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RESUMEN.

El corte en tejidos de almacenamiento vegetal, inicia pro-
fundos cambios metabflicos en los componentes celulares de
los mismos, siendo la sintesis de proteinas cataliticas y
estructurales una de las caracteristicas més necesarias y
sobresalientes para gue s¢ pueda observar esta actividad

metabdlica,

Tratando de estudiar la causa del aumento en ia sintesis de
proteinas come respuesta al corte, en el presente trabajo
ufilizando tubérculos de papa y un sistema de traduccidn

in vitro, se muestra que por medio de un lavado salino efec
tuado en la fraccidn ribosomal se puede poner de manifiesto
que taatc la fraccidn citopldsmica como la ribosomal nues-
tran un notable aumento en cuanto a su capacidad para esti-
mular la sintesis de proteinas. En este mismo sistema du-
rante el transcurso de la respuesta al corte, se ha encon-
trado a&emés la presencia de un inhibidor de sintesis de
proteinas presente en el lavado ribosomal mencionado, él
cual pierde capacidad de inhibiciédn durante.la misma respues
ta asi como por almacenamiento y calor, con capacidad inhi-
hibiteria también 'sobre otro sistema de traduccién como es
el de germende trigo y que esta actividad inhibitoria por evi
dencia diferencial pensamos no s¢ debe exciusivamente a una

actividad de proteasa presente también en el misme lavado.



1. INTRODUCION.,
t.1. El fendmeno de herida o envejecimiento.

Aungue morfoldgicamente diferentes Srganos de almacenamiento
vegetal tales come ralces {zanahoria, camote} hipocotilos
(betabel), tub&rculos (papa) o rizomas {alcachofa}, se dis-
tinguen por compartir un razgo comdin: representan unidades
de propagacidén cuyos tejidos se encuentran en estado latente,
el cual bajo condiciones naturales es terminado solo por el
proceso de la germinacidn; sin embarge, la transicidén de una
c€lula en reposo de tales organcs de aimacenamiento a una cé-
lula activada con capacidades de desarrolio, puede ser fédcil-
mente inducida a un'tiempo cualquiera mediante el corte en
pequefios fragmentos de los tejidos de almacenamiento y la in-
cubacién de los mismos en una atmésfera himeda por algunas ho

ras o dias.

Esta activaciSn comprende sfntesis de Acides nucléicos y su
consiguiente transporte al citoplasma, dando como consecuen-
cia la sintesis de proteinas estructurales necesarias para la
formacién de membranas celulares, ribosomas, pléstidos y mi-
tocondrias, asi como la formacién de enzimas que participan
en diferentes vias metabdlicas como son la degradacién de
polimeros de almacenamiento, la activacifn del cicle de los

dcidos tricarboxilicos y un aumentd en la respiracidn y sinte
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sis de acidos grasos; todas estas actividades acompafiadas
por un concomitante procesc de desdifereanciacién, llevando
- finalmente a una renovada rediferenciacidén de las c&lulas
del tejido cortado (1). Es a todo este proceso inducido al
que se le ha denominado en la literatura como envejecimien-

to {aging), lavado (washing) o herida {wounding).

Debido a gque a menudo existe confusidn con respecto al uso
indistinto de los términos envejecimiento y senescencia y a
que uno de los nombres que recibe el procesc que nos ocupa

es precisamente envejecimiento, resulta Gtil el dar las si-
guientes definiciones: senescencia puede ser definida como
aqueilos procesos deteriorativos programados, que SO causa
natural de muerte, mientras que el envejecimiento por otra
parte se refiere.a_aquellos que no necesariamente son causa
de muerte aln cuando dichos procesos se acumulen cen la edad.
AsI tenemos que el enveijecimiento incluye un rangé mis amplio
de cambios fisiolégicos, algunes de los cuales pueden llevar
al debilitamiento del organismo mientras que otros pueden ser
completamente neutrales con respecto a la Capacidad del mismo
para sobrevivir; como ejemplos de envejecimiento tenemos los
cambios fisioldgicos en un vegetal los cuales causan su con-
versidn de un brote a una planta joven, de una planta joven

a una madura o a la gradual declinacidén del vigor cen el au-
mento de la edad{2), en este sentido vamos a entender nuestro

proceso.



a) Bioguimica del proceso.

Degradacifn de carbehidratos. En diferentes tejidos vegeta

les se ha observado que el incrementc en la produccidn de
azficares solubles tales como hexosa y fosfato de hexosa estd
acompafiada por un aumento en la produccién de energia y la
formacién de sus precursores a través del ¢ atabolismo de
carbohidratos. En tejidos no fotosintéticos tales como los
tejidos de almacenamiento, el almidén es r#pidamente degrada-
-do para producir azlicares solubles en respuesta a la heridas
mecdnica, siendo visible al microscopio tal degradacidn entre
las aueve y las doce horés después del corte en el casu de tu
bérculos de papa, no observidndese almiddén en estas célﬁlas
después de diez dias. El proceso de la degradacién es depen-
diente de 02 @ inhibida por iones HCO%, asimismo la estimula-
ci6én de la degradacién de este polimero de almacenamiento en
tejidos heridos, se ha adscrito parcialmente a un incremento
en la actividad de las enzimas amilasa y fosforilasa, obser-
vandose que en tejido fresco tanto la alfa y beta amilasa co-
mo la fosforilasa estdn presentes en gran cantidad, sin embar
go, sblo la actividad de la alfa amilasa es incrementada en

respuesta & la herida(3).

Por otra parte en tejidos de almacenamiento como betabel y

alcachofa, la accesibilidad de la sacarosa a la actividad de



La invertasa dcida (pH Sptimo 4.6) en respuesta a la herida
parece ser el punto inicial de la ruptura de carbohidratos
resultando en la ya citada produccién de azdcares reductores
0 sus monofosfatos. En otros tejidos de almacenamiento, el
material usado para catabolismo es principalmente glucosa y

fructosa y quizi rafinosa (1).

Activacidn de la via glucolitica y de los fosfato.de pento-

sa. Existen evidencias de que ia actividad de la via gluco-
15itica en tejidos de almacenamiento vegetal, es estimulada
en respuesta a la herida, manifestidndose por un incremento
en las concentracicnes de los intermedidrios de esta via me-
tabélica;'asi como un aumento en la actividad de varias enzi -
mas invblucradas_en la misma, contdndose entre estas a-la
fosfogliceromutaéa y piruvato cinasa; observindose asimiéﬁd“.
que los cambios en actividades de las enzimas glucoliticas
son aparentemente dependientes de sintesis de proteinas, ya
que la adicidn de cicloheximida o p-fluorofenilalanina a cor
- tes de tejido fresco, previene cualquier aumento en su ac-

tividad(1).

La actividad de la via de los fosfato de pentosa se manifieg
tz con un mayor incremento que el de la de glucolisis en res
puesta a la herida de los tejidos de almacenamiento y resul-

tz 1ldégico ya que la via de las pentosas es la que produce



precursores de dcides pucléicos y fenilpropancides cuya sinte
s$is también aumenta en esta misma respuesta, La via de pento
sas, es fuente de compuestos reducidos, NADPH, coenzima reque-
rida para reacciones de hidroxilacidn involucradas en la forma
cifén de algunos fenilpropanoides (dcido clorogénico, lignina}
y'terpehos. Por otra pafte la via de los fosfatos.de pentosas
puede contribuir significafivamente a un aumento respifatorio
a través del 3 fosfoglicerato, unc de los intermediarios, va
que este puede ser metabolizado a piruvafo a través de los 0]
timos pasos de la secuencia glucolitica, la activacidn de la
via de las pentosas se deBe a un aumento en la cantidad de las

enzimas involucradas (3}.

Nucileotidos de adenina. En respuestz a la herida, en tejidos

de almacenamiento de camote (4) el contenido de nucledtidos de
adenina, es incrementadc después de un retraso de varias horas
aumentando tambi&n, aunque en pequefias cantidades, los nucled-
tidos de guanina, citidina y uridina (3). En respuesta a la
herida la suma de las formas oxidadas y reducidas de NAD y NADP
puede ser aumentado y la relacién de oxidadas a reducidas
{NAD/NADH o NADP/NADPH} también puede elevarse. Por otra parte
y2 que mono y dinucleotidos de adenina toman parte como sustra
tos o efectores en varias reacciones enzimiticas involucradas
en glucélisis, via de los fosfato de pentosa, ciclo de los

dcidos tricarboxilicos y sistema de transporte de electrones,
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s probable gue el aumento observadd de la relacidn oxidadas
a reducidas esté relacionado al aumento respiratoric resul-

tante de la herida.

Aumento en la actividad de vias métabSlicas gue utilizan ATP.
7 K >

Este aumento en actividad, también controla la velocidad de

‘respiracidn ya que causa la conversifn de ATP a ADP el cual

conitrola la sintesis de ATP a nivel sustrato y la fosforila-
cifn oxidativa (3). La sintesis de ARNm y ARNr asi comc ARN,
es estimulada con un retraso de alrededor de tres horas eﬁ
tejido de camote (5). La sintesis de estas formas de Acido
ribonucléico requiere energia quimica del ATP. Otro proceso
que utiliza.ATP es la sintesis‘de_eniimas que accompafia a la

herida.

Por medio dé experimentos con radioisdtopos, reacciones anti
geno~anticuerpo e inhiBidores de sintesis de proteinas se ha
comprobédo la formacidn de enzimas.como son el caso de la
demostracidn ‘de que un auménto en la actividad de RNasa en
camote con‘la herida se debe probablemente a una sintesis

de novo de la misma, utilizando para tales experiﬁentos el
inhibidor cicloheximida (6} o la comprobacidén de la sintesis
de nove de la enzima fenil alanil amonio liasa (7,8) tanto

en papa como en tejido herido de camote.



Respiracidn. El aumento en la degradacidn del almidén con
la concomitante activacidén de la via de las pentosas, glu-
cdlisis y ciclo de los dcidos tricarboxilicos y las altera-
ciones en la’cadena respiratoria llevan a un fuerte aumento
en respirdcién de los cortes de tejido de almacenamiento sin
iﬁportar su origen taxénomfco. De acuerde - 'a lo que dice
Kahl (1) este aumento respiratorio puede ser dividido en dos
distintas fases: inicialmente un proceso de desbloqueo lle-
va & una activacién de la respiracidn, el cual usa dcidos
grasos como sustratos y no es depeﬁéiente de la sintesis de
ARN y sintesis de proteinas y la segunda fase caracteriiada
por el tipico incremento respiratorio,con la subsecaenté de-

¢linacidn, que requiere tanto sintesis de proteinas como de

ARN total.

Regulacifn hormonal. Las c€lulas del parénquima de los cor

tes de tubé&rculos de papa son capaceé de reaccionar diferen-
cialmente a la herida de acuerdo al medio ambiente en que
sgan incubados: 1. Formacién de un periderma de herida se-
guido de la induccidn de actividad mitStica y concomitante
proceso de suberizacién cerca de la superficie de 1a herida,
esto sucede cuando los fragmentos del tejido son guardados
bajo condiciones atmosféricas normales. 2. 8i los cortes
son expuestos a un incrementado stress por agua (parcial dese-

cacién) la actividad mitéStica es disminuida a favor de una



suberizacidn mis intensa. 3. Si 1z atmdsfera externa a la que
son expuestos los cortes es muy semejantes a la atmdsfera
interna del tubérculo intacto (alta teansifn de agua y una
concentracidén alta de COZ) entonces no ocurre suberizacidn,
las células de la superficie herida de tales tejidos proli-
fera y ocasionalmente se divide mitéticamente y forma un te-
jido parecide é callo. A las hormonas vegetales se les ha
propuestc como potenciales disparadores de v#rios procesos
de herida incluyendo la divisién celular como un paso final
¥ por otra partc » hay lineas de evidencia de que varies
fitorreguladores jpegan un-papel clave en el procesc induci-
do por la herida: primeroc, todas estdn presentes en los éig
temas vegetales investigados, per ejemplo, papa, zanahoria,
camote y betabel; segundo, después de la herida incrementan
en actividad lo cual no necesariamente implica que aumenten
también en conceﬂtracién; tercerc, intervienen en gran nlme-
re de procesos metab8licos diferentes si se apiican externa-
mente (%) y lo mds importante los fitorreguladores pueden:
estar involucrados en la regulacidn genética como lc demues-
tran estudios en los cuales se ha visto el invelucramiento
de la relacidn auxinas y/o giberelinas en el proceso de la
mitosis, de las citocininas en la promocidn de crecimiento
proiiferativo, la terminacidn de los procesos citolbgicos en
la superficie herida por dcide absicico ¢ la induccién de

sintesis de proteinas, ARN y cambios en las proteinas histéd-



nicas y no histdnicas por efecto del #dcido giberélico, que-
dando a la fecha muchce trabajo por realizar a nivel molecu-

tar (10}.
1.2. El sistema de herida como modelo de estudic.

Desde fines de siglo pasado, cuando fueron observados los
profundos cambios metabdlicos y morfoldgicos de los cortes

de tejido de almacenamiento a la fecha, se ha desarrollado
una gran investigacida con el fin de caracterizar a este fe-
némeno de herida, siendo importante como apunta Van Stevenick
{9) el preguntarse la utilidad cientifica de la informacidén
basada en algo que podria parecer hecho bajo condiciones alta
mente artificiales, debido a gue los estudios ilevados a cabo
podrian no necesariamente reflejar cambios asociados con el
metabolismo y fisiclogia de la planta en general, sin embargo,
son tan grandes las Semejanzas encontradas en los procesos
metabblicos en los cortes de tejido de almacenamiento con lo.
gue se sabe ocurre en algunos aspectos regulatorios morfoldgi-
cos de todas las plantas, que se ha aceptado come un buen mo

delo de estudio dentro de la Fisiologia y Bioguimica Vegetal.

Asi la citologfia de las células de estos cortes de tejido de
almacenamiento puede dar informacién acerca tanto del ensam-

ble como transformacifn de membranas {11), biog€nesis de or-
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ganelos (%2, 13) o formacidn y modificacién de pared celular
(14, 15}, en los dltimos afios en que ha estado sujeto a es-
tudic el corte de estos tejidos se ha enfocado a aspectos
principalmente de la vegulacidn genética y metab6lica en cg
lulas gue estdn diferencidndose {9}, considerdndese por lo
tanto, al mismo como uno de los métodos més confiables y fi-
cilmente reproducibles de inducir una cierta medida de dife-

renciacidén celular bajo condiciones controladas.

Un mejor entendimiento de los variocs fendmenos bioquimicos
que ocurren durante el curso de la herida, podrian ser utili
zados en el mejoramiento de métodos de proteccién vegetal y
produccidn de plantas resistentes a herida o pat@genos ya que
estos cortes son un buen modelo para el estudio del proceso
herida-cicatrizacién y la relacidén planta-patdgeno teniendo
ademis que la reproduccidn de estas condiciones patolégicas
apormales provee muchas oportunidades para elucidar varios
aspectos bioquimicos y fisiolifgicos generados en ausencia o
presencia del patdSgeno tales como la sintesis y degradacidn
de enzimas, regulacidn metab8lica, transmisidn de estimulos

£16) vy funcidn de membranaé.

Es Uratani et. al (10) auien utilizando al sistema de herida
como un modelo de estudioc para la relacidn planta-pardsito
ennumera las ventajas de los tejidos de almacenamiento en

dicha investigacifn, pero bien puede hacerse extensiva a
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cuando .se utilizan los cortes para otro tipo de investiga-

cién. Dichas ventajas son:

i.-

Disponibilidad de fuenie de energia e¢n grandes cantida-
des; la producciﬁn'de ATP es derivada de la descomposi-
cién de los polisacdridos.de reserva.

Homogeneidad del tejido celular; la mayoria de las célu-
las en tejidos de almacenamiento consiste de cé&lulas pa-
renguimatosas las cuales son grandes y homogeneas.

Fdcil aplicacidn de agentes quimicos; en orden a investi
gar las alteraciones metabflicas a menudo es necesario
admihistrar algln intermediario o compuest§ metabdlice
radiactivo.

Almacenamiento a largo plaze de los tejidos vegetales;
estos muestran poca actividad fislolSgica y/o citeldgica
por tanto tiempo como almacenados a baja temperatura
estén, suficiente como para reprimir el brotamiento., AL
gunos Organos pueden ser guardados frescos tanto como de

7 a 12 meses,

Las potenciales actividades fisiolfgicas y citolGgicas
de los tejidos de almacenamiento; como se ha descrito
sonn muy altas quedando en estado de latencia durante

las condiciones de almacenamiento. Cuando son transfe-
ridos a temperatura ambiente su actividad no es muy alta.

sin embargo, cuando se hacen los coertes de tales tejidas
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Sus, actividades metabdlicas se Iincrementan marcadamente
siendo posible examinar la naturaleza de las altera-
ciones metabdlicas y formacidn de organelos en relacién

2 los mecanismos de la herida.

G.- Un.alto contenido de humedad en los tejidos de almacena
miente; esto es muy importante ya que capacita al teji-
do vegetal para responder al corte muy rédpidamente, por
lo tanto los homogenados del tejide obtenidos por trata-
mientos cuidadosos, pueden dar organelos celulares intacg

tos.
1.3. Antecedentes del trabajo.

Después de efectuado'el corte, el incremento en la formacifn

de proteinas cataliticas y estructuraies, representa la con-

dicién wmds significativa para que exista un cambioc en el me-
tabolismo celular, de aqui que por nuestra parte exista es-
pecial interés en la respuesta tipica durante las primeras

horas después de la herida, caracterizada por un aumento en

la sintesis de proteinas. Dicho aumento puede ser debido a

vafias causas posibles:

a) Activacitn de genes {desrepresidn), dependiente de sinte
¢is especifica de ARN y protefnas que se manifiesta en la
sintesis de nuevas enzimas que se pueden detectar por la
activacidn de rutas metabllicas especificas (regulacidn

de la expresidn del gene a nivel de transcripcidn y tra-
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duccidn],

b} Si vamos a la maguinaria involucrada, la manifestacidn de
sintesis de proteinas aumentada puede ser a nivel de:
concentracién de ARNm, agregacidn de polisomas o concen-
tracidn de factores citopldsmicos, etc., que llevan zuna-
dos como consecuencia la activacidn de la sintesis de pro

teinas por respuesta a la herida.

La observacidn de que un aumento en sintesis de proteinas
era uno de los primeros eventos después del corte, se deri-
vé de ekperimentos llevados a cabo en tejido herido de papa;
entre otros érganos de almacenamiento; mediante el uso de
sustancias tales como cicloheximida, cloral, puromicina y
actinomic¢ina D que inhiben este aumento (17, 18, 19, 20).
Asimismo la acumulacién de proteina en lovs cortes de tejido
de almacenamiento ha sido demostrada por medio de determina-
ciones de la cantidad de nitrSgeno insoliuble en &cido (2%,
18, 22} o por incorporacifn de aminodcidos marcados rediac- -
tivamente tanto in vive (17, 23, 18, 7) ccmo en sistemas

aislados de sintesis de proteinas {24, 26, 28, 29).

Chapman y Edelman (24) utilizando un sistema dé trvaduccidn-
in vitro de - tubérculos de alcachofa Jerusalem (Helianthus
tuberosus, L.) mostraron que las preparaciones obtenidas de

cortes frescos fueron casi inactivas pero que su actividad
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fue aumentando cuando provenian de discos envejecidos, mos-
trando los de 24 hr una actividad mixima, asimismo gque la
capacidad sintética de proteinas estaba asociada ademds de

la fracci6n obtenida de 105 000 x g a una gque contenia mito-
condrias, sugiriendo que por lo menos hay dos sitios posibles
de sintesis, siendo apoyado por los estudios de Sakano y

Asahi (25} que mediante experimentos de marcaje in vivo encon

traron en tejidos de camote (Ipomoea batatas, L.), que la sin

tesis de proteinas en las fracciones cbtenidas de 100 000 x g
y mitocondrial se activan 3 y 1.5 veces respectivamente en

respuesta a la herida después de 24 horas.

Ellis y MacDonal (26) utilizando fracciones microsomales ails
ladas de tejido fresco de betabel (Beta vulgaris, L.) obser-
varon también una muy baja capacidad de incorperacidn de un
aminodcido radiactivo comparada con aquella proveniente de
discos envejecidos por uno ¢ dos dias, haciende cruzas tanto
con sobrenadante celular como con los microsomas llegar a 1ia
conclusién de que las aminocacil ARN, sintetasas y el nivel de
ATP no estdn limitantes en tejido fresco y por tanto que l1a
baja actividad de sintesis de estas fracciones es atribuible
a la fraccidn microsomal. En apoyo al reporte anteriormente
citado, se encuentra otro realizade por Lin et . al. (27) mos
trando que las diferencias en la incorporacién de aminodcidos

in vitro entre ribosomas y contenido del sobrenadante celular
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de tejido fresco y envejecido de zanahoria (Daucus carota,
L.}, estuvo confinado principalmente a la fraccidn del ribo
soma. Al realizar las cruzds entre esas fracciones y hacien
do uso de electroforesis encontraron dos componentes en los
ribosomas procedentes de los discos incubados que no estan
normalmente asbciados con los provenientes de tejido fresco,
encontrando ademis que los ribosomas procedentes de tejido
envejecido no son completamente discciables aln a concentra

ciones de KCL 0.5 M.

En 1967 aparece una publicacién de Leaver y Key (28} en
donde muestran profundos cambios en los perfiles polisomales
de los cortes de tejido de zanahoria, calculando la cantidad
de polisomas en tejido fresco se tiene alrededor de un 10%
del total de ribosomas extraibles, sin embargo, después del
corte ocurre una rédpida agregacién de ribosomas de tal mane-
ra que después de 6.0 h el 65% de los ribosomas estdn pre-
sentes como polisomas, en este mismo estudio en un sistema
de traduccifn in vitro y en presencia de ARNm endégeno,
muestran un aumento en la incorporacidn del aminodcido ra-
diactivo, en este caso leucina I4(3, en relacidén directa al
tiempo de incubacidn pero cuando al sistema se le suminis-
tra un ARNm como lo es el dcido poliuridilico los ribosomas
frescos o envejecidos se igualan en cuanto a su capacidad

para incorporar fenilalanina 14(2; sugiriéndese que el in-
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cremento en la capacidad ribosomal para sintetizar proteinas
estd relacionado con un adecuado suministro de ARNs mensaje-
ros e independiente del sobrenadante citoplédsmico adiciona
do.  Estudios realizados por Kahl (29) en papa (Solanum tube-
rosum, L.) apoyan nuevamente la hipdtesis de gue el aumento
en la sintesis de proteinas se debe a su vez a un aumento en
la cantidad de ARNm presente en los tejidos enveiecidos, va
que mientras preparaciones de discos de tejido fresco no mues
tran actividad apreciable en un sistemz de incorporacidn de
aminodcidos in vitro, los de tejide incubado o envejecido 1lle
van a un aumento en la incorporacidn, teniéndose un miximo a
las 24 hr y si a los ribosomas de discos frescos se les sumi-
nistra dcido poliuridilico su actividad de incorporacidn de
fenilalanina incrementa casi 8 veces al igual que cuando adi-
cionan una fraccidn de ARN aislado de tejido emvejecido, con-
cluyendo que 1o§ ribosomas de tejido fresco no son inactivos
per se sino que les falta uno o varios factores de estimula-
cifén, en este trabajo hacen la observacidn de que los riboso-
mas %rovenientes de tejido envejecido son mds fécilmente di-
sociables en sus subunidades que los de tejido fresco, dato

contradictorio al descrito por Lin et al. (27).

Sate et. al (30) también asumen que para que comience la sin
tesis de proteinas en estos cortes, se requiere la sintesis

de nuevo ARNm y para analizar esto separan el ARN de los dis
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cos de tejido de papa demostrande que la presencia de Acido
ribonucleico que contiene poli A en polisomas de tejido enve
jecido constituye un 70% del total; que la cantidad de ARN
polisomal aumenta cinco veces en doce horas y la capacidad
traduccional del dcido ribonucleico mensajere asociado a po-

lisomas aumenta en paralelo con el aumento del ARN polisomal.
1.4. Hipbtesis y objetivos del trabajo.

81 bien en los reportes anteriormente descritos se ha trata-
do de egtudiar la causa del aumento en la sintesis de protei-
nas como respuesta a la herida, aun ne estd claro cuales de
los diversos componentes de 1a maquinaria de sintesis de pro-
teinas se encuen{ran modificados ya que mientras algunas in-
veétigaciﬂnes apoyan-el hecho de que las fracciones ribosoma-
les no son diferentes sino que es la falta de ARNm u otros
factores de estimulacidsn la causa de la activacidn de la sin-
tesis de proteinas con el corte, otras nos dicen que los ribo
somas en si pudieran ser diferentes. Debido a lo anterior, a
nosotros mos parece interesante el preguntarse que tan vélido'
es aceptar que la diferencia reside exclusivamente en una u
otra fraccifn ya que los experimentos llevados a cabo en di-
chos trabajos apuntan haclia una diferencia en ambos, perc

que debido a la mznera de efectuarse los mismos no se a podi-

do manifestar, esto es: a) al realizar experimentos de traduc
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c¢ién in vitro usan sistemas heterdlogos (28) por ejemplb, el

empleo de sobrenadante celular obtenido de brotes de maiz;

b} al hacer comparaciones entre ribosomas de diferente tiem-

po de envejecimiento, no se traté de ponerlos en igualdad de

condiciones, como serian,optimizacién de sistemas de incorpe-
racién in vitro, suministro de &cido ribonucleico mensajero,

grado de purificacién de les fracciones utilizadas, etc.

Por lo tanto, nuestra hipétesis'de trabajo es el proponer que
la-diferencia en el incremento de sintesis de proteinas, no
reside exclusivamente en el ribosoma sino también en el sobre
nadante celular que contiene factores, enzimas, etc. que ¢ontri
buyen al incremerto de sintesis de proteinas durante la res-

puesta de la herida.
Objetivos particulares:

I.- Establecer el sistema de herida y comprobar varios pa-
réimetros qué han sido reportades previamente,

II.- Desarrollar el sistema de incorporacifn in vivo de ami-
nofcidos marcados radiactivaménte,

II1.- Desarrollar un sistema de incorporacidn in vitro ‘de ami
nodcides marcados radiactivaménte, de tejidos heridos

de papa {Solanum tuberosum, L.} en el que se puedan

analizar varios de sus componentes.



2. MATERTALES Y METODOCS .
2.1. Reactivos utilizados.

Los reactivos utilizades fueron obtenidos de las siguientes
casas comerciales:
Baker: acetato de potasio

dcido acético

dcido perclérico

sacarosa

sulfato de cobre

Merck: acetato de magnesio
dcido tricloroacético
cloruro de potasio
2-mercaptoetanol
PPO (2,5 difeniloxazol)
POPOP (2,2,p-fenilen bis (5-feniloxazol} )
reactivo de Folin-Ciccalteu
tolueno

tris (hidroximetilaminometano)

Técnica quimica:
'~ carbonato de sodio
hidréxido de sodio
Sigma: adenosin trifosfato

aminodcidos

20
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azocaseina

creatina fosfocinasa
ditivetritol
espermina

hepes

Boehringer Mannheim:
Cicloheximida
cloranfenicol
creatina fosfato

guanosin trifosfato
Whatman: Filtros GF/A de 2,5 cm de difmetro
New England Nuclear:
fenilalanina '3C (450 mC/mM)
leucina SH (50-60 Ci/mM)
metionina °H {(5-15 Ci/mM)
2.2. Métodos

2.2.1. Preparacidn e incubacién de los tejidos.

El material vegetal seleccionado fueron tubérculos de papa

Solanum tuberosum, L.} de la variedad "alfa", parte de las
cuales fueron compradas en el mercado y otras obtenidas gra

cias a una donacidén hecha por el "Programa de la papa™ del
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CODAGEM, almacenadas a 10°C y transferidos a temperatura
ambiente antes de su uso. Los tubércules fueron lavados
superficialmente con agua corriente.para desechar vesti-
gios de tierra, posteriormente se les pasd un algoddn empa
pado en hipociorito de sedio (cloralex) al 10% {(v/v) y se

volvian a enjuagar.

Bajo condiciones de esterilidad se cortaron los discos de
aproximadamente 1-3 mm de espesor por 19 mm de didmetro los
cuales fueron lavados con agua esterilizada; los discos
denominados de “tejido fresco" fueron utilizados inmediata
mente mientras que el resto eran colocados en la cdmara de
incubacibn, la cual consistid de una caja de Petri de apro-
ximadamente 9 cm de didmetro con un papel filtro humedecido
con 2 ml de agua esterilizada y 50 ug/ml de cloranfenicol
para inhibir el crecimiento bacteriano, por Gltimo fueron
incubados por los tiempos requeridos a t 26°C, bajo luz

continua.

2.2.2, Aislamiento de ribosomas y preparacidn de sohrena-

nadante celular.

Los ribosomas fueron extraidos usando el método de Davis
et al. {31) con modificaciones menores. De 80 a 100 g de
discos de tejido fresco o envejecide por diferentes perio

dos de tiempo, fueron molidos con 100 ml de buffer de
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molienda (0.2 M de sacarosa, 0.2 M tris-dcido acé&tico pH

8.5, 0.06 M KCL, 0.03 M de acetato de magnesio y 0.005 M de
Z-mercaptoetancl). El homogenade fue filtrado a través de
cuatro capas de gasa sobre un vasoc de precipitédos previa-
mente enfriado y se centrifugd por veinte minutos a 20 000 xg
(rator J21, Beckman Jé 213. El sobrenadante fue colocado sg
bre un colchdn de sacarosa (2 ml de sacarosa 0.5 My 2 al de
sacarosa 1.0 Men 0,04 M tris-dcido acético pH 8.5, 0.02 M
KC1, 0.01 M acetato de magnesio y 0.005 M de 2-mercaptoeta-
ncel) y centrifugado por tres horas y media a 100 000 xg (ro-

tor 60 Ti Beckman L5 75).

Al sobrenadante obtenido en el paso de centrifugacidn ante-
Tior le fue determinado el contenido de proteina tanto por
el método de Lowry (32} como por espectrofotometria y alma-
cenado a - 70°C hasta su uso, denomindndosele 8100. El pa-
quete ribosomal fue suspendido de acuerdo a su uso posterior
en dos soluciones: a} en un ml de buffer A {(0.04 M tris pH
8.5, 0.62 M ¥C1, 0.01 M acetato de magnesio y 0.004 M de
Z-mercaptoetanol) o b) un cierto volumen de solucién w¥
0,002 M tris-dcido acético pH 7.6, 0.02 M KC1, C.001 M
acetato de magnesio y 0.004 M 2-mercaptoetanol), lavando

los tubos con otro ml de la solucifén utilizada.

Los ribosomas suspendidos en w* fueron centrifugados nueva-
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mente a 157 080 xg por sesenta minutos (rotor 75 Ti, Beckman
L5 75} descartande el sobrenadante y resuspendiendo los paque
tes en un mi de wxG (0.002 M tris pH 7.6, 0.02 M KC1, (.00t M
acetato de magnesio, 0.004 M de Z-mercaptoetanol y glicerol
20%) centrifugindose a ¢ 000 x g 10 minutos (rotor 75 Ti,
Beckman L5 75), el sobrenadante fue usado como una preparacidn
de ribosomas denominados '"crudos', tomindose la densidad Spti-
ca a 266 nm y guardidndose en pequefias alicuctas a - 70°C. To
do fue hecho a 4°C y ninguna de las preparaciones anteriores

se usaron cuande tenlan mis de 15 dias de obtenidas.
2.2.3. Perfiles polisomales.

Una muestra de ribosomas suspendidos en buffer A (ver proce-
so de obtencién de ribosomas) conteniendc aproximadamente
0.075 mg de los mismos fue aplicado a un gradiente lineal de
sacarosa de 10-48% (en 0.02 M tris-dcido acético pH 8.5,
0.01 M de acetato de magnesio, 0.02 M de KC1, 0.005 M Z-mex
captoetancl} y centrifugado a 32 000 rpm (rotor SW 40, Bec-
man L5 75) por una hora y media; después de la centrifuga-
cibn los contenidos de los tubes fueren fraccionados y se

determind absorbanciaz a cada una de las fracciones a 260 am.

2.2.4. Tratamiento con precursores radiactivos en Eejido

intacto.
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Para estos experimentos una vez que los discos eran corta-
dos se colocaron en la cdmara de incubacidn 0.5 g de los mis-
mos en presencia de 3 ml de agua estéril y se incubaron por .
los tiempos requeridos a t 26°C, pero una hora antes de que
se cumpliera este tiempo se agregaron 50 uC de leucina éH

(60 uC/mM), los discos fueron enjuagados perfectamente con
agua destilada y molidos con 8 mi de buffer extractor (0}2 M
de sacarosa; 0.2 M tris-4dcide acético pH 8.5, 0.06 M KCI,
0.03 M acetato de magnesio y 0.005 M de 2Z-mercaptoetanol} vy
se siguid el misme protocolo que para la obtencidn de riboso-
mas. Se calcularon los rendimientos obtenidos en cuanto a

contenido de proteina en § 100 ¥ Paquete ribosomal.

De los vollmenes totales obtenidos tanto de 5,,, como de ribg
somas, se tomaron 0.2 ml y se agregaron 6.2 ml de dcido tri-

_ cloroacético al 5%, se colocaroﬁ en hielo por 10 minutos,

15 minutes a 90°C vy nuevamente 10 minutos en hielo, el material
insoluble en 4cido fue filtrado a través de filtros de fibra
de vidrio GF/A y lavados tres veces con écido tricloroacético

al 5%.

Una vez seces, los filtros se colocaron en un contador de
centelleo Tri Carb usando 5 ml de liquido de centelleo (0.269 g

rOPOP, 4,31 g PPO y 900 ml de tolueno).
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2,2.5. Obtencién de ribosomas lavados con XCl y lavados ri-

bosomales.

A una muestra de ribosomas 'crudos", se les agregd cloruro de
potasio 2.0 M a una concentracidn final de 300 mM, se agité
continuamente por 60 minutos a 4°C y por dltimo se centrifugd a
157 000 x g5 60 minutos {rotor 75 Ti, Beckman L5 75). El pa-
quete ribosomal fue resuspendide en w¥G, centrifugando a

9 000 x ¢ (rotor 75 Ti L5 75) por diez minutoes y al sobrena-
dante resultante se le tomd densidad 6ptica a 260 nm y se al-
macend en pequefias alicuotas a -70°C hasta su uso, denomindn-
doseles ribosomas Kzooe Por otra pa?te €l sobrenadante obte-
nido en 1la centrifugacidn fue dializado contra solucién B
(0.1 M de acetato de potasio, 0.002 M tris pH 7.6 y 0.004 M
de 2Z-mercaptoetancl), posteriormente liofilizado y por filtimo
fue determinado el contenido de proteina pof el método de
Lowry. A esta Gltima preparacidén se le denomind lavado ribo-

somal.
2.2.6. Incorporacidn in vitre de aminodcidos radiactivos.

Ribosomas “crudos™ o K300 fueron utilizados para llevar a ca
bo experimentos de traduccién in vitro adicionandoles todos
los componentes necesarios para llevar a cabo la sintesis de

protefinas cuantificidndose per medic de la incorporacién de
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un aminodcido radiactivo dentro de la proteina insoluble en
dcido tricloroacético, a este sistema lo denominamos recons
titufdo y sus componentes son los siguientes: 100-120 ug

de ribosomas fueron incubados en una mezcla de reaccién para
sintesis de proteinas{33} modificado y optimizado para el
sistema homogéneo de papa, consistiendo de: ditiotreitol

2.5 mM, hepes-KOH pH 7.6 20 mM, ATP 1.0 mM, GTP 20 uM, crea
tina fosfato 8 mM, creatina cinasa 40 ug/ml, acetato de mag-
nesio 2 mM, acetatc de potasio 120 mM, clorurc de potasio
120 mM, 19 aminodcidos menos el aminoidcido radiactive, &dcido
ribonucleico d¢ transferencia de trigo 15 ug/ml y un aminod-

34 y

cido radiactivo que fue en algunas ocasiones metionina -
en la mayoria leucina - SB procurando que la actividad espe-
cifica (Ci/mM) fuera equivalente. La reaccidn fue empezada
por la adicidn de 100 - 120 ug de proteina de scbrénadante
celular (8,,,) el cual previamente se dializ6 contra una so-
lucidén B (0.1 M de acetato de.potasio, 0.001 M tris-acetato
pH 7.6 y 0.004 M de 2-mercaptoetanol} por 105 minutos, al
término de los cuales fue detenida la reaccidén pér la adicidn
de 0.2 ml de dcido tricloroacético al 16% y otro 5 ml del
nismo dcido al 5%, se dejé 10 minutos en hielo y después se
calenté a 80°C, 15 minutos,_sé volvié a enfriar en hielo 10
minutos mis vy se filtrd sobre discos de fibra de vidrio

Whatman GF/A de 2.5 cm de didmetro lavidndose tres veces con

5 ml de dcido triclorocacético al 5% frio. Una vez secos,
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los filtros se colocaron en 5 ml de liguido de centelleo, se
determinaron las cpm en un contador de centelleo Packard-

tri-carh.

El nfimero de cpm obtenidos en estos experimentos que se presen
tan en tablas y figuras son resultade de un promedio obtenido
de un minimo de dos a un méxiMo de cuatro experimentos. En
cuanto al nlimero de cpm observados en el sobrenadante celular
en ausencia de ribosomas, puede ser debido a una contaminacidn
con monosomas durante el aislamiento de las fracciones consti-

tuyentes del sistema de incorporaciéa.

A las soluciones de los paquetes ribosomales obtenidos como

se menciond antes, se les determind su concentracidén midiendo

a una alfcuota llevada a Z ml con agua, su absorbancia a 260 nm
y tomando como blanco una alicuota igual de w*G, comsiderando
que una unidad de densidad Sptica en una celda de 1 cm de paso
dptico corresponde a una concentracidén de 20 ug de ARN/ml apro
ximadamente. Para la determinacién de la pureza de las mues-
tras, se determind a las soluciones su eépectro en el rango de

200 a 300 nm en un espectrofotdmetro Carl Zeiss.
2.2.8. Determinacién de lz actividad proteolitica.

El método emplieado es el reportade por Miller {34) modificade



28

eﬁ'el pH. Al lavado ribosomal dializado, liofilizado y wvuel-
to a dializar, se le determind el contenido de proteina por
Lowry y una concentracién equivalente en volumen a 0.46 mg

de proteina por ml en el sistema de reaccidn fue lo que se
empled como fﬁente.de enzima. El sistema contenia azocaseina
como sustrato en concentracidén de saturacidén {4 mg/ml) en bu-
ffer fosfato 56 mM pH 7.6 y ditictreitol 1 mM. Despuds de
adicionada la fuente de enzima al tiempo cero se tomaba una
alicuota de la mezgla de reaccidn deteniéndose la misma con
la adicién de dcido pérclérico al 14% (v/v) para cbtener una
concentracién final de 7% (v/v) y se mantenia a 4°C. Los tu-
bos para la medicidn de actividad enzimfitica se incubaron a
40°C a diferentes periodes de tiempo, al té&rmino de los cua-
les se precipitaban en igual forma que el tiempo cero y se de
jaban en hieleo durante una hora. Después de este tiempo, to-
dos los tubos se centrifugaron 3 500 rpm por diez minutes en
una centrifuga clinica; cada sobrenadanté se colectd por de-
cantacidn y se le midid inmediatamente el aumento en zbsorban
cia a 340 nm en celdas de cuarzo de 1 ém de espesor en un es-
pectrofotdmetro Carl Zeiss. La actividad especifica medida
s¢ definidé como el cambic en 0.061 B.O. a 330 nm por hora por

mg de proteina.

Cuando se llevaron a cabo experimentos con el inhibidor de

proteasa fluoruro de fenil metil sulfonilo ([PMSF), el proce



30

dimiento a seguir fue el ya citado previa una incubacién del
inhibidor con la fuente de enzima, por espacioc de 30 minutos

a 30°C (35}).
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3. RESULTADOS
3.7, Establecimiento del sistema de herida.

Para poder iniciar el estudio de la maquinaria de sintesis
de proteinas durante la respuesta a la herida, fue necesario
el establecer que tanto la edad del tubdrculo como el siste-
ma utilizado para la incubacidn de los cortes de tejido eran
adecuados en cuanto a que se podfan reproducir parémetroé
que de acuerdo a la iiteratara son caracteristicos de este
fenfmeno. Aungue los datos no son presentados se llegd a
concluir que aquellos que tienen un didmetro aproximado de

7 ¢m, que de acuerdo con lo reportade por Weilgat et al. (36)
son aquellos due se encuentran en estado latente, fueron

los que dan una respuesta significativa a la herida. En
cuanto & que nuestro sistema de incubacidn funcionaba quedd
demostrado de acuerdo a los resultados m#strados en las pri-
meras cuatre figuras, en donde se puede apreciar primeraﬁen-
te el incremento en el contenido ribosomal, esto es el se-
dimento obtenido de 100 000 x'g duranté los diferentes pe%
riodos de incubacién del tejido y bajo las condiciones del
sistema ya indicados en la metodologia (fig. 5). El mayor
aumento de contenido ribosomal fue observado alrededor de
las 8.0 h en donde se nota un 202% de incremento sobre el

control {tejidoe fresco), manteniéndose constante por las si
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guientes 10 h. Concomitantemente con este aumento en el con
tenido ribosomal se¢ demostré un aumento en el contenido
de protefina total, tanto por el método de Lowry (fig. 2Z) en
donde Qe tiene un miximo en un punto cercano a las 6.0 h

de incubacidn asi como por medio de la incorporacién in vivo
{fig. 3) de un aminocdcido marcado radiactivamente {en este
caso leucina 3H} a una proteina inscluble en dcido triclo-
roacético, determinadé en el sobrenadante de 100 000 xg en
donde podemos encontrar el midximo de incorporacién alrededor
de las 18.0 h, hecho que coincide con una disminucidn de la
poza de aminodcidos seglin lo encontrado por Pérez (37} y lo
que nos estaria indicando un méximo de actividad de sintesis
de proteinas alrededor de estas horas. En este mismo expe-
rimento de incorporacidéa in vive s probaron dos actividades
especificas diferentes de leucina tritiada con ¢l fin de po-
der descartar el que lz radiactividad estuviera limitante y
que la caida de incorporacién observada después de las

18.0 h fuerz debido a una limitacién de marca, encontrindose
que no era asi, asimismo se determind la cantidad de radiac-
tividad asociada al paquete ribosomal coincidiendo con la

tendencia encontrada en proteina total (fig. 4).

Por otra parte, como ya se menciond anteriormente, unc de
los cambios mds claramente observades por Leaver y Key en

cortes de tejido de zanahoria (28) durante las primeras ho-
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ras de la respuesta a la herida es la transicidén de monori-
bosomas en tejido fresco a polisomas en tejide herido, hecho
que se muestra en la figura 5 en donde se puede comprobar la
distribucidn de ribosomas aislados de ambos tejidos y que

concuerda conr lo anteriormente citado,

Con la reproduccidén de estos pardmetros se did por estable-
cido el poder manejar un sistema de incubacidn que responda
en sus cambios bioquimicos a los esperados para la respuesta
de herida, por o gue se procedid al establecimiento del si-

guiente objetivo.

3.2. Optimizacifn del sistema de incorporacidn in wvitro de’

aminodcidos marcados.

Para llevar a cabo nuestra investigacidn, requerimos de un
sistema 'de incorporacifn in vitro de aminodcidos marcados
radiactivamente que fuera homogénec, para esto procedimos a
establecerlo y tal v como estd en la literatura se.encontré
que a mayor tiempo de envejecimiento los sistemas reconsti-
tuidos con ribosomas "crudos', es decir los que obteniamos
de la primera centrifugacién, daban wmayor incorporacidn del
aminofcido radiactivo, sin embarge el nfmero de cuentas por
minuto que se obtenian eéra muy baja sobre todo para riboso-

somas frescos, por lo gque tratando de optimizar este sistema
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se procedid a tratar a tales ribosomas "crudos" con cloruro
de potasio adi;ional a una concentracidén final de 300 mM y

a los ribosomas obtenidos despu@s de este pasoc los denomina-
mos Kygq3 nuevamenté se compararon las actividades de sinte-
sis de proteinas dé fracciones reconstituidas obtenidas de
diferentes periodbs'de incubacidn. Se encontrd nuevamente
que habia una mayor incorporacidn de leucina en preparacio-
nes procedentes de tiempo 8.0 h de incubacibn que de tejido
frésco, pero que el nfimero de cuentas por minuto hablan aumen
tade 14 veces con respecto a los ribosomas crﬁdos para teji-
do fresco, 2.6 veces para tejido de 8.0 h ¥y 5 veces para te-
jido de 18 h y estos resultados se pueden observar en 1la ta-
bla 1. Cuando los ribosomas eran tratados con una concentra
cidén aun maYor de cloruro de potasio se encontrd una inacti-
vacién total ya que no se cbserva incorporacidn alguna para
sistemas de tejido fresco y 8.0 h de incubacién, lo que nos
indica lo dréstico del tratamiento debido a la eliminacién
de algun(os} factor(es) necesario(é} para llevar a cabo la
sintesis de proteinas; el sistema de 18.0 h también plerde
actividad pero sélc en un 60%. No obstante, con el lavado
del cloruro de potasio a una concentracidén final de 300 mM
logramos eliminar algo asociado a ribosomas que impedia una
buena incorporacidn en los sistemas reconstitufidos. A partir
de este momento se¢ utilizaron ribosomas KSDO y se procedid a

la optimizacidn del sistema de incorporacién in vitro de
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Tabla 1. Estimulacifn de la incorporacidn de Leu -3H in vitro
en sistemas reconstituidos aislados de tejido fresco y herido
"de Selanum tuberosum, L. Se muestran los resultados utilizan-
do ribosomas lavados con tres concentraciones diferentes de

sal para su purificacién: ribosomas crudos (20 mM de KC1),
bosomas KSOG (300 mM de KC1), vibosomas Kspo (500 mM de KCl)
Las cpm cdrresponden a un sistema de traduccidn en volumen fi-
nal de 100 ul y 120 ug de proteina de sobrenadante celular.

Tiempo de incubacidn Ribosomas Ribosomas Ribosomas
crudos Kzp0 Ksop
{ hrs ) (cpm/.12 mg) {com/.12 mg) {cpm/ .12 mg)
0.0 . 178 2472 ]
8.0 1575 4110 0

18.0 4475 20109 8020
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acuérdo a2 los siguientes pardmetros: concentracidn de protefl
na en sobren;dante celular de 109 060 x g, de ribosomas, tiem
poe y temperatura de incubacifn (fig. 6); asimismo se optimizd
la concentracidn de acetato de magnesio, acetato de potasio vy
espermina (fig. 7}, siendo interesante el cbservar que cuando
el sistema es suministrado con espermina, el nivel de magnesio
requerido baja de 8 a Z mM para obtener un miximo de incorpo-
racién. En la tabla 2 se presentan las concentraciones &pti-
mas finales de cada uno de los componentes del sistema de in-
corporacidén utilizando teiido fresce y que es el gue utiliza-
mos para los demis experimentos, extrapolando estas condicio-

nes también para el sistema de tejidos envejecidos.

Finalmente en la tabla 3 se presenta el rendimiento final ob
tenido peor el tratamiento con sal de cloruro de potasic en
la incorporacién del sistema reconstituido de tejido fresco
y envejecido y la estimulacidn obtenida después de 1la opti-
mizacién del sistema, pudiéndose observar que fue notablemen

te aumentada con respecto a las preparaciones crudas.

3.3. Comparacidén de las actividades ribosomales Kigg ¥ com-

ponentes del sobrenadante celular obtenide de 100 000 x

g8 (Sygo’-
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Tabla 2. Concentracicnes Sptimas de los componentes del siste
ma de traduccién in vitre en el sistema reconstituido homogéneo
de papa. La mezclZ Tenid cada unc de estos componentes menos
el que se estaba optimizando, en un voldmen final de 100 ui,
incubado .a 30°C por 60 minutos y finalmente la reaccidn era de-
renida mediantée la adicisn de &cido tricloroacético.

Hepes-KOH pH 7.6 © 20 mM
ATP 1 mM
GTP 20 uM
{reatina fosfato 8 mM
Creatina cinass _ 40 ug/ml
Acetato de magnesio 2 mM
Acetato de potasio 120 mM
Ditiotreitol 2.5 mM
Espermina _ _ 80 uM
Clorurc de potasio 20 mM

19 aa (-leucina) 30 oM
ARN, de germen de trigo 15 ng/ml
Sobrenadante celular 120 ug
Ribosomas . | 120 ng

Leucina -3H 1 uC
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Tzbla 3. Estimulacidn obtenida en el sistema de incorporacién
de leucina 3H in vitro después de la optimizacidn del mismo.
Las condiciones de Ia medicidn son citadas en "materiales y

métodos".

Tiempo Ribqsomas

(hr) ug
0 120
0 120

i8 120

18 120

Sobrenadante -

ug

120
120
120
120

Purificacidn

Rib. crudos
Rib. K300
Rib. K300

. Rib. crudos

cpm
Leu, 3%1

178
4008
228435
4475

Incremento

22.5
128.3
25,2
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El sigulente objetivo de nuestra investigacidn era el de mos-
trar que la diferencia en actividad para la incorporacién, en
este caso leucina tritiada, de las preparaciones propedentes
de diferentes periodos de incubacidn, se encuentra no sélo a
nivel de ribosomas sino también del contenido del 3100. Para
ello se selegcionaron tres tiempos de incubacidn: 0.0, 7.0 y
18,0 h que de acuerdo a los experimentos de incorporacién

in vivo presentan buena actividad de sintesis de proteinas.
8i lo que se plantea era lo correcto, entonces se esperaria
que tanto paquete ribosomal como SIGO mejoraran con el tiempo
de incubacidn y por 1o tanto si se realizaban cruzas entre
ambos se debia poner de manifiesto este hecho. En 1a‘figura
8 se presentan los resultados obtenidos en la titulacién de
S?OG de diferentes tejidos incubados. En este caso se tra-
bajd con ribosomas aislados de tejido fresco, manteniéndolos
a una concentracidn constante final de 120 ug y variando las
concentraciones dg S1pp con respecto al contenido de protei
na- total, en este caso fueron tres las conceantraciones usadas:
40, 60 vy 100 ug por sistema, observindose que en cualquiera
de los tres casos es el sobrenadante procedente de tejidos
iﬁcubados por 7.0 h el gue estimulaba més la incorporacidén
(de 2500 ¢pm a 13 500 cpm) siguiendo el de 18.C h (de 1 100
cpm a 11 500 cpm) y no su propio sobrenadante, lo que indi-
ca una diferencia para estimular la incorporacifn del ami-
nodcido radiactivo a nivel de los componentes del sobrenadan

te celular,
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The
I8 hr.

fresco

Thr
iBhr

The.
1B hr,

fresco

fresco

&0 — |00
ug de proteina en sobrenadante celular

e G () s

{pa)

Fig. 8. Incorperacién in vitro de leucina 3H por ribosomas de te-

jido fresco de papa en presencia de sobrenadante celular obtenide
de tejido fresce, de 7.0 h y de 18.0 h de incubacidn.
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Debido al diffcil manejo del tiempo 7.0 h ya que la extrac-
¢ifn y lavado debe hacerse el mismo dia, coptamos por traba-
jar s6lo con tejidos fresco y eavejecide por 18.0 h y los

resultados presentados de aqui en-adelante serdn sblo a eé-

tos tiempos.

Como contraparte de los resultados presentados en la figurs
8, en la figura 9 se muestran datos obtenidos de las cruzas
entre sobrenadante celular y ribosomas aislados de tejido
fresco y de 18.0 h de incubacién. En este experimento tan-
to iz concentracifn del sobrenadante celular como la de los
ribosomas de ambas fracciones (tejido fresco y de 18.0 h de
incubacién} se mantuvo constante.  Se puede observar una ma-
yor estimulacién de la incorporacidn de Leu §H cuando el so-
brenadante celular aislado de tejido fresco se encuentra en
presencia de ribosomas procedentes de tejido envejecido por
18.0 h {c) que en la de ribosomas de tejido fresco (b); en
caso de suministrar sobrenadante celular de tejido envejeci-
do el sistema homogéneo (e) es el mis eficiente de todos y

si se sustituye su fraccién ribosomal por la obtenida de
tejido fresco (d} la incorporacifén es menor, 1o que nos mues-
tra una diferencia en cuanto a la contribucidn del ribosoma
presente que se manifiesta en el rendimiento de incorporacidn
de Leu “H siendo mayor en el caso de ribosomas aislados de

tejido envejecido, ademis se confirma nuevamente que también
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Fig. 9, Actividad diferencial de la incorporacidn de leu-
cina -"H en sistemas de traduccidn in vitro de tejido fres

co de papa y tejido incubado 18.0 hlU

a) Sobrenadante celular fresco (Stp) 6 incubado Stig) en
ausencia de ribosomas.

b)

€}
d)
ey

Sistema
fresco.

Sistema
Sistema

Sistema
18 h).

nomogenco t, {Rib. tej. fresco + Sobr., tej.

cruzado (Rib. tei. 18.0 h + Sobr. te}. fresco)
cruzado (Rib. tej. fresco + Sobr. te}. 18 h)

homogeneo t,o (Rib. tej. 18.8 h + Sobr. tej.
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el sobrenadante de tejido envejecido es mds eficiente.

Asimismo en la tabla 4 experimentos llevados a cabo con me-
tioﬁina tritiada corroboran nuevamente el hecho de que-las
fracciones ribosomales y citopldsmicas muestran diferencias,

vya que al realizar las cruzas entre ribosomas y sobrenadante
celular {una concentracidn fija de 120 ug en ambos componente)
la observacidn final igual que en el experimento con leucina
tritiada es que con el tiempo de envejecimiento la fraccién
ribosomal mejora en cuanto a su capacidad de incorporacidn de
un .aminodcide radiactivo aGn en presencia de un sobrenadante
celular poco efiéiente como lo es el obtenido de tejide fres-

£o.

Hasta aqui podemos concluir que nuestro primer objetivo queda
demosiradp en.cuanto a que la diferencia en actividades.de
sintesis de proteinas durante las primeras horas de la respues
ta de.herida, al menos in vitro, queda confinada tanto a ia
fraccidn ribes&mél como a Ibs componehtes del sobrenadante ce-

lular.

3.4, Efecté de 1la adicién del lavado ribosomal KSOG sobre los

sistemas de incorporacidén in vitro.

Dado gque el tratamiento de los ribosomas con clorurc de pota-



51

Tabla 4. Incorporacidn de leucina y meticnina 3y in vitro por
sistemas reconstituidos homogéneos y cruzades, de ribosomas
aislados de discos frescos y envejecidos de papa. La mezcla
de reaccién contiene 120 ug de ribosomas, 120 ug de proteina
del sobrenadante celular. Otras condiciones de la reaccidn en
"materiales y métodos". '

Leu- H  Met-H
L4 LY ¥ ] 1
cpm estimilacién cpm estimulacidn
sty 1216 1.0 1333 1.0
Sty + Rib.ty 2148 3.4 1823 1.4
Styg * Rib tg 11350 9.3 2823 2.1
Styg 820 1.0 - nn 1.0
i A )
§1g + Rib tyg 14933 18.2 3975 3.4

st18 + Rib to 6437 7.8 4628 4.0
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sio a una concentracidén final de 300 mM nos did una estimula

cifn en la incorporacifn de leucina radiactiva, observada co-
moun aumento en las cuentas por minuto cbtenidas en los siste-
mas reconstituidos, nos parecidé interesante corroborar el efec
to inhibitorio de los lavados ribosomales sobre sus propias
fracciones procedentes y tratar de conocer algunas de sus pro-
piledades, Al sobrenadante obtenido de ribosomas de telido
fresco por este tratamiento lo denominamos lavado ribosomal de
tiempo cero (L. R. tD) o L.R. t,q si proviene de ribosomas de

teiide envejecide por 18.90 hr.

"Con el fin de medir el efecto del iavado ribosomal, era nece-
sario su previa concentracién y por consiguiente su diflisis
posterior. Si la fraccién permanecia siendo inhibitoria, en
primer lugar nos indicarfa que el factor{es) inhibidor(es) se
ria{n) de peso molecular considerable por ser no dializable vy

efectivamente esto fue lo encontrado.

En la figura 10 podemos observar el efecto inhibitorio de los
lavados ribosomales sobre sus propios sistemas reconstituldos,
siendo mds marcado este efecto en el lavado procedente de
tiempo 0.0 h gque en el de tejido envejecido. Asimismo para
saber un poco acerca de la naturaleza del{los) compuesto(s)

inhibitorio(s) del lavadec ribosomal, estes se calentaron por
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5 minutos a 90°C y se adicionaron nuevamente a los sistemas
completos de incorporacién de leucina radiactiva y como se
observa hubo reversidn de la inhibicién (c vs b v £ vs e}.
La figura 11 nos representa comparativamente el porcentaje
de inhibicifn causada por los lavados ribosomales en sus pro
pios sistemas, encontridndose alrededor de un 55% para tiempo
0.0 h y 28% para tiempo 18.0 h a una concentracidén de 200 ug
de proteina de lavado ribosomal; en la figura 12 podemos cb-
servar que ¢se efecto inhibitoric se pierde con el tiempo de
almacenamientc a - 76°C, motivo per el cual las determinacio
nes con lavado ribosomal se haciazn inmediatamente después de

obtener las fracciones liofilizadas y dializadas.

En la figura 13 se muestra la incorporacién obtenida en pre-
sencia y ausencia del lavade ribesomal. Podemos observar en
primer lugar, lo ya establecido, que sistemas completos {es
decir fracciones ribosomales con sus propios 8190) de tiempo
6.0 h son menos eficientes (barras blancas) para iancorporar
leucina radiactiva que los provenientes de 18.0 h (barras
rayadas). Cuando a cada uno de estos sistemas se les adicio
naba su propic L.R. & una concentracidén de 100 ug por conte-
nido de proteina determinada por Lowry, la actividad de sin-
tesis de proteinas . se baja alrededor de un 40% en el sistema
de tiempo 0.0 h { a vs b) y ua 10% en el de tiempo 18.0 h

( & vs B) 1o que nos indicaba una capacidad de inhibicidn d4i
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ferencial en los lavados ribosomales, al realizar una cruza
de lavados ribosomales en presencia de sistemas completos,
“queda claro que el lavado ribosomal procedente de tejido
fresco es mids inhibitorio que 2l de tiempo 18.0 h {como yva

se habfa apuntado anteriormente) al ser adicionado al siste-
ma completo de tiempo 18.0 h (b'vs ¢') ya que nos da una in-
hibicifén més aceﬁtuada {4 veces) que cuando se usa su propio
lavade ribosomal. Por el contrario cuando al sistema comple
to de tiempo 0.0 h se le suministra L.R. t,, se obtiene casi
el mismo por ciento de inhibicién que cuandc se usa su pro-
pio lavado (b vs c}, pensamos que esta capacidad inhibitoria
diferencial de los lavados ribosomales no se observa debido
pesiblemente a la baja eficiencia del sistema homogénec de tg
jido fresco reconfirmdndese asi la diferencia existente en
los componentes del $,00» Ya que por otra parte cuando hace-
mos doble cruza entre lavados ribosomales y Sypp vemos que el
sistema cruzado en presencia de ribosomas de tiempo 18 con so
brenadante y lavado ribosomal de tiempo 0 h el efecto inhibi-
torio es mayor que cuando comparamos el sistema completo del
tiempo 18 h, mis su propio lavado ribosomal (d”"vs b"}, lo que
nos indica que posiblemente aparte de la inhibicién por el
lavado ribosomal el sobrenadante celular de tejido fresco es
menos eficiente en la sintesis de proteinas, lo mismo podemos
observar en los sistemas de doble cruza para el caso de ribo-

somas de tiempo cero con 5400 de tyg ¥ lavado ribosomal de
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tiemﬁo 18 h (b vs d) para el caso del sistema homogéneo del
tiempo 0 al cual revierte la inhibicién del L.R de t;g (€]
dando por el contrario una estimulacién de un 25%, gracias

2 la presencia de un mejor scbrenadante (d).

Sin embargo nos asaltd la duda de que este efecto inhibito-
‘rio por el lavado ribosomal se debiera en parte a una activi
dad proteolitica no obstante que Pérez (37) encontrd gque du-
rante las primeras horas de incubacidén hay actividad proteo-
litica muy baja en el sobrenadante celular 1llegando a un mé-
ximo a las 48 h por lo tanto si la actividad inhibitoria fug
s¢ exclusivamente por la proteasa presente, la capacidad inhi
‘bitoria del lavado ribosomal deberia ser en igual sentido.

Se procedid a llevar é cabo una serie de experimentos con el
inhibidor de proteasa fluoruroe de fenil metil sulfonilo

(PMSF) .

Como se observa en la tabla 5 la actividad proteclitica en-
contrada en el L.R: ty es fuertemente inhibida a una concen-
tracidn de 5 uM (64%) mostrandose la misma cuande el lavado
ribosomal fﬁe previamente calentado per 5 minutos a 90°C y
un 16% mfs de inhibicidn cuando se incrementé 20 veces la
cantidad de PMSF (100 uM). Debido a que se encontrd la pre-
sencia de actividad proteolitica en el lavado ribosomal se

hizo fuertemente determinante el estudiar si toda la actividad
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Tabla 5. Actividad de proteasas en el lavado ribosomal a pH

7.6 en tejido fresco de Solanum tuberosum, L. Al lavade ri-

bosomal liofilizado y dializado se le determind el contenido

de proteina por Lowry ¥y una concentracién equivalente de 0.46
mg de protefna por ml en el sistema de reaccidn fue lo que se
empled como fuente de enzima de medicifn. Otras caracteris-

ticas del sistema se indican en “materiales y métodos®.

Ensayo Preincubado Actividad espe % Actividad % Inhibi-

% min-96°C cifica (U/mg Jde total cidn.
proteina).
- - 40.81 100 % -
+ 5 uM PMSE - 1.5 38.5 64.5
+ SuM PMSE . 16.1 39.5 60.5

+ 100 Wi PISF - 7.79 19,1 80,9



inhibitoria del lavado ribosomual previamente observada, fue
se debido a esta actividad o a la prescncia de alglGn{os) in-
hibideres de sintesis de proteinas. [s importante recordar
gue cuando el lavadeo ribesomal se precaiienta pierde capaci-
dad inhibitoria de sintesis de proteinas {fig 10}, mientras
que aparentemente la actividad proteolitica es estable al

calor (tabla 5).

Se pensd entonces que si ose inhibila la actividad proteoliti-
ca previamente en el lavado ribosemal y luego se adicionaba
este lavade al sistema de incorporacién, podria tratar de
obiscrvarse si atn cxistfia actividad inhibitoria de sintesis
de proteinas ¢n cstos lavados, considerando la posibilidad
de que cierto porcentaje de actividad proteolitica queda

presente alin con 100 uM de PMSE.

Con el [in de realizar cstos oxperiméntcs fue necesario pri-
mero estudiar el ofecto del PMSF sobre nuestro sistema de
Jncorpcracién‘ig vitro con el objeto de ver si era posible
cl-realizarios sin que su presencia on cl sistema in vitro
afcctara fuortemente su eficiencia.  Se probaron diferentes
concentraciones del mismo {tabla 6}, cobteniéndosc una fuer-
te inhibicidén de la incorporacidén de sintesis de proteinas
tan alta como un 39% a una concentracién de 0.1 mM de PMSF,

sin embargo, utilizando una de 5 uM podemos reducirla a un
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Tabla 6. Inhibicién del sistema in vitro de sintesis de protef
nas por el lavado ribosomal en tejido fresco de Solanum tubero-

sum, L., en presencia y ausencia de PMSF.

El ensayo se realizd

ctomo se indica en materiales y métodos y al igual que en la

tabla 5.

Exp. Sistema PMSF Lav, Rib.
N. caopleto uM 100 ug

i " - -

2 " 1.6 -

3 u 5.0 .

4 n 1%.0 - "

5 " 100.0. -
6 " - L.R.

7 " 1.6 L.R.

g " 5.0 L.R.

o v 10.0 L.R.
10 " 100.0 L.R.
11 ' 1 m L.R.

cpm

4187 -

4210
3433
2060
2575
2001
2077
1955
1997
1256

164

% Actividad

total

100
100.5
82.0

3 Inhibicitn

18
50.8
3&6.5
52.2
50.4
53.3
52.3.
70.0
96.1
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i8% y es importante recordar que a esta concentracidén se inhi
be un 64% la actividad proteolitica. La tabla 6 muestra com-
parativamente los resultados del sistema de incorporacidn en
presencia de lavados ribosomales, medidos en presencia y ausen
c¢ia del inhibidor de proteasas. En estos resultados podemos
observar que an en la presencia del inhibidor PMSF (para lo
cual el lavado ribosomal fue previamente incubado por espacioe
de 30 minutos a 30°C) persiste la inhibicién del sistema de
incorporacidn de sintesis de proteinas sugiriendo que la mis-~
ma puede ser debida a otra causaz diferente a una actividad

proteolitica {experimento 5 y 10).

3.5, Efecto de la adicién del lavado ribosomal KSGU sobre otro

sistema de incorporacién in vitroe.

Con objeto de caracterizar un poco més la actividad inhibito
ria de los lavados ribosomales provenientes tanto de tejido
fresco comp envejecido 18.0 h, éstos fueron adicionados a un
sistema de incorporacién in vitroe de sintesis de proteinas
de gérmeﬁ de trigo {(fig. 14) utilizandoc dos tipos‘de ARNm:
uno sintético (poli U) y otro natural (TMV). En ambos casos
se presenta una fuerte inhibicidén de la incorporacién del
émiﬁoécido radiactive en presencia del lavade ribosomal de
ty ¥ tig- Asimismo con ambos mensajéfos, nuevamente Se€ con-

firma que el lavado ribosomal de tiempe 0.0 h inhibe en ma-



% actividad residual

actividad residual

%

100x '3

B

804

404

20+

+00.]

804

204

a b c i b"‘_ﬂ ¢’
Fig. 14. Efecto de la adicidn del lavado ribosomal de tejido fresco
¢ incubado sobre la sintesis de proteinas en un sistema de traduccidn
in vitro de gemmen de trige. Il ARMNm utilizado fue poll U{A) o ARNm-
T TE], a) control. Al sistema de germen de trige se le adicionarei
106 ug de proteina de lavado ribosomal de tejido frescop=m y en-
vejecido 18 h mgElm sin preincubar (b,b*) o preincubade a 90°C por §
minutos {c, ¢7).

it uartt
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yor proporcifn que el de tiempo 18.0; ademés a semejanza de
lo que achre en el sistema de papa al efectuar un calenta-
miento previo de los lavados ribosomales por § minutos a

90°C se presenta reversidn de la inhibicidn {c y 7Y, siendo
mis marcado el efecto de reversidn aparentemente con el la-

vado ribosemal que proviene de tejido envejecido.
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5. DISCUSION.

Como se ha descriteo en la parte cdrrespondiente 2 resultados,
la primera parte de este trabajo consistid en el estableci-
miento del sistema de herida, esto es, un sistema de incuba-
¢ién de los tejidos cortades, de tal manera que pudieramos
reproducir algunos de los pardmetros caracteristicos de la
respueéta a2 la herida y tener asi por lo tanto, la certeza de
que las condiciones de trabajo empleadas eran las adecuadas.
De acuerdo a los resultados presentados, esto quedd demostrado
y podemos observar que bajo nuestras condiciones la ocurren-
¢ia de un aumento en el contenido ribosomal (fig. 1) para-
lelo a la formacién de polisomas (fig. 5) y contenido de
proieina (fig. 2 y 3} se encuentran localizados entre las 6.0
y 18.0 h después de efectuado el corte, la diferencia observa-
da en los miximos de proteina oﬁtenidOS (6 v 18) se debe a
dos causas posibles: 1) La proteina total determinada en la
fig. 2 fue la que corresponde a aquella obtenida después de
una homogenizacidn y pesterior centrifugacién & 3 300 x g,
mientras que la de la fig. 3 corresponde a aquella determi-
nada en el sobrenadante postribosomal y 2) a veces ailn deter-
minando proteina sélo en sobrenadantes pestribosomales se
observa esta diferencia en miximos observados debido a la
variabilidad del tejido, en cuanto a ia respuesta obtehida,
ya que aungue la tendencia es la misma, los miximos que pre-

séntan ciertos pardmetros difieren de un lote de trabajo a
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otro; posterior a este miximo de contenido de proteina se
observd una caida en el mismo, lo cual es confirmade en los
experimentos de incorporacida in vive (figs 3 y 4) tanto en
la radiactividad del contenido de proteina liberada al so-
brenadante celular como en la asociada a la fraccién ribosg
mal; esta caida puede ser explicada no porque haya disminu-
cifn de la sintesis de proteinas, sinc a otras razones come
son: 1) Un suministro inadecuade de marca radiactiva. No
obstante que a las 12.0 h de incubacidén se probaron tres di-
ferentes actividades especificas de marca radiactiva (50,
100 y 150 uC/ 0.5 g de tejide) y el nidmeroc de cuentas por mi
nuto cobtenidas son aproximadamente similares, esta posibili-
dad no fue descartada completamente existiendo la posibilidad
de que a estos tiempos, en donde se ha observado un aumento
en los niveles de aminofcidos (37) la marca radiactiva se
diluya. 2) Una mayor actividad proteclitica que se genere
en respuesta a ia herida, como lo ha reportado Pérez (37) en
papa vy que empieza a ser mixima alrededor de las 24 h y 3)
Una actividad de RNasa que es §ptima entre las 18.0 y las
24.0 h, come lo encontrd Sacher (6) para tejido herido de

camote.

Por otra parte, se ha reportado que en embriones de trigo
(38} existen Z pozas de aminodcidos, una de ellas es fuente

directa para la sintesis de proteinas, mientras que la otra
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poza que si es receptora de los aminodcidos suministrados
exfgenamente sdlo esté en equilibrio con la primera, en base
a2 este antecedente se podria pensar que en nuestro sistema,
en aquel tiempo en donde se observa la disminucidn de la in-
corporacidén de leucina marcada, hay un inadecuado fluioc de
aminodcidos hacia la poza suministradora de amincofcidos para
la sintesis de proteinas y por lo tanto ne importando la can-
tidad de marca suministrada, la misma no es incorporada a la

proteina que se estd sintetizando.

Para poder observar algunos de log componentes de la maquinaria
de sintesis de proteinas, se& hizo necesario el desarrollar un
sistema de traduccién in vitre el cual pudiese posteriormente
ser reconstituido, al establecimiento del mismoc nos encontra-
mos que en el sistema "crudo", la capacidad de incorperacién
del aminofcido radiactivo suministrado era muy baja sobre to-
do en aquel proveniente de tejido fresce {(tabla 1, segunda co
lumnma), por esto, no cbstante que Ellis y MacDonald (26} utili
zando tambi#n ur sistema de traduccidn jin vitro, en betabel co
mo material de estudio, habian descartado la posibilidad de la
presencia de un inhibidor disociable de sintesis de proteina,
procedimos a llevar a cabo en las fracciones ribosomales un lg
vado por medio de una sal (cloruro de postasio) concel objete
de aumentar la eficiencia de la incorporacién del aminodcido,
ya que por uf lade ¢l lavado eliminaria residuos presentes

del propic sobrenadante celular o bien por otro se localizaria
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la fraccidn que impidiese un sistema de incorporacidn con
mejor rendimiento. Fue interesante por lo tanto el observar
que realmente obteniamos un incremento considerable, lavando
los ribosomas con KC1, principalmente en tejido fresco (ta-
bla 1, tercera columma), llegande a ser de 3 a 5 veces mayor
con respecto al aldmero de cuentas por minuto observadas en las
preparaciones crudas para tejideos envejecidos. Cuando 1ss
condiciones del lavado del '"pellet” ribosomal son mids fuer-
tes, es decir, al elevar la concentracidn final de 1a sal a
500 mM, la maquinaria de sfintesis de pfoteinas es severamente
afectada, al grado de no haber incorporacidén alguna en las
preparaciocnes provenientes de tejido fresco y envejecide 8.0 h
sin que se pierda completamente la incorporacién en aquellos
experimentos con fracciones de tejidos obtenidos después de
18.0 h de incubacidn (tabla 1, cuarta columna), probablemen-
te porque a este tiempo la estabilidad de los poliribusomas
presentes sea mayor. Si bilen en el sistema LS el nGmero de
cuentas por minute aumentd con respecto al sistema crude en
los tres tiempos determinades, a las 8 h no se observd una
cestimulacidén (1.7 veces) como la obtenida en la preparacidn
cruda a este mismo tiempo {9 veces). Bin embargo, en el sis-
tema Kyqo si hay una clara estimulacién de la incorporacidn
entre el tiempo 0 h y 18 h {8 veces) los cuales fueron usa-

dos en la mayor parte de los experimentos llevados a cabo.

El sistema de incorporacifm utilizando ribosomas lavades con
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KCL 300 ﬁM fue optimizado con respecte a varios de sus com-
ponentes {figs 6 y 7} y como resultado final del rendimiente
de incorporacidn logrado se puede observar en 1& fabla 3
que-ia'estimulaaién obtenida é&n respecto a los ribosomds
crudos de tiempo 0.0 h por efecto del lavado fue de 22.5 ve-
ces mientras que se logrd hasta 128 veces si se compara el
'siétema de tejido freséo crudo con respecto al del tiempo
18.0 h de incubacién. Esta marcada estimulacidn nos sugirié
la posible presencia de un inhibider que pudiese ser la cau-
sa de la pobre incorporacifn obtenida previamente en los
sistemas crudos, notdndose asimismo que estd presente tanto
en'ﬁreparacionés provenientes de tejido fresco como en los
de tejido incubado por varias horas después del corte y que
- aGn después de eliminarlo notamos una actividad diferencial
en tos sistemas reconstituidos seglin el tiempo de incubacién
que se trate, 'es decir, ne. por eliminarlo de la fraccidn ri-
bosomal de tiempo 0.0 h ésta se iguala en cuando a su capa-
cidad para llevar a cabo la sintesis de ptroteinas con las
preparaciones envejecidas como respuésta a la herida, sino
que se sigue observando‘una_mayor in;of@oraciﬁn*en'éstas

tltimas.

Bajo estas condiciones se pudo intentar poner de manifiesto
la diferencia tanto de las fracciones ribosomales como de

los componentes del sobrenadante celular enr-cuanto a su capa
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ci&ad de sintesis de proteinas in vitro comparativamente a
diferentes tiempos de incubacidn del tejido cortade y de
.acuerdo a estos resultados podemos decir que tanto la frac-
¢idn ribosomal como Za.citoblésmica tienen diferente capaci
dad de incorporacién’dependiéndo del tiempo de incubacidn

del fejiéo, debido a las siguientes evidenclas: 7. Su com-
portamiento en los experimentos de cruzas (ribosomas aisla-
dos de un tiempé + sobrenadante de otro tiempo), como se pue
de ver en la fig. 8 .A una concentracifn constante de riboso
mas, la mejoria del sobrenadante celular con el envejecimien
.to del tejido es notoria a'éualquiera de las concentraciones
de proteina probadas y lliegande a saturacién alrededor de.
100-120 ug de proteina; por otro lado las fracciones ribosomg
les tambi&n mostraron esta misma diferencia (fig 9 b y ¢, ta-
blg 4y, 12, Su comportamiento en los experimentos de cruzas
en presencia del lavade ribosomal Kggg (£ig 13}, ya que inclu
so llega a haber reversidn de esta inhibicifén causada por el
lavado en presencia de un sobrenadante postribosomal o una
fraccién ribosomal de mayor tiempo de envejecimiento y 3. Su
comportamiento frente al lavado con clorure de potasio a una
concentracidn final de 500 mM, vya que como se ha citado ante-
riormente, a pesar de lo drdstico de este tratamiento, el sis
_tema de incorporacién in vitro procedente de tiempo 18.0 h

estd afin activo con respecto a su contraparte "cruda™.

El hecho de que podamos observar estas diferencias se logrd
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debido al tratamiento efectuado en las fracciones ribosoma-
les ya que al eliminar al inhibidor se hace pesible que reg
pondan diferencialmente a los componentes del sobrenadante
celular entre ellos ARNm el cual segin Kahl, Sato y Leaver
(28, 29, 30) estd restringido en preparaciones provenientes
de tejide fresco pero que.bajo.nuestras condiciones experi-
mentales de los cortes de tejido, es suficiente como para
permitir una buena incorporacidn en sistemas lavados en los
“que se eiimindé el inhihidor de tejido fresce en ausencia

de un mensajero exdgeno, lo cual puede ser explicado va que
previamente Ellis y MacDonal (26) habfan encontrado que
otros componentes de la maquinaria de sintesis de proteinas
tales como enzimas activantes, ARNt y el nivel de ATP se
encuentran en tejido fresco en cantidad suficiente como pa-
ra observar una buena incorporacifn in vitro vy ademéS'prd-
curamos que nuestros sistemas de incorporacién estuvieran.
en igualdad de condiciones con respecto a la presencia de
estas variables.y en concentraciones no limitantes en el
sistema de medicidn. Aln asi no podemos atribuir todo el
aumento en la sintesis_dé proteinas en los sistemas reconsg
tituidos de tejido herido comparativamente contra los de
tejido fresco exclusivamente a la eliminacidén del inhibidor
por medio del lavado, va que como Lin (27) lo ha reportado
en tejido de zanahoria, hay presencia de dos bandas de pro

teinas asociadas a ribosomas provenientes de tejido enveje-



cido que no apareceﬁ en tejido fresco y gque podrian estar
involucradas para dar una mayor .eficiencia en la incorpora-
¢ién, quedando entonces la'poéibilidad de efectuar experi-
mentos similgres y més diréctds en papa y ver si efectiva-
mente si existen bandas de proteina asociadas a ribosomas
de tejidos envejecidos que presentan activacidén de sintesis

de proteinas.

Por otra parte en estds experimentos también se evidencid
que el sobrenadante celular, fuente de factores necesarios
para llevar a cabo la sintesis de proteinasles mis activo
con el tiempo en que es incubado el tejido, atribuible a co-
mo se ha sugerido anteriormente a un-aumento o activacisn
de ARNm principalmente entre otros fattores que pueden aumen
tar por el efecto de la herida y que se manifestarfia por in-

ducir ARNm de proteinas asociadas a la respuesta de herida,

En vista del incremento en la incorporaci6én del aminodcido
vadizgtivo, logrado por medio deliavado ribosomal, llevamos
a cabo experimentos encaminados a confirmar el efecto inhi-
bitorio de este lavado sobre nuestro sistema de traduccién
in vitro. encontrindonos con la presencia de una actividad
inhibitoria, tanto en el procedente de tejido fresco como en

el tejido envejecido (fig. 11).
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Aungque aparentemente esta actividad inhibitori; es diferen-
cial ya que es'mayor en el lavado ribosomal proveniente de
tejido fresco que en el de tejido envejecido, no obstante

que adicionabamos la misma cantidad por contenido de proteina
por sistema, (fig. '3, 14), existe la posibilidad de que am-
bos lavados ribosomales sean igualmente inhibiterios, pero
que la concentracidn del inhibidor en aquel lavado aislado de
tejido incubado 18 h es mucho menor que en el de tiempo 0 h

y por eso se expresa en menor grado, asimismo observando los
resultados presentados en la fig, 13 (bvs ¢ ¥y cyvs b) pare-
cerfa que la menciénada-actividad inhibitoria se expresa en
forma diferente dependiendo d¢l sobrenadante celular presente,
es decir el S§,4, procedente de tejido.envejecido inhibe la
inhibicidn causada por los lavados ribosomales, debido posi-
blemente a la presencia de algiin agente regulador de esta
actividad, el cual estd ausente en el §,,, procedente de te-
jido fresco, quedando asf la posibilidad de llevar a cabo

posteriores investigaciones en esta frea.

No.habigndo reporte alguno acerca de este inhibidor y es--
fablecido su aparente caricter proteico, manifestado por su
inesfabilidad al calor (fig. 10, 14} se procedid a descartar
1a posibilidad de cque esta baja incorporacién se debiera a
una actividad proteclitica ya sea en si mismo o debido a una

contaminacién. por parte del sobrenadante celular en el mo-
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mento del aislamiento de ribosomas ya que como se ha cita
do, Pérez (37), encontrd en este sobrenadante un aumento

en la actividad proteolitica en respuesta a la herida, sien
do mixima entre las 24 y 48 hr a un pH de 5.7 mientras que
cuando fue determinada a un pH 7.6 (pH del sistema de tra-
duccién}) la actividad proteclitica fue casi nula. Para de-
terminar si existia actividad proteoiitica en el lavado ri-
bosomal, se midid esta enzima al mismo pH del sistema de
incorporacidn, encontrédndose actividad presente en los lava
dos ribosomales de tejido fresco la cual es inhibida por
PMSF hasta en 60%. MNo obstante la actividad proteciitica
presente en los lavades ribosemales, no ecs causa total de la
inhibicién observada, ya que en presencia del inhibidor de
proteasa PMSF {tabla §) podemos observar aproximadamente 15%
de inhibicién que atribuimos a algln componente del lavade

ribosomal (tabla 6, exp. 5 y 10).

Si bien los dates presentados en las figs. 5 y €& sb6lo son
sugerentes con respectc a gque no toda la inhibicién causa-
da por el lavade ribosomal se debe a upa actividad de pro-
teasa, cxisten otros hechos que apoyan esta sugerencia como
io es el que la actividad proteciitica encontrada en el la-
vado ribosomal de tejido de tiempo 18.0 h fue mayor que la
del tiempo 0 h, y si1 se recuerda en cuanto a su capacidad

inhibitoria sucede lo contrario, ademfs como se muestra en



76

la tabla 5 1la proteasa determinada en to &s estable al ca

lor mientras que la inhibicidn no (fig. 18, 143.

De acuerdo a lo anteriormente presentado, podemos concluir
que: 1, El aumento en la capacidad de sintesis de proteinas
en.respuesta a la herida en tejide de almacenamiento de papa,
se¢ debe a cambios tanto en las fracciones ribosomales como
citopldsmicas; 2. Existe un inhibidor de sintesis de pro-
teinas asociade a ribosomas cuya actividad o concentracién
va desapareciendo de manera directa al tiempo de envejeci-
miento del tejide y 3. Esta actividad inhibitoria no se
debe exclusivamente a una actividad de proteasa. De aqui
gue nosctros interpretemos los resultados como una implica-
ddn de que los ribosomas de tejido fresco son menos eficien-
tes debido entre otras cosas a la presencia de este inhibi-
dor extraible por sal, el cual con el paso del tiempe va per
diendo actividad o concentracidén a la vez que los componen-
tes del sobrenadante celular son enriquecidos con factores
necesarics o que ayudan a la sstimulacidn de la sintesis de

proteinas.

Resultados preliminares llevados a cabo para investigar el
mecanismo por el cual es inhibida la sintesis de proteinas
por el lavado ribosomal, procedente de tejido fresco, fueron

hechos comparando las cinéticas de esta inhibicién con aque-
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llas producidas por un inhibidor de elongacién conocide co-
mo es la cicloheximida, encontréndose semejanza entre ambas.
La posibilidad de una inhibicién en algiin pasoc del mecanismo
de sintesis de proteinas viene aunado a lo observado en los
experimentos de cruzas que se realizaron en gresehcia de me-
tionina °H {tabla 4) en donde el incremento obtenido con es-
te aminoidcido muestra la misma tendencia que cuando se uti-
liza leucina, sin embargo la eficiencia de incorporacidn es
marcadamente menor reflejando gue el por ciento de incorpora-
cidn de metionina en proteina sintetizada es mucho menor vy
posible indicador del grado de reinicio de la sintesis de
proteinas en el sistema in vitre, el cual viene a ser de 2.5
veces superior en tejideo envejecido por 18 h comparativamente
con el fresco. De acuerdo a los resultados presentados agui,
es evidente que se hace necesario realizar un estudio mis
profundo del lavado ribosomal conm el fin de caracterizar al
inhibidor presente en el mismo asi como tratar de elucidar

su mecanismo de accidén. Como se ha citado en 1a introduccidn,
ios cambios observados durante la respuesta a la herida se
asemejan con aqguellos que ocurren cuando un érgano de alma-
cenamiento pasa del estado latente al brotado y por le tante
estos estudios podrian dar luz acerca de cuales son los me-
canismos que lo controlan, teniende en cuenta ademds que es
necesario correlacionar los resultados obtenidos in vitro

con 1o que sucede in vive y en toda la planta.

VR
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