DEPARTAMENED DE. BIOEOGIA-VEGETAL
CATEDRA DE FISIOLOGIA VEGETAL

PrROF. DR. L. RECALDE

Ars Pharm. VIII, 1-2 (1967)

Algunos aspectos de la relacién existente entre el

metobolismo y el crecimiento. (*)

por

A. Carlos Blesa Rodriguez

Estudiamos algunos aspectos de la
relacién existente entre metabolismo
v el crecimiento de secciones aisiadas
de coleoptilos de avena.

Nuestro estudio, se centré sobre
aquellos metabolitos que posiblemente
intervenian en la fosforilacién oxida-
tiva, fuente indudable de energia pa-

ra e. crecimiento. Por lo tanto, nues-

tra atenciéon se centré en la accién de
los metabolitos ensayados sobre el
crecimiento de secciones aisladas de
coleoptilos de avena; es decir, usando
la frase cldsica “estudiamos el inte-
rior midiendo el exterior”.

En nuestras investigaciones segui-
mos la clasica técnica de Bentley de
1950 eludiendo las causas de error del
método que ha dado lugar a conclusio-
nes contradictorias de los investiga-
dores.

Unas de estas limitaciones, es la in-
constancia, desde el punto de vista del
estado fisiolégico o metabdlico del ma-
terial empleado, va que resulta prac-
ticamente imposible obtener, aiin por
el mismo investigador, coleoptilos de
la misma respuesta en experiencias

sucesivas. Con objeto de conocer en
todo momento la respuesta del mate-
rial en que trabajabamos, se estudi6
esta frente a una solucién control de
acido indolacético (ATA) un miligra-
mo/litro v glucosa al 2 %. Las sec-
ciones mas sensibles, o de mayor res-
puesia, eran las que procedian de co-
leoptilos méas jovenes, ya que natural-
mente en el mismo tamano de seccién
existen un nuimero mayor de células
v mayor cantidad de protoplasma ac-
tivo, por no encontrarse elongadas co-
mo Sucede con las secciones obtenidas
de coleoptilos mas viejos.

La segunda limitacién, es el tama-
no mas adecuado de las secciones ya
que los investigadores habian utiii-
zado secciones de 57,5 v 10 mm. Nos-
otros llevamos a cabo un estudio pre-
vio de los diferentes tamafios con sec-
ciones de sensibilidad distinta y con
respecto a la variabilidad. Esta fue
siempre menor con secciones de 10
mm., aque fueron las que utilizamos,
por esta razén, en todos nuestros en-
sayos.

La tercera limitacion, la constituye
el intérvalo mas adecuado de concen-

(*) Resumen de la Tesis Doctoral que fue leida en la Facultad de Farmacia de Granada,
siendo calificada con Sobresaliente Cum Laude y posteriormente Premio Extraordinario.
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tracién del metabolismo a ensayar, ya
que sabemos que, dependiendo de la
concentracién, una misma sustancia
se puede comportar como activadora,
sin efecto o inhibidora del crecimiento.

La tultima limitaciéon la constituye
el hecho de que muchas veces la ac-
cion de un metabolito sobre el creci-
miento depende de la presencia de
otro, por lo que es necesario el estu-
dio de las posibles interacciones.

Nuestros resultados, los explicamos
a través de un esquema en el que
. aparece que el crecimiento depende:
1.°—Del aporte energético de la res-
piracion; es decir, de la disponibilidad
de ATP, lo cual dependerda de la in-
tensidad respiratoria y del aporte de
sustrato, procedente de la glicolisis,
v del aporte de fosfatos; 2.°—De que
la glicolisis proporcione sustrato para
el crecimiento; y 3.°—De la accién di-
recta del AIA sobre el crecimiento.

Vamos a pasar a continuacién a tra-
tar de las conclusiones obtenidas al
ensayar los diferentes metabolitos que
utilizamos en nuestras experiencias.

1°—Estudiamos la acci6én de los
acidos orgédnicos mélico y citrico. Tur-
MANN v colaboradores basandose en la
inhibicién del 10 % de la respiraciéa
por el dcido iodo-acético y por el arse-
nito. sédico que inhibian totalmente el
crecimiento, llegaron a la conclusién de
que una parte de la respiracién esta-
ba asociada directamente al crecimier:-
to. THIMANN explica esta inhibicién so-
bre la base de la existencia de un
enzima de crecimiento con un grupo
-SH que utiliza como sustrato los &ci-
dos orgénicos del ciclo de Krebs, Nos-
otros explicamos la acci6n de los 4ci-
dos orgénicos por la intervencién de:
ciclo de Krebs en la respiracién que
proporciona energia para el -creci-
miento.

2.°—@Giutation y crecimiento.—Se ve-
nia defendiendo, como hemos indica-
do, la existencia de un enzima de cre-
cimiento con grupo-SH basidndose en
que practicamente todos los inhibido-
res de ese grupo inhibian el creci-
miento, La intervencién de este enzi-
ma Se explicaba de dos maneras: por
la intervencién de las deshidrogenasas

en el metabolismo oxidativo que pro-
porcionabg materia o energia para el
crecimiento: o teniendo en cuenta 'a
teoria de Muir y Hancm (1951) de la
bifuncionalidad de 1a molécula de
auxina. Segun esta teoria la auxina
se une por dos puntos a una proteina,
a través de los grupos cisteinicos de
la misma, y es este complejo auxina-
proteina quien es activo sobre el cre-
cimiento.

Se habia demostrado la intervencién
en el crecimiento no s6lo de sustan-
cias portadoras del grupo-SH, sino
también del glutation, aunque de una
manera indirecta al ensayarlos sobre
diversos procesos vegetales en los que
el crecimiento interviene de una ma-
nera fundamental. Sin embargo, Ma-
RRE V¥ ARrRIGoNI (1957) nos muestran
al glutation como un inhibidor del
crecimiento de secciones aisladas de
coieoptilos de avena. Nosotros encon-
tramos que el glutation, contrariamen-
te a las conclusiones de los autores
italianos, estimulaba el crecimiento.
Nuestros resultados no contradicen
aquellos de MARRE y ARRIGONI, pues
los autores italianos no tuvieron en
cuenta 1as limitaciones del método.
en lo que se refiere al intérvalo de con-
centracion mdés adecuado y utilizaron
siempre concentraciones superiores a
10-3 M, que de acuerdo con nuestros
resultados también son inhibidoras.

La interacci6én del glutation con el
ATA, la explicamos sobre la base de
que si no existe en el medio ATIA en-
tonces el factor limitante del creci-
miento es el ATP (energia); al ana-
dir ATA se establece entonces una
competencia entre respiracién y cre-
cimiento por el sustrato (materia).

La accién del glutation sobre el cre-
cimiento se puede explicar faciimente
por Su intervencién en la cadena de
transportadores de electrones.

3.>—~Acido ascérbico y crecimiento.
—Igualmente parecia ilégico, que a
pesar de que de una manera indirecta
se habia demostrado la intervencién
de 4cido ascérbico (AA) en el creci-
miento MARRE ¥y ARRIGONI (1957) nos
lo muestren como un intenso inhibi-
dor del crecimiento en secciones ais-
ladas de coleoptiios de avena y elabo-
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raron toda una teoria en la que nos
muestran que el acido ascoérbico inhi-
be el crecimiento por su oxidacién a
acido dehidroascérbico (ADA) que es
el verdadero inhibidor.

Nuestros resultados nos muestran
que el acido ascorbico estimula el cre-
cimiento, pero solo en un intérvalo
muy estrecho de concentraciones (1/3
x 103 M y 1,5 x 103 M) y siempre
dependiendo de la sensibilidad del ma-
terial, hechos ignorados vor autores
citados, que ni tuvieron en cuenta la
sensibilidad del material por una par-
te, ¥ por otra utilizaron siempre con-
centraciones superiores a 10-3 M que
de acuerdo con nuestros resuitados
son también inhibidoras.

Es perfectamente l6gico el hecho
observado por nosotros, de que gl au-
mentar la sensibilidad del material
aumente la concentracién 6ptima, ya
que las secciones mds sensibles con-
tienen mayor numero de células y
estdn dotadas de una mayor actividad
metabdlica.

La interaccién con el AIA la en-
sayamos con secciones de sensibilidad
alta y baja. En el primer caso la con-
centracién ATA 10 mg/l, al aumeatar
la concentracién de AA se produce
un aumento del crecimiento para lue-
go disminuir; la primera accién de-
bido a un aumento de la respiracién,
v la segunda por establecerse una com-
petencia entre respiracién y creci-
miento por el sustrato, Los mismos
hechos se observan con las concentra-
ciones de AIA 1 mg/l, ¥y 0.5 mg/l;
aunque aqui. como es légico, los cre-
cimientos maximos son menores por
haber menos ATA, asi como las con-
centraciones 6ptimas de AA son ma-
yores, pues al haber menos crecimien-
to hay una menor competencia por
el sustrato entre la respiracién v el
crecimiento.

Con las concentraciones de AIA
0,1 mg/l y 0 mg/l, el 6ptimo de AA
disminuye, Aqui el factor limitante
son los fosfatos, ya que al haber poco
crecimiento hay poca utilizacién de
ATP y los fosfatos se acumulan en
esta forma orgdnica. Con sensibilidad
baja, se observan lg primera parte de
los hechos, pero no la segunda, debida

al déficit en fosfatos, probablemente
por tratarse de tejidos mas viejos y
menor cantidad de protoplasma activo.
4°,—Fosfatos y crecimiento.—lLa in-
tervencion de los fosfatos en el me-
taboiismo es de todos conocida, por
estar involucrado en las transacciones
energéticas que tienen lugar en el
mismo. Su intervencién en el creci-
miento seria a través de su participa-
cion en la sintesis de ATP, que es
utilizado por el crecimiento como
fuente de energia. 4

Como era de esperar, los fosfatos
estimularon el crecimiento de ias sec-
ciones aisladas de coleoptilos de. ave-
na, aumentando la concentracién 6p-
tima al aumentar la sensibilidad de
las mismas, ya que cuanto més sensi-
bles muestran mayor actividad.

Cuando ensayamos la interaccién de
los fosfatos con el AIA, observamos
que el 6ptimo de fosfatos es mayor
en ausencia que en presencia de AIA.
Esto es perfectamente légico si tene-
mos en cuenta gue al haber AIA hay
mayor crecimiento y mayor utiliza-
cién, por lo tanto, de ATP que pasa
a ADP y fosfato inorgénico, con lo
que aumentard el contenido endége-
no de fosfatos, por lo due se necesita
un menor aporte exégeno.

Los resultados de la interaccién de

‘los fosfatos con el AA se explica de-

bido a que en unos casos el factor
limitante del crecimiento sea ATP
(energia) y en otros el sustrato (ma-
teria); sin fosfato el factor limitante
es el ATP y entonces al aumentar el
AA aumenta el crecimiento. Al anadir
fosfatos aumenta la formacion de ATP
que deja de ser limitante del creci-
miento, estableciéndose entonces una
competencia por el sustrato entre la
respiracién v el crecimiento.

5.—Arseniato, 2-4-Dinitrofenol (2-4-
DNF).—Ensayamos los dos mas ca-
racteristicos inhibidores de la fosfo-
rilacién, que nos mostraron la rela-
cion estrecha entre el metabolismo y
el crecimiento.

El arseniato inhibe la fosforilacién
por competencia con el fosfato en la
oxidaciéon del sustrato; mientras que
el 2-4-DNF al desacoplar la fosforila-
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cién oxidativa inhibe la sintesis de
ATP. Con ambas sustancias obtuvimos
la inhibicién del crecimiento de sec-
ciones aisladas de coleoptilos de avena.

Sin embargo, el AA revierte las in-
hibiciones producidas, asi como pro-
tege a las secciones de coleoptilos de
la accién inhibidora de ambos meta-
bolitos. Si ia reversién de las inhibi-
ciones con ambos metabolitos que se
logra con la adicién de fosfatos se ha
explicado por la intervencién del fos-
fato en la fosforilacién; igualmente,
la reversién de ias inhibiciones por el
AA se puede explicar por la misma
causa que para el fosfato.

6.>—Inhibidores del sistema ascér-
bico oxidasa y crecimiento.—Si como
hemos venido defendiendo la oxida-
cién enzimatica del AA interviene en
el crecimiento de secciones aisladas
de coleoptiios de avena, resulta per-
fectamente 16gico que al ensayar nos-
otros diversos inhibidores del sistema
ascoérbico oxidasa se obtuviera una
inhibicién del crecimiento en todos
los casos.

Sin embargo, la intensidad de la in-

hibicién producida por los diversos
inhibidores ensayados dependia de la
especificidad del inhibidor. Es decir,
cuando el inhibidor formaba mayor
cantidad de complejos estables con
metales en condiciones biolégicas, o
sea gque era mas inespecifico con res-
pecto al sistema ascérbico oxidasa,
mayor era la inhibicién del crecimien-
to. Esto nos indica la intervencién en
el crecimiento de secciones aisladas
de coieoptilos de avena de otros sis-
temas enzimadticos ademas del sistema
ascorbico oxidasa.

Este aumento de la intensidad de
la inhibicién al aumentar la inespeci-
ficidad del inhibidor queda puesto de
manifiesto al ordenar, en una escala,
las inhibiciones obtenidas con los in-
hibidores, usados a la concentracién
de 10-3 M:

Dietiiditiocarbamato de sodio << Cia-
nuro < Xantogenato << Oxiquinoleina.

En la Tesis Doctoral los resultados
aparecen expuestos en 60 tablas, 23
figuras y 2 esquemas. Igualmente apa-
recen 88 referencias.
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