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NTRODUCCION

El presente trabajo tiene nor objeto profundizar el
conocimienta de laz difereoncias existentes entre plantas de

Trqpaeolum magus enanizadas por la inéidencia de luz solar di-

-

recta y plantas normales desarrolladas bajo luz indircetz Eoto

fenbmend tan evidente en Tropaeolulm mgjus es comin en gran ni-

mero de plantas superiores, por ello consideramos que el pree
sente aporte puede ayudar a expligar 21 efecto seneral de dis—
minucidn del crecimiento provocado psr la luz,

Ya se conocia, desde fines del siglo pasado, que 1los

vegetales dependen de la luz, para efectultr la sintesis de com

s‘!‘ %

puestos orgdnicos que ellos produceq ¥y para §us proccsos de de
sarrollo, En lo que se refiere a éstos dltimos, 1ds esfudios
que en un comiqngé fueron descriptivos, en la pz 1mera parte de
éste siglo pasaron a un nivel experimental, lntbnalflcéndose
posteriorménte en una forma tal que en nuestros dfas han 1lle-
gado a constituir un caéﬁtul@ lmportanie dentro de la Pisiolo~

l,y

cfa Vegetal, el que correquﬁﬁe a los Egocehbs"fctomorfqgénl—

cos. Por otra parte, el efecto de la luz sobre'los vegetales
es mucho mfs ncentuado que en los animales, Se nodrfa genema-—
lizar diciendo que las plantas guperiores estan efpueutas, ine
ludiblemente, a las variaciones del ~medip, el que oontrola en
aran medida,; los procesos ya mancionados.

Se comprenderu perfoctamante que los fen&menOS comen=—
todosy se consideran por 16 mchnos parcialmenﬁe, en forma inde-
rendiente dé aquellos pro&u01dos eomo éonsecuencla de ia foto-
sintesis clorofilianag, .

Se sabia, por ejemplo, que sl law candlc@ones de ilue=
minacidn eran ddecuadas, los vegetgles lograban uvha' buen tumafio
y desarrollo vigoroso, pero en cambio si las mismas ergn defi-
cientes se obscrvaba un crécfmiénto aé6i1 qéé“tallos alargados,
adn cuando se cumplieran las condiciones éptimas de requeri-

miento de cgua, nutrientes inorgdmigas y temperatura. La ex-
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periencia posteriormente recogida, sefiald redultados realmente
interesantes cuando los vegetales se expusieron a distintas in
tensidades lumfinicas logradas con equipos adecuados,

El efecto de la luz en los vegetales; se puede estu—
diar teniendo en cuenta tres variubles: “intensidad, calidad y
duracibn (1).

Intensiﬁad. Ya que la fotosfintesis aumenfa con la intensidad

de la luz,; el crecimicnto y el vigor &e las plantas es general
mentc proporcional a ella, dentro de cgertou 1imites. Shirley
(2), haciendo crecer un grupo de plantas a difercntes intensi-
dades de luz, comprobd gue con baja intensidad el peso seco
lograds de las mismas, era en ceda’ casoy glrcctamentb Propor-
cional a su valor; a 1nt“n°l&ades By altas, el aumento del pe
50 seco cra relativamente menor, Ademds observd gque la inten~
sidad afcctaba ciertas caracteristicds cualitativas dgl voge~

‘\
tal, csi por ogemplo, la rekacibn rafz-tallo, vigor del mlsmo,

spesor de las hojas y desarrollo del tejido vas culur. -
Tambidn Popp (3), en coincidencia ¢on otros autores;
scfiald que el ulargamle%%o del tallo en 1068 vegetéles varfa
cn forma inversa con la 1nten81dad de la 1li¥zj eh cambio el és—
pesor cn forma directa con la misma, Observ(clones realizadas
en los tallos de algunas herbaeias expuestas a la luz, mos&ra—

ron formas en "zig-zag", micntras que en la oscurided.crecfan
a §

% n [ . :’%‘m

Es infudable que el efecto morfogénét%poi@és imper-

. : . A .
tante y més estudiado es el de la }ahilacién?w Los¥primeros

rectas.

trabajos indicaron que el ”ﬂhilado“"signifigaba un congidera-
ble aumento de la longitud de las celulas de lo tegldos en l1a
oscuridad. Cabé& scialar, camo aclara01on‘cqub én p&octsou de
éste tipo un aumento de 1u 1ong1tud pueﬁe ser con:ecuenc1a tan
bién de la proliferacidn celular,

Fl efecto de la luz puede ser difcrente, segin la par
te de la planta que se considere. asi por lo que se expone mds

arriba sc observa que el mismo se produce esencialmente en los



tallcs, no asi en las raices, flores ni frutos.,

Penfound (4) obscrvé que los tallos dc Heliantus ¥y
I&zgunum, que crecen pleno sol poseen uno asyor cantidad de
xylema y células con parcdes mds grucsas en ¢l tcjido mecdnico,
quc aguellas mentcenidas cn inverndculo.

Talbert y Holeh (5) cnsayando con 37 uSpgéics, comnTo~—
baron que aquellas quc sc colocaban a 801 dirccto, cn compara-—
cibn con otras d¢ la misma cspecie cn iﬁvernéoulo, tenian las
hojas mds rcducidas,; 1débulos mfs profundogy &on ncrvadurss y
bordes ﬁucrrados fiitafa pronunciados,:bupcrficies pilosas y pe-~-
cfolos mds cortos

Fl mccanismo del ofectoqluminicd“aqui comcntndoy c¢s
parcialmente conocido; se comBidcra quc sc halla vinculado a
lag auxinas cn su forma activa, Es bicn conocido guc la scnsi-
bilidad dc los t¢jidos a leos mismas, gumcnta con lao oscuridad,
Numerosos cutores han llegado a la conclusién de guelo intensidad
luminica provoca cntre otros cfcctos, la inhibicién del agrane
damicnto ccluler y por 1y tanso de los %qji@psf{S).

Calidad. Eé%évtipe de edtudios implica rcsolver varias difi-
cultedes técenicas cntre ¢llas la obsencidy dc longitudes de on
da prceciscs, puras, con suficicnte supcrficic en intcnsidad
quc permita ¢l tratamicnto 81mu1tango de Tumprosas pl¢ntas._De
cualgquicr modo sc¢ han 1qorado rcsul,ados goncpetey.ﬁ .

Se ha uclc.rudo perfeeta mcn.e, qug lau maymgss longi—
tudes dc onda sopre todo c¢hn 1la zona del roao, afec@gn solo cn
pequefia proporcidn el“élargamiehto ,elular, micntras que los
rayos azules’bbseen una veeidn framamente inhibitoria (7).
Mohr (8) trabajando con helcechos, logrd numerosqsaﬁatos quc .de
mostraron lo antcriormente sefialad:

To mismo ocurrid en los wvigetales gupcriores. Asf Via
ce (9) estudib ¢l cfeeto de la luz sobre d%stihtas especics y
obscrvd que al aumcentar la long%ﬁud de onda, la inhibicién cn
el alargamicnto dcl tallo, la lorgitud dc los intcrnudos y el

desarrollo dc las hojas, era men:r. Es indudable, como ya 1o



habfa sugerido Stolwik (10) que la rilacidn cntre lo longitud
dc onda y la produccidn dc las auxinas, jugaba ua rol impor-—
tante en la mayoria dc¢ dstns fondmenos,

Sc ha comprobado ¢n los Ultimos afios que las radia-
cioncs supcriorces 700 m # (radiacioncs rojo lejano) PoOScC una
cfeetiva influcncia sobre la fotomorfogénesis y no produccn o=
fecto inportante sobre la fotosintesis (11). Para complcetar cl
cucdro de los procesos fotomorfogénicogy en lo rcferente a ca-
lidad, no podemos decjar dc referirnos =l fitocromo y las radia
ciones de la zona roja (660 ma) ¥ rojo lejano (736 mM),

El fitocromo es un sistemn de pigmentos fotoreactivos

{054
&

que enocuentran en los vogetales, Segift’ se ha podido compro-—

bar

o
(&

una cromoproteina soluble, presente en el citoplasma,
que por tdecnicas adecuadas se ha podido aislar y mantenfr en
solucidn, Su conocimiento analftico y su valoracidn pudo lo-
grarse mercsd a la espectrofotometria difercncial (12).

Tos estudios realizados en base a esa técnica, dcomos-—
treron que el fitocromo, desdc el punto de vista fisicoquimico,
funciona oomo un gistema reversible. Asf, se He podido compro-
bar que ey vegetales mantenidos cn la oscuridad, sc proescnta
bajo una forma cuyo cspectrd de absorcidn posce um pico mdximo
de 660 mam, cn la bibliograffa se lo representa como: ®r (fito
cromo roju), También ge obscrvé que si la forma Px; 486 exionc
a la luz roja, se convierte en btra,féfma: Ifrlaﬁiﬂﬁﬁramo rojo
lcjanv), cuyo espectro de absorcibn presenta dﬁﬂgiév néximo de
730 mM, Finalmcnte y como consécuéncia de la raversibilidad
del sistema, la irendiacidén de &sta dltima forma-con rojo le-
jano, revierte u L. formzt Pr,

Lo dicho anteriormentc cc representa com ¢l siguicnte
esquena s #

A60 mu (rojo)

Pr & —————® Pfr
730 mu (rojo lejano)

Adends se pudo comprobar quc Pfr en la oscuridad, sec
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transforma espontaneamente y lentamente en rr, Como resultado
de algunas investigaciones, se sugirié la posibilidad de que
fitocromo roje lejano, funcione como una enzima de gren acti-~
vidad en alglin mecanismo auln desconocido del metubolismo celu~
lar, pruvocande rcspuestas morngehéticas (11). Todog cstos
prncesos sc desarrollan durante exposiciones a luz de poca in-

o
tensidad, por eso sc los conoce como reacciones de baja cner-—
t

gla’ .

Algunos wutores han sugerido la posible presencic ci
los vecestales de otros sistemas fotoreactivos ;elaéioqados con
1la fotomorfogénesis. Estos gis temas, a di{ercncia del fitocro-
mo, actuarian como consccuéncia deé irrsfdaciones de mlta gner-
gfa (HER) durantce un perfodu relotivamente laggo de cxposicién,
Los espectrus de accibén de los mismos, muestran picos en’la zo
na azul y rojo extremo., Asi{ Siegelman y Hendrick (13) fli) v
Mohr (15), hablan de la posible cxistencia de un compuesto for
mado por una flavoprotefna y cobre (butiril=coenzima A-dchidro-
genasa) que cbsorberia ese tipo de irradiacién. Segin ellos,
la activacidn dc unaﬂenzlma, seria la causa del cfecto morfo-
gendtico de las irradiaciones de alta energia (HER).

Por otro ladoy postcoriormente cl mismo Hendricks ¥y
Borthwick (16), interpretaron de una manerafﬁistinta el pro-
blema; e¢n la opinidn de ellos, la reaceidn<fa¢0quimlca dentro
de esos sistemas es aensiblllzada de alguna manera ﬁor el sis-
tema fitocromo. e

Ambas tcorias, en la actualidad, estan lejos de dar
una correcta solucidn al problemgr_espccialmente tenicndo en
cuenta que muy recientcmente Siegelm&ﬁ postula una posible degs
truccidn de Pfr por causas aldn sin dettiminar (17).

Finalmente, cuando se hable de dura01én do la luz, es
necesario discriminar cntre la influencia de una luz que actua
en forma continua un periodv de tiempo dado, y aguella guyv
tiempo total de accidn es el mismp, pero con intcrvalos inter
calados de oscuridad. Lo influcncia del primer tratamicnto,

gobre el desarrollo, e$ gencralmerte distinto dcl segundo,
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Lduals, log cstudios roolizm dos hen weradtido conprobor que 1o
acecida de 1: luz cstd vinculodz con ol puriodo dc oscurilcds
231 como cjeaplo podcaos deeir que un breve nerfodo de luz
intoenso, suminicstrado en ¢l nedip del lapso de oscuridad, yue
de irhibir totolrnente el cfceto norfogendtieo de Joto dltian
(18).

5S¢ he. obscrvedo que 1mg tres veriiblés yo coianlodos

con r. wecto o la luz, 2l c¢studiar los vepctsles, no gon per-

fcet. ccnte sennrebles, cs ads, os mmy probable. quc curlguicra
C A d
A lles pucde aodifigar el cfeeto de 1a ogra,

Coacluircno:s éibicndo quc ¢l ofgmlo de gbﬂl;v:ciones
reclizodas, clgunas vcpﬁé con%radicfgg@@é,“hap Aduvedo cn el
1onento oetual, ol conccpto de que la*Totﬁﬁiploéia dc los ver
getalesy sin ningunea duda, catd ystrichoaonte concetedn don
1z fisiologis dcl dusarrollo. isi'SL ho obs.rv:do que ac so-—

-

1z .atc 1n cratid~d, sino toobidén lo czlifed ¢ 1o pros uesto
9 A

T

¢ un drenno coouns nl-nt (por c¢icanlo, intcrnodio), onnte
un isio progrone do iﬁfad"&ciﬁq,;ﬁugggl&cp&pdur de 1r ¢a.d
de le :isne cn !Jal .ooento del e‘ﬂsaya. %:‘:}.bién sc hzo »odido
oonprobﬁp guc losg intoracecioncs y cgirclacioncs cntre los 4i-
fereintes 6rganos de uno s~isas plaate cngrecinicnto nucu. in
fluir cn 1o xospucste do ua Greeno portiswlor,

B = e e e
%



et boligmo del Fitrdecno

Revisidn bibliogrdfica,

Healizercaos une exrosiceidn goncr .l Co las inveoti-
grcioncs y conclusioncs nfls import.ntes cn ¢l camro del e
tabolismo dcl aitrdreanc cn los veget los,

Si sc renlizo un cstudio de log di&tiantos cosrucestos
nitroscacdos que se¢ cacucntroa cn los vegotoles, cono toobida
Gel rol gque deseiypefian, y se co. sra con los aisawos cn los
ani wles, sc pucde aofirmar gin luger o duda que cxigtc uan

ANTC Aif.rcneia, Asf, sc¢ oprecia que ca los veectiles e—

4

¢ reacciones .ctnbblices, y sobire

xiste una er - vericiod
todos un verdzdero nroceso de reanrovechonicnto de log dis—
tintos comuestos nitroguﬂaddﬁ.

Cono bicn corent.ron Stuwerd y Bidwell (19), los vo-
got les, norticado nor uw. lodo dcl nitrato & dcl ononf co, ¥
por otro lodo Aol curbenc fij do por wdio du 1o fotosinte-
gls, rc.lizan 1o quc los uto%qs 11.cen 1o sintosis "ricricd

# —_— L .
¢ o rrotcino., Tor ¢l contr.rio, logs nnincles do eaden dc

[

csn foracceifn de  rotcinis qu. coansucn cn fors nglves ¥

que dcsuds dcl ~roceso :ctabdlico son Jli-dpedns coqno rostos

nitrorwnados voldtilces 6 de cxeresidn,
i
Eg cvidunte gue esc nroceso gomeral dc "meciclo N

)
N . i)
trcuso® dcel pitréauno7 y. oo lodo ‘g.arribz oo los vegoto-

les, cxige und mecoaisso cpropiado do clninccnr “ivhto, ToCUD IR
cidn ¥y traslado dcel misao Yaeic ¢l torredtc  tzbblico rin~

cincl.

&y
£

Por lo .ciwls, s8¢ h ce nccesaoria 1. prbsg;ciﬁ;ﬂc_conﬁ
puestos ricos cn nitréseno, ccondicioncdos do €&l acdéro, cuc
peraiton cuanlir con cso Adgrando cn cu:lqufur minto & ve—
sctel, ¥ atcner unn rescrvo foctiva® del, aisio, .ntre { lcs

* .
sust-oncics ricns on nitrdescno, nuicrosos cutorces ¢ investi~
grndorcs scidnloron coao afs importunte, los ooiidas agporro-

gina y glutonina; cono asf t0bidn 1o vginina,
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Yo Pfeffer y Schulze, cndo wno por su lodo, bosguc—
joron lo idce de que ¢l crwnfzco y loe  2ides cunnlian un 1.
portontisimo rol tontu cn 1o sintesis netabdlica de las pro-
teinas como cn su desdoblenicnto, ¢ iaclusive, yo sugerfcn
quc escs fucntes ricos ¢a pitrdecno,juntéd con los dcicdos organ:
cos y los escuclctos dc carbono que proveninn de los aczuca-
res, scrvirion de nunto de portide rors ung‘postdrior reoli-—
zocibn dcl wtobolismo nrotéico,

udcnﬁs, Pricnishnaikov, ca sus yao cldsicos investi~
gociones, coanrobd quc cucndo se :grcg:ban hidretos de carbo
no a plfntulaes que creefen en la oscuridad, sc ~roducfz una
ccualaci®n do asparr;éiﬁh ¢n los Msmes, Viets, “hitchead y
iloxon (20), coa sus chsayos eonfirnoron t:nbién, guc o Ge
craog sc producia acuﬁulacigg dc caidas. Do zcucrdo 2 wH0S
resultodosg, sc¢ ~eoptd cotre otras coscs, cuc lo anoriecidn do

 significobe lo climinacibn de cowonfaco que se roducfa

P |
onlan £

w

por clgunc causc cn ¢l proceso swtohdlico. Ts ceviacate, quo
1. ¢lidnceidn.dcl misao, g Losrobo™»or 1. comwbinceidn con

los £eidos cepfrticc y glutdaico.
. -’i:_n»:"

Tretovich (21) por su 1lado v- cdn Als lcjosy dicica-
do quc no solo lc bigsintesis de los ominofcidos y ~idos
cetd vinculadévc%n ¢l tunor dc¢ los hidrctos dc¢ ecarbono cue
nosce el vcgctal; simo tombidn, que ca cicrto sodo sc holle
cfeetodo 8 influ%nciada por 1z lug. BItianoente, Lﬁhdcsmﬁki

-

22) coincidc ca sciicler que los dos coidas—osporragine y glu

~

tonina, son, cn 1o mayofia dc 1os vogutnics,'l:s Tuintes —as
imnortontes dc roescrva de nitrdgeno soluble.
s

Todo ésto vao scidilando que en los vegetnlgs existe
un nroccso de sintcsis que es funda .wntal, ¥ que es agucl
quc sc cfcetle pore combinar el nitrdgeno y los corvmucstos
del cerbono catre si Los idcas aodurncs, han veaildo scide—.
lrndo que para resolver esc problune sc ruguicre v ofcetivo
conncimicnto sobre ¢l rutrbolisno intoeredio dc los hidratps
de ecrbono, n’s concrct tcnte sobre los fcidos $ricorbox{li-

cog (ciclo de Krcbs).
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L. cuvafirmoeién oo cgos concu~tos fucroa  .dos cn
diztintes circunstancins por Chibnoll (23) y por Vickery (24),
guicncs coinecidicron cn sciielcor que los cetofeidos, quce junto
con los dcidos orgfnicos formon nortce Al ciclo de Kribs, se-
rion la "puckta oo cntredat 4l nitrdgeno cn los combinacio—
nes orginicas, sirvicando de¢ c¢slebdn entre los hidr-tos de
corbono y loo nroteinas. Yo antcerioracnte Knoop ¥y Ocsterlin
(25) hobica mostulado que 1o foriceibn de los cainofeidos so
logroba pertir e los cetolcidos y ¢l caondicco, hecho quc
sc hobia coaprobedo en los cniscles, Es evidente que pare cse
snoncnto, cens coaclusiones gignificurgn un gron npeso adelan—
tc, poro como todavia no sc teafc conoeinicato doc log siste~
mes enziadticos que intervicnen cn les amidaciones roducti-

is To

1]

U

cs, la teoric dec Knoop quedd r.ducila o una hipdto:
trebojo.
Mo sc uede Gojor de coawentor los icmortoates oXpe—

ricncics dc Quﬁ“tcl y 00Lf (26) (27), r.rlizades con restos

Y

cclulores dc Bs 3 QUL luﬁ peraitid sintotizar
cn forao rcvcgéiblq cl ‘cl&ﬁ

roto y del clbruro de anonion, Poro es iadudcble que los tra-—

: Vt. O‘l

o

S8 rt%co, o nortir del fune-

bajos de Virtonon y Tortancn (28), significaron ¢l troscon—
dente hecho <o hober loprado sintubizor nor rriters vez un
cninoleido, ¢l feido asplritico, nor acdio de un sistaw cazi-

3
«

Ctico cxtraido dc ellules vegetcles, dllou, oY GSC CABQY0
scidnloron 1o ﬁrvub301g de 1. chzing "ﬁoggrtﬁﬂﬂ”, f@ctbr fun-
desentel cn lo plﬂtbSlS reoligede,

Finclnceote, Virtenen (29) indicd que 1o "osportasa'
gue coa0 ya sc hao obgcrvade es 12 cnzl.ao copeed{fica »are
1a formncidn dcl Zecido asnfrtico  portir del f£eido oxal. cé—
tico, cxiste en nuiwrosos aicroorganisnos y ~lguunos veo ot les
sup.riores, Lo doterminceidn de los propicdedes y cstructura
de 1o missa yo hebi sido @ilucidodo por Ellfolk‘(3d), quién
1o urificd y corcceterizd, llegondo 1o conclusidn de que
¢s uao nctolocenzina,

Trobidn ¢ nceoescrio rocorder que yo Fuler y Adler
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(31) habian rcalizado ¢l importantc Guscubrimicato dc cuc la
cngima glutdmico dcshidrogenase cra/ cspecifica para la com~

[y 4

binacidn del 4c1do”a1fa~octo ﬁlutdgigo con ¢l emonfcco, para
dar decido glutdmico, wsta chzime fué perfeetomente cstudiada
ch numcrosos veactalcs,

Parclelamentc con cstas investigacioncs, en distintos
trabajos, otros investigadores fucron aclarando las vics de
sintesis ya scficladas. 4Asi, por cjemplo, Tang™y colab., (32),
en sus cnsayos confirmaron la prcsciacia del acctato y del pi-
ravato, como intcrmcdiarios ca ¢l camino que lleva & la for-
mecibn del dcido aspdrtico, en ¢l caso del acetato a travis
dcl ciclo d¢ Krebs, y del piruveto por medio de un aporte ex—
tra rcalizado por la cnzime mdlice § por la reaccidn de Vood
y Werkmesn,

Zg indudablc quc hebidpdose roconocido ¢l cemino me—
tabdlico para la obtoncibdn de los 4cidos aspdrticos y glutd-
mico, cra obvio que la adicibén dc un grupo amino & losg mis-
mos significabe,la obtcneidn dc las amidas corrcsjoandicntes,
ya scialadas como Lundumentales en .1 eusdro mctabdblico de
los compucstos ﬂluLO icnados solubles. ebster y Varncr (33)
trabajando con luplno ¥y con trigo gcrminado, confirmaron la
sintesis de la asparra gln 2 partir del aspartato y dcl amo-—
nlaco. an el caso del trloo germinado, se comprobd que ¢l
aden051nﬁr1fosfato,(ATP) y ¢l idn megnesio, son factores essn-
cizles de sintesis, Ademds ellos mismos, trabajando con cl
extracto, obsbrvaﬁon quc sc¢ lograbe la formacibn de aspartllhaﬁk
droxemcto, - partir del cepartato, hidroxilemins, ATP o idn
mognesio, Estos resultodos indicarfen que la osparrcginz, se
formaria cn los vegeteles, por ua camino similar 2l guc sigue

formacidn de la glutomina, que como sc sabec sec ¢studid
exhaustivomente cn los animales,

Le sintesis de ésta ﬁltima cs la siguicnte:

glutemato + ATP + NH 4Ea#§§»glut emina + ADP + Pi

La mismo sc ha Qomostrado perfeectamcnte en los vege-

tales (34) (35). Ademfs, Bidwell (36) tr-~bajando con hojas
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de trigo, comprobd en sus experimentos lo seilalado anteriormen—
te, 46 sea que tanto aspartatn, glutamato, como asi tambidn la
asparragina y la glutamina, se lograban de acuerdo a los cami-
nos ya sefialados.

Una confiramacidn del esquemsa hasta agquil exmuesto, es
lo publicado por Steward y Durzan (37), a ralz de un trabajo
que se habfa realizado en forma paralela en Asconsin (U.3.4.)
¥y en Finlandia, con el misan material y con resultados distin;
tos. Para explivarlo, ellos sugirieron dos vias metabdélicas al-
ternativas, en conde las condiciones nutricionzlzs y ambienta-
les determinarian, cudl funcionaria, a 1os efectos de permitir
la entrada del nitrSgend., Concretamente, una se efectuarifa a
través de un ceﬁoédidovae cuatro carbonos&, que en Wltima ins—
tancia produciria #cido aspirtico, y la otra a través de un
cetodcido de cinco carbonos, que finalmente dariz dcido slutd-
mico.

Esquema:

FO3 s i{ﬁvé ey EOH —> T
+ +
dc¢. oxalacético  dc,alfa~cetoglutirico
dc. ox&?isuccinicn dec. glutdmico

< & dc. aspirtico

Complémentaron la exnlicacidn diciendo que qE los dci-—
dos formados, fimnalmente, derivarién lus correSﬂondiéktes ami-—
das, y de allf, por Arensaminacibdn toda una’ serie de aminodci-
dos.

Trataremos brevemente un vunto que interesd a los in-
vestigadores, el mismo consiste en la forma gque el nitrdseno
se incorpora a los cetodcidoss Como ya fe ha demostrado, los
dcidos glioxflico, pirdvicoe, éxalécético v alfa—-cetoslutdrico,
reaccionan facilmente con la hidrcxilemina produciendo la oxi-
ma correswondiente y de alld{ mor reduccidn aminodcidos. Tos
mismos son respectivomente glicocola, alanina, dc. aspirtico y

dc. glutdmico, Siempre se nensd que ese podria ser el camino,
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natural y, como ya vimos, Steward asi{ lo planted en el esquema
anteriormente presentado. Concretamente, en ls formacidn del
dcido glutdmico, se comprobd en los vegetales la existencia
del dcido alfa imino glutdrico, posteriormente reducido pnr

la enzima glutdmico deshidrogenasa nara.dar el aminodcido ya
indicado,

Yo debemos dejar de tener en cuenta los procesos de
transaminacidn, que nor otro ladv han sido perfectamente es—
tudiados en tejidos animales (38). Son procesos reversibles
que permiten la posibilidad de la existencia de otros caininos
metabdlicos y que, concretanente ¢oloca a los aminodcidos en
una posicidbn tal que ellos a su vez podrian generar otros ami-

nodcidos primarios.

Ejemplo:s
COOH ?OOH
?HQ ?Hé transaminasa ?H2 fd3
FHZ + ?H.NHE ; — CH-2 + f 0
C=0 ' GOOH, N ?H.Nﬂz COOH
COOH ' alanina COOH piruveto

e d
xceto—glutarato glutamato

Pngagamente Af%aun;y Cohen (39)? obgervaron en plan-—
tas de qV%Ehiiréﬂidas-transaminaeiones entre el dcido oxalacé-
tico y el éci&p ﬂld%émlco.’*gmblen Leonard y Burris (40) estu-
diaron la actlvidad de dlsflntas transaminesas en vafﬁos veg
tales ¥, Jelster y colab (41), comrrobaron éstos procesos en
distintas traﬁsamlnaClﬁﬁGS’que partian de 1la glutamlna y la ag-
parragina,; y dirigida h301a un cierto grupo de cetodcidos. ¥il~
son y colab, (42), controlaron esos Pprocesos con 014 toabign én
los vegetales, aportando datds de interés,

Finalmente merccen de%$acarse estudios efcctuados en
el coliflor: se determind el mecanismo y la cinética de les
transaninaciones sobre el sistema glutdimico—~oxzalacédtico tran—

saminasa (43).

Zsta-revisidn bibliogrdfica efcctusda nos permite creer
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que cualcuier aminodcido 6 cetodcido puede tener vorios orige-
nes, mues, ~partc de los procesos de trensaminacidén, pueden

ser obtenidos pnr otros caminos: a través de condensaciones
carboxilicas, oxidaciones etc. Un eiemplo nzclaratorio puede cer
el dcido oxalacético y el 4cido alfa—cetrglutdrico, Tos mis—
mos pueden obtenerse en forma directa a nartir del ciclo de
Krebs, & en forma indirecta por transaminacidn del dcido as—
pértico y del dcido glutdmico (29).

Por dltimo, no rodemus dejatr de comentar algo que ce~
fislan los zutores: la presencia en los vegetales de una canti-
dad mayor de cetodcidos que los gque forman parte del ciclo de
Zrebs, Log cnsayos de fijaciﬁn de los cetodcidos prescntes en

los tejidos, con una uoluvién alcohblica dcida de 2y 4 f0011h1~

drazona, nurlfléados postoriormente como sal de Qoolo e hluro~
\-‘w
genados a los efevtog de transformarlos en el auninodcido co-

\’J =,

rresnondiente, asi Lo demostraron (44) (45),

Niats) fingllzar estc rfseﬂa hemeos considerado coqvenien
te en vwrimer tétmlgpz trata%% >vemﬂnte la perticipacidn de los
8'f'rmagg5h os nroteinas pues como ya se

.y -
ha denostrado, i

4y

LoerCxQM dc les alsmes reguiere la presen—
cia sil.mltinea ge lop”velmte aminoécidos llamzdos fundawuicnta—
les y 1a oml{f%n de cqalqulera de ellos e inclusive de cual-
guiera deg%gs gﬂldas (glutamlna, asparraglna), actucndo como

factor llﬂl%a%te, ﬁr%gan u formacidn (46):; y en seﬂundo tér-—

mlnng recordar*que los osomas, <omponentes de la &Elula ve—

5
getal; §1ﬂtetlzan 1qo,brote1nas ensamblando en forma ordenad

los d?etlntos ﬁmlnqépidos, oheracisn que se efq»tua de¢ acuerdo
a una gufa 4 modclo propor01onada nor la inforhacién que trang
porta el DRNA mensagero (cédigo genético) (47). EI'%rigen de em
ga informecidn se halia en el DKL de los cromosomas del nicleo,
que como ya es sabido, Lluanrrine cypias de i aismo en forna de

s (483),
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Objetivos concretos

Observaciones realizadas en ¢l laboratorio del Institue=r
to de Fisinlogia Vegetal, comprobaron que las plantas de Tro-

pacelum majus sometideas a la luz solar directa, prescntaban

ciertas caracteristicas que las distingufan de aquellas mante-—
nidas a la luz solar indirecta (49) (50) (51). Entre lac mds
importantes podemos sefialar, un color verde amarillentou, mayor
contenido en antocianinas y un amenor desarrollo que se manifes--
taba en el acortamiento de los tallé%, peciolos y en la reducs

cidén de las ldminas foliares,, Figphra 1,b:

a3 T e S = T

B

-
->
R .

Picura 1-cs Tropieolum majus normel. bt e¢nznizada
Como ya se hs seilalado en lo introduceidén de nuestra
Tesis, la disminucién del crccimiento de las plantas por efec—

to dc la luz directa, es un proceso que se presenta en fornma

.muy acheral ¥y qut procisaemcnte en le especie ya nombrada, po—

see cgracteristicas tan agudas que la presentan como una Dlanta

experimental ideal para estudiar ese tipo de probleme. Ademds
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distintas determinaciones realizadas por los autores arriba
mencionados, fueron reuniendo una serie de informaciones: asi
por ejemplo, las plantas afectadas por la luz solar directa
(que llamarem)s enanizadas), presentaban uns m#nor actividad

de la enzima indolacético oxidasa, unsa respiraciédn muy reduci-
da y un cociente resniretorio mcnor, Cabe sefinlar, que en el
caso dc lo reduccidn respirstorie se zlcanzaban valores de has-
ta mds de un 50 %, con ragpecto & las planﬁas mentenidas a la
luz solar indirecta (§ plantag.norméieS). (Bivori y Rumi, 1968~
no publicado). .

Ly ciertu es, que ée fueroﬁidesarrollando una serie de
interrogantes que era nceesario aclarar, Precisamente el dato
resnirstorio, sugirid la necesidad de averiguar el contenido
de los diversos compucstos que formen el ciclo de Xrebs, Rea-
lizadas las determincciones corregnhondientes se obtuve gomo da-—
to fundcamental que se rroduce una ccumulscidn de deido citfico
en plantas ecnanizgdas, ademds de presentar difcrencias en o-
trog dcidos orgdnicos. Fl resultado anteriormente logrado hizo
pensar cea la conm@e}eacla de medlr la actividad de la enzima
aconitasa, que como sabeﬂbs actuu cen el metabolismo del 4cido
citrico en el E&c%o Ee ¥rebs. Insaycs gque hemos efectuasdo en
el labnrctorlqulcroﬁ g?tOu gue sugirieron gue al menos en par
te, esa acumnla01on ﬁ%ﬁrla deberse 2 una menor actividad enzi-
mética de lq}enzlma m%ﬁéloneda. (3ivori y Alanik, nubllcﬁr)

Comao éé wuode epreciar todrs c¢stos resuftedos fueron
conformando un euque@a de trabajo, uyo paso siguicente nos se-—
fialaba, deda la vineulacién que existe entre los dcidog del
ciclo de Krebs y los aminodeidos a sravés de los cetodcidos,
la convenicncia de estudiar el cuad-o ds los aminodcidos li-
bres en las plantas enanizadas,

Los primeros ensoyos é}omat:gréficos realizados con
tal fin indicaron un hecho importanse: la disminucién dcl con-
tenide de la asparragine en lasg plantas enanizadas de Tropaeo-—
lun mojus con respecto a les plentas normeles, Como dato ilué—

trativo, es necesario agregar que ya Schulze habia establecido



1.6.

que cicrtas esrccies prescntan una notable acumulceidn de la

asparragina, asi é1 citoba a Popaver somniferum (Papaveraccac),

r
Pinus sylvestris (Coniferae) y Tropaeolum majus (Tropceola—
ceae) (52), |

Dado el valor fundemental gue se les keconoce a les
amidas en general y, en nuestre caso particﬁlér a la aspa-—
rragina, se sugirid la conveniencia de anzlignr con atcncibn
su incidencia en ¢l cuadro metabdlico geﬁeral, particularnen
te en cl »retéico. Para ello se campletd el siguiente esquer

ma de trebajo, 2l cual ros ajustearemns en nuestra labors

1) Lcidos aminados libres.
2) icidos aminados provenicntes del hidrolizado de
proteinas solubles en cguas
3) Protefnas totales (bruta).
" solubles cn agua,
4) Seperacidn elcctroforética de proteinas solubles

en agua.

P . =)
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Acidog aminsdos libres

1) Bibliograffa

Se determinaron los aminodcidos libres del extracto
vegetal, por medio de la cromatografia en pav%l, bidimensio—
nal ascendente, de acuerdo al método empleado por Ramiresz de
Gugliermone y Gdmez (53) para liquidos biolégicos en general.
Se utilizé dos tipos de solventes, el primero .en solucidn a—
cuosa amoniacal (alcalino) 3® propanol normsl, y el scgundo,
en un medio acuoso férmico (4cido) con. pronanol normal y me-
tiletilcetona,.

Parc revelar el cromatggrama dessarrollado, se siguie-
ron los pasos del procedimiento de Cook y TLuscembe (54), mo-
dificado por los autores arriba indicados que consiste en el
tratamicnto con una solucibh de ninhidrina en etenol 95 % mds
dcido lietice, Ubicadas las manchas, fueron elufdas con una
solucidn de etanol y sulfato de cadmio (55). Le eleceidn de
la sal de cadmio, significé obtener uns cboorbéncia mixime
con un pico muy estrecho de 510-515 mu, en los complejos
formados con todd’s los aminodcidos, ©.1vo la fenilalanina que
es de 500.m;¢, Lz gran ecctebilidad y sensibilidad de ésta
reaccidn de coloracion, gsignificd ‘'un considerable aporte parc
estimar pequeﬁ%s cagﬁldgdes dc aminofcidos preésentes.

Los valonﬁs Hallados en el laboratorio de los distin-
tos amlnoahidos se exprecsaron en base a ourvay pgtroncs tra«~

zadas con ﬂm1n0m01d®s conocidos. Para ello se efcctuuron
siembras de olicuotas de los mismos cue contenian desdc 10M g
hasta 40 xg. Se leyd 1la absorbancia lograda y se trazd laos
curvas correspondientes; la respuesta fué lincal.

El ecnsayo se efectud sesbrando una alicuota del ex—
tracto scluble de ambas Dl?qtau, sobre el papel crOmat0qréfi~
co elegido y realizartd la téchica bidimcnsional ascendente:

y posturior reveclado de las manchas. Lu detemminacidn cualis
totiva de los eminodcidos buscados, se logrd compart ﬂdOlOSS

con "mapas" de aminodcidos conocidos efcctuados en las mismas
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condiciones., En cuanto a la determinacidn cuantitetiva, se
efeetud eluyendo esas .onchas con solucivnes adecuadas y ai-
diendo la intensidad de color desarrollado con un espectro-
fotémetro; las curvas patrones previamente Qra;adas, vermi-~
tieron expresar 1os resultados en . gi de a‘%?débidos solu~-
bles.,

2) Técnica experimental.

Haterial vegetal utilizado

El matcrial vegetal u¥ilizado en todos éstos ensayos,
¥y en los siguientes, prouviene de un mismo clon logrado y
mantenido en el leboratorio del Instituto de Fisiolosria Ve~
getal (Fac., de igronomfsa),

41 decir clon, se estd expresando le existencia de
un conjunto de individuos (plantas en &ste caso), que poscen
un origen comin y cuya descendencia se hc efectuado veretati-
vemente, lo que ha permitido conserver le uniformidad genéti-
ca. Para obtcecnerlo, de una serie de plantas de una nisme espe
cie logrades, por semilla, se eligid un individuo que presegf
taba una serie de caracteres de interés, de ese individuo se
obtuvieron estacas con las que se efcctud el enraizamiento:
Brevemente seficloreMos los pasos quc se efectuaron para Iograr
lo: se cortaron tres o cuatro brotes de 10-15 cm. de largo,
gue incluian 4“6 5 nudas ¥y en lzs que solamente se conserva-
ron las hojé@;de crecimiento; se sumergid en cgua (1 afa),
se los plantéien tergpina con vermiculite (2 & 3+dfas) pars
finalmente llevarlo a inverndculo (luz) en donde sc los dejé
hasta que se efectud un buen enrajzamiento. Logrado el mis-
mo, cada estaca se trasplgnté a maceta y luego se Mo dejé en
condiciones dé vidriera (conservand. en ésta etapa y en to-
das las antcriores las condiciones Sptimes de humedad) hos-—
ta que adquirié un tarafio apropiado: rémificaciones, creci~
miento del tallo, eté¢., para asi nuevamente obtener una se-
rie de estacas y reinicisr el proceceso,

Un esquems cclarard lo expreszdo, indicdndose también
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el ftiempo gque transcurre Qntre una etaph y la otra.

ESQUEMA DE FORMACION OF UN CLON

- Semz//é PR
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_ ETAPA EN RAIZAMIENTQ Y POSTERICN EXTRACCION DE ESTACAS
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Esta metodplogfa se continda hasta lograr el ndmero
de plantas que se desea. Fl conjunto asi logrado e3 el clon,
El mismo procecdimiento se lleva a cabo para su mantenimiento,

Obtencidn de pluntas enaness

Para obtecner lzs plentas gque de-
nominenos enahas, se tomé un numero convenicnte de indivi-—
duos pertcneccientes al ¢¥on, que se encuentran en macetas, y
se los colocd & la luz soler dirccts durante un perfodo con-—
tinuo de un mes o un mes y medio, adquiriendo en.esas condi-
ciones los coracteres proniocs de esas plentas: éntrenudos
cortos, pecfolos cortos, pigmentacidn antocidnica mfs inten-—
sa en los tallos y la ldmina foliar mfés chica con un aplor
verde amcrillento,

Plantos normeles:

Das plentes asf llamedas, como bicn dice
su denoainccidng prescntuen los carc:cteres de los plantas de—
serrolledas normalmcntes pars ello se montuvieron en sombré-
culo,

Te téenica experimental se cfectud en varias etapas:
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a) tome de muestra, b) preparacidn de le muestra para el and—
lisis, ¢) determinacién de peso seco, 4) extraccibn, e) se—
paracién cromatogrifiza y f) revclado y valoracién,

a) toms de muestra.

En forma peralela, se tomaron de,plant&% enanas y nor
meles, dpices con dos § tres hojas en formacidn;que incluye:
l4mina, pecf{olo, meristema apical y pé}te de tallo. Se pesd
aproximadamente unos 75 g, El material .se transportd hasta el
laboratorio, en recipientes cerrados ¥ con un aasbiente de hu-
medad adecuado, manteniéndose en e¢sas condiciones hasta el
momento de realizar los ensayos.

b) preoparscidn de la muestra para el anflisis,

Fl metericl se colocd sobre una placa de vidrio y se
cortd en trozos muy pequefics, efecctudndose el tratamiento que
corrcsponde pare asi lograr un meterial representztivo y ho-
mogénev, Se separaron 68 g para la extraccidn y con el resto

se efcetud peso seco.

¢) detcrminacidn de peso seco.
Se dctermind a 100 °C hesto peso constente, los re-—
sultedos fueron:

Pora Tropaeilum mejus normal: 7,7 % peso scco,

" " " enenizadat 11,7 % peso seco,

d) extraceidn.

Se efectud utilizando un medie hidroalcohbtico, se~
gin 1lc indicaron Thompson y Steward (56), El1 m.gerial cuyo
peso se conoce, 68 g para ambus tipos de vcgetéles, se desin~
tegrd en un mortero con arena de cucrzo y pildn,

El drden de extracciones fué el siguientes

lra. extraccidn, se usé 75 ml de alcohdl 96°, en frio.

2da. " , " " 80 ml " W Boo, m
3ra. l s " " 65 ml v no goo, n m
4ta. " s, " " 55mk noogoo, w w
5ta, " s " " 50 m1 " " 80°, befiv maria
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Después de cada extreccidn se centrifugé a2 aproxina-~
dcaente 4.000g y se reservoron los extractos solubles, Si-
guicndo esve esqueua, se¢ asecurd la totel extraccidn de los
aminodcidos, Se rcunid cl totcl dc extractoss y se efectud 1s
concentracidn en el wvacio, por mcdio de un'rotaﬁapor‘marca
Biichl. Esta uperacidn permitid la eliminacidn total del al-
cohdl y parte del agua a tcaperaturas menorgs de 35 °C, lo
que asegurd la no destruccidn dc aminoécidgs,-como nor e jem—
plo, la glutamina (37). Finalmente los concentrados acuosos
de ccde extracto totzl, fucron llevedos o un volumen de 60
ml,

e) separacion cromatogrifica,

Se utilizaron aninodcidos “pztrones”, adquiridos en
el comcrcio. Los solventes usados, fueron todos pro-andlisig
(Merck, B.D.H. etc.); no obstante, el propannl normcl utili-
zado sc¢ destild y, lo metil-ctil~cetona se rectificd en una
columna de 40 cm de altura,

Los ensaycs se realizaron en dos cubas de vidrioy
espceinles para cromotografia ascendente, 2 de ellas de
30 cm de altura y 25 cm de didmetro y, la segunda de 65 x 30
cm , ambas con sus poeredes totclmente tapizados con noarel de
filtrc, embebido e ¢l solvente gque se usd poarc cfectuer le
corrida, dctalle f¢cnico que =seguré homogeneidad ambicntal
dcntro de las cubas. Como papel cromatogréfico se usd “Thot-
man N° 3141, en bandas de 30 x 40 cm ; ¢l material cxtroido
se scmbrd 2 une distencia de 2,5 cm del borde inferior dere-
cho y sc doblé sobre si mismo formando un cilindro, manteni-
do en posicidn con un ganchd espceicl de vidrio, Luago se
sumergibé en la mczcla solvente que cubre ¢l fondo de la cu-
ba, ¥ se dejbé correr haste 1 cm del borde superior. Hacien-
do girar el popel en £ngulo reoto, se renitid la misma ope-
rocibn en la otra cuba y con.la segundc mezcla de solventes.
Solvente I: propenol normals hidréxido de¢ amonio 3 %. (4:1
v/v).

Solvente II: pioponol normel: metiletilcctona: feido férmico

25 % (5:30v/v).
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La corrida crn ¢l solvente I se cfectub en un tiempu
aproximedo de¢ 10 hs., Se retiré el papel de lo cuba y se dejd
en un ambiente ventilado que poermitid eliminar por evapora-—
¢ibn restos del svlvente (aprox, 2 hs,). Se repitiS el ensa-
yo ¥ luego se c¢fcetubd la corrida con el solventé IT4 en 12
segunda cuba, gue se prolongd durante 10 hs. Ta fltima climi-
nacibn del solvente, se prolongé un ticapo ro menor a 12 ha.,
detalle téonicn que asegurd posibles interfercncias de res-—
tos de éste dltimo en ¢l proceso de revelado.

f) reveladoz& valoracién.

El cfom@tograma se sumergid en una solucidn que con-
tenfe 1 g de ninhidrina en 100 ml de alcohbl etflicn 95 %
vy &cido ldctico al 1 %, Tuego la hoja de papel easbebida se
dejd secar bajo campana, & temperaturas ambiente, durante 30
min, y, posteriormente se coloc§ en estufa o 105 + 1°C, du-
rante 4 min, Tas manchas logradas, se compararon con 'mopas”
de aminodcidos conocidos. Segtn la ubicacidn de los mismas,
se determind a que aminodcido corresnonde.

A continugcidn fué recurtada la zona cubierta por la
manoke, y cl trozd;de papel se sumergid en un e%pyente coﬁé—
titufdo por 7,8 ml de etenol al 90 % y 0,2 ml de #ulfato de
cadmio al 1%. 41 mismo tiempo se prepard un "blanco" utili-
zando para ello vna zona decl cromatvgrama lo més préximo po-
sible a la mancha y .de 4rea similar.

Despuéq de una hora de¢ contacto, los colores desa-—
rrollaedos fucron valorados con un espcctrvfotdmetro Bausch
v Lomb "Spectronic 20", Tos datos asi obtenidos fuecron lle~
vados a las curvas potrones trazades, como ya se indicé, con
muestras conocides, Habiendo determinado los microgsramos semsw
brados, el volumen de siembra, volumen total de extracto,
gromos de peso fresco, y peso sacq de la planta, se obtuwvvy
el valor final de cade aminodci@o expresado en mg/g peso se-
co. En base 2 éstos datos se creyd conveniente calcular el
porcentaje rclativo de cada zminofcido, a los efcctos de co-

nocer su incidencia particular en el cucdro total, en cada
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tipo de¢ »nlanta.

Por dltimo dcbemos rccordar que el volumen de cxtrac—
to a sembrar se halla condicionado e la necesidad dc obtcncr
un rc¢velado dc manchas perfectoncnte definidas, Los ensayos
efectuados dctcrainaron que lcs siembras de lSiy 30 microl,
eran las mds adecuadas,

3) Resultados.
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1- dc, glutdmico 2 - 4c¢. aspértico 3 - asparravina 4 - glutaminag

5 - glicocola-serina 6 - alanina 7 - treonina 8 nctionina 9 - valina
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Figura 4- T.majus enana, a:cromatograma, b: dibujo aclaratorio.
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CUADRQ CIMPARATIVO DE ACIDOS AMINADOS

T.majusn.;:..al 7 majus "enanizada”
my./fo.p.seco % mg./g.p.seco Y

N ée gwtamico 10, 71 3,18 15, 56
2) 3¢._aspart’ 1,30 3,065 0.55 2,09
3) asparagina 13,78 38, 65 3,82 18,69
4) glutgmina 0,51 1,43 .(n),_:;—-; —1,?
5) glrcocols -serina  0.03 1,77 G, 70 2, 42
6) alanins 14,29 40, 07 10, 60 51, 86
7) treonina 0,49 1,37 0, 68 3,33

8) mmetionina 0,65 1,82 0,43 2,10

9)va/ina 0,19 0,53 0,14 0, 69

suma. 35,06 100,00 20,24 100,00

4) Discusidn,

Segin sc deduce dcl cuadro antcrior, le suma total de
los eminodcides libres dctcrminados en plantas cnanes, compa—
rando con aquclla dec las plantas normalcs, disminuyc aproxima-
damcnte en un 43%, Esa difurcncia sc halla rcprescntada, prin-
cipalmcntc, por la asparragine y ch pequcfia proporecidn por cl
deido aspértico., Asi, si obscrvamos los valorcs dc la amide
cn plantas normalcs vemos gue es dc 13,8 mg/g P, sccu ¥y ch
cambio ¢n plantas enanas de 3,8; lo quc arroja una disminu-
cibn dc 72% en Estas ¥Yltimas, Con rospeeto al dcico aspdrticu
son rcspcetivamente de 1,30 y de 0,55 mg/g p. scco.

Adcmds obscrvando los poreicntos rclativos de¢ amino-
dcidos cn cada planta, se concluyc que le femilia dc. aspdr-
tico-asparragina ¢n plantas cnanas, disminuyc scnsiblcmentce
eri sus valorecs con rcspceto al resto dc los aminofdcidos, EL
porcertajc dc asparragina ch plantas normelcs cs dc ;QLZ ch
cambio en plantas cnanas 18,7, Puedc obscrvarsc por otra par-
te quc ¢l contenido dc¢ alanina zumenta cn forme porccntual

dcl 40 a casi cl 52%,
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De acuerdo a escs datos, el contenido de dcido aspdr -
tico no ~steria mayormente afectado, es decir mantendrfa su con~
centracidn (sheady statc) pPéximo a los valores normales, mien
tras que la formacibén de la asparragina, por una modificacidin
de su nivel desconccido para nosotros hasta el presente, mostre-
riz una gran alteracidn de ese camino metabdblico, Para explicar
esa anomalia hemcs considerado la existencia de diques de con-
tencién (1lineas discontinuas en el esquema II) que bien podrian
consistir en deficiencias enzimdticas que regularfan en alguna
ferma los niveles de egas sustancias,

Distintos autores, entre ellos Webster, segln se expuso
en la introduccibn biblicgrdfica, sefialaron la importancia que
puede tener como factor limitante para la formacién de las pro
tefnas, la alteracién del cuadro de los aminodcidos proteicos

y amidas,



Acidos aminados provenientes del hidrolizadn de proteinas

solubles en agua,

1) Bibliografia,

En nuestros ensayos se utilizé 1la téqnica de extraccoidn
desarrollada por Bernett y Naylor (57) que cons;degamos la mds
adecuada para nuestros fineg. La misma oongisfié en una doble
extraccién con molienda, del material Vegeﬁél en un mortero y

pilén, en presencia de agua fria, centrifugacidn y reunién de

los sobrenadantes, para finalmente precipitar las p”o?e, a8 con
4dcido tricloroacético al 20%, Las protefnas asi sena;%ﬁ se pu=.
rificuron y se decoloraron guedando en condiciones d¢ s hifro-

B
lizadas. o
La hidrélisis se «fectud con HC1 6N, en vacfo y 2 una

temperatura de 110 °C, segin Moore y Stein (58), técnica que y=a

®

comin Para ézte tipo dz operaciones,

Tdcnica experimental,

(VN
L ]

toma de muestra.

El material a utilizar, se recogld con las precauciones
ya sefialadas en la determinacidén de lcs aminodcidos libres.

Se +trabajd en paralelo con plantas de Tropaeolum majus

normal y enanizada, De cada una se tom¢ 10 g , de los cuales se
reservé una parte para la determinacién de los aminodcidos protéi-
cog y el resto para el regpectivo pes? seco.

b) determinacidn de reso seco.

Arrojé los siguientes rcsulte
T,

T. majus normal: 12% meing enanizada: 15%

c) extraccién de las protefnag soiubles en agua.

7 g del material vegetal (ldmina, pecfolo, meristema
apical y parte de tallo), se ccrtaron en peguefios trozmos y se
molieron utilizando un mortero y pilén, con arena lavada y
agua destilada fria (voldmen 3C ml), El humogeneizado fué
centrifugado a 27.000g en una supercentrifuga marca "Sorvall"

rotor SS-34, durante 10 min, Le fraccidn sobrenadante se re-
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servd y el insoluble se volvid a extraer nuevamente con agua
destilada fria, se utilizd un volumen de 20 ml, Tuego de cen~
trifugar en las condiciones ya seflaladas, el sobrenadante se
reunié con el anterior dandd un voldmen final de 50 ml,

A 5 ml. del extracto anterior se le agregd igual vo-
lumen de &cido tricloroacético al 20%. Se dejb en digestidn
durante 10 min, Se centrifugd a 27.000g. (en ¢l mismo tiem~
po) y se deseché el 1liquido sobrenadante. El insoluble de la
operacibn antcrior, se trato con 5 ml de 4cido tricloroacéti~
co al 10%, se agité, se dejd en reposo durante 10 min., cen-
trifugando nuevamente en las condiciones ya indicadas.

El sobrenadante se descartl y el insoluble se deco-
loré de la siguiente manera: se incubd con 2 ﬂﬂ.@%hﬁna meg-
cla de etanol, éter y cloroforms (2:2:1 v/v/v), durante % ho-
ra a 37°C, La operacibdn se repitid dos veces, ccntrifugando
en cada caso y desechando el sobrensdante. El insoluble que
quedd perfectamente decclorado, se secd nara reducirlo a nol-
vo de la siguicnte mane en un tubo se 1lo sumergié’en un
bafic de agua que se hallaba a uvna teanperatura de 40-50°C du~—
rante 15 min. L continuacibn se 1o dejd en un desecador co-
neetado a una linea de vacio durante el tiempo necesario
(aprox. 1 hora)., E1l polvo obtenidv en cada caso se pess.

Para I. majus normal: 9,7 mg.

Para T, majus enanigzada: 6,8 mg.

d) hidrélisis 4cidda de la proteina.

Se tomaron cuatro tubos de paredes gruesas, con un
cierto estrangulamiento cerca de la boca. Previamente se los
lavé con una mezcla sulfocrdmica, agua destilada y finalmen-
te HC1 1N, dejdndolos secar en estufa a 100°C, Los ensayos
se efectuaron por duplicado en cada tipo de planta.

Para T. majus enanizada
tubo N° 1: 3,4 mg,
tubo N° 2: 3,4 "
Para T. majus normal
tubo N° 3: 4,6 mg.
tubo N° 4: 5,1 "



L cada tubo se agregd 1 ml de 4cido clorhfdrico 6N
¥y se lo so0ldd, trabajando con soplete oxiacetilénico, a una
1{nea de alto vac{§ de vidrio, conectado a una bomba difuso-
ra, Al mismo tiempo, se sumergid por su extremo en un reci-
piente con aire liguide. Cuando el liquido se conseld, se
realizé el vacifo. La intensidad del mismo se controld con un
detector de altn vaciv., A un valor adecuatio se cerr6 la am-
polla, trabajando siempre zon soplgte.

La hidr6lisis de las proteih&s se efectub sumerpien—
do lag empollas en un bado de toluend a ebullicidn, en un
equipo con refrigerante de reflujo, lo que permitidé mante—
ner una tcemperatura de 110°C durante todo el proceso.

La operacidn se prolongdé durante 20 hs, ‘Transcurri-
do ese tiempo se dejé enfriar a temperatura £mbiente.y se
abrié la ampolla con una lima. El material hidrolizado se
transfirid cuantitativamente a un tubo especial que se co-
necté a un rotavapor, marca Biichl, que trabajd en vacio y a
una temperatura inferier a 30°C, Con ésta operacidn se eli-
niné totalmente el dcido clorhfdrico. El residuo obtenido
se disolvid en 1 ml de agua, para ambos tipos de plantas,
efectudndose a continuacidn los ensayos croamatogrificos,., La
técnica utilizada fué similar a la del ensayo de determina-
cién de los ominodcidos libres, por lo tanto, no es necesa-
rio insistir en los detalles de la misma.

3) Resultados.
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CUADROQ cGi T3y DEACIDOS AMINADOS

I majus nori. 2l Imajus enamizada™

MWt e

mo./g.p.secc Y% mgfypsece Y%

1) acidogivtamico 16,4 16,6 5,5 12,
2)acido aspariice 7,6 1,7 3,2 1,3
3)iisingd arginina 13,8 14,0 3,3 7,
4) histiding - — — -
s)glicocola serina 6,5 6,6  3,35% 1,6
&) treonina 2,8 2,8 i,4 3,2
Dalanina 39,0 39,3 20,0 45,9
8) tirosina 2, 1 2,1 1,3 3,0
9) valing 4,1 4,2 1,8 4,1
10) fenilalanina 6,6 6,7 3,8 48,7

suma 98,9 100,0 43,6 1G),0

4) Dils‘cus‘iorl.

Los resultados indican ciertas difcerencias entre cl
contcnido porcentual de los dcidos aminados de la; nroteinas
sovlubles, provenientes de las »lantas normales y de las nlan~
tas enanizadas.

Dentro de las variaciones genercles, algunas von de
importancia evidentesiente significavivas. La primera es el
menor contenido del conjunto lisina-arginina en plantas ena-
nas, que baja del 14% al 7,6%. La otra veriacidn evidecnte se
encuentra en el confénido de alanina, que es de 39:}% en
planta normal y ilega a 45,9% en la planta enana, En éste
caso se manifies%a un auaento, gue puede ser de importancia
dadas las cifras relativamente altas de los valores absolu-
tos. Como ya se menciond éste aumento también ocurre en los

dcidos aminados libres.
Posiblemente tengan valor las diferencias en dcido

glutdmico (16,6 y 12,6) y fenilalanina (6,7 y 8,7). s nru-
(
dente no tomar en cuenta las diferencias restantes, dado su

bajo velor expresado en por ciento como sus menores valores

absolutos.
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Proteinas totales (bruta) y protefnas solubles en agua.

1) Bibliografia,

En nuestros ensayos se utilizb el micrométodo de
Kjeldahl (59) (60). El equipo de destilacién enptfado (61)

se observa en la figura 7

Figura 7

2) Técnica experi.cntal

Reactivos.

Mezela catalizadora:

sulfato de potasio anhidro = 93 g
sulfato de cobre anhidro = 6,3 g
selenio = 0,7 g

Solucién de hidréxido de sodio al 40%:
x
hidréxidc de sodio = 40 g
agua = 100 ml

Indicador Shiro Tashiro:
azul de metileno = 0,060 g
rojo de metilo = 0,125 g
agua = 100 ml
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Toma y preparacion de la muestra

-

Ll material vegetal de ambo

0

s tipos de plantas se ex—~
trajo en forma naralela. Bl mismo consistid en énices con
dos 4 tres hojaus en Fformacidn: ldaincs, pcciolos, meristema
anical y parte de tallo, De cada aucstra se obtuvo un »neso
de 20 g. efectudndose el transporte del matorial al labo-
ratorio, cn las condicioncs ya se:daladas en cnsayos anterio-—
res.

A portir de las mismas - 'se realizaron las lotgrmina~
(X2l

i bos
Qgc—
i PN

neizd cuidadosamcnte obtenicndo uns mustra reprfseifativa.

ciones dc¢ pruteinas brutas y nroteinas solubles. :

-
-

cagos se cortd el material en neguefioh trozos y se- i
B . ]

De esec conjunto se cxtrajcron en forma sucesiva, las mucstras

vara los Cistintos andlisis,

Det . riminacidn de proteinas totales.

Aproximadamcnte 5z del metorial.mnterior.d ambos tipos de
plantas, se trataron en alto vacio en una cstufa especizal a
80°C durante 24 hs, Tucgo ¢l matcerial sc tracladd a un dese~
cador con Cl?Ca, en donde se montuvo hasta gue se extrajo la
mucstra para efcctuar el andlisis (aproximademente + hora).

Las nesadas se efcetucron con una balanza Metler,
con exactitud de 0,1 mg., A1l material pesado se le arregd 1 g
dc la mezcla catalizadora y 2,5 ml de dcido sulfurico conccn-—
trzdo (pro-andlisis), todo dentro dc un baldn esnccial de vi-
drio de 300 ml dc¢ capacidad, que se c..lentd con calefactores
eléctricos gradvables. Iz operacidn se inicid a tcapcratura
modcrada y por debajo del »unto de ebullicibn del dcido sul-
fd;ico° Iota prccaucidn cvita unc iniciacidn violenta de la
cbullicidn, con proyecciones del matcerial sobre las parcdes
del baldn, que incidirfa en le exactitud de los rcsultgdos,

Una vez finslizado el desnrendimiento de burbujas se
aumentd 1 cilcntamicnto, hasta que sc obsorvé la apuricidn.
de hunos blancos. Ta oncracibn se continud hasto que el 14~

gquido se »rescatd limpido, verdoso y sin puntos ncgros. El
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tiempo de ataque fué de dos horas.

3e dejb enfriar la solucibn y se trasvasd cuantita-
tivamente a unc ampolla de decantacibn y de alli a la cdma-
ra dec desprendimiento. Posveriormente se agregé una canti~
dad adccucda de hidrdxido de sodio al 40%, que sc dejé ea—
trar suavemente, cvitando asi un desprendimicnto turbulen—
to del amoniaco. El nunto final de la operacidn se logré
por la presencia de un anillo pirpura, cue indicd la exis—
tencia de un lisero exceso de hidrdxido de sodio. El cmonia—
co desyprendido se rccibid en un volumen conocido de £cido
sulfirico 0,0095F (20 al), efbctuind%se las valoraciones
respeetivas., “ntodus los casos se re;?izé en forpma ﬁaralela
un ensayo en “blanco", }

3) Resultados. . .

i

Lag determinacioncs se rcalizcron por triplicedo,
tanto para muestras de plantas normasles como para las de
cnanas., Las titulaciones de los Acidos corresnondicntes a
log triplicados de¢ plantas normales fucron de 9,6 , 9,9 ¥
9,9 ml, De acucrdo a éstos valores y scauin el peso del ma-—
terial nrevi.amcnte sccado a 80°C se obtuvieron: 3,9 , 3,8
v 3,7% de nitrdgeno. Lstes cifras son muy similsres, 1o que
indican la exactitud del método emplecado, resultando un
nromedio de 3,8% de nitrdgeno y 23,8% dc -roteinas totales
4 brutas, cmplcando el fuctor 6,25.

Tos valores de titulacidn para las plantas enaniza-
das fueron de 12,6 , 12,6 y 12,6 con un nromedio de 2,3% de
nitrégeno y 14,4% dc proteinas.

Delcrminacidn de nrotefnas solubles.

Del meterial fresco se pesaron dos mucstras de 6 g
de plantas de I. majus normales y enanizadas, Es.s mucgtras
de acucrdo al adtodo ya citado se trateron, cn cada Bgso,
con 20 ml de ague destilada y enfiriads cn un mortero'y se
triturarcn convenientemente, con ¢l agregado de arena de
cuarzo lavada. continuacién se centrifugaron a 27,000g.

Se reservd el sobrenndante y se extrajeron nucvamentc cn las
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condicionce wnt.oriores. L1 volumcn Tinel de ocmbas exXtraccio-
nes reunidas se llevd o 41 ml en ambos tipos de pl..atos.

D¢ los coxtrictos totales se tomd 5 ml & los que sc
les agregd 5 al de dcido tricloroacdtico al 20%, ©e dcjaron
en rceposo Guronte 10 ain, y se ceatrifugoron a 27.000g du—
rcaote: ¢l mismo tiempo. Con el regsiduo se repiticron los ope-

4

racioncs pero Cotz vez trotondo con deido tricloroacético ol

-

0%. Desruds dc eliminzr ¢l sobrencdconte, nrevic contrifuga—
cifn, cl precinitado dc proteinus se dccolord con la técnica
vo se.delada en el canitulo refoerido a dctirmiacciones de los

azinodcidos cn ¢l hidrolizado dc nrotecinus solubles. Con el

regiduo decolorado y desccado se ofc

gtud 1o dctorminncidn de
A 4

. A ' CE
proscinas, cn zabos tinos de nl.ontes, mor ¢l micremétodo de
Kjeldahl yo descripto.

Peso seco.

Del mismo material, sc tomd unc parte par. efectun
peso s3co, obtcnidndosec:

noera T, majus normal = 11

"oT, mojus enanizoda = 17 %

Resvltadg:

os dlterminccioncs de nitrdgeno se rexlizaron nor
duplicadd, obteniéndose 1,175 de nitrdeeno y 7,30% de nro-
teincs soubles, refcrido neso seco en plontas normalcs ¥,
0,57% de titrdgeno y 3,56% de protcinus golubles tombidn re-
ferido & prso seco en plantos encnizadas,

Lo¢ resultados loprados 3¢ cipoacn on ¢l sipuicnte

cucdro:

Prot, totales Prot.solubles Frot. insolubles  Prot. solvdies  Prot insolubles

Ac. dminados libres
% pesoseco % pesoseco % pesoseco % Prot lolsles % Prot. totales

% g. peso seco
£ 14,4 3,6 10,8 25,0 75,9 20,44 rig.
. 23,8 7,3 16,5 30,7 69,3 35,66 mg.

% en plents enanizads referida & planta normal S
605 493 654 57,0
€. enana
N. rormal
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Discusidn.,

Los resultados sefialan diferencias de significacidn,
Por ejemplo, las proteinas totales en las planfgs enanas se
encuentran en un 60,5% del valor que corresponde a las plan-—-
tas normales; las proteinas solubles en agua'llegén a ser
solo un 49,3% quedando finalmente el valor de las vproteinas
insolubles en azua que es de 65%, Ellow;pdica alteraciones
en el proceso de formacidn de las misggg. Los antecedentes
bibliosrdficos ya expuestos por nosotgos y los walores ha-

llados para la asparragina, sensibl; pe menores' imgicarfian

.

a ésta como un factor limitante en la formacidam 88 las pro-
teinas,

idemds, es interesante hacer notar que las proteinas
solubles con relacidn a las toteles, son aproxim&damente un
5% men.r en plantas enanizadas con respecto a las plantas
normales (25,0% contra 30,0%), y las proteinas insolubles
también referidas 2 las t.tales un 6% mds (75 contra £9) en
plantas snanizadas con respecto a las ndrmales.

Mnalmente, como dato complementario en éste caso,
gse observa que las diferencias en los dcidos aminados libres
son evidentemente importantes e inferiores en las plantas
enanizadas, hs{, en §stas alcanzan a 20 mg/g peso seco, mien=
tras que er las normales, éste valor se eleva a 36 mé» Lo que

arroja una &isminucidn para las enanizadas de 57,O%jg
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Separacibn electrzforética de las proteinas sclubles en

agua .

1) Bibliografia

Aunque la electroforesis se amostrd sieppré como la
técnica mds eficaz para estudiar la dictribucidn de las pro-
teinas en un material bioldgico, su utilizacidn en los vege--
tales fué poco satisfactoria., Sin embargo, la incorporacidn
reciente de los geles de acrilamida come ssporté del sistema,
la electroforesis en disco (62)’pérmiti6 obtener resultados
concretos. (63) (64). En consecuencia se secuird este nroce-
dimiento.

2) Técnica exvperimental.

e portid de 15 g de ambos tipos de plantas, I1 mo-

(5

w

terial recogido, se molid cuidadosacmente en un morterd en—
friado y en npresencia de arena de cuarzo. Tosteriormente se
centrifurd a 27.000g, durante 10 min., reservdndose el sobre~
nodante de ambos tipos de plantas, con el que se efectud un
dializado, en presencia dec aruva o 0°C, durante 16 hs., Fina-
lizada esa operacidn se colocd la membrana con el moterial
en una corriente de aire, narao concentrar el extractivo, de—
termindndose a continuacidn le concentracidn de las vprotei-
nas solubles, por medio del método de Lounry (65).

Tl dato asi{ logrado, peraitid averiguar que volwiaen
de extracto se debe agregar parc realizar una giembra de 300-
400 microg. de proteinas en el gel, cue se considera®dntinma,

Preparacidn del gel y electroforesis RS

Soluciones "gtock®, Le prepararon de lc sigulente mongras

a) 4dcido clorhidrico 1N 48 ml
Tris (hidroximetilamino metano) (Tris). 36,6 g
N,N,N',N',~Tetrarstiletilenediamino (Temed) 0723 ml
agua destilada, 190 m

b) dcido clorhidrico 1N A8 ml
Tris (hidroximetilamino metano) (Tris). 5,98 g
N,N,N',N!,-Tetrametiletilenediamino (Temcd). 0,46 ml

agua destilada. 100 al
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c) acrilamida. 28 g
N,II',~metilenebisacrilemida (Bis). 0,735 g
agua destileda. 100 m1

d) acrilamida. 10 g
N,K',-metilenebisacrilamida (Bis). . 2,5 g
agua destilada. “ 100 ml

e) riboflavina, 4 mg
agua destilada, 100 ml

f) sacarosa, L0 g
ague dectileada, 100 mi

Las goluciones ‘stock" fueronﬁenvasadas en fresco
color caruiclo ¥ guardodas en frio durante varios meses,
sin que se ulteren. *

Solucioneg de trabajo.

se prepararon de lao siguicnte maneras
Tare el gel inferior, también llamado de rorn fino:
1 porte ce a.
2 i Cg
1 1 gpua destilada, pH: 8,8-9
mis un voldmen equivalcnte de persulfato de amonio (0,14 g %)
La solueidn & mezcla se prepard en el momento, evi-
tandc una aerezacidn prolongada; las soluciones de origen —re--
vianente se habiaca llevado a2 tomperctura cmbiente.

Paro el gel superinr 8§ de poro gruesos

1 parte de 2.

2 0 é. nés 4 partes de f. %

1 1" it 3. pH: ,6‘;,55-46 9 8.
Polimerizacidn del g21. - ';YQ;‘

Una gerie de oclo tubols de vidrio, de diémef;g Y al—
tura similares, fueron fijodos en forma vertical en %Qq_orifl
cros de goma dc un soporse de madcra, cue posteriorme%?aiéc
mantuvo Tijo durante la -veracidn. A continuccidn, la soluw
cidn del gel de poro fin:, “fué transferido con nipetz dentro
de cada tubo, hasta urz 2ltura de 45 mm evitando en todo mo~

mento la formacidn de buriujas. Lueco se cubrib con una co-



lurne de agua de 7 mm, agregdéindose &sta Ultima cuidadosamen—

[

-

te con la zyuda de un gotero. En ésta ctapa delicada, se evi-
t3 en todo momento la alteracidn de 1z interfase, que rcdun-
daric en la resolucidn del ensay». Tucgo se iluminé con una
1émpara fluorescente, durante un tiempo de ¢Ogmin,, lo que
provocd el proceso de nrolimerizacidn. -

Transcurrido ese tiempo sc elimind el acita y se lavé
la superficie del polimero, con un.s gotos de la solucidn
del gcl de roro grueso. Tucgo ¢ agregd ae la misma sclucidn,
hasta una altura de 7~8 mm, oubriéndwse posteriormente con
azua dcstilada hagta 5 mm. La éApOulQlon gpla luz fluores
cente se rcalizd en ésta operacidn durante l) mln.\oe climi~-
né el agua dc log tubos, se agresd lo muestra Gcé%mlgroﬁlpCM
ta, cu.ridéndose aucvamcnte con una solucidn de 3&r~ grues
La exnogsicibn o la luz fluorescente fué és sto vez de 20 min,
Con los ecleg asi preparacdog se armd ¢l equipo para efcctuar
1a electroforesis,

Lo electroforesis,

¥l cquipo fué coastruidowen el Luboratorio con dos
platos dc nolietileno colocados uno cancima del otro, gue con~
tienen ¢l buffer y poseen en su cceantro un electrqﬂo de »la-—
tino, colocado verticalacntc, cue conccta a los molos de una
fuente dc poder.

En ¢l »nlato ubicado en 1. porte supcrior, se perfo-
raron en su borde externo uns serie dc orificios a los cuc—
les sc¢ ajustaron perfectomente. por medio dc¢ un clerre de

«
goma, los tubos de vidrio que contiecnen el gel conflu_mueSW
tra. Zn escs condiciones, la ~osicidén de los tubos q&edq.en
forma vertical y sumcrgidos 1or sus extremos en el f%r”
contenido cn el plato inferior. =

Terminado el procesy dc rolimerizacidn ya scaalado,

:
se rctircron los tubos del soporte com cuidedo pura cvitar
la succidn de los geles, ¥ Se los ubicd en la posicidn co-
rresnondicnte en el armade del equipo. Las burbujos de aire

fijadcs en la basc de los tubos fueron elimin . dus y ¢l co-
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pacio regultante se lo llenb con ¢l "buffer" tris-glicina
(0,1M,pH:8,3).
Operacidn.

En esas condiciones,por medio de los elec¢trodos de
platino, se conectd a los polos de unc fuente de,alto poder,
La teraincl negativa de la mismb,al electrodo del recipiente
del plato superior. La corriente se rersuld de mapera+de te~
ner hasta 4 ma por tubo, dando asf la adecuada densidad de
corriente, y la clectroferesis se prolong4 hasta que el co-
lorante del frente se desplazé 2,5-3 cm dentro de la capa

de poro fino. ' -

LS

Tefiido y decoloracibn: Finolizada la electrofgnésis y habien-

Q 3

do separado el tubc con el gel del soporte del ﬁiato superior,

se desprendib el gel por mecdio de unz aguja hlpodérmlca. Ta
misma se desplazd en la zonc correspondicnte eatre el gel y
la pared del vidrio, rotando y con la ayuda de abundante a-
gua. Zsta operacidn se realizé evitando en lo posible que la
punta de la zguja alterara la supcrficie del gel, Des~uds de
separado ¢l mismo, se tiiid sumecrgiendo en una solucidn de
Amido Schwarz al 0,7 % (p/v), en dcido acético al 7 % (v/v),
durante un tiempo de ¥+ hora. Transcurrido ese ticmpo se los
roctird y se los colocd en dcido acético al 10 % durante va-—
rias horas, para eliminar el exceso de colorante y fijor las
protefnas. La operacién de deceloracidn del gelﬁ?e a%mp;eté
por medio de una electrdlisis en presencia de un% solucién
de dcido acdtico 21 10 %, Los restos del coloranfe, en nre-
sencia dcl cempe eléetrico, se desplazaron hacia el;éno&o.
3) Resultudos,

Se realizaron varias determinagiones previas cow el
objeto de¢ ajustcr las cantidades de mupstras acdecuada b&ra
cada tratamiento. De acucrdo a los datos obtcnidos se %emr.
bré: N

-
para plcnta normal: 40 mierols = 368. miorog.
" " enanizada: 35 v = 406 "
A&é&és, ‘ge efectud densitometria en cada caso.
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4) Discusidn,

Como puede observarse, las bandas electrnfordticas de
las protefinas de las pluntas normales es notablemente mds nitida
que aquella de las enanizadas, las cuales son comparativamerite
mucho mds difusas. Ya que se han probado numerosag concentracio--
nes, sin lograrse en los extractos de enanizadas.la nitidez de
las normales, es evidente que dicha difusidn no se yratd de una
condicidn cuantitstiva sinc de una caracteristica cualitativa
gue puede tener mds de una 1nternreta016n. Une de éstas seria la
presencia de uno § verios compuestos que interfleren en su des—
plazamiento, Tambidn podris tratarse de lasd misﬁas eswructuras
protéicas, cuya configuracidn pregenxanwglerﬁas diferencias,

En lo que respecta a la anreclac16nfv1sual &@i aumery
de bandas, las proteinas de plantas normales pueden 1aent1flca;v
se en 12 discos; las proteinas de plantas enanii?dés’se resuelven
en igual nﬁmero, con mucha dificvltad. Ko obgtante, la densito-
metria revela diferencias fund aAentales no polo en la intensids
de las bandas, cino también en el num ro. Aslt‘por ejemplo, la
banda situada a 25 mm (tomada desde el lado izquierdo de la fo-
tografia del gréfico) corresnondiente a laq{ﬁéoteinag.de Los
plantas enanigadas, se recsolveria en dos bandas uhidaéiég el gri-
fice de las normales., También aquella correspondiente a 7 mm es
inferior a la de 2 mm, en plantas enanizadas, mientras{@ue en e

normales es muy superior. De igual manera pueden reallzamaggo—

tras comparaciones que indican diferencias cualitativag v £

titativas en el complejo pruteinico.
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Discusidn general

E1l prablema del enanism¢ provocado por la lug es suna-—
mente amplio, iancluyendo aspectoc hormonales, enzimdticos, del
metabolismo de hidratos de carbono, de 4cidos organlcou, del ni-
trégenn, ademds de los morfogénicos y ecoléglcos.,Es‘ev1dentb qu.e
ninguno de ellog en particular puede aclarar en fqrga aiglada 1>
do el procesns no obstante el ccnocimients de lag éiferencias
d=z los distintos compuestos mitrogenados entre plantas enanizadas

.
vy normales es un aporte importanie que'bagﬂggoontrgﬁuir a una ex
plicacién bdsica del fendmeno. "

Limitaciones experimentales’ en’ los trabago& ue se rcali-
zan en el Ingtitutc de Fisiologia Vegetal haﬂen difg 1 determi-—
nar las diferencias de peso seco total entre plantds enanlzadau
¥ normsles de manera que es imposible, bajo dstas 6Gnd ciotes,
Obtener difecrenciac absolutas cuantitativas, ftanto en lo que se
refiere a cualguier tipo de compuestos en gcneral como a los ni-
tregenados en particular. De cualguier mﬁne es ev1§ente gue
dichas diferencias absolutas son mayores qugﬂ?gi diferencias por-—
centuales sobre la base de peso seco en qua;§g exprc@a los valo~
res consignados en éste trabajo. Las clfraa qued&h asf&g@duoldas
a diferencias rclativas entre los compuestos nitrOg%pados y el
total, expresado como materia seca, A partir de ésta b ,géphan
obteaide difcrencias en lus protefnas totalzs (bruta), ?n lag @ m
iubles, en los dcidos aminados gque conptltu%an las Droteinus S0~
lubles y en los dcidos aminados libres. P0r>otra parteg se han
obtenido difecrcncias en la intonsidad de las banﬁés pr%teicas y

en su ndmero, separadas por clcctroforesis en gel de ac#jlamida,

En 1o que respecta a les protefnas tntales, vemigfque

las plantas enanas tienen un contenido inferior en un_40ﬁ,o®n rps

pecto a las plantas normales; una disminucidn tambq@!’qieﬂ&da, en

el mismo sentido se observa en las protefnas solubles. S@‘ﬁlantea

en consecuecncia cual seria lq causa inmediata de éqta disminucidn,
Basado en la hlpétcsls de Webster (46) que sanala la no-

cesidad de la pruscacia de los 18 amindcidos y las dos amidas pa-

ra la sintesis de lus proteinas y "la firme dependencia de la u-
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tilizacidn de Aptimas ccncentracicnes de cada comnonente en ¢l
sistema en reaccién", podemos suponer que c¢l factor limitante in-
mediato de los bajog valores protéicos dcterminadns por nosotros
se encucntra cntre los uminodcidos libres o las ad%das menciona~
das. hd

La mayorfa de aquellos dcidos aminados iﬁbgéi detoruina—
dos, indican cicrta disminucidn u las plantas e 'i;&adas, nero
es evidcnte que lu difercncia correspondiente al %@tél, inferior
a un 43 %, sc dcbe =l bajo nivel de la asparragina cuyd valor
disminuye en un 72 % con respecto al de- l&ﬁﬁplﬁﬁﬁﬁh normales, S0-
bre cifras absolutas gue son muy ﬂlCVadgsgga lﬁh ewm¥aramos con
el rcsto; podesos inferir en conscederldia e el b__-j.% pivel de
diatas de la

"»‘. T oadd
sintesis protéica cn plantas enanizadas. Esta eltuacién nos es

. . M .
asparragina serfe una de¢ las causas llmiténtes

incompatible con otros factores que podrian ucj

tess tal ¢s ¢l caso de la menor sintesis de A@P que se deduce
por irregularidades en ¢l ciclo de Krebs £ también la interven-—
cibén de¢ sustancias reguladoras (inhibid@ggi

Io comnosicidn de los £eidos amﬁﬁ%d W' lus ﬁhotéinas
solubles son bastante similares, cxceptd exf éI’ conteliga

tual de Llslna—ar inina y alanlna, se encuentraﬂ&gde

ellos congtitufdos. Esta sisuacidn af%gedado demostyad ;$or.el
: radd

andlisis densitométrico de la scparacidn electrofoféti?ﬁ(d& las

.

proteinas.
Finalmcnte consideram>s que las dlfbrenglas edgontradas
en el contenide dc¢ dcidos aminados y amidas solubles, eﬁ.lo“ ami--

nodcidos provenientes del hidrolizado de rroteinas, en
F =

tefnas brutas y sclubles en aguzs y la separacidn ele
de éstas dltimas, corrcsponden a caracteristicas f
en las difcrencias bioquimicas corrcspondicntes a*los &Jg"tipdé

de plantas gque se suman & las diferencias morfalﬁg@naa y fisio-

l6gicas descriptas por o%ros sutcres. -
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