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RE.~'iMBN 

Se conoce que cuando ri boeomas do tejido de papa: latente­

aon lavados con 300 mm de KCl se separa 4e ellos una tracoi6n 

que tiene la capacidad de inhibir la incorporación de leucina 

tritiada en un aiatoma !!! ~ de tejido de papa¡. (33). 
Con el fin de determinar el efecto de la fracción asoci_! 

da a riboeoMas de papa. latente aobre un proceao depen.Giente -

de síntesis de proteínas como lo ea la germinación,se optimi­

zaron las condiciones para la germinación (volumen,tiempo,re­

cipiente,salee y luz) de semillas de maíz,trigo y ajonjolí.En 

la papa latente se encontró que que la ~racción asociada a r,! 

bosomae ea capaz de inhibir la germinación de loa tres tipos­

de semillas utilizados.La fracción asociada a ribosomas fue -

concentrada con sulfato de amonio y trata.da con PMPS para el,! 

minar la. mctividad de proteaeas dependie'ntea de eul:fhidrilo. 

Posteriormente por cromatografía en Sephadex G-100 la ~ 

fracción inhibitoria de síntesis de proteína in vitro se lo--. --
gró purificar 52 vóC~e. 

Sa- determin6 que la. fraoo16n asociada a r:l bosomas de p1.­

pa latente también inhiba lQ incorporación de l&ucinA tritia­

d:. en ejec embr!on!!rhe de lllllÍE (sistema.!.!! viv:o). Es inesta­

ble al calor (92ºc> y almacenamiento a -1oºa.su naturaleza es 

proteica ya que ea canaz dt" generar. o<.-&'llino libree des'l'll.,~e -

de ser hidrolizada tanto por álcali como por acción enzimáti­

ca y p11ede aer generada a partir de un precursor proteico de 

peso molecular 1111\yor. 

Se discute su posible papel de contribuir a ayudar a lllli!.J! 

tener la latencia. de tubérculos de papa debido a su capacidad 

de inhibir síntaaia de proteínas. 
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r N ' R o D u e e I o N 

I. Estructura de la semilla. 

Las angiospermas (plantas· con flore~) y gimnospermas (c~ 

níferae,cícadaa,etc,) constituyen las Eapermatofitas (plantas 

con semillas) siendo la diferencia entre ellas el gr!Wo en -­

que loe óvulos estén expuestos en el momento de la polinizQ~ 

ción.En lns girnnoepermaa,los granos de polen tienen accesoºd.! 

recto ·al óvulo, mientras en la mayoría de las angiospermae,loe 

óvulos están encerrados por loe carpelos y el polen queda so­

bre una superficie estigmática,en ést~ germina para ~ormar el 

tubo polínico en el cual lleva los núcleos masculinos, hasta 

el núcleo de la ovocélula dentro del saco embrionario (1). 

En este trabajo se hará referencia a las oemillas de an­

giospermas. 

La semilla de angiospermas (figura 1) se desarrolla del 

óvulo fertiliz?.rlo. Están compuestas generalmente de las si-­

guientea partea: 

l) El embrión, el cual está constituído por el eje em-­

brionario con uno o más cotiledones {2).La parte de arriba~ 

del cotiledón es el epicotilo con las primeras hojas (plÚ!!U~ 

la), La parte del eje, inmediata~ente abajo del cotiledón es 

el hipocotilo que se prolonga en la base hacia la raíz embri,2 

na.ria (radícula).T.a identificación de éstas partee es difícil 

en las monocotiled6neas particularmente en las gramíneas en -

las cuall'!e,el único cotiledón ea reducido formando un escute­

lum. 

:>) Rl endoen!'rmo, el cual provienf" de la fusión de los 

dos núcleos polar<'a con el otro núcleo masculino del tubo del 

polen· {2}.tas semillas pu~den sP-r·categorizadas como endospé.!. 



Endospermo 

'Pericarpio y 
cubierta de 
la semilla 

Coleoptilo 

Embri6n 

3 

Pericarpio y 
cubierta de 
la semilla 

·cape de ale.!! 

Escutele 

1111) Zta S! b) 'l'riticum aestivum 

P1.gura l. Estructura de Vaíz (a) y Trigo (b) en donde 
el pericarpio y la cubierta de la semilla -
están fuertemente unidos (ref. 4). 
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:11.icas o 110-endosp&r-ñ,cas en relación a la presencia o ausen­

cia del endospermo respectivamente en la semilla madura (2,3). 

El endospermo puede tener ~ocas células o eer .relativamente -

masivo y es la fuente principal de reservas alimenticias para 

el embrión germinado. 

3) Bl perispermo,que es originado a través del desarro­

llo de la nucela (2) que forma un tejido especial de almacen.! 

miento de alimentos para el embrión durante la germinación. 

4) ~ te ata o cubierta de la semilla · l« que es formada 
' 

.. a, partir de uno o ambos integumentos que rodean al óvulo (2 y 

3).La testa ~s frecuentemente la única barrera protectora en­

tre el embrión y el medio ambiente externo (2l.Algunas veces 

la testa exil!l'te en una forma rudimentaria y la estructura ex­

terna prominente eo el pl'!ricarpio o cubierta del fruto prove­

niente de la pared del ovario.en ~etos caaos,la unidad de diJ! 

persión no es una semilla sino un fruto.La naturaleza proteo-

presencia de una cutícula interna y externa (2). 

La testa puede ser impermeable al agu~ y/o al oxígeno ei 

contiene eubütanoiaa hidrofóbice~ corno cutina:lignina,pectina, 

euberina y hemicelulosa (Jl. 

II. Reservas ele almacenamiento en semillas. 

Además de los constituyentes quhñoos normales encontre­

do9 en todos loa tejidos ele la planta, las semillas contienen 

cantidades eXtra de substancias almacenadas como fuente de r_! 

servas alimenticias para sostener el crecimiento temprano de 

la plántula. Estas son principalmente: carbohidratos, grasas; 

aceites.y proteínas.Las semillas contienen otras reservas me­
norea pero no menos importantes (IJ?r ejemplo: fitina.); de és-
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. tas algunas son nutricionalmente indeseables o aún tóxicas al 

hombre (por ejemplo: alcaloides) (2). 

III. Contenido de agua en las semillas. 

Las semillas maduras generalmente tienen un contenido do 

agua de menos del 2~ de su p6so fresco aunque pocas especies 

tienen semillas que no pueden tolerar la desecación.En éstas, 

si el contenido de humedad cae por debajo del 30~ se presenta 

su muerte (5 ). El contenido preciso de agua en las semillllle -

depende de la naturaleza de las principales reservaG que con­

tiene; semillas ricas en almidón tienen un mayor contenido de 

&gua que l!!.qv.ellas que almacenan aceites. fil contenido de a.gua 

de las semillas depende también de la humedad relativa de la 

atmósfera. en la cual lae semillas están almacenadas (6 ). 

IV. Germinación de semillas. 

!.;;. g.;í;•rninación empit"Zl!I con la toma de agua por la semilla 

(imbibición} y finaliza con el inicio de la elongación del e­

je embrionario principalmente la radícula (2 y 5 l.Diferentes -

tisiólogoa veeeteleo están de "cuerdo en que una semilla ha -

germinado cuando la radícula protruye a través de su cubierta 

exterior (5).J?or lo ~anto incluye numerosos eventos, por ejem­

plo,hidratación de proteínas,cambios de estructuras subcelul,! 

restrespiración,aíntesis de maoromoléoulae y alargamiento d~ 

c~lulastninguno de los cuales por sí mismo determina: la gerrr! 

nación.Pero sus efectos combinados transforman un embrión en 

reposo y deshidratado con metabolismo apena.a detectable, en -

uno que tiene un metabolismo vigoroso que culmina en el creo,! 

miento.La germinación no incluye el crecimiento de la plántu-
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la,el cual comienza C'Uando la germinación nnaliza (2l.Estas -

dos fases pueden ser separadas fisiológicamente porque en la 

primera fase (lo que es propiamente germinnci6n) la semilla -

puede ser desecada y oobrevive,en cambio durante la segunda -

fase (postgerminación o ?rotrución de la radícula) si la sel!!!.. 

lla es deshidratada llllere (5 ). 

V. Eventos tempranos en la germinación. 

al Imbibición. 

Rl prim~r proceso que ocurre en la ger!l!inación es la to­

ma de agua por le se'llilla lo que se denomina imbibición ( 2a, 

4 ). La eantidad total de agua y/o solutos toma.da durante la i.!!!. 

bibici6n es generalmente muy pequeffa y no puede exeder de dos 

a tres veces el peso seco de la se'llilla. La imbibición depende 

de varios factores como el movimiento del agua hacia la semi.-

lla; en donde ei potenci•l d6 ~"1!:; y l~ p~rmeabilidad de la -

cubierta de la semilla son de gran importancia (4 l. 

B'n el movimiento d~l ague desde el medio de germinación 

hacia la aamilla,eon pe,rticularmente importantes las relacio­

nee de la semilla y el medio de germinación.El potencial de~ 

gua <'f') es Ulllll. expresión del estado de en"rgÍa del agua, la 

difusión neta del agua ocurre bnjo un gradiente de energía de 

un potencial alto a uno bajo (por ejemplo: desde el agua pura 

hacia el agua que tiene aolutos).El agua pura tiene un poten­

cial alto, y por convención, se le asign~ el valor de cero.O­

tros potenciales, por lo tanto, tienen valores positivos (>O) 

o negativos (<O). El potencial de agua en las células pi.Jede . 

ser expreso.do coino sigue: 
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·ésto significa que el potencial de agua de las células de la 

semilla está afectado por tres componentes: 

1) El potencial osmótico (~).La concentración de solu­

tos disueltos en la c~lula influenciará la toma de m,gua,el ª!!.. 

mento en su concentración disminuye el potencial de agua y 

por lo' tanto se incrementa el gradiente de energía por lo cual 

el agua fluirá hnci11 el interior de· la semilla.. 

2) El componente roátrico ( i'm).Eate es contribuido por -

la habilidad de las matrices (por ejemplo: paredes celulares, 

almidón,cuerpos proteicos,etc.) de ser hidratados y retener ~ 

gua. 

3) Rl potencial de presión <"fpl. Ocurre dPbido & que a 

medida que entra el agua a la célula su contenido se hincha y 

ejerce una fuerza sobre la pared celular externa.Loa va.lores 

de't''lt y ~m son negativos :va que tien!'ln un potencial menor -

que el agua pura, y el rp está en dirección opuesta y por -

lo tente de ftH!!'Z~ poeHhA. T.-, Elllma de l.oR tres términoA gen_! 

ra el potencial de agita que ea un número negativo,excepto en 

célula~ completamente turgentes donde ee aproximadamente de -

cero. 

R1 potencial de agua puedo eor expresado en términos de -

presión o energ!g, y se usa frecuentemente la unidad bar (1 -

bar= 103 dinas cm-2
p 102 J Kg-l, o 0.983 atm). 

El medio de germinación también tiene eu propiG potencial 

de agua,el cual es la auu de sua \1J , '-'1 y \JJ, sin em-
l'it l m 1 P 

bargo,de éstos solamento el "Pm juega un papel cignifioativc 

(excepto en medios de ger"1i.nac16n salinos donde el 'f' puede 

ser apreciable). 111 diferencia en el potencial de a.gua: entre 

la semilla y el medio de gertninación es uno de loa factores -

que determinan disponibilidad· y tasa de flujo de agua hooia -
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la semilla. Rn un principio, la diferencia en el 't' entro- la ~ 
e6tllilla seca y el media de germinac16n húmedo puede s6r gran­

de debidc, al alto 'i'm de las cubiertas secas,paredes celula­

res y oomponontea en la semil!a. Pero a med.ida que el conteni­

do de humedad ser incremonta Onrwite la imbibición y las matr! 

ces ll@gan a estar hidratadae,el potencial de agua de las se­

millas ee inorementa (ee hace rnenoe negativo) y el del medio 

circundante decrece a medida que le ea succionada.Por lo ta.n­

to,la tasa de trana~erencia de agua desde el medio de germi!l,!! 

oión hacia la semilla declina con el tiempo y disminuye más -

rápida~ente cuando el medio de germinación tiene una capaoi-­

dad de retención baja (por ejemplo: suelos arenosos). La diSPJ? 

nibilidad continua.de agua hacia la semilla depende del pote_E 

cial de agua prevaleciente en las zonas del medio de germina­

ción alrededor de la semilla (2a). 

Otros factores que pueden jugar un papel importante en -

la imbibición aon: la estructura y composición de la semilla 

que va a determinar la permeabilidad de la cubierta de la se­

milla· o fruto y l~ disponibilidad de agua en forma líquida o 

vapor en el medio ambiente (2a,4,5).El potencial de presión -

9s de gran importancia en el proceso de germinación re. que ~ 

pUede provocar el rompimiento de la cubierta de la semilla.En 

la semilla el principal componente que imbibe agua. es la pro­

teína.Sin embargo,otros componentes también se hinchan.Los 11!! 

cílagoa de varios tipos también contribuyen al hinchamiento -

aa! como parte de la celulosa y substancias pécticas.Rl. almi­

dón contribuye en menor medida al hinchamiento total de la s~ 

milla a.tín cuando grandes cantidades de él están presentes.Lab 

proteínas JTPlestran un mínimo de imbibición en su punto iso~ 

eléct~ico,la cual aumenta en valo~ en ambos lados de éste pun 
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to (4). 

El agua no es la única substancia que puede entrar a la 

semilla. durante la i mbi biciÓn; bajo condiciones experiment,! 

les (o en el suelo) las semillas pueden ser expuestas a un.a -

solución más que a agua pUra. Los aolutos entonce a entran a la 

semilla; así como el agua (6). 

b) Pérdida de solutoa. 

Cuando laa semillas secas son colocadas en agua hay una 

salida de solutoe de ellas.M.ichae substancias diferentes se -

filtran al exterior de las semillas y de los embriones inclu­

yendo aminoácidoa,azúcares,fenoles,iones de fosfato y potasio, 

ácido giberélico y proteínas.La tas~ de pérdida no es la mi~ 

ma para cada su bsta.ncia. A medida que la imbibición avanze., la -

tasa de salida declina (2a,6). 

Hay dos principales hipótesis que explican la pérdida 4e 

solutos durante la imbibiciÓüi 

La primera explica la salida de solutos por desarreglo -

de membranas.Rata hipótesis ha sido propuesta por Larson ~ 

(1968) y en 1970 por Perry y He.rrison y requiere que las mem­

branas estén originalmente arregladas. La entrad.e. violenta del 

agua durante la imbibición produce estrés Por fuerzas impues­

tas sobre las membranas celulares y el gradiente de potencial 

de agua ea tan alto en el inicio de ·la. imbibición que Podría 

romper la organización de las membranas celularee,dispersaru1o 

a los fosfolÍpidos y proteínas lejos ae eus posiciones origi­

nales· lo que ocasiona. la pérdida de solutos (6). 

ta otra hipótesis establece que las membranas celulares 

de la semilla seca desde un inicio ae encuentran d'3sorganiza­

das y contienen poros que permiten la salida de solutoa.t.e. --
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pfrdida de solutos puede ser entendida si se supone que lae -

membranas constituyentes bajo condiciones de deshidratación 

adoptan una configuración diferente a la configuración que se 

alcanza en la se'llilla hidratada. (2a,6 l. 

Loa fosfolÍpidos con un contenido de agú.a de menos del -

20~ se cree que adoptan una configuración hexagonal,de ésta -

manera una membrana en este estado no es lamalar sino presa,!! 

ta poros.Los solutos podrían salir a través de éstos canal~s­

pasívamenta antes de que se estableaca la bioapa lamelar, la­

cual se forma cuando los siste:na.s fisiológicos han sido esta­

blecidos después de que el agua ha penetrado en la se~lla.La. 

mayor proporción de pérdida corresponde a los estados muy te,m. 

pranosde imbibición cuando la semilla tiene un contenido de 

a.e;ua de menos del 25% y no tiene bicapa lamelar (5). 

VI. Metabolismo de la germi.nación. 

Las semillas contienen predoarl.nantemente enzimas inacti­

vas cuya ativación es responsable de los eventos metabÓlicoe­

que ocurren durante la gernrl.nación. Rata.e enzimas- son resiste.!!. 

tes a la desecación y se activan tan pronto como l~ imbibición 

empieza, este proceso de activación puede ser resultado de -­

proteólisis o cambios de conformación (6). 

Principales vías metabólicas que se activan durante la -

germinación: 

a) Respiración-consumo de oxígeno. 

ta germinación de semillas es·un proceso biológico que -

requiere energ:!a.El ATP ea considerado oomo la fuente princi~ 

pal de .energía dispo:lible para las actividades biológicas.Sin 

embargo, las semi.llae maduras no acumulan ATP. su producción-
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. en el estado temprano de la ~erminao16n de la semilla es ese.u 

cial para que la germinaci6n tenga éxito. 

ffe conocen tres vías respiratorias que se activan en la­

semilla imbibida,a saber, glucólisia,ruta de los fosfatos d~ 

pentosas y el ciclo del ácido cítrico (7).La glucólisis,cata~ 

.lizada por enzimas citoplá.smicas,opera: bajo condiciones ane.e-· 

r6bicas para producir piruvato,el c~al en ausencia de oxígeno 

puede ser reducido a etanol y co
2

,o a ácido láctico.La. respi·­

ración anaeróbica,también llamada fermentación (4b) produce .• 

dos moléculas de ATP por molécula de glucosa consumida.Rn pr~ 

sencia dg ox:!geno,la utilizaci6n de piruvato ocurre dentro de 

la mi tocondria; la descarboxilación oxidativa del piruvato -

produce acetil CoA, la cual ea completamente oxidada a co
2
. y 

agua a travé~ del ciclo del ácido cítrico produciendo 36 ATPs 

por molécula de glucosa consumida.La generación de ATP ocurre 

durante la fosforilaci6n oxiaativa cuando los electrones son 

transferidos a lo lnrgo de una. aAfl~n~ tren~p~~t::u!cra de eleo­

tronee vía una serie aa citocromos localizados en la membrana 

interna de las :ni tocondrias s.l oxígeno molecular. En le. por-­

ción soluble del citoplQsma extramitocondrial se lleva a oab() 

la v!a de loe fosfatos de pentosaa que es una ruta importante 

porque produce NADPff, el cual sirve como donador de hidrcSgeno­

Y de electrones en la bios!nteaie reductiva,especialmente de 

ácidoR grasos (2b). 

La respiración en la semilla madura es extremadamente b:!; 

ja comparada con la reepira.ción aotiva en la sem:l.llei germ:l.no.­

da,y frecuentemente las medidas de respiración son alteradas• 

por la presencia de una microflora contaminante.Cuando las a_!! 

millas son colocadas en agua, hay una inmedi~ta liberación de 

aire,la cual puede durar varios minutos y no est& relacionadR 
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con la reepiraci6n.Bllte aire liberado corresponde al de adeor­

c16n coloidal. 

El consumo de oxígeno en imchas semillas sigUe un patr6a 

báaioo como ne observa en la figUra 2. En .Sate gráfica se ob­

serva que la rempiración involucra tres fases: 

Fase I. Inicialmente h~ un incremento my marcado en el· 

consumo de oxígeno el cual puede ser atribuido en parte a la -

activaci6n e hidrataci6n ele enzimas mi toco!ldrialeo involuoz:a-

das en el ciclo dGl ~oido oítrioo y oadeüa de t~an.aµG.i.~e de e­

lectrones. La respirao16n durante áata fase se incrementm en -

forma lineal· con el grado de hidrataci6n de el tejido. 

l'ase II. rn. oonsnmo de o2 oe eet~biliza o se incrementa -

c6lo l'igorasnto.L::. hldratnoión do les p:2rtos de ~ sc:imilla ha 

sido terminada y todas las euzimaa; existentes están activadas. 

Supuestamente hay poco incremento en los nivelen de le.a enzi­

mas respiratorias o en el número de mitooondriae. 

Fiase III .. Hay naevamente una segunda subida en la activi­

dad respiratoria que pUede ser atribuida a nn aumento en la as. 
t1v1do4 y en la síntesis de m.1.tocondrias y enzimas respirato­

ria.a en las oé¡ulao prolii'erativas del eje en crecim:l.ento (2b). 

b) síntesis de proteínaa. li!ecanis!llO y medida. 

La síntesis de proteínas es esencial para. que la germina­

ción llegue a su fin y por lo tanto para. q11e la.radicuJ.a emer­

ja (2b).lhperimentoe con inhibidores mostraron que no. hay ger­

minación si la síntesis de proteína.o o de RNA se bloquean (6) • 

. Un breve resumen del meoe.nismo de la s:fotesis de proteí­

nas en plantas será presentado (8). La síntesis de proteínas.­

se realiza en.el oitoplaoma de una célula hidratada oua.ndo los 

ri.boaome. (808) se asocian con el RNA mensajero (d'UU.).leto se-
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Patrón de consumo de oxígeno de semillas duran . -
te y despu~s de la germinación (ref. 2b). 
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lleva a cabo en varios pasos. La iniciación de la síntesis de 

proteínas requiere la unión de la aubunidad riboeomal pequeffa 
litet · (408) y el RNA de transferencia iniciador (Met-tRNAi ) a loe 

eitioa de inic1aci6n sobre ol RNA maneajero.Despuás de la fo.t 

mación de éste complejo do iniciación (40S1) la subunidad ri­

boeomal mayor (60S) ee une y forI?m. el complejo final {8os1) = 

de iniciación y oomienzm. la elongación. La formación del com­

plejo de iniciación requiere factores proteicos solubles (ta~ 

toree de iniciación de 8 a 10 de ellos). 

La elongación requiere de otros factores proteicos solu­

bles para la transferencia do tRNA aminoacilados hasta su co­

ción correspondiente sobre el complejo riboeom-mRllA ( aos
1

) y 
para lllOver el mensaje a través del ribosoma {factores BPJ. y -

BP2 reepeotivBmlllnte).La formación del enlace pept!dico es ca­

tal.izada por la enzima peptidiltransferasa y los factores de 

terminación (RP) están involucre.dos en la 11 berac16n del pép­

U4o del complejo r:lbosoma-m1UfA cuando la síntesis ha term11lJ! 

do. 

lhcperimsntalment0,la habilidad de u.na semilla para eint,! 

tizar proteína. puede ser determinada usando tres mhodos.Bl. -

estado del sistema de síntesis de proteina puede ser deducido 

en cuaJ.qt1ier t1empo_por análisis de la proporción de poliso­

mas (aquellos ri bosomas wrl.doa a dltl) a 1110J10so11111s (aquellos• 

ribosomas no unidos a rnRliA y por lo tanto no invol11Crs.dos en 

la síntesis de proteína). l:'áe comnmente hto es logra.do por -

la extracción del contenido ribosomal seguido por separación· 

de ribosoruae y poliaomas por centrifugación en gradiente de -

densidad con sacarosa. (9). Alternativamente, la actividad de· 

polieomas y ri boaomae puede ser determinada usando el ensB\Vo• 

4G e!nteais de proteínas.!!! E:m (9). 
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Para la estimaci6n de la actividad de los riboeomae extr! 

!dos se affade m..'UiA aint~tioo {generalmente poli U) a la mezcla 

de ensayo (10).Lora res11ltados obtenidos del análisis de polh.9, 

mas y del ensayo !n vi_t.t.Q. indican la capacidad de la semilla -

para la efoteoia de proteínas.que se está produciam'lo.La mejor 

estimación de la síntesis da protei.nas !!! vitl,2 de una semilla 

pa;;:de sor obtenida aiguioruto fa incorporc.Ción do emnoácidoa -

radioactivos en las prote!naa durante un periodo de tiempo bre 
1 -

ve y definido de 1mbibici6n (11).Se debo considerar que no to-

das las ef!millaa tooon aminoácidos con igual :facilidad debido 

EU las -v:aria.éionee en el grosor 4.e la cubierta,al te.mafio (las· 

semillas grandes tienen un tiempo mayor·de difusi6n de los Pl'! 

cursores rw!ioactivoa hecia su interiori y a otros factores -

(2b). 

Loe polisoma.s están auaentoe en las aemillae aecaa pero -

rápidamente se incrementen inmediatamente despuáe que las c~l~ 

las se hidratrui~ Acorapafiando esto au!mlnto en policoi:::á.n ~ Wl 

decremento en el número de riboaomas libres debido a que part! 

cipan en la tormaci6n del complejo do 9Íntes1s: de proto!nas 

(12). 

Frtdencia de que la aomilla tiene mB.lU protorma.do,ee el -

hecho de que la corilicepina y la o(,..amani tina no impiden la ·­

formación de polisomaa (on embriones de trigo) durante ol ini­

cio de la germinac16n,ya que estos anti btótiooe provienen la -

e!nteeic de mRHA "1 tambián le. polielienilación (U)o 

Cuando embriones de trigo fUoron germinaaoe en un metlio .. 

que contenía una mezcla de aminoáoidoe-c1! la s!nteeio de pro­

teínas tu.e medida. cada 20 mimitoB durante las primera.o dos ho­

ras de germinaci6n. en presencia y iiUlsenoia de 2 pm deo<.-e,imuU, ... 

ti~.A 6eta concentraci&n la o<.-amanitiDB. es un potente 1nh1b,! 
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dor de la síntesis de RNA poli A, ya quG inhibe la RNA polirno= 

rasa II.Loa-reaultadoe mostraron que no hay diferencias signi­

ficativas entre la tasa de síntesis de prote:!nas entre los em­

briones controles y loa tratados.Bato demuestra que ésta eint.!!_ 

sis de proteínas ea independiente de la e:!nte'Bis de RNA poli A 

y se lleve a cabo gracias al ll!RNA almacenado encontrado en los 

embriones quieccentea,el cual fue sintetizado durante el peri.,2 

do de maduraci6n de la semilla; y que jueg11; un papel predo~­

nante en sostener la biosíntesie de pro.te:ína durante el izcicio 

de la germinación. (13).Awlque la s!nteeis de proteína puede t.,2 

mar lugar en ·ausencia de síntesis de RNA {durante la imbibi....;... 

oión temp~ana) llega a depender de ella antes de que la germi­

nación· term:l.r&e ( 2b). 

e) s:úiteaie de DNA y divieión celular. 

La e:penatón de le. radíoula dentro de la semilla ocurre -

inicialmente por alargamiento celular ( 2b) ,y su subaecn~nte e­

iWZ'g•r.:i::! e '!:re?~!!! de le. nnbierta de la semilla puede o no ser 

acompafiada de divieión calular (2b,6)oSe supone que la 1.dnte­

lllie de DNA y la divis16n celular IBOU fenómenos 49 postgermina­

oi6n involucrados en el crecimiento del eje y el.establecimie.!! 

to de la plA.ntula (6 ). -

Si embriones de trigo son imbibidoe con una oolución que­

contiene timidina-014 eomo precursor de DNA, se encuentra que 

en estado de germinación temprana (6-12 horas),úni.camente se -

poede extraer DBA radioactivo, el cual no es de origen nuclear 

ni organelar ¡ q11e probablemente se sintetizó dentro de co~ 

timientoe en el citoplasma. celular.Sólo hasta las 18 horas ~e 

ir.lidada la germinación se pnede extraer DNA radioactivo proT,! 

!lie11ta de núcJ.eoa y_organeloo celulares juetamante Mtes de -

que rté alcumoe el primer máximo en la división celular. Por' lo 
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tanto los embriones de trigo poseen DNA citoplásmioo no mito­

condrial que reanuda su síntesis en un estado de germinaci6n -

temprana antes de que se lleve a cabo la primera ronda de re­

plicación del DNA tlllcloar (14). 

Cuando embrioneo de trigo son imbibidos en una solución -

que contiene pracurs~rea redioactivoa de DNA (Timidina-n3 y -

deaoxiadenoe1nn.-H3) 6ertoa oe incorporan en el DNA nuclear du­

rante loa primaros 90 minutos de germinación. La afidioolinn -

(un inhibidor de la DHA polimeraaa o<) no tiene efecto en la -

inoorporaci6n de precursores radioactivos de DNA en un siatelliQ 

!!?; ~ proveniente de embriones de trigo, en tanto que did,! 

sox:1. TTP (inhibidor de la DNA polimerasa 0 ) inhibe le. sínte­

sis do DP.A en for12a apreciable.Estos resultados hacen suponer· 

que- 111 DNA poli mere.ea r juega un papel importante en la repl,! 

caoi6n del DNA durante loe primeros 90 milllltoo de la germina­

ción (15). 

VII. Pactoree'que afectan la germlnación. 

a) Agua. 

Bl. efecto de ÉÍste factor en la gorminaoión ee trat6 en lo 

que se refiere a imbibición co!ltO el proceso inicial de la ger­

minación. 

b) Gases. 

La germinación es un proceso rela9iona40 con 061111.as vi­

vas y por lo tanto requiere un gasto de energ{a por lietae c61! 

las.La.energía que requieren las o6lulas vivas es generalmente 

abastecida por loe procesos de oxidaoión,on presencia o aumen­
cia de oxígeno (rasp1rac16n y fermentación reopectivamante).IJ! 

to involucra un intercambio de gneee,una pro<luco16n do ao
2 

en 
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ambos caeos y toma de o2 en el caso de la respiración. Oonee-­

cuentellMlnte la germinaci6n de semillas ea marcadamente afecta­

da por la composición del ambiente atmosférico (4). La mayoría 

de las aalilillaa germinan en el ail•e, en una atmósfera q11e con­

tiene 20~ de oxígeno y uu bajo porcentaje de ·co2 (0.03~). 

f.bche~ semillas lllileetran bajo porcentaje de germinación -

e:l la tenei6n de oxígeno decrece aproc1able!ll$nto po1• debajo -

del valor presente en la atmóa1'era.cC~ndicionea de anaerobioa1s 

conduce a la formación do plántulus e.normales,lo que no sucede 

en preeencia de oxígeno.Rn contraate,otras semillas muestran -

un incremento en la germinación ai la cantidad de o2 &n el ai• 

re dieminuye debajo del 205' (2b). 

Ei efecto del co
2 

ec gonoralmeuts inverso al del o
2

• La. -

m;roría de las semillas no germinan si la tensión de ao
2 

ea Bl!, 

mentada apreciablemante.llily altas concentraciones de co2, inh1 
ben la germinaoi6n y paraoon tener un efecto f'avorablfl e?? le "' 

~aervsción de las semillas (4). 

La presión parace no tenor efecto marca.do sobre la. germi.­

naeión. de semillas (2b),así que los cambios oon debidos a, las-

e) Temperatura. 

Las diferentes semillas tienen diferentes rangos de temp,! 

re.turas dentro da los cuales germinan (4). A my bajas o 1111y -

altas temperaturas la germinación de todas las semillas no se 

etectúa. Rey un rango de temperaturas dentro del cual una seJl!!. 

lla germina. Generalmente tienen un rango de tempera.tura Óptimo, 

e.bajo y arriba del cu.al le. germinación se retarda pero 110 Be .... 

impide.La temperatura Óptima es aquella en la cual el mayor -­

pol'Oentaje de germinación es obtenido en el tiempo más oorto.-



19 

Lile temperaturas máxima. y mínima para la germinación son las -

temperaturas más altas y más be.jae respectivamente en las cua­

les ocurrirá la germinación (4). 

fjfl temperatura en la cual diferentes semi J.las germinan e.e 

tá determina.da por la fuente de las eernillae,diferenciaa genó­

·ticaa entre las especies así como la edad de la semilla. Algu­

nos ejemplos de rangos de temperatura en los cuales la germiD,! 

ción se logra están dados en la tabla 1 (4). 

'i'emperatura cºa> 
S'enrJ.llaa l\íÍnima Optima máxima 

!2.!SU 8-10 32-35 40-44 
Tri tioum aeati vum 3-5 15-31 30-43 
Hordáp.-lliátiwm 3-5 19-27 30-40 
~ sa.tiva 3-5 23-31 '.ln-An .,,.,...,, ......... 

Tabla l.. Rangos de temperatura en los cuales la ge,,t 
minaoión se logra para diferentes semillas 
(ref .4 ). 

d) Luz. 

El efecto de la luz en la germinación de las semillae di­

fiere con las distintas especies.La meyoría de las plantas cal 

tivadas generalmente germinan igualmente bien en la luz y en -

la obscuridad. Por lo contrario, entre otra;; plantaa ~ rmcha -

v~riabilida.d en la conducta de las aenrJ.llae con reapeoto a la 

luz.De acua:rdo a éste factor,lae aemlllas se pueden clasificar 

de la siguiente manera: i) aquellas que germinan eolamante en 

la luz, 11) aquellas que germinan solamente en la obsourit'letl ,­

iii) aquellas que germinan. deapu&a de una b'Nve U1.1mine.oitSn y 



iv) aquellas que son indiferentes a la presencia o ausencia de 

la luz durante la germinación (Zc,4). 

e) Inhibidores de la germinaci6n. 

Hay un gran núr.aero de substancias que pueden inhibir la -

germ1naci6n (4a).Todoe aquellos compuestos los cuales son gen,! 

ralmente tóxicos a loe organismos vivos pueden impedir la ger­

minación de las semillas debido simplemente a que éstas aon d,! 

fiadas mortalmente,por ejemplos el ácido diclorofenoxiacétioo -

{2,4-D) y los oreoaoles. 

Es posible inhibir la germinación de las semillas si és-­

tas son coloca.das en un medio de germinac16n con un potencial­

de agua mayor al de las semillas,con lo cunl,ae impide el flu­

jo de agua hacia la semilla no permitiendo una adecuada imbib,! 

ción y por lo tanto su germ.1naoi6n. 

cllales son conocidas por interferir en ciertas vías metab6li-­

oaa. Co!J!pUostos tele e como cianuro, ezide.,fluoru.ro ,hidrorllnmina 

7 otros inhiben la germinación al inhibir la reapiraci6n (4a). 

VIII. 'l'ubérculos de papa (S,.glanum tupro6Um Ir.) 

:rn tubérculo de papa es un tallo subterráneo· modificado ... 

cuya tunci6n es la de almacenar el almidón {figura 3).Rn la s.!! 

perticie posee yema.a laterales en grupos de 3-5.Una yema repr,! 

santa una rama lateral del tallo subterráneo.El tubérculo es -

un sistema morfológico ramificado; las yema.a {ojos) del tubér­

culo tienen una diapoaición rotada alterna del extremo proxi­

mal del tubérculo {donde va inserto el estolón) hasta el extr.!!, 

mo diatal,donde laa yemas son más abundantes. La yema apical -

del extremo cUata.l es la que prime.ro se desarrolla y domina el 
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crecimiento de todas las yell'll'l\o restantes (16). 

La parte exterior del tubérculo no maduro presenta una e­

pidermis la cual ~a posteriormente reemplazada por un porider­

ma en el tubérculo maduro. La yema apical retiene la epidermis 

y oonsiate de c6lulao del tipo empalize.da cubierta.o con una c~ 

tícula (17). La parto exterior del tubárculo maduro ee denomi­

na pgriderma; en seguida sG encuentra la corteza qne ae ane ~~ 

franja ectrecha difícilmente visible a simple vista; ambas ae.2_ 

ciones forman la cáscara. ~ SÍdula o eje uel tallo modificado 

se ramifica hacia los ojos o yemas del tubérculo.El par6nquima. 

vascular de almacena.miento· rellena los espacios entra la r00du­

la y la corteza.; contiene algunos cordone·a de floema. Rate teji­

do está separado en dos poroionco por el anillo vascular.El. t,!! 

bérculo ea- aprorllll!llla.mante 2% de cásoara,75-85% de parénquima 

vaeouln.r y 14-20% de !lWdula (16a). 

La euperfioie del tubérculo permite o evita la entrada de 

patógenoepregula la tQaa de intercambio gaseogo o p~rdida de • 

agua y protejo oontra'los dafioa mecánicoe. La superficie no es 

fija o estática sino que se regula y ee mantiene así misma a -

trevé::: de raaooio:uea de curación de heridas le.a cuales tione11 

in:f'l.U.encia en la incidencia y severidad de enfermede.doa, en la 

preservación,en el almo.cena.miento de loe tubérculos y en eu -.. 

ln-oj;aci6n (18). 

Las lentioelae están localizadas abajo de loa estomas en 

el periderma dol tubároulo,permiten el intercambio gaaeoeo y -

pueden ser sitios de infección para varios parásitos (18). 

IX. Estado de latencia de tub~rouloe de papa.. 

a) Definición de latencia. 
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!lbohas yemas son incapaces de brotar durante ciertos pe-­

riod os de su desarrollo (5), aún bajo condiciones apropiadas -

para el crecimiento.Rete estado ea llamado latencia,cuando las 

yemas no pueden brotar como un resultado de causas endógenas -

(5,19). Despuáe de terminado el estado de lat'encia,laa yemas -

entran en un esta.do quiescente en donde normalmente no pueden­

brotar porque las condiciones externa.a tales como temperatura­

º fotoperiodo son desfavorables. 

Las yemas de loe tubérculos de papa son latentes no sola­

mente después de que loa tubárculoa son cosechados sino tam-­

bién durante las últim.a.s semanas antes de la cosecha, ouando­

los tu~rculos aún están desarrollandose en la planta madre.,...,, 

Por ot~o lado no existe alguna diferencia fundamental entre la 

latencia de las yema.a de los tubérculos de papa y aquella de .2 

tras plantas. 

f.l fin;.l d~l ~~~i~ú a& qu1~acóncia los tubérculos germ1-

nan a temperatura ambiente y a~n a bajas temperaturas (19). 

b) Duraoi6n del periodo de latencia en tubérculos de papa. 

La longitlld del periodo de latencia del tubérculo de papa 

(19) p11ede fluctuar desde 5 a 20 semanas según la variedad y -

dentro de la miallla variedad puede variar de alfo en affo. El tal!!! 

fto del tu.bérolllo después de la cosecha es también de importan­

cia. Tubérculos pequeffos tienen un tiempo mayor de latencia que 

tu.Wrculos grandes provenientes de une misma va.."'1.od.cd do cult.!, 

vo. 

La longitud del d{a durante el desarrollo del tubérculo -

tiene efecto sobre la longitud del periodo de.latencia.Papas~ 

cultivadas bajo oondioionee de días cortos tienen un periodo 

de latenoia menor que aquellas cultivadas bajo d!as largos. 



X. ~todos para interrumpir la latencia de tubérculos 

de papa. 

Bl periodo de latencia p1.tetle ser interrumpido por diver­

sos tratamientos.Si loa tubérculos latent0a son despojados de 

la oáecara,la latencia será interrumpida debido a que en la -­

cáscara existen inhibidores del crecimiento.Anaerobioeie tompQ. 

ral o red11cción de la concentraci6n· de oxígeno a. 2" en el me-­

dio ambiente produce el término de la latencia. ai:;Í como con -

co2 a concentraciones de 10 a 605' (19).CUendo se remueve la ..... 

cáscara alrededor de las yemas éataa también tiendén a brotar­

( 20) 11. 

·La brotaci6n de yemas a.pica.lea c!e tuMreuloa de papa la.­

tonta (en obscuridad a 15°C) ae incrementa ya sea aumentan<io· 

la humedad relativa haata 100-~ o abasteciendo con agua al cor­

te basal de los tubtSrculos (21.). 

Para estimular le brG~&G:i.Ón de tubérculos de pa~ ee usa 

una soluoi6n quo contiene una mezcla da ácido giberélico (60 -

p.g/ml) y ethrel (40 µg/ml) en la proporci6n 3:2 (22). 

XI. métodoo para prolongar la latencia en tubérculos -

de papa. 

La brotaoión de tubérculos de papa latente puede ser pre­

venida por medio de agentes quími.ooa como: el ácido na:ftalena­

c~tioo y la hidrazida maleica. Si la latencia ee induaiüa o ~ 

prolongada por tratamiento con agentes químicos tsmbi6n puede­

ser interrumpida de nuevo con un tratamiento oon eubatanoiao -

que interrumpan la latencia (19), 

Se puede retardar la brote.ción de las yeinae de t11Wroulos 

de papa al final del periodo de latencia por llledio de un tre.t_! 
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miento con vapor caliente a 6o0c con 95! H.R. (Humedad Relati­

va) durante 60 minutos.Dos tratamientos con vapor caliente a-­

plicados a tubérouloa de papa durante au periodo de almacena-­

miento bajo condiciones ambientales,retnrda eu brotación por -

un periodo de 3-4 meses (22). 

XII. Cambios efeotuados en el tubérculo durante y des~ 

pués del periodo de latencia. 

a) Reapira.ción. 

Las vía~ respiratorias que actúan en bajo nivel en tubér­

culos de papa latentes son: gluc6liais,ciclo del tloido cítrico 
.. 

y ruta.de loa fo8fatos de pentoaas,ouyo funcionamiento fue de.! 

crito en la parte correspondiente a metabolismo de la ~erm:l.na­

n16n de semillas. 

La reapiraci6n cambia por diver~o: i:otivoa. 

Los tubérculos de papa latente aon capacea de respirar ª.! 

róbicamante y anaer6bicamente por un tiempo limitado (18). A -

ca.usa de que el periderma del tubérculo es unri, b<'a_"'?'ero pai•a la 

difusión de gaaea, la_di:fusión toma lugar a través de las len­

t1celas.Laa tasna de difUaión entre lna lenticalas individua-­

lee son diferentes,la difusión depende de loa espacios intercs_ 

lularea expuestos del tejido subyacente del tub6rculo.Dent~o -

de! tubérculo, !a difusión gaseosa toma lugar a trav~s de loa 

espacios intercelulares loe otte.leo ocupan. cerca del l" del vo­

lumen del tubérculo. 

11 oxígeno en el tubérculo está presente en la atmósfera­

de los espacio~ interoelulares y disuelto en la savia celul~. 

El di6rldo de carbono se difunde a través de las lentioelae a 

una tasa de aproximadamente 80,C da la del oxígeno. 

Si existe una capa delgada de agua en la aupe?-ficie del -



tuMroulo ésta puede detener la difusión de oxígeno a travh 

de las lenticelas y reducir el centro del tubárculo a condici~ 

nea anaeróbicas después de 6 horas a ioºc y en 2 horas a 21º0. 

Las tasas de reapiraci6n de los tub~rculoa latentes pequeffoa,­

wedianos y grandes aon esencialmente aimilares por unidad de -

volumen bajo conclicionea ambientales adecuadas.La reepiraciónu 

de loa tubérculos de papa despu6s de la cosecha ea frecuente-­

mente tres veces mayor que la de los mismos tubérculos una ee­

ma..-¡a ;~a tarde, ésta respiración más alta está en parte asoci.!! 

da con daflos mecánicos durante la coseche. y almacenamiento ( 18). 

Cuando la latencia del tubérculo es interrumpida (19) por 

clorhidrina etilénica la respiración se 'incrementa.El increme~ 

to en la respiración no parece ser la cauea para la term:l.na--­

ci6n de la lat~ncia ya que,el alcohol isopropÍlico diéÍ'llinuye -

la respiración al interrumpir la 1a·l;enc1a (19). 

Algunas actividades enzimáticas se ven alteradas durante 

y después de la latencia. 

Le. l!ctividad de l.& ca.talaaa a& ¡;leva iJitiJttdiatamente ciea­

pa~s de la oosecha y disminuye durante el al111acenamiento a 5ºc. 
La actividad de la tiroainaaa o politenoloxidasa disminuye en• 

forma muy marcada en tubérculos almacenados. a 2 y 25º0, siendo 

más grande la disminución en la Última temperatura (19). 

La actividad de la fosforilasa se incrementa durante el -

crecimiento del tubérculo basta su coaeoha,y al terminar el P! 

riodo de latencia se eleva temporalmente de nuevo (19). 
La hidrólisis del almid6n en tubérculoo latentes ea en su 

mayor parte debida a la actividad hidrol!tica. de la enzima gl.2, 

can fosforilaea ya que la actividad de la ami.lasa ee oaei nula 

(23). 



Los tubérculos latentes tienen baja capacidad para formar 

hexosaa,ya que las actividades de la invertaaa y la sacarosa -

eintetaea son llilly bajas además de que la all11lasa ae encuentra­

oasi ausente (23). 
El tratamiento con clorhidrina etil6nica en tubérculos l.! 

te'1tes lnorementa la actividad de la arnilaaa,la catalasa y pe­

ro:x:!.daea en comparación con los tubároulos no tratados.Esto S.!! 

cede 24 horas después de iniciado el tratamiP-nto (19). 

e) Contenido de carbohidratos. 

otro de .loa cambios observados durante la latencia de tu­

b6rculos es el cambio en contenido do oarbohidratos. 

:in tub6rouloa latentes el contenido de hexosaa,var!a en-­

tre las diferentes variedades a;a! como en los tubérculos de la 

misma variedad crecidos bajo diferentes oondioionos o bajo las 

sa es ir.ayor que el de fructosa. 

El contenido de hexosas en loa tub~rculoe maduroe laten-­

tos no es determinado :Primariamente por el metabolismo de loe 

tubérculos cosechados sino por el metabolismo que ocurre duran 

te el desarrollo del tubárculo (23). 

In rompimiento del estado de latencia de los tuMroulos -

con agentes químicos (por ejemplo: tiocianuro,tiourea o olorh! 

drina etil,nica) incrementan en forma. notable el contenido de 

eacaroea;conaooucntomanta,al mismo tiempo el contenido de ali!!!. 

d6n «isminuye mientras que el contenido de azácares reductores 

no cambia eignificativamente.Bl. incremento del nivel de eaCar,2 

sa no ·es la causa de la termi.nación de la latencia yfk que és~a 

no puede ser interrumpida al inyectar saca.rosa. en los tubércu­

los latentes o al ser sumergidos en soluciones de sacarosa· 

(19).· 



d) Compuestos nitrogenados. 

Los compuestos nitrogenados se ven alterados en la laten­

cia en cantidad y en su distribución. 

Los tubérculos de papa tienen IWy pequefios cambios en loa 

nivele a de nitrógeno total desde el tiempo de cosecha haBte: el 

final del ~riodo de latencia (19).Rn tubérculos latentea loa 

niveles de nitrógeno total se incrementa con el tiempo en los 

tejidos internos.Reto ae deb~ a una tranolocación d0 aminoác1. 

dos desde loa tejidos externos hacia loe internos (19}a 

Bl. tejido de papa blanca,como el de otros tejidos vegeta­

les de almacenamiento contienen monoeomas,lo cual ea document_!! 

do por trabajos. de microscopía electr6nica en el estado de la­

tencia de ~atoa tejidos (24).Cuando el tejido de papa latente 

es herido,los monosoma.a ae arreglan en complejos polieomales. 

Este proceso es probablemente dependiente de sínteeia !! nou­

de mRNA como ea augerido por la tasa de incorporaci6n de pre­

GUctiür~u rwlioactivoe (uriains.-H3; a polisomas durante lns doe 

primeras horas después de la herida (25). Bl contenido de pro­

to:C= so inoremanta también cuando loe tubérculos dejan el pe­

riodo ae letene!e en for!!!!. neturel (19). 

El tratamiento con olorhidrina etilénioa a tubérculos de· 

papa latentes además de interrumpir la latencia produce un in­

cremento del tripéptido glutatión.La aplicación exógena de gl!!_ 

te.ti6n puedo interrumpir la. latencia de tubárculos de papa. El 

contenido de glutatión el cual es ba~o en tubérculos recién C,2 

eechados l'1llleatra un incremento transitorio durante la latencia 

y su ooD.Qentraci6n máxima se ha alcanzado al finalizar el pe­

riodo de latencia (19). 

Se ha descrito que loa tubtSroulos de papa contienen una -

variedad de inhibidoree de en4opeptidasae de eerina (inhibido-
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res de carboxipeptidasa pancreática) que son de naturaleza pr._2 

teica y estables al calor (26).Las cantidades totales de inhi~ 

bidores de carboxipeptidaeas (ICP)/g de tojido (fresco} han s.!, 

do determinadas en varios tejidoa de la planta de papa.Los tu­

bérculos son los que tienen laa más altaa canoentracionec de -

loa inhibidoree mientras que los brotes inducidos en forll!3 na .... 

tural de tubérculos almaoenedos a 6° y aºc así como on las ho­

jas y tallos tienen concentraciones notablemente menores (26). 

Se han descrito 3 forma.a de éste inhibidor (I~P-I,ICP..II· 

y ICP-III). ICP-II fue la forma más abundante en todos los te­

jidos estudiados (tubéroulo,brotee,tallo y hojas). 

Ic:P-I y ICP-III se encuentran en cantidades significati­

vas en' tuMrculoo y tallos. Pmra explicar la variabilidad en -

las cantidades relativa.a de las formas de loe inhibidores hay .. 

al menos dos posibilidades.Primero, pueden habar diferencias -

en laa taeas de síntesis o degradación de loa inbibidores en -

forma individual en el tejido específico.La segunda posibili-­

dad· ea que hay doe precursores, uno de ellos <ta origen a ICP­

II y a ICP..III y el otro precursor produce IOP..I.Por oonsi~-­

guiente las diferencias en las cantidades totales de los inhi-

bidcree y de lec centidedeo rel~tiv~s de c~d~ forma on un taj,! 

do espec!fico,podr!an ser debidas a diferencias en laa activi­

dades de las enzimas responsables del procesamiento de loe pr!_ 

cursores respectivos do los isoinhibidoree (26). 

K1 tamura y Jlllaruyama han purificado y caracterizado una -

proteasa dependiente de sulfhidrilo proveniente de tuMrculos­

de papa en brotación.Sin embargo no hay evidencias sobre el PJ! 

pal de ésta enzima en la degradación de las proteínas de tubé!: 

culos de papa (27). También se ha descrito la presencia do un 

inhibidor de proteaea dependiente .de sulfhidrilo presente en -
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loe tub~rculos de papa.Estos a11tores s11gieren que este inhibi­

dor tiene la función de controlar la actividad proteol!tioa e_!! 

dÓgen.a ya que este 1Db.1b1dor aotúa sobre proteaaf.!.!!l depru'ld!.en-­

tes de ciate!na do origen vegetal (28}. 

Una proteína presente en tuMrculoc do papa ea la glieo­

prote!na. patatina (29).Co~tituyo más del 2~ do ln protoínn -

soluble en tub~rculoa de papa maduros (30). Ln patatina oopuri­

fioa con una ectivideil de esteresa cuya fUnción celular te~­

bión se desconoce (31).Rl. contenido de patatina disminuye des­

de 30 mg/g en tubérculos latentes haeta 9 IDg/g en tubérculos. -

brotados en forma natural durante el almacenamiento a 4°C. Sin 

embargo,la pérdida de patatina en almacenamiento fue aproxima­

damente igual a la pérdida de las otras proteínas en extractos 

de tubérculos así que el porcentaje de pata.tina basado en pro­

teína soluble cambia sólo ligeramente (do 37% a 28") (30). 

XIII. Latencia, su modifioa.ción.por acción hormonal. 

En el periodo de latencia existen cambios en los niveles 

endógenoc de hormonas (19),ae:! como también ee P'Jm difice.r 

la latencia por aplicación exógena de ollas. 

a) Aurlnaa. 

Durante el periodo de latencia los tub&roulos tienen con­

centraciones my bajas de auxinas.lm "1 tubérculo latente la -

oantida.d mayor de auxina. ee encuentra en la capa externa.DllrB!! 

te el periodo de latenoia el contenido de au:idrma es my bajop 

el cual aumenta más tarde obteniendose valoren máa al.toe pooo­

antea del brotam:l..onto de lae yema.a.Le aplioaoi6n e:ii:6gena de ª.!!. 

xinaa en concentraciones biológicas estimula el arooimiento 

de los brotes cuando éstos tub~roulos eon pobres en e.uxina -
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end6gena (es decir: tubérculos latentes). 

El ácido indolacético no tiene efecto en el crecimiento -

de loa brotes de tubérouloe de papa latentes a menoo que su lS 

tencia haya sido interrumpida previamente con clorhidrina eti-

1Ón1ca. Es probable que en date caso el ácido 'indolacético no -

tenga influencia sobre la latencia,aino solamente sobre el cr~ 

cimiento de loe brotes (19). 

b) Inhibidorea del crecimiento. 

En los tubérculo e de pupa erl stan dive1•eos inhi bidores -

del crecimiento (19).Del extracto de cáscara de tubérculos de· 

papa latentes ea pueden obtener substancias ácidas por medio -

de cromatografía en papal que inhiben la actividad de creci--­

miento del ácido indolscético on coleoptilos de avena.Sus val.!!, 

res de Rf están comprendidos entre 0.52 y 0.74. A ésta mezcla. 

de eubtJtancias inhibidoraa se le ha denominado p-inhibidor el 

cual también se ha encontrado en otras plantas •. 

Se ha demostrado que el ácido abscíaico (ABA) puede inhi­

bir el crecimiento de yemaS' de tu~rculoe de papa.El p-inhib.! 

dor proveniente de cáscara de tubérculos de papa latentes con­

ti&ne ácido abacísico entre sus componentes.Se ha encontrado -

tambi~n que ~l nivel del ABA disminuye cuando el periodo de ~~ 

tencia termina (19). 

La presencia de inhibidoree ácidos en tubérculos de papa. 

ha podido ser bien correlacionada con su periodo de latencia.­

Cuando la latencia de tubESroulos de papa ere interrumpe en for­

ma natural o deepu~s de un tratamiento con clorhidrina etil~n! 

oa o con glutati6n,el nivel del p-inhibidor de la cáscara ~~l 

t.ub6roulo disminuye. 

Se ha encontrado que si tu~rculos de papa latentes son -

despojados de eu oáscara,llegan a.brotar más fácilmente que~-
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quellos en que no ha sido eliminada.Esto indica que los inhib! 

dores fueron removidos con la· cáscara y que los tubérculos de­

bido a éato, fueron máe capacea de brotar. Por consiguiente ,apl! 

cando ft -inhi bidor ( exó~eno) proven1 ente de papa.a latentes e e 

posible prolongar el periodo de latencia do tubérculos ente­

ros (19). 

o) Gi berelinas. 

Los niveles de giberelinas 1111estran un aumento transito-­

río antes del término de la latencia de loe tubérculos de papa, 

pero antee de la brotaci6n de las yems,los niveles de éstas -

substancias se incrementa de nuevo. 

Si los tubérculos de papa en la latencia son tratados oon 

giberelinas su latencia será interrumpida.Se ha encontrado que 

el nivel del p-inhibidor en extractos de cáscara. de papas tr,!!_ 

tadas con áciao giberéiico disminuye tres d!as después de ini­

ciado el tratamiento (19). 

d") Ci tocininas. 

Log- niveles de citocininas (zeatina Et iaopenteniladenina) 

1111eatran un incremento transitorio antes de que la latencia -

termine. 

La aplicación exógena. de citocininae puede interrumpir la 

latencia de varios tipos de plantas.La latencia en los tubérc,!! 

loe de papa tambi~n puede intorrumpiraa por citooininaa.Cuando 

e:e aplican citocininae a tubérculos de papa latente,ea observa 

que el nivel del jJ-inhibidor disminuye después de 24 hora-e de 

iniciado el tratamiento,Los inhibidores presentes en el tubér­

culo de papa pueden tambi6n inhibir el efecto de las c:!. focini­

nas (19). 
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XIV. Inhibidorea ácidos como una de las causas de la -

latencia de tubérculos de papa. 

Las papas en latencia contienen inhibidorea del creoimie!! 

to como ea el ,B-inhibidor que desaparecen cuando la latencia 

fir.aliza en forma natural (19,32),o cuando loe tubérculoo son 

expuestos a tratamientos que interrumpen la latencia.Consecue!! 

tomontc,loo inhibidores ácidos parecen ser d~ importancia en -

el mantenimiento de la latencia de tubérculos de papa.Si ésto­

es así,surge la pregunta de como éstos inhibidorea ejercen su 
influencia. 

Se ha eugerido que loe inhibidores ácidos reaccionan oon­

grupoa SH y de ésta forma inactivan enzimas dependientes de -

aulfhidrilo las cuales son necesarias para el crecimiento de -

le.tr yemas del tubérculo. 

s·e ha demoatrc4o que ol 6.cido abao:Íoioo inh.ibe la sínto--

ais de DNA y RNA,proceso que puede ser revertido por oitocini­

nas.Se puede euponer que el ácido abscíeico inhibe el creoi--­

miento al inhibir la aínteaia 46 DNA y quo l~o citocinf.~¿i_g ee­

tinulan el crecimiento porque promueven su eíntesis. 

El ácido abso:!eico no ea el t1nioo componente del oomplo-jo 

f3 -inhibidoroLa identificaci6n de las otras substancias es 1,! 

bor para el futuro para una mejor comprensi6n del papel de 'º­
tos en la latencia. 
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ANTECEDENTES 

Normalmente el desarrollo de una planta ee ajusta a laa -

estaciones del afio en una forma que le-·parmita sobrevivir en -

periodos d'e concUcionee ambiEmtalas: :1e2fevorablee. Esta adapt.! 

ción casi siempre implica una interrupci6n temporal. del creci­

miento y la disminución del metabolismo colocando a la planta. 

en un estado que se denomina latencia. 

iü inicio de la latencia implica en algUnoe casos el des.! 

rrollo de estructuras especializadae resistentes como por eje_! 

plo tubérculos en el caso de la planta de papa. 

Se han llevado a cabo intentos para obtener información -

que permita. diluci<lar la naturaleza del wacaniamo(a) que parli!!, 

te a loe tubérculos de papa mantenerse en estado latente. 

Entre la información que ee ha descrito se encuentra el -

tratar de entender la latencia del tu~rculo a través de cono­

cer los di veroo• cambios que se efectuan durante y al término. 

de la. latencia. 

Se conocen algunos cambios que se efectuan en el tubércu­

lo de papa. cuando ~stos interrumpen el estado le.tente ya sea -

en forma natural o por medio de diversos tratamientos.As!,al -

interrumpir o terminarse la latencia de los tubérculos de papa 

pueden observarse aumento en las actividades metabólicas como 

ejemplo: auraento en la respiración,la actividad de diversas en 

zimas se incrementa (am:llaoa,foeforilaea,catalasa,peroxidasa,­

etc.} (19). 

Con la acumulación de información de datos como los ante­

riormente descritos se contribuye a la descripción del estado­

de latencia y a su observac16n a nivel molecular pero no a la 

comprensi6n del mecanismo que opera para establecer o mantener 

el estado latente. 
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Por consiguiente loe cambios metabólicos que se efectuan­

eu el tubérculo al final de su periodo latente nos indican que 

el estado latente no ea un proceso simple y para permanecer en 

él pueden actuar factores muy diferentes. 
. . 

Una de las hipótesis que trata de explicar el estado la--

tente del tu~rculo de papa ea la presencia de inhibidores del 

cracimiento, 

Cuando se remuev.e la cáscara alrededor de las yemas de· -

los tubérouloe de papa éatoa brotan (20) el mismo resultado se 

logra si la cáscara del tubérculo de papa se elimina en forma· 

·total.Reto ao· explica porque en la cáscara existen inhibidores 

del creoim:l.ento que mantienen el estado latente (19). 

De los tub!Srculoa de papa latentes se ha extraído una me_! 

ola de substancias ácidas la cual se ha denomine.do f3 -inhibi­

dor el cual tiene la capacidad de prolongar la latencia de tu­

bérculos de papa.Entre los componentes del 13-inhibidor se en­

cuentra el ácido abscísico el cual es un inhibidor del creoi-­

miento (19). 

También se ha encontrado que la concentración del ~ -inh.! 

bidor disminuye cuando la latencia del tubércu,lo termina. o se. 

interrumpe (19,32) en tanto que hay un aumento de las substan­

cias promotoras del crecimiento (aux:f.naa,giberelinaa,citocini­

nas). 

Se ha propuesto que el balance entre los inhibidores y -­

promotores del crecimiento en el tubérculo de papa determina -

que éste se encuentre o no en estado latente. 

auando al tubérculo está latente la presencia de 'oido -­

absc!aico produce la inhibición de síntesis de DRA y RNA en _:. 

tanto que la~ oiticininas promueve dicha síntesis (19). 

También se ha propuesto que el agua es un factor lhd. tan-
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te en los tu'Mrculos latentes ya. que- ee posible prollucir la -

brotaci6n de las yemas apicales de tubérculos latentes (en obJl 

.clll'idad a 15°0) ya sea aumentando la humedad relativa hasta~ 

1007' o abasteciendo con agua a un corte basal de los tubércu-­

culos (21). 

Cocotle (33) encontró que cl18.lWo se mide la c!nteoic de pr,2 

teínas por incorporación de leucina ·tritiada en un sistema .!s 
!.!!2.r se encuentra que ésta actividad es rruy baja en tejido lle 

papa latente y se incremento. cuando las rebanadas de éste teU 

do son incubadas a tiempos largos. 

También observó que cuando los ribosomas extraídos de te­

jido de papa latente eran lavados con 300 mM de KCl éstos in-­

crementaban su capacidad de incorporar aminoácidos radioacti-­

vos en un sistema !!! !!1!:2.• Esto oe logr6 porque de los ribos,g, 

me.e de papa latente se separa una fracción la cual impide que 

haya una eficaz actividmf de síntesis de proteínas. 

LB fracción asociada a ribosoma.a de papa latente tiene la 

capacidad de inhibir ia incorporación de leucina tri tia.da en -

un sistema ,!!! !.!!!:2 de tejido de papa. 

En éste trabajo se propone que la fracción inhibitoria de 

síntesis de proteína!!! .!11!2 asociada a ribosomas de papa la­

tente pue~a ser un factor más que contribuye a ayudar a mante­

ner la latencia de tu'Mrculos de papa inhibiendo síntesis de -

proteínas.Con lo cual este trabajo puede contribuir a compren­

der los mecanismos del estado latente. 
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HIPOTBSIS y OBJBTIVas 

Para poder iniciar el estudio de la fracc16n inhibitoria 

de síntesis de proteínas .!.!! vitro asociada a ribosomas de tu­

bérculos de papa latente se plantearon las siguientes hipóte­

sis de trabajo: 

Si la fracción unida a ribosolDB.s de papa latente es pro­

teína entonces podrá aer purificada como tal. 

Como la fracción unida a ri bosomas de papa latente inhi­

be la síntesis de proteínas .!!! .!!1!:2 entonces también deberá­

de inhibir la· germinación ya que éste es un proceso fisiológ! 

co dependiente de la síntesis de proteínas. 

tearon los siguientes objetivos: 

~rificación de la fracción asociada a ribosomas de 

p.pa latente. 

Conocer las características y naturaleza de la fra.2, 

ción inhibitoria. 

Dcmostrnr la inhibición de la germinación por el i,!! 

hibidor purificado por bioeneayo de germinación y -

por síntesis de proteínas. 
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METODOLOGIA 

l. Obtención de ribosomas y eobrenadante de tejido free-

co. 

Loe ri bosomas fueron extraídos usando el método de Davie­

et al. (34). 

loas papee ce lavan con Bfs-U& corriente. Se pasa an algodón 

empapado con oloralex al l~ v/v en agua deeionizada.Se enjua­

gan varias veces en agua desionizac:'la y se secan.Se pelan y se 

pesan 128 g,ee cortan en pedazos pequeffos y se muelen oon ~-

160 m1 de regulador do molienda (0.03 ra de acetato de magnesio, 

0.2 M de eacarosa.,0.2 M tris-ácido acético pH 8.5,0.06 m de -­

cloruro de potasio y 0.005 N de 2-mercaptoetanol) en un vaso -

de licuadora con reóstato en posición 50, 4 veces durante 10 -

segundos con intervalo de 30 segundos entre cada molida.fil ho­

mogena.do se filtra a través de 4 capas de gaea aobre un vaso -

de precipitado previa~ente enfriado y se centrifuga por 15 mi­

nu:i;os a 20000 xg.m. sobrene.dante se coloca sobre tuLColch6n c:'le 

sacarosa (2 mJ. de sacarosa 0.5 M y 2 ml de sacarosa 1 M en --

0.04 M tris-ácido ao6tico pH 8.5,0.02 M de cloruro de potasio, 

0.01 M de acetato de msgneoio y 0.005 M de 2-mercaptoetanol) y 

se centrifuga por tres horas y media a 100000 rg.Bl. eobrena--­

dante obtenido en el paso de centrifugación anterior se almac~ 

na a -70°C.!l precipitado se disuelve en el volumen mínimo de 

solución A (0.002 !!! tris-ációo achico pH 7.6, 0.001 N! de ace­

tato de magnesio, 0.02 M de cloruro de potasio y 0.004 m de 2-

marcaptoatanol) .Se centrifuga por 60 minutos a 100000 :.irg.:rn -­
precipitado obtenido en el paso anterior se reeuspende en la -

solución B (0.002 M tris-,oido ao~tico pH 7.6, 0.001 11 de ace­

tato de magneaio,0.02 M de cloruro de potaeio,glioerol al 25~ 
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y 0.004 'N! de 2-mercaptoetanol) en un volumen mínimo para que -

se disuelva.Se centrifuga a 9000 xg durante 10 minutos.El pre­

cipitado se descarta y al sobrenadante se le determina la con­

centración de ribosoma.s por el método eepectrofotométrico (ver 

punto 4).se mide el volumen final y se guarda a -10°c. A ésta­

Última fracción se le denomina ribosomas K20• 

i. Obtención de lavado ribosomal de tejido fresco. 

A una mezcla de varias extracciones de ribosomaa x20,se -

les agrega cloruro de potasio para obtener una concentración -

final de 300 mM, se fl€ita contínuamante por 60 minutos a 4ºc y 

se centrU'ua a 157000 XB, 60 minutos. Al sobrenadante obtenido 

oe le denomina lavru!o riboaomal (r,.R. ). 

3. Ooncentración de proteínas del lavado riboeomal por 

sulfato de amonio. 

41 lavado ribosoMl se le agrege. le oe.ntidc.d odocunda da 

sulfato de amonio sólido hasta obtener 80~ de saturación a --

40C con agitación constante.Se agita 60 minutos más y se deja­

repoeando a 4°C-15 minutos.Se agita 15 minntos más y se trans- · 

fiera al tubo de centríf'uga.Centrifugar a 20000 xg durante 15 

minutos a 4°C. Se obtiene un precipitado que se denomina lava­

~º ribosomal p80 (L.R.p80) y un sobrenadante el cual se denom.!. 

na lavado riboeoma.1 s100 (L.R.s100 ). Rl. precipitado L.R.p80 se 

disuelve en agua deaionizada en la cantidad suficiente y se P.!?. 

ne a dializar exhaustívamente contra la soluci6n de diálisis -

(0.002· M tria-ácido acético pH 7.6, 0.1 11 de acetato de pota,_ 

aio y 0.005 llf de 2-mercaptoetanol). Al precipitado L.R.p80 di! 

'.J,two se le determina el contenido de prote!nae por loa ~to­

dos de Lowry y eepectrofoto~trico. 
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El sobrenadante del sulfato de amonio L.R.s100 se dializa 

exhaustivamente contra agua deeioniznda y ae liofiliza. Se di­

euleve en un volumen mínimo y se dializa contra la solución de 

diálisis.Se determina su contenido de proteínas por el !!Wtodo· 

de Lowry.El L.R.s100 no mostró ningdn afecto aobre la germina­

ción de semillas en los bioeneayos de germinación. 

4. Determinación de la concentración y pureza de ribo-

somas. 

!ate método consiste en medir la densidad Óptica a ~60 nm 

y sustituir este valor en la siguiente igualdad: 

mg/ml de ribosomas = D.o.
260 

X P.D. 

20 

si9ndo D.0260 la densidad Óptica medida a 260 nm de la muestra 

y P.D. es el factor de dilución de la muestra (por lo general• 

la solución de riboaomaa e-e lleva a una dilución de 1:200). 

El rendimiento t?tal efe ri bosoma.s se obtiene multiplio~ 

do mg/ml. ü.e ribosomas por el volumen total d0 la muestra,el r~ 

sultado serli· la canticfad total d.e riboeolll!W en mg: 

mg/ml de ri bosomae X volumen total = mg ri bosomae totales 

Para obtener la pureza de los ribosomae K20 se utilizan -

las relaciones de- densidad Óptica a 260nni/280nm y 260nni/230nm. 

Si consideramos que en forma aproximada la cantidad de IÍcidos­

nucleicoe .y proteínas que forman parte de los ri booomae es i­

gUal, la relación de densidades Ópticas de l!60nut/280nm debe -

darnos la unidad,Si ea mayor que la unidad quiere decir que la 

cantidad de proteínas ea menor que la de ácidos nucleicos y e1 

ea menor a dicha unidad lo contrario ee realidad.Semejante a -

lo anterior ocurre con le relación de 260nJl\/230nm puesto que a 

longitudes de onda de ~30nm el enlace pept:!dioo presente en --
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lae proteínas absorbe fuertemente (35). 

También se hace una d1luc16n (1:500) de una mezcla de ri­

bosomas Kio con el fin de obtener eu espectro de absorctón,éa­

tc s& lee desde 220nm hasta 460nm en un eapectrofotómetro. 

5. Determinación de proteínas. 

a) Método de Lowry. 

El método de Lowry (36) consiste en la formación de un·-­

complejo colorido entre el cobre en solución básica y el reat! 

vo de Polin.El cobre forma un complejo con las proteínas,el -

cual reduce el reactivo de Polin para dar un color azul inten­

so que puede ser medido eapectrofotomátricamente. 

3e usan volumenes de 10 a 200 pl de muestra problema,éeta 

se mezcla con 4 m1 de solución alcalina (50 partes de solución 

C y una parte de solución D; C es una solución de carbonato de 

sodio al 2% en hidróxido de oodio O.l N; D es una mazcla en -­

partes iguales de sulfato de cobre al 1% y tartrato de sodio y 

potasio al 2~). Se esperaron 10 minutos y ae agrega 0.4 ml de 

reactivo de Polin diluído en agua (1:2.5),ae mezcla,oe espera-

30 minutos 1 se lée contra un blanco propa.radc1 de la misma fo.!':. 

ma en el que sn lugar de la nneetra problema se usa agua; se -­
lee a 750nm. Lol!J valoree obtenidos de absorbancia se interpo­

lan en una curva patrón de albÚmina bovina. 

b) ~étodo espectrofotométrico. 

Bote método (35) se utiliza también para determinar las -

cantic:'ladel!f de proteínas de las llB.leetras problema.Consiste en -

medir directamente de las li'.lllestrae problema la densidad Óptica 

a 260nm y 280nm y suati tuir loa valorPs obtenidos en la si-­

guiente igualdad: 
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mg/ml de proteína = (1.48 X n,o,2"80 - 0.74 X D.o. 260 ) x P.D. 
Siendo D.o.

280 
~la densidad 6ptica medida a 280nm 

D.o.
260 

la densidad Óptica medida a 2'60nm 

P.D. faotor de dilución de la muestra problema (por lo 

general se utilizaron diluciones 1:20), 

Para obtener el rendimiento total de proteína multiplica­

mos mg/ml de proteína por el volumen total de la muestra,el r,! 

sultedo será la cantidad total da proteína en mg: 

mg/ml de proteína X volumen total = mg de proteína total 

6, Bioenaayo con diferentes semillas, 

a) Prueba de germinación para semillas de maíz (.!2.!;: ~). 

Las semillas de maíz se lavaron con una solución de clor_! 

lex al 5% v/v durante 10 minutos. Se lavan con agua desioniza­

da P.stéril 4 veces (500 ml en cada OY&sión}.Se ~~can con papel 

estéril.Se colocan 25 semillas sobre papel filtro est6r11 den­

tro de una caja de petri de 9 era de diámetro previamente este­

rilizada.Se agregaron 10 rnl de lB s~luci6n a probar el efecto­

sobre la germinaci6n,La solución estaba formada de diferentes­

ooncentracionee de nuestra de proteína en 1.0 ml de ooluc!ón -
80-20 (80mM acetato de potasio,20mM cloruro de potasio y 2m!l! -

Trie-ácido acético pH 7.6) y 9 m1 de agua.Los controles conei.! 

ti eron de 10 ml de agua o 1 ml de solución 80-20 y 9 ml de a­

gua. Las cajas petri se ni erran y se cubren totalmente con pa­

pel aluminio.Después de 7?. horas bajo condiciones da obecuri-­

dad a 26°C,se cuentan el número de semillas germinadas en ce.da 

caja petr::l..Bl criterio de germinación ut:l.lizado fUe la protru­

ción de la radícula de la semilla de ma!z. 

b) Prueba de germinación para semillas de trigo (rritioum 

aestivum) y semillas de ajonjolí (SeealD.lm indic~). 
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Las semillas de trigo y ajonjolí se lavan con agua desio­

nizada estéril dos veces (250 ml en cada ocasión).Se secan con 

papel estéril (las semillas se dejan encima del papel estéril· 

alrededor de 10 minutos cerca de un mP.chero Ibnsen con el fin 

de obtener un mejor secado de las semillas y· facilitar su man~ 

jo).Se colocan 25 se'llillas sobre un papel filtro estéril que -

sg encuentra colocado en el fondo de un frasco Gerber también. 

estéril, se cuida que las semillas queden separadas unas de .o-­

tras.Se agregan 2 'Dl de la solución a probar el efecto sobre -

la germinación.La solución estaba formada de diferentes conce_!! 

traciones de la muestra de proteína en 0.2 ml de solución 80-

20 y 1.8 m1 de agua.Los controles consistieron de 0.2 ml de a~ 

lución' 80-20 y 1.8 m1 de egua o 2 ml de agua.Los frascos se t,! 

pan con papal aluminio estéril.Después de 48 horas bajo condi­

ciones de: luz durante 12 horas seguidas de 12 horas en obscu­

Tidad a una tempevatura a~ 26°0; se cuenta el número de semi--

lla& germinadas y no germinadas teniendo como criterio de ger­

minación nuevamente la protrución de la radícula. 

Nota: Tanto para $) y b) las serrr.1.llae que se utilizan ae eaco­

gen de tal manera que s~an las que presentan la mejor aparien­

cia externa.Las que nuestran daffos,color diferente o tamafio -­

más pequefto que la mayoría de les semillas disponibles se des~ 

e han. 

B1 porcentaje de germinao16n en a) y en b) se calcula C0,!1 

tra el control (0.2 ml de solución 80-20 y 1.8 ml de agua). 

7. Tratamiento del lavado riboeomal (L.R.p80) con PMFS. 

Se descongela el volumen disponible de lavado ribosomal·­

(L.R.p80) y se le agrega PmPS (floruro de fenil metil aulfoni­

lo) 0.1 M en etanol aibsoluto hasta obtener la concentración de 



44 

5 mM y 5,& respectivamente (37).Se mezcla y se incuba en un b_! 
o 

ffo de agua a 30 a durante 30 minutos, agitaru!o esporádicamente 
o varias veces durante ese tiempo.Se guarda a -70 c. 

8. Cromatografía de filtración en gel. 

El Sephadex es una sustancia versátil para la separación­

de moléculas con diferentes pesos molecularea,que actúa como -

un tamiz molecular.El Sephadex en medio acuoso se hincha; ya -

en equilibrio se coloca en la columna y se deja sedimentar.Así, 

los gránulos de Sepha.dex expandidos retien~n moléculáe con pe­

sos moleculares variables según eu límite de exclusión.In Se~ 

phadex G-100 tiene un límite de exclusión de 100 000 .se puede 

determinar el peso molecular sabiendo el volumen de exclusión­

de moléculas de peso molecular conocido. 

Bn la columna de vidrio se transfiere la resina de Sepha­

dex G-100 previamente expandido hasta formar una columna de -

1 cm de diámetro y 59.2 cm de altura.La· columna se equilibra -

previamente con solución (80 mm acetato de potaaio~20 mm clo~ 
ro de·potasio,2 mM trie-,cido ao~tico pH 7.6 y 5% etanol). 

Se aplica un volumen no mayor de 3.5 ml de muestra y so.! 

luye con la misma solución con la cual está 4'qailibrada la co­

lumna.Se colectan fracciones de 1 ml.. 

Le. velocidad de la columna se mantiene oonetante o1én4o • 

ésta de 1 ml/4. 5 mlnutoa. 

A cada fracción clectada se. le determina su absorbancia a 

~ªº nm. 

9. Determinación de aminoácidos por el iOOtodo de Rosen. 

Para el iOOtodo de Rosen (38) ae preparan las eolucionea -

siguientes: 
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5oluci6n citrato pH 5.0: 21.008g de ácido cítrico monohi­

dratado ee disuelven en 200 ml de l'faOH al 4~. 

Solución E: o.8g de snc12 dehidratado se disuelven en 500 

ml de eolución citrato pH 5.0. 

Solución F: 20g de Ninhidrina se disuelven en 500 m1 de -

metil celosolve. 

Reactivo ninhidrina: ~zcla de lae soluciones E y P (1:1). 

Proof!dimf.ento: A 2 ml de reactivo ninhidrina se le adi.ci,g, 

na 0.5 m1 de 1111estra (neutralizada a pH 7,0),la mezcla se agi­

ta y se calienta a ebullición durante 20 min11tos en bai'l.o maría. 

La coloración máxima se desarrolla despu~e de 10-12 minutos. I,n 

mediata111&nte despu~a remover del bai'lo de agua y e.fiadir 5 m1 de 

n-propQnol al 50%.Se agita vigorósamente,deja.r que se enfríe a 

temperatura ambiente y leer en un eapectrofotómetro a 570 nm -

contra un blanco que se prepara de la misma forma con 0.5 ml -

de egua en lugar de ía mestra. 

10, Hidrólisis enzimática de la fracción I!I. 

Una mezcla de 50 p.l de la fracc16n III (l.52 mg/ml),10 }11 

de ll'J'Otoaoa K (1 mg/ml.) y 160 mm tris-ácido acético pH 7.5 en 
. o 

un volumen final de 300 pl.Se incuba a 37 e en baffo María du-

rante 30 minutos.La reacción ee detiene al disminuir la tempe­

ratura de incubación a 4°0. La cantidad de aminoácidos libree­

se determina por el iOOtodo de Rosen. 

11. H1dr6lisia básica de la fracción III. 

ta hidrólisis de la fracción III se lleva a cabo con un.­

tratamlento de NaOH 5 N a 15 lb/pulg2 de presión en una auto-­

clave durante 20 minutos, posteriormente se neutraliza la mee­

tra a pH 7 '1 se le determina el contenido de aminoácidos 11-
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brea por el método de Rosen. 

12. Incorporación de leuoina radio~ctiva en ejes em--­

brionarios de maíz (.!!!!: maya). 

Se colocaron 5 ejes embrionarios de maíz por ce.da vial y 

se agregó 60 ul de solución de imbibición (80mM do acetato dg 

potaa1o,20mM de cloruro de potasio y lm~ de tris-ácido acético 

pH 7.6).se incuba. el sistema por 3i horas a 25ºc para el con~ 
trol y la fracci6n inhibitoria. 

Después de las 32 horas se tranelsderon loa ejes embrioll.! 

rioe de control y fracción inhibitoria a otros viales conte--­

niendo .60 pl de solución de germinación (80d de aceta.to de P.2 

tasio,20mYJI de cloruro de potaaio.ld de tria-ácido acético pH 

7.6 y 4 pCi de leuoina-~). !ate sistema se incuba durante 37 

horas mi!e a 25°c. 

Al término de le. incubación loe ejes embrionarios so "ªº.! 
ron del vinl y se hon:ogenoizaron con 1.5 m1. de soluc16n de im­

bibición en un politrón (PCV-2,Kinematic).Bl homogeneiza.do se 

centrifuga a 2500 rpm durante 10 minutos en una centrífuga el.! 

nica.Bl sobrenailante obtenido se centrifuga a 25000 xg :por 30. 

minutos.Del aobrena.dante obtenido se toma una· alícuota de 1 ml 

y se le agrega la cantidad necesaria de ácido tricloroacático• 

con L-leucina1 haata alcanzar una concentración final de ácido­

tricloroac!Stico al 16"-90.06 M L-leucina.m. sistema. se deja a~ 

4°C durante 30 mini1toe.!l preoipitaoo ~btPnido en éste últimoª 

paso se colecta en un filtro de fibra de vidrio GP/A.Loe fil~ 

tro~ se lavan 3 vPcea con 2 m1 de ácido tricloroac~tico al 5~ 

a 4°C.Los filtros ea dejan secar con una lámpara de 250 W du-­

ran.te 30 minutos. 

Oe.da filtro ee coloca en un vial con 10 ml. de líquido de 



47 

centelleo (150 mg de POPOP,2.5 g de PPO en 500 ml de tolueno)­

Y se cuenta la radioactividad en un contador de centelleo Pae­

kard Tri-Cnrb mod. 3255. 
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RESULTADOS 

I, Extracci6n del L.R.p80. 

Con el .fin de poder iniciar el estudio del factor inhibi­

torio de eínteeiel de proteínas-,!!!~ asociado a riboeomae­

de tubérculos de papa latente fue necesario cstandarisar la ~ 

todologÍe pnra lu obtención da: ribosomas de tubérculos de. pa­

pa latente,lavado ribosomal y au concentración con sulfato ·de 

amonio (L.R.p80); así como la determinación de au contenido de 

proteína como se describe en la motodolog!a. 

Para la eetanderisación de la extracci6n de r1bosollias,a -

los riposomas K20 obtenidos como se describe en la metodología, 

se les deterfllin6 la pureza utilizando las relaciones de densi­

dad Óptica de 260nuV280nm y 260nft\/230nm (punto 4 de métodos),­

loa valoreo obtenidos se rra.aestran en la tabla I,Se puede oboe! 

var que los dos valoree de relaciones de densidad óptica fue­

ron semejantes para las diferentes mezclas de ribosomao K20 -­

(de la 1 a la 9) siendo los promedios do éstas relaciones de 

1.56 ~ i.03 respectivamente. Loe valores obtenidos nos dan in­

formaci6n de la contribución relativa de ácidos nucleicos y --· 

proteínas contenidos en loe ribosomas K20• 

Debido a la presencia de las bases pdricaa o pirim!dfcaa, 

los ácidos nucleicos imieetran una fuerte absorci6n en el ultr,! 

violeta con un máximo de absorción a una longitud de onda de -

260nm; mientras que las proteínas exhiben una máxima absorción 

a 280nm debido principalmente al coritPnido de aminoácidos como 

tiroeina y tripto:f"ano y otra absorción secundaria a ~30nm por 

la pr~aencia del enlace peptÍdico (35). 

h~ba&áo a 'ite oonooim:l.ento se puede leer el espectro de 

absorción desde 2~0nm hasta 460nm·en un espectrofotómetro¡ co-
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Tabla I 

Pureza de ribosomas K
20 

Mezcla de No. de extracciones D •• ot~ ~·~260 riboeomas K
20 

en la mezcla 
D.0280 D.0230 

-------
l 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 

iio. a• ext:racoi onco Promedio 

No. de ex­
tracciones 
en la mezcla 

6 

9 
11 

~To. total de 
extracciones 

26 

total.ea 
57 1.56 

Tabla II 

Contenido de proteína en L.R.p80 

Proteína 
(mg/ml) 

J.04 
2.5 

5.2 

L.R. p80 
(ml) . 

3.0 

6.0 

4.2 

Proteína 
'fo tal 
(mg) 

g.12 

15.0 

21.24 

i.03 

~ de Proteína 
total/extraoci6n 

1.5 
1.6 

1.98 

Promedio 

1.693 
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no otra forma de determinar la pUreza de loe ribosomas K20• En 

la figura 1 se observa que la muestra t~ene un máximo de abeo~ 

ción a 260nm y una absorción menor a 280nm.A longitudes de on• 

da mayores de 280nm la absorción disminuye casi en forma total. 

Una vez que loe ribosomas K20 fueron obtenidos se proce-­

dió a la obtención i'lel t. R. p80 como se :l.ndica en loa puntos 2 

y 3.de métodos.In contenido de ~roteína total en el L.R.pRO m~ 

dido por el mPtodo de Lowry (punto 5 de métodos) se mue¡;¡tra en 

la tabla II. La proteíria total aumenta conforme se incrementa· 

el número de extracciones en la 1111estra.B'l. promedio de protcí- · 

na total por extracción es de 1.693 11\g• 

II. Optimización del bioenaayo de germinación de dife­

rentes semillas. 

Se establecieron loe bioensayos de germinación con semi­

llas de maíz,trigo y ajonjolí para conocer el efecto que tiene 

millas,la cual es dependiente de síntesis de proteínas.P\.le ne­

cesario comprobar que loe efectos mo~tradoa por el L.R.p80 so­

bre la germinación son debidos a su contenido macromolecule.r y 

no por los efeotoe generados por la solución en la cual está -

disuelto tales como el pH y la fuerza i6nica. 

Debido a que la solución en la cual se encuentra el L.R.­

p80 contiene sales de cloruro de potasio y acetato de potasio, 

fue necesario probar soluciones oon diferentes conoentraoioneo 

da éstas salea para ~&terminar aquella solución que proporcio­

nara un alto porcentaje de gerlllinación oon las semillas utili­

zadas. 

Para el bioensayo de germ:l.naoión de semillas de ma!z se -

mantuvo constante el volumen de 10 ml de solución de prueba en 
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las cajas petri el cual fue determinado previamente (39) así -

como las 72 horas de incubación.A partir de éstas condiciones­

en los controles con H
2
0 se obtiene un buen porcentaje de ger­

mi.nación.Oomo puede observarse en la tabla III,A),si se aumen­

ta el número de semillas de 10 a 25 ~n el control de H20 el -­

porcentaje de germinación se mantiene (93%} (Tabla III,A) con 

lo que se observa que ni el espacio ni el volumen de solución­

son limitantea.Se probó el efecto sobre la germinación con di­

ferentes soluciones (10 ml) en las cuales la concentración de 

acetato de potasio y cloruro de potasio fue variada.Las solu~ 

cianea que l'lllestran mayor porcentaje de germinación son la so­

lución 80-20 y la solución 8-2 tanto con 10 o 25 semillas,mie~ 

trae que las otras soluciones oon combinaciones diferentes de 

sales dieron un porcentaje de germinación menor que el control 

de agua. 

in la optimización óe loe bioensayoo cou t1i:1Iillla& a& ajo~ 
jol! y trigo se mantiene constante el número de semillae,as! -

como la temperatura (26°C), Como ae observa en la tabla III,B) 

Y' !II,C) el volueen de ·6 !!!l en oe.je. petri im\estrR ooy 00.jo P<>,! 

centaje de gerrninaci6n con ambas semillas tanto para el oon--­

trol de H2o como para laa soluciones 80-20 y 8-2.La disminu--­

oión del volumen a 2 ml en frasco Gerber favorece en forma .a­
preciable la germinaci6n a un tiempo menor (48 horas) eiendo -

la soluci6n 8-2 en ambas semillas la que westra el mejor por­

centaje de germinación (97:'); valor nuy cercano al alcanzado -

por los controles do H2o (98-99~). 

La tabla IV l!llestra el efecto del volumen de solución so­

bre la germinación de semillas de ajonjol! y trigo.Utilizando·· 

dos soluciones diferentes y agua como control se determina el 

porcentaje de germinación con 2 y ~ ml de volumen.El control -



Tabla III 53 

Opttmización del sistema de germinación 
Semilla No. de Solución Volumen Tiempc Recipiente Germina 

Semillas (ml) (hr) ción .,,-

10 H
2
0 10 72 aaja Petri 93 

10 100-0 10 72 tt " 89 
10 0-100 10 72 " " 83 

A Maíz 10 50-50 10 72 " " 86 
10 70-30 10 72 " 11 86 
10 0-20 10 72 = ¡; 70 
10 80-20 10 72 "' " 92 
10 8-2 10 72 " " 92 
Z5 H2o 10 72 " " 93 
25 80-:ro 10 72 19 11 92 
25 8-2 10 72 ,. 

" 93 

25 H20 2 48 Gerber 98 

25 H,.,O 6 96 Oa.j~ Petr! li:\ 
i! --

25 80-20 2 48 Gerber 92 
2; 80-20 6 96 Caja Petri 32 

25 6-2 2 46 Gerber 97 
25 6-2 6 96 Caja Petri 36 

25 H20 2 48 Gerber 99 

25 ª2º 6 96 Caja Petri 36 

25 60..20 2 48 Gerber 94 

25 80-20 6 96 Caja Petri 66 

25 8-2 2 48 Gerber 97 
25 6-2 6 96 Caja Petri 44 

SoluciÓn·2mM Tris-ác.ac~tico pH 7.6 con: 100-0 (lOOmM KAc); 0-100 
(lOOml'I KCl); 50-50 (50mM KAo y 50mU KOl); 70 .. 30 (70mM KAc y 30m!f 
1.Cl); 0-20 (20mM KCl); 80-20 (80nt'il KAc y 201111l K<n); 8-2 (8m!I KAc 
y 2mlll KCl). Dond1:1 Y.Ac. es Acetato de potasio. 
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Tabla rr 

F.fPcto de1 v1l•J"'en s1br<> la irerninación 

---·---- Ajon,jo1í"' 
1 

Trieo 
... 

Yo1•1111en Volumen 

2ml Ó'111 2111 Gml 
----

~'Jni:r·Jl I') F\ 36 99 36 
'.)11. ~'J-?0 q4 :2 94 66 

3ol.O-l'l0 'i4 10 :i:J 26 

'fol. B-2 16 54 ·)8 40 
-----------------------------
,.. :~ dP. germi~ación 
Sol. 2m!·! tris-ó.c.ó.cPtico p!i 7.6 con: 110-?0 (~om·· í~Ac y ?OrnU :V.Cl); 
0-100 (lOOr:i?f KCl); Fl-2 (':'.'ll"~ KAc y 2rn!~ K~l). 

':'abla V 

Efecto del tiempo sobre la ·~f'rni nación 
. ,.. ... Maíz,.. Ajonjolí 'l" • _r1eo 

24 hr 48 hr 24 hr 48 hr 48 hr 72 hr 

Control 46 98 40 99 68 93 

Sol.100-0 - 46 (\9 

Sol. M-20 38 94 36 96 46 n 
:Jol. Fl-2 46 n 40 n 43 98 

* ~ di> 6Pr1linación 
Sol. 2m~· tris-ác.acético pH 7.6 con: 100-0 (lOOmrA KAc); 80-20 
( F\O mM KAc y ?O m'M KCl); R-2 ( AmrJ KAc y 7m:-: KCl). 
Icubación de semillas en condiciont>s Je luz (a,jonjolí y tri­
go) y obscuridad (:naíz). 
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(H
2

0) y las dife~entee soluciones coinciden en un mayor porce,!'l 

taje de germinaci6n con 2 ml de volumen para ambas eemillae,-­

siendo nuevamente el porcentaje de germinación con las aoluci.2. 

nas 80-20 o la 8-2 casi igual que al control. 

Bn le tabla V ae muestra el tiempo Óptimo en forma compa­

rativa para la germinación de semillas de ajonjolí,trigo y ma­

íz.Se encontró que el tiempo óptimo ·para alcanzar un buen por­

centaje de germinaci6n con semillas de ajonjolí y trigo ea a -

las 48 horas, siei~o la solución fl.-2 ln qu!' ce acerca más al -

porcentaje alcanzado por el control.Por el contrario las semi­

llas de maíz requieren de un tiempo ma:vor para germinar. El -

tiempo Óptimo para obtener un alto porcentaje de germinao16n -

con ~etas semilla.e fue de 72 horo.a tanto con egua co!!!O con -

cualquiera de las eolucionea,aiendo nuevamente la solución 8-2 

la que nuestra más alto porcentaje de germinación. 

En la tabla VI se muestra el efecto de la luz sobre la -­

germinación de ajonjol!,trigo y maíz,utilizando 3 diferentes -

soluciones y agua comó control. El porcentaje de germ1naci6n -

que oe obtiene tanto con semillao de trigo como de ajonjolí,'b!: 

jo condiciones de obscuridad continua no meatra óiferencias •· 

significativas con respecto al encontrado en condicions~ d~ -­

luz durante 48 horas. Utilizando semillas de ma!z se observa -

que el porcentaje de germinación mejora en todos loa casos --­

cuando las.condiciones son de obscuridad continua durante 72 -

horas.Con los tres tipos de semillas las soluciones 80-20 y/o 

8-2 dieron loo mejores porcentajes de germ1nao16n. 

III. Inhibición de la germinaci6n de diferentes semi-­

llas por L.R.pBO. 

Con las condiciones optimit:adae de g.erminación (luz,temp,! 
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_,/ 

Tablú 'TI 

E~Pcto dA la luz sobrP le 

Trie'.> 
... ·~aíz* 

--------
4.9 hr 48 hr 7? hr 72 hr 
")C(!l!- L'Ji 12c·:- Luz 

ridad ridad r:fad 

------··----------------------~·-
Contrc!ll 92 14 12 9G % 90 

7.1 76 8') 70 

S'.>l. q0-?0 94 94 15 J6 l7 73 

3'.>l. ~2 96 97 17 n n 84 
---

"' ~ de ger~a.inaci5n. 

'.'hl. 2'11:-.1 tris-ác.acético pn '7.6 con: 100-0 (100 r:iT' KAc); '10-20 

( ~0'!1'' ?Ac y 20mY: ZCl)¡ 8-2 C~m11! KAc y 2mr1 KCl). 
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ratura,volumen y solución) se mide el efecto de la proteí~ -­
del L.R.p80 sobre la germinación e3 los tres tipos de semillas 

Se ensayaron diferen1:ea concentraciones de proteína (L.R. 

p130) sobre la germinación de semillas do ma!zttrigo y ajonjo-

1:! {Tabla VII y figura 2).Se observa que pare. loa tres tipos -

ac se~:11aa utilizadas,al aumentOJ' la conce~tración de proteí­

na del L.R.pl30,el porcentaje de inhibición de la germinaciÓ!l -

aumenta hasta un máximo,siendo este de o.u mg/ml para aenp.-­

llas de maíz y de ajonjolÍ y de 0.15 mg/m.1 para senrf.llas de -

trigo; a concentraciones mayoroe,la inhibición se revierte no 

totalmente,pero siempre se sigue observando. 

IV. Pllrifi.cación del inhibidor presente en el L.R.pOO. 

Con el fin de purificar el factor inhibitorio presente en 

el L.R.p80 éste fue aplicado en cromatografía en columna de S.tt 

phadex G-100 (dimensiones: 0.9 cm X 26 om).ln L.R.p80 se trata 

previamente con 5 mM de PMFS para inhibir las proteasae depen­

dientes de sulfhidrilo.:rn esquema de elución se llllleetra en la· 

figura 3. Para eu estudio las fracciones fueron separadas en -

cuatro regiones; fracciones: I,IIA,!IB y III,siendo la frac--. 

ci6n III la que eluye al final. 

A cada una de las cuatro fracciones separadae,conoentra­

das y dializadas,ae lea midió su erecto sobre la germinación -

ele semillas de ajonjolí. Bn la figura 3 se sef'Ialan las fraoci.Q. 

nes separadas y en la tabla VIII su efecto sobre la gormina.-­

ci6n. Los porcentajes de inhibición obtenidos con 19.e ou~tro­

fraocionea separadas,se comparan con el valor de inhibición de 

la muestra aplicada: L.R.p80.La inhibición se encontró en 1~ -

fraccHn IIB y III, oiow1o la primera ele 77% y la segunda del· 

l~. La fracción t manifieeta una inhibición mucho menor. 
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·~abla ·1n 

R""Pcto c)pl L,q, ot;0 sob:-e la .~Pr·ninecir}n Uf:> di~er'.'ntes sPmillas 

"E:Íz (kE: ".!&•rs) 

L. R. '280 
(m::,,' 11) 

-··-- .. ·--·--·~--
Inhi bicio5n 

-------------------------------
0.015 

0.03 

CJ, o 7? 

0, l()C\ 

1).11 

0.15 

0.3 

0.596 

L. R. !JqO 
(mg/ml) 

0.015 

0.11 

0.15 

i). 3 

L. R. pAO 
(~/ml) 

0.015 

0.11 

0.15 

0.3 

7C3 

60 

~? 

38 

35 

56 

73 
80 

'!'rigo ('!'riticum ~~!)!) 

~ dP '.;Prminación 

83 

52 
50 

67 

22 

40 

58 

6? 

65 

44 

?7 

?O 

% d ic Inhibición 

17 

48 

50 

33 
------~--------

A.~onjol:! (Seeamum J_njj_~) 

% de Ger1ninación 1' de Inhibición 

85 15 

44 56 
60 40 

76 24 

+Calculado con respecto al control (ausencia de L.R.). 
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10 20 30 
Fracción No. 

J'.1.gura 3 Cromatografia en columna Sepha.de::c G-100 del 

L.R.p80 (L.R.p80,despu&s de 10 4!aa de su -

obtención). 2.5 ml. con 5.9 mg de L.R.p8-0 ~ 
tro.tadoo con 5d de .Pm'S en 80mU do Acetato 

do potasi~-2omm 4e ICll-'l'ris-ác~~o ao&tico -

pH 7.6 fueron apl1~sdoa a la columna (0.9 -
cm X 26 cm) 7 eluído con 80d de Acetato .Se 

potaoio-20~ .Se Jrol-lmB do Tris-ácido aoh! 

co pH 7.6-5~ etanol. Se colectaron fraccio­

nes de l ml cada 3. 5 minutos. 

40 



Ta:bla VIII 

Localización del inhibidor en los eluatoe del 

Sephadex G-100 {de la figura 3). 

fihestra Concentración ... 
Inhibioi6n 

o mg/ml ~ 
E'lua.to 

L.R. p80 0.1 56 
Fracción I 0.03 22 

Fracción IIA 0.015 16 

Fracción IIB 0.015 77 
l".racción III 0.015 17 

* Bioensa.yo de germinaci6n oon semillas.de ajonjolí. 

61 
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Debido a que la inhibición se encuentra en trea íraccio-­

nes y siendo dos de ellas de menor contenido protaico,se pensó 

que con una columna más resolutiva el inhibidor pudiera ser -­

concentrado preferencialmenta en una fracción. 

se decidió aumentar lae dimensiones de la columna para la 

cromatografía en Sephadex G-100 (l.O cm X 59.2 cm). En éata ~ 

nueva columna oe cromatografiÓ el L.R. p80 trata.do previamente 

con 5 d de Pm'S,después de 5 días de haber sido obtenido. En -

la figura 4 se l!!.teetra el patrón de sepa.ración logra.do bajo é.!! 

tas Últimas condiciones.El esquema. de eluci6n es similar al oj? 

tenido con la. primera ooluJJUUt. de cromatogra.f!a en Sephadex --­

G-100.De nuevo se encuentra que la fracción III 1111eetra mejor· 

eeparaci6n,se juntaron las fracciones colectadas en las tres -

regiones (fracciones I,II y III).Con ca.da una de ~etas fracci~ 

nes se les de~ermi.nó nuevamente la inhibici6n en la germina-­

oión de semillas de trigo,se encontr6 que la fracción III diÓ· 

el mayor porcentaje de inhibición (Tabla IX), 

Por ~ltimo la fracción III dos días después de haber sido 

abtenida :fue recromatografiada una vez más en la columna de SA 

phadex G-100 bajo las mismas condiciones de eu obtención.En la 

figura 5 se observa el patrón de elución de la fraoci6n III,el· 

volumen en el cual eluye sigue siendo el mismo que mostró en ~ 

la primera cromatografía a partir de L.R.p80. 

Para: conocer si había aumenta.do la pureza de las frs.coi<>­

nes I,II y III después que ae ha realizado la cromatografía~ 

con Sephadex G-100 l'!9 calculan la.a veces do puriticaoión para 

éstas tres fracciones como ae muestra en la tabla X.La frac--­

oi6n I preeentó un rendimien:t¡o del 8.6% con respecto .ª la pro­

teína total de la fracoi6n original de la cual procedía aunque 

tu concentración por gramo de tejido fue ma;yor que la. de las -
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Fracción No. 

Pi.gura 4 er'omatograt'!a en ooltJlll\jl de Sephadex G-100 del 

t.R.Jl8Q (~.R.p/30 ~eep11~~ de 5 d!e: de :u o?:to~ 
ción). 4,5 l:1l. con 7,6 r::; de L.R.p80 fueron tr,! 

tadoe con 5mll de Pm en 80mU de Acetato de ~ 

taeio-20111!11 de KOl-111111 de Trie-ácido ac&tico pH 

7.6 fueron c.plicadoo c. lo. colu¡;¡¡:¡a (l.Ociil X -

59.2cm) y elu:!do con 80mM de Acetato de pota­

eio-20mll de tol-lmJI de Tris-t!cido achico pH -

7.6-5~ etanol. ~e colectaron tracciones de 11111. 

cada 3, 5 minuto e. 
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fabla IX 

Localización del inhibidor en loe eluatos de la 

columna de Sephadex G-100 (de la figura 4) 

64 

------~·----· -~------------------
Muestra 

o 
RJ.uato 

L.R.p80 

Pracción I 

Pracoión II 

Fracción III 

Concentración 
~ml 

0.1 

0.0015 

0.0015 

0.0015 

,.. Bioens~o de germinación con semillas de trigo. 

... Inhibición 

" 
56 
12 

21 

39 
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Fracción No. 

11.gura 5 Recromatograf.Ín en colul!!llB. Sephadex 0-100 de la 

fracción III,Deep11~e de 2 d!ao de eu obtenci6n­

la fracción III (2,9 mg) oonoentre.cla,dialiBada· 

y disuelta en 2 1:11. do 80ml! do Acetato de pote­

eio-20aM de 1cn-1m!I die Trib-ácido nc&tico pH 7f, 

tue aplicada a la columna (l,Ocm X 59.2cm) y e­

lufda con 80mlll de Acetato de potasio-20mJf de -

KOl-lmM Trie-ácido ac~tico pH 7.6-5~ etanol. Se 

colectaron fracciones de 1111 cada 3.5 lllinutos. 
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Ta.Lla I 

:Tel'dÓn r.T )t.'-"Í ~a .'lf•"¡<Íi- C:-:ini::: r-ri- Actividad"' ;,cti vi- J\lri:ri 
T:>tal pe ·ni E' nto tración inhi bito- dad es- cación _, 

g Te ji- ria -· ·.1ecífi-·.o ¡• 

u o. ca. 

L.R. 30 1175) l i.). o 
p 

7.650 50 6.5 1 .. 0 

li'rac, I lü?O 8.6 2.31n 30 12.5 1.5 

Frac. rr 17?2 13.4 l. 265 4? 33~2 5.1 

?rae. III 1258 10.6 J.115 35 400.0 52.0 

* Actividad medida en bioensayo con semillas de trigo. 
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dos fracciones restantea,eu grado de purificación fue l!Uy pe­

que~o ei~ndo aólo de 1.5 veces.ta fracción III mostró la mayor 

actividad, específica (400.0),eu purificación fue de 52 veces -

pero su ooncentraoión por gramo de tejido :fresco y au rondi--­

miento fueron pequeffos (0.115 y 10.6 respectivamente). 

Por lo tanto se concluye que la fracción III es la que ~ 

muestra la wayor actividad específica conteniendo la actividad 

inhibitoria.Por conaiguiente fue con ésta fracción con la que­

se hicieron los estudios posteriores. 

v. Características de la fracción III. 

Se realizaron diferentes experimentos para obtener un ma­

yor conocimiento acorce de la naturaleza química de la trae~ 

ción III. En la figura XI puede observarse que tanto el t..R.­

p80 como la tracción III al ser calentadas a 92°0 durante 5 !!!!:. 
nutos pierden totalmente la capacidad de inhibir la germina­

ción de semillas de ma!z wanif'astándoaa do esa msnera eu ines­

tabilidad al calor,en forma independiente de la cpncentra.oión­

utiliza6a. 

Para saber e~ la fracción ¡¡¡ wa~~ieüe la ca¡;acia:::.d inh.1-, 

bitoria de la germinación con el transcurso del tiempo,se hi-­

cieron bioeneayos con semillas do trigo a diferentes per!odos­

h· tiempo de almacenamiento a -10°0. lb la tabla XII pUede ob­

servarse que el porcentaje de inb,ibioión de la germ1naci6n diJl 

minuye a medida que, el tiempo de almaoonamiento ea mayor. 

Powteriormente se hidroliz6 la fracción III con el fin de 
4eterD)inar ei ésta era ca.paz de producir grupos :funcionales -

o< -amino 1i bree. Bn la tabla XIII se muestran loe reaultadoe, -

obtenidos despU~e do la hidr6llsia tanto alcalina como enzimá­

tioa.lin 6eta tabla ae observa que.para ambos eneayos,a mayor -
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Tabla XI 

Inestabilidad nl calor del L.R.p80 y de la fracc16n II! 

?.bestra Concentración % de Inhi bici6n "Ir 

mg/rnl Sin calentar ·1alentada 
5' - 9~º0,. 

L. R. p80 0.072 58 o.o. 

" 0.108 62 o.o 

Pracción III 0.015 23 o.o 

" 0.0015 39 o.o 

• Bioensayo hecho con cemillae de maíz para el L.R. p80 y 

de trigo para la fracción III. 



Tabla XII 

Inestabilirlad al al "laCPna'lll.Prrto de la fracción III 

"5'racción 

L.R.p80 

-i:racci ón ITI 

11 

" 

C:incrntre.ción 
w,/:11 

0.15 

0,0015 

0,0015 

0.0015 

"' Bioensa:yo con se'llillas df' triR:o• 

Variablf' T i b' . ' "' 1it lClOll 

% 

5d a -?o0 a 50 

34d ,, 
39 

42d 11· 34 

na 11 20 

69 
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Tabla. XIII 

lfedición de «-a.minos liberados deepttéa de hidrólisis 

de la fracción III. 

~g de 
proteína 

25 
80 

160 

80 (sin hidroliz~r) 

570nm 
8HidrÓlisis 
alcalina 

0.057 

0.155 
0.309 

0.006 

-is1on111 
Hidr61is1s 
oon prot eaea 1t 

0.362 

0.981 

0.007 

--~--------~~~~~~~~~~~~~~~--~~~ 

a) HidrÓliaie alcalina: 5N Na.OH. 20 m1.nutos a 15 lb/pulg2 

b) Hidr6liuis con proteaea K: 8 ug proteasa K en 100 mM aceta­
to de potasio,20rnU tris-áo.acétioo pH 7.5, 30 minutos a ~-
3700.Después de hidrólisis el pH oe ajustó a 5.5 y ee midió 
«.-NH2 por el método de Rosen. 

A 570nm ea la diferencia de absorvancia obtenidas a oada con­
oentrac16n después de, hidrólisis. 
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concentración de la fraoc16n III,los valorea de deneidail Ópti­

·ca del hidrolizado se incrementan,lo cual de!Illeetra un aumento 

de los «.-amino libres,confirmando la naturaleza proteica. de -

la fracción III. 

Entre otras de las características se estudió el cambio -

de peso lil:Olecular de la fracción inhibitoria. 

Se llevó a cabo la cromatografía del L.R. p80 a.sí como la 

recromatografía de las fracciones I y III en Sephadex G-lOÓ a 

diferentes tiempos de su obtención,para determinar si el tiem­

pode elma.cenemiento afectaba. sus perfiles de elución. 

Rn la tabla XIV ee muestra el tiempo de generación de las 

diferentes fracciones a partir del L.R.p80. Bl L.R.p80 después 

de 5 d!ae de su obtención su perfil de elución presenta las -

fraccione~ I,II y III (figura 4) pero si es recromatografiado 

después de 39 días de almacenamiento aparece en forma predomi­

nante la fracción III (1'abla XIV y figura 6}. 

La fracción I que proviene del ~.R.p80 (t.R.p80 con 11 ~ 

días de almacenamiento) ao separa y después de 25 días de &lJI!! 

cenamiento a -10°c,tue recromatografiada en Sepha.dex G-100 ba­

jo las mismas condiciones en que fUe obtenida. No obstante que· 

únicamente tue colocada la :Lracción 1 an la colu=, ol p:¡trón 

de separación resultante (figura 7) weetra; la presencia de -
+ las fracciones I y II encontrandose en ~sta Última las regio-

nes correspondientes a las fraccioneS" II y III (figura· 4), sin 

eatar definida la fracción III. 

La fracción II+ de la cromatograf!a anterior fue <:onoen...:. 
' o 

trada~dializada,reauependida en l ml y almacenada a -70 C du-:-

rante 37 días después de los cuales se recromatografió un.a vea 

más con Sephadex G-100 bajo las condiciones estandarizadas 

(punto 6 de .OOtodos). lll propósito de realizar lo anterior fue 



Tabla x:rv 
TiPnpo de ganereci6o de las difPrPntes fraccionPs 

Días des­
puPs dP su 
obt.encir5n 

Fracción en­
contrada, 

i-' u e .,, t r a 

5 a 11 

I,II y 
III 

III 

colocada 

r rr• rr1 

~5 37 7 u 28 

III 

En columna SE>phacr>x 1-100 (1 cm X 59.2 cm). 
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Fracción No. 

PJ.gura 6 Btecto del almacenamiento en el peeo molecular 

de 1~ f~~~eión !"hibit~ri~.!31 t.R.~ {le8 ~­

dhueltos en 2.5 ml de 80mt! Acetato de potasio 

-20mB' de Jttn-ld de Tris-ácido acético pH 7.6) 

fUe tratado con 5mllf de Pm'S desw~e de 39 días 

de su obtención y aplicado a un.a columna de S.!!, 

pha4ex G-100 (l.Ocm X 59.2cm).Se elu:yó con -

80d de Acetato de potaeio-20d de KCl-lm!f de­

'l'rie-ácido ac~tico pH 7.6-5~ etanol. Se colec­

taron fracciones de lml cada 3.5 minutos. 
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Pigura 7 Recromatografía en columna Sephadex G-100 de la 

fracción I después de 25 días de su obtención.­

La fracción I (2.7 mg) se concentró y ae disol­

vió en 1.4 m1 de 80mJI de Acetato de potaeio-20-

plic6 a la columna (l.Ocm X 59.2cm) y se eluyó· 

con 80m1l de Acetato de potaeio-20mlit de KOl-1 mll! 

de 'l'rie-áci~o ac~tico pH 7.6-5~ etanol.Se cole,!!. 

taron fraccionee da lliil. cada 3.5 minutos. 
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el determinar ai la fracción II+ continúa t.raneformandoee ha­

cia peeoe moleculares más pequeños. Bn la figura 8 se puede a­

preciar que en el esquema de elución resultante ee encuentra -

Únicamente la fracción III. Estos rosulta.doa proporcionan evi­

dencias de que el tiempo de almacenamiento tanto del L. R. p80 -

como de lae fracciones I y II+ favorece a la transformación l:\! 
cia la fracción III de un peso molecular menor. 

La fracción III despuáe de 28 díac de au obtención fue·r,! 

cromatografiada en columnas de Sephadex G-100 bajo las concli­

cionea eutandarh&daa para deterndruu• eu eatabilitlad durante -

eu almacenamiento (p.tnto 8 de métodoa).Rn la figura 9 se obseJ: 

va el patrón de elu~i6n obtenido,en el cual se encuentra ÚniC,! 

roonte la fracción III, mostrando que ~ata fracción ee mantiene 

estable au caauto a paao moleoular aún a tiempos largos de al­

lllllcenamiento a ~10°a. 

VI. Incorporación de leucina-H3 durante la germinación 

de ejes embrionarios de maíz. 

Xn loe experil!l9ntos anteriores se demostró que la i'rao-­

oión __ aaociada a ribosomas de tubESroulo do papa latente és oa- · 

paz de inhibir la germill!lción de semillas de maíz, trigo y aj o,s 

jol:Í. Para demostrar que la inhibición de la germinac16n de· di­

chas semillas ea debida & la inhi bioión de la s!ntesis de pro-

. te!nae por la tracción inhibitoria,ee estableció un experimen­

. to de incorp0raoi6n de leuciu-e3 .en un sistema!! .!b:.q (e~es 
embrionnrioo de maíz) oegdn punto 8 de I!létodoe. 

Loo resultados se muestran en la tabla XV en donde se ob­

~erva que a una ooncentraci6n tan baja de la tracción III oomo 

3 pg/ml ·se obtiene un .porcentaje elevado de inhibición en la -

inoorpora¿ión de leuoina-~ eiendo· éste valor de 90.5,C. Allmen-
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Praoc:!.Ón 'No. 

l'igura 8 Reoromatograf!a en columna Sephadex G-100 de la 

fl'aoc16n II+ despu6e de 37 d!ae de su obteno16n. 

La 1'raoc1ón II+ (1.9 l!lg) concentra4a,d1alizada• 

y ciieuelta en lml ae 60miií iie Aoeiuio üe pol<a1:1:í.ó 

-2011D de KOl-lmM' de Tris-ácido acético pH 7.6;­
:tue aplicada a la columna (l.Ocm X 59.2cm) y e­

lu!da con 80mll de Acetato de potaeio-20mll de -

KCl-lmM de 1'ria-&cido ac6tioo pH 7.6-5~ etanol. 

Se colectaron f.l'c.oeionee de lml ca4a 3.5 minu­

tos. 
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10 20 30 40 50 

hRoción lfo. 

PJ.gura 9 Recromatogratía en columna. Sophadex G-100 de la­

traooión III despU~A dA 28 ~!e~ de 6U obtención. 

La tracción III (1 •. 2 r:r.g) concentrade.,diali1:arla y 

disuelta en lml. de 80mYil de Acetato do potaoio-20 

mil de KCl-lm! de Trie-ácido acético pH 7.6 fue A 
pliceda·a la columna (l.Ocm X 59.2om) y elu!da -

con 8011111 de Acetato de potasio-20llllf de KOl-ld -

de Tris-ácido acético pH 7.6-5~ etanol. Se oolt,! 

tar.on tracciones do lml cada 3.5 mimitos. 



Tabla U 

Incorporación de 1Pucina-H3oor ejes e~brionarioe de 
'llB.Íz (ZPa rnairs),,,.., oresPndá de la fracción JTI de 
~~ t1.1bnosurn J,, 

Fracción III "ladioacti- Jncorpora- Inhibición 
Goncentración vid ad ción de 3 de la incor 

pg/"111 CPrVV')lU"lf'n leucina-H poración qe 
total % lf'·lci na-a~ 

11540 100.0 

3 10g8 9.5 go.5 

30 2083 18.1 Rl.9 

60 379 3.3 96.7 
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tando la concentraci6n de la fracción inhibitoria hasta un va­

lor de 60 pg/ml {un incremento de 20 veces) la inhibición de -

la incorporación de leucina-H3 eolo aumenta haata 96.TI'. 

Este experimento ll'ileatra que efectivamente.la fracción ~ 

III tiene capacidad de inhibir la eíntesia de proteínas duran­

te la germinación de ejes embrionarios de maíz. 
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D I S C U S I O N 

Como la fracción inhibitoria de síntesis de proteínas (.!,!! 

vitre) a estudiar está asociada a loa riboso~s (K20) de teji­

do de tuMrculoe de papa la:tentepfUe necesario estandarizar el 

procedimiento para la obtonción de éstos ribosomaa (punto 1 de 

métodos). La información acerca de eu pureza fue obtenida uti­

lizando dos métodos: el de obtener las relaciones de densidad 

6pt1oa do 260n.m/280nm y 260nm/230nm y por el eepeotro de abeo~ 

ción en el ultravioleta.Loe resultados obtenidos con el primer 

m~todo (fabla I) nos indican que los valoree obtenidos son re­

produci,bles de extracción a extracción y por lo tanto M puede 

pensar que la pureza de los ribosomae tr20 que ee e111tú utili­

zando es constante.El segundo m~todo nos proporciona otra evi­

dencia de la p\ireme.. Como ea· de esperarse para un espectro de -

ribosoma.s,la :f'igun l meetre. a 260nm un máximo de absorción y 

a 280nm una absorción menor. Esto 159 debe a que en el ribosoma 

el contenido de 'cid.os l'Jllcleioos es ligeramente 1lla7or al de -

prot eínu. A longi tudee mayores de 260nin la ab111orbíiülcia a 1sliii-

tiene eubetanciee contaminantes. 

Una vem que fue posible obtener riboeomae ir20 de pureza -

reproducible,se procedió a lavarlos con 300 mm de KCl para ee-

. parar de ellos la fracción inhibitori11t de síntesis de proteí­

nas .!! 'litro (33) la cual se denomina lavado riboeomal (L.R. ). 

Beta fracción sé concentra con sulfato de amonio al 80~ de sa­

turación con lo cual ee obtiene el lavado ribooomal p80 (L.B. 

p80)~Debido a que la cantidad de pro~e{na en L.R.pRO ee peque­

ila (1.69 11&/extraoción) el nú!l.l9ro de ertracc1onee en cada llll!'lZ­

cla de·ribosomao ~tiliza<la para obtener L.R. varía de acuerdo· 
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a las necesidades del momento.Una extracción equivale a 128 g. 

de tejido de tubérculo de papa latente,lo que significa que la 

cantidad de proteína presente en el L.R.p80 viene a represen~ 

tar un 1.32 X 10-3~ del tejido fresco. 

Con el fin de demostrar si la tracción extraída con 300 -

lll1ll de KCl (L.R.p80) inhibe un proceso fisiológico dependiente­

de síntesis de proteínas como es la germinación, se diaeBó un -

bioeneayo ~e scrminación pai'ü diferentes semillas (maíz,trigo­

y ajonjolí). 

In bioensayo de germinación se optimizó en cuanto a pará­

metros de: recipiente,volumen,tiempo,males y luz. 

In el martmento dol ao--ua hacia la semilla es importante­

las relaciones de l.tf semilla con el medio de germi.nación.m. P.2 

tencial de ~a del medio de germinaoión debe ser mayor a -

aquel que ae encuentra dentro de la semilla para que &eta 1~ 

gre una adaouada iabibición (2a). Con atención a lo anterior,­

ae probaron diferentes concentraciones de salee en el medio de 

germinación para determi.nar cual de ~etas sería la que propor­

ciona.ria altos porcentajes de germinaci6n para las semillas -­

(maíz, trigo y ajonjol!).Loe resultados muestran (Tabla III) --· 

que la aolución 8-2 que tiene la menor concentración de aceta­

to de potaeio,cloruro de potasio y tria-,c.acético pH 7.6 rin­

dió loe porcentajes de germinación mtis altoa,esto puede ser d.!_ 

bido a que se logró una adecuada imbi bioión para las tres esp.!, 

ciee de semillas utilizadas. 

Las soluciones de germinación l00-0,0-100,50-50,70-30 y -

A0-20 ·no obstante que poseen fuerza tónica igual entre ellaa,­

rinden porcentajes de germinación diferentes (Tabla III). Rete 

hecho indica que las salea de acetato de potasio y cloruro de­

potasfo on sí ld.sma.a tienen influencia en la germinación.Con -
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la eoluci6n 80-20 ee obtienen porcentajeo de germinación altos, 

lo que significa que la germinación se favorece con u~ rela~ 

ción en la que la concentración de acetato de potasio es mayor 

(80 mr.t) que de cloruro de potasio (20 m!!!). 

C!on las soluciones 80-20 y 8-2 la proteína contenida en -

L.R.p80 se mantiene en eolución,eiendo ~stae concentraciones -

adecuadas para loe bioeneayos de germinación. 

El volumen del inedic de germinaoión piJ.ede deterrnirmz- qno­

una semilla logre o no logre germinar.Si la cantidad de eolu-­

oi6n en el recipiente de germinación no es euticiente,laa eell!!. 

lle.e no lograrán su imbibición y por lo tanto no germinarán. Im. 

el otro extremo, el volumen de aoluc16n ptiede eer excesivo en -

el medio de germinación de tal manera que, (no obstante la se~ 

lla se imbiba) la germinación no ee lleve a cabo debido a que­

la solución de germinaoi6n impide al consumo de oxígeno al cu­

brir a la eemilla,ein que se manifieste una efectiva aotiva--­

ción de la germinació~ (4).Aeí,puede explicarse el resultado -

obtenido en el ce.so de semillas de trigo y ajonjolí,oon un vo­

lumen de 6 ml de eoluci6n de germinación en cajas peia•i,é.ü ilo,a 

de se observó muy bajos porcentajes de germinación (Tabla IV). 

No sien4o el caso para las semillas de maíz (Tabla III). 

En la tabla V se observa qu.e el tiempo Óptimo de germina­

ción para semillas de trigo y ajonjolí err de 46 hora.l!l mientras 

que para semillas de ma!~ es de 72 horas (tiempos en los cua­

les loB' porcentajes de germinación son tan altos como 97-98" y 

tan cercanos a los alcanzados por los controles de agua). 

Se prob6 el efecto de la luz sobre la germinaoi6n de los· 

treo tipos de semillas utilizadas.Como se observa en la tabla· 

VI. Para trigo y ajonjolí el porcentaje de germinac16n es lige­

ramente ma.vor bajo condiciones de luz,en tanto que para las ª.! 
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millas de maíz,las condiciones de obscuridad favorecen el por­

centaje de germinación. 

Co11 los resultadoa obtenidos se logró determinar las con­

diciones Óptimas para la gerrninación,que aon las siguientes: 

Para semillas de maíz: númex-o de aemillaS' en caja petri: 

25, solución de prueba: 8-2, volumen: 10 ml, tiempo: 72 horas 

en obscuridad continua (Tablas III:A, V y VI). Para las semi--

llaa de trigo y ajonjol!: número de scmilleo Gn freaco Gerber: 

25, solución de prueba·: 8-2, volumen: 2 ml, tiempo: 48 horas -

con una secuencia continua de intervalos de luz y obscuridad -

cada 12 horas (Tablas III:B) y C), IV, V y VI). Este.e condicio­

nes fueron conoiderqdas Óptima~ ya que con ellea se obtienen -
' 

los porcentajes de germinación más altos. 

Una vez que el bioensayo de germinación para las tres es­

pecies de semUlas (maíz,trigo y ajonjolí) fUe optimizado,el -

G:l.guiente paso fUe el de determinar el efecto del L.R.p80 so­

bre la germinación de éstas semillas. Los resultados obtenidos 

en los bioenaayos de germinación se lllUeetran en la tabla VII y 

figura 2.Se observa que el L.R.p80 es capaz de inhibir la ger­

minación de loa tres- tipos de semillas utilizadas-. L9 utiliza­

ción de los tres tipos de semillas apoyan al pensar que ~ata -

inhibición no es un artificio ·presente en sólo un.a de ellas y 

siendo semillas tan diferentes sugieren el pensar que el proc,! 

1110 de inhibición debe seguir caminos equivalentes eu las tres­

especies de semillas. Lo que llevaría a pensar en un mecanismo­

de inhibición de la germinación generalizado. 

La concentración del L.R.p80 requerida para alcanzar el 

máximo de :1::..ldbición de la germinación,para semillas de maís y 
ajonjolí (O.ll mg/ml) ea menor que la necesaria para lograr el 

máximo efecto en semillas d~ trigo.(0.15 mg/ml).Como eo conoc! 



do,la composición de la cubierta de las semillas puede ser di.!!, 

tinta (2a) lo que ee manifiesta en una diferente permeabilidad 

en ellas.Debido a éato,la permeabilidad de la cubierta de tri­

go sería diferent~ que la de maíz y ajonjolí lo que explica la 

necesidad de utilizar mayor concentración de proteína en el ~ 

L.R.p~O para obtener también un máximo porcentaje de inhibi--­

ción.También puede pensarse que aunque las permeabilidades de 

maíz y ajonjolí fuesen iguales que la del trigo,la actividad -

proteolítica que se detecta al inicio de la germinación (2) ~ 

puede ser mayor en trigo que en las otras aemill8B,pudiendo a~ 

tuar ésta actividad proteolítica cobre la actividad inhibito-­

ria del L.R. p80. 

Bn la figura 2 se obaerva que a concentraciones do L.R.­

p80 euperiorea a laa necesarias para alcanzar el porcentaje ~ 

ximo de inhibición se revierte parcialmente la inhibición de -

millllS utilizados.Debido a que en el inicio de la germinaci6n 

ee lleva a cebo la activación de una actividad proteolítica. -

(2) se puede suponer que éeta. actividadi puede f\J.ncionar como -

un mecanismo de defensa de la semilla contra agentes extornos• 

de naturaleza proteica.Si en la semilla existe un mecaniemo de 

defensa tal ser!a ésta acción proteolític~ la responsable de -

la disminución de la inhibición de la. germinación en presencia 

de altas concentraciones de L.R.p80.Tambi6n puede entenderse -

el decremento en la inhibición por el hecho de que a medida -­

que se aumenta la concentración del L.R.p80 en el medio de ge,r 

minación se formen agregados moleculares de la fracción iohib! 

toria los cuales se les dificulte la entrada en las semillas. 

Si el L.R. p80 es papal'. de inhibir la germinación de semi­
/ 

llae de ma!z,trigo j ajonjol!,quiere decir que en ál exiete aJ. 

/ 
,/ 

./ 
/ 

/ / 
, / 
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gu(oe) componente(e) que entra(n) a las semillas e impiden su­

germinacilü.Rs posible que ésto se deba a la inhibición de s!,a 

tesis de prote!ne.a de semillas n1 inicio de su germinación, ya 

que,el L.R.p80 co!Il() se ha mencionado, ea capaz de inhibir la -

ir!nteeia de proteínas de tubérculoa de papa en un sistema in -

Y!!!:2 (33). La entrada del factor inhibitorio a la semilla se 

explica porque durante el proceoo de imbibición de la semilla, 

el agua no es la única que puede entrar sino también pueden. h,! 

ber eolutoe que logran hacerlo favorecidos por el desarreglo -

en lae membranae de las células de laa semillas a.l principio .. 

de la germinación (2a). 

U~ili~do el bioenaayo de germinación fue posible conit~ 

rcar la fracción inhibitoria asociada a los riboaomas de pape.­

latente a través de eu purificación. 

Como primer paso se eliminó la actividad de proteasas de­

pendientes de grupos ~llf'hidri1o.El 1.R.p8o fUe tratado con~ 

P1IIFS (l'l.oruro de f'enil metil aul:f'onilo) el cual es un inhibi­

dor de proteaaae dependientes de sulf'hidrilo (37) y del que ya 

se había probado que inhibe la proteaee !leida eu él L.R. de t_!! 

bérculos de papa latentes (33).<fon el tratamiento previo con - · 

PMJi'S se ea~raba que la actividad inhibitoria de la germina--­

ción no se debiere a proteaea ácida, por otro lado,l!d. ésta pro­

teasa ácida está inhibida,el factor inhibitorio no estaría ex­

puesto a ser degradado. 

Posteriormente para purificar el factor inhibitorio pre-­

sente en el L.R.p80 (previamente tratado con PMPS) se utilizó­

.una columna do Sephadex G-100 (O. 9 cm X 26 cm) la cual no re-­

oultó satisfactoria ya que la fracción con ll'l9.yor capacidad in­

hibitoria de germinaci6n (fracción IIB) determine.do por el bi.2, 

ensayo con semillas de ajonjolÍ (Tabla VIII) no mu.eetra una l!J.! 
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paraoión bien definida (figura 3j por lo cual tilo necesario 1,!! 

crementar la reeoluci6n de la columna de Sephadex G-100 aumen­

te.ruto sus dimensiones (l cm X 59.2 cm). Utilizando una columna 

de mayor resolución ae observó que la fracción quo ea obtuvo -

bajo 6atas condicioneo tiene concentrada la mayor capacided i!! 

hibitoria,ya que en el bioensayo con semillas de trigo con ~o­

t~ fracción se encontró el JX)rcentaje más alto de inhibición -

de la germinación ('ñtbla IX y figura 4 ). 

La :fracción III fUe recrom.tograf'iada en columna do Seph§! 

dex G-100 de resolución mayor (figun. 5 }. Esta tiltima fl"8()oión 

ee la que nuestra la mayor purificación (52 veoe~) y la tl!Qyor 

actividad específica (400.0) como se observa en ln tabla X.Por 

tanto se coneidar~ ~ ésta fracoi&n como el principal componel\a> 

.te inhibitorio en el L.R.p80. 

Con el propÓeito de conocer las características de la --­

fraooión inhibitoria se probÓ su efcctü !'!obre la germllll!t0i6n -

de semillelY~ prAv:l"~~!!te ecl.::::ltad.ts: a- 9~0G ciurnnte 5 l!linutoO' o .. 

después- de di:ferentei tiempos de almcenamiento.Loe resultados 

i?ldice..n (Tabla XI) que au oe.psoided inhibitoria se pierde por 

completo, lo cual quiere decir que e!J :1 neste.ble e.l co:.lvi' a :l.nel! 

table al all!t!lcanamiento a -10º0 (fabla XII).Eetoe datos sugie­

ren aun más el que la acci6n inhibitoria de la germil'll:l.ción se 

deba a la presencia de una molécula de naturaleza proteica ya 

quo puede penaaree qua- la fracción inhibitoria pierde &U acti­

vidad por desnaturalizaci6n. La naturaleza proteica también -

puede intorirsa ya que la actividad inhibitoria puede l!l&r pur,! 

ficada JX)r procedhd.entoa utilizados para la purificación de -

prote!naa oomo aon: proci pi tación con sulfato de amonio y cro­

matogra:fÍa de permeaci6n. 

otro dato que apoya el pensar que le naturaleza del inhi-
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bidor es proteica ee deba a que por hidr61isie tanto alcalina­

como enzimática puedo incrementarae la t"ormaoi6n do grupos --

<X-amino libres que reaccionan con el reactivo de nil'lhidrirui: 

( Ta.bln nn),Debido a. que la hidr6lieh &loalina no ae lhvó a 

cabo en oondiciones de vacío, no se obtuvo al ntlamo nivel de -

degradaci6n observado on presencia de proteaea K. 

La inestabilidad térmica de la actividad inhibitoria aún 

a -10°c podría deberse a cambios en eu etrtructura. Tenienc1.o -

como variable- diferer&t09. tiempos de almacenamiento siempre a .. 
o -70 C se realizaron varios experimentos. 

En la tabla XIV se muestra que si el L.R.p80 oe cromat~ 

grafía en Sepha.dex G-100 de 5 a 11 días (delJl)uée de su obten-­

c16n) se Ob80rl71'íi. el mi.amo pot"fil de eluci6n Oon 1119 fracoiones· 

I, II y III; pero a tiempos tan largos como a 39 d{as se obti_E! 

ne en forma predominante la fracci6n III. Este hecho sugiere -

que la f'raooi6n III pueda eer generada a partir dé una prote:C-

la fracci6n I (obtenida a partir ae un L.R. p80 de 5 Has) ea - · 

reoromatogratia.da deapda de 25 día.e do au obtenc16n,;y en su -

perfil de elución además de la :fraoo16n I se encuentra también 

la :fraooión II+,lo qua a1gnif1oa que esta fracci6n Ir+ f'ue or,! 
+ ginada a partir do la fracci6n I. Si 6sta fraooi6n II se al!llA 

cena durante 37 d!ae a -10º0 y posteriormente ae reoromatogra­

fía una vez más en condiciones id6nticas, en el perfil de elu­

oión obtenido se observa ánioamente una fracción, la cual está 

looalise.da en la región da la fracción III. Esto indica que la 

fracción II+ puede originar la f'raoc16n III que conserva su º.!!. 

pacidrui inhibitoria de la germinación da semillas. 

Oomo se ha menoionado,el L.R. inhibe la síntesis de prot,! 

!nao in vitro de tub~roulos de papa (33).La actividad inhibit,g 
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ria que ha eido purificada del L.R.p80 debe entonces inhibir­

tambi~n la síntesis de proteínas. Sin embargo podía ser posi­

ble que en el proceso de pUrificación la actividad inhibito-­

ria de le gcrminnción,6stn so separase de la.actividad inhibi 

toria do síntesis de proteínas.Por consiguiente era necesario 

el demostrar si en la fracción más purificada (fracción III)­

ee encontraban laa dos actividades presentes. 

Se realizó ~n experimento de incorpo~eci6u de leuci~~H3 

por ejes embrionarios de ma!z en presencia de la fracción III. 

Los reeultados obtenidos con este experimento indican (Tabla­

IV) que la fracción III es capaz de inhibir la inoorporación­

de leucina-H3 hast~ un 96.7". Con ésto~ datos podemos propo-­

ner que la fracción III inhib~ la germinación de semillas de 

trigo,ma!z y ajonjolÍ debido a su efecto inhibitorio de eínt,! 

sis «e proteínas. 

!'?J. loo dltimoo affoo s6lo ae ho. j;;Ucoto atención an el es­

tudio de los inhibidoree ácidos como una de laa causas de ma.s 

tener la latercia de tubérculos de papa.Se ha propuesto que -

el b&.le.uce eutre loo inhibiuoree y promotores del crecimiento 

en el tubérculo de papa determina que éste se encuentre o no 

en estado latente (19). 

Rn éste trabajo oe propone la participación de la frac-­

oión asociada a riboaomaa de papa latente (fracción III) como 

otro factor más que ft1Ude en mantener la latencia de éste te­

Jido. 

Se sabe que el tejido de papa latente tiene mu¡ bajo ni­

vel de síntesis de proteínas como lo indioa los datos encon-­

tra.doe por Coootle en donde la incorporación de leucina-H3 e~ 
ribosomas de t~jido latante f'ue de 25 vecea manar que el obt,! 

nido con riboeomas de tejido que había sido eeti!llllado por d! 



89 

ffo mecánico (33). La ausencia de polisomae en tejido latente· 

así como de retículo endoplásmico rugoso (24,33) confirman -­

también la baja actividad de aínteais de proteínae.!demáa,en­

loo tejidos latenteo la concentración de inhibidorea ácidos -

ea superior que en tejido brotado (19); puede entonces pensa.,t 

se que su mayor concentración juega un papel importante al i­

gual que la fracción III en mantener la latenoia,ya que la -­

fracción !!! ce enc~antra asociada al riboeoma facilitandole­

Y contrilmyendo entonces a mantener un nivel bajo de síntesis 

de proteínas en la latencia. 

Como aqu! se deecribe,la. actividad inhibitoria de la -

fracción II! decrece a medida qua auaenta el tiempo de almac~ 

naMiento,lo que hace pensar que 6ste il'lhibidor debe ser prod~ 

oido en forma constante durante el periodo de latencia con el 

:fin de qua 111 actividad de síntesis de !ll'Ote!nas en éste tejl_ 

do. se mantenga siempre en bajo nivel.Bate proceso de forma--~ 

ción del factor inhibitorio p11ede ser realizado a partir de -

precureorea de mayor peso molecular como lo son lao :fraocio-­

ues I y II+ obtenidas a p<>-?'tir de L.R.p80,laa cual.ea, con el 

transcurso del tiempo se tranaf'or•man en la fracción III. Bn la 

li tera.ttira se han descrito datos que apoyan ée1;a reflexión. La 

proteína patatina de tubércuJ.oa de papa (29) es sintetisada -

como un precursor mayor.Bata es procesada para orig~nar la -­

proteína madura perdiendo un péptido cuyo tamailo puede ser e­

quivalente a loa péptidoe de aeBal (29).Rste tipo de procesa­

miento es comdn en proteínas de exportaoión.Rstaa proteínas "'." 

son sintetizadas por riboaomaa unidos a membrana y cuando son 

terminadas se liberan con la. eliminao1 ón previa· del ~ptHlo -

seflal. 

h los tub&rcuJ.oe 4e papa latentes erlaton inhibidorea -
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de endopeptidaaas y aus concentra.cionea disminuyen con la br~ 

tación.Su función celular es desconocida (26).De los brotes w 

de tubérculos de papa se ha purificado y caracterizado una -

proteasa dependiente de eul:f'hidrilo cuya función aún es deec2 

nocida (27).En el tubérculo latente existen inhibidores de -­

proteesae dependientes do cul:t'hidrilo,ee ha propuesto que eu 

tunoión es la de controlar la actividad proteol!tica endógena. 

del tubérou.lo (28). 

Por Último, se ea.be que cuando la latencia de loe tuMrc_1! 

los de papa se interrumpe en forma natural o por agentes quí­

m:iooe,la aínteaie de proteínas se incrementa (19). Debe exis­

tir entonces un meoe.nieroo que permite. tanto la formaoi6n dos! 

fioada·de éste péptido inhibitorio (fracción III) así como la 

desaparición de la presencia del mismo cuando el tub6roulo --
.............. ,,.. .. _ o•------

Una posibilidad es ql .que lac proteaeae dependiontee de 

eulfhidrilo (27) pnedan actuar hidrolizando la fraoci6n pro-­

teioa con eapaoidad inhibitoria de eíntesie de proteínas aso­

cie.da a ribosocns,arwlando eu acción .nna ven que el periodo -

de latencia del tub6rolll.o finalisa, Si la a~if'ioidad de ~ 

la(e) proteasa(a) es más selectiva podría(n) permitir la for­

maci6n dosificada del inhibidor de síntesis do proteínas ---­

(fraooión III) a partir de su preouroor.Tambi~n podr!a pensil!: 

se en la acc16n conjunta de inhibidores de proteaeae y la -~ 

fracción III.Por un lado,loa inhibidores de protoasas (28) ..... 

pueden eotar controlando la aotividac'.l do protoaaas dependien­

tes do sulfhidrilo ert 01 tub,roulo latente disminuyendo la -

proteólieia. Al mismo tiempo, la fracción proteica asocie.da a 

r!~ooomas (fraooi6n III) al inhibir la síntesis de prote!nas­

no permite la e!nteais de nuevas proteínas. Oomo coneeouenoia 

4e estos dos efeotoo,ae mantendría en un nivel bajo y consta.!! 
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. tft de proteínas totaloe en el tubérculo.Por tanto, es pooible 

pensar on un mecanismo que regule las actividades de protea.-­

eaa, eus inhibidores y el nivel preaente del inhibidor d~ sín­

tesis de prote!naa (fracción III) siendo reeponeable que el -

tubérculo de pape. so mantenga en estado lmtente,o germine, 
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CONCLU5IOl'f!S 

La fracción asociada a riboeomas de tub6rculoe de papa latente: 

Inhibe la germinación de selítl.llas (llla.Íz,trigo y ajonjolí), 

.. 
Inhibe la inoorporaoión de leuóina-H~ en ejes embrionarios 

de maíz. 

Is inestable al calor (92°C) y almacenamiento a -10º0. 

Es de naturalesa proteioa. 

Se ha purificado 52 veces. 

Puede ser generaao ele un precursor proteico de peso moleo.!! 

lar ll!8yor. 
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