CATEDRA DE FISIOLOGIA VEGETAL
Prof. Dr. L. RECALDE MARTINEZ

Ars Pharm., 1, (n.° 3), 1960)

Intervencidn del sistema Ascdorbico oxidasa en
el crecimiento del coleoptilo de la avena

I1-Accion de las distintas sustancias que  forman el sistema
ascérbico oxidasa

LUIS RECALDE MARTINEZ Y RAFAEL GARCIA VILLANOVA

METABOILISMO DE 1.OS ACIDOS ORGANICOS EN LA CELULA
VEGETAL -DURANTE EL PERIODO DE CRECIMIENTO POR
ELONGACION

Apenas hay una etapa en el metabolismo a la que no se le hava su-
puesto punto de accion de las auxinas en relaciéon con el crecimiento celu-
lar. En ningun caso, sin embargo, esta relacion resulta tan evidente v expe-
rimentalmente demostrada como el metabolismo de los acidos organicos,
del que ampliamente depende el de glucidos, proétides v lipidos, lo que le
hace ocupar una posicion clave en el metabolismo entero de la célula.

a) Accion de los dcidos orginicos sobre la inhibicion del crecimiento por
el acido yodo-acético.

CoMMONER ¥ THIMANN (1941) (55) al estudiar el crecimiento de seccio-
nes aisladas de coleoptilos flotando en solucion de acido indolacético y sa-
carosa, encontraron que el acido yodo-acético se comportaba como un in-
tenso inhibidor del crecimiento. Con la particularidad de que esta inhibi-
cion podia ser totalmente prevenida por ciertos acidos organicos del ciclo d-
KREBS, tales comv malico, succinico, fumarico y piruvico, actuando a dé-
biles concentraciones del tipo de 10— M.

ALBAUM y COMMONER (1941) (56) v ALBauM v EicHEL (1943) (57) tra-
bajando en plantas enteras de avena, confirmaron que los acidos malico
y fumarico son capaces de revertir la inhibicién producida por el acido
yodo-acético, y de igual forma los acidos maldonico v maleico, que no sdlo

no pertenecen al ciclo de KREBS, sino que son clasicos inhibidores del
mismo.
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THIMANN v BONNER (1948) (44) sometieron a un detallado estudio las
condiciones en que se verifica la inhibicion del crecimiento por el acido
vodo-acético, encontrando; que la inhibicion dependia en primer lugar, de
la cantidad de oxigeno a disposicion del coleoptilo, va que la concentracién
umbral, para las secciones que crecen sumergidas, es inferior que para las
que lo hacen flotando; v en segundo, del tamaiio de los coledptilos de don-
de se hubieran obtenido las secciones, va aue el umbral de inhibicién re-
sultaba tanto mayor cuanto menor fuera el tamano de los coleoptilos, (o 1o
que es lo mismo, su edad “fisiolégica”). En resumen, la resistencia de las
plantas a la inhibiciéon vodo-acética disminuye rapidamente con la edad v
con la falta de oxigeno en el medio. Ademas, estos autores ampliaron la
lista de los acidos organicos capaces de revertir la inhibicion vode:acetica,
incluvendo el acido isocitrico.

b) Aecion de los acidos orginicos sobre el erecimiento por elongacion.

THIMANN v BoNNER (1948) (44) por otra parte. descubrieron una
nueva e interesante faceta de la intervencion de los acidos organicos en la
elongacidén, al demostrar que éstos, no solamente son capaces de neutralizar
la inhibicién provocada por el acido yodo-acético sino también de aumentar
el crecimiento cuando actuan solos. [.a mavoria de los acidos pertenecientes
al llamado ciclo de KRreBs (acido malico, pirdvico, fumarico. succinico,
isocitrico, citrico y a-cetoglutarico) demostraron poseer, con mas o menos
intiensidad, accion estimulante sobre la elongzacion del coledptilo de la ave-
na. Ademas de ellos, presentaron actividad, aunque pequena, los dos ulti-
mos, los acidos acético, malénico v maleico. En fin, el acido vodoacético a
concentraciones por debajo de su umbral de inhibicion, fue capaz también
de comportarse como un estimulante, alcanzando su efectn valores del 60
% sobre los controles.

l.a accion estimulante de los acidos oreanicos se ve modificada, en la
misma direccion v vor los mismos factores (tension de oxizeno del medio
v tamaio del coleoptilo) que intervienen en la reversion de la inhibicion
vodo-acética.

El triple hecho de aue las secciones tomadas de coledptilos jovenes
(cortos) necesiten menor concentracion de acidos organicos (para estimular
el crecimiento o para revertir la inhibicion vodo-acética, y mavor de acido
vodo-acético para inhibir el mismo) que las tomadas de coleoptilos viejos
(largos). se explica suponiendo que la cantidad de acidos organicos presen-
tes en el coleoptilo disminuve con la edad. Asi, si el contenido de acidos or-
ganicos, del tino ddicarboxilico, fuera en los coledptilos lo suficientemente
grande, habria que suponer que el acido vodo-acético no seria capaz de in-
hibir el crecimienio, v si dicho contenido disminuvera con la edad (o el
tamano del coleoptilo) la disminucién de la resistencia a la inhibicién vodo-
acético quedaria explicada. De los datos publicados por THIMANN, BONNE&
v CHRISTIANSEN (1951) (58) puede concluirse que asi sucede, va que al pa-
sar los coleéptilos de 54 a 120 horas de crecimiento, se observa que la can-
tidad de acido malico desciende de 205 miliequivalentes a 60, la de acido
citrico de 23 a 12 v la de acidos totales de 451 a 205.

Una explicacién alternativa puede darse, segiin los autores anterior-
mente citados, a esta disminucion; o bien que se debe a la simple accion
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del tiempo, o bien a su utilizacién en el crecimiento. Para contestar a tal
dilema se estudio las variaciones del contenido en acidos organicos durante
el crecimiento de secciones de coleéptilos en agua, acido indolacético y aci-
do indolacético mas arsenito (el arsenito es inhibidor del crecimiento como
luego veremos, pero su accion no es reversible que los acidos organicos).
El acido malico se consumié cuando las secciones crecian en agua, es decir,
cuando el crecimiento es lento, pero no el citrico ni el piruvico. Cuando el
crecimiento se veia fuertemente estimulade por la presencia del acido in-
dolacético, los tres acidos, sin distincion, fueron utilizados rapidamente.
Por iltimo, su utilizacién quedé casi totalmente prevenida, especialmente
la del malico v piruvico, cuando se inhibié el crecimiento por medio del
arsenito.

¢) Accion de otros inhibidores distintos del acido yodo-acético sobre el

crecimiento por elongacion.

El ser el acido vodo-acético un conocido inhibidor de los enzimas
portadores de grupos activos de tipo sulfihidrilo, condujo a suponer que
estos fermentos intervenian de forina importante en el crecimiento v llevo
a THIMANN v BONNER (1949) (59) a ensavar otros inhibidores especificos de
dicho grupo funcional con los resultados siguientes: El arsenito sédico se
comporta como un poderoso inhibidor del crecimiento. Sin embargo, su ac-
cion se diferencia de la provocac]a por el acido vodo-acético, en que no es
reversible por los ac14]05 organicos, ni por los compuestos “ditiol” (2-3 di-
tioglicerol (Bal), 2-3 butanoditiol v acido ditioglicélico) ni tampoco por la
arginina, v en que la sensibilidad de las secciones (a la inhibicién), no cam-
bia con la tensién de oxigeno, ni con la edad del coledptilo.

El pcloromercuribenzoato, asi como el nitrato v el cloruro fenilmer-
curico demostraron inhibir también el crecimiento con caracteristicas ana-
logas al arsenito. Estas (principalmente la falta de reversion por los acidos

r-vamcos) las explican THiIMANN v BoNNER (1949) (59) sobre el hecho fre-
cuentemente demostrado de que la inhibicion de un fermento puede ser
prevenida por exceso de sustrato, v sobre el de que la afinidad por el fer-
mento (demostrads en experiencias de inhibicion del crecimiento y de la
actividad enzimatica) disminuyve en el siguiente orden: arsenito — cloro-
mercuribenzoato — acido vodo-acético.

Estas consideraciones, sugiere a los autores anteriormente menciona-
dos, que la inhibicién del crecimiento que producen las lactonas no satura-
das, observada por VELDSTRA vy HavinGA (1943) (60), v en particular la pro-
toanemonina (GOODARD., 1948 (61) tiene lugar también por medio de ia
combinacion de estas sustancias con fermentos portadores de grupos sulfi-
hidrilo.

BonnNER v THIMANN (1950) (62), prosiguiendo su estudio sobre la in-
tervencion del metabolismo de ios acidos organicos en el crecimiento. inves-
tigaron la influencia de otro grupo de inhibidores.

Ya anteriorinente BoNNER v WiLDMAN (1947) (63) y otros, publica-
ron experiencias en que el fluoruro sédico se comportaba como inhibidor
del crecimiento y de la respiracion. Segun WARBURG v CHRISTIAN (1942)
(64) el fluoruro sédico actua sobre el sistema enolasa, (que convierte el acido
2-fosfoglicérico en acido fosfoenolpirivico, bloqueando la formacion de
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acido piriivico. Sin embargo, en la inhibicién del crecimiento, el fluoruro
so6dico parece actuar de distinta forma, va que su accién no se revierte por
la adicién de acido piruvico, ni de sus precursores (acido malico, suceinico,
lumarico e isocitrico), ni tampoco se modifica por la concentracion de io-
nes magnésicos o fosféricos (ambos iones juegan un importante papel en la
reaccion catalizada por la enolasa, v la accién del fluoruro se debe a su in-
activacion por la formaciéon de un complejo “fosfato-fluor-magnesio” que
se combina con la proteina de la enolasa). De lo anterior, puede concluirse
que la accion del fiuoruro sédico sobre el crecimiento, probablemente, no
se ejerce sobre el sistema productor del acido piruvico.

Se ensavaron ademas los acidos 1-amino-2naftol-4-sulfénico (ANS)
y el fluor-acético. El primero se comporté como estimulante del crecimien-
10, a pesar de ser un inhibidor especifico de la carboxilasa, mientras que el
segundo originé su clara inhibicion en el mismo, reversible por la accion
de los acidos piruvico vy acético,

Sobre la base de los hechos anteriormente relatados, BoNnNEr v THi-
MANN (1950) (62) proponen la siguiente explicacion del sistema metabdlico
que conduce al crecimiento en secciones aisladas de coledptilos: La inhi-
bicién por el acido yodo-acético(yv los otros inhibidores del grupo sulhidri-
lo) y su reversion por los acidos organicos, asi como la naturaleza inten-
samente aerdbica del crecimiento. no deja lugar a duda de la intervencion,
bien proporcionando energia o materia, del metabolismo de los acidos di-
carboxilicos en el crecimiento. Este metabolismo, sin duda tiene lugar, por
medio del llamado ciclo “de los acidos tricarboxilicos” que en esencia pa-
rece ser el mismo en todos los organismos. El ciclo se interrumpe facilmen-
te con las sustancias capaces de reaccionar con el grupo sulfhidrilo, actuan-
do sobre la succinico-de-hidrogenasa u otras dehidrogenasas del ciclo. Aho-
ra bien, siendo la funcién del ciclo principalmente oxidar el acido pirivico,
v habiéndose comnrobado que este acido, estimula claramente el crecimien-
to, el hecho de que el ANS (que inhibe la descarboxilacion del piruvico)
no inhiba el crecimiento sino que lo estimula, viene a demostrar que es la
oxidacion aerdbica del acido piravico, y no la anaerdbica, la que interviene
en el crecimiento. Esta oxidacién puede realizarse de dos modos, bien di-
rectamente a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos, o bien indirecta-
mente por descarboxilacion oxidativa a acido acético, y posterior oxidacion
por el mismo ciclo (STERN y OcHOA, (1949) (65). Ya que el acido fluoracéti-
co (inhibidor especifico de la oxidacion del acido acético) inhibe el cre-
cimiento con mas intensidad cuando las secciones crecen flotando que cuan-
do lo hacen sumergidas, se llega a la conclusién, de que la oxidacién del aci-
do piruvico a acide acético, juega un papel mas importante en el primer
caso que en el segundo. Naturalmente, el mayor crecimiento observado en
las secciones flotanies, se deberia a la superposicion de la oxidacion indirecta
(via acido acético) sobre la directa.

A falta de pruebas positivas sobre la naturaleza exacta de la reaccion
sensible al fluoruro, Bonner y THIMANN (1950) (62) dan por valida la su-
gestion de BonnEx v WiLpman (1947) (63) de que la inhibicion del creci-
miento por esta sustancia, podia ser debida a la del enzima fosfatasa (aisla-
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da por ellos de hojas). Este parece contener auxina en su molécula, asi que
su intervencion en el crecimiento resulta posible.

METABOLISMO DE LOS GLUCIDOS, LIPIDOS Y PROTIDOS EN [.A
CELULA VEGETAIL. DURANTE EI. PERIODO DE CRECIMIENTO POR
ELONGACION

a) Metabolismo de los glicidos.—Respecto a otros constituventes,
precursores de los acidos organicos en el metabolismo como son los aziicares
demostraron CHRiSTIANSEN, THIMANN, KuNz y BonNER (1949), (66) v CHRIS-
TIANSEN y THIMANN (1950-a) (67) que el crecimiento representa la rapida
desaparicion de la sacarosa v de los aziicares reductores, y que ésta se ace-
lera tanto por influjo de los estimulantes (acido indolacético) como de los
inhibidores (acido yodo-acético, arsenito o fluoruro sédico) del crecimiento,
aunque estos ultinios actiien con mas intensidad.

b) Metabolismo de los lipidos.—Ya que el consumo de los azicares
no puede atribuirse a su conversién en polisacaridos, por lo menos en pro-
porcion considerable, (la celulosa y otros constituyentes de la pared celular
aumentan, pero s6lv en una cantidad que representa de 1/5 a 1/2 de los azii-
cares consumidos), sélo restan dos caminos para explicar su desaparicion : la
destruccion respiratoria o la conversion en constituyentes de tipo lipidico ©
proteinico. Al comprobar estas hipétesis CHRISTIANSEN y THIMANN (1950-b)
(68), encontraron que la absorciéon de oxigeno muestra muy poca relacién
con la cantidad de azucar consumido. las secciones en acido indolacético
respiran con mas intensidad en agua, pero utilizan la misma cantidad de
azucares reductores y s6lo un poco mas de sacarosa. En presencia de inhi-
bidores, el consumo de azicar queda reducido a la mitad, sin embargo, la
cantidad de oxigeno absorbida es practicamente la misma (inhibicién por
fluoruro) o descienide en un 20 6 30 “ (inhibicién por arsenito o por acido
vodo-acético). Asi (ue, el aziicar que desaparace cuando se inhibe el creci-
miento no se utiliza evidentemente en la respiracion. l.os mismos autores,
al estudiar el contenido en lipidos y su variaciéon hallaron que éste disminu-
ye en un 25 % cuando el crecimiento liene lugar en el agua, en un 30 %
en presencia de acido indolacético, mientras que, la de los tres inhibidores
citados impiden con mas o menos intensidad la utilizaciéon de la grasa. Estas
experiencias, realizadas en hipocotilos de guisantes coinciden, en lineas
generales, con las realizadas anteriormente por ALBAUM y EIcHEL (1943) (57)
con plantulas de avena crecidas en la oscuridad. En ellas también se pudo
observar que el conjunto de sustancias solubles en éter (que segiin el méto-
do empleado incluye lipidos y acidos organicos) se consumian rapidamente
durante el crecimiento, mientras la conceniracion de aziicares reductores
permanecian esencialmente constantes. Sobre la base de estas observaciones,
ALBAUM y EIcHEL (1943) (57) concluyeron : Que, en primer lugar, el prin-
cipal metabolito, al comienzo del crecimiento, son lipidos; y que los azu-
cares no se utilizan durante este tiempo; en segundo, que el metabolismo
graso es insensible al acido yodo-acético que, sin embargo, inhibe el creci-
miento por bloqueo de la glicolisis en la fase de triosa-fosfato; y finalmen-
te, que durante el crecimiento hay una transicién gradual de la destruccién
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de las grasas a los azicares, marcada, entre otras cosas, por el incremento
que sufre el cociente respiratorio, que pasa de 0’8 a 1, al mismo tiempo que
el crecimiento pasa de insensible, a la inhibicién yodo-acético a sensible.

A pesar de la coincidencia en las observaciones, la interpretacion de
CHRISTIANSEN y THIMANN (1950-b) (67) dan a los hechos, es diferente. Asi,
suponiendo que las azicares, las grasas y los acidos organicos se oxidan tan-
1o al comienzo como durante el crecimiento, no representando, en esto, el
tiempo diferencia alguna; explicando la constancia en el contenido de azu-
cares reductores por la conversiéon de la grasa en azucares. Una interpreta-
cién analoga se ha dado por Marson, CRUICKSHANK y YN-Tuan-CHEN (1949)
(69) vy MurLIN (1933-34) (70) a cambios metabolicos similares, que ocurren
durante la germinacion de semillas con reservas grasas.

Si la accion de los inhibidores fuera la de impedir la conversiéon de
las grasas en azucares, quedaria con ello explicado el incremento en el con-
tenido de grasas, el decrecimiento en el de azicares y la pequena disminu-
c¢ion en el oxigeno absorbido o el aumento del cociente respiratorio, efectos
todos ellos, provocados indistintamente por cualquiera de los tres inhibi-
dores ensavados. En cuanto a la sensibilidad de los coledptilos jovenes, el
acido vodo-acético, piensan CHRISTIANSEN y THIMANN (1950-b) (68) que se
debe con toda certeza, como antes hemos indicado, a su elevado contenidu
en acidos organicos THIMANN, (1949) (71) que los proteje de la inhibicion.

METABOILISMO FOSFORILANTE Y SU POSIBLE INTERVENCION
EN El. CRECIMIENTO DE LA CELUILLA VEGETAL DURANTE EL
PERIODO DE ELONGACION

Para explicar la relacion entre el metabolismo de los acidos organi-
cos y el crecimiento, relacion que segin acabamos de exponer en el aparta-
do anterior es evidente, THIMANN y sus colaboradores CoMMONER y THI-
MANN, (1941), (55) THiMANN (1949) (71) THiMANN (1951) (72) vienen des-
arrollando desde hace bastantes anos una tesis, de acuerdo con la cual, ha-
bria una parte de la respiracién asociada al crecimiento de la cual depende-
ria. Esto significa que si se inhibe el 10 % de la respiracion total con agen-
tes tales como el acido yodo-acético o el arsenito sédico, el crecimiento que-
da totalmente inhibido. La accién de estos inhibidores sugiere a dichos au-
tores la existencia de un “enzima del crecimiento” del tipo sulfihidrilo. El
sustrato de tal fermento serian los acidos organicos del ciclo tricarboxilico,
va que la inhibicién yodo-acética puede ser revertida por el acido succinico
y otros pertenecientes a dicho ciclo. Respecto a la funcion de la auxina, se-
ria la de protejer al “enzima del crecimiento” (THIMANN 1951) (72).

Aunque sin dudar de la intervencion de los acidos organicos en el
crecimiento, los hechos, segin otros autores, pueden explicarse de manera
diferente. Para BoNNER (1950-a) (40); ALBAaUM (1952-a) (73), v VAN OVER-
BEEK (1952); (74) el efecto del acido indolacético en el crecimiento se de-
beria a su intervencion en el metabolismo del acido fosférico.

Bonner (1950-a) (40) v (1950-b) (40), demostré que el arseniato so-
dico (en presencia de acido indolacético) inhibe el crecimiento de las sec-
ciones de coledptilos, pudiendo ser la inhibicién revertida por iones fosfo-
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ricos. El mismos autor (BONNER, 1949) (41) observé que otro clasico inhibi-
dor de la fosforolisis, el 2-4 dinitrofenol, inhibe también el crecimiento.

Un aspecto curioso de la inhibicién producida por estas dos sustan-
cias es que la dosis que paralizan el crecimiento no tienen efecto sobre la
respiracion (30 mg/l de arseniato sédico) o incluso la aumentan (5 mg/1)
de 2-4 dinitrofenol).

ALBAUM (1952) (73), basandose en una serie de estudios realizados so-
bre el metabolismo del ATP (adenosintrifosfato) en los vegetales, llega a la
conclusion de que no existe tal “enzima de crecimiento” sino un conjunto
de reacciones sintéticas que intervienen en el crecimiento y que dependen
del ATP como fuente de energia. Si se reduce la sintesis de ATP por un
agente del tipo de! arsenito, resultara inhibida alguna (o algunas) de las
reacciones sintéticas, v como consecuencia también el crecimiento.

En este sentido, dicho autor admite la existencia de un reservorio
metabdlico de ATP al que tendrian acceso ciertas reacciones primero v
otras después, aunque todas ellas fueron esenciales para el crecimiento.

Segiin ALBauM (1952-b) (75) el arsenito, siendo un inhibidor de la
fosforolisis, bloquearia la incorporacion del fésforo inorganico a ATP, te-
niendo en cambi poco efecto sobre la respiracion como ha observado
THIMANN. En cuanto al efecto del acido vodo-acético podria ser interpreta-
do como resultante: del bloqueo de la utilizaciéon de la glucosa por inhibicién
de la glicolisis; y la reversiéon de esta inhibicion por los acidos organicos
una “derivacion” de la etapa bloqueada. En resumen, todos los hechos ob-
servados por THIMANN pueden ser igualmente interpretados segun la hipo-
tesis de ALBAUM.

En vista de que pequenas cantidades de acido indolacético originan
fuertes respuestas en el crecimiento de las plantas BoNNErR (1950-b) (40)
piensa que toda probabilidad participa como componente de un fermento
de tipo fosfatasa, aunque reconoce que no ha sido posible demostrar en te-
jidos vegetales una relacion directa entre el contenido en sustancias de cre-
cimiento y la actividad fosfatasica.

PARTE EXPERIMENTAL

Material y Métodos.—Los métodos v material empleados fueron. ex-
puestos con detalle en la primera parte de este trabajo publicado en el nu-
mero anterior de esta revista (REcALDE L. v Garcia ViLLanova R. 1., Accion
del acido ascorbico y su interaccion con el acido indolacético. Ars Farma-
céutica, 1,'37, 1960) por lo que prescindimos de su descripcion.

d RESULTADOS Y SU DISCUSION

El crecimiento alcanzado por secciones de coledptilos flotando en
agua, después de un determinado tiempo, depende inicamente de los mate-
riales presentes en las células, por ello en lo sucesivo le distinguiremos con
el nombre de crecimiento enddgeno.

Al ensayar la accion estimulante de diferentes sustancias, sobre el
crecimiento de las secciones, tomaremos siempre como patrén el crecimien-
to endogeno de estas.
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Como resulté practicamente imposible realizar experiencias sucesi-
vas en secciones de crecimiento enddgeno constante, emplearemos para me-
dir su variabilidad un indice que representa la sensibilidad (o potencia de
crecimiento) de las secciones empleadas en cada caso. Tal indice en el mis-
mo crecimiento enddégeno, pero expresado en porcentajes del tamano ini-
cial de la seccion (5 mm.).

Cada una de las experiencias consignadas a continuacion, fué reali-
zada en diferente dia.

Efecto del dcido madlico, sulfato de manganeso, glutation, dacido as-
corbico y coenzima Il sobre el crecimiento (estimulado con glucosa y dcido
indolacético) del coledptilo de la avena.—Después de haber demostrado, con
las experiencias referidas (REcALDE L. y G.? VILLANOVA. Ars Pharmacéutica
2, 1960), el efecto claramente positivo del acido ascorbico sobre el creci-
miento, cabe preguntar por el camino, a través del cual, esta sustancia par-
ticipa en dicho proceso.

Sabemos que el acido ascorbico forma parte de una cadena de trans-
portadores de hidrogeno. Si es por esta causa por la que interviene en el
crecimiento, todos los componentes del sistema deberan tener también ac-
tividad.

Con el fin de que en esta y posteriores experiencias, el crecimiento
no estuviese limitado por la cantidad de hidratos de carbono o auxina, se
efectuaron siempre en presencia de glucosa (20 gr./1) y acido indolacético
(0,1 mg./1).

Se ensay6 en primer lugar el acido malico. En las tablas Xa y Xb se
exponen los resultados de emplear seis concentraciones de acido malico. La
optima resulto ser la de 10— mol. THIMANN v BoNNER (1948) (44), halla-
ron este mismo resultado, aunque nuestro material presenté mayor sensi-
bilidad, achacable a diferencias en la técnica empleada, (secciones de 5 mm.
en vez de 3 mm.; 2 % de glucosa en vez de 1 % de sacarosa; 0,1 (mg./1)
de acido indolacético en vez de 1,0 (mg./1); pH 6,8 en vez de 6,5; etc.).

CooiL (1952) (77), al comparar el efecto que tiene el ajustar la solu-
cién de acido malico (pH 6,5) con NaOH 6 con KOH, encontré que, mien-
tras el malato potasico estimulaba el crecimiento (26 %), el sédico carecia
de actividad por completo. Por lo cual, llegé a la conclusion de que, el esti-
mulo observado por THIMANN y BoNNER (1948) (44) y otros autores, se de-
bia al ion potasico y no al acido malico. Nosotros, no obstante emplear sa-
les sédicas (ajustabamos siempre el pH 6,8 de la solucion con NaOH) obtu-
vimos resultados fuertemente positivos.

Otro componente del sistema “ascérbico-oxidasa”, es el SO.Mn que
participaba como co-factor en la oxidacion de los acidos malicos e isocitrico.

WENT v THIMANN (1937) (54) afirman que las sales de manganeso ca-
recen de efecto sobre el crecimiento o lo inhiben a concentracién de 10—4 m.

BonNER (1949) (41) cultivando secciones de coledptilo de avena a pH
4,5 observé que la adiciéon de arginina y sulfato de manganeso determina
mayor crecimiento que la sacarosa y el acido indolacético solos.

Segun Coori. (1952) (77) el SO« Mn (5 x10—*) aumenta sdlo ligera-

mente el crecimiento sobre el testigo (sacarosa 1 % y acido indolacético

(1 mg/L).



204 Luis RecatpE MaArRTINEZ ¥ RAFAEL Garcia ViLLANOVA

Nuestros resultados (tablas XIa v XIb), permiten afirmar la actividad
del sulfato de manganeso en el crecimiento del coledptilo de la avena, te-
niendo aproximadiamente la misma concentracion 6ptima que el acido ma-
lico (entre 10—3 y 10—% m.). Esia concentracién es también la éptima en
la actividad del sistema isocitrico por el i6n manganeso.

Teniendo en cuenta que el manganeso interviene como co-factor en
la oxidacion del écido malico, nos parecié interesante ver si la concentra-
cién éptima de SO, Mu variaba en presencia del acido malico en el medio
de cultivo.

Las tablas XIla y XIIb recogen los resultados de ensayar varias con-
centraciones de SO,Mn con la concentraciéon 6ptima de acido malico; en
ellos se puede observar una ligera fluctuacion en la concentracién 6ptima
de SO,Mn que pasa de 6,2 x 10—* m. en ausencia de acido malico, a
12,5 x 10—* m. en presencia de éste.

Se conoce, desde hace tiempo, que al iniciarse el crecimiento en un
tejido u é6rgano “durmiente” la concentraciéon de glutation, en sus células,
aumenta considerablemente (FIRKET v CoMHAIRE (1929) (23) y HopKINS y
Morcan (1943) (2u) lo observaron en la germinacion; y MILLER, GUTHRIE
y DENNY (1936) en tubérculos de patata forzados); asi como también que la
fructificacion (LeEoroLD y GERNESEY (1952) (78) v la cicatrizacion (DAVIES
(1949) (79) podian estimularse con glutation.

Todos estos procesos (gemmacion, germinacion, fructificacion v ci-
catrizacion) con fenémenos complejos en los que predomina la divisién ce-
lular. Nadie sin embargo, que conozcamos, ha estudiado la accion del glu-
tation sobre la extension celular (en el coledptilo de la avena o en otro ma-
terial apropiado). Por otra parte bioquimicamente esta bien establecida su
intervencion en la reduccion del acido ascérbico; de aqui, que nos parecie-
ra interesante su estudio.

El glutation se mostré en nuestras experiencias como muy activo so-
bre el crecimiento del coleéptilo de la avena siendo la concentracion 6pti-
ma de 10—* m. (tzbla XIIla y XIIIb).

También ensayamos el efecto del acido ascérbico (tabla XIVa y
XIVb) en una gama de concentraciones mas amplia que la de las experien-
cias previas, obteniendo la confirmacién de que la concentracién éptima es
25 (mg./L.).

El tnico eslabén del sistema ascérbico-oxidasa que quedaba por ex-
perimentar su actividad fue el trifosfopiridin-nucleétido. Utilizamos un
preparado de la casa “Sigma” con una concentracién de 10 % en producto
puro. Los resultados se muestran en las tablas XVa y XVb. La concentra-
cion optima resulto ser la de 50 (mg./L..), es decir, 5 (mg./L.) de trifosfo-
piridinucleétido.

En las tablas XVIa y XVIb se recogen los resultados de ensayar el
acido ascorbico y el glutation (en sus concentraciones 6ptimas) separados y
juntas; observandose, en este ultimo caso, un mayor estimulo en el creci-
miento de las secciones de coleoptilo.

Finalmente, en las tltimas experiencias, cuyos resultados se recogen
en las tablas XVII y XVIII se ensay6 el efecto de todos los componentes del
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sistema “ascorbico-oxidasa”, anadidos de forma gradual; obteniéndose gra-
dualmente también. un incremento del crecimiento.

TABLA Xa

Crecimiento medio (en mm.) de secciones de 5 mm. de coledoptilo de avena,
flotando durante 24 horas en 20 centimetros ciibicos de solucion de glucosa
acido indolacético y acido malico

Sol. AIA (mg/1) o 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

» A M (x10—*% Mol) o o 6,2 | 12,5 2§ 50 100

Exp. » Glucosa (gr/1) o 20 20 20 20 20 20
31 1,4 5.4 6,1 6.7 8.5 R,6 qQ,2
32 2,6 5.7 5.8 7)ol 8,5 8,7 10,0
33 2.6 57 5,8 8.0 8,6 8,9 1c,i
Media 2,6 56 59 7.3 8,5 87 9,8

TABLA Xb

Crecimiento medio (en porcentaje de los controles) de secciones de 5 mm.
de coleoptilo de avena, flotando durante 24 horas en 20 c.c. de solucion de
glucosa, dcido indolacético y dcido malico

Sol. AIA (mg/1) o 0,1 o,1 0,1 0,1 0,1 0,1

» A M (x10—5 Mol) o o 6,2 12,5| 25 50 100

Exp. » Glucosa (gr/1) | o 20 20 20 20 20 20
31 100 | 225 | 254 | 279 | 354 258 383
32 100 | 219 | 223 273 327 334 384
33 100 219 | 223 308 3310 342 388
Media 100 221 233 287 338 345 385

TABLA XlIa

Crecimiento medin (en mm.) de secciones de 5 mm. de coleoptilo de avena,
flotando durante 24 horas en 20 c.c. de solucion de glucosa, acido idolacéti.
co y sulfato de manganeso

Sol, AlA (ing/L) o 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

» SO.Mn (x 10—* mol, o o 6,2 | 12,5 25 50 100

Exp. » Glucosa (gr/L) o 20 20 20 20 20 20
34 2,2 4,8 | 12,8 | 11,2 9,6 9,4 6,9
35 2,3 5,1 | 13,0 [ 12,3 9,9 9,9 6,9
36 31 | 69 | 144 [[12,5 11,2 10,9 7,8

Media 2,5 5,6 13,4 12,0 10,2 10,1 72
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TABLA XIb

Crecimiento medio (en porcentaje de los controles) de secciones de 5 mm.
de coleoptilo de avena, flotando durante 24 horas en 20 c.c. de solucion

de glucosa, dcido indolacético y sulfato de manganeso

Sol. AfA (mg/L) o 0,1 0,1 0,1 o,I 0,1 0,1
» SOMn (x 10- ¢ Mol) o o 6,2 12,5 25 50 100
Exp. » Glucosa (gr/L) o 20 20 20 20 20 20
34 toc | 218 | 582 | 509 | 436 427 314
35 100 | 222 | 569 | 539 | 430 430 300
36 100 229 | 478 415§ 372 362 259
Media 100 223 543 486 413 406 291

TABLA XIla

Crecimiento medio (en mm.) de secciones de 5 mm. de coleoptilo de avena
flotando durante 24 horas en 20 c.c. de solucion de glucosa, acido indolacé-

tico, acido malico y sulfato de manganeso

Sol. AlA (mg/L) o 0,1 o,1 0,1 0,1 0,1 o,1 0,1

» A M 10-5 mol. o o 100 100 100 100 100 100
» SOMn 10— mol.| o o o 100 50 25 12,5 6,2

Exp. » Glucosa (Gr (L) o 20 20 20 20 20 20 20
37 2,4 4.4 9,7 6,1| 7,6 9,0| 16,0 11,0
38 2,5 4,5 9,8 6,2 8,0 9,1 16,1 11,3
39 2,6 4,2 9,3 5,2 6,6 8,1 14,6| 10,8
Media 2,5 4,4 9,6 58 7.4 8,8 15,5 11,0

TABLA XIIb

Crecimiento medio (en porcentaje de los controles) de secciones de 5 mm.
de coleoptilo de avena, flotando durante 24 horas en solucion de glucosa,

acido indolacético, acido malico y sulfato de manganeso

Sol. AJA (mg/L) o 0,1 0,1 c,I 0,1 0,1 0,1 0,1
» AM i10—5mol. o o 100 100 100 100 100 100

»> SO*Mn 10—* mol. o o o 100 50 2§ 12,5 6,2
Exp. » Glucosa (Gr.[L) o 20 20 20 20 20 20 20
37 100 | 221 139 173 | 205§ 364 | 250
38 100 218 138 178 203 358 257
39 100 222 124 158 193 384 258
Media 100 219 133 163 200 353 253
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TABLA XIIIa

Crecimiento medio (en mm.) de secciones de 5 mm. de coleoptilo de avena,
flotando durante 24 horas en 20 c.c. de solucion de glucosa, dcido indola-
cético y glutation

Sol. AlA (mg/L) o 0,1 o,1 0,1 o,1 0,1 0,1

»  Glutatién 10—¢ mol. | o o 6,2 | 12,5 25 50 100

Exp. » Glucosa /gr/L) o 20 20 20 20 20 20
40 2,4 5.3 71 8.8 10,1 108 17,1
41 2,6 5,6 7.4 8,8 10,2 11,1 17,5
42 2,8 6,1 7,4 8,8 10,3 11,7 19,3
Media 2,6 5.7 713 8,8 10,2 10,9 17,9

TABLA XIIlb

Crecimiento medio (en porcentaje de los controles) de secciones de 5 mm.
de coleoptilo de avena, flotando durante 24 horas en 20 c.c. de solucion de
glucosa, acido indolacético y glutation

Sol. AfA (mg/L) o o,t 0,1 o,1 o,1 0,1 0,1

» Glutatién 10— mol. o o 652 | w2351 & 255 50 100

Exp. » Glucosa (gr/L) o 20 20 20 20 20 20
40 100 | 221 | 296 366 | 421 450 712
41 100 215 285 338 392 427 657
42 100 218 | 265 315 368 418 689
Media 100 218 281 538 396 418 89

TABLA XIVa

Crecimiento medio (en mm.) de secciones de 5 mm. de coleoptilo de avena,
flotando durante 24 horas en 20 c.c. de solucion de glucosa, dacido indola-
cético y acido ascorbico

Sol. AIA (mg/L) o 0,1 o,1 0,1 0,1 0,1 2,1

» A A (mg/L) o o 12,5 | 25 50 100 200

Exp. » Glucosa (gr/L) o 20 20 20 20 20 20
43 2,3 55 7,2 7.5 6,6 4,4 2,8
44 26 | 57 | 88 | 89 6,8 4.5 3.0
45 2,7 58 | 90 | 90 751 5.0 30

Media 26 57 83 84 6,8 4,6 2,9
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TABLA XIVb

Crecimiento mediv (en porcentaje de los controles) de secciones de 5 mm.
de coleoptilo de avena, flotando durante 24 horas en 20 c.c. de solucion de

Sol. AIA (mg/L) [ 0,1 0,1 0,1 o,I 0,1 0,1

> A A (mg/L) o o 12,5 | 2§ 50 100 200

Exp. » Glucosa (gr/L) o 20 20 20 20 20 20
43 100 220 | 288 300 264 176 112
44 100 219 | 338 342 262 173 116
45 100 215 | 333 333 263 185 111
Media 100 219 319 323 262 177 113

TABLA XVa

Crecimiento medio (en mm.) de secciones de 5 mm. de coledptilo de avena,
flotando durante 24 horas en 20 c.c. de solucion de glucosa, dcido indola-

cético, acido ascorbico y glutation

Sol. AIA (mg/L) o 0,1 0,1 0,1 0,1

» A A (mg./L) o o 25 o 25

» Glutatién 10— ¢ mol o o o 1 1

Exp. »  Glucosa (mg/L) o 20 20 20 20
46 2,3 5,1 8,1 16,7 20,0
47 2,6 5,6 8,3 17,5 20,§
48 2,9 6,3 9,0 18,0 21,0
Media 2,6 5,7 8,5 17,2 20,5

TABLA XVb

Crecimiento medio (en porcentaje de los controles) de secciones de 5 mm.
de coleoptilo de avena, flotando durante 24 horas en 20 c.c. de solucion de
glucosa, acido indolacético, acido ascorbico y glutation

Sol. AIA (mg/L) o 0,1 0,1 0,1 o,1

> A A (mg./L) o o 2§ o 25

» Glutatién 10—* mol o o o 1 1

Exp. » Glucosa (gr/L) o 20 20 20 20
46 100 222 352 725§ 868
47 100 21§ 319 672 788
48 100 217 310 620 723
Media 100 219 327 6061 791
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TABLA XVla

Crecimiento medio (en mm.) de secciones de 5 mm. de coleoptilo de avena,
flotando durante 24 horas en 20 c.c. de solucion de glucosa, dcido indola-
cético y co-enzima I1

Sol. AIA (mg/L) o 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

» ColI(10°9/p) (mg/L) o o 6,2 12,5 2§ 50

Exp » Glucosa (gr/L) o 20 20 20 20 20
49 2,5 5.4 5.9 6,2 6.4 7,0
50 2,6 5.7 6,0 6,3 6,5 7,0
5t 2,7 5.8 6,1 6,4 6,8 738
Media 2,6 5,6 6,0 6,3 6,6 7,2

TABLA XVIb

Crecimiento medio (en porcentaje de los controles) de secciones de 5 mnu.
de coleoptilo de avena, flotando durante 24 horas en 20 c.c. de solucion de
glucosa, acido indolacético y co-enzima 11

Sol. AIA (mg/L) o 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
» Co.ll(109,) (mg/L) o o 6,2 12,5 25 50
Exp. » Glucosa (gr/i.) o 20 20 20 20 20
49 100 216 236 248 256 280
50 100 219 231 242 250 269
51 100 215 226 237 252 271
Media 100 215 231 242 252 274

TABLLA XVIla

Crecimiento medio (en mm.) de secciones de 5 mm. de coledptilo de avena,
flotando durante 24 horas en 20 c.c. de solucion de glucosa, dcido indolu-
cético, acido madlico, sulfato de manganeso, glutation y acido ascorbico

O
Sol. AIA (mg/L) o 0,1 0,1 0,1 . 0,1 0,1
» AM 10—3 mol o o 1 I 1 1
» SO, Mn 10—3 mol o o o I I I
» GLUTATION 10 mol o o 1
» AA (mg/L) o o o o o 25
Exp. » Glucosa (gr/L) o 20 20 20 20 20
52 2,5 5.5 9,4 16,0 18,0 22,6
53 2,5 5,5 9,6 16,3 18,9 22,8
54 2,6 5,7 10,§ 17,3 19,1 22,9

Media 2,6 5,6 9,8 16,5 18,7 22,7
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TABLA XVIIb

Crecimiento medio (en porcentaje de los controles) de secciones de 5 mm.

de coleoptilo de avena, flotando durante 24 horas en 20 c.c. de solucion de

glucosa, acido indolacético, acido malico, sulfato de manganeso, glutation
y acido ascorbico

Sol. AIA (mg/L) o 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

» AMi10—3mol o o I I 1

» SO,Mn 10—3 mol o o 1 1 1

» Glutation 10—¢ mol o o o o 1 1

» A A (mgfL) o o [ o 2 25

Exp. » Glucosa (gr/L) o 20 20 20 20 20
52 100 220 376 640 720 904
53 100 220 384 652 756 912
54 100 219 404 665 734 890
Media 100 220 388 653 737 902

TABLA XVIIIa

Crecimiento medio (en mm.) de secciones de 5 mm. de coleoptilo de avena,

flotando durante 24 horas en 20 c.c. de solucion de glucosa, acido indola-

cético, acido malico, sulfato de manganeso, glutation, acido ascorbico v
co-enzima 11

Sol. AIA (mg/L) o o,1.| 0,1 0,! 0,1 0,1 | 0,1

» AM 10-3 mol o o 1 1 1 1

» SO, Mn 10—3 mol o o o 1 1 1 1

» GLUTATION 10—4 mol| o o o o 1 1 I

> AA (mg/L) o o o o o 25 2§

» Co. II (10 /) (mg/L) o o o o o o 50
Exp. » Glucosa (gr(L) o 20 20 20 20 20 20
55 2,5 5.4 9,5 | 16,5 18,5 21,9 22,9
56 2,6 5,6 9,7 | 16,7 18,7 22,6 23,2
57 2,6 5,7 9,9 17,2 19,0 22,8 238

Media 2,6 5,6 9,7 16,8 18,7 22,4 23,3
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TABLA XVIIIb

Crecimiento medio (en porcentaje de los controles) de secciones de 5 mm.

de coleoptilo de avena, flotando durante 24 horas en 20 c.c. de solucion de

glucosa, dcido indolacético, dacido malico, sulfato de manganeso, glutation,
acido ascorbico y co-enzima II

Sol. AIA (mg/L) o o, 0,1 0,1 0,1 0,1 o,1

» AM 10—3 mol. o o I 1 1 I 1

» SO,Mn 10—3 mol o o o 1 1 1 1

» Glutation 10—4 mol. o o o o 1 | 1

> A A (mg/L) o o o o o 25 25

» Co. II (10°/,) (mg/L) o o o o [ o 50

Exp. » Glucosa (mg/L) o 20 20 20 20 20 20
55 100 | 216 380 660 740 876 916
56 100 | 21§ 37 642 718 868 891
57 100 | 219 | 381 661 730 876 914
Media 100 217 378 655 730 874 907

Discusion final

Ya que el crecimiento del coleéptilo de la avena aumenta claramen-
te por la accion, no sélo del acido ascorbico, sino también del resto de las
otras sustancias, que forman con él la cadena de transportadores de hidrége-
no denominada “sistema ascorbico-oxidasa”, v que la concentracion molar
optima es, en todas ellas, aproximadamente la misma; cabe légicamente
pensar que el crecimiento en el coledptilo se encuentra limitado por la fase
aerobica de la respiracion, o mejor dicho, por la cantidad presente de las
sustancias que en ella intervienen .

Otra cuestion, es la de la posible relacion entre la intervenciéon del
acido indolacético en el crecimiento v la del sistema ascorbico-oxidasa. Co-
mo vimos anteriormente, aquella se efectiia segiin opiniéon de muchos inves-
tigadores a través del metabolismo fosforilante; pues bien, es posible que
la del acido ascorbico tenga lugar vor el mismo medio.

Los enzimas responsables de la fosforilacion aerdbica (oxidante), o
de “cadena respiratoria”, estan contenidos en los mitocondrios. LEHNINGER
(1951) fue el primero en demostrar directamente con mitocondrios de ori-
gen animal, que la fosforilacion de cadena respiratoria esta ligada en la
reoxidaciéon de DPNH de acuerdo con la siguiente ecuacion general :
bk~

DPNH + H+*+4 % 0, + 3ADP + P, mitocondrios  DPNH +4 3 ATP + H.0

*
(A})P = Difosfopiridin-nucledétido.
DPNH = Difosfopiridin-nucledtido.
ATP = Adenosindifosfato.

p = Fosfato inorganico.
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Poco despues, MILLER, BONNER, AXELROD v Banpuski (1951) (80)
demostraron que los mitocondrios de origen vegental son capaces de llevar
a cabo la misma reaccion. -

La intervencion del sistema “ascorbico-oxidasa” en la oxidacion del
DPNH aunque bioquimicamente posible, no se ha demostrado en los mito-
condrios.

Sin embargo, segun ARNON (1956) (76) v sus colaboradores, el acido
ascorbico es un importante co-factor de la fosforilacion forosintética,

Sugerimos como probable, para explicar la accion del sistema ascor-
bico-oxidasa en el crecimiento del coleéptilo de la avena, la siguiente hi-
potesis :

La fase aerdbica de la respiracion, v por tanto la fosforilacion oxi-
dante, limitan el crecimiento al limitar la cantidad de ATP disponible. La
adicion de acido ascorbico y de las otras sustancias estudiadas, al intensifi-
car esta fase incrementan la concentracion de ATP v con ello el crecimiento.

CONCILUSIONES

1. T.a sal sédica del acido malico es activa sobre el crecimiento, con
una concentracién éptima de 10—3 mol.

2.2 El SO:Mn es activo aproximadamente a la misma concentracion
que el malato sédico (entre 10— vy 10—¢ mal.).

3.* El glutation es activo sobre el crecimiento del cole6ptilo, te-
niendo su concentracién éptima de 10—* mol.

4.2 El Trifosfopiridin-nucleétido intensifica el crecimiento del co-
leoptilo.

5.* El malato sédico. SO Mn. glutation, acido ascérbico y trifosfopi-
ridin-nucleétido cuando actiian juntos en diversas combinaciones, potencia-
lizan su efecto individual sobre el crecimiento del coledptilo de la avena.

6.2 Los resultados obtenidos sugieren claramente la intervencion del
sistema “ascorbico-oxidasa” en el crecimiento; tal vez, mediante la forma-

cion de ATP por medio de la fosforilacion aerdbica.
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