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I.—Accidn del dcido ascérbico v su inleraccion con el dcido indolacélico

INTRODUCCION

Hace quince anos, en la primera edicién de su libro “Plants and
Vitamins”, una autoridad en “Vitaminologia”, ScHerrrr (1949) (1!
escribia lo siguiente sobre la funcién del 4cido ascorbico en «l creci-
miento vegetal : “Ya hemos afirmado —decia— que es dudose que el
dcido ascérbico funcione como un verdadero factor de crecimiento”.
Sin embargo, va entonces se sabfa que la concentracién del acido as-
cérbico (o del Glutatién) aumentaba considerablemente en los tejidos
vegetales al iniciarse una etapa de activo crecimiento, como por ejem-
plo, la germinacién de las semillas. Bastante mdis tarde Raapts
(1948) (3) afin admitia que no habia sido estudiado suficientemente, si
el dcido ascorbico, “que existe en cantidades relativamente grandes en
los érganos vegetales en crecimiento”, interviene o no en “el creci-
miento por extensién” o elongacién. Es verdad, que repetidas veces
se ha observado un cierto estimulo en el desarrollo de plantas con
dcido ascorbico (AmLexc y Hauxperr, 1938) (4), pero sblo CLARK
(1937) (5), y Raaprs (1948) (3) han investigado el efecto del icido as-
corbico sobre el crecimiento por extensidn.
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CLARK (1937) (5) utilizd una solucién de 4cido ascérbico (pH S a 6)
estabilizada con cisteina, para impedir su oxidacién. Asi tratado re-
sulté6 completamente inactivo.

RaapTs (1948) (3) por el contrario, no empled ningfin medio de es-
tabilizacién. Sus resultados fueron, no obstante, muy irregulares. Re-
firiéndose a los obtenidos con uno de los métodos que empleb el lla-
mado “ensayo de curvatura” —dice— “En la mayor parte de los casos
el efecto (del 4cido ascérbico) fue pequefio o nulo, aunque en algunos
aislados influy6 de una forma totalmente decisiva en el crecimiento”,
y en relacién a los conseguidos con el “ensayo de secciones”, —afir-
ma— “el 4cido ascérbico puede intervenir, ya estimulando ya retra-
sando ocasionalmente el crecimiento, pero el efecto que aparece en las
primeras dos horas y media desaparece en el curso del ensayo de modo
que el final, el crecimiento total no difiere, o sblo difiere de modo in-
significante, de los controles”.

Una revisién cuidadosa del Chemical Abstracts y del Biological
Abstracts, terminada en el primer trimestre de 1956, no afiadi6 nuevas
investigaciones a las que acabamos de resefiar sobre la actividad del
icido ascérbico en el crecimiento por extensidm.

Metabolismo del dcido ascorbico

a) Acido ascérbico, v dcido dehidroascérbico.—FE] metabolimo as-
coérbico, esti en las plantas, intimamente ligado al de los 4cidos orga-
nicos y a su intervencién en la respiracién v en el crecimiento.

El 4cido ascérbico se oxida reversiblemente a 4cido dehidroascérbi-
co. Este ltimo es muy inestable a pH superior a 5, de tal forma, que
en solucién neutra o alcalina se descompone en espacio de pocos minu-
tos, dando el tltimo término, 4cido oxalico y trdnico. Por el contrario,
el 4cido ascérbico es estable en solucién pura o en jugos vegetales de
pH inferior a 7, comportindose como un acido fuerte.

Los investigadores coinciden en que casi todo el 4cido ascérbico, se
encuentra presente en las células normales como tal, es decir, en forma
reducida. Es posible que su inestabilidad impida, al 4cido dehidroascér-
bico, acumularse. Sin embargo, se encuentra en cantidad medible en
muchos tejidos, y su proporcién, con la forma reducida (el 4cido ascér-
bico), varfa por las circunstancias. l.o que viene a demostrar la rever-
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sibilidad del sistema dentro de las células. Confirmada por la ripida
reduccién del acido dehidroascérbico cuando se inyecta en hojas, obser-
vada por Rubpra (1943) (7).

Aunque el acido ascérbico no es autooxidable, su oxidacién (en
presencia del aire) resulta ficilmente catalizada por los iones hidrd-
xilo y por los metales di y trivalentes, especialmente por los de cobre.
Es muy posible, en los tejidos, que la oxidacién del 4cido ascérbico
transcurra catalizada, en parte, por iones Cu++ bien libres o bien
ligados débilmente a proteinas no especificas. No obstante, se ha con-
seguido demostrar en ellos la presencia de hasta cuatro sistemas enzi-
méticos capaces de efectuar también dicha oxidacién. l.a peroxidasa,
en presencia de perdxido de hidrégeno (Huszak, 1937) (8), JaMmes y
Gracc (1943) (9), la polifenolasa, en presencia de polifenoles ; el siste-
ma citocromo (SToz, HARRER, ScHULZ v KING, 1938) (10) y la ascérbico-
oxidasa.

b) Ascérbico-oxidasa.-—FEn presencia de otros sistemas resulta di-
ficil demostrar la intervencién de la ascoérbico-oxidasa. Este fermento
es particularmente abundante en algunas cucurbiticeas.

MEIKLEJOHN y STEWAR (1941) (11) lo obtuvieron de este origen, en
preparaciones bastante puras que contenian siempre cobre. Encontra-
ron, ademés, después de prolongadas didlisis en agua, que la cantidad
de 4Acido ascérbico oxidado, enzimiticamente, era proporcional a la can-
tidad de cobre contenida en la preparacién. Estos resultados fueron pos-
teriormente confirmados por Powkrs, LEwrs y Dawon (1944) (12) con
preparaciones de mayor actividad.

La susceptibilidad del enzima frente a los inhibidores refleja, del
mismo modo, su dependencia del cobre. Asi, la ascérbico-oxidasa es com-
pleta v reversiblemente inhibida por CNH M/1000 y también por SH,
M/1000, siendolo también intensamente por reactivos orgéanicos del co-
bre capaces de formar complejos con este elemento ; tales como la 8-hi-
droxiquinolina, el dietil-tiocarbamato sédico y el etil-xantado potésico.

La ascérbico-oxidasa tiene un pH 6ptimo de alrededor de 6. Catali-
zada la oxidacién del Acido ascorbico por el oxigeno molecular (inter-
viniendo un 4tomo de oxigeno por molécula de 4cido). No parece que se
forma H,0, en la oxidacién enzimética del 4cido ascérbico (aunque
puede formarse cuando se cataliza por iones libres de cobre.

La ascérbico-oxidasa funciona, pues, como oxidasa terminal segfin
el siguiente esquema :
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AH, __’ — 2 E. Cut++ « — H,0
A < —> 2 E. Cu+4 =— == 81/ Q)
Ac. Ascorbico Ascorbico-oxidasa Agua
Ac. Dehidroasc6rbico Oxigeno

Resultan interesantes las observaciones realizadas por varios inves-
tigadores acerca de la localizacién de la ascérbico-oxidasa en la céluls
vegetal y su activacién por hormonas del crecimiento.

Si hacemos excepciéon de la prueba indirecta aducida por Wavywoon
(1950) (13), la ascérbico-oxidasa ha sido siempre considerada como un
enzima soluble (STaxv¥rorp, 1951) (14). Sin embargo, NEwcoMr (1951)
(15) encontré que la ascérbico-oxidasa se haya asociada, de forma casi
completa, a la materia constitutiva de la pared de la célula del parén-
quima celular de los tallos de tabaco. Sus experiencias no fueron capa-
ces de determinar la exacta localizacién del enzima dentro de la super-
ficie celular, aunque se le puede muy bien suponer situado en la frac-
cién de citoplasma que impregna la pared celular, ademés, este autor
observ6 que la ascérbico-oxidasa aislada de los tallos de tabaco, crecia
considerablemente, cuando (previamente a su extraccién) habian sido
sometidos a la accién del acido indolacético. Esta activacién precede a
los cambios introducidos por la hormona en la respiracién y en el cre-
cimiento.

MiLLER v BURrRIs (1951) (16) observaron que la oxidacidén del 4cide
ascorbico por jugo de plantas de cebada resultaba inhibido por todas
las sustancias activadoras del crecimiento ensayadas, menos con el 4cido
indolacético con el que se producia un claro estimulo (hasta del 30%).

¢). Glutation—E]l primer reductor celular del icido dehidroascor-
bico que se descubrid e investigd fue el glutation. La reaccién directa
entre el 4cido dehidroascérbico, aunque posible, es lenta. Por su parte,
la ascérbico-oxidasa es totalmente incapaz de oxidarle. No obstante, las
preparaciones de dicho fermento obtenidas en la coliflor presentaban
actividad. Esto condujo a Crock (1941) (17) a separar de la oxidasa
obtenida de este origen una ascérbico-reductasa, que posteriormente
CRrock y MorGAaN (1941) (17) encontraron en 22 de las 30 plantas exa-
minadas, lo que demuestra su abundancia en el reino vegetal aunque en
cantidad variable.

La estrecha asociacién entre el glutatién y el 4cido ascérbico en los
tejidos vegetales en crecimiento es bien sabida. Tanto la germinacién
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en la semilla como la gemmacién en el tubérculo de la patata, provo-
ca la aparicién simultinea de ambas sustancias, como demostraron Prrr
(1936) (19) y Horkins y Morcax (1943) (20).

La presencia, en la actualidad bien establecida, de un sistema enzi-
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matico catalizador de la oxidacidn del 4cido ascdrbico (ascédrbico-oxidasa,
peroxidasa, polifenol-oxidasa, etc.) indica la posibilidad de la transfe-
rencia de hidrégeno desde el glutatién al oxigeno por intermedio del
sistema ascérbico-dehidroascérbico, segiin el siguiente esquema :

G—S—S—-G <« —>AH2_, ‘_1,‘20
2G—SH —~ L A < — H,0
Reductasa- Arcérbico-
ascOrbica oxidasa

¢ Hasta qué punto este sistema desempeiia, en la transferencia de
hidrégeno un papel anilogo al sistema citocromo? La contestacién de-
pende de la capacidad que para reducir el glutatién se puede demostrar
en los tejidos vegetales. Que tal capacidad existe qued6 indicada por el
trabajo de Kounax y Sanronx (1937) (21) y GanaprHY (1938) (22),
quienes hallaron que los jugos vegetales reducen los compuestos porta-
dores de grupos -S-S-. Afin més consistentes resultan los trabajos rea-
lizados con semillas en las primeras etapas de la germinacién FIRKET
v ComMHAIRE (1929) (23) encontraron que los compuestos -SH, ausentes
en las semillas de guisantes, aparecian ripidamente apenas se humede-
cian. HopkINs y MoORrRGAN (1943) (20) demostraron que estos compuestos
alcanzan su maximo contenido 4 horas después de humedecida la semi-
lla. De este material fueron capaces de aislar dichos autores glutatién
reducido y demostrar que si se afiade glutatién oxidado a guisantes
pulverizados (suspendidos en “buffer” de fosfatos) se reduce rapida-
mente bajo condiciones anaerdbicas.

d) Isocitrico-dehidrogenasa.-—Se sabe, por miltiples investigacio-
nes, que la isocitrico-dehidrogenasa se encuentra muy repartida en el
reino vegetal, siendo uno de los érganos que la contienen, segin BERGER
y AVERY (1944) (24) el coledptilo de la avena. Estos autores y ADLER,
Vox EtvLEr, GUNTHER y Prass (1939) (25), Von EuLER, ADLER, GUN-
THER y ELLI1or (1939) (26) observaron que el sistema isocitrico se acti-
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va por los iones de Mg y también por los de Mn, aunque con menos
eficiencia (5 x 10-* M. y 2,5 x 10-* M., respectivamente). Cantidades
superiores al 6ptimo de cualquiera de «estos metales origina una rapida
disminucién de la actividad del fermento.

OcHoA (1945) (27) (1948 (28) y MarsonN y Gobpparw» (1951) (29)
sostienen que la conversidén del acido isocitrico en idcido a-cetoglutirico
y anhidrido carbdnico transcurre en dos etapas :

a) isocitrato + TPN < oxalsuccinato + TPN H,

b) oxalsuccinato ¢ a-cetoglutarato + CO,

La primera a) consiste en la dehidrogenacién del isocitrato, en ella
interviene como coenzima la codehidrogenasa II o trifosfopiridinucleotido
(Co. II o TPN), no pudiendo ser sustituido en esta funcién por la code-
hidrogenasa I o difosfopiridinucleotido (Co. I o DPN); y la segunda
b), en la descarboxilacién del oxalsuccinico formado en la primera.

La reaccién a) esti catalizada por la isocitrico-dehidrogenasa y la b)
por la oxalsuccinico-decarboxilasa. Es en esta tltima en la que el Mg
o el Mn intervienen como co-factor. Sin embargo, este punto de vista
no es compartido por ADDLER, VoN EULER, GUNTHER y Prass (1939)
(25), quienes afirman que es la primera reaccidén la activada por los
metales.

e) Madlico-dehidrogenasa.—La malico-dehidrogenasa parece estar
siempre también presente en el coledptilo de la avena segin BERGER y
AVERY (1943-1944) (24) (38). Para VENNESLAND y sus colaboradores
(VENNESLAND, GoLLUB y Sreak 1949) (31), VENNESLAND (1949) (32);
ConN, VENNESLAND y KRAEMER (1949) (33), la dehidrogenacién del aci-
do maélico sigue anilogo curso que la del isocitrico, por conversion,
primero, en oxalacético y posterior decarboxilacién de éste a pirtivico.
El Co. II es necesario en la primera etapa y el manganeso (6ptima
concentracién M/100) en la segunda,

a) malato + TPN  oxalacético + TPN H,

b) oxalacetato & piruvato + CO,

Ademéas de este enzima, OCHOA y sus colaboradores encontraron,
en el higado de paloma, otro que realizaba en una sola estapa la oxi-
dacién decarboxilante del Acido maélico ;

Malato + TPN Piruvato + CO, + TPN H,

ConN, WENNESLAND y KRAEMER (1949 (33) encontraron este nuevo e
importante enzima en diversos materiales de origen vegetal (gérmenes
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de trigo, remolacha, zanahoria, etc.) y demostraron que el cobalto pue-
de sustituir al manganeso como co-factor.

Sélo faltaba para poder establecer la cadena completa de transpor-
tadores de hidrogeno en que interviene el &cido ascoérbico, demostrar
la posibilidad de reaccién entre los sistemas que acabamos de descri-
bir, o més concretamente entre el Co. II y el glutation.

MarsoN y GoppARD (1951) (29) y Conn y WENNESLAND (1951) (35)
establecieron casi simultineamente, la presencia de una glutatién-re-
ductasa, en semillas de guisantes y en gérmenes de trigo respectiva-
mente. Posteriormente describieron este fermento con mayor detalle
(ANDERSON, STAFFORD, CoNn y WENNESLAND, 1952) (36); CoxN y
WENNESLAND, 1951 (35) y MarsoN y GobpparD, 1951) (29) y demos-
traron su presencia en multitud de plantas. La glutacién-reductasa ca-
taliza la reduccién del TPNH, como oxidacién del glutation quedando
constituida, como sigue la cadena de transportadores de hidrbgeno :

TPN -~ — G - SH _} ‘_ A ¢ — H,0

TPNH, — —G—-S—-S—G<« —> AHz—‘ — 11,0,
Glutation- Ascoérbico- Ascorbico-
reductasa reductasa reductasa

f) Fosforilacién oxidativa.—La investigacién bioquimica ha ve-
nido demostrando en estos tiltimos tiempos la existencia de una cone-
xi6én entre la oxidacién del sustrato respiratorio por sistemas multice-
lulares y la esterificacién del fosfato inorgénico para formar ATP.
Esta esterificacién puede tener lugar a dos niveles diferentes :

a) A nivel del sustrato.

b) A nivel del transporte de electrones desde el sustrato al oxigeno
del aire.

Aunque, actualmente, los bioquimicos no son capaces de ofrecer
una detallada explicacién de las reacciones que intervienen en el se-
gundo nivel, no existe duda alguna de su existencia.
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Es posible, por todo lo anterior, suponer relacionado al sistema
ascorbico-oxidasa con la formacién de ATP.

PARTE EXPERIMENTAL

MATERIAL Y METODOS.

El niimero de métodos propuestos para determinar la actividad bio-
légica de sustancias orginicas capaces de, a débiles concentraciones,
promover, inhibir o modificar cualitativamente el crecimiento, es con-
siderable. Se puede afirmar que todas, o casi todas, las miltiples ma-
nifestaciones fisioldgicas que en los vegetales provocan estas sustan-
cias, han sido empleadas para su ensayo.

Asi, se han utilizado, no solo fenémenos relativamente simples,
debidos a la extensién y divisidén celular (como el crecimiento longitu-
dinal de coleoptilos, hipocotilos, tallos y raices} sino también las rizo
y fructigenesis en que intervienen complejos fenémenos de diferencia-
cién. Esto hace que las cifras obtenidas por varios métodos al medir
la actividad de una misma sustancia no sean, con frecuencia, concor-
dantes, y por ello, la eleccién del método adecuado en cada caso revista
especial importancia.

En el nuestro, limitdndonos a estudiar la accién del acido ascér-
bico sobre una de las fases del crecimiento celular (la elongacién) nos
vimos en la necesidad de descartar todos aquellos métodos en que el
crecimiento no dependia exclusivamente de ella, y elegir entre los que
utilizan como material de ensayo, coleéptilos o tallos de plantulas

Preferimos, entre ellos, el coledptilo de la avena, que por ser el
material clisico de este tipo de investigaciones y haber sobre su com-
portamiento fisiolégico y biolégico una amplia bibliografia, que en
su parte hemos resumido en pAginas anteriores.

Hay que tener en cuenta, sin embargo, que la respuesta, tanto en
el método de WENT (1929) (37) y sus modificaciones (en que la activi-
dad de la sustancia se mide por la intensidad de la curvatura que pro-
voca en el coleoptilo, al difundirse longitudinalmente desde un peque-
fio bloque de agar colocado asimétricamente en su apice) como en los



ARs PHARMACEUTICA 45

de ScHEER (1937) (38) y WIENTRAUB (1938) (39) (en que se mide por
el crecimiento rectilineo que en e! coledptilo origina dicha difusién,
cuando esti simétricamente colocado el bloque) depende, no sdlo de
su efecto sobre la elongacién celular, sino también y en primer lugar,
de su velocidad de transporte polar a través del tejido.

En efecto, el crecimiento asimétrico del coledptilo (curvatura) de-
bajo del bloque de agar mide dos cosas : La actividad de la sustancia
difundida, y su capacidad para difundirse descendiendo por el coledp-
tilo. Como después de 90 minutos se sabe que comienza una activa re-
generacién fisioldgica del apice amputado, es claro que sblo la res-
puesta que tiene lugar durante el mismo puede atribuirse a la sus-
tancia ensayada, pero, por otro lado, dicho intervalo puede ser insu-
ficiente para permitir su difusién comportindose entonces como apa-
rentemente inactiva.

De todo lo anterior, resulta evidentemente que el estudio de proble-
mas referentes exclusivamente a la elongacidén celular debe de hacerse
con métodos que no implique el transporte de la sustancia ensayada,
sino que solamente midan su actividad.

Tal requisito se cumple casi por completo cuando se mide el cre-
cimiento de secciones aisladas de colebptilo, flotando o parcialmente
sumergidas en una solucién acuosa de la sustancia ensayada. Compa-
rado con el “de la curvatura” este tipo de métodos resulta, sin embar-
go, menos sensible en términos de la cantidad minima absoluta que
puede determinarse.

El llamado ensayo de “seccién de coledptilo” fue ideado por BONNER
(1950) (40) (1949) (41) y ha sido empleado y parcialmente modificado
por varios investigadores (SCHNEIDER, 1938) (42) THIMANN y SCHNEI-
BER (1938) (43) THIMANN y W. D. BONNER (1948) (44) PHoL (1948) (435)
Riersema (1949) (46) BENTLEY (1950) (47) BENTLEY y HOUSLEY
(1954) (48).

A continuacién hacemos un estudio critico del mismo y describi-
mos detalladamente la variante o modificacién utilizada por nosotros.

a) Sensibilidad v uniformidad del material.—FEn todo ensayo bio-
logico el material empleado debe ser, en el mayor grado posible, uni-
forme y sensible.

Seguidamente indicamos una serie de factores que como se ha de-
mostrado experimentalmente condicionan la uniformidad o la sensi-
bilidad de los coledptilos.
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b) Influencia del genotipo de la avena empleada.—Il.as diferentes
razas o variedades de avena no suministran cole6ptilos de la misma
sensibilidad, de aqui, que aunque cierto ntimero de variedades se hayan
utilizado de manera regular por algunos investigadores, es la denomi-
nada Victoria la que generalmente se emplea y la que nosotros hemos
usado. Sin embargo, esta variedad no posee una sensibilidad unifor-
me, como ha demostrado LARSEN (1938) (49) al aislar tres razas fisio-
l6gicas de una (considerada) linea pura de avena Victoria, que se dis-
tinguian entre si por poseer diferentes sensibilidades medias. Por otro
lado, se han observado también diferencias de sensibilidad relaciona-
das con el origen geografico de la semilla que indudablemente depen-
den de las condiciones ambientales que presidieron el cultivo.

c) Germinacién.—Las condiciones en que se realiza la germina-
cién intervienen poderosamente en la sensibilidad y uniformidad de
los coledptilos obtenidos, por lo que los diferentes autores indican cui-
dadosamente la temperatura, humedad, luz, etc., bajo las que ésta
se efectud.

d) Luz.—Cuando la avena germina en presencia de la luz, los
coledptilos no crecen méis que uno o dos centimetros, a diferencia de
los cinco o seis que alcanzan en la oscuridad, por otra parte, la luz
blanca afecta la distribucién de la auxina en el colebptilo originando
las clasicas curvaturas fototrépicas, conviene por tanto que el creci-
miento de las plantulas se realice siempre en la oscuridad. No obstan-
te, algunos autores efectan la inhibicién de las semillas en la luz,
y otros, con el fin de inhibir el crecimiento del mesocotilo, las ilumi-
nan durante un cierto periodo con luz roja o anaranjada de una deter-
minada intensidad (550 m ).

e) Humedad.—Aunque una de las ventajas técnicas del método
que estamos discutiendo sea precisamente el de poder prescindir de
la cAmara de humedad constante, bastando con unas cajas de Petri y
una estufa seca provista de regulador de temperatura, lo cierto es, que
sin su empleo, resulta dificil obtener cole6ptilos suficientemente rectos
y sensibles.

Con objeto de eliminar este inconveniente BENTLEY (1950) (47) ha
propuesto el siguiente procedimiento :

Las semillas desprovistas de glumas se las hace germinar en cajas
de Petri sobre papel de filtro httmedo durante 48 horas a 25° de tem-
peratura y expuestas a la accidén de la luz roja. Después, .cuando ya
ticnen tamaiio suficiente para poederlas manejar, se colocar en la boca
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de pequeiios tubos llenos de agua v se sitian dentro de un cristalizador
que se tapa con objeto de asegurar una atmdsfera saturada. El creci-

miento contintiza de esta forma a 25° en la oscuridad durante 24 ho-
ras mas.

Cuando se dispone de una ciAmara de humedad constante, que
nosotros hemos sustituido con éxito por una germinadora, no hay in-
conveniente en sembrar las semillas, con glumas, en arena gruesa
(BENTLEY, 1950) (47), vermiculita (Mc RAE y BonNER, 1953) (49) o
suelo (BovseEn y JENSEn, 1935 (30), 1936 (51), 1941 (52), LAkSEN
(1944) (33).

f) Temperatura.—Aunque la temperatura Optima para el crect-
miento del coledptilo es de 30°, se suele usar la de 25° que permite un
crecimiento mas regular y origina coledptilos mas uniformes y sen-
sibles.

g) Tamaiio del coleéptilo.—WENT y THIMANN (1937) (54) demos-
traron que la sensibilidad de los coledptilos (cuando crecen a 25° C,
en la oscuridad y humedad del &§4%) aumenta progresivamente para
méis tarde volver a disminuir, alcanzando el maximo 76 horas después
de la siembra, cuando aquéllos tienen una longitud aproximada de
15 mm. Esta cuestién ha sido de nuevo investigada por BENTLEY
(1950) (47), quien hace notar, en primer lugar, lo dificil que resulta
el mantener el tamafio de la semilla y las condiciones de germinacién
tan uniformes que todas las plantas de una serie (sembradas al mismo
tiempo) posean colebptilos de la misma longitud ; atin mas dificil re-
sulta todavia, tratindose de series diferentes sembradas en dias distin-
tos. Lo méis que se consigue es que el tamafio de coledptilos esté com-
prendido en un intervalo determinado (por ejemplo de 10 a 20 mm.).
Se impone, pues, para dar uniformidad al material una rigurosa se-
leccién, que en nuestro caso nos llevaba a desechar mas del 50% de
las plantulas.

La importancia de la longitud més bien que la edad del colebptilo
en el estudio de problemas fisiolégicos ha sido puesta de relieve por
varios investigadores. PRESTON y CLARK (1944 (36) la consideran como
la variable de mayor importancia fisioldgica.

BENTLEY (1950) (47) al comparar tres tamafios de colebptilos, corto
(13 a 15 mm.), medio (de 15 a 20) y largo (de 20 a 25), encontrd como
mas sensibles el corto; es decir, el minimo tamafio posible, ya que
usaba secciones de 10 mm. y amputaba el 4pice en una longitud de
3 mm. El limite de sensibilidad encontrado por este autor fué aproxi-
madamente de 0,01 mgs. por litro de 4cido indolacético. Sin embargo,
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reconoce “que ¢l efecto de la longitud (del coledptilo) depende i
chisimo de la serie utilizada (dia) lo que sugiere que sou las condicl
nes de la germinacién, tales como la intensidad de la inhibicidn ¢
agua y movilizacién de los enzimas las que en altimo término dete
minan el tipo de colebptilo producido, v son por e¢llo responsables
las fluctuaciones en la respuesta de dia a dia. Por esto recomien
“calibrar” las respuestas (obtenidas en cualquier ocasidon) con las m
ducidas por una determinada cantidad de {dcido indolacético.

h) Posicién de lus secciones en el coledplilo.—I.a mayoria de |
investigadores emplean secciones de 3 mm. cortando tres o cuatro
cada coledptilo, v miden el crecimiento medio de cierto nfumero :
ellas. Este modo de proceder tiene sin embargo el inconveniente
que aumenta considerablemente la variabilidad en la respuesta inc
vidual de las secciones.

Como demostr6 SCHNEIDER (1938 (42), y comprobd BENTLEY (198
(47) la sensibilidad de las secciones aumenta considerablemente des
la base al apice, y como consecuencia el crecimiento medio se obtie
con menor error cortando una sola seccién de cada colebptilo.

1) Tamaiio de lus secciones.—ILa longitud de las secciones e
pleadas varia considerablemente. Vax SaTeEx (1938) (2) y RIETSE!
(1949) (46) recomiendan secciones de 15 mm.; BonNER (1933) (3
de 3 mm. ; MCRAE y BoONNER (1953) (49) de 5 mm. ; por fin BENTLE
(1950) (47) de 10 mm. El emplear secciones cortas (de 3 mm. p
ejemplo) tiene la ventaja de que se pueden medir al microscopio ¢
un micrémetro ocular, lo que no es practicable con secciones larg
(10 mm.) y que la curvatura que el geotropismo provoca es débil
nula, y el inconveniente, segin RENTLEY (1950) (47) de que la re
puesta, expresada en porcentaje de la longitud inicial, es menor.

Para evitar la reaccién geotrépica se ha propuesto por varios att
res enhebrar los coledptilos en un peine especialmente preparado
vidrio o plastico (BoNNER, 1933 (34), SCHNEIDER, 1938) (42) o en tub
capilares cerrados por los extremos (BENTLEY, 1950) (47). Tiene
ventaja tal soporte de facilitar la flotacién de las secciones y su m
dida. Sin embargo, BoNNER (1949) (41) y BENTLEY y HousLey (198
(48) encontraron que el uso de soportes disminuye el crecimiento
las secciones, ya que, por otro lado, la presencia de la hoja primar
en el interior del coledptilo tiene un ligero efecto estimulante sob
el crecimiento.
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Por eso, Gltimamente BENTLEY y Housrtey (1954) (48) recomien-
dan no montar las secciones, midiendo exactamente su imagen pro-
vectada sobre una pantalla y ampliada un ntimero determinado de
veces por medio de una regla flexible.

j)  Aireacién.—Dependiendo (como hemos visto en paginas an-
teriores) el crecimiento del colebptilo de su metabolismo aerébico, re-
sulta 1dgico que la tensién de oxigeno del medio afecte su sensibilidad.

THmMANN v W. D. BoxNER (1948 (44) v BENTLEY (1950) (47) en-
contraron que el crecimiento (producido por auxina) es mayor en las
secciones flotantes que en las sumergidas, v menor su variabilidad.
BonnER (1933) (34) y ScuxEIDER (1938) (42) no hallaron diferencia
alguna. VAN SaTeEx (1938) (2) v RieTseEMa (1949 -a-b) (6) recomiendan
I burbujeo de aire a través de la solucién. BENTLEY y HousLEy (1954)
(48), por tltimo, demostraron que, aunque el crecimiento de las seccio-
nes es més rapido, la sensibilidad no cambia por la aireacién.

k) Crecimiente endégene v auxina residual.—l.as secciones cre-
cen con clerta intensidad (crecimiento endbgeno) cuando flotan en
agua destilada, lo que se debe a la auxina residual presente en las
mismas. Se considera conveniente disminuir ésta en lo posible. Tal
cosa puede hacerse hien decapitando los coledptilos hora y media antes
de cortar las secciones, bien colocando las secciones en solucién de
sacarosa o agua pura durante algunas horas antes del comienzo del
ensayo. Segfin BENTLEY (1950) (47) y otros investigadores, ninguno
de los dos procedimientos incrementa la sensibilidad ni la exactitud
del ensavo. RIETSEMA (1949-a-b) (6) afirma que las secciones que per-
manecen en agua durante 6 horas, antes de pasarlas a la solucion de
auxina, crecen mas que las sumergidas directamente en esta tltima.
I.a mayor ventaja del pretratamiento, sin embargo, es, segin este
autor, que la velocidad de crecimiento de los controles se hace muy
lenta, con lo que la sensibilidad aumenta, haciendo las medidas al
cabo de 3 horas.

Deseminando las plantulas de avena 24 horas antes del secciona-
miento del cole6ptilo ohservd Pomr, (1949) (45) que se reduce el cre-
cimiento de los controles, pero este investigador no determiné el efec-
to que tal tratamiento pudiera temer sobre la respuesta a la auxina
adicionada.

1) Duracién del ensavo.—Segtin BENTLEY (1950) (47) cuando las
secciones crecen en agua a 25° se consigue la respuesta mixima entre
las 20 y 24 horas del comienzo del ensayo. Frecuentemente hay un
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considerable crecimiento adicional durante las 24 horas siguientes, en
presencia de concentraciones dOptimas de auxina, sacarosa, 16n poti-
sico, etc. No obstante, a menos que sea necesario para un fin determi-
nado, no es aconsejable prolongar el ensayo més de un dia, ya que
entre otros inconvenientes, hay el riesgo de contaminacién bacteriana.

2) Adicién de hidratos de carbono.—La adicién a la solucién ex-
perimentada de (1 a 3%) glucosa o sacarosa ha sido recomendada con
el fin de aumentar el crecimiento. Sin embargo, como al mismo tiem-
po la variabilidad también crece (BoNNER, 1949 (41); BENTLEY, 1950
(47) ; y BENTLEY y HousLEY, 1954) (48) no parece representar ventaja
alguna desde el punto de vista de la sensibilidad.

m) Concentracién de hidrogeniones.—Se ha observado repetida-
mente por diversos investigadores que el crecimiento por extensién
celular (elongacién) de diversos 6rganos vegetales (coledptilos, tallos,
raices, etc.) resulta mucho mayor en medio 4cido que en neutro o
alcalino, encontrindose usualmente el pH 6ptimo entre 4 y 5.

Teniendo en cuenta, por otro lado, que todas las auxinas conoci-
das son 4cidos débiles, se ha explicado esta influencia del pH supo-
niendo que estas sustancias s6lo son activas como moléculas sin diso-
ciar. En apoyo de tal hip6tesis existe el hecho de que, dentro del error
experimental, el crecimiento en las secciones de colebptilos varia in-
versamente con el grado de disociacién ibénica de la auxina.

n) Expresién de los resultados.—l.a actividad de la sustancia
ensayada se ha venido expresando de diferentes formas : a) Por la lon-
gitud final que las secciones alcanzan después de un determinado pe-
riodo de tratamiento. b) Por la diferencia entre la longitud final v la
inicial. c¢) Por dicha diferencia pero expresada en tantos por ciento
de la longitud inicial. d) Por comparacién de cualquiera de las mag-
nitudes anteriores, obtenidas de secciones que crecen en agua (o sclu-
cién control), con las conseguidas en la sustancia ensayada.

a) Descripcién del método empleado.—Granos e avena (var. Vic-
toria), desprovistos de glumas, se les sumergia durante 4 horas en
cantidad suficiente de agua destilada para permitir su inhibicién. Des-
pués se les disponia sobre papel de filtro humedecido en cajas Petri
(de 10 cm. de didmetro) colocadas, a su vez, dentro de una germina-
dora Jacobson regulada a 25°, donde permanecian 72 horas méis. Aun-
que la germinacién proporcionaba a las pliantulas un ambiente de ele-
vada humedad, con objeto de suplir cualquier deficiencia de agua en
aquéllas, se afiadia, cada 24 horas, 5 c. c. de agua por caja. El crisial
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incoloro de la germinadora se sustituyd por otro de color rojo, con ob-
jeto de inhibir el crecimiento del mesocotilo.

A las 76 horas de comenzada la experiencia se sacaban las cajas
de la germinadora y se seleccionaban las plantulas con coledptilos
rectos y de tamafio apropiado (aproximadamente 20 mm.); de éstos
se obtenian secciones (de 5 mm. de longitud) empleando un dispositivo
en el que dos cuchillas de afeitar se encontraban exactamente separa-
das por esta distancia. Un tope situado a tres milimetros de una de
las cuchillas permitia eliminar el Apice del colebptilo y cortar todas
las secciones a igual distancia del mismo.

Las secciones cortadas de los coledptilos se las colocaba flotando
en 20 c. c. de la solucién a ensayar (contenida en una caja Petri), en
donde el crecimiento continuaba ‘durante 24 horas, en la oscuridad
a 25° C de temperatura. En todas las soluciones ensayadas se ajustd
el pH a 6,5-6.8 afiadiendo la cantidad necesaria de solucién de sosa

diluida.

El nimero de secciones empleado fué el de 30 por caja, repitién-
dose tres cajas por tratamiento; y a su vez, tal experiencia (serie de
tratamientos diferentes) se repitid otras tres en dias distintos. Cada
cifra es pues la medida de 90 medidas individuales de secciones de
colebptilos.

Para medir la longitud de las secciones se empled el siguiente
dispositivo :

Una placa fotografica sobre la que se habja impresionado la ima-
gen (reducida a la mitad) de una hoja de papel milimetrado ; una lam-
para eléctrica colocada debajo de la placa, que permitia iluminar por
transparencia y una lupa para observar cémodamente el reticulo y los
coledptilos colocados sobre ella durante la medicidn.

Todas las operaciones se efectuaron sobre luz roja.

(Continuard)
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