31 
14.23 

+++ 
21.12 
39.46 
33.42 

27.06 
31.86 
41.07 

0.40 
81.29 
18.70 

+++ 
+ Especificadas en punto 4.1.4 de este capítulo. 

++ Se consideró el co-ntenido total. acumulado a la frac
ción indicada, para los cál.culoa .• 

+++ No se detect6 actividad proteo1:ítica. 

Se rea1iz6 un fracciona~iento de proteína por precipitaciáñ. 

con sul.f'ato de amonio s61ido sobre extractos crudos de ti.ea 

po 48 horas, segdn el procedimiento especificado para ce.da 

experimento; la actividad proteol.ítica fUé medida según l.as 

condiciones especificadas en el punto 3.2.4 de l.a Parte Exp~ 

rimenta1 usando ezocaseína como sustrato pajo condiciones de 
saturacía'n ~or el mismo. 



(e) Condiciones seleccionadas para fraccionar 1a proteína 

de extractos crudos de tejido herido (pH final.). 

Se f'ra:ccion6 de un 0-10 % de saturación con sulfato 

de amonio s6lido; se centrif'ug6,, el. sobrenadante se ajus-

f t6 a un -pH entre 5 y 6 (ver punto 3.2. 5 de l.a. Parte Rrpe-
1 } ! rimenta1 · y se continuó .fraccionando. 

Anal.izando eomparativ~ente 1'os experill.entos 1 y 2, 

(tabla 5) realizados siguiendo el. fraccionamiento bajo l.as 

condiciones establecidas en el inciso (a.} pH inicia1; se 

puede observar que no existen variaciones- significa.tivs.s 

en cuanto a la distribuci6n de 1a proteína en 1as fraccio

ues reportadas,. mientras que un 5 fv, de más en saturaci6n 

con sul.fe:.to de amonio de la primera fracción en el, experi

mento 1, produce un incremento hasta de 3 veces en 1a ac

tividad específica; determinada con res-pecto E 1a primera 

fracci6n de1 experimento 2. 

Iias condiciones del. inciso (b) pH final. aplicadas a: 

los experim.entos 3 y 4 muestran una distrlbuci6n de pro

te-f ns:r diferente.alª' obtenida en 1os e~e:ri.Blentos 17 2 11 

el corte de 20-40 ~ y de 25-55 ~· produj6 ahora las frac

ciones con maye>r contenido en proteína y en enzima, com.o, 

se apre.cia de los fl de prote!na y de 1a acti.vidad espe

cífica reportada. 

Estoa e~erimentos sirvieron para definir el inter

yaJ.o de saturación sobre el cual. trabajar par.a reducir el. 

contenido de proteína y enriquecer en enzima en 1a frac

ci6n a seleccionar.. Los eXp~rimentos 3 y 4 mostraban una 

distribución de proteína más definida; se paila eliminar 



proteína por un mayor rraccion~niento entre un 10 y 50 

fo de saturación nor sulfato. de amonio, además de que el 

ajuste de pH final era e1 mejor en tanto a 1a distribu.

ci6n de la actividad específica de la proteasa que se ha

bía l.ogrado sigtti.endo estas condiciones, inciso (b), en -

tanto al. ajuste de pH se refiere. 
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Considerando que el objetivo de este estudio 11relimi

nar para fraccionar proteína con sul.fato de amonio, era el 

definir si era posible mejorar l.a sensibilidad en la deter

minación de e;otividad nroteolitica en ciertos tíemuos de in 
~ 4 -

cubación de tejido herido, principalmente en las primeras 

horas de incubación; así como mejorar las cinéticas de ac

tividad proteolítica con resl)ecto a otros sustratos, hemo

globi.J:l& y albúmina bovina, se opt6 por una fraccidn concen

trada en proteína y con actividad proteolítica al.ta. Estas 

características las reunía el :fraccionamiento descrito en 

el in.el.so (e), experimento ( 5) ; donde se observcS que se e.

liminaba aproximadamente un 40 ~ del contenido de proteína 

del extracto de tejido, fraccionando de la manera descrita. 

monio se 1ogr6 retener el 81 % de la actividad ~roteolíti

ca detérminada. 

Lle tabla 6 muestra la distribUci6n de la actividad es

pecífica de proteasas por fraccionamiento de prote:úia por 

sátu:raci6n con sul.f'ato de amonio s6lido sobre ex.tractos de 

tejido heridn de tiempo 48 horas de incubación sig~isndo 

el procedimiento enunciado anteriormente en el inciso (e). 

experi".:lento (5). 
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TABLA-~ D!STRIBUO!Oii Dl'.. LA AC?IVII1AD E.SPECI.FICA DE I'ROTE~ 

SAS EN LAS FRACCIONES OBTEIUDAS POR FiiECIPITACION 

CON SULFATO DE AMONIO SOLIOO. 

menté Concentra.- Unidades Uilidades Activi,,., Veces de 
de ción de de acti- totales dad Purifica 

proteína vidad por eapecí-
+-enzima ci6n 

tota1 mililitro fica 
(mg) (U/ml.) {U/mg) 

Extracto crudo: 
- no dial.i-

zado. 27.88 174.25 348.50 l.2.5 

-dial.iza.-

do. " 1743.90 3487 •. 79 l.25.l. 

Fracci6n: 

0-107' ó.41 16.83 10.00 24.4 
10-40~ l.4.89 3387.47 3387.47 227.5 l..8 

40-80~ 5.15 779.18 701..53 136.2 . 1.l. 

80-l.OlS 4.89 ++ ++ ++ 
Total 4099.00 

Recuperaci6n de proteína = 91 {.. 
+ Las veces de purificación fUeron cal.culadas con respec

ta ~1 extracto cX'1!do di~1tzadoA 

++ No se detecto actividad proteolitica. 

La aetividad proteol.íti.ca fUe medida se:gón condiciones -

especificadas en: e1 punto 3.2.4 de la Parte &cperii:nenta.l. -

en extractos crudos no dializados, extractos crudos dia1i

zados y fracciones de proteína obtenidas por precipitacicSn 

con .sulfato de amonio s61ida de tejido herido por un tiem

po de incubaci6n de 48 horas.. La actividad específica se -

de·fini.6 como el cambio en o.col. D.o. a 3110 nm. por hora por 

mg de proteína. 
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l'IGURA 2¡. DeterminacicSn de la especificidad de la enzima 

a varios sustratos. Cinéticas de actividad proteol:!tica de 

una fraeci6n obtenida por precipitación del. 10-40% de sat2 

ra:ci<Sn con su1f'ato de amonio s6l.ido con di.ferentes sustra

tos: (A) Azooaseína D.O. 340 nm, (B) Hemog1obina (sustrato 

parra proteasa) D.O. 750 nm, y (e) Albtimina bovina n.o. 750 

nni. La acti'Vidad proteoJ.ítica se determinó s·egt.1n el punto 

3.2.4 de la Parte Experimenta1. 
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(fon el fraccionamiento Sf>l.eccionado se obtuvo un., pu

rif'icaeión de ap,,.oxi.-nt~:lt""meniia 2 veces~ con res-pecto al ex-

tr2cto crudo ñia1izado. En esta tabla 6, también se- obser

vó oue 1a diálisis tenía un efecto promotor sobre 1a acti

vit!ad proteolítica hasta de 10 veces aproximadamente. 

El rendimiento de recuperaci6n protéica alcanzó el 

91 ~ aproximadamente. 

Cu.ando se determ1n6 la actividad proteolítica de ex

tractos crudos dial.izados frente a otros sustratos como -

he:noglobina (sustrato para "f)roteasa) y al.búmina bovina -

desnaturaJ.izada se encontró una compJ.eta incapacidad para 

determinar actividad proteoJ.ítica. Se procedió entoncés a 

determine.r la actividad proteolítica ahora empleando una 

fracción 2 veces más rica en enzima, la fracci6n obtenida 

fraccionando del 10-40 % por saturación con sulfato de am.2_ 

nio s6lido de un extracto de tejido herido de 48 horas de 

incubaci6n; obteniéndose 1os resultados que se muestran -

en 1a figura 23. 

Fsta figura muestra 0.ue definitivamente la actividad 

proteolítica es mucho mayor midiendo con azocaseína como 

sustrato, y que las enzimas muest~an baja especificidad. 

hacia los otros dos sustratos. 

4.1.5 Efecto de los componentes de la reacci6n en el sis

tema de medición de actividad proteo1ítica. 

La tabla 7 muestra los resuJ.tados del estudio real.i

zado para definir posibles efectos de los componentes de 

la reacción en el sistema de medici6n de actividad pro

teol!tica. 

Los resultados muestran que la enzima requiere de a-
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TABLA 7,. EFECTO DE LOS COMPONENTES DE LA RE4.G0ION EN EL 

SISTEMA DE MEDICION SOBRE LA ACTIVIDAD PROTEOLI

TICA. 

Condiciones 

a}Sistema comp1eto 

dializado 

b)Sistema completo 

no dializad.o 

o) - Agentes reductores 

d)- K-EDTA 

e) + 5 mil K-EDTA. 

f) 100 mK Po¡ 

Actividad 
específica 

806 .. 2 

80.6 

562.5 
862.5 

146.9 

1406.2 

100 

10 

70 

107 

18 

174 

La actividad proteol!tica. se midió uti1izando una fracci6n 

de ensima obtenida de fraccionar del 10-40 ;, con sulfato de 

amonio s61ido un extracto crudo de tejido herido por 48 de 

incubaci6n. El sistema de m.edici6n comp1eto contiene; 4 mg/ 

ml. de azocaseína, buffer fosfato de potasio 50 mJl pH. 5. 7:, 

K-ED'fA 1 mK, mercaptoeta.no1 4 mil, ditiotreitol 1 mM. 



gent·es re:.iuetorea:" ~ -mercaptoetano1 y di tiotrei toJ., 

1a actividad proteol.ítica medi:ie se reduce en un 30 

ximadamente en ausencia de ambos {tabla 7. {e)). 
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ya que 

fa a"Gro - -

No se detecta efecto significativo al. eliminar K-ffi)TA 

del sistema de ro.edición de actividad pro"teol!tica; no S"-.l.

cediendo así cuando se ajusta a 5 mM la aonaentraci6n de 

K-BDTA en el sistema de reacción que provoca 1471.a reducci6n 

del 80 fo,. en la actividad :proteolítica determinada con res.-. 

pecto al. sistema co!'.llpleto dializado, (tabla. 7 (d) y (e) -

respectivamente). 

Con respecto al. efecto de 1a concentracicSn de iones 

fosfato se observó que existe un efecto promotor sobre l.a 

actividad p:roteolítica, con un incremento de1 100 fo en 1.a 

conoentraci6n mi1.imo1ar de este ion (tabla 7· (f)). 

Nuevamente se observ6 e1 efecto promotor por diál.i

sis sobre la actividad protee>l.Ítica de extracto enzimáti

co, (tabla 7 (b} ). 
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4 .. 2 Diseusión •. 

Los resul.tados muestran que el. contenido de proteína 

de tejido herido de pa.¡e. tiene un :incremento en 1as prim~ 

ras horas de incubaci6n~ decayendo en horas subsecuentes. 

El contenido de polianinas muestra que hay- un incre

mento en las primeras horas de incubaci6n decayendo en -

horas posteriores al. fina1 de las cual.es penn.anece a un 

nivel constante. El contenido de aminoácidos varía poco 

en las primeras horas de incubación• aumentando en horas 

posteriores hasta estabiJ.izarse. 

Estos resultados hacen manifiesto que l.os cambios 

en el. contenido de pol.imz.dnas son concomitantes al. incre

mento en el. contenido de proteína en l.as primeras horas 

de incubación de tejido herido de pape; hablando de ~~n es

tado de pleno anabol.1sm.o en el. que el te3ido responde a 

herida::, quid: restableciéndose ti daño por herida. El. -

eantbio en el contenido de e:minoácidoe libres indicaba la 

posibilidad de l.a existencia de actividat'i proteo1ítica -

en tejido herido. 

La actividad proteol.ítica se hace manifiesta en te

jido herido de papa, de ta1 manera que la actividad pro

t·eol!tica de tejido fresco se mantiene hasta al.rededor 

de las 6 horas de incubación de tejido herido, incremen

tándose en horas posteriores hasta 1legar a un mhimo de 

actividad proteol!tiea alrededor de 1as 48 horas de incu

baci6n de te,j.ido herido, decayendo y pern:taneciendo cons

tan.te des.pués. 

El tiempo en que existe un cambio de incremento en 
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e]. contenido de aminoácidos corresponde también al incre

mento en 1a actividad proteo1ítie:a, y con 1a reducci6n en 

e1 contenido de proteína y poliaminas; e1 estado ahora -

tiende al catabolismo protéico en e1 tejido herioo, sin 

embargo el tej.ido no decae totalmente, la reducci6n se -

vuelve a 1os nivel.es basales, y sería aventurado hablar 

de su muerte 6 de que ha entrado a un estado de plena se

nescencia:. 

Los cambios metab61icos observa.dos muestran que e1 

tejido herido está sujeto a. una regul.aci6n bien definida; 

en la cua1 :las poliaminas y un sistema degradativo de :Pr2. 

taínas deben estar invo1ucrados. 

La metodo1og!a empl.ea.da perimiti6 la se:paraci6n ade

cuada de pol.iaminas y •ino,cidos; no obs-tante :la posibi

lidad de que existiese competenQia entre embas especie& 

debido a su natural.eza cati6nica, eepecialntente en el. ca

so de arginina. El. estudio también. muestr& oue es facti

b1e con metodo1og!as- adicionales realizar una ~paraci6n 

-más met.icu1osa, con e1 prop6si to de definir qué o ouié

nes son la.a especies de po1iaminas que qui.za sean l.as -

que particul.armente son inducidas por herida cie tejido 

de papa; ó que mantengan el t'Eljido viabl.e aún en proJ.on

gados tiea!>Os de incubación. 

Resul:ta.rí'á tambi&n interesante analizar sí l.as vari.11 

ciones en el contenido de lae eapeciew que eon. recolec'ta

daS" con el. l.avado con HOl O .05 •.•· fracción no unida; a l.a 

columna, de extractos de tejido herido en ciertos tieDpos 

de incubaci6n,representan únicamente l.aa variacione• ~!)r 
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muestra aplicada o bien sí es de al.gu..na natu~leza espe

cial. 

Le primera etapa de purificaci6n a 1a que se 11eg6 

en este estudio, podría ser el. inicio de los estudios en

caminados a definir el mecanismo de acción de1 sistema -

degradativo de proteína detectado. Se desconoce sí se -

trata. de enzimas endo o exoproteolíticas, _de su especifi

cidad, número de enzimas involucradas, etc •• 

Podría t1ensarse que hay indicios que hablan de la 

presencia de un i?lhibidor proteolítico, que se hace mani

fiesto en 1a· caída de las cinéticss de actividad proteo-

1íticl!t a concentraciones de proteína superiores a 0.46 

mg/m1 de sistema' de reacci6n, y que curiosamente la in

tensidad de la ca:!d!a de estas cin~ticas varía con los -

tiempos de incubaci6n de tejido herido; en conjunto con 

la observación del efecto promotor por diál.ieis sobre la 

actividad proteol:!tica, lo que sugiere que de existir es

te inhibidor también sus concentraciones varían dependiea 

do del tiempo de incubaci6n. 

Esta informaci6n podría ser e1 inicio de investiga

cionee sobre mecanismos de regul.aci6n a travás de proce

sos de in.ducci6n ~ activaci6n proteol!tica descritos por 

Kah1, donde se hace referencia a oue 1a herida induce -

cambios en la permeltbilidad de 1a membrana.t 1os cual.es 

pueden ser transmitidos a cé1n1a• 1ejenas del sitio de 

herida y que pueden ser loe que faciliten los flujos i6-

nicos extensivos a la 1iberaci6n de factores de enlace -

de membrana de c~lulas no dañadas que recibiesen la se

ñal. de herida. Los productos de células heridas pueden 
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enlazarse por receptores específicos del. pl.asma-menlbra

na o receptores del. citoplasma de c~lulás lejanas del -

sitio de herida. Se desconoce por completo como es que 

estos factores u otros son transferidos al. genoma; sin 

embargo una consecuencia de herida es 1a activación de 

genes,. 1a s-íntesis ~ ~ de mensajeros de peroxidasa, 

f enila1.anina.-amonia. liasa y glucosa ó-fosfato d.eshidro

genasa 1os cual.es despu~a de su transporte al citoplas.

ma son transportados p.or polisomas ya sea. :para obtener 

1.a enzima activa o un precursor .inactivo el. cual. en t\lr

no P1).ede e.otivarae por prote6l.iSi.s limitada. 

Se podría pensar por otra parte, que el papel de 

las po1ia:m.inas en esas primeras horas después de herida 

sería el mantener el sistema. metab6lico en tejido heri

do hacia el anabolismo, a trav~s de su posibl.e papel en. 

la estabi1izaci6n de organelos, su pape1 de~initivo en 

la estabillzaci6n y metabolismo de ácidos nucJ.éicos y en 

la síntesis de proteínas, como se refleja parcialmente 

en el incremento en el contenido de proteína: observado 

en J.aa primeras horas de incubación de tejido herido. 

En otros: estudios, se ha observado que las partícu

las semejantes al 1ieosoma: son sensibilizadas despu&s -

de herida en cé1u1as parenqu.imatosas: de papa, dando lu

gar a que se s.ecreten proteasas, las cu.al.es hipotética-. 
mente podr!an destruir inhibidores de origen protéico, 

dentro de los cual.e~ podría. incluirse alguno de los po

sibles inhibidores detectadc:eparcia'lmente en este estu-
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dio; o proteínas inhibidoras- y consecuentemente actívar 

las enzimas latentes; en el .-ue 1as enzimas proteoJ.!ticas, 

que se han detectado, podrían jugar un papel significativo, 

además de los que se le han buscado, sin grandes logros, 

como grupos de enzimas desactivantes de J.a actividad de 

las enzimas inducidas por herida, ya mencionadas, a un cíe~ 

to tiempo de incubaci6n de tejido herido •. 
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5 • CONOLUSiviiES • 

.De los resultados obtenidos puede concluirse: 

Que existe correlaci6n entre el. incremento en el. conten!. 

do de proteína y el contenido de poliaminas durante los 

tiempos de incubación de tejido herido de papa (Solanum. 

tuberosum. .!!:• } • 
- Que existe correlación entre el. incremento en el. conte

nido de aminoácidos y el tiempo en que aparece 1a activi

dad :proteolítica de el tejido herido. 

- Que la a:parici6n de la actividad proteol!tica de el te

jido herido es posterior al incremento del contenido de 

poliaminas. 

Por lo tanto se podr.!a. concl.uir que el. incremento -

observado, en tanto a los contenidos de proteína y polia

minas, fuese consecuencia de una fa;ae primaria de dif'ere,E: 

ciaci6n celul.ar en el tejido herido de papa, en las pri

meras horas de incubación; mientras que 1a aparici6n de 

la actividad proteolítica podría representar la inducci6n 

de un probable sistema inaoiíivaniie de iiodo un grupo de ~ 

zimas o una enzima en particular en horas más prol.onga.

das de incubaci6n de tejido herido. 
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