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INTRODUCCION

La accidn que presentan las giberelinas sobre el crecimiento
¥y, sus cambios cuantitativos experimentados durante el desarrollo
de los tejidos, sugiere que ellas son componentes del sistema natu
ral que regula el crecimiento de las plantas. Sus efectos estimu-
lantes son muy pronunciados sobre el tallo, pero también pueden,
en algunas circunstancias provocar cambios en las hojas, flores y
frutos (41).

De las giberelinas la mfs conocida es el &cido giberélico, el
cual al aplicarse sobre las plantas, provoca cambios en el creci-
miento principalmente de las plantas enanas. En especial acelera
el alargamiento de las variedades enanas de algunas especies tales

como arveja (Pisum sativum), frijol (Phaseolus vulgaris) y maiz

(Zea mays), mientras a las formas altas de las mismas especies les
afecta poco (45).

Esto hace pensar que posiblemente en las plantas altas la pro
duccidn natural de giberelinas sea mayor que en las plantas enanas,
por lo cual los dos tipos de plantas reaccionan de diferente mane=-
ra.

Un mejor conocimiento acerca de la calidad y cantidad de las
giverelinas presentes en las plantas altas y enanas, asi como del
lugar donde se originan, ayudaria a comprender en mejor forma el
comple jo mecanismo fisiolbgico que controlo el crecimiento de las
plantase.

Con el fin de aclarar en algo los puntos mencionados anterior

mente se inicib el presente trabajo que comprende:



1.

2,

3.

L,
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Obtencién de extractos crudos de semillas maduras, tallos
y hojas de plantas de frijol enano y normal,

Estimacidn de la cantidad de sustancias giberelinoides pre
sentes en dichos extractos mediante tres ensayos biolbgi-
co8.

Separacibén e identificacibén aproximada de las posibles
giberelinas presentes en los extractos crudos, mediante
la técnica de particibén de los extractos en cromatografia
de capa fina.

Estudio del efecto de las fracciones de los extractos
crudos de plantas normales y enanas, sobre las plantas

de frijol enano,



REVISION DE LITERATURA

I. Historia

La actividad que presentan ciertas sustancias extraidas de
los hongos para promover o inhibir el crecimiento de las plantas,
fue estudiada desde hace 30 o 40 afios por un pequefio grupo de both
nicos japoneses., En el mundo occidental no se dio ninguna impor-
tancia a este estudio sino hasta el afio 1950, época en la cual un
grupo de investigadores del Departamento de Agricultura de los Es-
tados Unidos de Norte América, y otro grupo de investigadores bri
ténicos confirmaron los trabajos realizados por los japoneses y
continuaron incrementando las investigaciones sobre esta materia,

Kurasawa (22), fue el primero en demostrar que estas sustan-
cias de crecimiento eran producidas por un hongo parfisito de las

plantitas de arroz., Dicho hongo es Gibberella fujikuroi (Saw,)

Wr., y produce en el arroz la enfermedad denominada ''Bakanae' que
significa que una planta es vana,

El nombre‘de "Giberelinas' con que se conoce a las sustancias
de crecimiento, con propiedades similares a las que se obtienen de
G, fujikuroi, se debe a un grupo de investigadores de la Universi-
dad de Tokio entre los cuales se cuentan Yabuta, Sumiki y Hayashi
(51).

Yabuta y Hayashi en 1939 (57), aislaron dos sustancias crista
linas con actividad sobre el desarrollo de las plantas y las deno-
minaron Giberelina A y Giberelina B, respectivamente., Posterior-
mente se encontrd un tercer compuesto biologicamente activo al cual

se denomind Giberelina C, que se obtuvo por acidificacibén de la



Giberelina A,

En los Estados Unidos de Norte América el primer trabajo so-
bre las giberelinas fue realizado por Mitchel y Angel (30), quie-
nes desarrollaron el hongo en un medio de cultivo y rociaron un
filtrado de este medio sobre plantitas de frijol, logrando que es~-
tas alcanzaran un crecimiento excesivo.

En 1955 un grupo dirigido por Stodola (50), describi$§ una ma-
nera de obtener giberelina cruda en forma cristalina., Simulténea-
mente, investigadores del Imperial Chemical Industries, dirigidos
por Brian (4), lograron obtener una sustancia promotora del creci-
miento con una actividad muy alta. Esta sustancia con propiedades
bioldgicas similares a la Giberelina A, es, sin embargo, distinta

y se le conoce con el nombre de &cido giberelico. Esta fue la pri

mera sustancia de crecimiento obtenida en forma pura,

I, Estructura Quimica de las Giberelinas

Segfin Larsen (24), las sustancias de crecimiento pueden defi=-
nirse como compuestos orglnicoe que a bajas concentraciones estimu
lan, inhiben o modifican cualitativamente el crecimiento. De
acuerdo con esta definicién, encontramos cuatro tipos de sustan-
cias de crecimiento: auxinas, citoquininas, giberelinas e inhibido
res o antigiberelinas,

Actualmente se conocen trece tipos de giberelinas que van des
de la AG1 hasta 1la AG13. Las nueve primeras giberelinas se encuen

tran caraoterizadas y diferenciadas perfectamente en base a su

estructura y actividad biolégica (19). Las cuatro giberelinas
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restantes han sido estudiadas recientemente y se ha llegado a de~
terminar su estructura quimica.

Las trece giberelinas difieren ligeramente en su estructura
quimica, pero biologicamente se comportan en forma muy variada
(3)e La diferencia estructural radica en la base de los constitu-
yentes colocados en la posicidn de los carbonos 7 y 8 del esquele~-
to modelo de las giberelinas (4l), Estas diferencias se pueden
apreciar claramente en la figura 1.

En la primera columna de esta figura 1, se encuentran los com
puestos que tienen un grupo metflico en el carbono 8 y ninguna sus
titucidn en el carbono 7. La segunda columna incluye aquellas con
un grupo hidroxilo en el carbono 7, y la tercera columna correspon
de a aquellas giberelinas que tienen en el carbono 8 tanto el gru-
po hidroxilo como el grupo metilo y son insustitufidos en la posi-
cibén del carbono 7. AG12 y AG13 no contienen el anillo de lactona
y por esta razbn se presentan aparte del grupo.

Los grupos horizontales muestran variacidn en el anillo A,
pero ninguna variacion en su actitud o comportamiento sobre la
fisiologia de las plantas,

La actividad biolbgica que presentan estas giberelinas es muy
variada asi; las giberelinas A1, A3, A# y A7 son las mls activas
para promover la elongacibdn de los tallos de arvejas enanas, A2’
A5’ A6’ A8 Yy A9 presentan una actividad menor. Por otro lado para
promover la elongacibn de los tallos de frijol las giberelinas que
mayor actividad presentan en orden decreciente son A3 y Ah’ menos

activas son A5' A6' A1, A7, A9 y Az, mientras A8 no muestra ninguna



@igw Lot @iﬂ;
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Fig. 1. Estructura quimica de las giberelinas que
se producen en forma natural.
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actividad. La més conocida de las giberelinas y producida en forma
comercial es el &cido giberélico (AG3)' (55).

Phinney y West (43), dividen a la familia de las giberelinas
en dos clases de acuerdo a la actividad biolégica que presentan,

Las giberelinas propiamente dichas esté&n formadas por aquellos com

puestos con estructura quimica especifica y un espectro muy amplio

de actividad biolégica. Las sustancias tipo giberelinas estén

formadas por aquellos compuestos con una estructura quimica que no
estén determinada perfectamente y que presenta limites més restrin
gidos de actividad biolbgica., Estas se denominar&n ahora sustan-

cias giberelinoides,

De acuerdo con estos términos, las giberelinas pueden definir
se como compuestos que tienen un esqueleto comfin y presentan acti~-
vidad biolbgica ya sea estimulando la divisién de las células, la
elongacién de las mismas o ambos procesos a la vez. Sustancias
giberelinoides son aquellas que presentan una configuracién quimi-
ca diferente o desconocida, y cuya actividad bioldgica similar se

registra inicamente sobre un mutante enano apropiado (43),

III. Presencia de las Giberelinas en las Plantas Superiores

Las giberelinas se descubrieron originalmente como productos
de un hongo parfsito de una planta, y las investigaciones modernes
han demostrado ahora que las giberelinas son constituyentes norma-
les de las plantas superiores (19). El primero en verificar esta
hipbtesis fue Radley en 1956 (44), cuando aplicd el extracto prove

niente de las plantas normales de arveja sobre plantas enanas de
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la misma variedad notando que estas filtimas alcanzaban una mayor
altura que la que presentaban corrientemente.

Muchas plantas superiores presentan una proporcibén bastante
baja de giberelinas. Jones y Phillips (17), comprobaron que 100
yemas de girasol contienen unicamente 0,001 mg de giberelinas.

Kato y Purves (19), mostraron la primera evidencia de las gi-
berelinas en las gimnospermas, ya que las investigaciones anterio-
res no habfan tenido éxito y fnicamente se sabia de la existencia
de las giberelinas en angiospermas, algunos granos de polen, feofi
cias y ciertos hongos, Marth, Audia y Mitchell (27), informaron
sobre el efecto producido por el &cido giberélico en 49 plantas di
ferentes incluyendo muchas especies de &rboles.

El contenido de giberelinas en las semillas de algunas plan-
tas varia con el tiempo y periodo de desarrollo; asfi, Carr y Skene
(5), han encontrado una intima relacién entre el estado de desarro

llo de las semillas de Phaseolus vulgaris L., y su contenido de

giberelinas, Corcoran y Phinney (9), manifiestan que las gibereli
nas se encuentran comparativamente en mayor proporcibén en las semi
llas tiernas que en las semillas maduras. Es necesario considerar
también que pueden existir cambios en el contenido de més de una
giberelina durante la maduracibdn de las semillas, y posiblemente
también en el contenido de antigiberelinas (8).

Ritzel, en 1957 (47), encontré que la actividad por semilla,
asi como la actividad por gramo de semilla, aumenta con la edad de
las mismas y hay evidencia de la pérdida de actividad finicamente

después que la semilla ha alcanzado el tamafio normal., De esta
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manera se ha logrado trazar un modelo cuantitativo sobre los cam-
bios de las giberelinas activas durante el desarrollo de las semi=~
llas.

Radley en 1958 (45), manifestd que el alto poder de actividad
que presentan las semillas tiernas de frijol desciende en las semi
llas maduras a un nivel comparable con el crecimiento de la plan-
ta. Asf para semillas de 2 - 6 mm de largo la actividad equivalen
te fue de 0,25 pg de lcido giberélico por gramo de peso fresco de
semilla,

Mitchell et ale. (31), en condiciones de invernadero encontra-
ron que la cantidad de hormonas solubles en éter aumentaba en las
semillas'de frijol despubs de los cuatro dfas siguientes a la poli
nizacién, alcanzando su méximo valor a los 7 - 8 dfas para decre-
cer répidamente a los 15 dfas, El mAximo de hormonas extrafdas se
relaciona mls estrechamente con el desarrollo de las vainas que
con el desarrollo de las semillas,

Ogawa en 1963 (38), estudid los cambios en el contenido de
sustancias giberelinoides en las semillas y vainas maduras de
Lupinus luteus, y encontrd que la cantidad de estas sustancias en
las semillas aumenta notablemente en el primer estado de desarro-
llo, cuando el crecimiento de las semillas y vainas es muy lento,
El méximo valor en concentracidn de sustancias como las gibereli-
nas se manifiesta cuando el peso seco de las semillas alcanza un
valor del 10 por ciento y en las vainas el 28 por ciento del peso
que alcanzan estos tejidos cuando se han desarrollado completamen-

te.
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West y Phinney (53), obtuvieron material activo al trabajar
con extractos de algunas plantas, extraidos con éter, entre los

cuales sobresalieron las semillas de Equinosistis que produjeron

material equivalente en actividad a 5 ug de &cido giberélico.
Hayashi y Rappaport (15), al trabajar con extractos de papa
obtenidos en varios solventes orghnicos a pH 7,5 y a pH 2,5 encon-
traron varias sustancias con actividad similar a la de las gibere-
linas, La fraccibn neutra fue activa sobre las arvejas enanas
pero no sobre ciertos mutantes de maiz., El extracto en clorofor-
mo presentd actividad sobre las arvejas enanas y sobre dos mutan-
tes de maiz d3 y d5' pero no sobre d1. Ademfs manifiestan que en
los extractos, las zonas mls activas de la fraccibén neutra se en-
cuentrandentro de los valores de R. Oy4 = 0,5y 0,6 =~ 0,7, La
fase cloroformo F II presenta actividad en valores de Rf 0,5 - 0,6
y 0,6 = 0,7, Mencionan también, dichos autores, que la extraccibén
clésica de las sustancias giberelinoides se realiza a un pH bajo,
pero que sin embargo, la actividad de la fraccibdn neutra es nota-
blemente significativa si la extraccidn se realiza a un pH alto.

Phinney (43), manifiesta que las giberelinas AG AG, y AG

3 2
muestran actividad relativa del 100 por ciento, 50 por ciento y 10

por ciento respectivamente sobre los mutantes de maiz d1, d2, d3 y

d Dos materiales cristalinos aislados de semillas de frijol y

5.
denominados factor I y factor II muestran mucha similitud con las

giberelinas., El factor I parece ser similar a AG,, mientras que el

1!

factor II difiere de las giberelinas fungosas conocidas. Con ex-

tractos provenientes de semillas de arveja se obtuvo también un
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factor que tuvo las mismas propiedades biolégicas que el factor
frijol II.

Marth et al., (27), estudiaron varios géneros y especies de
plantas y encontraron que estas reaccionaban de diversa manera
cuando se les aplicaba &cido giberélico. La respuesta més clara
fue la elongacién del tallo. Las plantas de frijol pinto (E.
vulgaris) respondieron bien, aun a concentraciones de 0,001 ppm de

&cido giberélico, mientras el pino blanco (Pinus strobus) respon-

dié en forma muy baja a ésta y otras concentraciones més altas de
&cido giberélico.

En cafia de azficar (Saccharum officinalis), Most y Vlitos (34),

encontraron que las cafias jbévenes que crecen en la humedad, contie
nen infimas cantidades de sustancias giberelinoides, una de las

cuales creen que puede ser AG Las cafias de cuatro meses de edad

5°
contienen dos activadores del crecimiento que por sus propiedades
cromatogréficas, fluorimétricas y biolégicas parecen ser AG1 Yy
AG3. Las cafias de seis meses de edad presentan cantidades muy ba-
jas de sustancias giberélicas,

Hashimoto y Rappaport (14), en los extractos de semillas de
frijol separan a las sustancias giberelinodes de acuerdo con la
actividad biolbgica que presentan las fracciones no &cida y fcida
en acetato de etilo, al mismo tiempo que la fraccibén &cida en bu-
tanol, Demuestran asi mismo que la actividad de la fraccibdn no
&cida se debe a sustancias neutras que se encuentran libres de sus

tancias acidificantes, Concluyen dichos autores que estas sustan-

cias neutras pueden servir como una forma de reserva de las



giberelinas en las semillas secas, y que las sustancias fcidas en
acetato de etilo y butanol se pueden necesitar para un desarrollo

normal de las semillas de frijol.

IV, Accibn de Elongacidn que presentan las Giberelinas

Se conoce en forma clara que las giberelinas poseen un efecto
notable para estimular el crecimiento de las plantas, Las aplica-
ciones de giberelinas producen un alargamiento en las variedades
enanas hasta alcanzar el mismo desarrollo que presentan las plane
tas normales,

La elongacibén de las células es un proceso de absorcibn de
agua por parte de las mismas, Tres son las causas que afectan es-
ta absorcibn de agua: 1) la concentracidén de los materiales osmbéti
camente activos, 2) la resistencia de la pared celular al ensancha
miento y 3) la hidr6lisis del almiddén. Los colebdptilos bajo la
influencia de las auxinas, incrementan la concentracién de materia
les osmbéticamente activos durante la elongacién; la hidrélisis del
almidén, causada por la induccibén de la sintesis de amilasa al
aplicar giberelinas aumenta también la concentracibédn de azficares
incrementando de esta manera el material osméticamente activo den-
tro de las células, expliclndose en esta forma el porque se mantie
nen la concentracibn osmbética durante la elongacibén. Ademés se
tiene que la pared celular del tejido del coledptilo se debilita
en alto grado por una accidn indirecta de las auxinas. Consideran
do estos puntos de vista se puede esperar que las giberelinas cau-

sen elongacibn también por medio de estos tipos de reaccibén (53),



-13 -

En trabajos recientes, Kurayashi y Muir (19), informan que
las giberelinas inducen la formacién de enzimas proteoliticas, asi
es de esperarse que este proceso libere triptofano que sirve como
precursor del Acido indol acético., Los tratamientos con gibereli-
nas permiten en efecto un rfpido incremento de la concentracibdn de
auxinas,

Gorter (13), al trabajar con variedades enanas de arveja lle-
gd a la conclusibn de que el enanismo se encuentra en intima rela-
c¢ibén con la luz, En otras palabras que el crecimiento de éstas
plantas se encuentra reducido por la luz. Encontrd también este
autor que las plantas enanas de arveja son 100 veces mls sensiti-
vas a la luz que las arvejas normales. Los dos tipos de plantas
y AG

enanas y normales contienen AG en proporciones més o menos

1 5

iguales, pero en la luz el tejido de las plantas enanas presenta

una menor respuesta a AG. (20),

5

V. Pruebas Biolbgicas

En la actualidad existen muchas pruebas biolbégicas que permi-
ten estimar la presencia de las giberelinas en un extracto dado.
En base a estas pruebas se ha logrado obtener una amplia informa-
cibén que permite estimar por separado la actividad de las diversas
giberelinas conocidas,

En teorifa el crecimiento controlado por la mutacién de un so-
lo gen, puede ser el sistema més simple para ser analizado al nivel
fisiolbégico o bioquimico, puesto que generalmente se piensa que un

solo gen actfia controlando un paso particular en el proceso
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bioquimico de una sustancia necesaria para la produccibén del feno-
tipo normal (43)., Las plantas en las cuales el enanismo estf con-
trolado por un solo gen presentan una gran ventaja en este tipo de
estudios, ya que la naturaleza dinfmica del crecimiento dentro del
delicado equilibrio que guardan los organismos vivos, en ocasiones
impide la experimentacién directa (42).
Existen muchas plantas enanas que se utilizan con este fin

entre ellas tenemos:

a) Plantitas de maiz enano: Los mutantes de mafz cuyo enanis

mo se debe a un solo gen se emplean para determinar la presencia

de sustancias giberelinoides obtenidas de extractos de plantas.
Estos mutantes enanos reaccionan con cantidades tan pequefias como
0,001 pg de AG3 por planta y aparentemente no presentan ninguna res
puesta a las auxinas y citoquininas (54, 60).

b) Plantitas de frijol enano: Esta prueba se usa para medir

la actividad biolbgica de las sustancias giberelinoides obtenidas

de diversas razas de Fusarium moniliforme. La actividad de las gi

berelinas y sustancias giberelinoides, se mide en este ensayo ba-
s&ndose en la elongacibén del tallo (30).

c) Plantitas de arveja enana: Se utilizan con mucho &xito

estas plantas para la identificacibén de sustancias giberelinoides
extraidas de las plantas. En esta prueba se hacen aplicaciones
del extracto sobre las hojas y yemas de las plantas, y la lqngitud
alcanzada por el &pice se toma como medida de actividad (37, 45,
49).

d) Hipocotilo de lechuga: Frankland y Wareing (11),
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encontraron una estimulacibn en el desarrollo del hipocotilo de le
chuga cuando se aumentaba la concentracibn de &cido giberélico.
Esta prueba se sugiere para extractos previamente purificados por
medio de cromatografia,

e) Hipocotilo de pepino: Este ensayo descrito por Gallin

(12), es una prueba que presenta una respuesta especifica para
aquellas giberelinas que son insustituidas en el carbono 7.

f) Retardo en la senescencia de discos de hojas: Es un en~

sayo biolbgico desarrollado recientemente y se basa en detener el
envejecimiento de los discos extraidos de las hojas. Es una prue-
ba cuantitativa que nos permite determinar la cantidad de sustan-
cias giberelinoides en base a la cantidad de clorofila retenida
por las hojas tratadas con respecto a la pérdida de clorofila su-
frida por el testigo (1, 55).

g) Expansibén de las hojas: También ésta es una prueba cuan-

titativa., Humphries (16), Liberman y Johnson (26), manifiestan
que la’expansibn de las hojas etioladas se obtiene con radiaciones
de luz, pero que la luz roja produce el mlximo efecto para promo-
ver la expansibn de diohas hojas.

h) Endosperma de cebada: Nicholls y Paleg, en 1963 (36),

llegaron a perfeccionar este ensayo en un esfuerzo mls para facili
tar la determinacibén cuantitativa de las giberelinas. Este ensayo
contempla la cantidad de azficares reducidos en estos tejidos, ya

que esta cantidad es proporcional a la concentracibén de giberelina

aplicada,
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Purificacibn de los extractos de identificacidn por cromatografia

La introduccibn de nuevas técnicas analiticas especialmente
la cromatograffia de capa fina (47), ha impulsado el estudio de las
giberelinas., Con anterioridad, la separacidn se realizaba en cro-
matografia de papel y se requeria un tiempo largo y un equipo espe
cial (2). Con la cromatografis de capa fina se pueden separar ré-
pidamente las diversas sustancias giberelinoides de acuerdo con la
distancia recorrida por cada una de ellas sobre la placa previamen
te preparada, la cual puede ser gel G de silica o "kieselgur' (10),

El cociente obtenido al dividir el valor de la distancia reco
rrida por la sustancia a separarse, por la distancia recorrida por
el solvente se conoce con el nombre de Rf Yy constituye una cifra
especifica que permite precisar en base a su valor si estf o no
presente en el cromatograma la sustancia que se busca, siempre y
cuando las condiciones experimentales sean rigurosamente idénticas.

Para visualigar las sustancias giberelinoides sobre la placa
del cromatograma, es necesario rociar sobre dichas placas, reacti-
vos que hagan sobresalir las sustancias que se buscan (29), Los
reactivos mls usados para determinar la presencia de giberelinas y
sustancias giberelinoides son Acido sulffirico concentrado (58%);
solucién de &cido sulffirico-agua (10:30); y &cido sulffirico concen
trado-etanol (95:5). Las placas se observan luego bajo rayos de

luz ultravioleta.,



MATERIALZES Y METODOS

En la presente investigacién se utilizaron semillas de frijol

(Phaseolus vulgaris L., variedad "México-80 R") provenientes unas

de plantas normales y otras de plantas enanas obtenidas por muta=-
cibén cuando Moh y Al&n (32) irradiaron las semillas normales con
200 r, de radiacidn gamma de una fuente de Cesio 137.

Las semillas se sembraron en el invernadero tratando de mante
ner estables las condiciones de humedad y temperatura, A los tres
meses, cuando las plantas alecanzaron la madurez se procedib a coseg
char las nuevas semillas, las cuales se emplearon posteriormente
para obtener de ellas los extractores crudos en los cuales se in-

vestigh la actividad de las sustancias giberelinoides.,

I, Siembra de semillas deﬁplantas normales y enanas

de frijol (P, vulgaris, var. "México-80 R"),

cultivadas en solucibn Hoagland NQ 2

En esta prueba preliminar para la determinacién del comporta-
miento de los dos tipos de plantas, se realizaron cultivos de las
mismas en medios hidropbnicos.

Se tomaron frascos de cristal con capacidad de 2,5 litros y
se los 1llend con solucién Hoagland NQ 2; en la parte superior de
dichos frascos, con ayuda de un soporte de madera y tapones de al-
goddn, se colocaron cuatro semillas previamente germinadas en céma
ras hmedas,

La parte correspondiente a los frascos se cubrid con bolsas de

pléstico de color negro y se hizo una conexidn de los frascos a un
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compresor de aire a fin de mantener el oxigeno en constante renova
cidén dentro de dichos frascos. De esta manera se mantuvieron las
plantas en el invernadero en condiciones de temperatura y humedad
mfés o menos estables hasta que las plantas comenzaron a producir
yemas florales, En este momento se midid la altura alcanzada por
las plantas, el largo de los entrenudos y el largo de las raices,
Ademés, se determindé el peso fresco y el peso seco tanto del folla
je como de las raices, Para secar las muestras se usbé una estufa
con la temperatura graduada a 1002C. Asi se mantuvieron las mues-

tras durante 48 horas.

II. Extraccibn de las sustancias giberelinoides

La obtencién de los extractos con las sustancias giberelinoi-
des se hizo primeramente de las semillas maduras y secas de frijol
(P. yulgaris L.), luego de los tallos y hojas de las plantas en
desarrollo, crecidas en el invernadero bajo condiciones de humedad

y temperatura mls o menos estables,

A, Extraccibdn de las sustancias giberelinoides de las semillas

maduras.

Los extractos crudos con sustancias giberelinoides, se obtu-
vieron de las semillas maduras siguiendo dos procedimientos de

extracoidn:

1) Extraccién fraccionada utilizando acetato de etilo y

butanol:

En este sistema de extraccibn se siguid el método descrito
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por Hashimoto y Rappaport (14), En un "beaker" se depositaron 100
gramos de semillas maduras secas agregindose inmediatamente 150 ml
de metanol al 50 por cientoj; y este material fue homogenizado en
un homogenizador Omni Mixer durante 5 minutos.

Las semillas homogenizadas de esta manera se pusieron en un
vaso de precipitacibn de LOO ml y se afiadié 150 ml mhs de metanol
al 50 por ciento, se mezcld bien y se dejé en reposo durante 24
horas a 42C, Despubs de este tiempo, mediante el uso de una cen-
trifugadora Servall tipo SS - 1A se separd la parte sdlida del
supernadante liquido. El residuo sélido obtenido después de la
centrifugacibén, se desechd, y el supernadante liquido més o menos
240 ml, se filtrd en un embudo "buchner" sobre el cual se colocd
papel de filtro WHATMAN No 1, La parte liquida obtenida después
de la filtracién se redujo de volumen utilizando la evaporacibn a
baja presidn hasta evaporar todo el metanol y dejar Ginicamente la
fase acuosa, A esta fase acuosa se agregd agua destilada hasta
obtener un volumen de 300 ml,

La fase acuosa obtenida anteriormente se ajusté a un pH 7,5
utilizando carbonato de sodio y de hidrégeno. Una vegz alcanzado
este pH, se adicionaron 300 ml de acetato de etilo con el objeto de
que este solvente - durante 24 horas - realizara la extraccibn de
las sustancias giberelinoides, Posteriormente la fase acuosa se
separd de la de acetato de etilo con la ayuda de un embudo separa-~
dor obteniéndoselnuevamente los 300 ml de acetato de etilo original
mente utilizados, los cuales se depositaron en un vaso de precipita

cién de 600 ml y se guardaron a 49C., A la fase acuosa resultante



se agregaron otros 300 ml de acetato de etilo con el objeto de se-
guir extrayendo las sustancias giberelinoides remanentes., Por me-
dio de un embudo separador se efectud otra vez la separacidn de
estos 300 ml de acetato de etilo los que se mezclaron y almacena-
ron junto con los otros 300 ml, aumentando 1la fase de acetato de
etilo a 600 ml,

La nueva fase acuosa resultante se ajustd a un pH 3,0 utili-
zando para esto &cido foafbrico. En esta fase se volvid a extraer
las sustancias giberelinoides mediante un proceso idéntico al des-
crito anteriormente, pero los 600 ml de acetato de etilo a pH 3,0
se almacenaron separados de los empleados en la extraccién a pH
745

Después de la separacibn de los filtimos 600 ml de acetato de
etilo, se tiene nuevamente una fase acuosa que se sometid luego a
la extraccidén de las sustancias giberelinoides utilizando como sol
vente butanol en lugar de acetato de etilo. En igual forma que
para los casos anteriores aqui se separd también, mediante la ayu~
da de un embudo separador, la fase acuosa de la butanol y los 300
ml de butanol se colocaron por separado en otro vaso de precipita-
cidén, se repitib la operacibdn y los nuevos 300 ml de butanol se
afiadieron a los primeros completando un volumen de 600 ml de fase
en butanol.

Siguiendo el proceso descrito se logrd obtener sustancias gi-
berelinoides extraidas en tres fases: acetato de etilo a pH 7,5;
acetato de etilo a pH 3,0 y butanol a pH 3,0. E1 volumen de cada

fase de la extraccibdn fue de 600 ml.
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Por separado se pasaron una a una las tres fases a través de
una columna de vidrio, conteniendo sulfato de sodio anhidro, a fin
de extraer todo el contenido de agua que pudiera haber quedado en
el solvente. Cada una de las fases se evapord luego por separado,
utilizando evaporacibén a baja presidn y a la temperatura ambiente
hasta que se alcanzb la sequedad. E1l residuo resultante se tomd
con 10 ml de agua destilada libre de iones, y esta solucibén quedd
lista para ser utilizada en los experimentos,

Para los extractos utilizados en cromatografia, se pard la

evaporacién, cuando el extracto inicial qued$ reducido a 1 ml,

2) Extraccidn con metanol siguiendo el método descrito por

Zeevaart (59).

En un mortero se molieron 50 gramos de semillas maduras
secas, poniéndose luego dicho material en un vaso de precipitacién
junto con 300 ml de metanol puro, El material asi procesado se
dejb en reposo durante 24 horas a 4oC y al final de este periodo
se centrifugd a fin de separar la parte sblida de la 1liquida, La
parte liquida obtenida se evapord siguiendo el proceso de la evapo
racibén a baja presibn y a la temperatura ambiente. El residuo re-
sultante se tomb§ con 5 ml de agua destilada libre de iones y la
solucibn obtenida quedd lista para ser utilizada en los ensayos
biolbgicos., Para los extractos usados en cromatograffia, la evapo-
racién se pard cuando el extracto inicial se redujo a 1 ml,

Este Gltimo sistema empleado para la extraccibén de las sustan

clas giberelinoides, en este caso, no dio resultados satisfactorios,



por lo cual durante el resto del trabajo se continud realizando

las extracciones mediante el primer método descrito.

B, Extraccibédn de las sustancias giberelinoildes en los tallos y

hojas de las plantas en desarrollo.

Para la extraccibn de las sustancias giberelinoides en las
plantas en desarrollo se siguid el procedimiento descrito por Me
Comb y Carr (28).

En el invernadero se cultivaron dos grupos de frijoles de la
variedad México~80 R, el primero con semillas provenientes de plan
tas normales y el segundo con semillas provenientes de plantas
enanas, A los 21 dfas se procedid a cortar las plantas por encima
de los cotiledones, Para la extraccibn se tomaron 750 gramos de
material el que se congeld§ en nitrdgeno liquido y luego fue tritu-
rado hasta obtener un polvo muy fino, este material, asi procesado,
se vertid en un recipiente que contenia 2,5 litros de agua satura~
da con acetato de etilo y se dejd extraer a 4oC durante una noche.
La fase acuosa obtenida se filtrd, mezcld con 1,5 litros de aceta~
to de etilo puro y se dejd reposar durante seis horas; posterior-
mente, con la ayuda de embudos separadoressse procedié a separar la
fase acuosa de la de acetato de etilo,

La fase de acetafo de etilo se pasb a través de una columna
de vidrio conteniendo sulfato de sodio anhidro, a fin de eliminar
todo el contenido de agua y luego se evapord utilizando la evapora
cidén a baja presién y a la temperatura ambiente hasta que se alcan

z6 la sequedad. El residuo resultante se tombé con 10 ml de agua
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destilada libre de iones, y la solucidn asi obtenida quedd lista
para ser utilizada en los ensayos biolbégicos. En el caso del ex-
tracto utilizado para los cromatogramas la evaporacidén se par

cuando el extracto inicial se redujo a 1 ml,

III, Determinacibn de la actividad de los extractos

conteniendo sustancias giberelinoides

La actividad de estos extractos se midié mediante pruebas bio

l6gicas:

A, Senescencia de las hojas de Rumex obtusifolius L. (55).

Este ensayo biolbgico se basa en la propiedad que presentan
las giberelinas y sustancias giberelinoides, para retardar el enve
jecimiento de las hojas de R. obtusifolius L. desprendidas de la
planta,

Para este trabajo se usé las hojas de plantas de Rumex propa-
gadas en el invernadero bajo condiciones estables de temperatura y
humedad, Las hojas que se utilizaron fueron las mls desarrolladas,
por ser estas las que mantienen una coloracidén uniforme. Una vez
desprendidas de las plantas los peciolos de dichas hojas se sumer-
gieron en agua destilada contenida en un vaso de precipitacibn.

Asi se las mantuvo en un cuarto obscuro a la temperatura de 24 -
262C, durante un perfodo de 24 horas. Al final de este tiempo se
extrajeron de las hojas pequefios discos de 38,48 mm® de superficie
procurando evitar las venas principales, Para este objeto, las ho

jas se sumergieron en una cubeta con agua destilada y se procedid
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a extraer los discos sirviéndose de un sacabocados met&lico con un
difmetro de 7 mm, De esta manera se consiguib uniformar el conte-
nido de humedad de todos los discos, al mismo tiempo que se quit
los residuos de suciedad que se encontraban sobre las hojas.

Los discos extraidos de la manera ya descrita, se colocaron
en grupos de a cuatro sobre un circulo de papel de filtro Whatman
N2 1 de 2,5 cm de difmetro, asegurfndose que los discos de hojas
estaban con el envés hacia abajo, Este papel de filtro a su vez
se colocd sobre un vidrio de reloj y se afiadieron 0,3 ml de los
extractos crudos o igual cantidad de soluciones de &cido giber8éli-
co en las diversas concentraciones por probarse. Como testigo se
usd un volumen igual de agua destilada libre de iones. Cada uno
de los vidrios de reloj preparados de esta manera se puso en una
caja petri que contenfia papel filtro humedecido con agua, a fin de
mantener el ambiente saturado de humedad para que los discos no se
secaran, Una vez listo todo el material fue colocado en una caja
de cartdn que se cerr$ bien y se mantuvo en un cuarto obscuro du-~
rante 4 dias.

Al final de este tiempo la clorofila en el tratamiento testi-
go, se habia perdido casi por completo y los discos presentaban
una coloracién amarillenta, mientras que los discos tratados con
&cido giberélico presentaban diversas tonalidades de acuerdo a la
concentracidn de &cido giberélico utilizado.

Los cuatro discos de cada una de las repeticiones se sacaron
de los discos de reloj y se pusieron en tubos de ensayo con 6 ml

de metanol puro; asi se dejd extraer la clorofila durante 12 horas
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en la obscuridad, La densidad 6ptica de las soluciones se midib
en el espectrofotémetro a 665 my. La prueba con las concentracio=-
nes conocidas de Acido giberélico sirvid para construir una curva
patrén con la cual se compard la densidad dptica obtenida con los
extractos crudos, a fin de atribuirles una actividad comparable en
concentraciédn a la de Acido giberélico,

De cada uno de los diversos tratamientos se hicieron 20 repe-~

ticiones,

B, Endosperma de trigo (Triticum vulgare) var "Tiba'

En este trabajo se sigui8 el sistema descrito por Nicholls y
Paleg (36), pero en lugar de semillas de cebada se usaron semillas
de trigo (T. vulgare) var. "Tiba" obtenidas en el Ministerio de
Agricultura y Ganaderia de la Repfiblica de el Ecuador.

Las semillas de trigo utilizadas se desinfectaron previamente
en una solucidén de agua destilada y CLOROX (Ingrediente activo,
Hipoclorito de sodio 5,2 por ciento por peso; ingredientes inertes
94,75 por‘ciento) con una concentracién de 2 por ciento de cloroxe.
En esta goluci6n se mantuvieron sumergidas las semillas durante
2k horas, lavAndolas luego con volfimenes de 100 ml de agua durante
10 veces a intervalos de media hora.

Las semillag se cortaron luego transversalmente en fracciones
de 4 mm de ancho, sirviéndose de una hoja de afeitar, y se descar-
t6 el fracmento correspondiente al embribén. Las porciones de en=-
dosperma restantes se pesaron por separado en grupos de cuatro

fracmentos y cada grupo se colocd en pequefios tubos de vidrio.
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Posteriormente en cada tubo se depositaron 500 g de estreptonici-
na y 0,5 ml de las diversas concentraciones de &cido giberélico,

o 0,7 ml de extracto crudo, en lugar del &cido giberélico, En ca-
da uno de los tubos se llevd el volumen a 1 ml utilizando agua des
tilada libre de iones,

Los tubos de vidrio preparados de la manera descrita se deja=
ron en una incubadora a'la temperatura de 302C durante 48 horas,
Al final de este tiempo, en estas muestras se determind la canti-
dad de azficares reductores liberados, siguiendo el método descrito

por Nelson (35).

1) Determinacién de los azflicares reductores mediante el méto-

do de Somogyi (50), con las adaptaciones realizadas por

Nelson (35).

Para esta determinacibédn se tomd del medio circundante .
al endosperma tratado en la forma descrita anteriormente, una alf-
cuota de 1 ml y se diluyd a 10 ml con agua destinada 1libre de
iones,

A esta dilucibén se agregb un gramo de resina intercambiadora
de iones (Amberlite'IR - 120H, resina fuertemente &cida, intercam~
biadora de cationes, grupo activo - SO;). La mezcla se agitd a in
tervalos de un minuto durante quince veces consecutivas y se filtrd
a través de un papel de filtro Whatman N2 1, De este material se
tomb una alicuota de un mililitro y se colocd en un tubo de ensayo;
se afiadi$ un mililitro del reactivo de Somogyi; se agitbé bien a fin

de que se mezclaran completamente los dos liquidos y se cubrieron



los tubos con tapas de cristal, Inmediatamente dichos tubos se
pusieron en un bafio de agua hirviendo exactamente durante 10 minu-
tos, Luego de esto se retiraron los tubos del bafio de agua hir-
viente y se pasaron a un bafio de agua helada durante 5 minutos,

Se afiadi$§ un mililitro del reactivo de Nelson, la mezcla resultan-
te se agitd bien y se diluyd a 10 ml con agua destilada, La densi
dad 8ptica de las soluciones obtenidas se midid en el espectrofotd

metro a 660 my.

2) Ingredientes y preparacidn del reactivo de Somqugf(BO)

24 gramos de carbonato de sodio anhidro

12 " de tartrato de sodio y de potasio

16 " de carbonato de sodio y de hidrégeno
L "  de sulfato de cobre

180 "  de sulfato de sodio anhidro

El carbonato de sodio y el tartrato se disolvieron en 250 ml
de agua destilada, Por separado se disolvid el sulfato de cobre,
el que se adiciond a la mezcla anterior afindiéndose luego el ocarbo
nato de sodio y de hidrégeno. El sulfato de sodio se disolvi§ en
més o menos 500 ml de agua caliente y se puso a hervir a fin de ex
peler todo el aire. Luego de enfriar, las dos soluciones se mezcla

ron y se diluy$ a un volumen de 1 litro.

3) 1Ingredientes y preparacidn del reactivo de Nelson (35)

25 gramos de molibdato de amonio

21l ml de Acido sulffirico
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3 gramos de arseniato do sodio
475 ml de agua destilada
El molibdato de amonio se disuelve en 450 ml de agua y se afia
de con mucho cuidado los 21 ml de Acido sulffirico. Se mezcla bien
y se afiade el arseniato de sodio disuelto en 25 ml de agua. Se
mezcla bien todo el material y se coloca en una incubadora a
379C durante 24 - 48 horas, antes de utilizarlo. Este reactivo no

conviene mantenerlo m&s de una semana porque se altera flcilmente.

C. Elongacidn de las plantas enanas de frijol (P, vulgaris) var.

M&xico-80 R,

Para esta prueba se emplearon semillas de plantas enanas que
se germinaron previamente en clmaras hfimedas. Las clmaras se con-
feccionaron con cajas de pllstico y papel de filtro humedecido con
agua destilada,

Cuando la raiz principal tuvo mls o menos 1,5 cm de longitud,
se las transplant§ a cajones de madera conteniendo tierra esterili
zada con Bromuro de Metilo., Asfi se dejé que las plantas crecieran
hasta que las hojas cotiledonales comenzaron a abrirse. En este
momento se atomizd sobre las plantas el &cido giberélico o los ex~
tractos crudos conteniendo las posibles sustancias giberelinoides,

Para la aplicacibdn de los extractos o del Acido giberélico se
usdé un atomizador deVilbiss en el cual se depositd el material por
atomizarse., En el caso de los extractos crudos se los disolvid en
agua de la manera ya descrita (ver extracccibédn de las sustancias

giberelinoides), se les afiadi§ Tween 20 (es un fijador y
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esparcidor del solvente sobre las hojas, lo produce la Nutritiona}
Biochemicals Corporation), a una concentracibén de 0,05 por ciento,
e inmediatamente se atomiz§ sobre las plantas a razén de 0,25 ml
por planta. En cada tratamiento se usaron 6 plantas que se atomi-
zaron en tres ocasiones a intervalos de cuatro dias entre aplica-~
cibn y aplicaciébn,

La respuesta manifestada por las plantas en cuanto al color,
se cqmenz& a apreciar a las 24 horas después de la primera atomiza
cidén, y se continubd observando durante todo el tiempo que durd el
experimento,

A los treinta dias se midi$ la altura alcanzada por las plan-
tas en cada uno de los tratamientos y se determin6 el largo de los
entrenudos primero, segundo y tercero., Ademés, se midié el Area
foliar de las hojas cotiledonales y de los tres foliolos de la pri
mera hoja verdadera,

En igual forma que para los casos anteriores, en este también
se prepard una curva patrén con concentraciones conocidas de &cido

giberélico que variaron desde 10"5 PePems hasta 4 p.peme

IV, Determinacibdn de las posibles sustancias giberelinoides

presentes en las fracciones de los extractos crudos

Para esta determinacibén se usbd la técnica de cromatografia de
capa fina descrita por Mc Millan y Suter (29).

Se prepararon en primer lugar placas con gel G de silica, to-
mando 30 gramos de gel G de silica en polvo, que se supendieron

en 65 ml de agua destilada. Con esta suspensién se cubrieron
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5 placas de vidrio de 20,0 x 20,0 cm. Las placas asi preparadas
de dejaron secar durante una noche y se las calentd luego en un
horno durante 30 minutos a la temperatura de 1202C a fin de actie.
varlas,

Inmediatamente despubs de enfriar las placas se depositd so-
bre cada una de ellas la solucibn correspondiente a la fraccibdn
que se.queria separar. En todos los casos se usaron 10 pg de ex—
tracto, valiéndose de una micropipeta.

Las placas asi preparadas se pusieron en clmaras de vidrio
conteniendo una mezcla de benzeno, n-butanol y &cido acético en
las siguientes proporciones:

Benzeno cecececcecccces 70 ml

n=butanol eceeseeecessee 25 ml

&cido ac8tico sececese 5 ml

Una vez que el solvente hubo recorrido una distancia de 15 cm
sobre las placas éstas se sacaron de la cémara de vidrio, se deja-
ron secar al medio ambiente, se las atomizd con una solucibn de
&cido sulffirico agua (10:30) y se observd luego bajo la luz de una
l&mpara de rayos ultravioleta,

Todo este trabajo se realizd en los inwernaderos y en los la-
boratorios de Fisiologia Vegetal del Programa de Energfa Nuclear
(NEP), localizado en el Instituto Interamericano de Ciencias Agri-

colas de la OEA, Turrialba, Costa Rica



RESULTADOS

I, Diferencia en el crecimiento de plantas normales y enanas

de frijol (Phaseolus vulgaris, var '"M&xico-80 R")

Cultivadas en solucidn Hoagland NQ 2

Con este ensayo preliminar se pudo observar que la mayor alte
racidén en las plantas enanas con respecto a las normales, se mani=-
fiesta en su parte aérea, Hay una gran diferencia entre la altura
promedio de los tallos de las plantas normales y la de los tallos
de las plantas enanas, (128,31 e¢m y 6,56 cm, respectivamente)
mientras que la diferencia en la seccibén radical es mucho menor
(ver cuadro 1),

Lo anterior se puede ver con mls claridad si se coﬁpara la
longitud que tienen el hipocotilo y los entrenudos en los dos ti-
pos de plantas., En las plantas normales el hipocotilo es més o
menos dos y me@ia veces mAs grande que el de las plantas enanas,
En igual forma, la longitud del primer entrenudo es cinco veces
mayor en las plantas normales. La mayor diferencia se observa en
el segundo entrenudo, pues éste en las plantas normales es 25 ve=-
ces més grande que su homdlogo correspondiente en las plantas ena-
nase En el mismo cuadro 1 se puede apreciar que mientras en las
plantas normales la longitud promedio del tercer entrenudo es
21,50 cm, en las plantas enanas no se pudo medir este valor, Es-
to se debi§ a que no fue posible diferenciar un verdadero tercer
entrenudo por el excesivo apifiamiento de las hojas y de un sinnfime

ro de diminutos entrenudos en este lugar.
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Cuadro 1, Diferencias en longitud de los tallos, las rafces y los
entrenudos de las plantas normales y enanas. Los limi-

tes de confianza est&n dados al nivel del 95 por ciento.

Nfimero de . Limite de
Parfmetro Repeticiones Fromedlo confianza
Altura de las plantas*
Normal 16 128,31 + 11,530cm
Enana 16 6,56 + 0,750cm
Longitud de las rafices*
Normal 16 27,06 + 1,550cm
Enana 16 19,88 + 2,220cm
Longitud del hipocotilo
Normal 16 10,80 + 04458cm
Enana 16 k,2b  + 0,195cm
Longitud primer entrenudo
Normal 16 5,15 + 0,186cm
Enana 16 1,06 + 0,115cm
Longitud segundo entrenudo
Normal 16 8452 + 04727cm
Enana 16 0,34 + 0,032cm
Longitud tercer entrenudo
Normal 16 2,15 ——
Enana - - -

m———
—~

* FEl término "planta’ se usa para referirse a toda la parte que
se encuentra sobre el suelo, y el término "raices'" para toda
aquella parte que se encuentra debajo del suelo.
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Las raices presentan también una variacién que estadisticamen
te es significativa, aun cuando esta diferencia no sea tan grande
como la encontrada para los tallos, como puede verse en el cuadro
l. Se aprecia también que las raices que alcanzaron mayor longi-
tud corresponden a las plantas normales.

Las diferencias encontradas en cuanto al peso correspondiente
a la parte aérea entre las plantas normales y enanas es muy gran-—
de, como puede apreciarse en el cuadro 2. Esto es légico puesto
que las plantas normales tienen més follaje., Es, sin embargo,

interesante notar que 1la pérdida de peso al secar las muestras a
la estufa, y expresarla en porcentaje, es idéntica para los dos ti
pos de plantas como puede verse en el mismo cuadro. En el caso de
las plantas normales, la pérdida de peso es de 90,3 por ciento
mientras que en las plantas enanas es de 90,4 por ciento, lo que
nos indica que la proporcién de agua perdida con relacibn al folla
je es igual en los dos tipos de plantas.

Cuando se compard el peso fresco y seco de discos de igual
drea extraidos de'las hojas cotiledonales de plantas normales y
enanas (cuadro 3), se encontrd que el peso de los discos de plan-
tas enanas era mayor que el de las plantas normales, Igual cosa
acontecid con el peso seco; en el caso de los discos de plantas
normales la pérdida'de peso al secar las muestras a la estufa fue
de 83,47 por ciento, mientras en los discos de plantas enanas fue

de 81,35 por ciento.
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Cuadro 2, Datos correspondientes al peso de las plantas y rafices

del frijol normal y enano.

NQ de p Limites de Pérdida de pe
Parfmetro Repeti ggmﬁ confianza** so al secar
L= o
ciones a la estufa
Peso fresco de plantas*
Normales L 48,75 + 11,99 gr
Enanas L 9,88 2,28 gr
Peso fresco de rafices*
Normeles 4 13,13 + 3,58 gr
Enanas L 7,87 + 1,64 gr
Peso seco de plantas
Normales 4 L,75 + 0,80 gr 90,3 %
Enanas L 0,95 + 0,20 gr 90,4 %
Peso seco de raices
Normales L 0,69 + 0,19 gr 94,7 %
Enanas 4 0,65 + 0,14 gr 91,7 %

=

* El término "planta' se usa para referirse a toda la parte que
se encuentra sobre el suelo, y el término "raices" para toda

aquella parte que se encuentra debajo del suelo.

** Los limites de confianza se hallan expresados al nivel del

95%.
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Cuadro 3, Peso fresco y seco de discos de igual &rea tomados de

hojas cotiledonales de plantas de frijol normal y enano.

No de Re- Area de ¢/ eS80 total repeticidn g 4;q,

Tiro  Leticiones disco mm? Seco mg  Fresco mg ¢ PesO
Normal 2 19,635 0,337 —-——— ———
Enano 2 19,635 0,749 — ———
Normal 2 1,179 0,861 ———— —
Enano 2 4h,179 1,631 —— ————
Normal 10 63?617 21,000 127,00 83!h7 %
Enano 10 63,617 30,000 170,00 81,35 %

II., Ensayos biolbgicos para determinar la actividad de los

extractos crudos obtenidos de semillas maduras y secas

A. Senescencia de las hojas de Rumex obtusifolius L.

Este ensayo sirve para medir la actividad de las sustancias
giberelinoides; es un método répido, sencillo y muy sensible si se
lo utiliza poniendo cuidado y atencidn,

En la presente investigacidn se usd esta prueba para estable-
cer la relacién cuantitativa entre la actividad demostrada por las
diversas fracciones de los extractos crudos obtenidos de semillas

normales y la actividad de un estandar que fue el &cido giberélico,
en forma de una sal de potasio con 80 por ciento de pureza y 20 por

ciento de ingredientes inorgfnicos.
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Como base de comparacibdn se hizo necesario construir una cure
va patrén utilizando concentraciones conocidas de &cido giberélico
con una variacibén que fluctud desde 10-5 ppm hasta 1 ppm. Los re-
sultados se presentan en el cuadro 4 y en la figura 2.

En el cuadro U4 se puede ver que se obtienen porcentajes pro-
gresivos de absorcién de luz, cada vez que se aplican soluciones
mls concentradas de &cido giberélico hasta alcanzar valores que
superan al doble del porcentaje loo considerado como testigo.
Cuadro 4, Valores de absorcibédn de luz medidos en el espectrofotb-

metro a 665 mp. Se usan discos de hojas de Rumex obtu-
sifolius L, y concentraciones conocidas de &cido giberé

lico.

Concentracién.de NOo de Repe Promedio Incremento respecto
&cido giberélico ticiones al testigo*

1 p.pem. 20 0,8465 228,08 %
107t PePole 20 0,7580 204,17 %
1072 PePeMe 20 0,6900 185,85 %
107 PeDole 20 0,6685 180,06 %
10"’+ PeDeMe 20 0,5102 137,44 %
10~ pem.m. 20 0,4127 111,17 %
Testigo 20 0,3712 100,00 %

* El incremento en porcentaje de cada uno de los tratamientos
se halla relacionado al testigo considerado como 100 por ciento.
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ANALISIS DE VARIANCIA

Valor de Valor de

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F F
variacidn libertad cuadrados medio calculado tabulado
Entre ' .
tratamientos 6 31869,889 644,918 140,77** 2,19-2,99
Dentro de

tratamientos 19 1137289 5?962 1,32 1,68-2,06
Error 114 513,933 4,508

** Valor significativo al nivel del 99%.

Nota: Para facilitar los céléulos, las cifras otriginales
se multiplicaron por 1,000.

E;ta absorcibén de luz se representa mediante una regresién
lineal, en la cual se han calculado los valores tb' r2 y St
ademfs se representan también los limites de confianza correspon=-
dientes a cada uno de los puntos dentro de la regresién (ver figu=~
ra 3).

Esta 1inea de regresidn sirvid luego para comparar con los
valores de absorcibén de luz presentados por los extractos crudos
de las semillas y de los tallos y hojas de frijol normal y enano,
atribuyéndoles asi una actividad relativa comparable con cualquie-

ra de estas concentraciones de AG}’
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La actividad de los extractos crudos de semillas maduras de
frijol, medida mediante este ensayo bioldgico, se puede apreciar
en el cuadro 5, donde se encuentran los valores de absorcibén de luz

medidos en el espectrofotbdmetro,

Cuadro 5, Valores de absorcidn de luz medidos en el espectrofotd-
metro a 665 my. Se usan discos de hojas de R, obtusi-

folius L, y extractos crudos de semillas maduras,

Extracto Frac- R?peti I?g:gzztzo Promedio Limi?es de
de semilla ciones ciones al testigo confianza*
Neutra** 20 109,99 % 0,5145 + 0,025
NORMAL icida 20 179,13 % 0,8455 + 0,045
Butanol 20 200,85 % 0,9480 + 0,031
Neutra 20 103,87 % 0,4902 + 0,027
ENANA icida 20 151,69 % 0,7160 + 0,041
Butanol 20 186,86 % 0,8820 + 0,041
Testigo —— 20 100,00 % 0,4720 + 0,022

* Los limites de confianza se hallan al nivel del 95%.

** Para facilitar la exposicibén desde ahora a la fraccibén neutra
en acetato de etilo se denominaré fraccidén neutra, a la frac-
cibén abida en acetato de etilo se la llamard fraccibdn &cida y
a la fraccibén &cida en butanol fraccibén de butanol.

*** Se usa como testigo agua destilada libre de iones,

En la primera parte del cuadro 5 se tiene la respuesta que
presentan las tres fracciones del extracto de semillas normales.

S5i analizamos por separado cada una de estas fracciones, se ve
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que la fraccibédn que mayor reaccidn manifiesta es la de butanol, la
cual adquiere valores mucho més grandes que los de las otras frace
ciones., Le sigue en orden descendente la fraccibén flcida, y final-
mente, la fraccidn neutra que es la que menor reaccibédn manifiestaj
esta fraccidn neutra es la finica que no se diferencia estadistica-
mente del testigo,

En la segunda parte del cuadro 5 se ven los valores de absor-
cidn correspondientes a las tres fracciones del extracto de semi-
llas enanas, Estas fracciones, al igual que las de las semillas
normales, presentan la misma tendencia en cuanto a la manifesta-
cibén de la actividad, es decir, mls activa es la fraccién en buta-
nol, le sigue la fraccibn &cida y finalmente la fraccibdn neutra,
que en este caso tampoco difiere del testigo.

Comparando ahora la reaccidn de las fracciones en los dos
extractos, encontramos que las fracéiones 4cida y butanol, corros-
pondientes a las semillas normales, presentan una diferencia bas-
tante marcada con relaciép a las mismas fracciones en las semillas
enanas, Por el contrario, la actividad manifestada por la frac-
cibén neutra en los extractos de semillas normales y enanas es es=
tadi{sticamente igual. Al considerar lo expuesto anteriormente, se
puede decir que esta.fraccibn neutra parece que no tiene sustancias
del tipo giberelinas, las que de estar presentes, hubieran reaccio-
nado en forma positiva con esta prueba que es especifica para las
glberelinas.

Comparando los valores de absorcidén obtenidos con los extrac-

tos crudos y los alcanzados con las concentraciones conocidas de
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&cido giberélico (cuadros 4, 5 y figura 3), se puede dar a los
primeros un valor de actividad que se puede expresar en concentra-

cibén aproximada de Acido giberélico.

Cuadro 6, Actividad en concentracidén aproximada de &cido giberé-
lico, manifestada por los extractos crudos de semillas

maduras sobre los discos de R. obtusifolius L,

l. Extracto de semillas Actividad equivalente
en concentracidn de
fcido giberélico.

normales

a, Fraccibén en butanol ~---=-=--- 0,1 pg/ml
b, Fraccibn &cida ~—eeeccccccaaa- 0,001 pg/ml
ce Fraccibn neutra —-ee-eceecaaa- 0,00001 ,g/ml
2. Extracto de semillas enanas Actividad equivalente

en concentracibén de
&cido giberélico.

a. Fraccibén en butanol --—--eee-- 0,1 pg/ml
b, Fraccibn fcida =-e-emecececcaa-- 0,0001 g/ml
ce Fraccibn neutra —e—cemcccecaa- 0,00001 pg/ml

En forma cuantitativa las diversas fracciones presentan una
actividad en concentracién de sustancias giberelinoides correspone
dientes a la respectiva actividad manifestada por las concentracio

nes de Acido giberélico con las cuales coinciden.
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B, Liberacibn de azficares reductores en el endosperma de trigo

Este ensayo biolbgico también es sensible para medir la acti-
vidad de las diversas sustancias giberelinoides. Implica mucha
prlctica hasta familiarizarse con las técnicas empleadas tanto en
el tratamiento previo de las semillas, de lo cual depende que no
haya contaminacibén posterior, como del corte y manejo inmediato
que se de a las semillas.

En igual forma que para el ensayo biol6gico de Rumex, se cons
truybé también en este caso una curva patrbédn utilizando &cido gibe-
rélico, Las concentraciones usadas fueron desde '.I.O"5 ppme Los
resultados obtenidos pueden apreciarse en el cuadro 7 donde se re~
gistran los valores de absorcidédn de luz obtenidos en el espectrofo
témetro a 660 my.

Analizando los valores obtenidos y considerando al testigo co
mo 100 por ciento, se ve que el porcentaje de absorcidédn de luz
aumenta en forma directamente proporcional a la aplicacibn de &ci-
do giberélico, Esto se explica porque este &cido ayuda a liberar
azficares reductores que son justamente los que se miden en este
ensayo.

Con los valores de absorcién de luz se construyé una linea
de regresibn, al igual que para el caso del Rumex. Esta regresibn
se encuentra representada en la figura 4 y sirve para comparar con
la absorcién obtenida con los extractos crudos.

La actividad de los extractos de semillas maduras de plantas

normales y enanas, se encuentra representada en el cuadro 8 y en
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la figura 6, Aqui se aprecia que los valores correspondientes a
las fracciones del extracto crudo de las plantas normales son mucho
mayores en todos los casos que los correspondientes a los de las

plantas enanas,

Cuadro 7, Valores de absorcién de luz medidos en el espectrofotb-
metro a 665 my. Se usa endosperma de trigo y concen-

traciones conocidas de &cido giberélico.

Concentracibén de N2 de repe- Incremento respecto

Promedio

fcido giberélico ticiones al testigo
1 p.p.m. 20 0,1035 216,75 %

107t DePoe 20 0,0920 192,67 %
1072 p.pem. 20 0;0847 177,49 %
10~ p.p.m. 20 0;079h 166;28 %
1074 PeDelle 20 0;0652 133;65 %
1072 pepeme 20 0;0515 107,85 %
Testigo 20 040477 100,00 %

* El incremento en porcentaje de cada uno de los tratamientos
se expresa con relacibn al testigo considerado como 100%,

** Se usa como testigo agua destilada libre de iones,
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Fig. 5 Valores correspondientes a la absorcion de luz en el espectrofoto-
metro o0 665 mu. expresados en porcenidjes con respecto ol testigo.
Se utilizan discos de hojas de Rumex obtusifolius L. tratados
con extractos crudos de semillas maduras.
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Fig. 6 Valores correspondientes o la absorcion de luz en el espectrofoto-
metro 0 660 mu, expresodos enporcentajes con respecto al testigo.

Se utiliza endosperma de trigo y extractos crudos de semillas ma-
duras.
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ANALISIS DE VARIANCI..

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Valo; de Val;r de

variacidn libertad cuadrados medio

calculado tabulado

Entre .

tratamientos 6 52.109,00 8.68%,33 19,72** 2,19-2,99
Dentro de ’ ’ ’
tratamientos 19 16.105,00 847,63 1,92 1,68-2,06
Error 114 50,213,00 4L4o, 46

Para facilidad del célculo todas las cifras originales se hallan
multiplicadas por 1,000,

Cuadro 8, Valores de absorcién de luz medidos en el espectrofotb
metro a 660 my. Se usa endosperma de trigo y extractos
crudos obtenidos de semillas maduras.

Extracto Frac- Repeti " Incremento Limites de
de semilla ciones ciones respecto Fromedio confianza*
al testigo** T
Neutra 20 132,80 % 0,7390 + 0,064
NORMAL Acida 20 155,87 % 0,8721 + 0,067
Butanol 20 190,08 % 1,0635 + 0,054
Neutra 20 104,74 % 0,5860 + 0,047
ENANA icida 20 134,18 % 0,7507 + 0,075
Butanol 20 163,00 % 0,9120 + 0,055
Testigo** — 20 100,00 % 0,5595 + 0,047

e

* Los limites de confianza se hallan al nivel del 95%,

** Se usa como testigo agua destilada libre de iones,
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Haciendo una comparacidn entre los valores de absorcién obte-
nidos con los extractos crudos de semillas normales y los obteni-
dos con las concentraciones conocidas de Acido giberélico (cuadros

7, 8 y figura 4) tenemos:

Cuadro 9, /ctividad en concentracién aproximada de &cido giber8li
co manifestada por los extractos crudos de semillas

maduras sobre endosperma de Trigo.

1, Extracto de semillas Actividad equivalente
en concentracibn de
normales
&cido giberélico.
a, Fraccibén en butanol —--e-cee—- 0,1 pg/ml
be Fraccibdn &cida --- 0,001 pg/ml
c¢e Fraccibén neutra -—- 0,0001 jg/ml
2, Extracto de semillas Actividad equivalente
en concentracibén de
enanas
dcido giberélico
as Fraccibn en butanol ———-e-e--o 0,001 pg/ml
b, Fraccibn &cida 0,0001 pg/ml
ce Fraccibdn neutra - 0,00001 pg/ml

=
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C. Reaccibn de los mutantes enanos var. M&xico 80-R al aplicarles

extractos de semillas maduras.

Con este ensayo biolbdgico se tratd de investigar la reaccidn
en altura y expansién de las hojas, presentada por las plantas
enanas al aplicarles los extractos crudos obtenidos de semillas ma
duras de frijol.

En igual forma que para los ensayos biolbgicos descritos ante
riormente, en este caso se procedi a construir una curva patrbn
en base a concentraciones conocidas de &cido giberélico. Los valo
res obtenidos pueden observarse en el cuadro 10 y en la figura 7.

La altura alcanzada por las plantas enanas précticamente no
presenta variacibén con las aplicaciones de concentraciones bajas
de &cido giberélico. La reaccidn se manifiesta bruscamente a par-
tir de la concentracibén 1 p.p.m. y se incrementa rdpidamente hasta
alcanzar valores que, como en el caso de la concentracidn 4 pepem.
llegan a ser 10 veces mayor que el testigo.

La longitud del hipocotilo en ninguno de los tratamientos pre
senta una diferencia que se considera significativa y por el con-
trario, todos los valores tienden a uniformarse,

En cuanto a la longitud del primer entrenudo se tiene que las
diferencias se manifiestan en forma ligera, pudiendo reunirlas en
cuatro grupos: el primero corresponde a las concentraciones'4, 3,
2 ¥ 1 pepems, el segundo incluye a las concentraciones 10-1, 1072
y 10"'3 PeDells§ el tercer grupo se halla formado por las concentra-

ciones 10-# y 10"5, y finalmente, el testigo que es el que presen-

ta el valor més bajo.
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Fig. 7 Alturo total alcanzada por los plantas enanas, después del tratamiento
con los extractos crudos obtenidos de semillas de plantas normoles y
enanas.-
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Respecto a la longitud del segundo entrenudo se puede ver que
se producen diferencias muy grandes, pues mientras el testigo ape-
nas alcanza un valor de 0,35 cm el tratamiento L p.p.m. alcanza
un valor de 11,80 cm.

La reaccidn presentada por las plantas enanas, al ser atomiza
das con los extractos de las semillas maduras pueden verse en el
cuadro 11,

Aquf se aprecia que las plantas atomizadas con el extracto
neutro de semillas normales alcanzaron mayor altura, mientras las
fracciones &cida y butanol de las mismas semillas presentaron una
reaccibén sumamente baja. FEl extracto de semillas enanas al ser ato
mizado sobre las plantas no produjo reaccidn y se puede comparar
inicamente con el testigo.

La altura alcanzada por las plantas no es sino el fiel refle-
jo del alargamiento del hipocotilo y de los entrenudos. Si esta-
blecemos una comparaciédn entre dichos valores notamos que en el
hipocotilo el promedio de la fraccibn neutra de semillas normales
es una y media veces més grande que la fraccibén neutra de semillas
enanas, los otros wvalores no presenﬁan précticamente ninguna varia
cibn,

La longitud del primer entrenudo correspondiente a la fraccibn
neutra normal es dos y media veces mfs grande, mientras las frac-
ciones Acida y butanol de semillas normales se comportan en forma
muy similar a la fraccidn neutra, &cida y butanol correspondiente

a las semillas del mutante enano,
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III, Ensayos biolbgicos para determinar la actividad

de los extractos crudos obtenidos de tallos

Y hojas de plantas en desarrollo

Ao Senescencia de las hojas de Rumex obtusifolius L.

El'extracto fcido en acetato de etilo obtenido de los tallos
y hojas, al ser medido mediante este ensayo biolbgico presentd va-
lores de absorcibn de luz que se diferenciaron perfectamente del

testigo como puede apreciarse en el cuadro 12,

Cuadro 12, Valores de absorcién de luz medidos en el espectrofotd
metro a 665 mup. Se usan discos de hojas de R. obtusi-
folius L, y extractos crudos de tallos y hojas.

Extracto de Ne de repe Limites de .
tallos y hojas* ticiones Promedio confianza Incremento
Normal 20 0,6205 + 0,031 187,17 %
Enano 20 o,4k50 + 0,029 134,24 %
Testigo*** 20 0,3315 + 0,024 100,00 %

* Al extracto de tallos y hojas de plantas normales se denomina
ré extracto I para facilidad de la redaccibdn; y al extracto
de tallos y hojas de plantas enanas se llamar& extracto II,

** 1Incremento en porcentaje con respecto al testigo considerado
como 100%,

*** Se usa como testigo agua destilada libre de iones,

Los valores obtenidos en este ensayo biolbgico muestran que

el extracto I tiene mayor actividad que el extracto II, asf, el
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extracto I es 1,8 veces més activo que el testigo, mientras el ex-
tracto II es finicamente 1,3 veces mfs activo, Ademés, el extracto
I es 2,5 veces m&s activo que el extracto II,

Al comparar los valores de absorcién obtenidos en este ensayo
biolégico con los obtenidos para concentraciones conocidas de fci-~

do giberélico (cuadro 4, figura 3) dan los siguientes valores:

Extracto de tallos Actividad equivalente

hoias en concentracidn. de
L.20]38 &cido giberélico
Normal 0060000 COFOPOPOPSEOIEPOEEOSEPOOIOSNEEOSIES 0'001 “g/ml
Enano secececosccecsccscocse 0,0001 p,g/ml

El trabajo con este tipo de extracto se hizo bastante difficil
porque no se pudo eliminar todo el contenido de clorofila presente

en los extractos originales,

B, Liberacibn de azficares reductores en el endosperma de trigo

Los valores de absorcibn obtenidos con el extracto &cido en
acetato de etilo de tallos y hojas de plantas en desarrollo, me-

diante este ensayo bioldgico se presentan en el cuadro 13,
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Cuadro 13, Valores de absorcibn de luz medidos en el espectrofotd

metro a 660 my., Se utiliza endosperma de trigo y ex-~
tractos crudos de tallos y hojas de plantas normales y

enanase
Extracto de NQ de repe Limites de -
tallos y hojas* ticiones Promedio confianza Incremento
Normal 20 0,4690 + 0,020 181,26 %
Enano 20 0,3110 + 0,016 120,19 %
Testigo*** 20 0,2587 + 0,014 100,00 %

* %

* &k

Al extracto de tallos y hojas de plantas normales se denomina
r& extracto I para facilitar la redaccibn; y al extracto de
tallos y hojas de plantas enanas se llamarf extracto II,

Incremento en porcentaje con respecto al testigo considerado
100%,

Se usa como testigo agua destilada libre de iones,

Analizando este cuadro se ve que el extracto I es 1,8 veces

mls activo que el testigo, en tanto que el extracto II es 1,2 ve=

ces més activo que el mismo testigo, Ademls, el extracto I es

1,5 veces més activo que el extracto II,

Ce

Elongacidn de los mutantes enanos var., México-80 R, al aplicar-

les los extractos de tallos y hojas de plantas en desarrollo.

En este ensayo biolSgico no hubo ninguna reaccién de las plan

tas enanas al asperjarlas con los extractos tanto de plantas norma

les como de plantas enanas,
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IV, Separacién de los extractos en cromatografia de capa fina

La fraccibn neutra normal presentd tres manchas, mientras que
la fraccién neutra enana presentd solamente dos manchas. Dos de
las manchas en ambos extractos se encuentran en el mismo Rf; y la
mancha en que varfan se encuentra a un Rf 0,89-0,90 (ver cuadro
14),

La fraccibén fcida normal presentd cinco manchas, mientras la
fraccibén &cida enana solamente 4, las manchas en que difieren los
dos tipos de‘fracciopes se encuentran en los siguientes Rf: 0,413~
0,14; 0,16-0,17; y 0,35 (ver cuando 14).

La fraccibén de butanol normal presentd seis manchas, y la
fraccidn de butanol enano presentd 3 manchas. De estas las que
difiergn en las dos fracciones se encuentran en los siguientes RF:

0,23=0,24; 0,35; 0,93-0,94,
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DISCUSION

l. Diferencia en el crecimiento de las plantas normales y enanas

de frijol.

La diferencia observada entre las plantas normales y enanas,
obtenidas por mutacibn, se debe principalmente a que las plantas
enanas presentan entrenudos més cortos que los de las plantas nor
males not&ndose esta diferencia en forma mls marcada en el segundo
entrenudo, como se ve en el cuadro l. Este comportamiento mani-
fiesta una relacibn con lo estudiado por Li (25), quien encontr§,
que en el maiz, los entrenudos inferiores de las plantas enanas
presentan una longitud casi igual a la de las plantas normales,
mientras que los»entrenudos inmediatamente arriba y abajo de la ma
zorca son marcadamente mls largos en las plantas normales. El lar
go de las rafces no manifiesta mayor diferencia y el desarrollo de
vainas y granos de los dos tipos de plantas es igual. Esto pone
de manifiesto, que el mecanismo que controla el desarrollo de las
diversas partes de la planta, en este caso, puede actuar por sepa-
rado en forma individual y especifica, coincidiendo con el crite-
rio expuesto por Phinney y West (44) y también por Moh y Alén (33),
quienes consideran que la alteracidn de un gen ocasiona cambios

unicamente sobre un determinado proceso bioquimico.

2. Ensayos biolbgicos que determinan la actividad de los extractos

crudos de semillas maduras.

Senescencia de discos de R. obtusifolius L.

Los extractos crudos de semillas maduras al ponerse en contac-
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to con los discos de hojas de Re obtusifolius L. impiden la pérdi-

da de clorofila, por envejecimiento de dichos discos, en igual for
ma que lo hacen las soluciones de &cido giberélico. De acuerdo a
la mayor o menor retencidn de la clorofila se puede estimar cual de
los extractos presenta sustancias giberelinoides con actividad si-
milar al &cido giberélico.

El tiempo necesario para que los discos tratados con agua pier
dan casi toda su clorofila, mientras los tratados con los extractos
mantienen una proporciédn mayor se estimbé que debe ser de 4 dias a
2hkoC,

La fracci6p de butanol fue la que retuvo la mayor cantidad
de la clorofila, indicéndonos con esto que en esta fraccibn exis-~
ten sustancias giberelinoides que tienen un comportamiento similar
al del &cido giberélico y que por su gran actividad manifestada se
hallan presentes en una proporcibn muy elevada, La fraccibn Acida
retuvo una cantidad menor de clorofila que la fraccibén anterior,
manifestando con esto que en esta fraccibén también existen sustan-
cias giberelinoides con actividad parecida a la del &cido giberéli-
co, pero que su proporcidn es mls baja que la encontrada para el
caso de la fraccibn en butanol, La fraccidn neutra no retuvo casi
nada de clorofila por lo que puede decirse que en esta fraccibdn no
existen sustancigs giberelinoides con actividad similar a la del
&cido giberélico, o si estln presentes es en una proporcibn tan ba-~
ja que no ofrece ninguna reaccibdn. Las fracciones butanol,‘écida
y neutra de las semillas normales guardan la misma relacién, pero

su actividad en general es muy baja comparada con las fracciones
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de semillas normales, Esto pone de manifiesto que el poco creci=-
miento alcanzado por las plantas enanas se deba posiblemente a es~-
te bajo contenido de sustancias giberelinoides, como lo manifiesta
Pelton (42), quien considera la existencia de una cantidad limita-
da de giberelina original en las plantas enanas, cuando se las

compara con la cantidad encontrada en las plantas normales,

Liberacibn de azficares reductores en el endosperma de trigo

Los extractos crudos puestos junto con las semillas de trigo
estimulan la liberacibn de azficares reductores, en igual forma en
que lo hace el &cido giberélico, y de acuerdo a la mayor o menor
cantidad de azficares reductores liberados se puede estimar si hay
o no sustancias giberelinoides en el extracto probado.

En el caso del presente trabajo, la fraccibn de butanol fue
la que produjo la mayor cantidad de azficares reductores lo que indi
ca que en esta fraccibédn existen sustancias giberelinoides en mayor
proporcibén que en las otras fracciones. La fraccién &cida reac-
ciond en menor forma, prob&ndose con esto que la cantidad de sus-
tancias giberelinoides con accibn similar al del &cido giberélico
es baja en esta fraccidén, La fraccién neutra mostrd una ligerisi-
ma reacciédn posiblemente debido a una interaccidédn de las sustancias
con las semillas de trigo en igual forma en que lo hacen estas sus-
tancias con las plantas vivas, Las fracciones butanol, &cida y
neutra de las semillas enanas presentan una relacién igual pero su
actividad es sumamente baja comparada con la de las plantas norma-

les,
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El comportamiento de las tres fracciones en estos dos ensayos
biolégicos es exactamente igual, por lo que se puede decir que en
las semillas ﬁaduras de frijol var México-80 R, existen tres tipos
de sustancias giberelinoides que se comportan de diferente manera,
¥ que de las tres solamente dos manifiestan la actividad propia de
las giberelinas, siendo estas la fraccién de butanol y la fraccion
&cida.

De estos dos ensayos biolbgicos probados, el que mayor preci=-
sibén ofrece es el ensayo de senescencia de discos de hojas de R,

obtusifolius L,, como se desprende de la comparaciédn de los valo-

res del coeficiente de regresidén. La mayor variabilidad presenta-~
da por el ensayo de trigo posiblemente se deba a que no todas las
semillas de trigo reaccionan de la misma manera, como lo demostra-

ron Coombe et al (7), con las semillas de cebada,

Accibn de los extractos crudos aplicados sobre las plantas

enanas de frijol var, M&xico-80 R,

Los extractos crudos de semillas maduras al ser aplicados so-
bre las plantas enanas de frijél produjeron diversos tipos de
reaccidn; en primer lugar hubo un cambio en la coloracibn de las
hojas, debido a una alteracibén del contenido de clorofila presente
en dichas hojase Estos resultados obtenidos estln de acuerdo con
lo encontrado por Wolf y Haber (57), quienes en una muestra de
100 cm2 encontraron que las hojas de las plantas enanas tenfian un
contenido mucho més alto de clorofila total que las hojas de las

respectivas plantas normales, y que el contenido de clorofila de
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las hojas en las plantas enanas disminufia con la aplicacibén de gi-
berelinas, Concluyen estos autores que este fenémeno se produce
debido a que las giberelinas interfieren en forma indirecta con el
metabolismo de la clorofila, haciendo disminuir la sintesis de
clorofila para guardar un equilibrio con la expansidn de las célu-
las,

La fraccidn Acida de las semillas de plantas normales fue la
primera en producir una reaccidn visible que fue el cambio de co-
lor de las hojas, este cambio de color se produjo a las 24 horas
después de haberse asperjado el extracto sobre las hojas, compor-
téndose en igual forma que lo hace el &cido giberélico para cambiar
el contenido de clorofila de las hojas.

La fraccibén neutra de semillas normales produjo la misma reac-
cién en forma m&s marcada que en el caso anterior, con la diferen-
cia de que esta reaccibén fue visible a las 96 horas después de ha-
berse asperjado el extracto., Esto quiere decir, que las sustancias
presentes en esta fraccibén necesitan de cierto tiempo de interac-
cién con la planta para que produzcan la reaccién. La fraccién en
butanol de las semillas normales no manifestd en este caso ninguna
reaccibn,

Las tres fracciones correspondientes al extracto de semillas
maduras de frijol enano se comportaron en igual forma que el testi-
go, confirmfndose con esto que la cantidad de sustancias gibereli-
noldes de este extracto es bastante bajo como se vio en los ensayos
de Rumex y Trigo;

Inmediatamente después de la reaccién en el color de las
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hojas, se notd una diferencia en el alargamiento de los entrenudos
de las plantas enanas de frijol asperjadas. Este alargamiento de
los entrenudos se produjo en aquellas plantas asperjadas con la
fraccibn neutra de las semillas normales, Las fracciones &cida y
butanol de estas mismas semillas, al igual que las fracciones neu-
tra, &cida y butanol de las semillas enanas no provocaron ninguna
reaccibn visible, Cuando se midib la longitud de los entrenudos
se pudo dar cuenta que la mayor alteracidn se encontraba en el se=~
gundo entrenudo. Esto coincide exactamente con la reaccibn obser-
vada al aplicar soluciones de &cido giberélico a las plantas ena-
nas de frijole Esto quiere decir que la influencia de las sustan~
cias giberelinoides presentes en las plantas enanas, llegg inica-
mente hasta la primera etapa de desarrollo de las plantas, porque
es finicamente a partir de la segunda etapa de desarrollo, cuando
la adicibn de la sustancia neutra produce la mayor estimulacién,

Como consecuencia del alargamiento de los entrenudos logica=
mente estas plantas aplicadas con el extracto neutro fueron las
que mayor altura alcanzaron al final del experimento. Le siguie-
ron en orden decreciente las fracciones &cida y butanol de las se-
millas normales, Las fracciones neutra, &cida y butanol de las
plantas enanas no produjeron reaccidén y las plantas se comportaron
en igual forma que el testigo,

Ndem&s de las reacciones ya descritas se produjo una expansibdn
de las hojas cotiledonales y también de los tres foliolos de la
primera hoja verdadera., La mayor expansién presentaron las hojas

de las plantas asperjadas con la fraccibén neutra normal,
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coincidiendo esto con las reacciones provocadas por la misma frac-
cién tanto en la coloracién de las hojas, como en el alargamiento
de los entrenudos. Se produjo también expansibédn de las hojas, pe=-
ro en ligerisima proporcidn con la aspersiédn de las fracciones
4cida y butanol de las semillas normales; por el contrario las
fracciones neutra, &cida y butanol de las semillas enanas no produ
jeron reaccibn comporténdose en igual forma que el testigo.

La baja reaccibdn presentada por la fraccibn neutra en los en-
sayos de Rumex y Trigo y la gran reaccidén manifestada por esta
fraccidn sobre las plantas enanas, hace pensar que en esta frac—
cibén existe un tipo de sustancias que no reaccionan de la misma
manera que las giberelinas, pero que al ponerse en contacto con
las plantas vivas producen cambios que estimulan el crecimiento.
En un experimento adicional se notd también una interaccibn entre
la fraccidn neutra normal y las semillas enanas germinadas en cé-
maras hlimedas conteniendo dicha fraccibn neutra, pues hubo un lige
ro incremento en el desarrollo de las plantas tratadas con rela-
cién al testigo en el que se utilizd simplemente agua destilada,

El tipo de sustancias presentes en la fraccibén neutra bien po
drifan ser precursores de las giberelinas confirméndose asi lo ex-
puesto por Hashimoto y Rappaport (14), quienes consideran que posi
-blemente existen formas de reserva de las giberelinas en las semi-
llas, y que estas formas de reserva se incrementan conforme las
semillas maduras, alcanzando su mayor proporcién en las semillas

maduras secas,
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El comportamiento diferente de la fraccidn neutra de las se~
millas enanas con respecto al de las semillas normales en este en~
sayo, indica que en las semillas enanas no existe el tipo de sus-~
tancias propuestas en este trabajo como precursoras de las gibere-
linas, o que si esthn presentes, es en una cantidad tan baja que
al interaccionar con las plantas vivas no son capaces de producir
ninguna alteracibdn visible en el proceso fisiolégico normal de las
plantas, Posiblemente esta diferencia en el contenido de sustan-
cias precursoras entre las fracciones neutra normal y neutra enana
sea la causa principal que determina el bajo crecimiento de las
plantas enanas, Para poder afirmar esta hipétesis se hace necesa-
rio continuar investigando esta fraccibén neutra hasta llegar a la
identificacibn de estas sustancias denominadas precursoras y ver
su relacibn con la produccibn de giberelinas,

Se considera de mucho interé&s ver también la reaccibdn de este
mutante enano de frijol con la aplicacion de cada una de las diver
sas giberelinas conocidas, ya que es posible que este, a bajas con
centraciones presente reaccidn finicamente a un determinado tipo de
giberelinas, con lo cual se habria dado un paso mls en la obtencién
de una nueva prueba bioldgica de gran ayuda en el estudio de las

sustancias de crecimiento.

3. Lnsayos bioldégicos que determinan la actividad de los extractos

crudos de tallos y hojas.

El extracto obtenido de los tallos y hojas de plantas norma-

les, present$® una mejor reaccibén que el extracto de tallos y hojas
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de plantas enanas, al estimarse su actividad con los ensayos bio~
légicos de Rumex y trigo. Por el contrario al aplicarse los ex-
tractos sobre las plantas enanas, ninguno de los dos tipos de ex-
tractos manifestaron una reaccidn visible, lo que quiere decir que
el contenido delsustancias giberelinoides presentes en estos ex-
tractos es bajo, coincidiendo con lo expuesto por Chailakyan y
Sarkisova (6), quienes consideran que la concentracidn de gibere-
linas es mayor en los 8rganos generativos que en los érganos vege-

tativose



RESUMEN

A partir de semillas y plantas normales y enanas de frijol
(P, vulgaris L,) var, México-80 R, se obtuvieron extractos fraccio
nados en los cuales se estudié el contenido de sustancias gibere-
linoides.

Los extractos de semillas maduras en las pruebas biolégicas

de R. obtusifolius y endosperma de trigo se comportaron de la si-

guiente manera: Mayor actividad se encontr$ en las fracciones &ci-
da en butanol y &cida en acetato de etilo. La fracciédn neutra en
etilo present67una actividad relativamente bajae.

En general una mayor cantidad de sustancias giberelinoides se
encontrd en las fracciones de semillas normales antes que en los
extractos de semillas enanas.

Por el contrario la prueba en que se midid la actividad de
los extractos de acuerdo a la reaccidn sobre las propias plantas
enanas, se tuvo que la mayor actividad mostré la fraccibédn neutra
proveniente de semillas normales. Las fracciones &cida en butanol
¥y &cida en acetato de etilo de semillas normales, al igual que las
fracciones neutra, &cida en butanol y &cida en acetato de etilo de
semillas enanas no manifestaron ninguna actividad.

En los extractos de tallos y hojas de plantas normales se en-
contrd mayor cantidad de sustancias giberelinoides que en los ex~
tractos de plantas enanas, al estimarse la actividad con las prue=-

bas de R. obtusifolius y endosperma de trigo. En la prueba biolé-

gica con las propias plantas enanas no hubo ninguna reaccibdn.



SUMMARY

The content of gibberellin-like substances was studied in
fractional extracts obtained from seeds and plants, normal and
dwarf of bean (P, vulgaris L.) var Mexico-80 R.

Mature seed extracts in biological trials of R. obtusifolius

and wheat endosperm behaved as follow: More activity was found in
the acid fraction in butanol and ethyl acetate., The neutral frac~
tion in the ethyl acetate presented a low relative activity.

In general a greater quantity of gibberellin-like substances
were found in the normal seed fraction than those in dwarf seed
extracts,

On the other hand, the trial in which the activity of the
extracts was measured in accordance with the reaction of the dwarf
plants, The greatest activity was shown by the neutral fraction
coming from normal seeds. The acid fraction in butanol, ethyl
acetate of the normal seeds well as the neutral fraction, and acid
fraction in butanol and ethyl acetate of the dwarf seeds, did not
show any activity,

In stem and leaf extracts of normal plants greater quantities
of gibberellin-like substances were found than in extracts from
the dwarf plants, when the activity was measured in the trials of

Re obtusifolius and wheat endosperm. In the biological trials

with dwarf plants no reaction took place.
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