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TEcNICaA

Para los experimentos se utilizan las siguientes semillas (*):

Trigo... ... (Triticum vulgare, var. lutescens)
Lechuga... (Lactuca sativa, var. capitata)
Rébano ... (Raphanus satwus)

Para conseguir la debida uniformidad en los ensayos, las se-
millas utilizadas se seleccionan previamente a mano atendiendo

a sus dimensiones.
La germinacion se verifica sobre papel de filtro dispuesto en

el fondo de placas Petri de 12 cms. de didmetro y embebido en
la disolucién acuosa del antibidtico. .
Con la intencion de soslayar la accién perturbadora de mohos,

(") Parte de las semillas con las que se han realizado los estudios nos han
sido facilitadas por D. Ramén Garrido,  Presidente del Instituto N.* de Invest.
Agr., a- quien expresamos nuestro agradecimiento.
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las placas se esterilizan en autoclave preparadas con el papel de
filtro y cerradas con un portaobjetos dentro, el cual sirve des-
pues, durante el ensayo, para dejarlas entreabiertas, colocindolo
entre tapa y fondo. Esto ultimo tiene por objeto evitar el exceso
de humedad y facilitar la aireacién.

Las semillas elegidas se lavan varias veces con agua estéril
momentos antes de ponerlas a germinar y, antes de pasarlas a
la placa correspondiente, se las priva del exceso de agua enju-
gandolas con papel de filtro estéril.

En cada placa se vierten 8 c. ¢. de la disolucién de antibiético
para embeber el papel de filtro, colocandose a continuacién so-
bre éste las semillas lavadas y enjugadas, de forma que queden
bien separadas unas de otras y, siempre que ello sea posible,-en
posicion determinada. (En el trigo con el surco de] grano hacia
abajo.)

El ntimero de semillas dispuestas en cada placa es de 12
para trigo y rabano y de 50 para lechuga.

En algunos ensayos, las semillas, después del lavado previo
con agua estéril, se sumergieron durante seis horas en la disolu-
cién de antibiotico, pasandolas a continuacién a la placa con el
papel de filtro embebido en la misma disolucion de sustancia
activa.

Para conservar la concentracién de antibidtico y su actividad
en cada placa, se cambia a las semillas cada cuarenta y ocho horas
el papel de filtro embebido en la disolucién de antibidtico.

El proceso de la germinacién transcurre en completa oscuridad
'y a temperatura constante de 25°

El desarrollo de la germinacion se estudia diariamente, ob-
teniéndose fotografias de los momentos mas interesantes. Estas
fotografias se logran disponiendo las semillas sobre placas Petri
desprovistas del papel de filtro.

EXPERIMENTOS CON PENICILINA CALCICA

Las disoluciones de penicilina se prepararon en agua destilada
estéril y con tabletas de 10.000 U. I. cada una, de Burroughs
Wellcome, lote AN 460 g y cuya actividad era de 1.360 U. I.
por miligramo.
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Grupo mim. 1. (Véase fig. 1).
Semilla utilizada: Triticum vulgare, lutescens.

Placa niim. 1.—Germinacién en agua destilada estéril,

» » 2.—Germinacién en una disolucién acuosa estéril de
o lactosa al 0,40 por 100 (1).
» » 3.—Germinaciéon en una disolucion de penicilina a
1.000 U. I. por c. c.
» » 4.—Germinacion en una disoluciéon de penicilina a

500 U. I. por c. c.

Resultados.—En las placas nims. 1 y 2 la germinacién ha sido
idéntica. En las placas nims. 3 y 4 se aprecia claramente inhi-
bicion. Las raices estan hinchadas, particularmente la raiz princi-
pal, lo que indica que el crecimiento en longitud estd interferido ;
es decir, las células no han podido crecer y alargarse hasta su
tamafio normal. En la placa nim. 3 con 1.000 U. I. de penicilina
por c. c. se observa mayor inhibicién que en la placa num. 4
con 500 U. I. por c. c.

Grupo nim. 2. (Véase fig. 2).
Semilla utilizada: Raphanus sativus.

Placa nirm. 1.—Control en agua destilada estéril,
» » 2.—Control en dlsolucmn acuosa estéril de lactosa
al 0,40 por 100,
» » 3.—Disolucion de penicilina a 1.000 U. I. por c. c.

» » 4.—Disoluciéon de penicilina a 500 U. I. por c. c.

Resultados.—En las placas nims. 1 y 2 la germinacion ha sido
de igual intensidad. En las placas niims. 3 y 4 se aprecia una in-

hibiciéon bien clara y las raices son cortas y muy engrosadas, en
forma de bola.

EXPERIMENTOS CON PENICILINA SAL SODICA AMORFA

Las disoluciones de penicilina se prepararon en agua destilada
estéril y empleindose upa penicilina s6dica amorfa, lote amarillo

(1) Se puso este control porque el excipiente del Tabloid Burroughs con-
tenia lactosa en una proporcién aproximada de unos 0,004 g. por cada 1.000
U. 1. de penicilina, y convenia saber si esta pequefia cantidad de lactosa in-
fluiria algo en’la germinacién.
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nimero 526 de The Distillers Co. y cuya actividad era de 990 uni-
dades por mg.

Grupo nim. 3. (Véase fig. 3).

Sem'llas utlizadas: Raphanus sativus.

Placa nitm. 1.—Control en agua destilada estéril.

» » 2.—Control en agua destilada estéril.
» . » 3. —Disolucion de penicilina a 1.000 U. 1. por c. c.
» »  4.—Disolucién de penicilina a 500 U. I. por c. c.

Resultados.—Se aprecia claramente que en las placas con pe-
nicilina (nims. 3 y 4) hay inhibicién con el mismo aspecto, aunque
algo ‘menos acentuada que la lograda en los experlmentos con
penicilina célcica (grupos 1.° y 2.9).

EXPERIMENTOS CON PENICILINA (G CRISTALINA SALES SODICA
Y POTASICA (2)

Grupo num. 4.

Se han ensayado estas penicilinas separadamente a titulos de
0,1, 1, 10, 100, 1.000 y 2.000 U. I. por c. c. sobre Triticum vul
gare lutescens, Raphanus sativus y Lactuca sativa, capitata, y en
ningin caso hemos apreciado inhibicién en !a germinacién.

En vista de estos resultados, pensamos que la inhibicion lo-
grada por Fonseca Ribeiro (8) no fué debida a la penicilina, de
acuerdo con lo que Walton J. Smith manifiesta en su trabajo (4).

Las inhibiciones que hemos logrado en nuestros experimen-
tos, grupos 1, 2 y 8, pueden ser debidas a sustancias del tipo de tas
auxinas (5) las cuales, a determinada concentracién, sabemos que
provocan inhibiciones parecidas a las que hemos visto en nues-
tras investigaciones, y, para convencernos de ello, se procedio
a los siguientes grupos de experimentos: ' .

(2) Estas sales cristalinas de penicilina G. nos fueron amablemente envia-
das por el Dr. Lawrence Smith, Director Médico de C.'S. C.

(8) Penicillin action on the gcnnmatwn of seeds. Science, 5 julioc 1946,
pig. 18.

(4) Effect of pemullm on seed germination. Science, 1 noviembre 1946,
pig. 411

(5) Ya sefialado por Walton J. Smith en relacién con sus cxperlencw.s en
Science, noviembre 1946, pag. 411.
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Experimentos para apreciar si la nactivacion de la peniciling
mediante la penicilimasa afectaba a los factores presemtes en las
penicilinas amorfas que inhiben la germinacidn.

Se ha empleado la penicilina cdlcica Burroughs Wellcome, lote
AN 450 a, cuya actividad era de 1.360 U. I. por miligramo, y 'a
penicilinasa Schenley, lote IIS 195.

Grupo nim. 5. (Véase fig. 4).
Semilla utilizada: Raephanus sattvus.

Piaca nam. 1.—Control en agua destilada estéril.

» »  2.—Control en disolucién acuosa estéril de lactosa
) al 0,40 por 100.

» » 3.—Control en disolucién de penicilinasa (6).

» » 4.—Disolucién de penicilina a 1.000 U. 1. por c. c.

» » 5.—Disolucién de penicilina a 1000 U..I. por c. c.

mas penicilinasa (7).

Reswltados.—En las placas niims. 2 y 3 la germinacion es
idéntica. En las placas nims. 4 y 5 se puede observar que hay in-
hibicién y que es de el mismo orden en ambas, de lo que deduci-
mos que este lote de penicilina ensayada conserva su accién inhi-
bitoria sobre la germinacién, ain después de destruida la peni-
cilina (contenida-en el lote) por la accion de la penicilinasa, de lo
cual deducimos que existen factores de inhibicién que nada tienen
que ver con la penicilina.

Experimentos para apreciar la influencia del dcido fendacético
a diferentes concemtraciones sobre la germinacion de las semillas.

Grupo nwm. 6. (Véase fig. 5).
Semilla utilizada: Raphanus sativus.

Placa nim. 1.—Control en agua destilada estéril.

(6) 'Se puso este control de penicilinasa (40 U. de penicilinasa por c. c. en
agua destilada estéril) para ver si por si sola influia en la germinacién. Esta
disolucién de penicilinasa se mantuvo durante tres horas a 37° antes de ser
agregada a la placa nim. 3.

(T Se puso un exceso de penicilinasa, 40 U. por c. c., para destruu- las
1.000 U. de penicilina pcr ¢. c. y se incubé la mezcla a 370 durante tres
horas. Al cabo de este tiempo, la penicilina esta totalmente inactivada v en.
tonces se vierte en la placa num. 5.
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Placa nim. 2..—Disolucion de acido fenilacético al 1 por 1.000 en
agua destilada estéril.

» » 3 —Disolucion de acido fenilacético al 0,5 por 1.000
en agua destilada estéril,

» » 4.—Disolucién de acido fenilacético al 0,1 por 1.000
en agua destilada estéril.

» » 3.—Disolucion de acido fenilacético al 0,05 por 1.000
en agua destilada estéril.

» » 6.—Disolucién de acido fenilacético al 0,01 por 1.000

en agua destilada estéril,

Resultados.—La disoluciéon 0,01 por 1.000 (placa mim. 6) no
inhibe ; comparese con el control en agua destilada (placa nim. 1).
En las placas nims. 2, 3, 4 ¥ 5 se aprecia una clara inhibicién
que es proporcional a la concentracion del &cido fenilacético. 1r.a
inhibicion de las placas niims. 2, 8 y 4 es similar a lag inhibicio-
nes logradas en nuestros experimentos de los grupos 1, 2 y 8.

Experimentos para apreciar la influencia del dcido beta-indol-
acético a diferentés concentraciones sobre la germinacion de las
semillas.

Grupo nitm. 7. (Véase fig. 6).

Semilla utilizada: Raphanus sativus.

Placa mrn. 1.—Control en agua destilada estéril.

» »  2.—Disolucidon de acido beta-indolacético al 1 por 1.060
en agua destilada estéril.

» » - 3.—Disolucion de acido beta-indolacético al 0,5 por
1.000 en agua destilada estéril.

» » "4.—D'solucion de acido beta-indolacético al 0,1 por
1.000 en agua destilada estéril.

» » 3.—Disolucién de acido beta-indolacético al 0,05 por
1.000 en agua destilada estéril.

» »  6.—Disolucién de acido beta-indolacético al 0,01 por

1.000 en agua destilada estéril.

Resultados.—Se aprecia que hay ligera inhibicién con la diso
lucion al 0,01 por 1.000 de acido beta-indolacético (placa num. §)
v que la disolucién al 0,05 por 1.000 (placa nim. 5) inhibe bastante
mas que igual concentracion de acido fenilacético (comparese con
la placa num. 3 de la fig. 5). Las concentraciones al 1, 0,5 y 0.1
por 1.000 (placas nums. 2, 3 y 4, rezpectivamente) inhiben mas que
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las mismas concentraciones de acido fenilacético (compdarese con
las placas nums. 2, 3 y 4 de la fig. 5).

Experimentos para ver st la presencia de penicilina G cristali-
zeda (sal potdsica de C. S. C.) influye en la accidn inhibitoria de
una mescla de dcidos fen e indolacéticos.

Grupo nim. 8. (Véase fig. 7).
Semilla utilizada: Raphanus sativus.

Placa num. 1.—Control en agua destilada estéril. ‘

» » 2. —Disoluciéon de los acidos fenil e indolacéticos en
agua destilada estéril a la concentraciéon de 0,25
por 1.000 de cada uno de los mismos,

» » 3.—Disolucién de los acidos fenil e indolacéticos €n

. agua destilada estéril a la concentracién de 0,05
r 1.000 de cada uno de los mismos.

» » 4.—Cuatrol con disolucién en agua destilada estéril
de 1.900 U. L. por c. c. de la sal potasica de la
peniciting G.

» » 5.—Igual que la placa nim. 2 mis 1.000 U. I. de
penicilina G (sal potasica) por c. c.

» » 6.-—Igual que la placa niim. 8 méis 1.000 U. 1. de
penicilina G (sal potasica) por c. c. ~

Resultados.—En la placa nim. 4 la germinacién es igual que
en la num. 1, lo cual confirma lo que con gnterioridad hemos di-
cho de que la penicilina pura a 1.000 U. I. per c. c. no inhibe la
germinacién de las semillas ensayadas. Las placgs nums. 5 y 6
ge corresponden con las placas nims. 2 y 3, resmtivamente, de
lo cual inferimos que la presencia en las placas nims. 5 y 6 de
las 1.000 U. I. de penicilina G por ¢. c¢. no ha aumentado ni dis-
minuido la accidn inhibitoria de los acidos fenil e indolacéticos.

Experimentos realizados para determinar las auvinas existen-
tes en las Tabletas de Penicilina cdlcica, Burroughs Wellcose,
lote AN 450 a.

La disolucién acuosa de 1.000.000 U. I. por litro de esta peni-
ciina célcica provoca una inhibicién sobre la germinacién de Ra-
phanus sativus aproximadamente .igual a la originada por la di-
solucion de 100 mg. por litro de Acido beta-indolacético. (Véase
fig. 2, placa 3, y fig. 6 placa 4.)
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La valoracién de las auxinas de este lote de penicilina se
realiza con culeoptilos de avena y se compara con testigos de
4cido Dbeta-indolacético a 0,1 mg. por litro, concentracién que
corresponde, segim lo anterior, 'a 1.000 U. I. por litro de esta
penicilina.

En un pruner ensayo, con el que se pretende’ valorar disolu-
cion de 1.000 U. I. por litro, todos los coleoptilos resultan sin
curvatura alguna, mientras que los testigos de 4cido beta-indola-
cético dan una media de 17,

Al no obtenerse curvaturas en los coleoptilos con esta disolu-
cién de 1.000 U. I. por litro, se repite la valoracién utilizindose
disolucion del mismo lote de penicilina, pero cien veces mas con-
centrada, es decir, de 100.000 U. I. por litro. También se compara
en este caso con testigos de acido beta-indolacético de 0,1 mg. por
litro. En el ensayo se obtiene los valores siguientes:

Disolucién de penicilina calcica de

100.000 U. I. por litro ... ... . N1°:6= + 065
Disolucidon de acido beta-indolocéti-
co de 0.1 mg. por litro ... ... ... 18.3°:6 = + 0.83

(Véase fig. 8.) ‘

Después de comprobar que la penicilina G pura ristalizada,
sal potdsica, no ejerce accién sobre el coleoptilo de avena a la
concentracién de 100.000 U. I. por litro, se deduce de todos estos
-resultados que:

Si la inhibicién provocada por el lote ensayado de. penicilina
calcica sobre la germinacién.de Raphanus sativus fuera debida ex-
clusivamente al 4cido beta-indolacético, la disolucién de- penici-
lina de 1.000 U. I. por litro originaria en los coleoptilos de avena
curvaturas proximas a las originadas por el icido beta-indolacé-
tico, a la concentracion de 0.} mg, por litro (< > 18). .

Pero para obtenerse estos valores con la disolucion de penici-
lina es necesario utilizar concentraciones de 100.000 U. I. por litro,
de donde resulta que de tode la sustancia inhibidora de la gerimu-.
‘nacién en esta pemicilina ensavada, sélo cs dcido beta-indolacé-
tco, aprovémadamente, una centésima parte (8),

(8) En realidad el acido beta-indolacético ‘de.,la dis.oluc:ién ée. penicilina
debe encontrarse al estado de sal cilcica; sin embargo. siendo la actividad
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En consecuencia, si de toda la sustancia inhibidora de la ger-
minaciéon en esta penicilina sélo es acido beta-indolacético la cen-
tésima parte, el restq estard constituido por otra sustancia in-
activa sobre el coleoptilo de avena, pero activa sobre la germina-
cién. Esta sustancia puede ser el acido fenilacético que cumple
ambas condiciones (9), en cuyo caso éste constituiria la princi-
pal impureza inhibidora de la germinacién de este lote de peni-
cilina (10).

EXpERIMEXTOS coN PATULINA (11)

Experimentos para apreciar la influencia de la patuling en la
germinacion de las semillas.

~ Grupo mim. 9. (Vease fig. 9).

Semilla utilizada: Triticum vulgare, lutescens (12).

Placa num. 1.—Control en agua destilada estéril.
» » 2.—Disolucién de patulina al ‘1 por 1.000 en agua
destilada estéril,
» » 3.—Disolucién de patulina al 5 por 10.000 en agua
destilada estéril,

» » 4.—Disolucién de patulina al 1 por 10. 000 en agua
i destilada estéril.

o» » B5.—Disolucién de patulina al 5 por»100 000 en agua

destilada estéril, )

» » 6.—Disolucién de patulina al 1 por 100.000 en agua

destllada estéril,

Resultados.—En la placa nim. 6 se observa que la germinacién
-viene a ser igual que en la placa nim. 1 (control de agua destila-
da), o sea, que a la dilucién de 1 por 100.000, la patulina no inter-

de. ésta muy proxima a la del icido, en la prictica despreciamos la diferengia:
(9) La accién del acido fenilacético sobre el coleoptilo de avena es muy
débil, de 0,02 por 100, comparada con la del icido beta-indolacético.
{10) En la actualidad continuamos la investigacién de este wltimo problema.
(11) La patulina utilizada nos fué amablemente enviada por el profesor
H: Raistrick, del London Schoel of Hygiene and Tropical Medicine. Londres.
(12) En este grupo de experimentos se ha seguido el método de inmersién
previa de las semillas, durante seis horas, en las disoluciones de patulina.
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fiere la germinacion del trigo (13). En las placas nums. 2y 3 la
germinacion esti tptalmente inhibida y las semillas han perdido
su capacidad -germinativa. Las diluciones al' 1 por 10.000 y 5 por
100.000 (placas nims. 4 y 5) ejercen también una accidn inhibitoria
proporcional a la concentracion.

Experimentos para apreciar si la accion de la patuling puede
ser antagonizada por la cisteina (14).
Utilizamos el clorhidrato de 1 (+) cisteina (Roche Products Ltd. )

Grupo ném. -10. (Véase fig. 10).
Semilla ensayada: Raphanus sativus.

Placa niim. 1.—Control en agua destilada estéril.
» » 2.—Control de patulina al 5 por 10.000 en agua des-
: tilada estéril

» » 3.—Control de cisteina al 5 por 10.000 en agua des-
tilada estéril

» » 4.—Patulina y cisteina al 3 por 10.000 de cada pro-
ducto.

» » B.—Igual que la placa num. 4.

Resultados—Vemos que la disolucion de cisteina al 5 por
10.000 (placa num. 3) ejerce una fuerte inhibicién, aunque infe-
rior a la ejercida por la patulina a igual concentracién (placa ni-
mero 2). Las placas niims. 4 y B nos demuestran que no se han
sumado las inhibiciones, sino que mis bien se aprecia ligera dis-
minuciéon de la inhibicién. (Comparar las placas nims. 4 y 5 con
las nims. 2 y 3.)

Como estos experimentos nos revelaron que la cisteina al 5
por 10.000 inhibe ya de por si la germinacién del Raphanus, deci-
dimos ‘repetir los experimentos empleando concentraciones més
diluidas de patulina y cisteina.

(13) Hemos observado que la patulina a la concentracion de 1 en 100.000
tiene ligera accién inhibidora sobre la germinacién de las semillas de Lactucs
sativa, var. capitata. (La patulina ejerce también fuerte accién inhibitoria sobre
la germinacién de otras semillas, tales como: avena, centeno, col, garbanzo
y maiz.)

(14) Diversos investigadores: Cavallito, Bailey y otros, han demostrado
que la accidn antibacteriana de la .patulina puede ser bloqueada con la cisteina
y otras sustancias con grupos SH '



ANALES DEL JARDIN BOTANICO DE MADRID 187

. Grupo nsm. 11. (Véase fig. 11).
Semilla utilizada: Raphanus sativus.

Piaca nim. 1.—Control en agua destilada estéril.
» » ».—Control de patulina al 2,5 por 10.000 eén agua
i . destilada estéril. .
» » 3.—Control de cisteina al 23 por 10.000 en agua
destilada estéril.
» » 4.-Patulina y cisteina al 2,5 por 10.000 de cada pro-
- ducto en agua destilada estéril.
» » B.—Igual que la placa nim. 4.

Resultados.—La cisteina, a la concentracién de 2,5 por 10.000
‘(placa nam. 3) provoca solamente ligera inhibicion (comparese
con la placa nim. 1 que es el control con agua destilada). Las
placas nims. 4 y 5 (que contienen la mezcla de patulina y cistei-
na) demuestran claramente que la accion de la patulina (Véase
placa niim, 2) ha sido contrarrestada por la cisteina.

Experimentos para apreciar si existe sinergismo entre la patu-
kna y la furacina (16). '

Grupo nim. 12. (Véase fig. 12).
Semilla utilizada: Lactuca satfva, capitata.

[ ]
Placa nam. 1.—Control en agua destilada estéril.

» » 2.—Disolucién de patulina al 1 por 10.000 en agua
destilada estéril.

» » 3.—Disolucion de- furaema-al T por 10.000 en agua
destilada estéril. ’

» » 4.—Disolucién que contiene 1 por 10.000 de patulina
y 1 por 10.000 de furacina en agua destilada estéril.

Reswltados.—La patulina al 1 por 10.000 frena la germinacién
de las semillas de lechuga (placa nim. 2) y la furacina al 1 por
10.000 (placa nim. 3) inhibe también, aunque algo menos que
la patulina (16). En la placa niim. 4 apreciamos una inhibicién com-
pleta de la germinacion, que se ha logrado con la mezcla de patu-

. (15) La Furacina (3 fitro, 2 furaldehido semicarbazona) nos ha sido enviada

por Mr. A. B. Scott de Eaton Lab. Inc. :

(18) Hemos podido observar que la furacina ejerce accién inhibidora sobre

la germinacién de diversas semillas, entre ellas: trigo, avena, maiz, lechuga,
ribano y col. . .
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lina y furacina a la concentracion de 1 por 10.000 de cada unc de
los productos, lo que prueba la existencia de un sinergismo entre
estas dos sustancias, en lo que se refiere a su accién inhibidora
de la germinacion de Lacluca sativa, capitata (17).

CONCLUSIONES

1.* Las penicilinas amorfas calcica y sodica investigadas con-

tienen factores que inhiben la germinacion de las semillas ensa-
' yadas.

2+ La sal potasica cristalina de la penicilina G no inhibe la
germinacion de las semillas ensayadas a concentraciones desde 0,1
a 2.000 U. I, por c. c.

3.* Inactivando mediante penicilinasa la penicilina contenida
en las penicilinas amorfas se conserva aun su poder inhibidor so-
bre la germinacion, lo que prueba que dichos factores de inhibi-
cién son cuerpos diferentes de la penicilina.

4* La inhibicién lograda en todos estos ensayos con las pe-
nicilinas amorfas €s similar a la que se obtiene cuando se hace
actuar sobre las semillas una disolucién de acido fenilacético o
beta-indolacético, - .

5.* La sal potasica cristalina de la penicilina G no influye en
la accién inhibidora ejercida sobre la germinaciéon por los acidos
fenilacético y beta-indolacético.

6.* Valorando las auxinas en una penicilina calcica amorfa
por el método de Went con avena, vemos que 100.000 U. I. del
Tabloid Burroughs Wellcome contiene aproximadamente 0,1 mg.
de acido beta-indolacético. .

7> Comp en lo referente al poder inhibidor' de la germina-
cién los factores contenidos en 1.000.000 U. 1. de dicha penicili-
na cllcica ensayada, ejercian el mismo poder inhibidor que 100
miligramos de icido beta-indolacético, inferimos, teniendo en cuen-
ta la conclusibn 6.*, que el icido beta-indolacético, presente en
aquel lote de penicilina, representa aproximadamente un 1 por
100 de los factores inhibidores de la germinacién, entre los cua-

(A7) Estos experimentos nos inducen a pensar que posiblemente se cumpla

también este sinergismo patulina— furacina en lo que respecta a la accién anti-
bacteriana de estas dos sustancias. -
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les creemos que el acida fenilacético es el componente dominan-
te principal.

8.2 La patulina mh1be la germinacion de las semillas ensa-
yadas, siendo el grado ‘de inhibicién proporcional ‘a la concentra-
cion.

9.2 La cisteina inhibe la germinacion de Raphanus satiwvus a
determinada concentracién, pero a la de 0,25 por 1.000 contrarres-
ta completamente la accién inhibidora que una disolucién de pa-
tulina 2 la misma concentracién ejerce sobre la germinacién.
~ 10. Existe un sinergismo entre la patulina y la furacina en
lo que respecta a su accién inhibidora de la germinacién de las \
" semillas ensayadas.

_ONCLUSIONS

The potasium crystalline salt of penicillin G does not inhibit
the germination of the seeds tested at a concentration -from
0,1 i. u. per c. c. up to 2.000 i. u. per c. c.

The amorphus calcium and sodium salts of penicillin tested con-
tain factors that inhibit the germination of seeds used in our
assays. '

Inactivating with penicillinase the penicillin contained in the
amorphous penicillins, they keep their inhibitory power on the
germination of seeds and that proves that the inhibitory factors
are substances different of the penicillin.

The inhibition obtained in all these assays is similar to the
inhibition that we obtain when we apply to the seeds a dissolution
of a certain concentration of phenyl-acetic or indol-3-acetic acids.

The potasium crystalhne salt of penicillin G has not influence

* on the inhibitory action upon the germination of seeds of the
phenyl-acetic and indol-3-acetic acids.

We have valued the auxins present in a sample of amorphous
calcium penicillin by the avena test and we found that 100.000 i. u.
of that sample had 0,1 mg. of indol-3-acetic acid.

As in relation with the inhibitory effect upon the geérmination
of seeds, the inhibitory factors contained in one million units of
the calcium penicillin-tested had the similar power as 100 mgs. of
indol-3-acetic acid and having in mind the former conclusion, we
deduce that the indol-3-acetic acid present in. that lot of calcium
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penicillin, represents about one per cent of the inhibitory factors
and between which we think that phenyl -acetic acid must be the-
principal component.

Patulin inhibits the germination- of the seeds tested and the
degree of inhibition is proportional to the concentration.

Cysteine at a concentration of 5 g. in 10.000 <. c. of distillate
water has some inhibitory effect on the germination .of seeds of
Raphanus, but at a concentration of 2,5 g. in 10.000 c. c. of dis-
tillate water, cysteine has very slight inhibitory effect on the
_ germination of the seeds of Raphanus, and is capable at that con-
centration to antagonise the action that 2,5 g. of patulin m
10.000 c. c. of distillate water has upon the germination of the.

seeds of Raphanus.

There is a synergism between patulin and furacin in relation
with their inhibitory effect on the germination of the seeds of
Lactuca sativa, var. capitata.
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Iig. 1.—Experimentos con penicilina calcica y trigo. (Fotografia tomada a los tres

dias de iniciado el ensayo.)

Fig. 2.—Experimentos con penicilina cilcica y Raphanus sativus. (Fotografia toma-

da a los dos dias de iniciado el ensayo.)
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Fig. 3.—Experimentos con penicilina sodica amorfaly Raphanus sativus. (Fotogralia
tomada a los dos dias de iniciado el ensayo.)

I'ig. 4.—Experimentos con penicilina cdlcica y penicilinasa en Raphanus sativus.
(Fotogralia tomada a las cincuenta y ocho horas de iniciado el ensayo.)



ANALES DEL JARDIN BOTANICO DE MADRID. 193

Fig. 5. - Experimentos con dcido [enilacético y Rhaplhanus sativus. (Fotografia toma-
da a las cincuenta y seis horas de iniciado el ensayo.)

Fig. 6. —Experimentos con dcido beta-indolacético y Raphanus sativus. (Fotografia
tomada a las cincuenta y ocho horis de iniciado el ensayo.)
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Fig. 7. — Experimentos con los dcidos [enil- e indolacéticos méds penicilina G, sal po-
sica y Raphanus safivus. (Fotografia tomada a las cuarenta y ocho’horas de iniciada
el ensayo.)

Fig. 8.—Curvaturas obtenidas en coleoptilos de avena al valorar las auxinas de la
disolueién de roo.000 U. L. de la penicilina cdleica amorfa. (Fotografia tomada a Ias
dos horas de aplicar los bloguecillos de agar-peniciling a los coleoptilos.)



Fig. 9. —Experimentos con pefulina y trigo. (Fotogralia obtenida a los tres dius de
: iniciado el ensayo,)

Fig, 10.—Experimentos con patulina vy cisteina y rdbano. (Fotografia tomada a las
cuarenta y ocho horas de iniciado el ensayo.)
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Fig. 11.—Fxperimentos con patulina v cisteina v rdbano. (Fotografia obtenida a las
cuarenta y ocho horas de iniciado el ensayo.)

Fig. 12.—Experimentos con patulina y [uracina y lechuga. (Fotogralia tomada a las
cuarenta y ocho horas de iniciado el ensa'\-o.) .



