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INTRODUCCION

El presente trabajo tiene por objeto profundizar el 
conocimiento de las diferencias existentes entre plantas de 
Tropaeolum- majus enanizadas por la incidencia de l^z solar di­
recta y plantas normales desarrolladas bajo luz indirecta Este 
fenómeno tan evidente en Tropaeoluk mapus es común en gran nú­
mero de plantas superiores, por ello consideramos que el pre­
sente aporte puede ayudar a explicar el efecto general de dis­
minución del crecimiento provocado por la luz.

Ya se conocía, desde finqs del siglo pasado, que loso, •*
vegetales dependen de la l u z p a r a  efectuar la síntesis de com

V, 7'
puestos orgánicos que ellos produce^ y para |us procesos de d_e
sarrollo. En lo que se refiere a éstos últimos, los estudios

*# ' .que en un comienzo fueron descriptivos, añ la primera parte de
y ■' ,,,

este siglo pasaron a un nivel experimentál| intensificándose 
posteriormente en una forma tal que en nuestros días han lle­
gado a constituir un ca^pftul# importante deñtro de la ^isíolo- 
gía Vegetal, el que corresp§||a^ a los fotomorfogeni-
eos. Por otra parte, el efecto de la'luz sobre'los vegetales 
es mucho más acentuado qué en los animales, Se' podría genero.- 
lizar diciendo que las planta,© superiores están expuestas, ine 
ludiblemente, a las variaciones del medip, el que controla en 
gran medida, los procesos ya mencionados,

,í:
Se comprenderá perfectamente qu# los íenfeen^s comen- 

tadoa, se consideran, por lo menos .parcialmentey en forma inde­
pendiente de aquellos producidos oqio 4onse£uencia de la foto­
síntesis clorofiliana,,.*># £t A

Se sabía, por ejemplo, qú| si lás condiciones de ilu*- 
minación eran adecuadas, los vegetales legraban un'buen tamaño 
y desarrollo vigoroso, pero en cambio si Xas mismas eran defi­
cientes se observaba un crecimiento dlí&l cyE&^tallos alargados, 
aún cuando se cumplieran las condiciones óptimas de requeri­
miento de agua, nutrientes inorgánicas y temperatura.. La ex­
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periencia posteriormente recogida, señaló resultados realmente 
interesantes cuando los vegetales se expusieron a distintas in 
tensidades lumínicas logradas con equipos adecuados.

El efecto de la luz en los vegetales^ se puede estu­
diar teniendo en cuenta tres variabless^intensidad, calidad y 
duración (l)e
Intensidad, Ya que la fotosíntesis aumenta con la intensidad 
de la luz, el crecimiento y el vigor de las plantas es general 
mente proporcional a ella, dentro de cierros límites. Shírley
t \ *
{ 2 ), haciendo crecer un grupo de plantas a diferentes intensi­
dades de luz, comprobó que con baja intensidad el peso seco
logrado de las mismas, ér% en cada" casof directamente propor­
cional a su valor; a int ens i fia de'C Buy alfas, el aumento del p£

&
so seco era relativamente menor„ Además observó que la inten­
sidad afectaba ciertas características cualitativas del tfege-

. f ■■ - vtal, así por ejemplo, la relación raíz-tallo, vigor del mismo,
í V

espesor de las hojas y desarrollo del tejido vascular.
También 3?opp (3.)? en coincidencia con otros autores? 

señaló que el alargamiento del tallo en los vegetales varita 
en forma inversa con la intensidad de la lífzfr cambio el és-
pesor en forma directa con la misma* Observaciones realizadas*
en los tallos de algunas herbáceas expuestas a la luz, mostra-
ron formas en Mzig-ízagM, mientras que en la oscuridad.crecían

b " írectas. > .
, a 4 *Es indudable que el efecto morfogáiiát^JO v;i^s impor­

tante y más estudiado es el de la 1 ó suprimen os
trabajos indicaron que el Hahilado” significaba un considera—

*/ble aumento de la longitud de las células de loe tejidos en la
ti

oscuridad. Cabe señalar, como aclaración*c.que bn j&ocbsos de
#!> . - ^

este tipo un aumento de la longitud pue&e ser consecuencia tam 
bien de la proliferación celular.

El efecto de la luz £>uede ser diferente, según la par 
te de la planta que se eónsiderb. Así por lo que se expone más 
arriba se observa que el mismo se produce esencialmente en los
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talles, no así en las ralees, flores ni frutos;
Penfound (4) observo que los tallos de Heliantus y 

Pl7/gunum, que crecen pleno sol poseen una mayor cantidad de 
xylema y células con paredes más gruesas en el tejido mecánico, 
que aquellas mantenidas en invernáculo.

*•
Talbert y Holcb. (5) ensayando con 37 especies, compro­

baron que aquellas que se colocaban a sól directo, en compara- 
cion con otras de la misma especie en invernáculo, tenían las 
lio jas más reducidas, lóbulos más profundos ion nervaduras y 
bordes aserrados más pronunciados,, superficies pilosas y pe­
cíolos más cortos.

El mecanismo del efecto lumínicot'aqui comentado# es 
parcialmente conocido? se considera que se halla vinculado a 
lap auxinas en su forma a,ctiva. Es bien conocido que la sensi­
bilidad de los tdjidos a las mismas, aumenta con la oscuridad. 
Numerosos autores han llegado a la conclusión de jfîo 3a intensidad 
lumínica provoca entre otros efectos, ía inhibición del agran— - 
damionto celular y por 1 § tarfio de los te jííp® *(6).
Calidad. Este tipp do estudios implica rosollfér varias difi­
cultados técnicas entre ellas la obtención de ̂ longitudes de on 
da precisas, puras, con suficiente superficie en intensidad 
que permita ol tratamiento simultáneo de numerosas plantas.^Ee
cualquier modo so han lqgrado resultados concyetf^,v

* ' &Se ha aclarado perfectamente, qup las .mayares longi­
tudes de onda sobre todo on la zona del rojo, ar&ct^in solo en 
pequeña proporción el ’aiargamieíita Celular, mientras que los 
rayos azules "poseen una acción francamente inhibitoria (7 ). Ya 
Mohr (8 ) trabajando con heléchos, logró numerosga Hatop que .de 
mostraron lo anteriormente señalad:r* r

Lo mismo ocurrió en los vegetales superiores. Así Vin
ce (9) estudió el efecto de la luz cobre distintas especies y%
observó que al aumentar la longitud de onda, la inhibición en

%
el alargamiento del tallo, la longitud de los internudos y el 
desarrollo de las hojas, era men;r. Es indudable, como ya lo
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había sugerido Stolwilc (10) que la relación entre la longitud 
de onda y la producción do las auxinas, jugaba un rol impor­
tante en la mayoría de estos fenómenos.

Se ha comprobado en los últimos años que las radia­
ciones superiores 700 m  <<K (radiaciones rojo lejano) poseo una 
efectiva influencia sobre la fotomorfogenesis y no producen 
fecto inportante sobre la fotosíntesis (ll). Para completar el 
cuadro de los procesos f o t o m o r f o g e n i c o e n  lo referente a ca­
lidad, no podemos dejar de referirnos al fitocromo y las radia 
ciones de la zona roja (660 m  *) 'jp rojo lejano (730 mvM),

El fitocromo es un sistema de p.j¿m$ntos fot oreactivos 
que se enouentran en los vegetales, Segúñ; se ha podido compro­
bar es una cromoproteína soluble, presente en tl citoplasma, 
que por técnicas adecuadas se ha podido aislar y mantener en 
solución. Su conocimiento analítico y su valoración pudo lo­
grarse merced a la espectrofotometría diferencial (1 2 ),

Los estudios realizados en base a esa tócnica, demos­
traron que. el fitocromo, desde el punto de vifeta fisicoquímico, 
funciona odmo un sistema reversible, Así, se ha. podido compro­
bar que ejj. vegetales mantenidos en la oscuridad, se presenta 
bajo una forma cuyo espectró do absorción posee un pico máximo 
de 660 my*A, en la bibliografía se lo representa cornos P¡p (fit£ 
cromo rojo). También se observó que si la formo expone
a la luz roja, se convierte en otra forma* Pfr (fiis^erómo rojo 
lejano), cuyo espectro de absorción presenta un piéf máximo de 
730 m¿K, finalmente y como consecuencia de la reversibilidad

./■ , . «i
del sistema, la irradiación de esta última forma"con*rojo le­
jano, revierte a 1 . forma t Pr,

Lo dicho anteriormente se representa con el siguiente 
esquemas *

660 m jjl (rojo)
Pr y  _j* Pfr

730 m ¡*- (ro’jo lejano)

Además se pudo comprobar que Pfr en la oscuridad, se
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transforma espontáneamente y lentamente en J t r 0, Como resultado 
de algunas investigacionesy se sugirió la posibilidad de que 
fitocromo rojc> lejano, funcione como una enzima de gran acti­
vidad en algún mecanismo aún desconocido del metabolismo celu­
lar, provocando respuestas morfogenéticas (U). Todos estos 
procesos se desarrollan durante exposiciones a luz de poca in-

i
teíisidad, por eso se I03 conoce como reacciones de baña cner- 

£Ía! -i

Aigunos autores han sugerido la posible presencia en 
los vegetales de otros sistemas fotoreactivos relacionados con 
la fotomorfogénesis* Estos sistemas, a diferencia del £itoero- 
mo, actuarían como consecuencia dé irr&J^a©Iones de aJLta ener­
gía (HER) durante un período relativamente la^go de exposición. 
Los espectros de acción de los mismos, muestran picos en'la z_o 
na azul y rojo extremo. Así Siegelman y  Hendrick (13) fl4) y  

Mohr (15), hablan de la posible existencia de un compuesto for 
mado por una flavOproteína y  cobre (butiril-^coenzima A-dehidro- 
genasa) que absorbería ese tipo de irradiación* Según ellos, 
la activación de pna enzima, sería la causa del efecto morfo- 
genético de las irradiaciones de alta energía (HER).

f

Por otro lado, posteriormente el mismo Hendricks y  

Borthmck (16), interpretaron de una manera distinta el pro­
blema; en la opinión de ellos, la"reacción oquímica dentro
de esos sistemas es sensibilizada' de alguna manera p o f  el sis­
tema fitocromo.

Ambas teorías., en la actualidad, están lejos de dar 
una correcta solución al problema^ especialmente teniendo en 
cuenta que muy recientemente Siegelman postula una posible des_ 
trucción de Pfr por causas aún sin determinar (17)..

Finalmente, cuando se habla de duración do 1a luz, es 
necesario discriminar entre la influencia de una luz que actúa 
en forma continua un período de tiempo dado, y  aquella cuyo 
tiempo total de acción es el mismo, pero con intervalos Ínter 
calados de oscuridad. La influencia del primer tratamiento, 
sobre el desarrollo, es generalmente distinto dol segundo.
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Ademas, los estudios realiz, dos han ^emitido comprobar que la 
acción de 1 ; luz esta vinculada con el período de oscuridad5 

así cono ejemplo piolemos decir que un bravo parí o ó, o de luz 
intansa, suministrado en el nedio del lapso de oscuridad, pue 
de inhibir totalmente el efecto norfogenético de óota ultima 
(1 8 )«

Se tu observado que las tres v..ri: bles ya señaladas
con re noto a la luz, al estudiar los vegetales, no son per-
fcct. ente separables, es mas, es ímuy probable, que cualquiera

♦de ollas puede modificar el efecto de la ojira.
Concluiremos diciendo que el erábalo de observaciones 

realizadas, algunas vó'be's c o n ^ r a d i «. llevado en el 
momento actual, al concepto de que la fot^b%blogía de los vo^ 
getales, sin ninguna duda, estó estrechamente conectcdti con 
la fisiología del desarrollo. Así se ha observado qué no so­
la: ,nte la cantidad, sino también la calidad d la ueste .* ■
de un órgano de una plant- (por ejemplo, ínternodio), ante 
un sismo programa de ijíradiaciáq, ;píxéde depe£idor do Ir ed.,c! 
do la ¿liorna on Jbl '.omento dol eiisayo* m^mbipn se ha ^odido

•■fc
comprobar que las interacciones y correlaciones entre los di­
ferentes órganos do una misma planta en cimiento puecn. in 
fluir en la respuesta de un órgano poartie^lar#
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Ilet. .bolisno del Eitrógeno 

Revisión 'bibliográfica.

Rcaliz.'.renos una exposición general do las investi­
gaciones y  conclusiones ñas importantes en el car.po del me­
tabolismo del nitrógeno un los v^get ..los*

Si se realiza un estudio de los distintos comruostos 
nitrogenados que se encuentran en los vegetales, cono t,...n.bien 
dul rol que desempeñan, y se co... ara con los nisnos en los 
ani. ni os, se puede afirmar sin lugar a duda que existe una 
m a m  diferencia* Así, ^e aprecia que en los vegetales o- 
xiste una gr ̂  variedad áe reacciones metabolicas, y sobre 
todo, un verdadero proceso de rea.proveChan.iento de los dis­
tintos con puestos nitrogenados.

Cono bien coriente.ron Stewa.rd y Bidwcll (l9)> los vo- 
get .los, partiendo por u..i lado del nitrato ó del an.orií co, y 
por otro laclo del carbono fiy do por ludio de la fotosínte­
sis, realizan lo que los utoiqs 1 1 ..rían la s ín te s is  "nri'iaria 
de la "'rotoína. Por el contrario, los aninalcs de eliden do 
esa forjación de r oteínas qu*.. coxis usen en fore ..as iva, y
que después del ^rocoso netabólico son eliminadas cono restos 
nitro/- onados volátiles ó de oxerosión,

*A
Es evidente que ese nroccso. gvneral de "Aciclo y  

"ruuso11 del nitrógeno, y, sen lado *s ̂ arriba en'» los .vegeta­
les, exige un. mecanismo .apropiado do alna cena aiefíf o, r^cupc 
ción y traslado del nisno > acia el torrarete tabólieo prin­
cipal..

f ,Por lo ..ciaas, se h ce necesaria 1... rrosencia ̂ e con- 
puestos ricos en nitrógeno, acondicionados do Í&L nax¿!r.a, que 
permitan curplir con osa demanda en cualquier punto .¿jíjl ve­
getal, y  .ntener una reserva "activa* del nisno. ntre t* les 
sustancias ricas on nitrógeno, numerosos autores e inves ti-* 
gadores señalaron cono ñas importante, las a, sidas raspar rea­
gina y glutamina, cono así también la rginina.
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Y e Pfcffer y Schulze, coda uno por su lodo, bosque­
jaron lo idoo do que ol amoníaco y los .-idos cumplían un 
portontísimo rol tonto en lo síntesis nctobólica do los pro­
teínas cono en su desdoblamiento, o inclusivo, yo sugoríon 
que osos fuentes ricos en nitrógeno, juntó con los ácidos orgá-n: 
eos y los esqueletos do carbono que provenían de los azuca­
res, servirían de punto de partido poro un¿ posterior reali­
zación del aetabolismo oroteico’.

.aderaos., Prianishnnikov, en sus yo clasicos investi­
gaciones, cor-aprobó que cuando se agregaban hidratos de corbo 
ho a plántulas que crecían en la oscuridad, se producía una 
acumulación do asparragi¿¿» qn las lisnas, Viots, ñhitehead y 
Moxon (20), con sus ensayos -.confirmaron to•abien, que en úü 
casos so producía a cumula el 'S¿ de anidas. De acuerdo o esos
resultados, se aceptó entre otros cesas, que lo aparición de 
anidas significaba la eliminación de -amoníaco que se producía 
por alguna causa en el proceso netobólico, 2s evidente, que 
lo eli-.inoción,-del mismo, pe lograba ‘̂por 1 , combinación con 
los ácidos ¿sportice y gl.utóî ic'0.

nretovich (2 1) por su lado V" aún .ñas lejos, dicien­
do que no solo la bipsíntesis de los aminoácidos y anidas 
esta vinculodo'con el tenor de los hidratos de carbono cue 
poseo el vegetal, sino tonbión, que en cierto nodo se halla 
afectada ó infloíonciada por lo lu&* OTtimamente, IfíJhdosiiiSlci

■4~
(2 2) coincide en señalar que los dos anidas—osphrragino y glu

* r
tanina, son, en lo. mayoría de los vegetales, los fuentes ñas 
inportantes de reserva de nitrógeno soluble, *

Todo ósto va señalando que en los vegetales existe 
un proceso do síntesis que es funda.. ,ental, y  qu.e es aquel 
que se efectúa para conbinar el nitrógeno y los’ conmcotos 
del carbono entre si¿ las ideas modernas, han venido sena— - 
lando que para resolver ese problema se requiere un efectivo 
conocimiento sobre el metabolismo Ínter indio de los hidratas 
de carbono,- mas concret '.ente sobre los ácidos tricarboxíli— 
eos (ciclo de Krobs),
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L<_. confirme,ción uo esos conc^”tos fueron .dos en 
distintos circunstancias por Chibnall (23) y por Vickcry (24), 
quienes coincidieron en schalar que los cetoácidos, que junto 
con los ácidos orgánicos fornan parte del ciclo de Krobs, se­
rían la "puerta ao entrada" del nitrógeno en las coribinacio­
nes orgánicas, sirviendo de eslabón entre los hidratos de 
carbono y las proteínas.. anteriormente Krj.oop y Oesturlin 
(25) habían postulado que le. formación de los aminoácidos se 
lograba partir de los cetoacidos y el amoníaco, hecho que 
se había comprobado en los animales. Es evidente que para ese
momento, esas conclusiones significaran un gran paso adelan­
te, p-̂ ro como todavía no se tenía conocimiento de los siste­
mas enzimáticos que intervienen en las anidaciones rmlucti- 
vas, la teoría de Knoop quedó reducida a una hipótesis de 
trabajo.

ílo so raudo dejar de comentar las importantes expe— 
riuncias de Quastel, y oolf (26) (27), realizadas con restosj.-s ; -
celulares de '̂ Sschóyib.feí̂ . Ojli-, /que lm§ permitió sintetizar 
on forma reve^Jáblo. el ácid^.-i^spártíco, a partir del fuma- 
rato y del elbruro de amonio, íhro es indudable que los tra­
bajos de Yirtanen y Tartanen (28), significaron el trascen­
dente hecho de haber logrado sintetizar por 7riñera vez un 
aminoácido, el ácido aspártico, por medio de un sisteme enzi-n-
mítica extraído de células vegetales* Ellos, cor ese ensayo

/ " m i.
so halaron la presencia do 1 ... enzima "aspar tasa", factor fun-
damntal en la síntesis realizada*

P inminente, Yirtanen (29) indicó que la "espartase."/
que como ya so ha observado es la enzima específica pare
la formación del ácido aspártico partir del ácido oxal.. co-
tico, existe en numerosos mieroorganismos y -i guiaos vufnt les
superiores o Lr determinación du las propiedades y estructura
de la misma, ya habí, sido dilucidado por KLlfolk. (30), quien
la mirifico y caracterizó, llegando lr conclusión de que
os una no tal o enzima.

También eo nuCesario re. cor dar que ya Puler y A oler
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(3l) habían realizado ol importante descubrimiento do cao la 
enzima glutámico deshidrogenasa era/ específica para la com­
binación del ácido/alfa-coto glutámico^con el amoníaco, para 
dar ácido glutámico. Esta enzima fue perfectamente estudiada 
en numerosos vegetales.

Paralelamente con estas investigaciones, en distintos 
trabajos, otros investigadores fueron aclarando las vías de 
síntesis ya señaladas. Así, por ejemplo, T7ang*hy colab. (32), 
en SU3 ensayos confirmaron la presencia del acetato y del pi- 
ruvato, como intermediarios en el camino que lleva a la for­
mación del ácido aspártico, en el caso del acetato a travás 
del ciclo de Krebs, y del piruvato por medio de un aporte ex­
tra realizado por la enzima málica ó por la reacción de v7ood 
y Werkman.

Es indudable que habiéndose reconocido el camino me— 
tabólico para la obtención de los ácidos aspárticos y glutá­
mico, era obvio que la adición do un grupo amino a los mis­
mos significaba,la obtención de las amidas correspondientes, 
ya señaladas como fundaméntales nn ^1 cuadro metabólico de 
los compuestos /nitro’tenUdos solubles, v/ebster y Varncr (3 3) 
trabajando con lupino y con trigo germinado, confirmaron la 
síntesis de la asparragina a partir del aspartato y del amo­
níaco* En oí caso del trigo germinado^ se comprobó que el 
adenosintrifosfato^(ÁTP) y el ión magnesio, son facifores esen­
ciales de síntesis. Además ellos mismos, trabajando con el

¡t
extracto, obs^rva¿con que se lograba la formación de aspartilhi-- 
droxamato,  ̂ partir del aspartato, hidroxilamina, AT’lP e ión 
magnesio. Estos resultados indicarían que la asparragina, se 
formaría en los vegetales, por un camino similar al que ¡sigue 
la formación de la glutamina, que como se sabe se estudió 
exhaustivamente en los animales.

La síntesis de esta líltima es la siguientes*
glutamato + ATP + NH^ glutamina + ADP + Pi
La misma se ha demostrado perfectamente en los vege­

tales (34-) (35)* Además, Bidwell (36) trabajando con hojas
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de trigo, 'comprobó en sus experimentos lo señalado anteriormen­
te, 6 sea que tanto aspartato, glutamato, como así también la 
asparragina y la glutamina, ,se lograban de acuerdo a los cami­
nos ya señalados.

Una confirmación del esquema hasta aquí expuesto, es 
lo publicado por Steward y Durzan (37), a raíz de un trabajo 
que se había realizado en forma paralela en písconsin (U. S.A.), 
y en Finlandia, con el mismo material y con resultados distin­
tos. Para explicarlo, ellos sugirieron dos vías metabólicas al­
ternativas, en donde las condiciones nutricionales y ambienta­
les determinarían, cuál funcionaría, a los efectos de permitir 
la entrada del nitrógeno* Concretamente, una se efectuaría a 
través de un cetoácido de cuatro carbonos, que en última ins­
tancia produciría ácido aspártico, y la otra a través de uh 
cetoácido de cinco carbonos, que finalmente daría ácido glutá- 
mico.
Esquema t,

Complementaron la explicación diciendo que de los áci- 
dos formados, finalmente, derivarían Iüs correspondientes ami­
das, y de allí, por ■trané^minaciÓn toda uua:’serie de aminoáci­
dos.

Trataremos brevemente un runto que interesó a los inp 
vestigadores, el mismo consiste en la forma que el nitrógeno 
se incorpora a los cetoácidos¿ Como ya se ha demostrado, los 
ácidos glioxílico, piruvico, §x.alacético y alfa-cetoglutáricó,

t

reaccionan fácilmente con la hidrcxilamina produciendo la exi­
ma correspondiente y de allí por reducción aminoácidos. Los 
mismos son respectivamente glicocola, alanina, ác. aspártico y 
ác* glutámico.- biempre se pensó que ese podría ser el c a ^no (
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natural y, como ya vimos,, Steward así lo planteo en el esquema 
anteriormente presentado. Concretamente, en la formación del 
ácido glutámico, se comprobó- en los vegetales la existencia 
dél ácido alfa imino glutárico, posteriormente reducido por 
la enzima glutámico deshidrogenasa para, daf el aminoácido ya 
indicado.

Fo debemos dejar de tener en cuenta los procesos de 
transaminación, que por otro lado han sido perfectamente es­
tudiados en tejidos animales (38). Son procesos reversibles 
que permiten la posibilidad de la existencia de otros caminos 
metabólicos y que, concretamente coloca a los aminoácidos en 
una posición tal que ellos a su vez podrían generar otros ami­
noácidos primarios.
Ejemplo?

Precisamente AÍbauiry OoÍLen (39)? observaron en plan­
tas de ay&n^'í¿rápidás trans amina clones entre el ácido oxalace-^
tico y el ácitlp glu%ámi.co* También Beonard y Burris .£4-0) estu­
diaron la actividad de distintas transaminasas en vaft.os vege- 
tales y* líeister y colab. (4 1)? comprobaron éstos procesos en 
distintas transaminaciéfiesd que partían de la glutamina y la aq-
parragina, y dirigida hacia un cierto grupo de cetoácidos. bil-
son y colab. (42), controlaron esos procesos con G también en
los vegetales, aportando datos de interés.

Finalmente merecen destacarse estudios efectuados eno
el coliflor? se determinó el mecanismo y la cinética de las 
transaminaciones sobre el sistema glutámico-oxalacético tran- 
saminasa (43).

Esta'revisión bibliográfica efectuada nos permite creer
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que cualquier aminoácido 6 cetoácido puede tener varios oríge­
nes, pues, aparte de los procesos de transaminacion, pueden 
ser obtenidos por otros caminos? a través de condensaciones 
carboxílicas, oxidaciones etc. Un ejemplo aclaratorio puede ser 
el ácido oxalacético y el ácido alfa-cetoglutárico. los mis­
mos pueden obtenerse en forma directa a partir del ciclo de 
Krebs, é en forma indirecta por transaminacien del ácido as- 
pártico y del ácido glutánico (29)»

Por ultimo, no podemos dejar de comentar algo que se­
ñalan los autores? la presencia en los vegetales de una canti-*
dad mayor de cetoacidos que los que forman parte del ciclo de 
Xrebs, los ensayos de fijao'^ón de los cetoácidos presentes en 
los tejidos, con una solución alcoholice acida de 2,4 fenilhi—

sn  ̂ 4 ~drazona, purifióados posteriormente como sal de sodio e hidro­
genados a los efeetos de transformarlos en el aminoácido co— 
rrespendiente, así -Xo demostraron (44) (4 5),

Para fihalijar esta reseña hemos considerado convenien 
.£■ -v": , ~

te en primer t ^ m i n ^  t r v e m c n t e  la participación de los
aminoácidos en 3¿áf formaófkSíl ae ÍL as nroteínas pues como ya se

T V. /a, *ha demostrado, la f o r m a d e  las mismas requiere la presen­
cia simultánea Ĉe< lo¿’ veinte aminoácidos llamados fundamenta­
les y la omi^íón)de cualquiera de (ellos e inclusive de cual­
quiera de^jqB* a m i a m i n a # ,  asparragina)•, actuando como 
factor limitante, .á^e^ian teu formación (46), y en secundo tér­
mino, records#'qi^é. los r^foosomas, componentes de la ft^lula 
getal^, ,pihtqtizaíi'*Xas ̂ proteínas ensamblando en for/aa ordenada
los tintos amÍhó^^4oS;f operación que se efectúa de acuerdo 
a una guía ó modelo'' proporcionada por la información que trans
porta el PITA mensajero (código genético ) (4P. H T  origen de er»-/ f
s¡a información se halla en el Pili de los cromosomas del núcleo, 
que como ya es sabido, imprime capias de si mismo en l o m a  o.e

ERA 03).



O b j e t i v o s  c o n c re to s

Observaciones realizadas en el laboratorio del Instituí 
to de Fisiología Vegetal, comprobaron que las plantas de Tro­
pa eolum. majus sometidas a la luz solar directa, presentaban 
ciertas características que las distinguían de aquellas mante­
nidas a la luz solar indirecta (49) (50) (5l) 0 Entre las mas 
importantes podemos señalar, un color verde amarillento, mayor 
contenido en antocianinas y un menor desarrollo que se manifes­
taba en el acortamiento de los tallos, pecíolos y en la reduce
ción de las láminas foliares- Figúra l,bs

________________ __ ______ -----------------------------------------------------------------

Figura 1—a i Tropáeolum majus normal, b¡ ennnizada
Como ya se ha. señalado en la introducción de nuestra 

Tesis, la disminución del crecimiento de las plantas por efec­
to de la luz directa, es -un proceso que se presenta en forma 
muy general y que precisamente en la especie ya nombrada, po­
see características tan agudas que la presentan como una planta 
experimental ideal para estudiar ese tipo de problema. Además
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distintas determinaciones realizadas por los autores arriba 
mencionados, fueron reuniendo una serie de informacioness así 
por ejemplo y las plantas afectadas por la luz solar directa 
(que llamaremos enanizadas), presentaban una ittSnor actividad 
de la enzima indolacético oxidasa, una respiración muy reduci­
da y un cociente respiratorio menor. Cabe señalar, que en el 
caso de la reducción respiratoria se alcanzaban valores de ñas 
ta más de un 50 con respecto a las plantas mantenidas a la 
luz solar indirecta (ó plantas- norm&l'es), (Sivori y Rumi, 1963
no publicado).

v*.
lo cierto es, que se fueron desarrollando una serie de 

interrogantes que era necesario aclarar. Precisamente el dato 
respiratorio, sugirió la necesidad de averiguar el contenido 
de los diversos compuestos que forman el ciclo de Krebs. Rea­
lizadas las determinaciones correspondientes se obtuvo chorno da 
to fundamental que se produce una acumulación de ácido cítrico 
en plantas cnanize¡,das? además -do presentar diferencias en os­
tros ácidos orgánicos„ El resultado anteriormente logrado hizo 
pensar en la cojay^iiieñcia de medir la actividad de la enzima 
aconitasa, que qomó ápbeMOs actúa en el metabolismo del ácido

i íf-.i
cítrico en el cíelo &e Krebs. Ensayes que hemos efectuado en

•.»« w  j

el laboratorio..dicfoíi datos que sugirieron que al menos en par
.... ? ~  

te, esa acumúlaciÓú podría deberse a una menor actividad enzi-
mática de ia^en-zima jíeñCionada. (Sívori y Alanifc, a -publicar)*■ "-m ''

Como sb puede apreciar todos estos resultados fueron
conformando un esquema de trabajo, cuyo paso siguiente nos se­
ñalaba, dada la vinculación que existe entre los ácidoa del 
ciclo de Krebs y los aminoácidos a través de los cetoácidos, 
la conveniencia de estudiar el cuadro de los aminoácidos li­
bres en las plantas enanizadas.

> ,Los primeros ensayos cromatograficos realizados con 
tal fin indicaron un hecho importantes la disminución dol con­
tenido de la asparragina en las plantas enanizadas de Lropaeo— 
lum majus con respecto a las plantas normales. Como dato ilus­
trativo, es necesario agregar que ya Schulze había establecido



que ciertas especies presentan una notable acumulación de la 
asparragina, así él citaba a PapaVer somniferum (Papaveraceae) 
Pinus sylvestris (Coniferae) y Tropaeolum ma jus (Tropaeola- 
ceae) (52)„

Pado el valor fundamental que se les Reconoce a las 
amidas en general y, en nuestro caso particular a la aspa- 
rragina, se sugirió la conveniencia de analizar con atención 
su incidencia en el cuadro metabólico general, particularmen 
te en el prrtéico. Para ello, se completó el siguiente esque*-- 
ma de trabajo, al cual nos ajustaremos en nuestra labor %

1) Acidos aminados libres.
2) Acidos aminados provenientes del bidrolizado de 

proteínas solubles en agua.*
3) Proteínas totales (bruta),

" solubles en agua,
4) Separación elcctroforática de proteínas solubles 

en agua.

16.
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Acidos aminados libres

1) Bibliografía
Se determinaron los aminoácidos libres del extracto

vegetal, por medio de la cromatografía en pap^l, bidimensio-
nal ascendente, de acuerdo al mdtodo empleado por Ramirefc de
G-ugliermone y G-ómez (53) para líquidos biológicos en general,,
Se utilizó dos tipos de solventes, el primero ..en solución a-
cuosa amoniacal (alcalino) 31 propanol normal, y el segundo,*
en un medio acuoso fórmico (ácido) con. propanol normal y me-* 
tiletilcetona.

Para revelar el cromatggrama desarrollado,, se siguie-
ron los pasos del procedimiento de Cook y Lusccim.be (54), mo^
difloado por los autores arriba indicados que consiste en el
tratamiento con una solucióñ de ninhidrina en etanol 95 más
ácido láctico.* Ubicadas las manchas, fueron eluídas con una
solución de etanol y sulfato de cadmio (55),. La elección de
la sal de cadmio, significó obtener una absorbencia máxima
con un pico muy estrecho de 510-515 m/¿, en los complejos
formados con todos los aminoácidos, s.lvo la fenilalanina que
es de 500 myu.f La gran estabilidad y sensibilidad de esta
reacción de coloración, significó "un considerable aporte para 

#■estimar pequé&s cigtidades de aminoácidos presentes,
Lps A r a l o H a l l a d o s  en el laboratorio de los distin- 

tos aminoácidos se expresaron en base a curvhjfc patrones trar 
zadas con amií^5°i®s conocidos. Para ello se efectuaron 
siembras de alicuotas de los mismos que contenían desde 10/í. g 
hasta 40/cg. Se leyó la absorbancia lograda y se trazó las 
curvas correspondientes| la respuesta fue lineal.

El ensayo se efectuó sembrando una alícuota del ex­
tracto soluble de ambas plantas,^pobre el papel crornatografl­
eo elegido y realizar-do la tóchica bidimensional ascendente/ 
y posterior revelado de las manchas. La determinación cualiir 
tativa de los aminoácidos buscados, se logró comparándolos r 
con "mapas" de aminoácidos conocidos efectuados en las mismas



condiciones, En cuanto a la determinación cuantitativa, se 
efectuó eluyendo esas manchas con soluciones adecuadas y mi­
diendo la intensidad de color desarrollado con un espectro—t
fotómetro; las curvas patrones previamente Razadas, permi­
tieron expresar los resultados en /c g j de aj^yp Pacidos solu­
bles,
2) Técnica experimental.
Llaterial vegetal utilizado

El material vegetal utilizado en todos éstos ensaj^os, 
y  en los siguientes, proviene de un mismo pión logrado y  

mantenido en el laboratorio del Instituto de Fisiología Ve­
getal (Pac, de agronomía).

Al decir clon, se nestá expresando la existencia de 
un conjunto de individuos (plantas en este caso), que poseen 
un origen común y  cuya descendencia se ha efectuado vegetati­
vamente, lo que ha permitido conservar la uniformidad genéti­
ca. Para obtenerlo, de una serie de plantas de una misma esp_e 
cié logradas, por semilla, se eligió un individuo que presen! 
taba una serie de caracteres de interés, de ese individuo se

r
obtuvieron estacas con las que se efectuó el enraizamiento. 
Brevemente señalarelfros los pasos que oe eíeciuaron para lograr 
los se cortaron tres o cuatro brotes de 10 -15 cm. de largo, 
qu'e incluían 4 ó 5 nudos y en las que solamente se conserva-

f é
ron las hojás de crecimiento! se sumergió en agua (l día), 
se los plantó -en termina con vermiculita (2 ó 3*díos) para 
finalmente llevarlo a invernáculo (luz) en donde se los dejó 
hasta que se efectuó un buen enraizamiento. Logrado el mis­
mo, cada estaca se trasplantó a maceta y luego se dejó en 
condiciones de vidriera (conservando en ésta etapa y en to­
das las anteriores las condiciones óptimas de humedad) has-

A
ta que adquirió un tamaño apropiados ramificaciones, creci­
miento del tallo, etc., para así nuevamente obtener una se­
rie de estacas y reiniciar el proceso.

Un esquema aclarará lo expresado, indicándose también
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el tiempo que transcurre ftntre una etapa y la otra.

Esquema de formación de un clon

figura 2
Esta metodología se continúa hasta lograr el número 

de plantas que se desea. El conjunto así logrado eá el clon, 
El mismo procedimiento se lleva a cabo para su mantenimiento, 
Obtención de plantas enanas t

Para obtener las plantas que de­
nominamos enanas, se tomó un número conveniente de indivi­
duos pertenecientes al cT on, que se encuentran en macetas, y 
se los colocó a la luz solar directa durante un período con­
tinuo de un mes o un mes y medio, adquiriendo en. esas condi­
ciones los caracteres propios de esas plantas? éntrenudos 
cortos, pecíolos cortos, pigmentación antociánica más inten­
sa en los tallos y la lámina foliar mas chica con un oi>lor 
verde amarillento.
Plantas normales?

Las plantas así llamadas, como bien dice 
su denominación, presentan los caracteres de las plantas de­
sarrolladas normalmente, para ello se mantuvieron en sombra- 
culo.

La tócnica experimental se efectuó sn varias etapas?
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a) toma de muestra, b) preparación de la muestra para el aná­
lisis, c) determinación de peso seco, d) extracción, e) se­
paración cromatográfioa y f) revelado y valoración,
a) toma de muestra.

*
En forma paralela, se tomaron de, plantad enanas y ñor 

males, ápices con dos ó tres hojas en fcimacion- que incluyes 
lámina, pecíolo, meristema apical y parte de? tallo. Se pesó 
aproximadamente unos 75 g* El material .se transportó hasta el 
laboratorio, en recipientes cerrados y: con un ambiente de hu-r 
medad adecuado, manteniéndose en e-sas condiciones hasta el 
momento de realizar los ensayos.
b) preparación de la muestra para el análisis.

El material se colocó sobre una placa de vidrio y se 
cortó en trozos muy pequeños, efectuándose el tratamiento que 
corresponde para así lograr un material representativo y ho­
mogéneo. Se separaron 68 g para la extracción y con el resto 
se efectuó jgeso seco.
c) determinación de peso seco.

Se determinó a 100 °C. hasta peso constante, los re­
sultados fueron?

Para Tropaeilum majus normal; 7,7 i» peso seco,
" 11 " enanizada; 1 1 , 7  peso seco,

d) extracción.
Se efectuó utilizando un medio hidroalcohólico, se­

gún le indicaron Thompson y Stevard (56). El material cuyo 
peso se conoce, 68 g para ambos tipos de vegetales, se desin- 
tegró en un mortero con arena de cuarzo y pilón.

El órden de extracciones fuá el siguientes
Ira. extracción, se usó 75 mi de alcohol 9 6 ° , en frío.
2da. 9

ii tr 8 0 mi ii ¡i 9%.O
oco n i»

3^a. 11
9

M m 65 mi ti m 8 0 ° , ii ii

4ta. 11
9

ti ti 55 mi ii it Oo0
0 11 1!

5ta. 11
f

11 ti

VJ
l

O mi ii ii OoC
O baño maría

10-15».
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Después de cada extracción se centrifugó a aproxima-^ 
demente 4.000g y se reservaron los extractos solubles. Si­
guiendo este esquema, se aseguró, la total extracción de los 
aminoácidos. Se reunió el total de extractos y se efectuó la

ti üconcentración en el vacio, por medio de un rotaVapor marca 
Biichl. Esta operación permitió la eliminación total del al­
cohol y parte del agua a temperaturas menoi’qs de 35 °C, lo 
que aseguró la no destrucción de aminoácidos, como por ejem­
plo, la glutamina (37)« Finalmente los concentrados acuosos 
de cada extracto total, fueron llevados a un volumen de 60 
mi.
e) separación cromatografica.

Se utilizaron aminoácidos Apatrones”, adquiridos en 
el comercio. Los solventes usados, fueron todos pro-análisis 
(Merck, B.D.H. etc.)? no obstante, el propanol normal utili­
zado se destiló y, la metil-etil-cetona se rectificó en una 
columna de 40 cm de altura.

Los ensayes se realizaron en dos cubas de vidrio, 
especiales para cromatografía ascendente, una ele ellas de 
30 cm do altura y 25 cm de diámetro y, la segunda de 65 x 30 

cm , ambas con sus paredes totalmente tapizadas con papel de 
filtro, embebido ah el solvente que se usó para, efectuar la 
corrida, detalle fénico que aseguró homogeneidad ambiental 
dentro de las cubas. Como papel cromatográfico se usó ahat- 
man H° 3MM, en bandas de 30 x 40 cm ? el material extraido 
se sembró a una distancia de 2 ,5 cm del borde inferior dere­
cho y se dobló sobre si mismo formando un cilindro., manteni­
do en posición con un gancho especial de vidrio. Lua¿o se 
sumergió en la mezcla solvente que cubre el fondo de la cu­
ba, y se dejó correr hasta 1 cm del borde superior'. Hacien­
do girar el papel en ángulo reoto, se repitió la misma ope­
ración en la otra cuba y con--la segunda mezcla de solventes. 
Solvente I s propanol normáis hidróxido do amonio 3 v* (4 si 
v/v).
Solvente I I s piopanol normáis metiletilcetonas ácido fórmico 

25 (5s3*2v/v).
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La corrida pon el solvente I se efectuó en un tiempo 
aproximado de 10 hs. Se retiró él papel de la cuba y sé dejó 
en un ambiente ventilado que permitió eliminar por evapora­
ción restos del solvente (aprox. 2 hs.). Se repitió el ensa­
yo y  luego se efectuó la corrida con el solvente II* en la

t
segunda cuba, que se prolongó durante 10 lis* La -tíltima elimi­
nación del solvente, se prolongó un tiempo^no .menor a 12 hs.,, 
detalle técnico que aseguró posibles interf erencias de res­
tos de último en el proceso de revelado,
f) revelada valoración.

El cromatograma se sumergió en una solución que con­
tenía 1 g de ninhidrina en 100 mi de alcohól etílico 95 f- 

y ácido láctico al 1 $* Luego la hoja de papel embebida se 
dejó secar bajo campana, a temperatura ambiente, durante 30 
mln. y, posteriormente se colocó en estufa a 105 + Io0, du­
rante 4 min. Las manchas logradas, se compararon con "mapas” 
de aminoácidos conocidos. Según la ubicación de las mismas, 
se determinó a que aminoácido corresponde.

A continuación fue recortada la zona cubierta por la 
manofepf y el trozo de papel se sumergió en un eluyente cons­
tituido por 7,8 mi de etanol al 90 $ y 0,2 mi de ¡Sulfato áe 
cadmio al lp. Al mismo tiempo se preparó un "blanco" utili­
zando para ello -una zona del cromatugrama lo más próximo po­
sible a la mancha^ y/de área similar.

Después de una hora de contacto, los colores* desa­
rrollados fueron valorados con un espectrofotómetro Bausch 
y Lomb "Spectronic 20". Los datos así obtenidos fueron lle­
vados a las curvas patrones trazadas, como ya se indicó, con
muestras conocidas. Habiendo determinado los microgramos sem­
brados, el volumen de siembra, volumen total de extracto, 
gramos de peso fresco, y peso saca de la planta, se obtuvo 
el valor final de cada aminoácido expresado en mg/g peso se­
co. En base a estos datos se creyó conveniente calcular el 
porcentaje relativo de cada aminoácido, a los efectos de co­
nocer su incidencia particular en el Cuadro total, en cada
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tipo do planta,
Por ultimo debemos recordar que el volumen de extrac­

to a sembrar se halla condicionado a la necesidad de obtener 
un revelado de .manchas perfectamente definidas. Los ensayos 
efectuados determinaron que las siembras de 15''y 30 mi crol, 
eran las más adecuadas,
3) Resultados.

a.)

b>

1 ác .  g lu tá m ic o  2 - ác .  a s p á r t i c o  3 ~ a s p a r r a g i n a  4 - glutamina,  
a - g i i c o c o l a - s e  r iñ a  6 - alumina 7 - t r eo n in a  8 inel ioninu va l ina
10 - le uc in a  11 - e t a n o la m in a  1 2 - j ( a rn in o  but í r i co .
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b)

1" ác„ g lu tám ic o  ‘2 - á c .  a s p á r t i c o  3 - asp;' r ra^ ina 4 - glutamina'  
5 - gl ¡ c o c o l a - s e  r iñ a  6 - a la n in a  7 - t r e o n in a  8 mctioiiina (> - va l ina  
10 - l e u c in a  11 - e t a n o la n i i n a  1 2 “ jj a m ino  butf ri  co.

Figura 4— T>ma jus enana,  a ? cromatogrania, bs dibujo aclaratorio
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CUADRO COMPARATIVO DE ACIDOS AVINADOS

T majas rh,; ,  >tal t. majus "enarmada99
m g./g.p .seco % m g / g .p . seco %

0 cC. Cjluta m ico 10,71 3, 18 1 5, 56
2) &C. a s p o r t' i. *0 3, b5 0. 55 2, 6o

3) ¡asparaguia 1 3, 78 38, 65 3, 82 18, 69
4) g lu ta m in a 0, 51 1.43 Q, 34 1, 66
5) g¿¡co co ló  -s e r in a 0, o 3 1, 77 0, 70 3, 42

O) a la n in a 14, 20 40, 07 10, 60 3 1,86
Í )  tre o  n  irja 0, 40 1, 37 0, 68 3, 33
3) m e tio n in a 0, 65 1,82 0, 43 2, 10
9) v a / in a 0, 19 0, 53 0. 14 0, 69

sum a.

4) Discusión.
35, bb 100,00 20. 44 100,00

Seg&n se deduce del cuadro anterior, la suma total de 
los aminoácidos libres determinados en plantas enanas, compa­
rando con acuella de las plantas normales, disminuye aproxima­
damente en un 43^. Esa diferencia se halla representada, prin­
cipalmente, por_la asparragina y en pequeña proporción por el 
ácido aspártico. Así, s i observamos los valores do la amida 
en plantas normales vemos que es de 13T8 mg/g p, seco y en 
cambio en plantas enanas de 3.8* lo que arroja una disminu­
ción de 721o en óstas dltimas. Con respecto al ácido aspártico 
son respectivamente de 1.30 y de 0,55 mg/g p. seco.

Además observando los porcicntos relativos de amino­
ácidos en cada planta, se concluyo que la familia ác. aspár- 
tico-asparragina en plantas enanas, disminuye sensiblemente 
eñ sus valores con respecto al resto de los aminoácidos. El 
porcentaje de asparragina en plantas normales es de 38,7. en 
cambio en plantas enanas 1 8 ,7 » Puede observarse por otra par­
te que el contenido de alanina aumenta en forma porcentual 
del ¿0 a casi el 5 2 % ,
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3sc¡u.ema II

proteina

De acuerdo a esos datosf el contenido de ácido aspár-- 
tico no estaría mayormente afectado, es decir mantendría su con­
centración (steady statc) próximo a los valores normales, mien­
tras que la formación de la asparragina, por una modificación 
de su. nivel desconocido para nosotros hasta el presente, mostra­
ría una gran alteración de ese camino metabólico, Para explicar 
esa anomalía hemos considerado la existencia de diqu.es de con­
tención (líneas discontinuas en el esquema II) que bien podrían 
consistir en deficiencias enzimáticas que regularían en alguna 
forma los niveles de esas sustancias.

Distintos autores, entre ellos Webster, segdn se expuso 
en la introducción bibliográfica, señalaron la importancia que 
puede tener como factor limitante para 3.a formación de las pro 
teínas, la alteración del cuadro de los aminoácidos proteicos 
y amidas o



Acidos aminados provenientes del hidrolizado de proteínas 
solubles en agua,

1) Bibliografía,
*

En nuestros ensayos se utilizó la técnica de extraccción
desarrollada por Bernett y Naylor (57) que consideramos la más
adecuada para nuestros fines. La misma consistió eñ una doble
extracción con molienda, del material vegetal en un mortero y
pilón, en presencia de agua fría, centrifugación y reunión de
los sobrenadantes, para finalmente precipitar las p.ro^e:kaas con
ácido tricloroacetico al 20$. Las proteínas así sep^.^dJfe se pu— ..
rificarpn y se decoloraron quedando en condiciones dé-se-^hidro-

•lrV:lizadaSo
La hidrólisis se efectuó con HCl 6N, en vacío y a una 

temperatura de 110 °C, segdn Moore y Stein (58), técnica que ya 
es común ]5ara este tipo de operaciones,
2) Técnica experimental,
a) toma de muestra,

El material a utilizar, se recogió con las precauciones 
ya señaladas en la determinación de les aminoácidos libres.

Se trabajó en paralelo con plantas de Tropaeolum majas 
normal y enanizada, Le cada una se tomó 10 g , de los cuales se 
reservó una parte para la determinación de los aminoácidos protei­
cos y el resto para el respectivo peso seco,
b) de terminación de peso seco.

Arrojó los siguientes resultados;
•L® nía-.i as normal; 12$ T , majus enanizada; 15$
c) extracción de las proteínas solubles en agua.

7 g del material vegetal (lámina, pecíolo, meristema 
apical y parte de tallo), se cortaron en pequeños trozos y so 
molieron utilizando un mortero y pilón, con arena lavada y 
agua destilada fría (volumen 3C mi), El humogeneizado fue 
centrifugado a 27.000g en una 3upercentrífuga marca “Sorvall" 
rotor SS-34? durante 10 min. La fracción sobrenadante se re-
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servó y el insoluble se volvió a extraer nuevamente con agua 
destilada fría* se utilizo un volumen de 20 mi. Luego de cen*- 
trifugar en las condiciones ya señaladas, el sobrenadante se 
reunió con el anterior dando un volumen final de 50 mi.

A 5 mi. del extracto anterior se le agrego igual vo­
lumen de ácido tricloroacético al 20^« Se dejó en digestión 
durante 10 min, Se centrifugó a 27.000g. (en el mismo tiem­
po) y se desechó el líquido sobrenadante. El insoluble de la 
operación anterior, se trato con 5 mi de ácido tricloroacéti­
co al 10$, se agitó, se dejó en reposo durante 10 min.., cen­
trifugando nuevamente en las condiciones ya indicadas.

El sobrenadante se descartó y el insoluble se ¿eco-
- i *

loro de la siguiente maneras se incubó con 2 mi “áte"una mez­
cla de etanol, éter y cloroforma (2s2sl v/v/v), durante i  ho­
ra a 37°C9 La operación se repitió dos veces, centrifugando 
en cada caso y desechando el sobrenadante. El insoluble que 
quedó perfectamente decolorado, se secó para reducirlo a pol­
vo de la siguiente mane' en un tubo se lo sumergió-' en un 
baño de agua que se hallaba a una temperatura de 40-50°C du­
rante 15 minc A continuación se lo dejó en un desecador co­
nectado a una línea de vacío durante el tiempo necesario 
(aprox. 1 hora). El polvo obtenido en cada caso se pesó.
Para T. ma jus normáis 9,7 mg.
Para T, ma jus enanizada s 6,8 mg. 
d) hidrólisis ácidá de lu proteína.

Se tomaron cuatro tubos de paredes gruesas, con un 
cierto estrangulamiento cerca de la boca. Previamente se los 
lavó con una mezcla sulf o crómica, agua destilada y finalmen-r 
te HC1 1N, dejándolos secar en estufa a 100°C. Los ensayos 
se efectuaron por duplicado en cada tipo de planta.
Para T. ma jus enanizada

tubo E° ls 3>4 
tubo E° 2 s 3,4 "

Para T_= ma jus normal
tubo N° 3 ? 4,6 mg. 
tubo N° 4? 5,1 "
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A cada tubo se agrego 1 mi de ácido clorhídrico 6N 
y se lo soldó, trabajando con soplete oxiacetilenico, a una 
línea de alto vació de vidrio, conectado a una bomba difuso- 
ra« Al mismo tiempo, se sumergió por su extremo en un reci­
piente con aire líquido. Cuando el líquido se congeló-, se 
realizó el vacío. La intensidad del mismo se controló con un 
detector de alto vacío. A un valor adecuado se cerró la am­
polla, trabajando siempre ?on soplete.

La hidrólisis de las proteínas se efectuó sumergien­
do las ampollas en un baño de tolueno a ebullición, en un 
equipo con refrigerante de reflujo, lo que permitió mante­
ner una temperatura de 110°C durante todo el proceso.

La operación se prolongó durante 20 hs. dírhnscurri- 
do ese tiempo se dejo enfriar a temperatura ambiente ,y se 
abrió la ampolla con una lima,. El ¿material hidrolizado se 
transfirió cuantitativamente a un tubo especial que se co­
nectó a un rotavapor, marca Büchl, que trabajó en vacío y a 
una temperatura inferior a 30°0. Con ésta operación se eli­
minó totalmente el ácido clorhídrico. El residuo obtenido 
se disolvió en 1 mi de agua, para ambos tipos de plantas, 
efectuándose a continuación los ensayos cromatográficos. La 
técnica utilizada fue similar a la del ensayo de determina­
ción de los aminoácidos libres, por lo tanto, no es necesa­
rio insistir en los detalles de la misma.
3) Resultados.
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b)

1) ác. g l u t á m i c o  2) ác. aspár-.:t o 
5) glicocola-serina 6) t r e o n i n a  7) 
í0) fenil alanina 11) l e u c i n a  x  =

i) lisina-arginina 4) histidin; 
alanina 8) tirosina 9) valina 
p r o d .  d e g r a d .  cistefha.

fig u ra  5 - a i croma-fe ograma, b: cLibajo ac la ra to rio*  X.mdjjXS normal
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d')

b)

Figura 6- T.majus enana, a : crornatograma, b: dibujo a c la ra to rio .
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CUADRO COMPARATIVO DE ACIDOS AMINADOS

T. majus nonL V T. majus emnizada”
m g / g p  seco 0/A m.g./g.p.secQ %

i) á c id o  g iu ta tm 'c o 16, 4 16, 6 5,5 12, i
z) acido aspartíco 7,6 7, 7 3,2 7,3
5)¡i$¿rid arginina 13, 8 14, 0 3. 3 7}
4)histidina — O — « M »

s)g lic o c o !a  s e r in a 6, 5 6, 6 3, 3$̂  7,6
6) t r  ponina 2, 8 2, 8 1,4 3, 2
i )  ata runa 39,0 39, 3 20,0 45, 9
8) tiro s in a 1 2» 1 1, 3 3,0
9) va/i na 4, 1 4, 2 1, 8 4, I
\Q)femlaIanina 6, 6 6, 7 3,8 *8,7

suma 98, 9 100, 0 43, 6> 100,0

4) Discusión.
Los resultados indican ciertas diferencias ■entre el 

contenido porcentual de los ácidos aminados de las proteínas 
solubles, provenientes de las plantas normales y de las plan­
tas enanizadas..

Dentro de las variaciones generales, algunas üon de 
importancia evidentemente significativas. La primera es el 
menor contenido del conjunto lisina-arginina en plantas ena­
nas , que baja del 14$ al 7*6$. La otra variación evidente se 
encuentra en el contenido de alanina, que es de 39*^-$ en 
planta normal y llega a 45*9$ en la planta enana.. En este 
caso se manifiesta un aumento, que puede ser de importancia 
dadas las cifras‘relativamente altas de los valores absolu­
tos. Como ya se mencionó este aumento también ocurre en los 
ácidos aminados libres.

 ̂ Posiblemente tengan valor las diferencias en ácido
glutámico (16,6 y 12*6) y fanilalanina (6,7 y 8,7). pru­
dente no tomar en cuenta las diferencias restantes, dado su 
bajo valor expresado en por ciento como sus menores valores 
absolutos...
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Proteínas totales (bruta) y; proteínas solubles en agua.

1) Bibliografía.
En nuestros ensayos se utilizó el micromótodo de 

Kjeldahl (59) (60). El equipo de destilación enjpiéado (61) 
se observa en la figura 7

Eigora 7
2) Técnica experii,^ntal 

Reactivos.
Mezcla catalizadoras

sulfato de potasio anhidro = 93 g 
sulfato de cobre anhidro = 6,3 g

selenio = O J  g

Solución de hidróxido de sodio al 40^2 
hidróxido de sodio = 40 g

agua = 100 mi

Indicador Shiro Tashiros
azul de metileno = 0,060 g
rojo de metilo = 0,125 g

agua = 100 mi
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Torna y; preparación ele la muestra
El material vegetal de ambos tipos de plantas se ex­

trajo en forma paralela, El mismo consistió en ápices con 
dos 6 tres hojas en formación? láminas, pecíolos, meristema 
apical y parte de tallo. De cada muestra se obtuvo un peso 
de 20 g, efectuándose el transporte del material al labo­
ratorio, en las condiciones ya señaladas en ensayos anterio­
res.

Á partir de las mismas-se realizaron las determina-
clones de proteínas brutas y proteínas solubles. jfijfckTfTbos
casos se cortó el material en pequeño^ trozos y sé̂ -ijjJa<Sge-<?»
neizó cuidadosamente obteniendo una muestra representativa,,
De ese conjunto se extrajeron en forma sucesiva, las muestras 
para los distintos análisis.
Determinadón de proteínas totales.

Aproximadamente 5g del matoriadLunteiior.ck ambos üpos de 
plantas, se trataron en alto vacío en una estufa especial a 
80°C durante 24- hs. Luego el material se trasladó a un dese­
cador con Cl^Ca, en donde se mantuvo hasta que se extrajo la 
muestra para efectuar el análisis (aproximadamente i  hora).

Las pesadas se efectuaron con una balanza Iletler, 
con exactitud de 0,1 mg. Al material pesado se le agregó 1 g 
de la mezcla catalizadora y 2,5 mi de ácido sulfúrico concen­
trado (pro-análisis), todo dentro de un balón especial de vi­
drio de 300 mi de capacidad, que se calentó con calefactores 
eléctricos graduables, La operación se inició a temperatura 
moderada y por debajo del punto de ebullición del ácido sul- 
fúrico. Esta precaución evita una iniciación violenta de la 
ebullición, con proyecciones del material sobre las paredes 
del balón, que incidiría en la exactitud de los resultados*

Una vez finalizado el desprendimiento de burbujas se
aumentó 1 calentamiento, hasta que se observó la aparición,

V
de hunos blancos. La operación se continuó hasta que el lí­
quido se presentó límpido, verdoso y sin puntos negros. El



35

tiempo de ataque fue de dos horas,
de dejó enfriar la solución y se trasvasó cuantita­

tivamente a una ampolla de decantación y de allí a la cáma­
ra de desprendimiento.. Posteriormente se agregó una canti­
dad adecuada de hidróxido de sodio al 40£>, que «o dejó en­
trar suavemente, evitando así un desprendimiento turbulen­
to del amoníaco. El punto final de la operación se logró 
por la presencia de un anillo púrpura, que indicó la exis­
tencia de un ligero exceso de hidróxido de sodio. El amonía­
co desprendido se recibió 
sulfúrico 0,0095N (20 col) 
respectivas. Entodos los

en un volumen conocido de acido 
, efectuándose las valoraciones 
casos se reálLizó en fopma paralela

un ensayo en í;blanco",
3) Resultados,

Las determinaciones se realizaron por triplicado, 
tanto para ¡muestras de plantas normales como para las de 
enanas. Las titulaciones de los ácidos correspondientes a 
los triplicados de plantas normales fueron de 9>6 , 9,9 y 
9,9 mi. Le acuerdo a estos valores y según el peso del ma­
terial proviamente secado a 80°C se obtuvieron; 3,9 , 3,8 
y 3 , 7 de nitrógeno. Estas cifras son muy similares, lo que 
indican la exactitud del mótodo empleado, resultando un 
promedio de 3,3'^ de nitrógeno y 23,8^ de proteínas totales
ó brutas, empleando el factor 6,25.

Los valores de titulación para las plantas enaniza- 
das fueron de 12,6 , 12,6 y 12,6 con un promedio de 2,3r> de 
nitrógeno y 14,4?> de proteínas.
Pete rminación de proteínas solubles.

Peí material fresco se pesaron dos muestras de 6 g
de plantas de T. majus normales y enanizadas. ns^s muestras

*

de acuerdo al método ya citado se trataron, en cada caso,* 4
con 20 mi de agua destilada y enfriada en un mortero y se 
trituraron convenientemente, con el agregado dé arena de 
cuarzo lavada, continuación se centrifugaron a 27.000go 
Se reservó el sobrenadante y se extrajeron nuevamente en las
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condiciones anteriores. L1 volumen final de ambas extraccio­
nes reunidas se llevo a 41 mi en ambos tipos de plantas.

De los extractos totales se tomó 5 mi a los que se 
les agregó 5 mi de acido trioloroacctico al 2 0 be dejaron 
en reposo durante 10 min. y se centrifugaron a 2_7-000g du­
rante el mismo tiempo. Con el residuo se repitieron las ope­
raciones pero esta vez tratando con acido tricloroacetico al 
10/j. Después do eliminar el sobrenadante, previa centrifuga­
ción, el precipitado de proteínas se decoloró con la técnica 
ya semblada en el capítulo referido a determinaciones de los 
aminoácidos en el hidrolizado de proteínas solubles. Con el 
residuo decolorado y desecado se efs$$uó la determinación de 
proteínas, en ambos tipos de plantas, ;*oor el micrtfmetodo de 
K'j cldahl ya de s cript o.
Peso seco.

Del mismo material, se tomó una parte par, efectuar 
peso S3co, obteniéndose;

para T, ma jus normal = 11
" í,* ma jus enanizada = 17 cí>

Resultados s
t»as determinaciones de nitrógeno se realizaron ^or 

duplicado, obteniéndose 1,17/* de nitrógeno y 7,30^ de uro- 
teínas solubles, referido peso seco en plantas normales y, 
0,57/j de nitrógeno y 3,56p de proteínas srolubles también re­
ferido a peso seco en plantas amenizadas.

los resultados logrados se exponen en el siguiente
cuadro;

Prot. totales 

%  peso seco

Prot. solubles 

°/o peso seco

Prot. ¡n solubles 

%  peso seco

P ro t solu b les  

%  P rot totales

Prot. insolubles 

°/o Prot. totales

Ac. a m in a d o s libres 

%  g . p e s o  sa c o

£. 1 4 ,4 3 ,6 1 0 ,6 2 5 , 0 7 5 ,0 2 0 ,4 4  mg-

N. 2 5 ,8 7 ,3 1 6 ,5 3 0 , 7 6 9 ,3 3 5 , 6 6  mg.

°/o en p la n te enanizada referida a  p la n ta  n o r m a l **• »

6 0 ,5 4 9 .3 6 5 ,4 5 7 ,0

E . e n a n a  
H . n o r m a !
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Los resultados señalan diferencias de significación*
Por ejemplo, las proteínas totales en las plantas enanas se
encuentran en un 60,5$ del valor que corresponde a las plañ­

ía
tas normales; las proteínas solubles en agua llegan a ser 
solo un 49,3$ quedando finalmente el valor de las proteínas 
insolubles en agua que es de 65$. Ello sindica alteraciones
en el proceso de formación de las mismas. Los antecedentes 
bibliográficos ya expuestos por nosotros y los valores ha­
llados para la asparragina, sensibl^g^^pjfce menores1 indicarían 
a ésta como un factor limitante en la formación íé las pro­
teínas.

Además, es interesante hacer notar que las proteínas 
solubles con relación a las totales, son aproximadamente un 
5$ menor en plantas enanizadas con respecto a las plantas 
normales (25,0$ contra 30,0$), y las proteínas insolubles 
también referidas a las totales un 6$ más (75 contra 69) en 
plantas enanizadas con respecto a las normales.

finalmente, como dato complementario en áste caso, 
se observa que las diferencias en los ácidos aminados libres 
son evidentemente importantes e inferiores en las plantas 
enanizadas. Así, en éstas alcanzan a 20 mg/g peso seco, mien­
tras que en las normales, áste valor se eleva a 36 m^> Lo que 
arroja una disminución para las enanizadas de 57,0$jr
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Separación electrz f• or ética de las proteínas solubles en 
agua»

1) Bibliografía
Aunque la electroforesis se mostró sie^apré como la 

técnica más eficaz para estudiar la distribución dé las pro­
teínas en un material biológico, su utilización eñ los vege­
tales fue poco satisfactoria. Sin embargo, la incorporación 
reciente de los geles de acrilamida coma soporte del sistema, 
la electroforesis en disco (62) péímitió obtener resultados 
concretos, (63) (64)- En consecuencia te seguirá este proce­
dimiento.
2) Técnica experimental.

Se p¿:rtió de 15 g de ambos tipos de plantas. El ma­
terial recogido, se molió cuidad o saínente en un mortero en­
friado y en presencia de arena de cuarzo. Posteriormente se 
centrifugó a 27.000g, durante 10 min., reservándose el sobre­
nadante de ambos tipos de plantas, con el que se efectuó un 
dializado, en presencia de agua a 0°C, durante 16 hs. Pina- 
lizada esa operación se colocó la membrana con el material 
en una corriente de aire, para concentrar el extractivo, de­
terminándose a continuación la concentración de las proteí­
nas solubles, por medio del método de I¡o\?ry (65)*

El dato así logrado, permitió averiguar que volumen 
de extracto se debe agregar para realizar una siembra^de 300- 
400 microg. de proteínas en el gel, que se considera'*óptima. 
Preparación del gel y electroforesis ^

Soluciones "stock”'. be prepararon de la siguiente m i ^ r a  5
a) ácido clorhídrico 1K 48 mi

Tris (hidroximetilamino metano) (Tris). 36,6 g
,-Tetrametiletilenediamino (Temed) 0^23 mi

agua destilada» ií)0 mi
b) ácido clorhídrico 1P 48 mi

Tris (hidroximetilamino metano) (Tris). 5,98 g
jP1 ,-Tetrametiletilenediamino (Temod). 0,46 mi

agua destilada. 100 mi
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c) acrilamida. 28 g
N,I!! ,-metilenebisacrilamida (Bis). O, f35 g
agua destilada. 100 mi

d) acrilamida. 10 g
K'jB' ,-metilenebisacrilamida (Bis). 2,5 g
agua destilada. 100 mi

e) riboflavina. 4 mg
agua destilada. 100 mi

f) sacarosa. AO g
agua destilada. 100 mi

Bes s oluciones :!stock” fueron envasadas en frascoi)
color caramelo y  guardadas en frío durante varios asesesP 
sin que se alteren. <*•*
Soluciones de trabajo»

Se prepararon de la siguiente manera?
Pera el gel inferior, también llamado de poro fino?

1 parte de a.
2 " c,.
1 ” agua destilada. pH: 8,8-9

mas un volumen equivalente de persulfato de amonio (0,14 g p)
La solución ó mezcla se preparo en el momento, evi­

tando una aereación prolongada 5 las soluciones de origen pre­
viamente se habían llevado a temperatura ambiente.
Para el gel superior ó de poro grueso?

1 parte de b.
2 !i ” _i. mas 4 partes de f.
1 " ” e. pH?

Polimerización del ggl.  ̂*
, -rUna serie de ocho tubos de vidrio, de diámetro y al­

tura similares, fueron fijados en forma vertical en orifi
cios de goma do un soporoe de madera, que póster i ormejá̂ afc se 
mantuvo fijo durante la ‘peración. A continuación, la fiohir 
ción del gel de poro fine, "fue transferido con pipeta dentro 
de cada tubo, hasta una altura de 45 mm evitando en todo mo­
mento la formación de buroujas. Luego se cubrió con una co­
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lumna de agua de 7 mm, agregándose ésta última cuidadosamen­
te con la ayuda de un gotero. En ésta etapa delicada, se evi­
to en todo momento la alteración de la interfase, que redun­
daría en la resolución del ensayo, luego se iluminó con una- 
lámpara fluorescente, durante un tiempo de 4*0 min., lo que 
provocó el proceso de polimerización.

Transcurrido ese tiempo se eliminó el agüt$ y se lavó
la superficie del polímero, con u m s  gotas de la solución 
del gol de ^oro grueso, luego se agregó de la misma solución, 
hasta una altura de 7-8 mrn, cubriéndose posteriormente con 
agua destilada hasta 5 mm. la exposición %,la luz fluores­
cente se realizó en esta operación durante 15, min o e elimi-

■ p.
no el agua de los tubos, se agregó la muestra mi^ro-pipe­
ta, cubriéndose nuevamente con una solución de ¿^ro grueso.
La exposición a la luz fluorescente fue esta.vez de 20 .min* 
Con los goles así preparados se armó el equipo para efectuar
la electroforcsis. 
la electroforesis.

El equipo fue construido %en el Laboratorio con dos 
platos de polietileno colocados uno encima del otro, que con­
tienen ol buffer y poseen en su centro un electrodo de pla­
tino, colocado verticálmente, que conecta a los .polos de una 
fuente de poder.

En el plato ubicado en 1^ parte superior, se perfo­
raron en su borde externo una serie de orificios a los cua­
les se ajustaron perfectamente. por medio do un ciérre de

f! ■: gp
goma, los tubos de vidrio que contienen el gel con la*,mues­
tra. En esas condiciones, la posición de los tubos en
forma vertical y sumergidos jpor sus extremos en el í̂ aff^r" 
contenido en el plato inferior. *

Terminado el procesa do polimerización ya so salado, 
se retiraron los tubos del soporte con cuidado para evitar 
la succión de los goles, y se los ubicó en la posición co­
rrespondiente en el armado del equipo, las burbujas de aire 
fijadas en la base de los tubos fueron elimiru das y ol es­
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pació resultante se lo llenó con el :,bufferf' tris-glicina
(0,lM,pH:8,3).
Operación.

En esas condiciones,por medio de los electrodos de
platino, se conectó a los polos de una fuente de,;alto poder,

% *
La ter ainal negativa de la mismñfal electrodo del recipiente 
del plato superior. La corriente se reguló de manera j.de te-t
ner hasta 4 ma por tubo, dando así la adecuada densidad de 
corriente, y la electroioresis se prolongó hasta que el co­
lorante del frente se desplazó 2,5-3 cm dentro de la capa 
de poro fino. **•
Teñido y  decoloración; Finalizada la electroflre'sis y habien-

, • /v ^
do separado el tubc con
se desprendió el gel por _____ __  ^ -
misma se desplazó en la zona correspondiente entre el gel y 
la pared del vidrio, rotando y con la ayuda de abundante a— 
gua. Esta operación se realizó evitando en lo posible que la 
punta de la aguja alterara la superficie del gel, les-miés de 
separado el mismo, se tiñó sumergiendo en una solución de 
Amido Schwarz al 0,7 (p/v), en ácido acético al 7 'P (v/v),
durante un tiempo de hora. Transcurrido ese tiempo se los
retiró y se los colocó en ácido acético al 10 ^ durante va­
rias horas, para eliminar el exceso de colorante y ^ijar las 
proteínas.' La operación de decoloración del gelpíse completó 
por medio de una electrólisis en presencia de una solución 
de ácido acético al 10 Lós restos del colorante, en pre­
sencia del campo eléctrico, se desplazaron hacia el á r ío ú o.*
3) Resultados.

Se realizaron varias determinaciones previas con el 
objeto de ajustar las cantidades de muestras adecuada pára 
cada tratamiento. Le acuerdo a los datos obtenidos se 'sem-.
bró;

para planta normal; 40 mirrol* =* 368. miorog* 
" M enanizada; 35 ,f - 4Ó6 "

Ad^ÉLas, °se efectuó d ensi tome tría en cada caso.
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a

b

c

Figura 8- T ma jus normal, 
gel, es

as d ens it o guarna j. 1 s 
dibujo aclaratorio

fotografía del

Figura 9“ T. ma jus eb.ana, a; d ensito grama ? b s fbtografía del
gel, G.2 dibujo aclaratorio.
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4) Discusión.
Como puede observarse, las bandas electrnforáticas de 

las proteínas de las plantas normales es notablemente más nítida 
que aquella de las enanizadas, las cuales son comparativamente 
mucho más difusas. Ya que se han probado numerosa^ concentracio­
nes, sin lograrse en los extractos de enanizadas la nitidez de 
las normales, es evidente que dicha difusión no se -¡¿rata de una 
condición cuantitativa sino de una característica cualitativa 
que puede tener más de una interpretación. Una de estas sería la

•Y ^

presencia de uno ó varios compuestos que interfieren en su des—
.9

plazamiento. También podría tratarse de laé miaftas estructuras
proteicas, cuya configuración presentan ciertas diferencias,,

En lo que respecta a la apreciación*''visual a!®r número
de bandas, las proteínas de plantas normales pueden identifican
se en 12 discosf las proteínas de plantas enanií&daa se resuelvenv
en igual número, con mucha dificultad. No obstante, la densitó— 
metría revela diferencias fundamentales no solo en la intensidad 
de las bandas, sino también en el núíilro. hsí,^jpor ejemplo, la 
banda situada a 25 mm (tomada desde el lado izquierdo de la fo— 
tografía del gráfico) correspondiente a lasjproteínas de J.as 
plantas enanizadas, se resolvería en dos bandas unidaíS''el grá­
fico de las normales'. También aquella correspondiente a 7 mm es
inferior a la de 2 mm, en plantas enanizadas, mientras ̂ U e

» \ , .normales es muy superior. De igual manera pueden reali^a^Ssgjfo— 
tras comparaciones que indican diferencias cualitativas^- y 
titativas en el complejo proteínico.



Discusión general

El problema del enanismo provocado por la luz es suma­
mente amplio, incluyendo aspectos hormonales, enzimáticos, del 
metabolismo de hidratos de carbono, de ácidos orgánicos, del ni- 
trógeno, además de los morfogénicos y  ecológicos*/Esfevidente que 
ninguno de ellos en particular puede aclarar en foíjpá aislada tp 
do el proceso 5 no obstante el conocimiento de las diferencias 
de los distintos compuestos nitrogenados entre plantas enanisacas 
y  normales es un aporte importante que 'pú'ede" contribuir a una ex- 
plicación básica del fenómeno*

Limitaciones experimentales'e n  los traba jost* tme se reali­
zan en el Instituto de Fisiología Vegetal5 hahen *d±:fi<Si determi- 
nar las diferencias de peso seco total entre plántáfe^ énanizadas 
y  normales de manera que es imposible, bajo esths Cuhdicioñes, 
obtener diferencias absolutas cuantitativas, tanto en lo que se 
refiere a cualquier tipo de compuestos en general como a los nir- 
trogenados en particular. Le cualquier es evidente que
dichas diferencias absolutas son mayores iqû  las diferencias por­
centuales sobre la base de peso seco en q a e f  M  exprei^ los val o™ 
res consignados en este trabajo. Las cifraá qued&íi así^g^educidás 
a diferencias relativas entre los compuestos nitrogenados y  el 
total, expresado como materia seca, A partir de esta b|®e..íí@$.hsin 
obtenido diferencias en las proteínas totales (bruta), *? >r
lubles, en los ácidos aminados que constituían las pro^ejfnas so­
lubles y  en los ácidos aminados libres. Por otra parte¿ se haya 
obtenido diferencias en la intensidad de las banudas proteicas y

m

en su numero, separadas por electroforesis en gol de acü&iamidn0 
En lo que respecta a las proteínas totales, vem¿p,quG 

las plantas enanas tienen un contenido inferior en uif 40^oén res' 
pecto a las plantas normales? una disminución tambjjJp^<¿f^da, % n  
el mismo sentido se observa en las proteínas solubles. alantea
en consecuencia cual sería la.causa inmediata de ó̂ fca disminución, 

Basado en la hipótesis de Webster (46) que 's&ñala la na- 
cesidad de la presencia de los 18 aminácidos y  las dos amidas pa­
ra la síntesis de las proteínas y  "la firme dependencia de la u-
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tilización de óptimas concentra clones de cada componente en el 
sistema en reacción", podemos suponer que el factor limitante in­
mediato de los bajos valores proteicos determinados por nosotros 
se encuentra entre los aminoácidos libres o las arfadas menciona­
das* *

La mayoría de aquellos ácidos aminados Xib3§ejfe determina­
dos, indican cierta disminución o.n las plantas enj^j&adas, pero 
es evidente que la diferencia correspondiente al fe&fcal, inferior 
a un 43 se debe al bajo nivel de la asparragina cuyo valor 
disminuye en un 72 fi con respecto al dé-ié^^lSífÉl^ normales, so- 
bre cifras absolutas que son muy oleyad^s^i Campar amos con
el resto; podemos inferir en conseetferfcla que el bájiii ixiyfel de

j' ■
asparragina 3eríe una de las causas lijo^tfm-bés inaipd'fatas de la 
síntesis protéica en plantas enanizadas. Esta siiúácíéti nos es 
incompatible con otros factores que podrian ac$et|¿^obmo limitan- 
tes; tal es el caso de la menor síntesis de AÉP que se deduce 
por irregularidades en el ciclo de Krebs ó también la interven­
ción de sustancias reguladoras (inMbidtfc^^hjT

La composición de los ácidos amañado s**$fe las proteínas 
solubles son bastante similares, excepto e n j óí contenido porcen­
tual de lisina-arjinina y alanina; se encuéntraj^^deidj|íeierfaB

■i , , r Vdiferencias en el ac. glutamicc y la f enilalanina, 1.a que ba^e
f ^  jg»

suponer que debían encontrarse diferencias en las prot 
ellos constituidos. Esta situación á^uedado demostrad^'§or. el. 
análisis densitométrico de la separación electro^oréti^á^ de* las 
proteínas.

Finalmente consideramos que las dif ereil/iias ei^Lmtr«adas 
en el contenido do ácidos aminados y amidas solubles, édjtos*'ami­
noácidos provenientes del hidrolizado de proteínas, en É s  pr'ô . 
teínas brutas y solubles en agua y la separación ele<2¿ofóyíbl^a 
de éstas últimas, corresponden a características f i t f e í e s * 
en las diferencias bioquímicas corre'spondientes a*los f|óg’ tipos 
de plantas que se suman a las diferencias morfológicas y fisio­
lógicas descriptas por otros autores.
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