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RE.THEN

86 conoce que cuando ribosomas dc tejido de paps latente
son lavados con 300 mM de XC1l se separa de ellos una fracoeién
que tiene 1la capmcidad de inhibir le incorporacidn de lsucinas
tritiada en un sistems in vitro de tejido de papa (33).

Con el fin de determinar el efecto de la fracclén asocia
da & ribosomng de papa latente aobré un procesoc dependéiente -
de sintesis de proteinas como lo es la germinacidn,se optimi-
gzaron las condiciones para la germinacidn (volumen,tiempo,re~
cipiente,szles y luz) de semillas de mafz,trigo v ajonjoli.BEn
la paps latenis se encontrd que gue la fraccién asociada a ri
bosomng es capaz de inhibir la germinacién de los tres tipos-
de semillas utilizados.la fraccion asocimda a ribosomss fue -
concentrada con sulfato de amonio y tratada con PHF3S para eli
minar la actividad de proteasas dependientes de sulfhidrilo.

Posteriormente por cromatografia en Sephadex (=100 18 ~=

fraccién inhibitoria de sintesis de protefna in vitro se le--
gro purificer 52 veces.

8o dstormind que la fraccldn ssociede & ribosomse de pa~
pa latente también inhibs 1la incorporacién de lsucina tritie-
o on ojes enmbrionarioa de maf{z (sistema in vivo). Es inesta-
ble al calor (92°¢) v almacenamiento a -70°¢. su natureleza es
proteica ya que eg capaz de generar o-amino libres degruds -
de ger hidrolizads tanto por dlcall como por accidn enzimfti-
ce y puede ser generads a partir de un preburaor proteico de
peso molecular mayor,

Je discute su posible papel de contribuir a ayuder a man
tener la latencia de tubérculos de papm debido a su capacidaed
de inhibir sfntesis de proteinas.




ITXTRODUCCION

I, Fstructura de la pemilla,

Tas angioapermas (plantas con floreg) y‘gimnospermas (qg
niferas,cicadas,etc, ) constituyen las Bspermatofitas (plantas
con semillag) siendo la diferencia entre ellas el grado en «—-
que los dvulos estén expuestos en el momento de la poliniza--
cidén.Bn las gimnospermas,lcs granos de polen tienen acceso 'di
recto al dvulo,mientras en la mayoris de las angiospermas,los
évulos estdn encerrados por los carpelos y &l polen queds gp-
bre una supefficie estigmdtica,en ésta germina pare formar el
tubo polinico en el cual lleva los niicleos masculinos, hasta
el ndcleo de la ovocdlulas dentro del saco embrionario (1).

En este trabajo se hard referencia a lag semillas de an-
glospermas.

Ie semilla de angiospermas (figura 1) se desarrolla del
Svuls fertilizado. Batdn compuestas generalmente de lasg gi--
éuientes partes:

1) Fl embridn, el cuaml estd constituido por el eje em--
brionario con uno o més cotiledones (2).La parte de arriba —
del cotileddn es el epicotilo con las primeras hojas (plima~=
1a), La parte del eje, inmediatamente abajo del cotileddn eg
el hipocotilo que se prolonga en la base hacia la rafz embrig
narie (redficula).Ta identificacidn de éstas partes es diffeil
en las monocotiledéneas particularmente en las gramineas en -
las cualeg,el dnico cotileddn es reducido formando un egcute-
lum,

2) El endospermo, el cual proviene de la fugidn de loé
don nicleoe polares con el otro nfcleo masculino del tubo del

volen (2).1as semillas pusden ser categorizadas como endospér
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Figura 1. BEagtructura de ¥afz (a) y Trigo (b) en donde
el pericerpio y la cubierta de la semilla -
estén fuertemente unidos (ref. 4).
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micas o no-endospérnicas en relacidn a la presencia o ausen—
cia del endospermo respectivamente en la semilla madura (2,3).
Pl endospermo puede tener pocas células o ser relativamente -
maaivo ¥ es la fuente principal de reservée alimenticias para
el embridn germinado. v

3) ¥l perispermo,que es originado a través del deserro-
1lo de la nucela (2) que forma un tejido especial de almacena
miento de alimentos para el embridn durante 1la germinacidn,

- 4) L= tests o cublerta de la semilla -la que es formada
,,a!pdftir de uno o ambos integumentos que rodean al ovulo (2 3
3).1a testa Qs‘fracuentemente 1z dnica barrera protectora en-
tre el enmbrién y el medio ambiente externo (2).Algunas veces
1a testa exigte en una forma rudimentarie y la estructura ex-
terna prbmdnente ec el pericarplo o cubierta del fruto prove-
niente de 1a pared del ovario.en éstos casos,la unided de dig
pereidén no eg una semilla sino un fruto.le naturalesa protec-
tora do 12 cublerts de 1im semiiia puede ser atribtuida o o ~—
presencia de una cutfcula interna y externa (2).

1e testa puede ser impermeable al aguz y/o al oxfgeno si
contiene substancias hidrofdbicms coms cutinm,lignins, pectine,

suberina y hemlcelulose (3),

YI. Reservas do almacenamiento en gemillas,.

Ademis de los constituyentes quimicos normalesg encontre~
. dog en todos los tejidos de la plants, las semillas contienen
cantidades extra de substancias almacensdas como fuente de re
servas alimenticias para sostener el crecimiento temprano de
la pléntula. Estas son principalmente: carbohidratoa, grasas,
aceites y proteinas.las semillas contienen otras ressrves me-

nores pero no menos importsntes (por ejemplo: fitina); de ép-
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. tas algunas son nutricionalmente indeseables o atn téxicas al

homhre (vor ejemplo: alcaloides) (2),

ITII. Contenido de aguz en lag semillas.

Las gemillas maduras generalmente tiensn un contenide de
agua de menos del 20% de su peso fresco aungue pocas cgpecies
tienen semillas que no pueden tolerar la desecacidn.EBn éstas,
sl el contenido de humedad cae por debajo del 30% ae presenta
gu mierte (5), El contenido preciso de agua en las semillasp -
depende de la naturaleza de lag principales reservas que con-
tiene; semillas ricas en almidén tienen un mayor contenido de
ggua que aqvellas que almacenan aceitee; Bl contenido ds agua
de las semillas depende tsmbién de la humeded relative de la

atmosfera en 1z cual las semillas estén almacenadas (6),

IV. Germinacidn de semillasg.

Ia geriminacion empieza con 1la toma de agua por la gamilla
(imbivicién) y finaliza con el inicio de la elongacidn del e~
je embrienario principalmente la radfcula (2 y 5).Diferentes -
rieiéiogoa vegetales ogtén de scuerdo en que una gemilla ha ~
germinado cuando la radfcula protruye a través de su cubierta
exterior (5).Por lo tante incluye numerosos eventos,por ejem-
plo,hidratacién de protefnas,cambios de estructuras subcelula
res,respiracidn,sinteais de macromoléculas y alargamiento de
células,ninguno de los cuales por s{ mismo determina la germi
nacién. Pero sus efectos combinados transforman un embridrn en
repogo y deshidratado con metaboligmo apenas detectable, en -
uno que tieno un metabolimmo vigoroso que culmina en el crecl

miento.La germinacidn no incluye el crecimiento de la pléntu-
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la,el cual comienza cuando la germinacidém finaliza (2).Estas -
dos fases pueden ser separadas fisioldgicamente porque en 1ia
primera fase (lo que es propiamente germinacidn) la semilla -
puede ser desecada y sobrevive,en cambio durante la segunia -
fase (postgerminacidn o protrucidn de 1la radfcula) si la semi

1le es deshidratada mere (5).

V. Eventos temprancs en la germinzcidn,

a) Imbibicidn.

El primer proceso que ocurre en la germinacidn es la to-
ma de agua por le semilla lo que se denomina imbibicidn ( 2a,
4),La cantidad total de agua y/o solutos tomads durante la im
bibicién es generalmente miy pequefla y no puede exeder de dog
2 tres veces el peso seco de la somilla.la imbibicidn depende
de varios factores como el movimiento del agua hacia la gemi-
112; en donde el potencial 86 aguc 7 1la vermsabilidad de la -
cubierts de la semilla son de gran importancia (4),

En el movimlento del agua desde el medio de germinacidn
nacia la semilla,sor particularmente importantes las relacio-
neg de 1a semilla y el medio de germinacidn.El potenciasl de 2
gua (\t’) es una expresidén del estado de energia del aguam, 1x
8ifupidn nets del agua ocurre bajo un gradiente de energie de
un potesncial alto a uno bajo (por ejemplo: desde el agus puras
" hacia el agus que tiene solutos).Bl agua purs tiene un poten-
cial alto, y por convencidn, se 1s asigna el valor de cero.O~
tros potencialeg,por lo tanto,tienen valores positivos (> 0)
0 negatives (<0). El potencial de agua en las células puede

ser expresado como sigue:

lt]éélula = %4- ‘t’; \ﬁ,
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-épto pignifica que el potencial de agua de lag células de la
semilla estd afectado por treas componentes:

1) F1 potencial ommdtico (\gT).La concentracidn de solu-
tos dipueltos en 1z célula influenciard la toma de agua,el au
mento en su concentracidn disminuye el potencial de sgua y -
por lo tanto se incrementa el gradiente de energfs por lo cual
el asgua fluird hacia el interior de la semilla,

2) EL componente mitrico (\f;).Esta es contribuide por -
la habilided de las matrices (por ejemplo: peredes celulares,
almiddn,cuerpos proteicos,etc,) de per hidratados y retener &
gua.

3) Bl potencial de presién (\yp). pcurre debido & que a
medida que entra el sgua a la célula su contenido se hincha y
ejerce una fuerze sobre la pared celular externa.los valorss
de\ﬂ%_y \%; son negativos va que tienen un potenciel menor -
que el agua pura, ¥y el \t% egtéd en direccidn opuests y por ~
lo tento de fuerwa pogitiva.le suma de los tres términos gene
ra el potencial de agua que es un nimero negativo,sxcepto en
célulag completamente turgentes donde es aproximadamente de -
cero.

Bl potencial de aguan puede ser expresado en términos de -
presidén o energl{s, y se usa frecuentemente la unidad bar (1 -
bar = 10° dinas cmf2, 102 5 Kg-l, o 0.983 atm),

Bl medio de germinacidn también tiene su. propio potenciml
de agua,el cual es la pune de gug \fa‘ ’ \tQ!y o’ gin em-
bargo,de éstoa solaments el kf%;juega un papel significative
(excepto en medios de germinacidn salinos donde eltif paedes
ser apreciable). La diferencia en el ypotencial de mpua entre
la gemilla y el medio de germinmcidn es uno de los factorss -
que determinan digponibilided y tasa de flujo de agua hacia -
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la gemilla.Bn un principio, la diferencia en el‘ﬂ{bentrc la -
gemilla seca y el medic de germinacidn himedo puede ser gran—.
de debide al alto \fh de las cubiertas secas,paredes celula~-
res y componentes en la semilin.Pero a medida que el conteni-
do de humedad se incrementa durante la imbibicidn y las matri
ces llegan a estar hidratadas,el potencial de agua de las se-
millas se inoremsnta (me haoe monos negativo) v el del medio
c¢ircundante decrece a medida que le es succionade.Por lo tan-
to,1la tasa de tranoferencia de agua desde el medio de germing
cidn hacia la semilla declina con el tiempo y disminuye mds —
rédpidamente cuando el medio de germinacidén tiene una capaci~-
dad de retencidén baja (por ejemplo: suelos arenosos).la dispo
nibilided continua de agua hacia 1a semilla depende del poten
cial de agua prevaleciente en las zonag del medio de germino-
cién alrededor de la semilla (2a),

Otros factores que pueden jugar un papel importante en -
la imbibieidn son: la estructura y composicidn de la semilla
que va g determinar la permeabilidad de la cubierta de la se~
milla o fruto y 1a disponibilidad de agua en forma lfquida o
vapor en el medio ambiente (2a,4,5).El potencial de presidén ~
eg de gran importancia en el procesa de germinacidn Fa que ~
puede provocar'el rompimiento de 1la cubierta de la semilla.Bn
1la gemilla el principal componente que imbibe agua es la pro-
teina.Sin embargo,otros componentes también se hinchan, Tog m
cilagos de varios tipos también contribuyen al hinchamiento =
asf como varte de la celulosa y substancias pécticas.Bl almi-
dén contribuye en menor medida al hinchamiento total de la se
milla.adn cuando granies cantidades de 61 estdn presentes.las
proteinas maestran un minimo de imbibicidén en su punto igo———

eléctrico,la cual aumenta en valor en ambos lados de éate pun



to (4).
Fl zgua no es 1a dnica subgtancia que puede entrar a la

semills. durante la imbibicidn; bajo condiciones experimenta
les (o en el suelo) las semillas pueden ser expuestas a una —
solucidn wés que & agua pura.los solutos entonces entran & 1a

semilleg asf{ como el agua (6},
b) Pérdida de solutos.

Cuando lams semillas secas son colocadas en agua hay una
salida de solutos de ellas.Michas substancias diferentes se -
filtran al exterior de las semlillas y de los embriones inclu-
yendo aminodcidos,azdcares,fenoles,iones de fosfato y potasio,
dcido giberdélico y proteinas.la tasa de pérdide no es la mips
ma para cada subgtancia.i medida que la imbibicidn avanze,la -
tass de salida declina {2a,6).

Hay dos principrles hipdtesis que éxplicau la pérdida de
gsolutog durante la imbivicidii :

La primera explica la salida de solutos por desarreglo -
de membranas.Bstae hipdtesis ha sido propuesta por Larson ===
(1968} y en 1570 por Perry y Harrison v requiere que las mem-
branas estén originalmente arregladas,lg entrada violenta del
sgua durente la imbibicién produce estrés por fuerzas impues-
tas sobre las membranas celulares y el gradiente de potencial
de agua es tan alto en el inicio de la imbibicidn que podrie
romper la organizacidn de las membranas celulares,diapersando
& loam fosfolipidos y protefinas lejos de sus pociciones origi-
naleg 1o que ocasiona la pérdida de solutos (6).

Ta otra hipdtesis establece que las membranag celulares
de la semilla seca desde un inicio se encuentran degorganiza~

das y contienen pores que permiiten la salida de soluton.ls -=
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pérdida de solutos puede gser entendida si se supone que lag -
membranas constituyentes bajo condiciones de deshidratacidn
adoptan una configuracidn diferente a la configuracidn que se
alcanza en la semilla hidratada (2g,6).

Los fosfolipidos con un contenido de agua de menos del -
20% se cree que adoptan una configuracidn hexagonal,de ésta -
manera ung membrana en este estado no es lamelar sino presen
ta poros.los solutos podrfan salir a traves de éstos canales-
pasivamente antes de que se establesca 1la blcapa lamelar, la-
cual ge forma cuando los sistemzs fisioldgicos han sido esta~
blecidos después de que el agua ha penetrado en la semilla.La
mayor proporcién de pérdida corresponde a los estados muy tem
pranos de imbibicidn cuando la semilla tiene un contenido de

agua de menos del 25% y no tiene bicapz lamelar (5).

VI. Metabolismo de la germinacién.

las semillas contienen prédominantemeﬁte enzimas inacti-
vasg éuya ativacidén ea responsable de los eventos metabdlicos.
que ocurren durante la germinacidn.Bstas enzimas son resisten
tes a la desecacidn y se activan tan pronto como la imbibicidn
empleza, este proceso de activacidén puede ser resultado de —
protedlisis o cambios de conformacidén (6).

Principales vias metabflicas que se activan durante la -

germinacidn:
&) Respiracidn-consumo de oxigeno.

Ta germinacién de semillas es un proceso bioldgico que -
requiére energ{a, Bl ATP es considerado como la fuente princi=
pal de .energia disponible para las actividades bioldgicas.Sin
embargo. lap semillas maduras no acumilan ATP, Su produccidn-
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. en el estado temprano de la germinacidén de la semilla es esen
cial para que la germinacidn tenga éxito.

Se conocen tres vias respiratorias que se activan en 1@-—
pemilla imbibida,a saber, glucélisism,ruta de los fosfatos deo
pentosas y el ciclo del deido eftrico (7).Ia gzlucdlisis,cata-
lizada por enzimas citopldsmicas,operz bajo condiciones ange-
rébicas para producir piruvato,el cual en ausencia de oxigeno
puede ser reducido a etanol y 002,0 a dcido léctico.la respi-
racién anaerdbica,también 1lamada fermentacidn (4b) produce .-
dos moléculas de ATP por molécula de glucosa consumida,Bn pre
sencia de oxf{geno,la utilizacidén de piruvato ocurre dentro de
la mtocondria; la descarboxilacidn oxidativa del piruvato ~-
produce acetll CoA, la cual es completamente oxideda a CO, ¥
agua a través del ciclo del dcido citrico produciendo 36 ATPs
por molécula de glucosa consumida.la generacidn de ATP ocurre
durante la fosforilacidén oxidativa cuando los electrones son
transferidos a lo largo de una cadens transpartedora de slec-
trones via una serig do citocromos localizados en la membrana
interna de las mitocondrias al oxf{geno molecular.fn lg pore—=
cidén soluble del citoplagsma extramitocondrial se lleva a eabs
la via de los fosfatos de pentosas que es una ruta importante
porque produce NADPFH,el cual sirve como donador de hidrégeno-
y de electrones en la biosintesis reductiva,especialmente de
4cidos grasos (2b), ‘

La respiracidn en la semlla madura es extremadamente ba
Ja comparada con le respiracidén activa en la semiilae germing-
da,y frecuentemente las medidas de respiracidn son a&lteradas-
por la presencia de una microflora contaminante.Cuando las se
millag son colocadas en agua, hay una inmedigta liberacidn de

aire,la cual puede durar varios minutos y no esté relacionada
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con la respiracién,Bste aire liberado corresponde al de adgor-
cidn coloidal,

Fl congumo de ox{genc en machas semillas sigue un patréa
bésico como se observa en la figura 2. En dsta gréfica se ob~
serva que la respiracidn involucra itrees Pasen:

Fage I. Inicialmente hay un incremento muy marcado en el-
congumo de oxfgeno el cual puede ger atribuido en parte a la =
activacidn e hidratacidén de enzimas mitocondrisles involucrgew
das on o1 cleclo dsl £cido cftrico 7 cadsna ds transporte de o~
lactrones.la respiracidn durante ésta foge se incrementa en =
forea lineal con el grado de hidratacidn de el tejido.

Fage II. El congumo de Ct2 pe estabiliza o se incrementa =
28le lizoramsnte.ls hidratncién d¢ 1las partes 4o 1z sondlla ha
agido terminsde y tedas lms enzimas exlstentes estédn activadas,
Supuestamsnte hay peco incremento en los niveles de lam epzie=
mas resplratorias o en ¢l mimero de mitocondrias.

Fase III, Hay nnevamsnte una gogunda subida en la activi-
dad respiratoria que puede ser atribuide a un aumsnio en la &g
tivided y on la sintesis de mitocondrias y enzimas reepirato—e
rias on lag células proliferativas del eje en cresimiento (2b),

b) S{ntesis de protefnas.Hscanismoe y medida.

1a sintesis de proteinas es esencial para que la germina-
eién 1legue 1 su fin y por lo tanto para que la radfcula emer-
ja (2b).Bxperimentos con inhibldores mostraron que no hay gere
minacidn si la sfntesis de protefnas o de RNA me bloquean (6),

Un breve resumen del mecanismo de la sintesis de protef~
nas en plantas sord presentado (8). Ia sintesls de proteinss ~
ae realiza en.gl citoplasma de una célula hidrateda cuando loa
ribosomas (808) ee mamocian con el RNA mengajero (zRWA).Reto se
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Flgura 2, Patrén de consumo de oxfgeno de semillas duran
te y degpués de la germinacidn (ref. 2b).
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1leva a cabo en varios pasos. La iniciacién de la sfntesis de
protefnaa requiere la unidén de la gubunidad riboscmal pequefla
(408) y el RNA de transferencia iniciador (met-tnﬂafet) & log
sitios de inicimeidn sobre el RNA mensajero.Despuds de la for
macién de éste complejo de iniciacién (405, ) 1a eubunidad ri-
bosomal mayor (608) =2 une y formz el complejo final (8031) =
de iniciacién y comienza la elongacidn.Ila formacidén del come
plejo de iniciacidén requiere factores proteicos solubles (fac
tores de inicigcidén de 8 = 10 de ellos).

Ia elongacidn requiera de otros factores proteicas solu-
bles para la transgferencia de tRNA aminocacilados haste su co-
don correapondiente sobre el complejo ribosoma-mRNA (&)Si) ¥
para mover el mensaje @ través del ribosomn (factores EPL y -
BF? respectivamsnte).la formacidn del enlacs peptidico es ca-
talizada por la enzima peptidiltransferasa y los factores de
terminacidn (RP) estén involuocredos en la liberacidn del pSp~
tido 26l complejo ribosomm-nRNA cuanio la sintesls ha termina
do. '

Bxperimsntelmente,la habilidad de una gemilla para sinte
tigar proteina puede ser determinada usanio tres métodos,El -
estado del eiptema de sintesis de proteina puede ser deducido
en cualquier tiémpo_por andligis de 12 proporcidn de polimo—
mas (aquellos ribosomas unidos & ERNA) 2 monosomas (aguellos-
‘ribosomas no unidos a mBNA y por lo tanto nmo involuerados en
1a sintesls de proteinas).¥is comunmente dsto es logrado por =
1a extraccién del contenido ribosomal seguido por separacidn-
de ribosomss y polisomas por centrifugacidn en gradiente do =
donsidad con sacarosa (9). Alternativamente, la activided de-
polisomas y ribosomas puede ser determinaeda usando el ensayo~
de efntepis de protefmas in witro (9).
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Para la estimacidn de la actividad de los ribosomas extra
{dos se aflade mRNA sintético (generalmente poli U) a la mezela
de ensayo (10).Los reenltados obtenidos del andlisis de polisg
mag y del ensayo in vitro indican la capacided de la gemilla -
para la sintesls de proielnas. que se estd producienfo.ls msjor
estimacién de la sintesis do proteinas in witpo de une gemilla
pucde ser obtonida siguionde 13 incorporecidn de erdnodeidos -
redioactivos en les proteina'a durante un periodo de tiempo brs
ve y definido de imbibicidn (11).Se debe considerar que no to-
dag las semillas toran aminodeidos con igual faeilidad debido
e: lag variasiones en ol grosor de la cubierte,al temafio (1les-
semlllas grandes ticnen um tiempo mayor de difusidn de los pre
cursores radioactivog heeia su interior) ¥ & otros faeteres -
{zb), '

v Los polisomas estén ausentes en lag semillas ssoas pero -
réipidamente se inoremsnten inmediatamente después que las célu
1lsg se hidratan, Acompafinndo este aumsnto en poligomds hey un
decremento en el nimdre de ribosomas libres debido a que parti
cipan en 1a formacién del complejo de mimtesis. de protofnas
{12).

' Evidencia de que la gomille tiene mRRA preformado,es ol -
hecha de que la cordicepina y la oleamaniting no impiden lg =
formacién de polisomas (on embrionss de trigo) durante ¢l ini-
clo de la germinneidn,ya que ostos antibidticos previenen la -
gintesic de mRNA y tembén il polimderilecidn (12).

Cuando embriones de trigb fusron germinajos en un medio -
que conten{a una mszcla de arzdnoécidoe-ele 1la sintesis de pro-
teinap fue medids cada 20 minutop duranto las primoras doé@ ho-
ras de germinancidn en presencia y ausencia de 2 pE decl-ompni-
tina.A ésta concentraeibn la o(-smanitins es un potente imhibi
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dor de la sintegie de HNA poli A, y& que inhibs la BFWA polime=
raga II.Log resultados mostraron que no hay Giferencles signi-
ficativas entre la tase de sintesis de protefnas entre los em~
briones controles y los tratados.Bsto demestra que ésta sinte
sis de protefnas es indepondiente de la sintesis de RNA poli A
v 86 lleve a cabo gracias al mRNA almacenado encontrado en los
aenbriones quiescentes;el cual fue gintetizado durante el perio
do de maduracién de la semdlla; y que Juega un papel predomi--—
nante en sostenor la biosintesis de protefna durante el imlcio
de 1a gormimeecidn (13).Aungue la sfntesis de proteina puede to
mar lugar en ausencia de gintesis de RNA (durante 18 imbitdese
oién temprann) 1llega & depender de olla antes de que la germi-
nacidn termine (2b),

c) Sintesls de DFA y fivisién celular.

Ia expangién de 1 radfcula dentro de le semilla ocurre -
inicinlmente por alargemiento celular (2b),y su gubsscuente e
@argensiz o tvavéds e 1la oublerta de la semilla puede o no ser
scompafiada de diviasidn coluler (2b;6).56 eupone que la afate—
gis de DNA ¥ 1a divialdn celular ggn fendmsnos de postgerming-
eidn involuerasdos en 6l cerecimiento del sje ¥ €l establecimien
to de la pléntula (6), - v

91 embriones de trigo son imbibidos con una solucidn que-
contiene timldina-cu como precursor de DRA, se encuontra que
" en sstado de germinacidén temprana (6-12 horas),dinicarsnte se -
puede extraer DRA radiocactivo, el cual no es de origen nuclear
ni opgansler y que pmohableme‘nte e sintetizd dentro de compay
timentos en el citoplagma celular.S4lo hasta las 18 horas de
inieleds 1a gorminacién se pueds extraer DRA radioactive prove
niente de micleos y_organelos celulares justemente antes de —
qﬁe’ 66 alemnce ol primer mAximo en la divieién celular. Por'lo
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tanto los embriones de trigo poseen DRA citoplésmico no mito—
condrial que yreamida su sintesis en un estsdo de germinacidén -
temprana antes de que ge lleve & cabo la primera ronda 4o ro--
plicacidén del DHA nuclear (14).

Cuando embrione« de trigo son imbibidos en une golucidn -
que contiens pracursorea rediocactivos de DNA (Timidina—-83 ¥y -
deso:dadenosina-ﬁ ) éstos se incorporan en el DNA nuclear du~-
rante los primeros 90 minutos de gorminacifn.Ie afidicoling -
{un inkibider de 1s DWA polimerssa o) no tiene efecto en la -
incorporacidn de precursores radiocactivos de DRA en un sistemn
in vitro proveniente de embriones de trigo, en tantec que didg
soxi TTP (inmhibidor de la DRA polimerase ' ) inhibe la efnte-~-
gis de DHA sn forma apreciable.Batos resultados hacen sguponers
que la DREA polimerasa )y’ juege un papel importante en la repli
cacidn del DNA durants los primeros 90 minutos de la germing-—-
cién (15).

YII. Pactores que afectan la germinacidn,

a) Agua.

EL efecto de dste factor en la gorminmoidn me traté en lo
que ge refiere a imbibicidn como el proceso inicisl de la ger-
minacidn,

b) Gases.

Ia germinacidén es un proceso relscionado con 0élulaa Vie-~
vag y por lo tanto requiere un gaste de energia por dstas céln
laa.la energfa que requieren las células vivas es generalmente
abastecida por los procesos de oxidacidn,en presencia o asgen=
cis de oxfgeno (respiracidén y fermentmeidn reep@cti;vam'nte).ﬁ_g

to involucra un intercambio de gases,unn produccidn de 002 én
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ambog cagos y toma de O, en el caso de la respiracidon. Conge~

cuentemente la germinacién de semillas es marcedamente afectna-
da por la composicidn del amblente atmosférico (4). Ia mayorfa
de las gemillas germinan en el aire, en une atmfsfera que oconw
tiene 20% de oxfzeno 7 un bajo porcentaje de'CO2 {0.03%).

Muchas serdllas miestran bajo porcentaje de germinacidn -
gl la tensién de ox{geno decrece apreciablemonic por debajo —-
46l valor presente en la atmésfera.londiciones de anmerobiosis
conduce a la formacidn de¢ pl&ntules anormales,lo que no gucede
an pregencia de ox{geno.En contraste,otras semlllas rmestren -
ve increnento en la gerninacidn sl la cantidesd de 02 en 6l ai-
re dipminuye debajo del 20% (2b).

P1 efecto 46l CO_ ec goncraliwente inverso al del 0.. Is -

2 2
mayorfa de les semillas no goerminan si la %tennidn de €O, em ou

eentada aprecieblemente, My altas concentraciones de co:, inhi
ben la germnaoclién y parecen tener un efecto favorable en 1z =
preservacidn de laa sewillas (4).

Ia presidn parsce ne tener efecto marcado sobre 1la germi-
nacidn e pemillas (2b),as{ que los cambios son debidos s las-

concentracicnss de los gases.
¢) Tempsratura,

Ias diferentes semillas tienen diferentes rangos de tempe
returas dentro de los cuales germinan (4)., A my bajas o miy -
" altas temperaturas la germinacidn de todas las gemlllas no me
efectin. Hay un rango de temperaturas dentro del cusl una semi
1lla germina,Generalmente tienen un rango de temperatura dptimo,
abajo y arriba del cual la germinacién ss retarda pero no ge .-
impide.Ia temperatura Sptima ee squella en la cusl el mayor =—w
porasntaje de germinacidn es obtenido en el tie:&po mia ocorto.-
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‘Las temperaturas mixime y mfnima para la germinacién son lag -
temperaturas mis altas y mis bajas respectivamsnte en las cua=
les ocurrird la germinmeidn {4),

Ia temperaturs en la cual diferentes semiilas germinen eg
t4 determinada por la fuente de las eemillag,diferencilasp goné-
ticas entre las especies as{ como la edad de la pemilla. Algu-
nos ejemplos de rangos de temperatura en log cuales la germing
0idn se logra estén dedos en la tabla 1 (4).

Pemperatura ( %)

Semillas ¥ nima Optima WAxima
Zea mays 8-10 32-35 40-44
Triticum aegtivum 3-5 15-31 30-43
Hordéum . gativun 3-5 19-27 30-40
Avena sativa 3-5 23-31 2040

Tabla 1, Rangos de temperatura en los cuales la gep
minacidén se logra para diferentes gemillas
(ref.4).

4) Iaz,

El efecto de la luz en la germinacidn de las semillap di-
fiere con las distintas especies.la mayoris de laas plantas oul
tivaedas generalmente germinan igualments bien en la luz y en -
la obscuridad, Por lo contrario,entre otros plantas hey mucha -
variabilided en la conducta de las gemillas con reaspscto & 1la
luz.De acuerdo a éste factor,las semillas so pueden clagificar
de la siguiente manerat i) aquellas que germinan smolamente en
la lug, ii) aquellas que germinan solamsnte en la obscurided,-
ii1) aquellas que germinan después de una brove iluminacién y
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iv) aquellas que son indiferentes a la presencia o ausencia de
la luz durante la germinmcidn (2c,4).

e) Inhibidores de la germinacién,

Hay un gran nfwmero de substancies qus pusden inhibir la -
germinacién (4a).Todos aguellos compuestos los cuales aon gene
ralmente téxicos a los organismos vivos pueden impedir la ger=
minacidén de las semillas debido simplemente a que éstas son da
figdas mortalments,por ejemplot el dcido diclorofenoxiacético =
(2,4~D) y los creosoles.

Ba posible inhibir la germinacion de las semillas sl Sge-
tas son colocadas en un medioc de germinacidn con un potenciale
ds aguh mayor el de las semillas,con lo cusl,se impide el flu-
Jo de agua hacla la semilla no permitiendo una adecuads imbibl
eién y por lo tanto su germinacidn.

Otro t1

nwa Aa Luld hdad Lo
- MY MU AR A \TES

. &8 ctausada por B
cuales son conocidas por interferir en clertas vies metabfli-=
cas. Compuegtos tales como clanuro,azide,flvorvzoc,hidroxilamina

y otros inhiben la germinacidn al inhibir la !;eapiracién (4a),

VIII., Tubérculos de papa (Sglanum tukerasun L.)

El tubdreulo de papa eés un tello subterrdneo modificado ~
cuya funcidn es la de almacenar el almidén (figura 3).En l& su
perficie posee yemas laterales en grupos de }~5.Una yema repre
senta ung rams lateral del tallo subterrdneco.El tubéreulo es -
un pistema morfoldgico ramificedo; las yemas (ojos) del tubér-
culo t.ienen una digposicidn rotada alterna del extremo proxi—-
mal del tubéroule (donde va inserto el estolén) hasta el extre
mo distal,donde las yemas son mids abundantes. La yema aplcal -
del extremo distal es la que primero se desarrolla y domina el
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erecimiento de todas las yemss reastantes (16).

Ia parte exterior del tubdrculo ne maduro presenta una e-
pldermie la cual es posteriormesnte resmplazada por un perlder-
ma en ol tubdreulo maduro.Xs yems apical retiene 1a epldermis
y consipte de células del tipo eumpalizeda cublertas con una cu
tfcula (17). L= parte exterior del tubdreule meduro se denomi-
nga pariderma; en seguida ge oncuentra la cortesa gne eg png =w
franja egtrecha diffcilmente visible a simple viata; ambas B6C
ciones forman 1a cdscsre, Is mddula o eje del tello modificado
g ramifice hacia los ojos o yemas del tubdrculo.Bl pardnquima
vascular de almacenamiento relless los ecpacios entre la médu-
la y la cortesmjcontiene algunos cordones de floewma, Bate teji-
do esté separado en dos porcioncs por el asilio vaseular.El tu
béroule es aproximadamsnte 2% de cdscara,75-85% de parédnquima
vasouler y 14-20% de médula (16a),

Ia cuperfiaie Gel tubdrculo permite o evita la entrada de
patégenos,regula la taga de intercambio gaseoso o pérdids de =
egua y proteje contra los dafios mecénicog. La superficie no es
fija o estdtice gino que se regula y se mantiene msf miema @ -
través de rozociones de curacion de heridas las cuales tienen
inflnencia en la incidencia y éeveridad de enferrededes, en la
preservacién,en el almacenamiento de lom tubdroulos y on gl ==
brotacidn (18).

Les lenticelas estdn localizadas abajo de los estomas en
el periderma del tubérculo,permitén al intercamblo gaseoso y -
pueden ser sitics de infeccidén para varios pardsitos (18).

IX. Rotado de latencla de tubéroulos de papsa.

@) Definicidn de latencia,
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Buchas yemasg son incapaces de brotar durante ciertos pe--
riodos de su desarrollo (5), aln bajo condiciones apropiadag -
para el crecimiento.Bste estedo es llamado latencia,cuando las
yemas no pueden brotar como un resultado de cansasg enddgenas -
(5,19). Después de terminado el estado de latencim,las yemas -
entran en un estado quiescente en donde normalmente no pueden-
brotar porque las condiciones externas tales éomo tomperatura-
o fotoperiodo son desfavorables. '

Ias yemas de los tubéroulos de papa son latentes no sola-
mente deapués de que los tubdrculos son cosechados pino tamw—
bién durante las dltimes pemanss antes de la cosecha, cuando=
los tubérculos adn estdn desarrollandose en la planta madre,w=
Por otro lado no existe alguna diferencia fundamental entre la
latenoia de las yemas de los tubdreulos de papa y aquella de g
tras plantas, '

Al Pldeamt A
[= Sy 3

nal sriodce de guiescencia log tubérculos germi-

nan a temperatura ambiente y afin a bajas temperaturas (19).

b) Duracidén del poriodo de latoncia en tubérculos de papa.

Ia longitud del periodo de latencia del tubdrculo de papa
(19) puede fluctuar desde 5 & 20 gemanas segdn la variedad y -
dentro de la misma variedad puede variar de afic en aflo.Bl tama
flo del tubéroulo después de la cosechn es también de importan=
cla,Tubérculos pequefios tiemen un tiempo mayor de latencia que
tubéreulos graniea provenientes de une meme varicdad de culti
vo.

Ia longitud del dfa durante el desarrolls del tubéreulo -
tiens efeoto sobre la longitud del periodo de . latencia.Papag ~
cultivadas bajo condiciones de dfias cortos tienen un periodo

de latencim menor que aquellas cultivadas bajo dfas largos.
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X. WMétodos para interrumpir la latencia de tubdrouloes
de papa.

i

Bl periodo de latencia puede ger interrumpldo por diver-w
sos tratamientos.Si los tubéreculos latentes son despojodos de
la cdsecara,la latencia serd interrumpida debido & que en 18 ==
cdscara existen inhibidores del erecimiento.Anaerobiosis tompo
ral o reduceidn de la concentracidn de oxfgeno a 2% en ol mo-=
dio ambiente produce ol término de lz latenciz asi como Con ==
002 & concentraciones de 10 a 60% (19).Cuando se remove la =
cdscara slrededor de las yemas éptas también tienden m brotar-
(20),

‘ia mrotacidn de yemms apicaleg de éubérculoa de papa laf-
tente (en obgcurided a 1500) g0 inorementa y& ses aunantando -
la humedad relative hesta 100% o abasteclendo con agua al core
te basal de los tubdreulos (21).

Para estimular 1= krgiacion de tubéroulos de papa se usa
una golucidn que cont}ene une mezels de deido giberdlico (60 ~
pg/ml) y ethrel (40 pg/ml) en la proporeidn 3:2 (22).

XI. Hitodos para prolongar la latencia en tubérculos -
de papsa, ’

Ia brotacidn de tubdrculos de papa latente puede ger pre~
venida por medio de mgsntes quimicos como: el dcido naftalena-
cético y 1a hidrazide maleica. Si la latencia er inducidm o =
prolongada por tratamlento con agentes quimicos también puede«
ger Interrumpida de nuevo con un fratamiento con smubatanciag -
que interrumpen la latencia (19},

Se puede retarfar la brotacidn de las yemns 86 tubdroulos
de papa al final del periode de latencia por medlio de un tratse



25

miento con vapor caliente o 60°c con 95% H.R. (Humedad Relati-
va) durante 60 minntos.Dos tratamlentos con vapor caliente a--
plicados a tubdroulos de papa durante au periodo de almacena--
miento bajo condiciones ambientales,retarda su brotacidn por -
un psriodo de 3-4 meses (22),

YIY. Canmbiog efectumndos en el tubéroulo durante y deg~
pués del periodo de latencis,

a) Reapiracidn.

Las vias iespiratoriaa que actdan en bajo nivel an tubdr-
culos de papa latentes son: glucdlisis,ciclo del £eido oftrico
¥ ruta.de los fosfatos de psatosas,ouyo fﬁncionamiento fus deg
erito en la parte correspondiente & metabolismo de la gormina~
nidn de semillas.

.La_reapiracién cembla por diversss motivosm.

Log tubdreulos de popa latente son capaces de resplrar ag
rdbicamente y anserdbicamente por un tiemps limitado (18). A -
cangn de que el peridermé del tubdérculo es una hawrers para la
difugidn de gases, la difusidn toma lugar a través de las len-
ticelag.las tasas de difusién entre las lenticelas individua~-
les son diferentes,la difusién depende de los egpacios interce
lulares expuestos del tejldo subyacente dsl tubdrculoe.Dentro -
del tubéreulo, le difugién gaseosa toma lugar a travéa de los
espacios intercelulares los cuslesc ocupan cerca del 1% del vo=-
lumen del tubéreulo.

El oxfgeno en el tubdroule estd prosente en la atwmdsferg-
de log espacios intercelularsg y disuelto en la sgavia celular.
Bl didxido de oarbono se difunde a través de las lenticelas a
una tasa 4o aproximadamente 80% de la del ox{geno.

81 existe una caps delgade deé sgua en la puperficie de) =
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‘tubdreulo ésta puede detemer la difusidén de oxfgeno a través
de las lenticelas y reducir el centro del tubérculo a condicig
nes anaerdblcas después de 6 horas a 10% ¥y en 2 horas a 2100.
las tasas de respiracidn de los tubdrculos latentes pequefiog,~
medianos y grandes son egencialmente szimilares por unided de =
volumen bajo condiclones ambientales adecuadas.la respiracidn-
de los tubdrculos de papa después de 1a cosecha es frecuente~—
mente tres veces mayor que la de los mismos tubérculos una se-
mans ids tarde, ésta respiracién mis mlte estd en parte asocia
da con dafios macédnicos durante la cosecha y almacenamiento (18).
Cuando la latencia del tubérculo es interrumpida (19) por
clorhidrina etilénica la respiracién se incrementa,El incremen
to en la resplracidn no parece ser la causa para 18 terming--
cidn 'de la latencia ya que,el alcohol isopropilico digminuye -

1s respiracidén al interrumpir la lavencis (19).
b) Enzimag.,

Algunsg actividades enzimdticas se ven alteradas durante
y después de 1la latencia.

Ia actividad de la catalasa se éleva inmediatamente des—
puds de 1a ocosecha y disminuye durante el almacenamiento a 5°C.
La actividad de 1la tirosinass o polifenoloxidesa diasminmye en-
forma muy marcada en tubdrculos almacenados & 2 y 2500, slendo
mis grande la digmimuicidn en la dltime temperatura (19).

Ia actividad de la fosgforilasa ge incrementa durante el -
crecimiento del tubdrculo hasta su cosecha,y al terminar el pe
riodo de latencia se elaeva temporalmente de nuevo (19).

La hidrdlisis del almldén en tubdrculos latentes es en eu
mayor parte debida a la activided hidrol{tica de la enzima glan
can fosforilesa ya que la actividad de las amilasa es casi nmule
(23).



27

Los tubéroulos letentes tienen baja capacidad para formar
hexosan,ya que lag actividades de la invertasa v la sacarcsa -
sintetasa son miy bajas ademfis de que la amilasa se encuentra-
capl augents (23).

Fl tratamiento con ¢lorhidrina etilénica en tubéroulos 1g
tentes incrementa la actividad de la amilasa,la catalasa y pe-
roxidasa en comporacidn con los tubéreulos no tratados.Bsto su
cede 24 horas después de iniciado el tratamiento (29).

e¢) Contenido de carbohidratos.

Otro de los camblos observados durante la latencia de tu-
bérculaos eas ol cambio en contenido de carbohidratos.

Bn tubfroulos latentes el contenido de hexosas,varfa en—
tre las diferentes variedades asf como en los tubdrcules de la
mipgma variedad crecidos bajo diferentes condiociones o bajo las
mlamas condicionas.Bn miohaa tnhéwenles sl conteonids ds éluco—
sa eg mayor que el de fructosa.

El contenido de hexosas en loa tubdrcules madurce laten--
tos no es determinado primariasmente por el metabolismo de los
tubdreulos cosechados sino por el metebolismo que ocurrs duran
te el desarrollo del tubdrculo (23).

El rompiniento del estado de latencia de los tubdroulos -
con agentes quimicos (por ejemplo: tlocianuro,tiourea o ¢lorhi
drina etilénica) incrementan en forma notable el contenido de
sacarosa; conaccuentemsntes,al mlsmo tiempo el contenido de almi
d6n disminuye mientras que el contenido de asicares reductores
no cambia significetivamente.Bl incremento del nivel de sacarg
ga no es la causa de 1a terminacidn de la latencia ya que ésta
no puede ger interrumpida al inyectar sacarcse en los tubdrou-
los 1latentes o al ser sumergidos en soluciones de sacaroaat
(19). '



d) Compuestos nitrogenédos.

Los compuestos nitrogenados se ven alterados en la laten-
cla en cantidad y en su digtribucidn,

Los tubérculos de papn tienen muy pequefios cambios en los
niveles de nitrdgeno total desde el tiempo de cosecha hasta el
final del periodo de latencia (19).Bn tubéreulos latentes 1los
niveles de nitrdégeno total se incrementa con el tiempo en 1los
tejidon internos.Réto ae debe a una trenglocacidn do aminodcie
dog desde los tejidos externos haclia los intermos (19).

El tejido de papa blanca,como el de otros toJidos vegeta=-
les de slmacenamiento contienen monosomas,lo cual es documenta
do por trabajos de microscopiz electréniéa en ol egtado de la-
tencia de éstos tejidos (24).Cuando el tejido de paps 1latente
es herido,los monosomag @e arrsglan en complejos polisomales.
Este proceso es probablemente dependiente de sintesis de novo-
de mRNA como es gugerido por la tasa de incorporacidn de pre~-
Sursores r&ﬁiouc%ivos (uriaina~ﬁ3) a polisomas durante las dos
primeras horas degpués de 1a herida (25). Bl contenido do pro~
tefnz se incrementa también cuande los tubdrculos dejan el pe-
riodo de 1atencia en forme neturel (19). '

El tratamiento con clorhidrina etilénica a tubéreulos de~
papa latentes esdemds de interrumpir 1la latencia produce un in-
cremento del tripéptido glutatién.La aplicacién exdgena de glu
tatién puede interrumpir la latencia de tubdrculoe de papa. El
contenido de glutatidn el cual es bajo en tubérculos recién co
sechadog megtra un incremento transitorio durante la latencia
¥y su oconceantracidn méxima se ha alcenzado al finalisar el pe—
riodo de latencia (19).

Se ha descrito que los tubdroulos de papa contienen ung -
variedad de inhibidores de ondopeptidasas de serina (inhitddo-
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res de carboxipeptidasa pancredtica) que son de naturaleza pro
teica y estables al calor (26).Las centidades totales de inhi-
bidores de carboxipeptidasas (ICP)/g de tojido (fresco) han si
do determinadas en varios tejidos de la planta de papa.los tu=
béreulos son los que tienen lag mds mltes concentraciones de -
los inhibldores mientras que los brotes inducidos en forma na-
tural de tubdrculos almacenados & 6° y 8°C asf como on 1ss ho-
Jas y tallos tienen concentraciones notablemente menorea (26).

Se han descrito 3 formas de ésts inhibidor (ICP-I,ICR-II-
y ICR-III), ICR-YI fue 1 forma mis sbundente en todos log te=
Jidos estudiedos (tubdrculo,brotes,tallo y hojas).

ICP-I y ICP-IXI gme encuentran en cantidedes significati——
vas en tubérculos y tallos,Paras explicar la variabilidad en —=
las cantidades relativas de las formas de los inhibidores hay-
al msnos dos posibilidades, Primero, pueden habar diferenciasg -
en las tasas de sintesis o degradacidén de log inhibidores en -
forma individuasl en el tejido especifico.la segunda posibilie—
dsd es que hey dos precursores, uno de ellos da origen a ICP-
IT y & ICRIII y ol otro precursor produce I0P~I,Tor congi—ww
gulente lsg diferencias en las cantidades totales de los inhi-
bdcores ¢ de inz cantidaden relativas do cadz forma sm un tejl
do espec{fico,podrian ser debidas a diferenciapm en lagm activi-
dades de las envimag responsables del procesamiento de los prg
cursores respectivos do los isoinhibidores (26).

Kitamura y Karuyama han purificado y caracterizado una =
proteasa dependiente de sulfhidrilo proveniente de tubdrculos-
de papa en brotacidn.Sin embarge no hay evidencias sobre el pa
pol dé éota enzima en 1a degradacidn de las protefnas de tubdy
culos de papa (27)., También se ha descrito la presencia de un
inhibidor de proteasa dependiente de sulfhidrilo presente en -
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los tubérculos de papa.Batos autores sugieren que este inhibi-
dor tiene 1a funcidén de contralar la activided proteol{tica en
ddézena ya que este imhibidor actia sobre protessas depeniicn--
tes de cistefna Qe origen vegetal (28),

Una protefna presente en tubdreulos de paps es 18 glico—-
protefna patatina (29).Constituye mis del 20% de la protefna -
soluble en tubérculos de papa maduros (30).le patatina copuri-
fica con ure actividgﬂ de eatermse cuye funcifn celulsr tam—-
bién se desconoce (31).El contenido de patatina dismimnye des-
de 30 mg/g en tubdreculos latentes hasta 9 mg/g en tubdreulos =~
brotadas en forma natural durante el almacemamionto a 4°C. Sin
embargo,la perdida de patatina en slmacenamiento fue eproxima-
damente igual a la pfrdida de las otras prote{nas en extractos
de tubdroulos es{ que el porcentaje de patatina basade en pro-
teina goluble cambia =6lo ligeramente (de 374 a 28%) (30).

XI1I. latencla, su modificacidn pox aceidn hormonal,

En el periodo de latencia existen camblos en 1los niveles
endégonos de hormonas (19),asf{ como también ge pueds modificer
1a latencia vor aplicecidén exdgens de ollas.

a) Anxinas.

Durante el perlodo de latencia los tubdrcules tienen cone
centraciones my bajas de auxinag.Bn 8l tubérculo latente la -
cantided mayor de auxine se encuentra on la cepa externa.Duran
te ol periocdo de latenois el contenido de anxinas es wmy bajo,
el cusl aumenta mis tarde obteniendose valores wAas altos poco-
antes del brotamiento de las yemas.Le aplicacidn exdgena de au
xinas en concentraciones bioldzicas estimnla ol cracimiento
de los brotes cuando éstos tubdrculos son pobreg en euxing -
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endégena (es decir: tubérculos latentes).

Bl dcido indolacético no tiene efecto en el crecimiento -
de los brotes de tubdroulos de papa latentes a menos que su 1a
tencia haya sido interrumpida previamente con clorhidrina eti-
1énica.Bs probable que en dute caso el dcido ‘indolacético no -
tenga influencia gobre la latencia,sino solamente sobre el cre
cimiento de los brotes (19).

b) Inhibidores del erecimiento.

En los tubdreulos dc papa existen diversos inhibidores =
del crecimlento (19).Del extracto de cdscara de tubdrculos de-
papa latentes se pueden obtener substancias dcidas por medio -
de cromatografia en papel que inhiben la &ctividad de creci——e
mento del dcido indolacético on coleoptilos de avena.Sus valg
res de Rf egtdn comprendidos entre 0.52 y 0.74. A ésta mozcla.
de substancias inhibidoras se le ha denominado p~inhibidor el
cual también ge ha encontrado en otras plantas. .

Se ha demostrado que el dcido absefsico (ABA) pueds inhi-
bir ¢l crecimlento de yemas de tubérculos de papa,El B =inhibi
dor proveniente de cédscara de tubdrculos de papa latentes con=
tiene Acido abseigico entre sus componentes.Se ha encontrado -
también que el nivel del ABA disminuye cuando el periodo de la
tencia termina (19).

La presencim de inhibidores dcidos en tubdroulos de papa-
ha podido ser bien correlacionada con su periodo de latencia.-
Cuando la latencia de tubérculos de papa ge interrumps en for-
ma natural o después de un tratamiento con clorhidrina etiléni
og 0 con glutati5n,el nivel del p-inhibidor de la cdgeaya del
tubdroulo disminuye.

Se ha encontrado que sl tubdrculos de papa latentes son -
despojadeos de su céscara,llegan a brotar mis fdcilmente que m-
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quellos en que no ha sido eliminada.Bsto indica que los inhlibi
dores fueron removidos con la cdscara y que log tubérculos de-
bido a énto,fueron mds capaces de brotar.Por consiguiente,apli
caﬂdo)e ~inhibldor (exdgeno) provenisnte de papas latentes esm
posible prolongar el periodo de latencila de tubdroulos ente-
ros (19).

¢) Giberelinas.

Los niveleg de giberelinas muestran un aumento transiéo--
rio antes del término de la latencia de los tubérculos de papa,
pero antes de 1a brotacién de lag yemas,los niveles de édatas -
substancias se incremente de nuevo. '

31 los tubdrculos de papa en la latencia son tratados con
giberelinas su latencia serd interrumpida.Se ha encontrado que
el nivel del 2 -inhibidor en extractos de cdscara de papas tra
tadas con 4cido giberélico disminuye tres dfas despuds de ini-
clado el tratamlento (19).

&) Citocininas.

Log niveles de citocininag (zeatina e iaopenteniladenina)
miestran un incremento trangitorio antes de que la latenciag ==
termine,

La aplicacidén exdgena de citocininas puede interrumpir la
latencia de varios tipoe de plantas.La latencia en los tubdrou
log de papz también puede interrumpirse por citocininas, Cuando
ss aplican citocininas a tubérculos de papa latente,ss observa
que el nivel del g -inhibidor disminuye despuds de 24 horas de
iniciado el tratamiento,loe inhibidores presentes en el tubédr-
culo de papa paeden también inhibir el efecto de las citocini-
nas (19).
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XIV. Inhibidores Acidos como unm de las causas de la -
latencia de tubérculos de papa.

lag papas en latencla contienen inhibldores del crecimlen
to como es el @ -inhibldor que desaparecen cuando la latencia
finalize en forma natural (19,32),0 cuando los tubércules son
expuestos a tratamientos que interrumpen la latencia.Consecuen
temente,lcs inhibidores foidos porecen ser de importancim en -
¢l mantenimiento de la latencia de tubérculos de papa.Si ésto=
es asi,surge la progunta de como éstos inhibidores ejercen s
influencis,

Se ha sugerido que los inhibidores deidos reaccionan cone
grupos SH y de ésta forms inactivan enzimas dopsndientes de =
sulfhidrilo las cuales gon necegarias para el crecimiento de -
lag yemas del tubéreculo.

Se ha domostralo que ¢l dcido absoisico inhibe ia sinito--
sis de DRA y RNA,procesc que puede ger revertido por citocini-
nag.Se puede suponer que ol dcido abscisico inhibe el creci-—w-
miento al inhibir la Sintesis ds DWA y que lag citocininas ep-
timlan el orecimiento porgque promueven su sintesis.

Bl dcido abscf{sico no es el dnico componente del complejo
28 ~inhibidor.La identificacidén de las otras substancias es la
bor para el futuro para una mejor comprensién del papel de ég-

tos en 1s latencia.



34

ANTRCEDENTES

Normalmente el desarrollo de une plantes se ajusta 8 lag -
egtaciones del afio en una forma que l&-permita sobrevivir en -
periodos de condiciones ambientales desfmvorables. Esta adapta
cién casl siempre implica una interrupcién temporsl del creci-
miento y la disminucidn del metabolismo colocando & la planta-
en un gstetio que ge denomina latencia.

Bl ipicio de la latencia implica en algunos casos el desa
rrollo de estructuras especlalizadas resistentes como por ejem
plo tubérculos en el caso de la planta de papa.

Se han llevado a cabo intentos para obtener informacidn -
que pernmiia dilgeidar 1a naturaleza del ﬁecanismo(s) que perml
e a los tubdroulos de paps mantenerss en estado latente.

Entre la informacidn que se ha descrito se encusnira el -
tratar de entender la latencia del tubdreulo a través de cono-
cer los diversos cambdos que se efectuan durante y al término-.
de la latencia, .

So conocen algunos cambios que ge efectuan en el tubdrou-
1o de papa cuando éstos interrumpen el estado latente ya sea -
en forma natural o por medic de diversos tratamlientos.Asf,al -
interrumpir o terminarse la latencia de los tubérculos de papa
pueden obgervarse sumento en las actividades metabdlicas como
ejemplo: aumento en la respiracidn,le activided de diversas en
zimas se incrementa (amlilasa,fosforllasa,catalasa,peroxidasa,-
ete.) (19).

Con la acumulacidn de informacidén de datos como los ante-
riormente descritos se contribuye a la descripcidn del estedo=
de latencia y & su observacidn a nivel mclecular pero no & 1la
comprengidn del mecanismo que opera para establecer o mantener
el estado latente.
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Por consiguiente los cambios metabdlicos que se efectuan-
en el tubdreculo al final de su periodo latente nog indican que
el eatado latente no es un proceso simple y para permanecer en
41 pueden actuar factores miy diferentes.

Una de las hipdtesis que trata de expliéar el estado la=~
tente del tubdrculo de papa ep la presencia de inhibidores del

Cuando se remuieve la céscara alrededor de las yemas de —-
los tubéroulos de papa éstos brotan (20) el mismo regultado se
logra si la céscara del tubérculo de papa se elimina en forma-
total.Bsto se cxplica porque eh 1la céspcara existen inhibidores
del crecimiento que mantienen el estado latente (19).

De los tubérculos de papa latentes se ha extrafdo una mez
cla de substancias dcidas la cusl se ha denominado B -inhibi—
dor el cual tiene la capacidad de prolongar la latencia de tu-
bérculos de papa.RBantre los componentes del g —inhibidor se en-
cuentra el dcido abascimico el cual es un inhibidor del creci—-
mento (19).

También se ha encontrado que la concentracidén del B ~inhi
bldor disminuye cuando la latencia del tubérculo termina o se.
interrumpe (19,32) en tanto que hay un aumento de las substan-
cias promotoras del crecimiento (auxinas,giberelinas,citocini-
nas).

Se ha propuesto que el balance entre los inhibidores y -
promotores del crecimiento en el tubérculo de papa détermdna -
que éote se encuentre o no en estado latents.

Ouando el tubérculo estd latente la presencia de &cido ~-
abscfsico produce la inhibicidn de sfntesie de DNA y RNA en =
tanto que lag citicininas promeve dicha sf{ntesis (19).

También se ha propuesto que el agua es un factor limitan-
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te en los tubdroculos latentes ya que es posible producir la -
brotacién de las yemas apicales de tubérculos latentes (en obg
.curided a 15°C) ya sea gumentando la humedad relativa hasta -
1004 o abasteciendo con agua a un corte basal de los tubércu--
culos (21),

Gocotle (33) enconird que cuando se mde ia sintesis de pro
teinas por incorporacién de leucina ‘tritisda en un sistems in
vivo, se encuentra que ésta actividad es my baje en tejido de
paps latente y se inoremsnta cuando las rebanadas de éste teji
do son incubadas & tiempos largos. ‘

También observd que cuando los ribosomas extrafdos de te~
jido de papa latente eran lavados con 300 mK de KC1 éetos in--
crementaban su capacided de incorporar aminodcidos radioacti-—
vos en un sistema in vitro. Bsto se logrd porque de los riboso
mep de papa latente ge separas una fraccidn la cual impide que
haya una eficaz activida® de sintegis de proteinas.

Ia fraceién apociede & ribosomas de papa latente tiene ia
capacidad de inhibir la incorporacién de leucina tritiade en -
un sistems in vitro de tejido de papa,

Bn éaste trabajo se propone que la fraccidén inhibitoria de
sintesis de protefna in vitro asociada a ribosomas de papa la-
tente pueda ser un factor mis que contribuye a ayndar a mante-
ner la latencig de tubfrculos de papa inhibiendo sintesis de -
proteinas.Con lo cual este trabajo puede contribuir a compren~
der los mecanigmos del estado latente.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Para poder iniciar el estudio de la fraccidn inhibitoria
de sintesis de protefnas in vitre esociada a ribosomas de tu-
bérculos de papa latente se plantearon las plguientes hipdte-
sle de trabajo:

§i la fraccién unida & ribosomas de papa latente es pro-

teina entonces podrd ser purificada como tal,

Como la fraccidén unida a ribosomas de papa latente inhi-
be la sintesis de protefnas in vitro entonces también deber4-
de inhibir la germinacién ya que éste es un proceso fisioldgi
co dependiento de la sintesis de proteinas,

Con e} fin de demnstrar las hipdtesis anteriores se plen

tearon los siguientes objetivos:

Purificacidn de la fraccidn asociada a ribosomgs de

yapa latente.

Conocer las caracter{sticas y naturaleza de 1la frac
cién inhibitoria.

Demostrar la inhibicidn de la germinacién por el in
hibidor purificado por bioensayo de germinacién y -

por sinteais de protefnas.
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METODOLOGTA

1, Obtencidn de ribosomas y sobrenadante de tejido frec-
COo.

Tos ribosomas fueron extrafdos usando el método de Davig-
et al. (34).

Lag papes se lavan con &gus cofrien%e. Se pmsa on slgoddn
empapado con cloralex al 104 v/v en aegua desionizada.Se enjua=
gan variag veces en agua depionizada y se secan.Se pelan y se
pesan 128 g,se cortan en pedagos pequeliop y 56 TUELlEn 0OR w==
160 ml de reguledor de molienda (0,03 M de acetato de magnesio,
0.2 ¥ de sacarosa,0,2 ¥ tris-dcido acético pH 8.5,0.06 H de -~
cloruro de potasio y 0.005 M de 2-mercaptoetanol) en un vaso =
de licuadora con redstato en posicidn 50, 4 veces durante 10 =
gegundos con intervalo de 30 segundos entre cada molida,El ho-
mogenado sge filtra a través de 4 capas de ggsa Bobre un vaso =
de precipitado previamente enfriado y se centrifuga por 15 mi-
nutos a 20000 xg.EKl sobrenadante ge coloca sobre un.colchdén de
pacarosa (2 ml de sacarosa 0.5 My 2 ml de sacarogse 1 Hen o=
0.04 M trig-dcido mcético pH 8.5,0.02 M de cloruro de potasio,
0.01 ¥ de acetato de magnenio y 0.005 M de 2-mercaptoetanol) y
se centrifuga por tres hores y media a 100000 xg.El sobreng-=--
dante obtenido en el paso de centrifugacidn anterior se almace
na 8 -7000.31 precipitado se disuelve en el volumen minimo Qe
golucidn A (0,002 M trip-deido acético pH 7.6, 0.001 ¥ de ace-
tato de magneelo, 0.02 H de cloruro de potasio y 0.004 H de 2~
mercaptoatanol).Se centrifuga por 60 minutos & 100000 x2g,Bl ~-
precipitado obtenido en el pamso anterior se resuspende en la =
golucién B (0.002 W tris~feido aocético pH 7.6, 0.001 K do ace-
tato de magneaio,0,02 M de cloruro de potasio,glicerol al 25%
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y 0.004 M de 2-mercaptoet@nol) en un volumen minimo para que =
pe disuelva.Se centrifuga a 9000 xg durante 10 minutos.El pre-
cipitado se descarta y al sobrenndante ge le determina la con-
centracidn de ribosomas por el método espectrofotométrico (ver
punto 4).Se mide el volumen final y se guardas a -70°C. A ésta-
dltima fraccidn se le denomina ribosomas Koo
2, Obtencidn de lavado ribosomal de tejido fresco.

A una megcla de varias extracciones de ribosomas KQO'BG -
les agrega cloruro de potasio para obtener una concentracién -
Pinal de 300 mM, se agita contfnuamente por 60 minutos a 4°C y
se centrifua a 157000 xg, 60 minutos. Al sobrenadante obtenido
ve le denomina lavado ribosomal (I.R.).

3, Concentracidn de protefnas del lavado ribosomal por
gulfato de amonio.

41 lavado »ibomsomnl se le agrege le cantided adocuada de
sulfato de amonio sélido hasta obtener 8C% de saturacidn a ==
4°c con agitacidn constante.Se agita 60 minutos mis y se deja~
reposando a 4°c~15 minutos.Se egita 15 minutos mds y se trans-
fiere al tubo de centrffuga.Centrifugar a 20000 xg durante 15
mnutos a 4°C, Se obtiene un precipitado que se denomina lava~
do ribosomal p80 (L.R.p80) y un sobrenadante el cual se denomi
100 (L.R.Sloo). Rl precipltado L.R.p80 se
disuelve en agua desionigada en la cantided suficiente y se po

na lavado ribosomal S

ne a dializar exhaust{vamente contra la solucién de diflisis -
(0,002 B tris-dcido acético pH 7.6, 0.1 ¥ de acetato de pota~e
sio y 0,005 M de 2~-mercaptoetanol), Al precipitado L.R.p80 dia
1izado se le determina el contenido de protefnas por loa médto-
dos de Lowry y espectrofotométrico.
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El pobrenadante del sulfato de amonlo L’R'Sloo ge disliza
exhaustivamente contra agua degionizada y se liofiliza, Se di-
suleve en un volumen mfnimo y se dializa contra la solucidn de
didlisis.Se determina su contenido de protefnas por el método-
de Lowry.El L.R.S) 4 1O moatré ningdn afecto sobre la germina-

cién de semillas en los bloenemyos de germinacidn,

4., Determinacidn de la concentracidén y pureza de ribo-
songks,

Este método consiste en medir la densidad dptica a 260 nnm
¥ sustituir este valor en la sigulents igualdad: ‘
mg/ul de ribosomas = D.0.,. X P.D.
20
siendo n'0260 la denpidad Sptica msdida a 260 nm de la muestra
y P.D. eg el factor de @ilucion de la muestra (por lo general-
la golucidén de ribosomas se lleva & una dilucidn de 1:200),
El rendimliento total de ribosomas se obtiene maltiplicane
do wg/ml de ribosomas por el volumen total de la muestra,el re
sultado serd la cantidad totel de ribosomss en mg:

mg/ml de ribosomas X volumen total = mg ribosomas totales

Para obtener la pureza de los ribosomas K20 se utilizan -
las relaciones de densidad Sptica a 260nm/280nm y 260nm/230nm,
Si consideramos que en forma aproximada la cantidad de dcidos-
nucleicos .y protefnas que Porman parte de los ribosomas eg i~-
gual, la relacidn de densidades Spticas de 260nm/280nm debe ==
dernos la unided,Si es mayor que la unidad quiere decir que la
cantided de proteinas es menor que la de &cidos nucleicos y &t
es menor a dicha unidad lo contrario ee renlidad.Semejante a =
lo anterior ocurre con la relacidén de 260nm/230nm puesto que &
longitudes de onde de 230nm el enlace peptfdico presente en ==
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las protefnas absorbe fuertemente (35).
También se hace una dilucién (1:500) de una mezcla de ri-
bogomas K,. con el fin de obtener su espectro de absorcidn,ds-

20
te 5o loe desde 220nm hasta 460nm en un especirofotdimetro,

5. Determinacidn de protefnas.

a) Método de Lowry.

El método de Lowry (36) conmsiste en la formacidn de un:w=-
" complejo colorido entre el cobre en solucidén bdsica y el reati
vo de Polin,El cobre forma un complejo con las proteinas,el ~-
cual reduce el reactivo de Polin para der un color azul inten-
go que puede ser medido egpectrofotométricamente.,

Se usan volumenes de 10 a 200 sl de muestra problema,ésta
se mezcla con 4 ml de solucidn alealina (50 partes de solucidn
C y una parte de solucidn D; C es una solucidén de carbonato de
godioc 8l 2% on hidréxido Qe sodio 0.1 W; D es una mosela en =~
partes iguales de sulfato de cobre al 1% y tartrato de sodio y
potasio 8l 2%). Se esperaron 10 minutos y ae ngrega 0,4 ml de
reactivo de Folin dilufdo en agua (1:2.5),se mezcle,se espera-

30 minutos y se 1l¢e contra un blanco preparadc &e la misua for.

ma en el que en lugar de 1a miestra problema ge usa agua;se ~-
lee a 750nm, Los valores obtenidos de absorbancia se interpo~—

lan en una curva patrén de albimina bovina.
b) Wétodo espectrofotométrico.

Bote método (35) me utiliza tembién para determinar las -
cantidades de proteinas de las mestras‘problem.(!onsiste en -
medir directamente d¢ las mestras problema la dengidad Sptica
a 260nm y 280nm y sustituir los valores obtenidos en la si—-—

guiente igualdad:
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mg/ml de proteina = {1.48 X D.O. - 0.74 X D'O'QGO) I P.D,

280
Siendo'D.O.zBo”la dengifad Sptica medida a 280nm
D.0.260

P.D. factor de dilucién de la miestre problemz {por 1lo

la densidad Sptica medida e 260am

general) se utilizeron diluciones 1:20),

Para obtener el rendimiento total de proteina multiplice-
mos mg/ml de protefna por el volumen total de la muestra,el re
gultado serd la cantidad total ds protefnms en mg:

mg/ml de proteinm X volumen total = mg de protefna total

6., HBloensayo con diferentes semillas.
a) Prueba de germinacidn parm semillae de mafz (Zea maya).

Las semillas de mafz se lavaron con una solucidn de clora
lex al 5% v/v durante 10 minutos. Se lavan con agua desioniza-
da estéril 4 veces (500 ml en cada ocasiézn).Se =ecan con papel
estéril.Se colocan 25 semillas sobre papel filiro estéril den-
tro de una caja de petri de 9 cm de didmetro previamente este-
rilizada.Se agregaron 10 ml d¢ 1s molueidn a probar el efecto-
sobre la germinacidén.La solucidn estaba formada de diferentes-
concentracionss de miestra de proteins en 1.0 ml de aolucidn -
80~20 (80mM acetato de potasio,20mM cloruro de potasio y 2m¥ -
Trig-dcido acético pH 7.6) y 9 ml de agua.Los controles consisg
tieron de 10 ml de agua o 1 ml de solucidn 80~20 y 9 ml de a--
gua,lag cajas petri se clierran y ge cubren totalmente con pa-~
rel aluminio.Despuée de T2 horas bajo condiciones de obacurie
dad a 2600,53 cuentan el nmimero de semillas germinadas en cada
caje petri.Bl criterio de germinacidn utilizado fue la protru-
eidn de la radfcula de la semilla de mafe.

b) Prueba de germinacidén para semillas de trigo (Triticum
geptivum) vy semillas de ajonjol{ (Seeamim indicum).
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Las semillas de trigo v ajonjolf se lavan con agua desio-~

nizada estéril dos veces (250 ml en cada ocasidn).Se secan con
papel estéril (las semillas se dejan encima del papel estéril-
alrededor de 10 minutos cerca de un mechero Bungen con el fin
de obtener un mejor mecado de las semillas y facilitar su mane
jo).5e colocan 25 semillas sobre un papel filtro estéril que =~
se encuentra colocado en el fondo de un frasco Gerder tambiéne
egtéril,se cuida que las semillas queden separadas unas de o—-
tras.Se agregan 2 ml de la solucidn a probar el efecto sobre -
la germinacién,la solucién estaba formada de diferentes concen
traciones de la mueptra de protefna en 0.2 ml de solucidén 80=
20 y 1.8 ml de agua.los controles consistieron de 0.2 ml de so
lucién 80-20 y 1.8 ml de agua o 2 ml de agua,los frascos se tg
pan con papal aluminio eptéril.Después de 48 horas bajo condi-
ciones de: luz durante 12 horas seguidag de 12 hores en obascu-
Tidad a una temperatura de 2606; Be cuenta el nimero de semi=-
lléa:germdnadas y no germdhadas teniendo como criterio de ger-
minacidn nuevamente la protrucién de la radfcula,
Nota: Tanto para ) v b) las semillas que se utilizen ge esco-
gen de tal manera qQue gtan las que presentan 1la nejor aparienf
cia externa.las que miestran dafos,color diferente o tamafio --
mig pequeflo que la mayorfa de les semillas disponibles se dese
chan,

El porcentaje de germinacién en a) y en b) se calcula con
tra el control (0.2 ml de solucién 80-20 y 1.8 ml de agua),

7. Tretemiento del lavado ribosomal (L.R.p80) con PHPS,
Se descongela el volumen diasponible de lavado ribosomal -
(L.R.p80) y me le agrega FPHFS (floruro de fenil metil sulfoni-

1lo) 0.1 M en etanol absoluto hasta obtener la concentracidon de
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5 mM y 5% respectivamente (37).Se mezcla y se incuba én un ba
fio de agua a 3o°c durante 30 minutos, agitando esporddicamente

varias veces durante ege tiempo.Se guerda a -7000.

8. Cromatografia de filtracidn en gel.

El Sephadex es una sustancia versdtil para la separacidén-
de moldculas con diferentes pesos moleculares,que actis como -
un tamlz molecular.El Sephadex en medio acuoso se hincha; ya -
en equilibrio se coloca en la columna y se deja sedimentar,As{,
los grénulos de Sepnadex expandidos retienen moléculas con pe=
8os moleculares variables segin su limite de exclusidn,Bl Se--
phadex G-100 tiene un 1fmite de exclusidn de 100 000 .Se puede
determinar el peso molecular sabiendo el volumsn de exclusidne
de moléculas de peso molecular conocido.

Bn la columna de vidrio se tranefiere la resina de Sephg-
dex G-100 previamente expandido haste formar una columna de --
1 cm de didmetro y 59.2 cm de altura.La columa se equilibra -
previamente con solucién (80 mM amcetato de potasio,20 mH cloru
ro de. potasic,? mM tris-dcido acético pH 7.6 y 5% etanol).

Se aplica un volumen no mayor e 3.5 ml de miestra y se o
luye con 1a misma solucidn con la cual estd equilibrada la co-
lumna.Se colecten fraccilones de 1 ml.

Ia velocidad de 1a columna se mantiene constante sionfo ~
ésta de 1 m/4.5 mnutos.

A cada fraccidn clectada se le determina su absorbancis &
280 nm,

9. Determinecién de aminodcidoa por el método de Rogen.

Para el método de Rosen (38) ge preparan las smoluciones =
siguientesn:
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Solucidn citrato pH 5.0: 21.008g de dcido cftrico monohi-
dratedo ge disuelven en 200 ml de NaOH al 4%.

Solucién B: 0.8g de Sn012 dehidratado se disuelvan en 500
ml de polucidn citrato pH 5.0,

Solucién P: 20g de Ninhidrina se disuelven en 500 ml de -
metil celosolve.

Reactivo ninhidrina: Yezcla de las soluciones By F (1:1).

Procedimiento: A 2 ml de reactivo ninhidrina se le adicio
ne 0,5 ml de muestra (neutralizada s pH 7.0),1a mezcla se sgi-
te y se calienta a ebullicidén durante 20 mnutos en bafio Marfa.
La coloracién méxima se desarrolla después de 10-12 minutos.In
mediatamonte después remover del bafio de sgua y afiadir 5 ml de
n—propénol al 50%4.Se agita vigoromaments,dejar que pe enfrie &
temperatura ambiente y leer en un espectrofotimetro a 570 nm -
contra un blancs que se prepara de la migma forma con 0,5 nl =
de agua en lugar do la miestra.

10, Hidrdlisis enzimitica de la fraccidn III.

Una mezela de 50 pl de la fraccidn ITI (1.52 mg/mi),i0 pi
de proteasa K (1 mg/ml) y 160 mM tris-dcido acético pH 7.5 en
un volumen final de 300 pl.Se incuba & 37°C en baflo ¥arfa du—-
rante 30 minutos.La reaccidn se detiene al digminuir la tempe-
ratura de incubacién a 400. Ia cantidad de aminodcidoe libres-

se determina por el mitodo de Rosen.

11. Hidrélisis bdsice de 1a fraccidén III,

Ia hidrdlieis de la fraceién III se lleva a cabo con un -
tratamlento de NaCH 5 N a 15 1h/pu1g2 de presién en una auto--
¢lave durante 20 minutos,poateriormente se neutraliza la mies-
tra a pH 7 y @e le determina el contenido de aminodcidos 1i--~
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breg por el método de Rosen.

12. Incorporacién de leucina radiocactiva en ejes omem=

brionarios de mafz (Zea mays).

Se colocaron 5 ejes embrionarios de maii por ceda vial y
e agregd 60 ul de solucidn de imbibicidn (80mM de acetato de
potasio,20mt de cloruro de potasio y lm¥ de tris-dcido acético
pH 7.6).3e incuba el sistema por 37 horas & 25% para el cof=-
trol y la fraccidn inhibitoria.

Después de las 32 horas se translaeferon los ejes embriona
riog de control y fraceién inhibitoria a otros viales conté--
niendo 60 pl de solucién de germinacién (80mH de acetato de po
tasio,20mM de cloruro de potasio.lmi de tris-ficido acético pH
7.6 y 4 pCi de 1euc1na—H3). Bgte pistema se incuba durante 37
horas mds a 25°C.

Al término de la incubacidn los ejes smbrionariem se saca
ron 4el vinl y se homogenoizaron con 1.9 ml de solucidn de im-
bibicién en un politrén (PCV-2,Kinematic).Bl homogeneizado a8
centrifuge a 2500 rpm durante 10 minutos en una centrffuga clf
nica.El sobrenadante obtenido se centrifuga e 25000 xg por 30.
mmtos.Del asobrenadante obtenido se toma una alfcuota de 1 ml
¥y 86 le agrega 1a cantidad necesarim de #cido tricloroacético-
con I~leucina hasta alcanzar una concentracién final de decido-
tricloroscético al 16%-0,06 H I-leucina.Bl eistema me deja & =
4°C durante 30 minntog.El precipitado nbtenido en 4ste dltimo~
paso se colecta en un filtro de fibra de vidrio GF/A.Los fil--

trog se lavan 3 veces con 2 ml de dcido tricloroacético 8l 5%
a 4°9C.108 filtros se dejan secar con una lémpara de 250 W du—

rante 30 mlinutos,
Cada filtro se coloca en un vial con 10 ml de 1{quido de
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centelleo (150 mg de POPOP,2.5 g de PPO en 500 ml de tolueno)-
¥ se cuenta la radiomctividad en un contador de centelleo Pacw
ka!‘d Tri“carb modo 3255-
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RESULTADOS

I. Extraccién del IL.R.p80.

Con el fin de poder iniciar el estudio del factor inhibi-
torio de sintesis de protefnas in vitro ‘asociado a ribosomas-
de tubérculos de papa latente fue necesario estandarizar la me
todologfe pars lo cbtencidn de: ribosomas de tubérculos de pa-
pa latente,lavado ribosomal y su concentracidn con sulfato ~ de
amonio (L.R.p80); as{ como la determinacidr de su contenido de
proteina como se describe en la metodologfs.

Para le estandarizecidn de la extraccidn de rlbosomag,a -

los ribosomas X, . obtenidos como se describe en la metodologia,

ge les determingola pureza utilizando las relacioneg de densi-
dad dptica de 260nm/280nm y 260nm/230nm {punto 4 de métodos),~
lon valorss obtenidos se wmuestran en la tabla I.Se puede obser
var que los dos valores de relaciones de densidad Sptica fuew=
ron pemejantes parae las diferentes megzclas de ribosomas K20 ——
{de lu 1 a 1a 9) siendo los promsdios de éstas relaciones de
1.56 y 1.03 respectivamente. Los valores obtenidos nos dan in-
formacién de 1a contribucidn relativa de dcidos nucleicos y =
protefnae contenidos en loa ribosomas LPE
Debido & la presencia de las bases piricas o pirimfdicas,
los Acidos nucleicos miestran una fuerte abgorcidén en el ultra
violeta con un miximo dé abgorcidén a una longitud de onda de -
260nm; mientras que les proteinas exhiben una méxima sbeorcidn
a 280nm debido principalmente al contenido de aminodcidos como
tirosina y triptofano y otra abgorcidn secundaria a 230am por
la pregencia del enlace peptfdico (35).
Bu bage a §ote conooimiento se puede leer el espectro de

absorcidn desde 2°0nm hasta 460nm en un espectrofotdémetro, co-
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Tabla I
Duregza de ribosomas K20
Mezcla de No. de extracciones 0.0 D.0
ribosomasg K20 en las mescla D 0260 D 0260
*~280 * V230
1 3 1.64 1.04
2 5 1.58 0.99
3 9 1,6 1.02
4 6 1.604 1.013
5 4 1.59 1.01
6 4 1.57 1.006
7 9 1.6 1,02
8 6 1.605 0.989
9 11 1.59 1.03
fo. do extracciones Promsdilo
totales
57 1.56 1,03
Tabla II

Contenido ds proteina en L.R.p80

No., de ex- Prote{na I.R.pB0O Proteina mg de Protefna

tracciones (mg/ml)  (ml). Total total/extracciéa
en la megcla - (mg)

6 3.04 300 9012 1.5

9 2.5 6.0 15.0 1.6

11 5.2 4.2 21.24 1.98
Yo. total de Promadio
extracciones

26 1.693
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no otra forma de determinar la pureza de los ribosomag Kzo. En
la figura 1 se observa que la muestra tiene un miximo de absor
cidn a 260nm y una absorcidén menor a 280nm.A lbngitudes de on-
da mayores de 280nm la abgorcidén disminuye casi en forma total.

Una vez que los ribogomas K,. fueron obtenidos me proce——

dié a la obtencidn ds1 L.R.p80 cigo ge indica en los puntos 2
y 3. de métodos.Rl contenido de protefna total en el L.R.p80 me
dido por el método de Lowry {punto 5 de métodos) se muegtra en
la tabla II. la proteina total aumenta conforme se incrementa-
el nimero de extracciones en la muestra.El promedio de protei~- -

na total por extraccidn es de 1.693 ms.

II. Optimizacién del bioensayo de germinacién de dife-

rentes semillas.

Se estableciercn los bioensayos de germinacion con semi—-
llas de mafz,trigo ¥ ajonjolf{ para conocer el efecto que tiene
el L.R.pB0 en un gistemn in wivo coms &5 l1a germinacidn de se-
millas,la cual es dependiente de sfntesis de protefnas.Fue ne~
cepario comprobar que los efectos mostrasdos por el L.R.p80 so-
bre la germingeidn son debidoas a su contenido macromolecular y
no por los efecios generados por 1la solucidn en la cual egtd -
disuelto tales como ¢l pH y la fuerza idnica.

Debido a que la solucién en la cual se encuentra el L.R.-
p80 contiene sales de cloruro de potasio y acetato ds potasio,
fue necegario probar soluciones con diferentes concentraciones
dé éstas sales para determinar aquella solucidn que proporcio-
nara un alto porcentaje de germinacidn con las semillas utili-
zadas.

Para 6l bioensayo de germinmoidn de semillas de mafc me -
mantuvo constante el volumen de 10 ml de solucidn de prueba en
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laa cajéa petri el cual fue determinado previamente {39) as{ -
como lae 72 horas de incubacidn.A partir de éstas condiciones-

en los controles con H_ O g8 obtiene un buen porcentaje de ger-

'_minacién.Como puede obgervarse en la tabla III,A),si se aumen~-
ta el nimero de semillas de 10 a 25 en el control de Hy0 el —
porcentaje de germinacidén ge mantiene (93%) (Tabla III,A) con
lo que se observe que ni el espacio ni el volumen de solucidn-
son limitantes.Se probd el efecto sobre la germinacidén con di-
ferentes soluciones (10 ml) en las cuales la concentracidén de
acetato de potasio y cloruro de potasio fue variada.las solu—e
ciones que miestran mayor porcentaje de germinacidén son la so-
lucidn 80-20 y 1a solucidn 8-2 tanto con 10 o 25 semillas,mien
tras que 1las otras soluciones con combinaciones diferentes de
sales dieron un porcentaje de germinacidn menor que el control
de agua.

En la optimizacion de los bioensayos con semiilas de ajo

i

jolf y trigo se mantiene constante el nimero de semillas,asi -
como la temperatura (26°C). Como se observa em la tabla ITI,B)
v I11,C) ¢l volumen de 6 ml en omjs petri mestra miy bajo por
centaje de germinacidén con ambas semillas tanto para el COTimm~
trol de H20 como para las soluciones 80-20 y 8-2,%a disminu=
cidn del volumen & 2 ml en frasco Gerber favorece en forma .&=
preciable la germinacién a un tiempo menor (48 horas) siendo -
1a solucidn 8-2 en ambas semillas la que miegtra el mejor por-
centaje de germinacidn (97£); valor muy cercano al alcanzado -
por los controles de H,0 (98-99%),

La tabla IV mestra el efecto del volumen de solucitn so-
bre la germinacidén de semillas de ajonjolf y trigo.Utilizando-
doe soluciones diferentes y agua como control se determina el

porcentaje de germinacién con 2 y 6 ml de volumen.El control =



Tebla IIX &

Optimizacidn del sistema de germinacidn

Semilla No. de Solucién Volumen Tiempo Reciplente Germina

Semillas (m1) (hr) cién %
10 Heo 10 72 Caja Petri 93
10 100~-0 10 T2 .o " 89
10 0-100 10 T2 " " 83

A Hafz 10 50-50 10 72 » " 86
10 T0-=30 10 T2 ® " 86
10 0-20 10 72 » w 70
10 80-20 10 T2 " " 92
10 8-2 10 T2 " " 92
25 H20 10 T2 ® " 93
25 80-20 10 72 » # 92
25 8-2 10 T2 ® " 93
25 HQO 2 48 @erber 98
25 H,0 6 96 Caja Petei 26
25 80-20 2 48 Gerber 92
25 80-20 6 96 Caja Petri 32
25 8-2 2 48 Gerbder 97
25 8-2 6 96 Ceja Potri 38
25 H20 ] 48 Gerber 99
25 H20 6 96 Caja Patri 36
25 8020 2 48 Gerber 94
25 80-20 6 96 Caja Petri 66
25 8-2 2 48 Gerber 97
25 8-2 6 96 Caja Potri 44

Solucidn 2mM Tris-dc.acético pH 7.6 con: 100-0 (100mK KAc); 0-100
(100mN EC1); 50-50 (50mM KAc y 50mi KC1); 70-30 (70mM KAc y 30mM
£C1); 0-20 (20mM KC1); 80-20 (80mM KAc y 20mH KC1); 8-2 (8mM Kac
y 2m¥ KC1l). Donda FAc. es Acetato de potasio.
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Tabla IV

Rfecto del wolumen sobre la gzerminacidn

L gjonjolf* wJ‘ri‘f;,oi‘_
Tolumen Volumen’
2ml 6ml 271 Hml
Tontral N8 36 99 36
391, 20-29 % 22 94 66
501.90-120 34 10 ) 26
S0l, 8-2 38 54 78 40

+ %t de germinacidn
Sol. 2m¥ tris-dc.acético pd 7.6 con: A0-20 (R0m™ KAc y 20mM ¥Cl);
0-100 (100mM KC1); A=2 (2% ¥Ac v 2m¥ %31).

Tabla ¥V

Bfecto del tiempo sobre la germinacidn

'Ajonjolir Triga* Maiz"
24 hr 48 nr 24 hr 48 'hr 48 ar 72 hr
Control 46 98 40 99 68 99
501.100-0 - - - - 46 %9
301, R0-20 38 94 36 96 46 27
Sol, R~2 46 97 40 97 43, 98

# % de germinacién

Sol, 2mM tris-dc.acético pd 7.6 con: 100-0 (100m!f Kic); 80-20
(ROmM KAc y 20mM KC1); 8-2 (8mM KAc v Znm™ KC1).

Tcubacidn de semillas en condiciones de luz (ajonjolf ¥y tri-
go) v obscuridad (mafz),



55

(azo) ¥y las diferentes soluciones coinciden en un mayor porcen
taje de germinmcién con 2 ml de volumen para ambas semillas,-~
siendo nuevamente el porcentaje de germinacidn con las solucip
nas 80-20 o la 8-2 casi igual que al control.

En la table V ge mueatra el tiempo dptimo en forma compa~
rativa para la germinacidn de semillas de ajonjolf,trigo y ma-
{z.5e encontrd que el tiempo Sptimo para alcanzar un buen pore
centaje de germinacién con semillas de ajonjolf y trigo es a -
las 48 horas, sienfo la solucidn B-2 la que se acerce mig gl =
porcentaje alcanzado por el control.Por el contrario las semi-
1llas de mafz requieren de un tiempo mayor para germinar, El —
tiempo dptimo para obtener un slto porcentaje de germinacién -
con éetes semillas fuo de 72 horaca tonto con ague COEO COn ——-
cualquiera de las soluciones,piendo nuevamenie la solucidn 8-2
la que muestra mig alto porcentaje de germinacidn.

BEn 1la tabla VI ge muestra el efecto de le lup sobre la ==
germinacidn de ajonjolf,trigo y mafz,utilizando 3 diferentes -
solucioneg y agua como conirol. Bl porcentaje de germinacidn -
que ge obtiene tanto con semillas de trigo como de ajonjolf,ba
Jjo condiciones de obscuridad continua no mestra diferencias -
significativas con respecto al encontrado en condicionss 46 -
luz durante 48 horas.Utilizando semillas de mafe se observa «-
que el porcentaje de germinacidn mejora en todos los CRE0OB ===
cuando las condiciones son de obscurided continua durante 72 =
horas,Con 1los tres tipos de semillas las soluciones 8020 v/o
8~2 dieron los mejores porcentajes de germinacién.

IIT. Inhibicidn de la germinacidn de diferentes semi-~-
1las por L.R.»80. ’

Con las condiciones optimizadas de germinacién (luz,tempe



Ffecto de la luz sobre la gerninacisa

-
Tabla TI

’
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Ajoniorl” mrigo”

AR pr 4% hr 48 hr 48 hr 72 hr 72 nr

280~ Lo Ke0 - Iz pYeit2n Luz

ridad ridad ridad
Contrel 92 4 32 36 36 ?O
391, 10720 8¢ 3 T3 76 33 70
301, M=20 24 94 35 96 17 73
301, B=2 95 97 37 37 97 84

* % de germinacija.

551, 21 tris-dc.acético o 7.6

(707F rAc v 20m¥ ¥21); 8-2 (3mM Kic y 2mM XC1).

con: 100-0 (1020 = KAc); 30-20
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ratura,volumen y solucidén) se mide el efecto de la protefna =
del L.R.p80 sobre la germinacidn ea los tres tipos de semillas

Se ensayaron diferentes concentraciones de protefna (L.R.
p80) sobre la germinacidn de semillas de mafz,trigo y ajonjo-
1f (Tebla VII y figura 2).Se¢ observa que para los tres tipos ~
de senillas utilizadas,al aumentar la conceatracidn de protel=
na del L.R.pRO,el porcentaje de inhibicidn de la germinacidn -
aumenta hasta un miximo,siendo este de 0.11 mg/ml para semiew=
1llas de malz y de ajonjol{ y de 0.15 mg/ml para pemillas de —
trigo; a concentraciones mayores,la inhibicidn se revierte no
totalmente,pero aslempre se sigue observando.

IV. Purificacién del inhibidor presente en el L.R.p%0.

Con el fin de purificar el factor inhibitorio presente en
el L.R.p80 éste fue aplicado en cromatografia ea columa de Se
phadex G~100 (dimengiones: 0.9 cm X 26 cm), Bl L.R.p80 se trata
previamente con 5 mi de PMFS para inhibir las proteasas depen-
dientes de sulfhidrile.El esquema de elucijn se mpestra sn la-
figura 3.Para su estudio las fracciones fusron separadas en —
cuatro regiones; fracclones: I,1I4,IIB y III,siendo la frace
cién III la que eluye al final.

A cafa uha de las cuatro fracciones separadas,concentra—
das y dializadas,ss les midid su efecto sobre la germinacidén -~
de semtllaa de ajonjolf. En la figura 3 se sefialan las rraccig'
neg separadas y en la tabla VIII asu efecto sobre la germiname
c¢ién. Los porcentajes de inhibicidn obtenides con las cuatro-
fraccionea separadag,se comparan con el valor de inhibicidn de
la muestra apliocada: L.R.p80.La inhibicidn se encontrd en la -
fraccién IIB y III, siendo 1la primera de 77#% y la segunia del’
17%. la fraceién I manifiesta una inhibicién micho menor.
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Tabla TII
Bracto ¢el L.R.0°%0 sobre la serninzeidn de diferentes semillas

vz{z (Zea mavs)

-

L. R. 080 % 3e jermninacidn’ 4 3o Tnhibicidn
(mz,/21)
0.01% ! 22
0.03 60 40
2,072 42 58
9,108 18 62
0,31 , 35 65
0.15 56 44
0.3 ‘ 73 , 27
0.596 80 20
™rigo (Triticum aegtivum)
L.%. 090 4 de Jerminacidn % de Inhibicidn
(mg/ml)
0.015 ' 83 17
0.11 ) 52 48
0.15 50 50
0.3 67 33
Ajonjol{ (Sesamum indicum)
L. R. 030 % de Germinacidn ©> de Inhibvicidn
(mg/m)
0.015 85 15
0.11 44 - 56
0.15 60 40
0.3 76 24

+ Calculado con respecto al control (ausencie de L.R.).
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Figura 2 Inhibicidn de l1a germinacidn por el L.R.p80.
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Pigura 3 Cromatograff{a en columma Sephadex G-100 del
L.R.p80 (L.R.p80,después de 10 dfas do su -
obtencién). 2.5 ml con 5.9 nmg de L.R.pS0 -~
tratados con 5mi do PHPS en 80ml do Acetato
do potasio~20mE de KCl-Tris-dciZo acético -
Pl 7.6 fueroa aplicsdos & le columma (0.9 -
ce X 26 cm) y elufdo con 80mM de Acetato de
potogio=20n¥ ds KCl-1mf do Tris-deido acéti
co pH 7.6-5% etanol. Se colectaron fraccio-
neg de 1 ml cada 3.5 minutos.

40



Tabla YIIT
Localizacidn del inhibidor en los eludtos del
Sephadex G-100 (de la figura 3),

Muestra Concentracién Inhibicidn'
0 rg/ml %
Pluato
L.R.p80 0.1 56
Praccidn T 0.03 22
Praceidn IIA 0.015 16
Fraccidon IIB 0,015 Kij
Praceidn IIT 0.015 17

¢ Bloensayo de germinacidn con semillas .de ajonjoli.
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Debido & que la inhibicldn se encuentra en itres Traccio--
nes y siendo dos de ellas de menor contenido proteico,se pensd
que con una columa mis repolutiva el inhibidor pudiera ser ~-
concentrado preferencialmente en una fraccidn.

Se decidid mumentar laeg dimensiones de 1a columms para la
cromatogratia en Sephadex G=100 (1.0 em X 59.2 cm). En Sata =~
nueva columna se crogatografié el L.R.pS0 +tratado proviameﬁte
con 5 mM de PHF3,después de 5 dfas de haber sido obtenido.Bn -
la figura 4 ss mestra el patrdén de separacidn logrado baj& és
tas dltimas condiciones,Fl esquema de elucién es similar el ob
tenldo con la primera coiumna de cromatografia en Sephadex —--
G-100.De nuevo se encuentra que la fraccidn IIT miestra mejor-
separacidn,se juntaron las fracciones colectadas en las fres -
regiones (fracciones I,II y III).Con ceda una de éstas fraccip
neg ge les determind nuevamente 1la inhibicidn en la germina--
oidn de gemillas de trigo,se encontrd que la fraccidn IIY did-
el mayor porcentaje de inhibieidén (Tabla IX),

Por $ltimo la fraccidn III dos dfas después de haber sido
obtenida fue recromatografiada unma vez més en la colume de Se
phadex G-100 bajo las wmismas condiclones de eu obtencidén.Bn la
figura 5 se observe el patrén de elucidén de la fraccidn IIT,el
volumen on el cual eluye sigue siendo el mismo queé mosird en -
la primera cromatografis a partir de L.R.p80.

Para: conocer si habia aumentado la pureza de las fraccio-
neg 7,IT y III después que se ha realizado la cromatografia ——
con Sephadex G~100 ge calculan las veces de purificacién pare
éatas tres fracciones como se muestra en le tabla X.la frac——
cién I presentd un rendimtenso del 8.6% con respecto a la pro-
teina total de la fraceidn original de la cual procedia aunque
pu concentracidén por gramo de tejido fue mayor que la de las -
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Pigura 4

T g
10 20 30 40 50
Pracoidén No.

Cromatograf{a en colummp de Sephadex G-100 d
T.R,pB0 {I.R.pB0 deapnés de 5 dfec de ot gbis
cién). 4.5 m con 7.6 =z de L.R.p80 fueron tra
tados con 5uM de PHFS en 80mM de Acetato de po
taplo-20mM de KCl-1nM de Tris-dcido acético pH
7.6 fueron splicodos o la columaa (1.0cm X ——
59,2¢m) y elufdo con 80m¥ de Acetato de pota—
alo-20nN de KC1-1mK do Tris-fecido acético pH -
7.6~5% etanol. Se colectaron fracciones do 1ml

ceds 3.5 minutos.
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Tabla IX
Localizacidn del inhibidor en los eluatos de la
columna de Sephadex G-100 (de 1la figura 4)

- -

Muegtra Concentracidn Inhibicidn”
o mg/ml 4

Rluato

L. R L ] p80 0. 1 56

Fracceidn I 0.0015 12

Praceldn II 0.0015 21

Fraceidn ITI 0.0015 39

+ Bloensayo de germinacidn con semillas de trigo.
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Figura 5 Recromatografia en columa Ssphadex G-100 de la

fraccién III.Después de 2 dfap d¢ su obtencidn-
la fraceién XII (2.9 mg) concentrade,dislizada-
¥y disuelta en 2 wl 4o 80cM Ao Acetatc de pota—-
slo~-20aM de¢ XCi-1n¥ de Triv-ficido escético pH 76
fue aplicada a la columna (1.0cm X 59.2¢m) y e-
lufda con 80mM de Acetato de potasio~20mH de —-
KC1=1lmM Tris-dcido acético pH T.6~5% etanol. Se
colectaron fracciones de 1lml cada 3,5 minutoa.
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la Traceidn inbititoris de vapa,

Traceldn  Protefna Rendi-  Consen-  Activided” activie Aurifi

Total pg miento tracidn inhibito- dad es- cacidn

% g Teji~ ria 3 sec{fi-
€o. ca.

L.R.pBO 11753 133.0 7650 50 6.5 1.0
Prec.I 1020 8.6  2.310 30 12,5 1.5
Prac.IT 1722 13.4 1,265 42 33.2 5.1
Prac.IIX 1258 10.€6 3,115 35 400.0 52.0

# Actividad medida en bioensayo con gsemillas de trigo.
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dos fracclones regtantes,su grado de purificacidén fue muy pe~
quefo siendo @dlo de 1.5 veces.la fraccidn III mostrd$ la mayor
aotividad espec{fica (400.0),8u purificacidn fus de 52 veces -
pero su conceniracién por gramo de tejido fresco ¥y Bu ronilews
mento fueron pequefios (0.115 y 10.6 respectivamente).

Por lo tanto se concluye gque la fraceidn III es la que ==
mestra 1a mayor activided especifica contenlendo la actividad
inhibitoria. Por consiguiente fue con ésta fraccidn con la que-

se hicieron los estudios posteriores.

V. Caracterf{sticas de la fraccién IXI,

Se realizaron diferentes experimentos para obtener un ma-
yor conocimiento acercz de la naturaleza quimica de la frac—e-
cidn III. Bn la figura XI puede observarse que tanto el T.R.~-
p80 como la fraceidn IIT al ser calentadas a 92°C durante 5 mi
nutos pierden totzlmente la caprcided de inhibir la germing~e
cién de semillas de mafs manifestdndose do esa manere eu ines-
tabilided a1 celor,en forma independiente de la concentracidn-
utilizeda, -

Para saber si la fraccidn III waatiense la capacidad inhi-.
bitoria de la germinacidn con el transcurso del tiempo,se hiee
cieron bioensayos con semillas do trigo a diferentes periodoa-
de- tiempo de almacenamiento & -70%¢, Bn 1a tabla ZII puede ob-
sorvarse que el porcentaje de inhibicidén de la germinacidén dig
‘ minuye a medida que el tiempo de almacenamiento es mayor,

Pogteriorments pe hidrolizd la fraccidnm III con el fin de
determinar si ésta era capaz de producir grupos funcionales -
Et-audno 1ibres.Bn 1a tabla XIII ge meatran los resultados -
obtenidos después de la hidrélisis tento alcalina como enzimd~
tica.BEn ésta tabla se observe que .pars: ambos ensayos,a EAYOr =
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Tabla XI

Inestabilidad sl calor del L.R.p80 y de la fraccidn IIT

Maegtra Concentracidn % de Innibicidn”
mg/ml Sin calentar Jalentada
5¢ ~ 92%
L.R.p30 0.072 58 0.0,
" 0,108 62 0.0
Praceidn ITY 0.015 23 0.0
" 0.0015 - 39 0.0

»

s Bioensayo hecho con gemilias Ge mafz para el L.R.p8O y
de trigo para la fraccidn III.
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Tabla XII

Tnegtabilidad al almacenamiento de 1la fraccidn IIT

*raccidn Concentracidn Variable Tnhibicidn”
mg/m1 4
L.R. 080 0.15 5d a -70°¢ 50
raccidn ITI 0.0015 . 344 " 39
" 0.0015 424 w 34
" 10.0015 918 » 20

* Bioengayo con semillas de trico.
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Tabla XIII

Medicidn de o{-~aminos liberados Gespuds de hidrdlinis
de la fraceidn YII.

pg de . 570nm %‘j’wnm
proteina 8Hidrélisia Hidrélisia
alceline con proteasa K
25 0-057 hd
80 0,155 0.382
160 0.309 0.981
80 (sin nhidrolizar) 0,006 0.007

s) Hidrélisis alcalina: 5N NaOH. 20 minutos a 15 1b/pulg®

b) Hidrélisis con proteasa X: 8 ug protemsa K enm 100 m¥ aceta-
to de potasio,20mi tris-dc.acético pd 7.5, 30 minutos 8 ww=-
379C.Despuds de hidrdlisis el pH se ajustd a 5.5 y ae mdid

OL-NHZ por el método de Rosen.

AS570nm es la diferancia de absorvancia obtenidas a cadn con—
centracidn después de hidrélisis.

1
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concentracidn de la fraccién III,los valores de densidad Spti-
‘¢ca del hidrolizado se incrementan,lo cuml demuegtra un aumento
de los o(-amino libres,confirmando la naturalega proteica de =
la fraceidn ITI,

Entre otras de las caracter{sticas se estudid el cambio =
de peso molecular de la fraccidn inhibltoris,

Se 1levd a cabo la cromatograffia del L.R.pB80 asf como 1la
recromatografia de las fracciones I y III en Sephadex G-»lod a
diferentes tiempos de su obtencidn,para determinar si el tiem-
po de elmocensmlento afectabs sus perfiles de elucidn.

En la tsble XIV ge muestrg el tiempo de generacidn de las
diferentes fracciones a partir del L.R.p80. El TL.R.p80 después
de 5 dfas de su obtencidn su perfil de elucién presenta 1lag -
frecciones I,IT y IIT (figura 4) pero si es recromatografiasdo
despudp de 39 digs de almacenamiento aparsce en forma predomi-
nante la fraccién IIT (Pabla XIV y figura 6). .

Is fraccidén I que proviene del T.R.p8C (TL.R.p80 con 11 —
dfas de almacenamiento). o separe y despu'é‘e de 25 dias de alma
cenamiento a -70°c,1’ue recromstografiada en Sephadex G-100 ba~
Jo las mismas condiciones en que fue obtenida. Ho obatante que
dnicamente fue colocada la fraccidm I sn la colummz, sl patrdn
do separacidn resultante (figura 7) miestra la presencia de =—e
las fraceiones I y 117 encontrandose en &pta §ltima las regio=
nes correspondientes a las fracciones II y III (figura 4), sin
eatar definida la fraccidn III,

1a fracecidn 11* de 1a cromatografia anterior fue concen—
trada,dinlizeda,resugpendida en 1 ml y almacenada a -70°C du~
rante 37 dfas después de los cuales se recromatografid una ves
mis con Sephadex G-100 bajo las condiciones estandarizadas —-
(punto 8 de m§todos). Hl propéeito de realizar lo anterior fue



Tabla XIV

Menpo (& zenerszcisn de las diferentes fracciones
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Mueatra colocadas
L.R.pf0  L.R.pA0 T ol TIT -
Dias des~ 5 a 11 33 25 37 7 a 28
pués de su
"~ obtencidn
Fraceién en-  I,II vy 11 Iy It 111 III
contrada, 11T

BEn columna Sephadex %100 (1 em X 59.2 cnm).
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Pigura 6 Bfecto del almacenamiento on el peso molecular

de 1s froccidn inhibitorde . Bl L.R. 080 (1.8 ma-
diguoltos en 2.5 rl de 80mM Acetato de potasio
-20nH de KCl-1lmil de Trig-dicido acdtico pH 7.6)
fue tratedo con SmM de PHFS despuds de 39 dfas
de eu obtencién y aplicado a una columna de Sg
phadex G-100 (1.0cm X 59.2c¢cm).Se eluyd con ==
80mM de Acetato de potamio-20m¥ de KCl-1mM de-
Tris-dcido acético pH 7.6-5% etanol. Se colec-

taron fracciones de 1=l cade 3.5 minutos.
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Pigura 7 Recromatogratia en columma Sephadex G-100 de la
fraceidén T después de 25 dias de su obtencién.—
la fracoidén I (2.7 mg) se concentrd y se digol-
vié en 1.4 ml de B80mM de Acetato de potasio-20-
¥ dz E0Y-2zM de Tris-dcids acético pH T.6.5é &
plicé a la columna (1.0cm X 59.2cn) y s6 eluyd-

con 80mM de Acetato de potasio-20mi de KCl-l mM

de Trip-dcido mcético pH 7.6-5% etanol.3e colec

taron fracclones de lml ceda 3.5 minutos.
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el determinar si la fraceidn IT* continda transformandose ha—
cia pesos moleculares mig pequefios. Bn la figura 8 se puede a-
preciar que en el esquema de elucidn resultante ge encuentra -
6niéamente la fraccion III. Bstos resultedos proporcionan evi-
dencias de que el tiempo de almacenamiento ‘tanto del L.R.p80 ~
como de las fracciones I y II' favorece a la transformacién ha
cia 1la fracciéxi IIT de un peso molecular menor,

Ia fraccién IXIY después de 28 diac de su obtencién fue.re
cromatografiada en columnas de Sephadex G-100 bajo las condi--
clones estandaricadas para determinar su estabilidad durante =
gu elmacenamiento (punto 8 de métodos).En la figura 9 se obser
va el patrén de elucién obtenido,en el cual se encuentra dnica
mente 1a fraccidn 111, moatrando que égta fraccidn ge mantiene
egtable ona cuanto & poso moleoular adn a ﬁempoe largos de al=
macenamiento & -17000.

3

Vi. Incorporacidén de leucina-H” durante la germinacidén

e ejes embrionarios de maiz.

Bn los experimentos anteriores se demostrd que la frag-—
oién esociada a ribogomas de tubdroulo de papa latente 88 of== -
paz de inhibir la germinecidn de memilles de mafz,trigo y ajon
jol{, Para demostrar que la inhibicidn de la germinacién de di-
chas gemillas es dedide & 1@ inhibicién de la sfatesis de pro-
- tefnas por la fraccibn inhiditoria,se establecié un experimen-
to de incorporacién de leuoim--ﬂ3 en un spiatera in vivo (ejes
embrionarios de mafz) segin punte 8 de métodos. '

Los resultados go miestran on la tabla XV en donde se ob-
gerve que a una concentracidn tan baja de la fraceién IIT como
3pg/m1'sq obtiene un .porcentajo elevade de inhibicidn en la =
1noorporaéién de leucina/—H3 siendo Ggte walor de 90.5%. Aumen=
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Pigura 8 Recromatografia en ooiumna Sephadex G-100 de 1la
fraccidn II° después de 37 dfas de eu obtencién.
Ta fraccién IT* (1.9 mg) concentrada,dializada-
y diguelta oen imi de 50mi de Acetato de poiasio
~20pH de X01-1m¥ de Tris-deido acético pH 7.6;-
fue aplicada a la columa (1.0cm X 59.2cm) y e~
lufda con 80m¥ de Acetato de potasio-20uH de —
KCl-1m¥ de Pris-dcido acético pH 7.6-5% etanol.
Se colectaron froaciones de 1ml cada 3.5 minu—

tos.
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Pigura 9 Recromatografia en columna Sephadex G-100 de la-
fraceidn IIY despuéa de 28 afsz dc su obtencidn.
Ia fraceion IIT (1.2 ©g) concentrade,dializada y
diguelta en 1ml de 80mM de Acetato de potapio-20
m¥ de XCl-1mM de Tris-dcido acético pH 7.6 fue a
pliceda'a la ¢olumaa (1.0cm X 59.%¢cm) y elufda -
con 80mM de Acetato deo potapio-20mi de KCl-lmM
de Tris~-fcido acético pH 7.6~5% etanol. Se coleg
taron fracciones de 1ml cada 3.5 mimutos.
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Tabla XV

Incorporacisn de 1eucina-H3por ejes embrionarios de
maiz (Zea mevg),en nresencia de la fracecidn IJTT de
Solanum tuberosum T,

Fraccidn TIT Radioacti- Incorpora~ Tnhibicidn
Concentracidn vidad cidn de de la incor
- pe/m com/volumen  leucina-H poracidn de
total % leacina-ii”
- 11540 100.0 -
3 1098 9.5 90.5
30 2083 18.1 81.9

60 379 3.3 96.7
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tando la concentracién de la fraceidén inhibitoris hasta un va-
lor de 60 pg/ml (un incremento de 20 veces) la inhibicidn de -
la incorporacidn de 1eucina—H3 golo aumenta hasta 96.7%.

Bste experimento miegira que efectivemente,la fraccidn ~—
IIT tiene capacidad de inhibir 1la sintesis de protefnas duran-
te la germinacidn de ejes embrionarios de mafgz,
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DISCUSION

Como la fraccién inhibitoria de sintesis de protefnas (in
yitro) a estudiar esté asociada a los ribosomas (Kyp) de teji-
do de tubdrculos de papa latente,fue necesario estandarizar el
procedimiento para la obtoncidn de éstos ribosomas (punto 1 de
métodos). la informacidén acerca de eu pureza fue obtenida uti-
lizando dos métodos: el de obtener las relacicnes de densidad
6ptica do 260rm/280nm y 260nm/230nm y por el espsotro de sbsop
cién en el ultraviolets.Los resultados obtenidos con el primer
método (Tabla I) nog indican que los valores obtenidos gon re-
producibles de extraccidén a extraccidn y por lo tanto oo puede
ponsar que la pureza de los ribosomas K, que se eatén utilie
gando es constsmte,Zl segundo método nos proporcions otrs evi-
dencia de la purese.Como em d¢ espersrse pare un egpectro de -
ribosomas,la figura 1 mestra a 260nm un mixiwo de absorcidn y
@ 280nm una sbsorcidn menor. Esto so debe a que en el ribosoma
¢l contenido de dcidos mncleicos es ligeramente mayor sl de —
proteinea. 4 longitudes mayores de 260um la absorbancia Gismi-
nuye capi on su vovalldad lo Gue imdics qus lz mmeotrz no con-
tiene substanciss contaminantes.

Una ves que fue posible obtener ribosomas Ky de pureza -
reproducible,se procedid a lavarlos con 300 mH de KC1l pars ae-
- parar de ollos 1a fraccién inhibitoriam de sintesis de protef—
nss in vitro (33) la cual se denomina lavado ribosomal (L.R.).
Bsta fraccidn se concentra con sulfato de amonio a1l 80% de se-
turacién con lo cual se obtiene el lavado ribosomal p80 (L.R.
p80).Debido a que la centided de proteina en L.R.pB0 es peque-
fla (1.69 mz/extraccidn) el mimero deo extracciones en cala meg-
¢la de ribosomas utilizada para obtener L.R. var{ia de acuerdo-




81

a las necesidades del momento.Una extraccidn equivale a 128 g«
de tejido de tubdreulo de papa latente,lo que significa que 1la
cantidad de protefna presente en el L.R.p80 viene & represen~~
tar un 1.32 X 107°% del tejido fresco,

Con el 7in de demoptrar si la fraccién extrafda con 300 -
mH de KC1 (%.R.p80) inhibe un proceso fisiolégico dependiente-
de sintesis de protefnas como es la germinacidn,se disefié un -
bloengaye de gorminacidn para diferentes semillas (mafz,triéo-
y ajonjolf). ‘

Fl bioensayo de germinacidén se optimizd en cuanto a pard-
metros de: recipiente,volumen,tiempo,enles y 1uz.

En el movirdento dol agua hacia la semilla es importante-
las relaciones de 1= gemilla con ol medio de germinacidén.El po
tencial de agua del medio de germinsoiln debe mer mayor a ——
aquel que ae oncuentra dentro de la semille para que 4sta lo=—
gro una adscuada fimbibicidn (2a). Con atencién & lo anterior,-
ge probaron diferentes concentraciones de sales en el medio de
germnacidén para determinar cual de éstas serfa la que pfopor-
cionarie aitos porcentajes de germinacién para lag semillag -
(maiz,trigo y ajonjolf).Los resultados mueatran (Table TII) =
que la solucidn B-2 que tiene la menor concentracién de aceta-
to de potasioj;cloruro de potaslo y tris-dc.acético pH 7.6 rin-
418 los porcentajes de germinacién mds altos,esto puede gor de
. bido a que se logrdé una adecuada imbibicién para las tres espe
cies de pemillas utilizadas.

Lag soluciones de germinacidn 100-0,0-100,50-50,70-30 y ~
80-20 no obatante que poseen fuersza idnica igual entre sllaa,-
rinden porcentajes de germinacién difarentes (Tabla III). BEste
hocho indica que las sales de acetato de potasio y cloruro de-
potasic on s{ mismag tienen influencia en la germinaeidn,Con =
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‘la solucidén 80-20 se obtienen porcentajea de germinacidn sltos,
lo que‘ significa que la germinacidn se favorece con una relge-— -
cién en 1a que la concentracién de acetato de potasio es mayor
(80 mM) que de clorurc de potasio (20 mM).

Con las soluciones 80-20 y 8-2 la protefna contenida en «
L.R.p80 me mantiene en solucidn,siendo éstas concentraciones -
adecuadag para los biocengayos de gex"minacién.

El volumen del medie de germinacidn pueds daterminsr gue-
una pemilla logre o no logre germinasr.Si la cantidad de golu-=
¢ién en el recipiente de germinacidn no es suficiente,las semi
1llas no logrardn su imbibicidn y por lo tanto no germinarin.Bn
el otro extremo,el volumen de solucién ﬁxede ser excesivo en -
el medio de germlnmcién de tal manera que,(no obstante la semi
1lla se imbiba) la germinacidn no se lleve a cabo debido & que-
la solucidn de germinmcidn impide ol consumo de oxf{geno al cu-
brir a la semllla,sin que se manifieste una efectiva activa=ws
cidn de la germinaciég (4).As{,puede explicarse el resultado -
obtenido en el caso de gemillas de trigo y ajonjolf,con un vo-
lumen de 6 ml de solucién de germinacidn en cajas petri,ea don
de se observé muy bajos porcentajes de germinacidn (Tabla IV).
No siendo el caso para las semillas de mafz (Tabla IXI),

En 1a tabla V ge observa que el tiempo Sptimo de germina-
eién para semillas de trigo y ajonjol{ es de 48 horas mientras

_que para semllas de mafz es de 72 horas (tiempos en los cua—
les los porcentajes de germinacidn son tan altos como 97=98% y
tan cercanos & los alcanzados por los controles de agua).

Se probd el efecto de la luz sobre la germinacidn de los-
trea tipos de semillas utilizedas.Como ee observa on la tabla-
VI.Para trigo y ajonjol{ el porcentaje de germinacién es lige-
ramente mayor bajo condiciones de lug,en tanto que para les ase
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mllas de mafg,las condiciones de obscuridad favorecen el por—
centaje de germinacidn.

Con los resultados obtenidos se logrd determinar lag con-
diciones Sptimas para le germinmeidn,que son las siguientes:

Para cemillas de mafz: mimero de semillas en caja petri:
25, solucidn de prueba: 8-2, volumen: 10 ml, tiempo: 72 horas
en obscurided continua (Tablas ITI:4, V y VI). Para las gemi——
1las de trigo 7 ajonjoli: nimerc de semillas ¢n fresss Gorber:
25, solucidén de prusbe: 8-2, volumen: 2 mil, tiehpo: 48 horas -
con una gecuencia continua de intervalos de luz y obscuridad -
cada 12 horas (Tablas III:B) y C), IV, ¥ y VI).Estas condicio-
nes fueron consideradss Sptimac yo que con elles se gbtienen -
los porbentajas de germinacién mis altos.

Une vez que ol bioensayo de germinacidén para las tres es-
pecies de semlllas (malz,trigo y ajonjolf) fue optimisado,el -
giguiente paso fue el de determinar el efecto del L.R.p80 so=
bre la germinacidn de éstas semillas. Los resultsdos obtenidos
en los bioensayos de germinacidn se miestran en la tabla VII y
figura 2.Se observa que el L,R.pf0 es capaz de inhibir ia ger-
mnacidn de los tres tipos de semillas utiligedas. Is utiliza-
¢ién de los tres tipos de soemillas spoyan el pensar que ésta =
inhibicidn no es un artificio presente en sélo una de ellas y
slendo semillas tan diferentes sugieren el pensar que el proce
go de inhibicidn debe seguir caminos equivalentes en lag tres-
’especféaAde semlllas, Lo que llevarfa a pensar en un mecanismo-
de inhibioidn de la germinacidn generalizedo,

Ia concentraciénAdel L.R.p80 requerida para elcanzar el
méximo de izhibicién de la germinacién,para semillas de mafs y
ajonjol{ (0.1% mg/ml) es menor que la necesaria para lograr el
miximo efecto en semillas de trigo.(0.15 mg/ml).Como es conoci
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do,la composicidon de la cubierta de las semillas puede ser dig
tinta (2a) lo gue se manifiesta en uns diferente permeabilidad
en ellag.Debido n ésto,la permeabilided de la cubierta de tri-
go serfa diferente que la de mafz y ajonjol{ lo que explica la
necesidad de utilizar mayor concentracidén de proteina en el —-
L.R.p80 para obtener también un miximo porcentaje de inhibdlacw
¢ion, También puede pensarse que aungque las perfeabilidedes de
mafz y ajonjolf fuegen iguales que la del trigo,la actividad =
proteolitica que se detecta al inicio de la germinacién (2) —-=
pueds ser mayor on trigo que en las otras semllleas,pudiendo ac
tuar ésta actividad proteolftica sobre la actividad inhibito--
ria del L.R.p80. '

Bn la figura 2 se obssrva que a concentraclones de L.R.~
p80 puperiores a lag necesarias para alcanzer el porcentaje md
ximo de inhibicidn se revierte parcialmente la inhibiecidn de -

o~
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millzs utilieados.Debido a que oen el inicio de la germinacién
se 1lleva & cebo 1la setivecidn de une sctivided proteolitica -

,4 (2) se puede suponer que éata actividad puede funcionar como -
un mscanigmo de Gefonsa do la semilla contra agentes externos-
de naturalega proteica.Si en la pemilla existe un mecanismo de
defensa tal serfa fata accidn proteolitics la reaponsable de -
1la disminueidn de la inhibicidn de la germinacidn en pregencia
de altas concentraciones de I, R.p80.También puede eﬁtenﬁerse -
ol decremento en la inhibicidén por el hecho de que a medida ==
que ge sumenta la concentracién del L.R.p80 en el msdio de ger
minacidén se formen egregados moleculares de la fraccidn inhibi
torie les cuales ss les dii‘iculte la entreda en las semillasa.
81 e1 L.R.p80 es sapag de inhibir la germinacién de semi-
1lias de mafz,trigo ;//a;lonjolf,quiero decir que en 1 existe al

/
J/

/
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gu(os) componente(s) que entra(n) a las semillas e impiden su-
germinacliin.Bs posible que ésto se deba a 1la inhibicidn de afn
tesis de protefnas de semillas al iniclo de sw germinacidn, ya
que,el L.R.p80 como se ha mencionado, es capag de inhibir 1a =
sintesls de proteinan de tubérculos de papa en un sistema in -
vitro (33). La entrada del factor inhibitorio a la semilla ge
explica porgue durante el procesc de iwbibicidn de la gemilla,
el agua no es la Unica que puede entrar sino también pueden he
ber solutos que logran hacerlo favorecidos por el desarreglo =
en lag membranas de las células de las spemillas al principio =

de la germinacidn (2a).

Utilizendo el bioensayo de germinacidn fue posible monitp
rear la fracci&n inhibitoria asocciada 2 los ribomomas de papa-
latente s través de su purificacidn,

Como primer paso se elimind la actividad de proteasas de~
pendienteg de grupos alfhidrils.Rl L.R.pd0 fue trataldo con —
PHFS (¥loruroc de fenil metil sulfonilo) el cual es un inhibi-—w
dor de protemsas dependientes de sulfhidrilo (37) y del que ya
se hadbfa probado que inhibe la proteass 4cida en el L.R. de tu
bérculos de papa letentes (33).Con el tratamiento previc con = -
PHF3 ss epperabe que la actividaﬂ inhibitoria de la gormingew=
cidn no se debiere a proteama &cida,por otro lado,sl ésta pro-
teaga 4cida eptd inhibide,el factor inhibitorio no estarfa ex«
puesto 8 ser degrededo.

Posteriormente para purificar el factor inhibitorio pre~-
sente en el L.R.p80 (previamente tratado con PMFS) se utilizd-
una columa de Sephadex G-100 (0.9 cm X 26 cm) la cual no re—-
sultd satisfactoria ya que 1a Pfracciin con wmayor capacidad id—
bibitoria de germinacién (fraccién IIB) determinado por el big

ensayo con semillas de ajonjolf (Tabla VIIY) no muestra una mg
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paracién bien definida (figura 3) por lo cual fue necesario in
crementar la resolucidén de la columa de Sephadex G-100 aumen-
tando sus dimensiones (1 cm X 59.2 cm), Utilizando una columa
de mayor regolucién me obmervd que la fracclén que se obtuvo -
bajo dates condiciones tiene concentrads la mayor capacided in
hibitoria,ya que en el bioensayo con semillas de trigo con ég-
ta fraccidn se encontrd el porcentaje mis alto de inhibieidn -
de 1o germinacion (Tabla IX y figura 4).

La fraccidn III fue rocromatografieda en columne de Sephz
dex G-100 de resolucidn mayor (Pigurz %). Bota dltima frececidn
eg la que muestra la mayor purificacidn (52 veces) y la mayor
sctividad especifica (400.0) como se observa en la tablas X.Por
tanto @o cousidera & éotx fraceidn como el principal componen-
te inhibitorio em el L.R.p80.

Con el propdsito de conocer las caracterfsticas de la -~
fraceidn inbibitoria se probd su efettic sobre la germingmeidn -
de semillag.previaments calontads & $2°C durante Y mimutes o -
degpués de diferentes tiempos de almacenamiento.los resultados
indican (Table XI) que su cspmeided inhibitoria se pierde por
completo,lo cual quiere decir que es ineatable =) calor e ineg
table al elmacenamiento & ~70°C (fabla XII).Bstos datos sugie-
ren aun mis el que la accidn inhibitoria de la germinacidn se
debs a la presencie de una molécula de naturaleza'proteica ya
quo puede pensarse que la fraccidén inhibitoria pierde su acti-
vidad por desnaturalisacidén. Is raturaleza proteics tambidn —
mede inferirss ya que la actividad inhibitorie puede sér purdi
ficada por procsdimientos utilizados pars la purificacion de -
proteinas como son: precipitacidén com sulfato de asmonio y cro-
matograf{a de permeacidn.

Otro dato que apoya el pensar que la naturalesza del inhie
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bidor es proteica se debs & que por hidrdlisis tanto alcalina-
como engimditica puede incrementarse la formacidn de grupos =--

oK -amino libreg que reaccionan con el reactivo d¢ ninhidring
(Table (III),Debido & que la hidrélisis aloaline no se llevd a
cabo en oondiciones de vacfo, no se obtuve sl misms nivel de -
degradacién obaservado en presencia de proteasa K.

La ineptabilided térmica de 1a potividad inhibitoria adn
a =70°C podria deberse a cambios en pu estructura. Teniendo -
como variable diferentes tiempos de almacensmiento siempre a -
-70°C so realizaron varios experimentos.

Bn le tabla XIV ge muestra que gl el L.R.p80 pe eromato—
grafia en Sephadex G-100 de 5 a 11 dfas (después de su obten--
cién) se observae ellmismo porfil de elucidn ocon las fracoiones
I, II y III; pefo a tiempos taa largos como & 39 dias se obtig
ne en forma predominante la fraccidén ITI. Bote heché sugiers =
que la fracoidn TII puele ser generade a partir d¢ una protef-
1a fraccién I {obtenida a pariir de un L.R.pB0 de 5 dfas) eg =
recromatografiada despuds de 25 dfas de su obtencidn,y en sn -
perfil de elucidén ademis de la fraocoién I se encuentra también
la fraceidn II+,10 que pignifica que esta fraccidn 117 fue ori
ginsda a partir de la fraccidén I, 8i ésta fraceidn 11* e alma
cena durante 37 dfas a —70°C y posteriormente se recromatogra-
f{a una ves mis en condiciones idénticas, en el perfil de elu-
" 01én obtenido pe observa dnicamente una fracoidn, la ounal estd
localiseda on la regidn do 1a fraccidn IXI. Bsto irdice que la
fraceién II* pedo originar la fraceidn III que conserva su ca
pacidad inhibitoria de la germinacidén de pemillas.

Como g6 ha mencionado, el L.R. inhibe la s{ntesis de protg
{nes in vitro de tubéreculos de papa (33).Ia activided inhibitg

ne de page moleculsy mapar, Rata ohasrvacidn se confirma cuando
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ria que ha sido purificads del L.R.p80 debe entonces inhibir-
también la sfnteesis de protefnas. Sin embargo podfa ser posi-
ble que en el proceso de purificacidn la actividad inhibito~~
ria de 1le germinacidn,8sta se soparase de la actividad iﬁhibi
toria de gintesis de proteinas.Por consigulente era necesario
el demogtrar si en la fraccidn mis purificada (fraccidn III)-
gse encontraban lag dop actividedes presentes.

36 realisnd un experimento de incorporacidn de leaciaaén3
por ejes embrionarios de mafz en presencia de la fraceidn IIX.
Loz resultadoe obtenidos con este experimento indican (Tabla-
IV) que la fraccldn IIT es capaz de inhibir la incorporacién-
de leucins~H> haste un 96.7%. Con éstom datos podemos propo—
ner que la fraccidn III inhibe la germinacidn de semillas de
trigo,mafz y ajonjolf debido a su efecto inhiditorlo de sinte
slg de protefhas.

Bn los dltimoo afios 86lo se ha puosto atencidn en sl sg-
tudio de los inhibidores dcidos como una de las causas de man
tener la latercia de tubéroulos de papa.Se ha propussto que -
€l balance entre ios inhividores y promotores del crecimiento
en el tubérculo de papa determina que éste se encuentre o no
en estado latente (19). ‘

Bn dste trabajo se propone la participacién de la frac—e
oién asociada a ribosomas de papa latente (fraccién III) como
otro factor mfs que gyude en mantener la latencia de éste te-
Jido.

Je sabe que el tejido de papa latente tiene muy bajo ni=-
vel de sintesis de protefnas como lo indica loa datos encon--
trados por Cocotle en donde la incorporacién de leucina-ﬂ3 on
ribosomag de te¢jide latante fue de 25 veces manor que el obtg
nido con ribosomas de tejido que habfe sido estimlado por da
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flo mecédnico (33). la susencia de polimomas en tejido latente-
asf como de retfculo endopldsmico rugoso (24,33) confirman —-
también la baja actividad de sintesis de protefnns.Ademfis,en«
loc tejidos latenies la concentracién de inhibidores deidos =
es superior que en tejido brotado (19); puede entonces pensar
86 que su mayor concentracidm juega un papel importante al i-
gual que la fraccidén III en wantener la latencia,ya que la --
fraceidn IIT pe encuenira asociada al ribosoma facilitandole-
y contribuyendo entonces a mantener un nivel bajo de sintesia
de protefnas en 1a latencia.

Como agui me describe,la actividad inhibitoria de 1la ==
fraceidn IIY decrece o medida que sumenta el tiempo de almace
nariento,lo que hace pensar qus éste inhibldor debe ser prodn
cido en forma constante durante el periodo de latsencia con el
fin de que ia actividad de sfntesis de protefnas en éste teji
4o se mantenga siempre en bajo nivel.Bste proceso de forma-—-
eidn del factor inhibitorio puede ser realizado & partir de -
precursores de mayor beao molecular como lo son las fracciogww
nes I y it obtenidas a partir de L.R.p80,las cuales, con sl
tranpeurge del tiempo se transforman an la fraceidn III.En la
literatura se han descrito datos que apoyan ésta reflexidn.la
protefna patatina de tubdrculos de papa (29) es sintetiszeda -
como un precursor mayor.Bsta es procesada para originar la --
proteina madura perdiendo un péptido cuyo tamafio puede ser e«
quivalente a los péptidos de seflal (29).Bste tipo de procean-
miento es comin en protefnas de exportacidn.Estas protefnas -
son sintetizades por ribosomas unidos & membrana y cuando son
terminadas se liberan con la eliminacidn previa del péptido -
seflal,

BEa los tubércnlos de papa latontes existen inhibidores -
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de endopeptidasas y sue concentraciones disminuyen con ia dro
tacidn.Su funcidn celular es desconocida {26).De lom brotes -
de tubérculos de papa se hs purificade y caracterigaedo una —e
proteasa dependiente de sulfhidrilo cuya funcidn edn es desco
nocida (27).En 6l tubéreoulo latente existen inhibidores de =
proteesas dependientes de sulfhidrilo,se ha propuesto que su
funcidn es la de controlar la actividad proteoclitice enddgena
del tubérculo (28). )

Por #ltimo,se sabe que cuando la latencie de los tubéreu
los de papa se interrumpe en forma natural o por agentes qui-
moos,1a sintesis de proteinas es incremsnta (19). Debe exis=
tir entonces un mecanismo que permita tanto 1s formacidn dosl
ficeda de Sote péptido inhibitorie (fraccidn III) asi como la
depaparicidén de la presencia del mismo cuando 6l tubdroulo =

e 202

garmine,

Una posibilidad ez gl que las proteasss dopondientes de
sulfhidrilo (27) puedan actuar hidroligando la fraccién pro--
teica con eapacided inhibitoria de sfntesis de proteinas aso-
cieda & ribosoman,anulando su aceidn vne ves que el periodo -~
de latenola del tubéroulo finalipa, Si la especificided de --
la(s) proteasa(s) es mia melectiva podria(n) permitir le for-
macién dosgificsda del inhibidor de sintesis de proteinas ——e-
(fraccién III) a partir de su precursor.También podrfa pensar
ge on la accién conjunta de inhibidores Ge proteasas y 18 ~=—
fracoidén III,Por un ledo,los imhibidores de proteasas (28) ==
peeden estar controlando la aotivided ds protoasas dependien=
tog de sulfhidrilo en el tubéreculo latente disminuyendo la =
protedlisis. Al mismo tiempo, la fraccidn proteica asocisda a

idbosomas (fracoidn III) al inhibir la sintesis de protefnas-
no permite la ef{ntesis de nuevas protefnas. Como consecuencia
de estos dos efectos,se mantendrié en un nivel bajo y constan
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-¢eo de protefnas totales en el tubéroule.Por tanto, eés posidble
pengar on un mecanismo que regule las actividades de protes-—
@as,ous inhibidores y el nivel prements de}l inbhibidor de sin-
tesin de proteinas (fraceién III) siendo responsable que el ~
tubéreulo de papa se mantenga en estedo latente,o germine,
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CONCLUSIONWNES
la fraccién amociada a ribosomas de tubérculos de papa latente:
Inhibe la germlnacién de semillas (mafe,trigo y ajonjoifl).

Inhibe la incorporacién de leucina-H’ en ejes embrionarios
de mafz,

Bs inestable al calor (92°C) y elmacenamiento a -T0°C.
Es de naturalesa protelocs.
Se ha purificado 52 veces.

Puede ser gensrado de un precursor proteico de paso moleon
lar mayor.
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