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ALGUNOS FACTORES RELACIONADOS CON LA CAUSA DEL ENANISMO DE

UN MUTANTE DE FRIJOL INDUCIDO POR RADIACION GAMMA

INTRODUCCION

Entre los varios tipos de hormonas que regulan el creci-
miento de las plantas, se encuentran las giberelinas, que estan
estrechamente relacionadas con este proceso y con otros cambios
cuantitativos experimentados durante el desarrollo de los tejidos.

Proafio y Greene (29) investigando semillas provenientes de

plantas normales y de mutantes enanos de frijol (Phaseolus vulga-

ris L. var.'Mexico-80R') lograron obtener del frijol normal un
extracto que, aplicado a las plantas enanas, estimulé§ el creci-
miento de &stas. Pensaron que este extracto bien podria contener
un precursor de giberelinas que existe en forma de reserva en las
semillas maduras.

Con el propdsito de aclarar algunas interrogantes sobre las
diferencias de crecimiento entre plantas normales y mutantes enanos
de frijol, se inicié la presente investigacibn que comprende los

siguientes objetivos:

1. Separar y tratar de identificar por cromatografia de capa fina,
los factores relacionados con el crecimiento que se encuentran
en la fraccidn neutral, tanto de las semillas maduras de frijol

normal (Phaseolus vulgaris L. var 'México-80R') como de las

semillas del mutante enano.






2. Comparar por medio de pruebes biolbgicas, 1los efectos cuanti-
tativos de los factores prescntes en la fraccidn neutral de
ambos extractos., para tratar de encontrar algunas diferencias

biolégicas entre los extractos de ambas lineas.

Esta investigacidén se realizd en el Laboratorio de Fisio-
logia Vegetal del Programa de Fnergia Nuclear (NEP) del Instituto

Interamericano de Ciencias Agricolas de la OEA.






REVISION DE LITERATURA

I. Caracteristicas generales de las giberelinas

Investigaciones hechas en Japdn sobre el alargamiento del

tallo del arroz producido por el hongo Gibberella fujikuroi (20),

condujeron en 1939 a la separacidn de una sustancia cristalina que
tiene la propiedad de promover el crecimiento de las plantas y que
recibid el nombre de giberelina (6).

Actualmente se sabe que existen 90 giberelinas, pero sblo
20 se han podido caracterizar (8), de las cuales cuatro se han en-
contrado en plantas superiores (20). Difieren ligeramente unas de
las otras en su estructura quimica, pero bioldgicamente se compor-
tan en formas muy diferentes (8).

Phinney y West (28) clasifican las giberelinas en dos grupos
de acuerdo con su actividad bioldgica: a) Giberelinas propiamente
dichas, que son aquellos compuestos que tienen estructura quimica
especifica y un espectro muy amplio en su actividad biolégica.

b) Sustancias giberelinoides, que constituyen aquellos compuestos
con una estructura quimica no determinada y que presentan limites

més restringidos de actividad biolbgica.

II. Presencia. de giberelinas en plantas superiores

La amplia respuesta de cricimiento de las plantas inducida
por el &cido giberélico, la forma de giberelina mds usada en las
investigaciones, di8 origen a la hipdtesis de que las giberelinas
formaban parte de las sustancias normales del crecimiento de las

plantas superiores (18).






Investigaciones realizadas sobre semillas de frijol (Phaseo-

lus vulgaris L. var 'Kentucky Wonder'), indicaron una Intima rela-

cién entre el contenido de giberelinas y el estado de desarrollo

de las semillas (2). Corcoran y Phinney (4) encontraron un nivel
significativamente mayor de sustancias giberelinoides en semillas
tiernas de frijol que en semillas maduras. Otras investigaciones
sobre semillas de frijol determinaron la presencia de dos materia-
les cristalinos que se denominaron factor I y factor II, se logrd

identificar el factor I como A% y el factor II como posible Ag* (27).

III. Algunos efectos bioldgicos de las giberelinas

Las giberelinas juegan un papel importante en el alargamien-
to y divisidn celular en el tejido sub-apical (32). Experimentos
hechos sobre plantas de frijol para determinar cual de las gibere-
linas promueve la mayor longitud de los tallos, lograron establecer
que Az y A, presentan la mayor actividad, en orden decreciente Ag,
Ag, A7, Ag y Ay, menos y Ag ninguna (3u4).

Simulténeamente con la divisidn y crecimiento de las cé&lulas,
las giberelinas producen actividad enzimfAtica (32). Investigaciones
realizadas por Kurayashi y Muir (19), establecieron que las gibere-
linas estimulan la formacidn de enzimas proteoliticas en las cé&lu-
las. Ensayos hechos por Jones y Varner (17) indicaron que las gi-
berelinas inducen la formacidén de la a-amilasa en el endosperma de

cebada, en proporcidn logaritmica a la concentracibn de giberelinas.

* Se refiere a la serie de las sustancias giberelinas que van desde

A1 a Ago.






Los tratamientos con giberelinas dan en efecto, un répido

aumento en la concentracidn de auxinas en las plantas (16).

I1V. Pruebas biolégécas

Existen muchas pruebas biol8gicas que permiten determinar
la presencia de giberelinas en un extracto. Para este objetivo se
utilizan m§s las plantas enanas cuyo enanfsmo se deba a un solo gen.
Este sistema es el m&s sencillo para ser analizado al nivel fisio-
l8gico y bioquimico, ya que se piensa que un solo gen actfia con-

trolando un paso particular en el proceso,

Plantas enanas de mafiz

En los mutantes enanos de maiz, el enanismo se debe a un
solo gen. Reaccionan a cantidades pequefias de &cido giberélico y
aparentemente no presentan respuesta a las auxinas y citoquinonas

(34, 35).

Plantas enanas de frijol

Los mutantes enanos de frijol muestran actividad cuando se
les aplican sustancias giberelinoides: su respuesta consiste en la
elongacibn del tallo (2u4). Actualmente se usa como prueba cuanti-
tativa la expansidn de las hojas (15).

Investigaciones hechas por Greene y Proafio (12), sobre el
contenido de giberelinas cen mutantes enanos de frijcl, mostraron
que la aplicacidn acuosa de Acido giberélico a las hojas no altera

en ninguna forma la clorofila.






V. Inhibidores de giberelinas

Los inhibidores de giberelinas son sustancias que causan
cambios tipicos en el crecimiento de las plantas, produciendo efec-
to contrario a los de las giberelinas, como por ejemplo, el retardo
del crecimiento del tallo y las hojas: asf mismi, afectan ciertas
actividades enzim&ticas de las plantas (25).

Estudios realizados sobre varios extractos originados de
semillas y frutos de distintas especies de plantas, mostraron que
muchos extractos, los llamados antigiberelinas, en forma natural
suprimen el efecto del &cido giberélico. Por ejemplo, los extrac-

tos originados de Ceratonia siliqua, fueron parcialmente purifica-

dos y dieron cuatro sustancias inhibidoras de giberelinas cuya es-
tructura quimica ain no se conoce (5).

Estudios comparativos en plantas de frijol, entre el efectc
de las giberelinas y de sustancias inhibidoras sintéticas tales
como el cloruro de (2-cloroetil)trimetil-amonio (CCC), estable-
cieron que el CCC reduce tanto el crecimiento en altura, como el

nivel enddgeno de las giberelinas (31). La adicidn de CCC a un

medio de cultivo de Gibberella fujikuroi disminuyd la produccién

del &cido giberélico, actuando como una barrera en la produccibn
biosintética de las giberelinas y de sus precursores (7). E1l CCC
aplicado a las semillas de cecbada afecta las sustancias del creci-

miento y activa las enzimas del catabolismo (11).

VI. Purificacibdn e identificacidn de los extractos

La presencia de sustancias giberelinoides en plantas superio-

res ha estimualdo la introduccidn de nuevas técnicas analiticas.






Las primeras técnicas usadas para la purificacidén e identificacidn
de los extractos fueron la columna de cromatografia, diflisis y
cromatografia de papel (1). Actualmente se usa con mds frecuencia
la cromatografia de capa fina (30), ya que presenta algunas venta-
jas tales como comodidad, rapidez y sensibilidad. Para observar
las sustancias giberelinoides sobre las placas de cromatografia,
se hace necesario rociar las placas con reactivos que hagan sobre-

salir las sustancias que se buscan (23).

Deteccién bajo la luz ultravioleta

Esta prueba consiste en colocar las placas de cromatografia
bajo l1la luz de una l4mpara ultravioleta. Esto activa la mancha de
las giberelinas dando una fluorescencia amarilla pero solamente
después de la aplicacidn de 8cido sulffirico (1). Algunos investi-
gadores consideran que la absorcidn de la luz ultravioleta esté
acorde con la estructura heteromolecular de las giberelinas y
ésto fue confirmado por la absorcibdn de la luz ultravioleta por los

derivados "dienonas", sirviendo como modelo el cic’o hexadieno (6).






MATERIALES Y METODOS

Se usaron semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L. var.

'México-80R') provenientes unas de plantas normales, y otras de
plantas enanas inducidas por mutacidn (26).

Las semillas de frijol normal y enano se sembraron en el
invernadero. A los tres meses cuando las plantas alcanzaron la
madurez, se procedid a cosecharlas. Las semillas obtenidas se

emplearon posteriormente para obtener los extractos.

I. Extraccidn de las sustancias giberelinoides

Se hizo la extraccidn siguiendo el procedimiento descrito
por Hashimoto y Rappaport (13). Se depositaron en un vaso 100
gramos de semillas agregdndoles inmediatamente 150 ml de metanol
al 50%. Este material fue homogenizado en un mezclador Omnimixer
durante 5 minutos. Seguidamente el material homogenizado se colo-
cd en un vaso de precipitacidén de 400 ml y se adiciénd 150 ml més
de metanol al 50%; se mezcld bien y se dejé en reposo por 24 horas
a 4°C, Después de este tiempo sc separd el precipitado del 1liquido
supernadante ( que fuc de 250 ml), se filtrd en un embudo "Buchner"
sobre el cual se coloc8d papel filtro Whatman No. 1. Se redujo el
volumen de la parte liquida obtenida después de la filtracibén, uti-
lizando la evaporacibén a baja presifén hasta eliminar todo el meta-
nol. Se dejd asi{ solamente la fase acuosa, a la que se le afiadib

agua destilada hasta que se obtuvo un volumen de 300 ml.






Esta fase acuosa resultante se ajustd a un pH de 7,5 con
carbonato de sodiq, luego se le agregd 300 ml de acetato de etilo
y Sse colocd en un vaso de precipitacién de 600 ml y se dej8 en re-
poso por 24 horas a 4°C, con el objeto que el solvente extrajera
todas las sustancias giberelinoides posibles. Posteriormente se
separ§ la fase acucsa del acetato de etilo con la ayuda de un em-
budo separador, logrando de nuevo los 300 ml de acetado de etilo
anteriormente utilizados, los que se guardaron en un matraz Frlen-
mayer de 600 ml a 4°C. A la fase acuosa resultante se le adicionéb
300 ml de acetato de etilo y se dejdé en reposo por 24 horas a 4°C;
después de este tiempo se separé§ la fase acuosa de la orgdnica y
log 300 ml de acetato de etilo resultante se juntaron con el ante-
rior formando un volumen de 600 ml. A este extracto de acetato de
etilo de pH 7,5 se llamd "fraccibén neutral". Dicha fraccibn se
pasd a través de una columna de vidrio que contenfa sulfato de
sodio anhidro, con el fin de extraer el agua que pudiera haber que-
dado en el solvente.

Esta fase se evapord a baja presidén y a temperatura del am-
biente hasta sequedad: a este residuo se le adicionaron 10 ml de
agua destilada libre de iones, quedando esta solucibn lista para
ser usada en las pruebas biolbgicas.

Para los extractos utilizados en cromatografia, se detuvo la

evaporacibén cuando el extracto inicial quedd reducido a un ml.






10

II1. Separacidn de las sustancias activas por cromatograffa de

capa fina

Para este determinacidn sc¢ usd la técnica de cromatografia
de capa fina descrita por McMillan y Suter (23).

Se prepararon en primer lugar placas con Gel H de Silica,
tomando 30 gramos de Gel H de Silica en polvo, que se suspendieron
en 65 ml de agua destilada. Con esta suspensidn se cubrieron cinco
placas de vidrio de 20,0 x 20,0 cm, Las placas asi preparadas se
dejaron secando durante una noche.

Antes de usar las placas, se calentaron en un horno por es-
pacio de 30 minutos a 120°C, con el objeto de activarlas. Una vez
que estuvieron frias se depositd sobre ellas la solucidn por separar.
En todos los casos se usé 50 microlitros.

Las placas ya con las manchas de los extractos se colocaron
en una clmara de vidrio que contenfia el solvente formado por una
mezcla de Benzeno:n-Butanol:Acido acé&tico (75:25:5).

Cuando el solvente habfa recorrido una distancia de 15 cm so-
bre las placas, se retiraron éstas de la c8mara de vidrio y se las
puso a secar al medio ambiente. Una vez secas, las placas se atomi-
zaron con 8cido sulfirico y agua (10:30). Seguidamente se colocaron
en un horno a 120°C por 10 minutos e inmediatamente se procedib a
observarlas bajo la luz de una l&mpara ultravioleta.

Se prepararon otras placas con polvo de MN-Celulosa 300G
para cromatografia de capa fina. Se pesaron 15 gramos de polvo de
celulosa y se disolvid en 90 ml de agua destilada. Esta suspensibn
se pasd al aplicador y se procedid a cubrir las placas en la forma

ya descrita. Se las dejaron posteriormente secar a la temperatura
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del ambiente, y después se las activaron como en el caso anterior.
Cuando estuvieron frias se procedid a colocar en cllas los dife-
rentes extractos por identificar.

Las placas, ya con los extractos aplicados, fueron puestas
en una cdmara de vidrio que contenia el solvente conocido bajo el
nombre de "semi-stench?, el cual debe usarse 24 horas después de
haberse preparado (8). La precparacidn del solvente se detalla en

el Cuadro 1.

Cuadro 1. Preparacidn del solvente para cromatografid "semi-

stench".

Reactivos Cantidad

Acido etileno diamino tetraacético 1,2 gr
14,8 N de hidré6xido de amonio 115,0 ml
Agua destilada 935,0 ml
n-Propanol 350,0 ml
Isorpopanol 75,0 ml
n-Butanol 75,0 ml
Acido isobutirico 2500,0 ml

Cuando el solvente recorrib una distancia de 15 cm sobre
la placa, &sta se sacd de la cémcara de vidrio y se puso a secar
a la temperatura del ambientc y posteriormente se atomizé con
8cido sulfirico al 5% en etanol. Seguidamente se la colocd en el
horno a 120°C por cinco minutos e inmediatamente se observé bajo

la luz ultravioleta.

III. Determinacidn de la actividad bioldgica de los extractos

A. Cambio en el contenido de clorcfila de las hojas de frijol

mutante enano.
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Este ensayo biolfgico se basa en las propiedades que pre-
sentan las giberelinas de expander las hojas y no alterar en nin-

guna forma el contenido de clorofila de las mismas (12).

1. Pruebas con los extractos de semillas de frijol

Se sembraron semillas de frijol enano en cajas de madera
que contenign tierra tratada con bromuro de metilo. Estas cajas
fueron colocadas en el invernadero bajo condiciones de humedad y
temperatura ambiental.

Cuando las semillas germinaron se esperd cinco dias (hasta
que las hojas cotiledonales estuvieron desarrolladas) para comen-
zar los tratamientos. Después de este tiempo, se seleccionaron
dos hojas por planta para cada repeticién de los tratamientos. Se
extrajo con un saca-bocado un disco de 38,48 mm2 de superficie (7mm
de didmetro) de cada hoja, procurando no tocar las venas princi-
pales. Estos dos discos se colocaron en un tubo de ensayo que con-
tenia seis ml de metanol purc y se dejbé en reposo por 24 horas con
el propbsito de que el solvente extrajera toda la clorofila de di-
chos discos. Seguidamente se midi6 la densidad 6ptica de la solu-
cidn de clorofila en un volumen final de seis ml a 665 mu en un
espectrofotémetro.

A las hojas que se les habian sacado los discos,se les apli-
caron los siguientes tratamientos:

a) Extracto crudo de frijol normal y enano

b) Extracto de frijol normal y enano, pasado por cromato-

grafia de capa fina
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c) Mancha del extracto de frijol normal y enano, aislada

por cromatografia de capa fina.

El extracto crudo, tanto de frijol normal como enano, es el
que se evapord a sequedad y se disolvid c¢n agua destilada libre de
iones. El extracto de frijol, pasado por cromatograffa, es el que
no se evapord totalmente y cuando el extracto inicial quedd reduci-
do a un ml, se pasd8 por cromatografia de capa fina extrayendo de
nuevo las sustancias giberelinoides con acetato de etilo. Las man-
chas son aquellas partes de extracto que por cromatograffa presen-
tan caracteristicas similares a las giberelinas.

Todos los extractos cn sus diferentes formas estuvieron di-
sueltos en agua destilada, y se les adiciénd Tween-20 (fijador y
esparcidor del solvente sobre las hojas) en una concentracién de
0,05% e inmediatamente se atomiz8 sobre las hojas a razbn de un ml
por hoja. Para la aplicacidn de los extractos se usb$ un aplicador
tipo DeVilbiss. Una vez que las plantas recibieron los diversos
tratamientos se esperé ocho dias para extraer de nuevo los discos
en la manera ya descrita. Después se calcularon las diferencias
de las densidades 8pticas medidas antes y después de haber aplicado

los tratamientos para los respectivos anflisis estadisticos.

2. Pruebas con &cido giberélico.
Se realizaron varias pruebas usando el método anterior, pero
con concentraciones conocidas de 8cido giberé&lico para la construc-

cidn de la curva patrdén, la cual sirvid para comparar la densidad
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6ptica obtenida de los extractos a fin de atribuir a éstos una
actividad comparable en concentraciones de 8cido giberélico. E1
4mbito probadc tenfa por lfmite de 10-3 hasta tres partes por
milldn de &cido giberéliéo.

De cada uno de los diversos tratamientos se hicieron 10

repeticiones.

B. Ensayo con semillas de lechuga (Lactuca sativa L. var. 'Merit')

Este ensayo se basa en las propiedades que presentan algunas
sustancias giberelinoides de estimular el crecimiento del hipocdti-

lo y raiz de las semillas de lechugas (Lactuca sativa L. var. 'Me-

rit') (9).

Para este ensayo se¢ usd semillas de lechugas de la variedad
'Merit', con las que se hicieron pruebas preliminares de germina-
cifén para tratar de obtener un material lo m&s uniforme posible.

Se usd el método descrito por Crozier y Audus (9). Para ello
se tomaron 100 semillas que se depositaron en un papel filtro What-
man No. 1, el que a su vez se colocd en un plato de Petri. El1
papel filtro se humedecid con agua destilada a fin de mantener el
ambiente saturadc de humedad. Scguidamente las semillas se incuba-
ron por 36 horas a 25°C.

Al cabo Ae éste tiempo se tomaron diez semillas para cada
tratamiento y se colocaron en un papel filtro, el que a su vez Se
colocd en platos Petri. A continuacidn se le adiciond 0,1 ml de
solucibdn nutritiva Hoagland No. 2 y tres ml de los diversos tra-

tamientos por probar, que fueron:
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a) Extracto crudo de frijol normal y encno

b) Manchas de los extractos de frijol normal y enano, obs
tenidas por cromatografia de capa fina

c) Acido giberélicon, en una concentracién de 100 ppm

d) Cloruro de (2-cloroetil)trimetil-amonio (CCC) en una

concentracién de 500 ppm.

Una vez que las semillas recibieron los diversos tratamien-
tos se incubaron por tres dfias a 25°C y a 16 horas de fotoperiodo.
Se tomaron medidas de la altura del hipocétilo y de la longitud de

las rafces. Se hicieron diez repeticiones por cada tratamiento.

Cuadro 2. Preparacidn de la solucibdn nutritiva Hoagland No. 2.

Reactivos Cantidad (ml) por litro de agua%*
Fosfato &cido de amonio 1M 1
Nitrato de potésio 1M 6
Nitrato de calcio 1M 4
Sulfato de magnesio 1M 2
Micronutrimentos *#* Gramos por litro de agua
Acido bérico 2,86
Cloruro de manganeso 1,85
Sulfato de zinc 0,22
Sulfato de cobre 0,08
Acido molybdico 0,02
Tartarato de hierro 0,05

El pH se ajusta a seis con 0,1 N de &cido sulflirico (14).
#% Se usa un ml de micronutrimento por litro de solucidn nutritiva.

* Se usa agua destilada libre de iones.
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IV. Ensayos biolbgicos para tratar de identificar un posible in-

hibidor en plantas enanas

A. Aplicacidn foliar de los cxtractos a las hojas de frijol
mutante enano.
Se sembraron semillas dec frijol enano como en el caso de
la determinacién de la actividad bioldgica de los extractos, Se
hicieron cuatro tratamientos:
a) Acido giberélico en una concentracién de 1 ppm.
b) Extracto crudo de frijol normal
c) Mezcla de 8cido giberélico con el extracto crudo de fri-
jol enano

d) Mezcla del extracto crudo de frijol normal y enano.

Se seleccionaron dos hojas de una planta para cada repeticiédn
de los tratamientos, sacidndose los discos como en los casos anterio-

res. Se hiciceron diez repeticiones por cada tpatamiento.

B. Ensayo en soluciones hidropénicas

Se sembraron semillas de frijol normal en cajas de madera que
contenian tierra tratada con bromuro de metilo. Después de ocho
dias de haber germinado las semillas se trasladaron las plantas a
los frascos que contenian los diversos tratamientos en solucidn nu-
tritiva Hoagland No. 2 (1u4).

Se hicieron los siguientes tres tratamientos con tres repe-
ticiones cada uno:

a) Solucibn nutritiva m&s CCC en una concentracién de 1000

ppm.
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b) Solucidn nutritiva mds extracto crudo de frijol enano

¢) Solo solucidn nutritiva, como control.

Después de 15 dias de haber aplicado lcs tratamientos se
tomaron medidas de la longitud de las raices, altura de las plan-

tas, peso fresco y seco de toras las plantas.
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RESULTADOS

I. Separacidn de las giberelinas por cromatografia de capa fina

Usando el método de cromatografia de capa fina, se encontrd
que la fraccidn "neutral’” de los extractos de semillas maduras de
frijol normal y enano, carecen de Ag (&4cido giberé&lico) y Aq, como
se aprecia en las figuras 1 y 5.

Se separaron seis manchas de cada extracto con valores de
Re* similares. De todas estas manchas, s6lo la de Rg de 0,36 4i8
reaccidn con 8cido sulffirico y la luz ultravioleta (ver Figura 3),
Esta mancha es la m&s obscura y fue la que mostrd mayor actividad
en las pruebas bioldgicas. Los estandares fueron encontrados a
Rf 0,57 para A3 y 0,76 para Ay: ambos dieron el color amarillo con
8cido sulffirico y luz ultravioleta, caracteristica principal de las
giberelinas.

Otros cromatogramas fueron hechos de la fraccién neutral tan-
to del extracto de semillas de frijol normal y enano, pero en lugar
de colocar manchas redondas de los extractos sobre las placas, Se
colocaron las manchas en forma de barra para ver si era posible de-
tectar algunas diferencias entre ambos extractos., No fue posible
encontrar diferencias (ver Figura 4).

En las pruebas para la determinacidn de la actividad de 1los
diferentes Rg del cromatograma de capa fina, y usando placas de Gel
H de Silica, se obtuvieron los siguientes resultados: 1) El extrac-
to de semillas de frijol normal mostrd dos zonas de actividad que

* Se refiere a la relacién de la distancia recorrida por la mancha
y el solvente.






Fig. 1 Cromatograma (en Ben/But/
Ac.Acet) del extracto de frijol
normal b/ A3 y A7.

FRACCION NEUTRAL FRACCIUN NEUTRAL
TNANO NORMAL

Fig. 3 Cromatograma (en Ben/But/
Ac.Acet.) de los extractos de
frijol normal y enano.

Fig. 2 Cromatograma de
los extractos de frijol
normal y enano (en Ben/
But/Ac.Acet.).

Fig. 4 Cromatograma (en
Ben/But/Ac.Acet.) de los
extractos de frijol nor-
mal y enano,






Fig. 6 Cromatograma
(en 'semi-stench') de
los extractos de fri-
: jol normal y enano.
Fig. 5 Cromatograma (en
Ben/But/Ac.Acet.) del ex-
tracto de frijol enano,

A,

Fig. 7 Cromatograma (en Fig. 11 Efecto del inhi-
'semi-stench!) de los ex- bidor natural y sintético
tractos de frijol normal en plantas de frijol nor-

y enano. mal,
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corresponden m&s o menos a los Rf de 0,36 y 0,49, 2) El1 extracto
de frijol enano manisfestd una zona de actividad que corresponde a
un Rg de 0,36, adem8s se encontrd una zona que inhibib la actividad
del extracto y que corresponde a un Rg de 0,96, pero en esta zona
no fue posible detectar manchas visibles (ver Figuras 6 y 7).
Cuando se usaron las placas preparadas con polvo de celulo-
sa y el solvente "semi-stench", se logrd una mejor separacién de
las sustancias giberelinoides que en las placas de Gel H de Silica
(ver Figuras 8 y 9). Al examinar dichas placas bajo la luz ultra-
violeta, se observaron dos manchas fluorescentes amarillas que po-
siblemente correspondan a dos sustancias giberelinoides, pero al
hacer las pruebas de actividad qe los q;ferentes Rge no se encontrd
respuesta de efecto. Posiblemente el solvente reaccidnd con las

manchas e interfirid con el efecto de las mismas.

II. Determinacién de la actividad bioldgica de los extractos

A, Cambio del contenido de clorofila de las hojas de frijol
mutante enano.

Se usd esta prueba para establecer la relacibn cuantitativa
entre la actividad demostrada por la fraccidn neutral de los extrac-
tos obtenidos de semillas de frijol normal y enano y la actividad
de un estandard que fue el &cido giberélico en forma de una sal de
potasio con 80% de pureza y 20% de ingredientes orgd&nicos.

Para tener una base de comparacidn, fue necesario construir
una curva patrdn usancdo concentraciones conocidas de &cido giberé-

lico con una variacidn que fluctud de 10-3 a tres ppm (ver Figura
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A la izquierda representamos el cromatograma del
extracto de frijol normal. A la derecha los re-
sultados de la actividad de los diferentes Rf
sobre el contenido de clorofila de las hojas de
frijol enano. F1 8rea negra indica el incremen-
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Fig. 7 Representacidn del cromatograma del extracto de
frijol enano. A la derecha presentamos 103 re-
sultados de actividad de los diferentes Rf so-
bre el contenido de clorofila de las hojas de
frijol enano. F1l 8rea negra indica el incremen-
to de actividad sobre el control.
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10). La linea de regresidn asi obtenida sirvid para comparar los
valores de absorcidn de luz presentados por los extractos de frijol
normal y enano, atribuyéndoles asi una actividad relativa compara-
ble con concentraciones conocidas de A3.

La actividad bioldgica Ac¢ las manchas de ambos extractos que
presentan caracteristicas similares a las sustancias giberelinoides,
se presenta en el Cuadro 3.

En base a los valores de absorcidn de luz correspondiente
a cada mancha de los extractcs de frijol normal y enano, se hicie-
ron comparaciones con los valores de absorcién de luz alcanzado con
las concentraciones conocidas de &cido giberélico (ver Cuado u4).

Se di5 a las manchas de los extractos un valor aproximado
de actividad que se puede expresar en concentraciones de &cido gi-
berélico.

En forma cuantitativa la fraccion neutral de frijol normal
Yy enano presentan una concentracidn de sustancias giberelinoides
correspondiente a la respectiva actividad manifestada por las con-

centraciones de 4cido giberélico con las cuales se aproxima.

III. Pruebas bioldgicas de la fraccidn neutral de frijol normal y

enano en sus diversas formas.

La reaccibn presentada por las plantas enanas al ser atomi-
zadas con los extractos de frijol normal en su forma cruda y puri-

ficada se observa en el Cuadro 3.
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Comparando las medias de los tratamientos por el método de
Duncan, se encontrd que el extracto de frijol normal pasado por
cromatograffa de capa fina di6 un estimulo significativamente ma-
yor en las hojas, en relacidn con las que recibieron la aplicacién
del extracto crudo del frijol normal o con el testigo. No se encon-
trd diferencias significativa de respuesta entre el extracto crudo
del frijol normal y el testigo, pcsiblemente debido a efecto de
dosis (ver Cuadro 9).

En un segundo ensayo se probd el extracto crudo de semillas
de frijol enano sobre las hojas de frijol enano, los resultados se
presentan en el Cuadro 3. No sc encontrd diferencia de respuesta
a los tratamientos.

Seguidamente se probd el extracto de frijol enano pero en
este caso purificado por cromatografia, los resultados se presen-
tan en el Cuadro 3. No se encontrd diferencias significativa en
el contenido de clorofila de las hojas.

Por cromatograffa de capa fina se pudo determinar la pre-
sencia de manchas que cuando se les aplicd la solucidén de &cido
sulfirico y se las observd bajo la luz ultravioleta presentaron
caracteristicas similares a las sustancias giberelinoides. Estas
manchas se encontraron tanto en el extracto de frijol normal como
en el enano.

Para probar la actividad de dichas manchas se hizo un en-
sayo que consistid en la aplicacidén ce las manchas de los extrac-

tos de frijol mormal y enano separadas por cromatografia de capa
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fina a las hojas de frijol enano. También se aplicaron las sus-
tancias del extracto enano (sin las manchas). Los resultados se
observan en el Cuadro 3.

Se encontré que las manchas de los extractos de semillas de
frijol normal y cnano dieron respuesta diferencial sobre el con-
tenido de clorofila de las hojas de frijol enano tratadas con las
sustancias del extracto de frijol enano (sin las manchas) y el
testigo a un nivel de 1% de probabilidad. Al comparar las medias
de los efectos de las manchas de ambos extractos no se encontraron
diferencias significativas.

Para descartar la posibilidad de que existieran en el ex-
tracto de frijol normal otras sustancias que estimularan la expan-
sidn de las hojas de frijol enano ademd8s de su mancha de R¢ 0,36,
se probd el resto del cromatograma (sin la mancha). Los resulta-
dos se observan en el Cuadro 5.

Se compararon las medias de los tratamientos y no se encon-

traron diferencia significativa entre ellos.

IV. Pruebas biolbégicas con semillas de lechuga (Lactuca sativa L.

var. 'Merit').
Se encontré que las semillas que recibieron la aplicacidn
de A3 dieron un aumento en la altura del hipocdtilo, dando diferen-
cia significativa de respuesta en relacién de las plantas que fue-
ron tratadas con CCC y el testigc, al nivel de 1% de probabilidad.
Las plantas a las que se lcs aplicé CCC mostraron una disminucidn

en el crecimiento del hipocdtilo en relacidén con el testigo y con
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las plantas tratadas con A;. Esta diferencia fue significativa al
nivel de 1 % de probabilidad.

La longitud de las raices fue significativamente mayor en
las plantas que fueron tratadas con Ay en relacidén con las plantas
tratadas con CCC a un nivel de 5 % de probabilidad. No se
detectd una diferencia significativa entre las plantas que reci-
bieron A3 y el testigo. La longitud de las raices de las plantas
que recibieron CCC como tratamiento, disminuyd en rclacibdn con el
testigo y a las plantas que recibieron aplicacién de A3, dando una
diferencia significativa a un nivel de 5 % de probabilidad
(ver Cuadrc 6).

El segundo cnsayo consistid en aplicar a las semillas de
lechuga previamente germinadas, los extractos crudos de semillas
maduras de frijol normal y enanc. Los resultados se presentan
en el Cuadro 7.

Al comparar las medias de los tratamientos se encontr§ que
la altura del hipocdtilo de las plantas de lechuga que recibieron
el extracto de frijol normal fue mayor en relacidén con la altura
del hipocdtilo de las plantas tratadas con el extracto de semillas
de frijol enano y el testigo, a un nivel de 1 % de probabilidad.
Entre las plantas que recibieron el extracto de frijol enano y el
testigo no se detectd diferencia significativa.

La longitud de las ralices de las plantas de lechuga que
recibieron el extr;cto de frijol enano fue mayor en relacidbén con
la longitud de las rafces de las plantas que fueron tratadas con

el extracto de frijol normal y el testigo, al nivel de 1 % de
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probabilidad. Se encontraron diferencias altamente significativas
entre la longitud de las raices de las plantas tratadas con el ex-
tracto de frijol normal y el testigo.

El tercer ensayo consistid en la aplicacidn de las manchas
de los extractos tanto del frijol normal como del enano a las semi-
llas de lechuga previamente germinadas, estas manchas son las que
presentaron por cromatografia, caracteristicas similares a las sus-
tancias giberelinoides. Los resultados se presentan en el Cuadro
8.

Comparando las medias de los tratamientos no se encontraron
diferencias significativas en la respuesta de los tratamientos en
lo que respecta a la altura del hipocétilo.

Respecto a la longitud de las raices se manifestaron diferen-
cias significativas entre las plantas que recibieron la mancha del
extracto de frijol normal y el testigo quc fue el que mostrd mayor
longitud (a un nivel de 5 % de probabilidad). No se encontrd
diferencia significativa entrc la longitud de las raices de las
plantas que recibieron como tratamiento la aplicaciédn tanto de 1la

mancha del extracto de frijol normal come enano.

V. Ensayos bioldgicos para tratar de identificar un posible inhi-

bidor en el extracto de semillas de frijol enano,

Cuando se aplicd el extracto de frijecl enano en su forma
cruda y purificada a las hojas de frijol enano no manifestd ac-
tividad, pero si, las manchas aisladas del mismo extracto; en
base a estos resultados, se planearon ensayos para tratar de de-

tectar la presencia de una posible sustancia inhibidora en dicho
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extracto.

El primer ensayo consistid en la aplicacidn a las hojas de
frijol enano, varios tratamientos cuyos resultados se presentan
en el Cuadro 9.

Comparando las medias de los tratamientos se encontrd que
tanto A3 en la concentracidn de 1 ppm, la mezcla de A3 con el
extracto crudo de frijol enano y el extracto crudo de frijol nor-
mal, dieron efecto significativo sobre la expansién foliar de 1los
discos de las hojas de frijocl enano que recibieron la aplicacidn
de los extractos de frijol enano, la mezcla de los extractos de
frijol enano y normal y el testigo, a un nivel de 1 4 de proba-
bilidad. No se encontraron difcrencias entre los tres tratamien-
tos que estimularon la expansibén foliar de las hojas del frijol
enano.

El peso seco de los discos disminuyd en aquellas hojas que
recibieron los tratamientos de A3, la mezcla de Az y el extracto
crudo de frijol enano y el extracto crudo de frijol normal. Esta
disminucién fue significativa sobre el peso seco de los discos que
recibieron los tratamientos Ael extracto de frijol enano, la mezcla
del extracto de frijol enano y normal y el testigo a un nivel
de 5 % de probabilidad. No se encontrd diferencia de peso entre
los discos de las hojas que recibicron los tratamientos de Aa, la
mezcla de A5 con el extracto de frijol enano y el extracto de
frijol normal.

El segundo ensayo biolAgico para determinar la presencia de

una sustancia inhibidora en el extracto dc semillas de frijol enano,
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consistid en aplicar el extracto de frijol enano a las rafces de
las plantas de frijol normal y tratar de comparar la respuesta con
un inhibidor sintético comoc el CCC. Los resultados se presentan
en el Cuadro 10.

Comparando las medias de los tratamientos sc¢ encontrd que
el CCC produjo disminucidn en el peso fresco de las plantas en
relacidn con las que recihieron los tratamientos del extracto de
frijol enano y el testigo, a un nivel de 1 % de probabilidad.

Las plantas que recibieron el tratamiento del extracto de frijol
enano no mostraron diferencias significativas en relacién con el
testigo.

El peso seco de las plantas que recibieron la aplicacién
de CCC mostrd diferencia sobre el peso seco de las plantas que re-
cibieron el extracto del frijol enano y el testigo. El peso seco
de las plantas quc recibieron la aplicacién del extracto de fri-
jol enano fue menor que el testigo, dando una diferencia signifi-
cativa al 1 % de probabilidad.

Se hizo anflisis de la altura de las plantas y longitud de
las raices. Los resultados se presentan en el Cuadro 11.

Comparando las medias de la altura de las plantas y 1la
longitud de sus rafces, se encontrd que tanto el inhibidor natural
del extracto de frijol enano como el CCC Aisminuyeron la altura de
las plantas en relacién al testigo en un nivel de 1 % de proba-
bilidad. Cuando comparamos la altura de las plantas tratadas con
CCC y el inhibidor natural, se logrd determinar que el CCC disminu-

y6 en mayor proporcidén dicha altura que el inhibidor natural.
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Esta diferencia fue significativa a un nivel de 1 % de probabili-
dad.

En lo que respecta a la longitud de las raices, el CCC acortd
dicha longitud en relacidn con las plantas que recibieron la aplica-
cién del extracto crudo del frijol enanc y el testigo, dando una
diferencia significativa a un nivel de 5 % de¢ probabilidad. No
se encontrd diferencia entre la longitud de las raices de las plan-
tas que recibieron la aplicacibén del extracto del frijol enano y el

testigo.






DISCUSION

En las pruebas binldgicas con los extractos, se encontrd
que mientras ambas manchas de Rf 0,36 dieron actividad similar, los
extractos crudos de 1as dos lineas de frijol (normal y enano) dieron
resultados completamente diferentes. Se logrd establecer que tanto
el extracto de frijol normal comoc de enano guardan la misma relacién
en lo que se refiere a la cantidad y actividad de sus sustancias
giberelinoides.

Las sustancias giberelinoides que estén presentes en los ex-
tractos de frijol normal y enano, al ponerse en contacto con las ho-
jas de frijol enano estimularon la expansidn de las mismas. Esta
observacién muestra relacidn con lo investigado por Greene y Proafio
(12), quienes encontraron que A3 induce una reduccién en el conteni-
do de clorofila de las hojas, pero no alterd en ninguna forma la clo-
rofila ya que este fendmnno est& relacionado solamente con la expan-
sién de las hojas. Apoyado en esta propiedad de las giberelinas,
se desarrolld un método que determind cuantitativamente los cambios
en el contenido de clorofila de las hojas ccasionado por la expansién
foliar inducida por las sustancias giberelinoides. Con base a los
resultados expuestos podemos decir que este m&todo funciona eficien-
temente y es bueno para determinar la presencia de sustancias gibere-
linoides en diversos extractos.

En los ensayos con las semillas Ae lechuga se encontrd que

las manchas activas de ambos extractos nc manifestaron actividad,

pero cuando se probaron los extractos crudos de ambas lineas de
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frijol sobre dichas semillas,.el extracto de frijol normal mostrs
actividad, lo que demuestra la cxistencia de m&s de una sustancia
giberelinoide en diches extractos. Este hecho se comprobd poste-
riormente en cromatografia de capa fina, cuando se usaron las pla-
cas de celulosa y el ‘semi-stench” como solvente.

Aplicaciones de A3 estimularon el crecimiento del hipocé-
tilo y raiz de las plantas de lechuga, lo que concuerda con lo in-
vestigado por Frankland (10), quien determind que A3 estimula el
crecimiento del hipocdtilo en proporcidn logaritmica a su concen-
tracidn. El1 CCC produjo una reduccidn tanto en la altura del hdpo-
cbtilo como en la longitud de las raices, coincidiendo con lo ex-
puesto por Gaspar y Lacoppe (11), quienes consideran que el CCC ac-
tGa como una barrera en la sintesis de las sustancias giberelinoides.

En la determinacibén de la actividad de los extractos se
detectd en el extracto de frijol normal una pequefia zona de inhibi-
cidén, pero esta zona fue mayor en el extracto de frijol enano, 1»
que nos hace pensar en la posibilidad de que los rayos gamma afec-
taron al gen que controla a través del sistema enzimitico la produc-
cién de una sustancia inhibidora, que probablemente forma parte del
sistema regulador del crecimiento normal de la planta.

Se logrd determinar en el extracto de frijol enano la pre-~
sencia de una sustancia inhibidora especifica ya que no produce
efecto cuando se mezcla con A3, pero cuando se¢ mezcla con el extrac-
to de frijol normal inhibe 1la accibén de las sustancias giberelinoi-
des preSentes en dicho extracto. Esto pone de manifiesto que el e-

nanismo de las plantas usadas en nuestra investigacién posiblemente
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estd relacionado con esta sustancia inhibidcra.

El CCC y el extracto de frijol enano, cuando se aplicarion
a las raices de las plantas de frijol normal, disminuyeron el peso
fresco y seco de las plantas, pero el inhibidor natural lo hizo en
menor proporcidén. Esto probablemente se debid a efecto de dosifica-
cién. Ambos inhibidores disminuyeron la altura de las plantas. En
lo que respecta a la longitud de las rafices el CCC produjo dis-
minucidén de la longitud, contrario al efecto del inhibidor natural
que estimuld el crecimiento de ellas, lo que demuestra una vez més
la especificidad de esta sustancia.

Todas estas pruebas han reforzado la idea de que el control
del crecimiento de las plantas enanas de frijol, se debe a efecto
de esta sustancia inhibidora, que posiblemente no esti presente en
el extracto de frijol normal en la misma cantidad que en el extracto
enano o existe en él1, en una forma menos poderosa. Es bien conocido
en otras hormonas del crecimiento la presencia Ac¢ sustancias inhi-
bidoras que limitan la actividad de dichas hormonas para qQue no Sse
produzeca un desarrollo ilimitado que termine por dafiar la vida de
la planta. En este caso parece que la mutacidn en enano permite que
la sustancia inhibidora suprima completamente la accidn de las gi-
berelinas.

Aparentemente el mecanismo de accidn de csta sustancia inhi-
bidora es competitivo ya que no afecta en ninguna forma las propie-
dades quimicas de las sustancias giberelinoides presentes en el ex-
tracto de frijol enano cuando se separan por cromatografia, pero

cuando se encuentran tanto las swstancias giberelinoides como la
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inhibidora juntas en el extracto, sc frena la accibén posiblemente
en el sitio donde actfia la hormonz. Por ejemplo, si este "sitio"
es una enzima, podemos pensar que esta sustancia inhibidora se com-
bina con el grupo activo de la enzima. Cuando esto ocurre, sSe en-
cuentra bloqueado todo avance posterior de la reaccién y la enzima
es inactivada. En cierto sentido, podemos decir que el inhibidor

compite con el sustrato por la enzima.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos de esta investigacidn
sacamos las siguientes conclusiones:

1. El método propuesto para determinar cuantitativamente los
cambios en el contenido de clorofila de las hojas funciona
eficientemente y es bueno para detectar la presencia de las
sustancias giberelinoides en los diversos extractos,

2. Los extractos neutrales de las semillas de frijol normal y
enano mostraron poseer las mismas sustancias giberelinoides.
Estas sustancias manifestaron actividades idénticas en las
diversas pruebas bioldgicas.

3. El extracto neutral de frijol enano separado por cromatogra-
ffa muestra una zona de inhibicidn que inmoviliza la accién
de las sustancias giberelinoides presentes en los extractos
de ambas lineas de frijol. Esta zona de inhibicidn se en-
cuentra también en el frijol normal perc es menos poderosa.

4, Probablemente esta sustancia inhibidora controle el creci-
miento de las plantas enanas de frijol ya que suprime com-

pletamente la accidn de sustancias giberelinoides.
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RESUMEN

Esta investigacifén tuvo como principal objetivo el estudio
de los factores relacionados con el crecimiento y quec sSe encuentran
en la fréccién neutral de los extractos de semillas de frijol normal
Yy enano, que aparentemente controlan el crecimiento de estas plantas.

En las pruebas Ae cromatografia de capa fina se determiné
que tanto el extracto de semillas de frijol normal como del enano,
tienen las mismas sustancias giberelinoides, las que mostraron en
las diversas pruebas bioldgicas poseer igual actividad.

Se logré determinar en el extracto de semillas de frijol
enano la presencia de una sustancia inhibidora especifica, que in-
moviliza las sustancias giberelinoides de los extractos de frijol
normal y enano., Posiblemente esta sustancia inhibidora controla
directa o indirectamente el crecimiento de las plantas enanas de

frijol.






SUMMARY

The neutral ethyl acetate fractions of normal and Dwarf-1

mutant Phaseolus vulgaris L. sceds were analyzed by thin-layer

chromatography and found to be identical in gibberellin content.
Bioassays with these fractions using a dwarf bean lecaf disc test
revealed that the gibberellins isolated from either line were
equally capably of reversing dwarfism. The Dwarf-1 fraction con-
tained in addition a substance which was specifically inhibitory
to the neutral fraction gibberellins. Dwarfism was attributed to
an imbalance in the inhibitors regulating the gibberellins rather

than in the hormones themselves.
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Cuadro 3. Diferencias promedias del contenido de clorofila de los
discos de hojas de frijol enano, sacados antes y des-
pués de haber aplicado la fracciédn neutral de los ex-
tractos de semillas de frijol.

Diferencies promedias de absor-
Fuente del extracto cibn de luz del extracto de clo-
rofila en metanol a 665 mu

a. Manchas aisladas de los extractos obtenidos de igual cantidad
de semillas

Normal 65,0*% (ver Nota 1 en
pég. u40)

Enano 73,0%

Testigo 95,0

b. Efecto del extracto de semillas de frijol normal purificado
por cromatografia

Crudo 39,008 (ver Nota 2
en pi4g. u40)

Purificado 63,0%

Testigo 32,5

c. Efecto del extracto crudo de frijol enano (ver Nota 3,p4g. u40)
Crudo 50,008
Testigo 60,0

d. Efecto del extracto de semillas de frijol enano purificado por
cromatograffa (ver Nota 4 en la pégina u40).

Purificado 27,508
Testigo 29,5

e. Diferencias entre los efectos de las manchas aisladas por cro-
matograffa y los extractos crudos (ver Nota 5 en p&g. u40).

Extracto crudo de enano 105,0n8
Mancha del extracto de enano 129,5%
Mancha del extracto de normal 132,0%
Testigo 103,5

¥ Diferencia significativa al 5% de probabilidad en relacion con el
testigo.

N8 No significativo

Se compararon las medias de los tratamientos por la prueba de Duncan
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Nota 1: Las diferencias entre las manchas del extracto de frijol
normal y enano no fueron significatovas.

Nota 2: ANALISIS DE VARIANCIA

Fuente de Grados de Cuadrados medios
variacidn libertad Contenido de clorofila
Tratamiento 2 2.577,08%%
Error 27 398,61

Nota 3: ANALISIS DE VARIANCIA

Fuente de Grados de Cuadrados medios
variacidn libertad Contenido de clorofila
Tratamiento 1 10n8

Error 8 360

Nota 4&4: ANALISIS DE VARIANCIA

Fuente de Grados de Cuadrados medios
variacién libertad Contenido de clorofila
Tratamiento 1 yons

Error 8 1.190

Nota §5: ANALISIS DE VARIANCIA

Fuente de Grados de Cuadrados medios
variacidn libertad Contenido de clorofila
Tratamiento 3 2.245,35%%
Error 3y 6,021

k® Significativo al 1% de probabilidad.
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Cuadro 4. Actividad equivalente de las manchas de los extractos
neutros de frijol normal y cnano en término del &cido

giberélico.

Se usbd e. ensayo de los discos.

Fuente de la mancha

Actividad equivalente de Ag

Normal

Enano

0,1 ug m1~1

0,01ug m1l-!

Cuadro 5. Diferencias promedios de absorcién de 1luz.

Se usé el

ensayo de los discos y las sustancias del resto del cro-
matograma del extracto del frijol normal (sin las man-
chas activas).

Tratamientos

Diferencias promedios

de absorcidn de luz

Rest. del cromat.
de frijol normal

Testigo

del ext.
64,5008

69,00

ANALISIS DE VARIANCIA

Fuente de Grados de Cuadrados medios
variacidn libertad Contenido de clorofila
Tratamientos 1 101,2508

Error 18 322,92

Cuadro 6. Valores promedios de la altura del hipocdétilo y la lon-
gitud de las rafces en milimetros de las plantas de
lechugas tratadas con A3 y CCC.

Tratamientos Alt. del hipocétilo Long. de las raices
(mm) (mm)

Ay 29,0% 22,0n8

cCc 5,1% 16,1%*

Testigo 6,7 23,1

(ver nota 1 en la p&gina 42)
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Nota 1: ANALISIS DE VARIANCIA

Fuente de Grados de Cuadrados medios
variacidn libertad Alt. hipocét. Long. raices
Tratamientos 2 1.675,05% 158,08%
Error 27 65,63 4,54

Cuadro 7. Valores promedios de la altura del hipoecdtilo y la lon-
gitud de las raices en milimetros de las plantas de
lechugas tratadas con el extracto de frijol normal y

enano.
Tratamientos Promedios
Alt. hipocét. Long. de raices
(mm) (mm)
Ext. de frijol normal 15,14% g,00ns
Ext. de frijol enano y,oons 14,20%
Testigo 3,80 11,10
ANALISIS DE VARIANCIA
Fuente de Grados de Cuadrados medios
variacidn libertad Alt. hipocét. Long. raices
Tratamientos 2 1.329,03%%* 96 ,10%%
Error 27 4,11 6,46

Cuadro 8. Valores promedios de la altura del hipocdétilo y la lon-
gitud de las raices en milimetros de las plantas de
lechugas tratadas con las manchas activas de ambos ex-
tractos de frijol normal y enano.

Tratamientos Promedios
Alt. Hipocétilo Long. raifces
(mm) (mm)
Mancha del ext. normal 5,000S 27,0008
Mancha del ext. enano 5,00M8 24,7008
Testigo 5,50 29,80

(ver Nota 1 en la p&gina u43)
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Nota 1: ANALISIS DE VIARIANCIA

Fuente de Grados de Cuadrados medios

variacién libertad Alt. hipocbét. Long. rafces
(mm) (mm)

Tratamientos 2 0,8508 65,23%

Error 27 0,61 10,73

Cuadro 9. Diferencias promedios del contenido de clorofila de los
discos de hojas de frijol enano y peso seco de los mis-
mos. Se usd el ensayo de los discos.

Tratamientos Promedios
Dif. de Absor. Peso seco de
de luz a 665 mu los discos (mg)

Ext. de frijol normal 237 ,1u*% 16,u6%*
Mezcla de (A3 + Ext. enano) 245,00%% 16 ,40%
Acido giberélico 235,71k% 15,u8%
Ext. de frijol enano 151,1808 21,1708
Mezcla de los Ext.(Nor + Ena) 150,00PS 21,317°
Testigo 159,008 21,28"%

ANALISIS DE VARIANCIA

Fuente de Grados de Cuadrados medios
variacidn libertad Cont. clorofila Peso seco
(mg)
Tratamientos 5 335.836,96%% 69,08%%
Error 37 22,77 7,32

Cuadro 10. Valores promedios del peso fresco y seco de las plantas
normales de frijol, tratadas con el extracto de semillas
de frijol emano y CCC

Tratamientos Promedios

Peso fresco(mg) Peso seco(mg)
cce 2.729,0% 196 ,0%
Ext. de frijol enano 8.747,008 687,0%
Testigo 9.357,0 916,0

(ver Nota 1 en la p&gina uu)
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Nota 1: ANALISIS TE VARIANCIA

Fuente de Grados de Cuadrados medios
variacidn libertad Peso fresco Peso seco
Tratamientos 2 434260.211% 409.021,4u%
Error 6 14392.704 2.574,45

Cuadro 11. Valores promedios de la altura y longitud de las raices
de las plantas de frijol normal, tratadas con el extrac-
to de frijol enano y CCC.-

Tratamientos Promedios
Alt. de plantas Long. de raices
(cm) (cm)
CcCcC 15,33% 8,50%
Ext. de frijol enano 38,33% 23,00%
Testigo 85,57 17,80

ANALISIS DE VARIANCIA

Fuente de Grados de Cuadrados medios

variacién libertad Alt. de planta Long. de raices
(cm) (cm)

Tratamientos 2 3.858,11% 168,69%*

Error 6 114,58 8,75
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