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1. NTAOpUCCION.

€1 estudio del cultivo de esphrrago por téenicas de micrg
propagacién abre las puertas a una nueva economis mindial y na
cionsl. Sobre todo a nivel nacional, donde ya no sarl necesa -

rio importar "plantas sadre® porqus serd posible producirias.

Por otra parte se podrd ver acentuada 1s produccidn, pore
que no serf necesario poner cinco o sis seaililss pars obtemer-
una plants, y todavis asi correr el riesgo de que el embrién -
suers, ya sea por condicionss asbientales desfevorsbles o por-
sgentes contaminantes, Sastacd con sesbrar el tejido apropisdo
en ol medio adecuado,

£n el tezrent de conpums comercial, muchas especies que -
resultan caras, entre esllas el espirrago, podrin reducir sus -
costos.

€1 estudic aisee da lon requertaientos mutricionales y a8
bBientsles de 18 plants, hard posidle que cualquier especie se
éulun onh cuslquier parti. Yy no 3010 e90, 8in0 gQque también -
pueda supacvisarse y snriquecerse sl vegetal pars dar mejoces-
rendimientos en cuantc a slimentaciln husens y animel se deeti
Aey pudiendo traer un increments intslectual de 10¢ pushlos.
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IX. OBJETIVO.

Establecer las condiciones hormonales que favorecen la =«
proliferacién y diferenciacidn del esplirrago cultivade "IN =
VITRO"; estas condiciones ge refieren a diferentes concentrae
ciones de ANA (kcido naftalen acftico) con KIN {cinetina}, ©

blen, ANA sn combinacién con 6-BAP (6-Dencilaminopurine) .
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I11. GENERALIDADES.

Las hormonas awe ias plantas o fltohormonas, son regulade
res producidos por las mismas plantas, que en bajas concentrs
clones regulan los procesos fisiolégicos de &stas. Por lo coe
nln 1as hormonas se desplazan en el interfor de las plantas ,

de un lugar de produccién a un sitio de accién,
Las hormonas de las plantas estén divididas en 5 grupos:

1.~ Las AUXINAS fncluyen el Acido {ndol acético, el 4ci
do fenoxiacético (sintético), el 2,4-D (el &cido 2,4-dicloro-
fenoxjacético), (Ver figura 1),

24=Las GIBERELIMNAS: Son compuestos de Acidos o esteroie=

des y comprenden 40 estructuras diferentes, (Ver figura 2),

3e.=Las CITOCININAS: Todas tlenen substitufdo su we por-

compuestos de adenosina. {Ver figura 3).

4.= E1 ACIDO ABSCISICO que representa a este grupo es un
derivade de unidades isoprenoides como son las giberelinas,

(Ver figura 4).

S«=E1 ETILENQ que es 1a nds simple de las hormonas de=-
las plantas, es un gas y como tal es facilmente expansible =
de sus 6rganb= de produccién para érganos de sensibilidad,

(Ver figura 5),
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Son interesantes las 5 clases de hormonas, dos des ellas~
son generadas por 1a blosintesis del fcido mevalénico,

El stileno as producido por el matabolismo de la metioni
na; vy o3 dcido indol acético es producido por la remocibn del
carbono y sl nitrégeno del triptofano.

Las citocininas, en términos de sintesis, son probable--
mente 1as hormonas mfs complejss. FPosiblemente son produci--
das por el rompimiento o descomposicién del RNA de transferen
cia (RMAt). Dentro del RNAt {ntacto, la mitad de la adenosina
es modificada por la adicisn de un grupo isoprenoide; subse-—
cu-nteucnte' el RNAt es probablemente degracdado, cediendo a I-
sopentil adenosina (IFA), la citocinins endégena.

Oesafortunadamente las hormonas de las plantas y sus ace
cliones aoc han sido bien entendidas, y el principal obstéculoe
a esto es que dichas hormonas tienen la propiedad de extendeg
se y completar sus efectos sobre su propis accidn y la de o=e
tras, Muchos de los descubrimientos de 105 efectos de las hor
monas sobre el metabolismo de los bcidos nucléicos, la sinte=
sis de protefnas y la sintesis de ensimas especificas lleva-=
ron a pensar que el mecanismo de accifn de las horwonas podia
snvolucrar el control de la produccién de RNA msi}cro (RNAR)
¥ 1a sintesis de ensimas,

A fines de los ahos 50 se encontrd que las hormonas de=
las plantes medisban un efecto sobre el Crecimiento celular -
an pocos mimutos. Esto implica una pespuests répida 8l mecs--
aisno de acciln de ls hormonaj consecuentemente esos efectos-
no podien ser mediados por el cambio de velocidad o tipo de~
sintasis de los bcidos nucléicos o de proteinas especificas.

Esto queda Claro en hormonas anissles, ys que éstas pri-
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sere intersctfan con la célula animal por unién con un recep-
tor de sitio locsl de algén tipo deatro de la célula,

v los bioquimicos y fisidlogos en plantas estin empeaando~
8 considerar que muchas de las hormonas de plantas comparsdas
con las hormonas animales involucran en su unidn a agentes ra
ceptores, &stos rsgressn esplificademente la eccién de 1a hog
sona y 4si de ess modo dan cambios especificos en 1a sintesis
dc_' dcidos nucléicos, en ls sintesis de proteinas, en 1a acti=
vidad enzisbtica y posiblements otras respusstas fisiolégicas
tales como cambios en la permeabilidad de las membranas,

Se ha puesto énfasis sobre l1os lugares de unifi o inter-
accidn dentro da le céluls entre hormona y receptor espec{fi.
co, esto pusde reqular el crecimiento y desarrollo de las oé-
lulas de plantas.

Cuando una mmm o8 aplicada para dar una respuests en
el sistema plantular, esto provoca un cambio especi{fico que -
puede ser medido blaquimicamente o por sus efectos fisiolédgi-
cos,

Dos aspectos diferentes de 108 efectos medidos son invo-
luccados:

8) £] casbio dentro del metabolismo.

b} Y los pasos que conducen el sfecto flsiolégico. '

Usualmente 1a interaccidn molecular en sus sitios de u-
nidn entrs NOrmONA y CeCeptor se refieren al mecanismo de a—
ccibn, aunagque Bste pueds depender de ottros factoces.

Esto s posible para 103 mecaniswos hormonsles dentro de
un sistems plantular pars inducic une serie de respuestas fi-
sioldgicas que pusden ser ¢ompletamente diferefites en un se=
qgundo sistema plantular, Esta diferencis en el mcdo de accidn
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puede deberse & qua en Un segundo sistews existan otras hormg
nas, otros componentes biolSgicos u otras estructurss y dife-
cenciass citolégicas.
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ACCION D€ LAS AUXIMAS.

Entre los reguladores de crecimiento de las plantas uno-
de los whs estudiados han sido las suxinas. Esta clase de hor
monas se sabe que promueven el alargamiento o elongacién celuy
lar, proceso que requiere extensifn de la pared celular,

En 1940 la sayoria de los estudios sobre auxinas estaban
enfocados al estudio de la pared celular, ya que se creia que
estas hormonas modificaban dicha pared para permitir la expan
s16n celular, o que tal ves, hacfan a la pared mis eldstica -
por medio de hidrélisis .

En 1953 se publicd un reporte que mostraba que la auxina
endfgena, fcido indol acltico (JIAA) afectaba el RNA y DNA de
las plantas. Dicha auxina incresents sl contenido del bcido -
nucléico dicho incremento es debido a que-1a auxina induce el
crecimiento de tejido, 1o cull es Sptimo para =1 alargaminnto
celular. Siguiendo este descubrini:nto, muchas investigaclio—-
nes se enfocaron al aecanismo por el cudl 1s auxina incres:n-
taba la sintesis de &cido nucléico, Gran parte de este descu-
brimiento fu€ empezado por wast y Key en 1960 en Illinois, e-
llos demostraron que 1s auxina gintética, el Scido 2,4-Diclo-
rofenoxiscético (2,4-3), Aptoduch camblos morfolégicos y fi—-
31016g1icos en algunas partes del safs y el haba. Después de -
ser tratados con el 2,4-D entre las 15 y las 24 horas, fub -
percidbido un alargamianto calular e incremsnto en el tassfio -
de los nlcleos, tembdbién se cegistrd un incremento del RMA y =
on mayor cantidad del RMA ribosomal.

Kay ¢ Ingle (1934) demostraron que 1la auxink controls la
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sintesis de bcidos nucléicos y el RNMA ribosomal, y el tipo de
‘REA mensajero.

Los subsecuentes experimentos de O'Arlen (1968) mostrae=—
ron que ls auxina causa un incremento en la cromatina directa
de la si{ntesis de RNA, en el tratamiento de habas con auxina,

Pub de interés notar que esta auxina, inductora de la .=
sintesis de RNA produjo un tipo de RNA diferente al RHA COne—
trol, diferente en cuanto al tasafo de sus moléculas las cua-
les fucron mis grandes, “igulendo esta frea de descubrimiens-
tos (Hardin y Cherry, 1972) mostraron que la 2,4«D incresenté
1a actividad de la RNA polimerasa. Este experimento abrié la-
interrogante si la auxina producia cembios & factores ligados
al citoplasma o & la meabrana y as{ ellos pudieran enaltecer~
la actividad de la RNA polimerasa.

Hardin (1972) hipotetizé el sigufente mecanismo de &=
ccién de las auxinas: la auxina se une al sitio receptor, de
estructura semejante & ella, localizado en la mesbrana plas-
mitica, El receptor es entonces liberado, penetra al nicleo-
donde regula la actividad de la RNA polimerasa.,

El incremento en la actividad de 1a RMA polimerasa ha—
ce que haya un incresento en la sintesis de RNAm, y éste a-
3u vez hace que se incramente la sintesis de protefnas especi
ficas en sus lugares de origen dentro de 1la célula.

La interrogante es nhu' si la suxina en su primers acci
&n se une o rescciona con sl receptor, o si penetra solamente
con el receptor y espless s #ctuar en sitics posteriores.

E£] metabolismd celular se lleva & CAMS uUna ves que 18 &y
xina ha ressltado al ncwtor-nhwhr y & su sitio de accie
én en la célula, £l cembio en 1a sintesis de dcidos nucléicos
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produce una actividad incrementads de varias ensimss 3s0Cise—
das.

REGULACION OE LA PARED CELULAR.

Cuando la pared celular se alarga se lleva a cabo un ine
cresento en mass y en volumsen,

El peso seco del material de la pared celular se incre--
sents debido al slrgamiento celular, sin embargo, el espesor=
¥ 18 densidad de dicha pared permanecen constantes.

Pacece ser que 1a sintesis de la pared celular es funda-
mental durante la slongacién celular., Por muchos afios se ha -
pensado que la auxina incrementa dicha elongacién prowmovien-
d0 la sintesis de la pared celular,

La auxina para persitir el incremento de la extensién de
1a pared celular debe regular la asctividad de las enzioas in-
volucradas en en la sintesis de dicha pared, liberkndolss, vy
ss{ ellas catslisan el rompisiento entre varias uniones de o}
crofibrillas de 1a pared.

Los tejidos de plantas que responden & la auxins incre=-
mentando su elongacidn celular, también presentsan un 1ncréme9_
to en las células liberads de la pared, Sin embargo hay que =
tener en cusnta que 1a cinética de induccién de 1la suxina va-
ris considerablemente de tejido a tejldo, y de concentraciéne
8 concentraciln. Por ejemplo @l crecimiento en la obscuridad-
de coleptilos de mafs registran un proceso de liberacién de =

su pared muy’lento, en una concentracién de 10~% M de 1a auxy

R3. Sin embargo el mismo tejido en concentraciones de 10'2!1 -
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de la auxina, tiene un alargsaiento total entee 2 a § horas.

£s de interds hacer notar que sl rango de la slongécibn-
da 18 pared celular as{ como la medide del incremento de la =
secciln alargada e3 mucho BAYOT que &l incresento en le exten
81én (3 lo ancho) de 1a pared. Asf, Cambios considerables den
tro de la extensisSn de la pared celular causados por la suxi-
na, pusden &fectar el crecimiento de una maners difecente,

En algunos tejidos wegetales la velocidad da crecinlento
es constants, y la extensidn total de 1a pared casbia, En o~
tros tejidos 1a velocidad de crecimiento no es constante pore
lo que ia extensién de la pared, por algunas periddos de tiey
permanece constante.

Actualmente se cree que la auxina provoca un cambio bioe
quimico en la pared, quizfs por rompimiento o modificacidn en
las unijones de la cadena de polisachridos de la pared, Estose
canbios on la pared son entonces transferidos hacis dentro’ -
provocando una presidn que produce 1a elongecida,

Es relevante discutir como afecta la auxina lag uniones~
dentro de la pared celular, y cudles son los cambios bloguimi
cos que tienen lugar ducante 1a elongacién celular, observane
do el efecto de la aunina sobre variss enzisss asociadas & la

parad celular.
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JACCION DE LA AUXIKA SOBRE LAS ENZIMAS ASOCIADAS
A LA PARED CELULAR,

El efecto mhs marcado de la auxina a altas concentracio-
nes de IAA fué la induccién sobre 1a formacidn de enzimas ta-
les como la celulasa, poligalacturonasas y otras hidrolasas,-
en cotiledones de chicharo (Dakto y Maclachlan, 19(3).

Se 1lavd a cabo otro experimento para reafirmar el antes
rier., Se ensayd sobre una {ceparacisn ribosomsl, in vitro, de
células de chicharo tratadas con IAA, (Davis y Maclachlan =
1369), y el resultado fué positivo,

Se observé también, que 1a auxina no sclo astimula la =
sintesis de celulasa sino de glucan sintetass,

Maguds y Yamamoto (1970) aislaron la enzima fungal b=1,3
glucanasa de un cultive de Sclerotinia Libertans y demostra--
ron que dicha enzima induce una elongacibn répida de la pa-
red celular en segmentos alslados de coleSptilos de avena.

En otros estudios Masuda (1970) compard la actividad de-
la b=1,3 endoglucanasa con las actividades de la exoglucana=
88, en células de coleSptilos de avena, se ancontrd que 1a =
sxoglucanasa aumentd la elongacibn y extensiSn de la pared,

Pero estos efectos no fueron sumados & los efectos del-
IAA, adends 3¢ requirié una incubacién de 3 horas minimas pa-
ra el engrandecimiento de la elongacidn,

La endoglucanass definitivamente no produjo efectos de g
longacién de la pared celular,

La accién de 1a suxina sobre 1» xiloglucanasa soluble .
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puade ser ensayado con relativa facilidad y precisidn. Se ha
registrado Una activaciée de dicha ensima entre los 15 a 30-
minutos despuds de emxponer el tejido al IAA, Se ha que éste
¢8 uno de los efectos metabdlicos sbs ripidos de la auxines,

Este efecto de la auxina persiste sin bajo una Anhibie=
ci6n osmética completa de elongacidén causada por un inhibi-
dor metadbdlico que se sabe bloquea la elongacibn, este inhi-
bidor s el manitol,

Parece ser gue Is xiloglucansss esta implicads en la a-
cciln de ls pared celular, ella dirige la elongacién en la -
célula da chicharo. Segin un modelo reciente de la estructu-
ra de la pared celular, la xiloglucanasa sicve gde unién entre
1s matris de polisachricos y las microfibrillas de celulosa.
{Baver 1373).

REGULACION DEL MATERIAL GENETICO

POR LAS AUXINAS,

Daspubs del descubrimfento del RNAm fué sugerido que la-
regulacién genftica por la accibn auxinica requer{s un con~--
trol especifico a través de 1a sintesis del RKAm,

Usando inhibidores de 14 sintesis del RNA, Key e Ingle -
(1964) notsron que el tratasiento de hipocStilos de hadbas con
ol S~fluorourscil (5-FuU) tnhidie 1a sintesls de RKA en un 80%
|ientras que el proceso de crecimiento procsdis normalmente,

Cstudios anteriores sobre fraccionss de dcidos nucléicos
on hipocStilos de habas 1lsvados & cabo en columnas de Kiess)
guhr con albGmina metilads sarcads, mostracon que el 5=FU e



13w
nhibla la incorporacién de la adenosina difosfato dentro dele
RNA ribosomal, pero no en el RNAm en el cual si hubo clerta a
dhesidn, Experimentos adicionales con soys mostraron que el =
5<FU no afectaba del todo la unién de la adenosina al RNA, cu
ya sintesis es favorecida por la 2,4=D,

Sen y Roychoudury (1965) mostraron qu= el nlcleo aislado
de células de leche de coco respondieron a la auxina produci-
ando més RNA in vitro, En base a estas observaciones se propy
30 que la auxina afcta directamente al nficlec regulande la in
formacién genética. El DNA patrén expuesto a la auxlna se mo-
difica y ya modificado se transcribe al RNA,

Para probar esta hipétesis Cherry (1967} mostrd que en =
nicleos aislados de cflulas de cotiledén de cacahuate in viee
tro, no respondieron & la 2,4=D a concentrautonr- dn 108 a
107 M. ubservé que 1 de cada 10 tentativas el nficlec in vitro
respond{a a la hormona produciendo més iNA.

As{ se demostrd que la auxina no tiene efecto sobre el =°
nbcleo alslado; in vitro, para producle RNA,

Posteriormente se hicleron otras investigaciones, se es=
tudio sobre ndcleos aislados de semillas de haba pretratadas-
con la 2,4«D, estos nécl.cs sintetizaron el doble de fcido nu
cléico. Sin embargo experlmentos de O'Brien (1968) mostraron=
que la cromatina aislada de hipocétilos de haba no respondlie-
ron in vitro al 2,4=D,

En todos los experimentos los tejidos necesjtaron ser tra
tados con un regqulador de crecimiento y transcurridas 2 horas
de su aplicaci{én se pudo percibir algln efecto sobre la cromg
tina aislada directa de la sintesis del RNA, Sin embargo en o

tros experisentos se pudo observar algln efecto de la hormona
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a los 30 min., Asf se llego a 1a conclusibn de que el incremen
to prograsivo en 1a sintesis de RNA de la cromatina directa «
«2 uns funcibn del tliewpo.

De es0s sxperimentos también se sugirld que un mejor ren
dimiento de la suxina fuf el resultado de una RNA polimerasa-
wfs activa precediendo un Iincremento en 1a sctividad del DNA-
patrén, o que tal ves ambos efectos se lleven & cabo indistip
tamente.

Experimentos posteriores en la presencis de 18 RRA polie
merssa U+ 13 Eo Coll y lac plinlas tritadas con 2,4«D, la cro
matina de ambas regulada, permitieron la sintesis de cantide-
des similares de RNA en saturacién con la polimerasa.

Sa concluyé que primerasente la suxina promusve 1a RNA -
polimerass endégens, y después promusve 1a activided de la -~
croaatina pateéa,

Cuando se hizo posidle solubllizar 2a RNA polimerasa de-
la cromatina (Hardin y Chercy, 1972) doa aspectos importsntes
fuaron notados: )

a) No habia sido posible mostrar que la adicién de aunie
na in vitro, solubilizara a 18 RNA polimacass, © que la croms
tina incrementars 1a velocidad en la sintesis de RNA, (Hardin
1970} 4

BIQue de los muchos experimentos efectuados, parece que~
el tratamiento de plantas sensibles & 13 auxina da una mayor-
produccién de RNA palimerass (Hardin y Cherry, 1972).

La RNA polimerasa es la ensima que se cree esfa presente
an ol nucledlo dirigiendo la sintesis de RNA y ls transcrip--
€140 de) RMA ribosoas) para el ridbosoma.

Este dato coincide con el hecho de que grandes incremens
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tos se registran del RNA ribosomal y de ribosomas después de}
tratasiento con auxina, Sin embargo son inconsistentes con «
18 idea de que la suxina incremente 1s actividad de ls RNA po
limerass, la cual trangcribe la secuencia (nica del DNA 8}

RNA mensajero,

ACCION DE LAS AUXINAS SOBRE

LA _MEMBRANA PLASMATICA.

La auxina actla répidamente sobre las membranas celulge
res, regulandc la salida de materiales activos de crecimiento
stravesando la membrans plasnfitice y ls pared celular,

Hipotéticamente el transporte y la accibn de 1la auxina
sobre el c-rccl-tento involucra interacciones con algunos~
transportadores o acarreadores de {ones localizados en 1s mam
brana plasmbtica. El receptor local espacifico de la auxina -
debe estar localizado en la membrana plasmftica, ya que ia -
hormons cambla la permeabilidad o algunas propledadas fisicas
de la membrana.

Con esta hipbtesis, Lembi (1971) empezd estudiasr los sie
tios reptores en la membrana plasmitica para la auxina, Para-
ello empleo un fuerte inhibidor competitivo del transporte, =
el $cido naftalen ftdlmico (NPA) marcado, ya que es el mis ps
recido a 1s aunina y asf lucharis por el sitioc receptor de la
auxina. Pudo observar, *n granos de maiz, que hubo gran canty
dad de NPA unido a la mesbrana plasmftica, pero tasbién lo hj
bo de la suxina, As{ pudo comprobar que el IAA tiene sitios =
receptores especificos, .

Hertel (1972) sigulendo esta lines de investigacién tam—
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bibn detects,en granos de mais, uniones especifices para el -
TAA Y ANA (Bcido nattailen achtico). Despuls de ensayar varias
concentraciones para qus se illevaran & cabo las uniones, des~
cubrié que se registraban uniones constantes de dichas suxfe-
nas en el rango de 107% & 10°%M, La especificidad de la untén
como un fénomeno de auxina, ful indicadc por las semejanzas -
entre ANA @ 1AA, ya que ambas son transportadas y son activas
en el crecimiento, Sin embargo no pudo explicar porque la =
2,4-D, suxina muy activa, compitié relativamente sin fuerss -
con 18 IAA D ANA,

Hardin (1972) propusc que &l r:canismo de accidn de la 3
uxina se llevabs a cabo de la clquicnte manera: La auxina nes
tive IAA ¢ 1a 2,4~D(sintética), provocan camblios de conforma-
cién en la membrana plasmhtica, causando la liberacién de uhe
raceptor dentro del clitoplasma, Este receptor pudiera ser o -
no el agente de unidn ton el que la auxina interactfia, Deseee
pués 21 receptor liberado de la membrana piasmbiica regresas
al citoplasma y viajando por £1, llega al nlcleoc, donde la sy
xina incrementa la actividad de ia RNA polimerasas,

De una publicacién reciente (Shyssals y Gorski, 1969;Jen
sen 1968) se ha podido establecer cisrta analogfa de este me=
canismo de sccidn con el mecanismo de accién de hormonas en =
siatemas anisales. Hay interdaccién entre la hormona y nl re~-
ceptor, despubs juntos emigran dentro del nGelec donde es cop
trolads la sintesis de fcido nucldico,

En ests 1{nea de investigacién Herdin (13972) #1s1é protg
plastos de hada, 18 adicién de menbrana plasmftics a la RNA =
polimerass dal hadba csusd incresento en 1a alntesis de RNA in

vitro.
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Posteriormente se denostré que el pretratamiento de la-
msesbrana con 2,4=D en una concentracién de 10" gncrementa-
'gtlndclento 1a actividad de la RNA polimerasa. Esto se veri-
£1ico al hacer una centrifugacifn y el sobdrenadante mostrd -
contener RNA polimerasa estimulada,

Ls liberscidn quimica de 1a RNA polimerass parece ser es
pacifica da la auxina,

Se hicleron otros estudios para ver cull de las m0ltl -
ples RNA polimerasas era estimulada y se encontrd que 1a adi-
cién da memdrans plasmitica a una preparacidn semipurificada-
de RNA polimerasa, y esta adicién enaltecid a la polimerasa -
sensible, s-amanitina.

Por analogias de estudios con la RNA polimerasa animal,-
esos datos implican que la auxina incrementa la RNA polimera=
sa nfcleoplasmbtica, enzima que se sabe que transcribe la in=-
formacibn dal DNA dentro del RNAm, Si esto es clerto, entone-
ces cuando 1a enzima es sensible a 1a auxinas, ésta Gltima deg
puds de liberer al receptor, puede regular la transcripcidn -
de ls secuencia finica del DNA a través del control de una en-

sima aspecifica,
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RgsmEN,

Los estudios de la accién de las auxinas scbre células -
de plantas, en los Gltimos afos ha trafdo un cambio en las i~
deas que se tenfan sobre el concepto del gen y sobre la accle
Sn de la auxina con"respuestas répidas”., También se ha abler-
to un &rea nueva de investigacién por la accién de la auxina-
sobre sus receptores membranales y otros orgsnelos, ys que «
conduce respuestas rdpidas sobre el crecimiento, y respuestas
largas en cuanto a la modificacién en la sintesis de fcido nu
cléico y 1a si{ntesis de protefna.

La unién de la auxina con los sitios receptores en la =
membrana plasmftica ha =stimulado el interés dentro del conwe
cCepto de "rﬁERZA DE LA HORMONA™, ya que dicha fuerza provoca«
camblos de conformacidn en la estructura de la membrana, Ade=
nés la membrana se torna mis permeable, causando un Ancremen-
to de lones a través de ésta, S1 1a hormons localiza un recep
tor sobre la membrana se¢ forma un complejo hormona-receptor =
membranal ocasionando un cambio en la conformacidn de ésta, -
al tener una conformacién diferente la membrana el receptor -
se libera de ella por haber camblado su formae

Se ha propuesto que el receptar se mueve hasta llegar al
nlicleo de 18 ¢élula y una ves ah{ incrementa la actividad de
1a RNA polimerasa. Esta ensisa a su ver induce la sintesis -
del RNAm, el cual codifica las prote{nas y esto da como resu}
tado que 1a auxina acelere ¢l crecimiento.

Se ha visto que un niimero considerable de enzimas son &=

fectadas por la auxina, entre ellas estén: las hidrolasss, -
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particularments la celulass y otras enzimas asociadas con 1a=
degradacién y la sintesis de ls pared ceitular. 5in embacgo 1s
acciln sobre ssas ensimas ss un efecto secundario, ya que ese
to no interfiere con el primer mecanismo de sccién de la aux}i
ns,

€n ssencla las auxinas controlan una multitud de respueg
tas fiaioldglcas y biogquimices dentro de las plantas.

E] primer sitio de scclén de 1a hormona esth localizado-
en la membrana plasmbtica, ya sea dentro o en la superficie,-

E]l cambio a este nivel en particular, ys sea de funcibne
0 de estructura da 1a iiberaciln de un factor que se mueve
dentro del nfcleo, ocastons un control no'br- 1a actividad de
1a RNA polimarasa, }o que conduce a una modificacién en ls «~
sintesis del RNA dentro del gen, que pusde quisés, no ser =
transcrito del todo, y as{ se ocasions un cambic en 1a trans-
cripeidn del DNA, De este modo podrfa inducir a la sintesis «
de nuevss protefnas, déndose un cambio en sl potancisl de crg
cimiento. (Véase figura 6)e
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[+ NINAS,

€l thrmino citocinina ha sido aceptado universalmen
te como nombre gendrico para substancias que promueven la di~
visidn celular y ponen en accisn funciones regulatorias de -
crecimiento,

Las pruebas y sintesis de compuestos para la actividad -
de citocininas emplezs con el descubrimiento de la cinetina,-
6~furfurij~amino-purina (6-BAP),

Hoy en dia cxisten m8s de 100 citocinlnas conocldas, en~
tre sinteticas y naturales,

Los requerimientos estructurales pars una activiidad alta
en las cltocininas generalmente incluyen una molécula de adew
nina con un anillo de pucina intacto ¥ con un substituyente -
de. tamsio mcderado en el Ns.

Una excepcidn para el requerimiento en el N6 es la difee
nil~-ures y sus dervados. Clertamente otras substanclas que ca
recen de un anillo de purina como la S—azacinetina, la Gebenw
cilamino=8~azapuring y 14 6={3-matil-2~butenilaming)-E-azapu=
rina s0lo pressentan un 10% de actividad.

Ls substitucibn del n°
resultado un 90% mfs bajo en 1a actividad de promocidn de crg
cimianto en el tabaco, :

Las citocininses juegan un papsl lmportante en todas lage

de 1a adenins por O o 5 415 comoe

fases de dessrrollo de la planta, desde 1a divisién celular -
haste 1s formacidn de flores y frutos. Afectan el metadolismo
incluyendo las actividedes de anzimas y 18 biosintesis de fag
torss de crecimiento, Tambiln influyen ls biogénesis de los -
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organelos v los flufdos asimilados y 10s nutrientes dentro de
la plantas,

Las citocininas retardan la vejes y pueden protejer a la
planta contra las circunstancias adversas del medio ambiente,
como por ejemplo la violencia del agua.

Estos efectos ten diversos provienen de algunas funciowe
nes anabblicas primarias de las citocininas, y que todavia no
han sgido bien elucidadas.

Las citocininas han sido encontradas dentro !s las moléa
culas del RNAt en gran nlmero de organismos incluys=ndo bactee
rias, uvnﬂuras; plantas y animales, {(Cherry y Anderson,1971),

La citocinina naturel, isopsntil adenina (IPA), se loca-
11za junto al anticodon, adem&s 21 grupo isopentll as requeci
do por el RNAt espec{fico para realizar eficizantemente la s!g
tesls de protefnas.

Resultados recientes mostraron que la citocinina dentro-
del RNAt puede tencr una importante funcién regulatoria en la
s{ntesis de protefnas.

En las semillas de haba (Anderson y Cherry, 1969)1a apl}
cacibén de la cltocinina G=benciladenina produjo un incremento
on 1os nivelss de dos especies de leucil«RNAt, Aunque no obe-
tante la relaciln de las citocininas y el RNAt puede no ser =
directamente asociada con la acciln primaris de las citocini-
nas sobre la actividad celular, y el control de la sintesis »
de proteinas por medio de la alteracién del RNAt. Puede penee
sacse que la sccién Gitima de la hormona es vancer un mecanig

=m0 regulatorio en el crecimientc y en la morfogénesis,
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OE_LAS MNAS
EN LAS ENZIMAS.

Las citocininas hap mostrado tener infiuencis en la acty
vidad de gran niimero de enzimas. As{ por ejesplo, promueven -
1a actividad de 1a tiremina metilfersss en raices de embrio--
nes de cebads durante la gersinacidn, (Mann 1953; Steinhart ,
1964), Se snsayo la actividad da las citocininas con otras 4
enZimas perc no mostraron ninguna reaccién.

La accidn selectiva sobre la tiramina metiiferasa estd -
relacionada con el estads de desarrollo de las semillas, y no
a una afinidad espacifica de la citocinina por la enzima,

GCtras sustancias como las auxinas y 1a lisins tembién es
timulan la actividad de la tiramina metilferass, perc son me-
nos afectivas.

Un efecto andlogo de la clnetina .promoviendo la sintesis
de alcaloides en las rafces del L6pulo fub reportado por Seee
koog y Armstrong en 1270,

La 1nduccién de la actividad de 1a a=amilass en senillss
de cebada es un efecto muy conocido de las glberelinas, Este=
efecto es logrado en el trigo perc por el tratamfento con cis
tocininas, (Boothby y Wright, 1962), Sin eadbargo este efecto=
de o8 mucho senos marcado sn el trigo que el efecto da las 9f
berelinas en 1a cebeda, En les semillas de cebada las citocie
ninas no pueden reeaplazar a las giberslines, pero las citoc)
nina pusde neutrslizsr la inhibiclén que cause el dcido abecl
sico sobre 1a accién de 1as giberelines. (Khan 1569),

La estimulaciéa de 1a actividad de 1a s-amilass en hipo=



=23=
cStilos aislados de chicharo, es estimulada por las citocinia
hu pero no por las giberalinas o las suxinas, (Chum, 1967),

En las semillas de calabasa las citocininas, y no las gi
berelinas, promovieron la formacién de la ensima isocitrato =
14asa y la actividad de la proteinasa en los cotiledones.

La sintesis de deoxisoflavonas en tejido de ccllo de haw
ba es promovida por las citocininas y las auxinas, (Miller =
1969). La rapides de la respuesta y de la detecciln de COmmas
puestos suglers que el sistema podrfs ser (til como un bioens
SaY0 para las citocinines.

La velocidad de la sintesis de ridbulosa-difosfato-carbo-
xilass y NADP dependen de la gliceraldehido-fosfato-deshidro-
genasa, estudiadas en senillas de arroz parecen sctar bajo el
control de las-citocininas, (Pelerabend , 1969}, La cinetina-
no afectd dichas enzimas hasta despufs de 96 horas de empeza~
da la germinacién. La actividad de la Scido-6=fosfoglucnico=
deshidrogenasa, localisada en el citoplasma, fué promovida =
también por la ¢instina durante sus estados tempranos de ger-
minacidn, l

Con estos estudios se concluyd que proNSlenentc las cle
tocininas no estén involucradas directamente en la informacic
én genética, aunque el nivel de citocininas puede detersinar-
a los genes aproplados.

JAS CITOCININAS Y TA
SINTESIS Del ACIDO MUCLEICO.

Los primercs estudios con tejido de médula de tedaco mog
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traron que wna porcidn de células tetraploides podfa ser est}
mulada por tratamisnto con cinetina pars llevar a cabo la al-
tosis ¥y aguantar la citocinesis sin 18 incorporacién ds timi-
dina. As{ el efecto de la c¢inetina sobre la divisifn celular-
no fub asoclado con la sintesis de DNA,

£n cultives de Lemna la 6=8AP invierte el efecto del fci
do absci{sico inhibiendo el crecimiento y la sintesis de dcido
nucléico, (Overbux, 1967),

La sintesis de DNA en respuests & 1a cinetine; parece =
ser ofs ripids que 1a sintesis de RXA,

En rasas suxiliares de tabaco, inhibidas en el lpice,tra
tadas con Gebencilaminopurina inicisn 1a si{ntesis de DNA y el
‘crecimiento, (Skoog y Arwmstrong, 1970). Algunos inhibidores -
de crecimiento semsjantes a la clororomicetina y la S-agssura~
cil separan los dos procesos, inhiben el crecimiento pero no-
la accién de la citocinina sobre la sintesis de DNA, Sin em—
bargo, en vista de 10s primercs trabajos, parece que los efec
tos de la citocinina sobre 1a sintesis de DNA son indirectos.

En un estudio detallado sobre 1a tubsrisaciSn, Palmer y
safth (1969), han mostrado que an estolones aislades de papa
1as citocininas inhiben 18 elongaciln del estolén e inducen -
1s formacién del tubkreulo.

Otras fectores que inhiben 1a elongecién, puedsn respon-
der a las citocininas incresentsndc la elongacién, perv por -
s miascs no son factores inductivos.

Otros estudios sobre las citocinines sugieren que #stas-
sctlan sodre 18 sintesis de proteinas, pero no estén-asocis=—
das directaments con ¢l ONA 0 con 13 sintesis de RNAR, (Skoog-
Y Acaatrong, i910).
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Preparaciones del néclec aislade de leche de coco e incy
bado con cinetina mostré wss incorporsciéa en mayor cantided-
&unprmdolumuhuyulln. (Datta y Sen ,
1963),

Los sfectos de 1a cinetina sobre la sintesis de RNA en
un sistems in vitro contenisndo cromstina purificsds y RNA -
polimerass de E.Coll han sido estudlados por Metthysse y -
Phillips, 1969, En presencis de una fraccilm de proteina, la
cinetina estimuld la sintesis de RNA, Un efecto similac de &
uxing fud tembiln mediedo por una freccién de protefna.

Los efectos de la cltocining en este sistest no han sido
estudiados con mucho detalle, sin eabargo, Pellenberg (1969)-
ha observado que in vitro, uniendo la cinetina a la crosatina
de epicStilos de chicharo causld uns leve dissinuciln en el =
punto de fusida del complejo nécles-proteins.

WAL GLIOCENINAS €1 K SMAE,

huMmludMMMdonw-
sanera sjercen su accile por estar 1ACErpOradas al REAR, (See
koog y Armetrong, 1%69). Pee sjewple, Pox y Chen (1967), re=-
portaron la incorporacila de le benciladenins, citocinine sin
thtica, al RiAt en tejide ¢e catlle, '

Richmend (1570) estudil la incorpersciln de bencil sdenj
na marcada dentro del RAA de hojas visjas, pere no encoatrd g
videncias de incorporacida. Sin embargo com otros investige=
dores Mbajo condiciomes siailares, la eta.uu_!ui incorpore=
da dentro del RNA, Recientsments Walker (1974) ha soetredo -
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que la benciladenina, doblemente marcada, es incorporada den=
tro del RNAL en una frecuencis de una por 10% moléculas.

Chen y Hall (1969) han mostrado que la citecinina del te
Jido de callo ds tabaco contiene al sistema contiene el siste
#sa enaimbtico que concta &l grupo OELTA® isopentil al residuc
apropiado dentro del RNAt, En el caso de tejldo de callo cre~
¢ido en presencia de benciladenind radiactiva, el RNAt todé=e
v{a contuvt sus complementos derivados de la isopentil adeni-
na y con todo esto 1s benciladenina fud incorporads dentro -
del RNAEt, En general, varias purinas anblogas pueden ser ines
corporadas dentro del RNA,del todo, de una forma no espec{fi-
ca. Es muy posible que la incorporacién ocurra dentro de frac
cionas del RMA y del RNAt, perc no se ha podido clasificer ep
trictamente en que fracciones exactamente del RNA, ya que no=
se desecha la posibilidad de error debido a la contaminacién-
por otras fracciones del amismo RKA,

Para establecer si la incorporacibn de derivados de ade~
nostna substitufdos en sl N6 gentro del MNAL tiene un signify
cado biolégico, ser{a necesario fraccionar el RNAt e identif)
car el material incorporado en una localisaciln especifics.en
1a secusncia del RNAt.

HODELO PARA LA ACCION OF JAS CITOCININAS.

Las citocininas son encontradas en el RNAt de anisales--
microorganissos y plantas (Cherry, 1973), Ademfs, en esow cg
sos donde 1s secusncia de los nucleltidos es conoclds, la ct-
tocinina natural, isopentil sdencsina (IPA), o una forwa mod}
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ficads, es encontrads jumto al anticodom, Hasts el msowento pa
rece que todas las especies de RNAL conteniendo IPA reconocsn
los tripletes de codon, los cuales emplesan con Uracile,(U),-
(Skoog y Armstrong, 1970). Asf, el circuito snticodon de una-
citocinina conteniendo RNA podria ser une de al menos 16 se==
cuencias de codon dal siguients tipo: A=-IPA. Por eliminacién
la termimal necesaria y los codons de fenilalanina, parece =
que el IPA conteniendo RNAt podria ser coafinado s mencs de -
10 codons, Podris ser que el IPA adyacente al anticodon da o=
sas especies de RNAL juega alglin papel en el reconocimiento -
del RNAR=RNAL-ridosomal, Y que esas especies de RNAL son re=e
queridas para la translacién de algunes AWAe dentro de protef
nas especificas. Basados en esta especulaciones es posible e-
laborar idess sobre el mecanismo de accida de 1las citocininas
en plantas. Ds estas cbservaciones parece ser que la citecing
na mo eatd fncorporsda al RNAL cemo unidad precursora, Yy el =
grupo isopentenilo proviens del dcido mevalénico, (Chen y =
Hell, 1969), afs bien parece ser que las citocininas no tie—
nen efecto scbre la sintesis del RNAL conteniendo IPA, Adesds
un gran sfmero de productos quisicos, incluyendo varios Lsdeg
£08 de IPA, cinetins, S~benciladenina, y afla la difenilures,-
tienen actividades biolégicas citocindtices, perc dichas citg
eininas no participan on_ la sintesis del RNAR,

Entonces surge 1a pragunta: & Cull es el mecanismo de sg
cile de las citocininas 7

£1 modelo presentedo en la figurs 7 estd besado en 1a e
peculacifn de que mucleasss especi{ficas roapen 1a ligadura =
fostérica del IPA conteniendo 1 RMAt, El IPA podria propor
clonar el enlace fnice entre 1a ensiss y el RMAt. La sccién -
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de 1a nuclessa podria destruir la funciSn del RMAt y dejar el
canpo 15bce pars que actlie la citocinina,

Las citocininas, incluyendo la S=banciladenina y la dife
nilurea, afladidas exégenamente & las plantas o a cultivos de-
teiidos podrian dilatar la vejes protejiendo a la citocinine-
conteniendo las especles de RNAL, Esta proteccién podria por
1a cltocinina exSgenamente afladida uniendo & la nucleasd ¢ i~
nhibiendo competitivamente su accifn. Alternativaments la ci-
tocinina podria unir a otros agentes que a su ves volverian a
prevenir un incremento en la actividad de la nucleasa, la -
cual podria destrulr s la citocinina conteniendo el RNAt, -

Sin embergo el tejido tratedo con citocins podris rete=—
per sus IPA conteniendo las especies de RNAt y continuar 1la
sintesis de proteinas esenciales tanta cowo suficlente citocl
nina 1ibre estuviera presente dentro del tejido. Trabajos de-
investigacién de Locy {(1974) proporcionan evidencias sugesti-
vas ds una nucleass especifica del RNAL. Hemos encontrado que
cloroplastos de haba contienen una nuCleasa gue degrada espe=
ci{ficamente uns de los tres tirosiles del RMAL,

Hasta ¢l momento No tenemds ninguna svidencia de qus las
citocininas controlen 1s actividad de 1a REAL .aucleasa.

Todo este modelo es hipotético, sin embargo proporciona-
uns base sobre la cusl investigar el mecanismo de accibn de -
188 citocininas, & aivel molecular.

La figurs 7 es un modelo de scclén de la citocinina dasy
do en el hecho de ser conocldas las RMAt nucleasas especifiee
cas, Esto sugiere que la citocinina libre proteje & 1s citec)
ning conteniendo a los RMAL por inhidicién de la sctividad -
de 1a mucleasa. '



=%~

RGRMEN.

Las citocininas incrementan 1a actividad de gran nimero-
de ensimas, sunque no de UNa Baners directs, tsadlén.incremen
ten 1o centidad producida de DNA en muchos tejidos, y la velg
ci1dad de la sintesis da RNA en tejidos visjos. S5in emdargo -
muchos estudios sefialen que los efectos de 1a citocinina so——
bre 1a sintesis da cidos aucléicos probablemente no se deben
8 un efecto directo sobre el DNA contenido en sl gen, Por al-
gunos afios hubo gran aldboroto por el hecho de encontrar & ls-
citocinina natural en algunas especies de RNAL,

Alos despuls se presentarc datos que mostraban 13 incor-
poraciéa de 18 $-benciladenins, citocinine sintética,directs.
mente sobre el RNAt. Estudios posteriores refuteron esto al-
comprobar que dicha citocinina no ers incorporada dentro del-
RNAt 3ino en otras formas mis pessdas del RNA,

61 modelo presentado sugiere que les citocininas 1ibres-
actlan como agentes de proteccidn de las moléculas de RMAL o
que contienen s ls citocinina natursl, dichas soléculas se en
cusntran en el interior de.cllulas de plantss. Este modelo -
tandiidn sugiere que existen nucleasas especf{ficas que degra—e
dan gole clectas egpecies de RNAt, La citocinina libre inhibe
8 Su ves & 1as NuUcleasss ya ses per um producto de inhibicién
o por slgin otro secanissn que evita que 13 enaime stague & =
Jos RNAL que contienen & 1s citecisine nstursl.

ta la actualided eniste peca evidencis que sostenge & e
te msdele,
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IV MATERIAL Y METO00S.

MEDIO DE CULTIVO: Kl medie de cultive pars la siembrs -
del esplrrago por micropropagscifn fué el sigulents:

CONCENTRACION ag/1t.

NNy 1650, 000
XNO, 1960,000
cacl, 440,000
CoCl,e6H,0 0,02%
X1 0,830
unzro‘ 170,900
N3w3 6,170
o0, 20,0 0.250
M950,. THa0 370.000
NS0, H,0 17.000
?d\SO‘.'sz 10,600
CuSO‘.Sﬂzo 0,250
Pe0 0 TH,O0 27,800
Na,E0TA 37,300
Sacaross 30 000,000
Inositol 10,000
Tieaing i 0, 100
Piridonine 0,500
alicine $,000
Sulfate de adenina 125,000
Acide nicetinice 0,500
Agaz-agar & 000,000

pH 3,000
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Este medio contiene elesentos bésicos recomendsdos por-
Murashige y Skoog (sacroslesentos, microelementos, vitaainas,
asfcares, sninafcidos o inositol), sdends se le adiciona otro
sl to rece dado por Start y Cusmings: sulfato de sdenina

que actBa cowo factor sinerglstico en la divisidn celular a g

na concentracidn de 125 mg/lt,

MEDIO DE CRECINIEWTO Y ENRAJZAMIENTO.

Para aste medio ss recomienda 3810 el emplec de 108 sle=
mentos mencionados anteriormente ajustando el pH a 5,7, el a=
jJuste se realiss con HCl C.1IN y KOH 0.1N .

El esterilisado de los medios se hace en sutoclave & una
temperatura de 120°C y & 1.5 Kglt:l2 de prasién por un tiempo-
de 15 minutos.

La siembra se resliza en condicienes estéciles, dentro -
de una caspana de flujo laminar, y todo sl material utilisado
para la manipulacién de los tejidos debe igualmente estar es-
terilisado,

GONDICJONES Ol QUARTO DE CRECIMIENTO.

El cuerto de crecimiento pars la etapa de proliferaciln
¥ diferenciscidn se santuvo & una intensidad luminoss de =
1000 lux y ua fotoperiddo de 16 horas y 8 horas de obscuri-—

dad, N
La temperatura del cuacto fud de 23°C 2 2°¢,
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Las lésparas fluorescantes de 40 watts & 120 volts del -
cuarts aemiten lus blanca fris del tipe comercial, as{ el in-
cremente de la tesmperaturs en el periSdo de 1luminacién es re
lativamente bajo en comparscila con el incremento alcansado =
con focos de filameato incandescente.
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. DISCRO EXPERINEWTAL,

El disefio sxperimental se llevo a cado en dos partes.

18, PARTE. E1 objetivo de esta parte cca fraccionar laee
planta sn todas sus partes posibles y sembrariss en diferen-
tes posiciones, para poder saber como debfs sembrarse y que =
parte de 1a plants podrfia satisfacer los objetivos del inves-
tigador.

El otro objetivo de esta primera parte era ensaysr el -
rango de concentracién adecuado para 1a hormena ANA (&cido =
naftalen acétice), pars la micropopagacién de espérrago,

En esta primers prusba todo fuk empirico ya que no se ha

bia recopilado literatura.

Se emplearon concentraciones en progresiones logsritmi--
Cas, para tensr rangos amplios de eatudio, ANA (fcido nafta--
len acltice) con KIN (cinstina), -

»g/1t 0,09 0.30 3,00

-
] 0.01 -] 1 2 3
i
3 0.10 . s s
b g - o
- 1,00 7 ] 9

|
|
1
!
!

L
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‘De cada concentracila se hicleron varias prusbas, com ts
¢gos 108 explantes posibles y asi se sembraron: meristemas ap}
cales, meristemas laterales o yemas, tallos colocados en pos}
ci8n vertical, tallos colecados en posiciln horisontsl (longf
tudinalments), callos con brote de esturiln extirpado, callos
con brote de esturiln no extirpado, esturiones completos sin-
calle, tejido de esturibén cortados transversslimente, y callos
sin brotes.

Todos estos cortes se obtuvisron de tejido de corona de=
esplrrago micropropagados en medios de cultive pars otras es-
peciesy pere sin contensr hormonas.

En cads concentraciln se efectuaron tres ensayos con sig
te musstras cada uno con el siguiente nimero de tejidos:
COMCENTRACION # 1.1 ANAe 0,09 mg/1t. KINs 0.01 mg/1t.

A.,= 5 meristesas spicales,

Be= 5 tallos colocados en posicidn longitudinal,
Ce= 5 tallos colecados en posicidn vertical,
De= S callos con brote de esturién no extirpado.
C.= $ callos.

Po= 5 yemis © brotes latercsles.

Ge= § tejidos de esturién,

CONCENTRACION # 2 3 AMA « 0.0 mg/1t KIN « 0,01 mgilt.
A~ S meristemas epicales, ’
B.= 5 tallos colocsdas en pesicién verticsl.
C.= § tallos colocsdos horizantalmente.
Do= 5 calles.
o= 3 callos con Drotes de tallos,
Po= S meristenss latadazte.
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Ge= 5 meristemas laterales.

CONCENTRACION # 3 & ANA = 3,0 ng/1t, KIN = 0,01 ag/lt,
Ae= § meristemas apicales,

Be= 5 tallos colocados verticalmente.

Ce= 5 callos con brote de esturién nc extirpado,

De= 5 callos,

Es= 5 callos con brote de tallo extirpado.

Fe= 5 yomas 0 seristesas laterales.

Ge= 5 callos con brotes de esturién extirpedo.

CONCENTRACION # 4 1 ANA = 0,09 mg/it, KIN = 0,1 mg/lt.
"Ae= 5 meristemas apicales.

B~ 5 callos con brote de esturién extirpado,

Co= 5 tallos colocados horiszontalmente.

Do~ 5 callos.

Ee= 5 tallos colocadas verticalmente.

Po= 5 meristenmas lateralas.

Gu— 5 meristemas apicales,

CONCENTRACION # § : ANA « 0.3mg/1t. KIN = 0.1 mg/1t,
Ao~ § meristemas apicales,

8.~ 5 tallos colocados en posicidn verticel.

Ce= S calles,

De= § callos con brotes de esturién,

€.~ 5 callos con brots de esturién extirpado,

Por S meristesds spicales.

Go= S meristemts latersles.
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CONCENTRACION & 6 1 ANA « 3,0 mgy/it. KIN = 1,0 mg/lt,
Ac= 5 meristemss spicsles. )
B, 5 talles colocados verticalammte.
Coe= 5 callos con brotas de ssturiln extirpade.
Do~ 5 maristemss spicales.
Eo= 5 maristemas latarales.
Po= S callos con brotes de esturidn no extirpados.

CONCENTRACION # 7 ¢ ANA = 0,09 mg/1t. KIN = 1.0 mg/lt.
A.= 5 meristemss apicales.

Bu= 5 meristesas laterales.

Co= 5 callos con brotes de esturién,

D.= 5 talles en posicida horisontal,

Es= 5§ callos con brotes de tallos extirpados.

Fo= 5 talles colocades verticalmente,

Go= 5 meristasas apicales,

CONCENTRACION # 8 : AMA = 0,) ag/lt. KIN o 1,0 ng/it,
A= S meristesas apicales.

B,= 5 calles con Drotes de talle extirpade.

Ce= 5 calles con brotes da esturida extirpade.

De= S meristames latecrsles.

Co= S callew. ,

Po= 5 talles colocades Merisentalments.

G.= 3 meristemas apicales.
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CONCENTRACION # 9 : ABA = 3.0 mg/1t. KIN = 1,0 mg/1t.
As= 5 meristesas spicales,
B.~ 5 talles en posiciéa horisentsl.
Ce= S calles cen brotes de ssturifn extirpade,
De= 5 talles celocados verticalmeate.
Eo='S calles cen brets da esturidm,
Po= 5 calles con brotes de tallos extirpados.
Ge.= 5 meristeaas apicales.
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V. RESULTADOS DEL 1% *cyaomo,

La observacida ¢e estas prusbas se¢ llevé s cado a les -

151 dfas o 5 meses o 20 semanas de stemdra.

La mwejor concentracién pars el fcido naftalen acétice, -
(ANA), fué de 0,09 mg/lt y para la cinetina, (KIN), es de -
0.1 m9/lt,

la da ob 16n fub que el calle sin brotes ne dy

ba proliferacién de brotes ni rsfces,

La tercera cbservacién es que los mecistemas apicales -«

son el mejor tejido para la -1cropropnqlc16-_du esphrrage,

A continuaciln se presentan algunas fotografias de lo -

nls relevante de esta primera prusba,

CONCENTRACION # 1 : ANA = 0,09 mg/lt KIN = 0,01 mg/it
£n esta concentracila pocos fusron los edplantes que sea~
«l;troulron. solo los meristemas apicales y laterales , ya
que los dembs no crecieron. Los maristemas desarrollaron te -

1les abundantes y muy largos paro rafces cortss y muy escasas.



CONCENTRACION # 1,

CONCENTRACION # 2 : ANA = 0.3 mg/lt KIN = 0,01 mg/1t., no-
todos les tejidos daban rafz, y los que dasban, sus raices re-
" sultaren demasiado dslgadas. Ademis los tallos que prelifera=-

ron fueron demasiado delgados y sus puntas se secaban,

CONCENTRACION § 2,
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CONCENTRACION # 3 : ANA o 3,0 mg/1lt KIN = 0,01 mg/lt., es==
1a concentracién que did los peores resultades, solamente de-
sarrollé rafces cortas y muy gruesas, la proliferacidn y dife
renciacifn fueron nulos, Otre ebservacién sobre ests concenw
tracidn es que todos los explantes de cualquier tejido, desa-

rrolaron igual,solo rafces,

rmnme s i - L SN

CONCENTRACION # 13,

CONCENTRACION # 4 : ANA = 0.09 mg/lt KIN = 0.1 mg/lt., en =
esta concentrscién hay resultados satisfactorios ya que hay =
una proliferaciSn y diferenclacién plantulsr muy aceptable, y
de buen tamafio. Se observa rafz de buen grosor, ni tan delga-
da ni tan ancha. Todos los explantes presentan tamafio regular
Hay sparicin de callo, de talles de buen grosor y sbundantes

y tembién hiy desarrollo de meristewas laterales.



CONCENTRACION it 4,

CONGENTRACION # § : ANA 2 0,3 mg/lt KIN = 0,1 mg/lt, tuve a
bundancla de rafces, pero mis cortas y delgadas que la concen
tracién # 4, hay una diferenciacién casi nula, y la brotacién

apical fué raquitica.

CONCENTRACION # 5.
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CONCENTRACION # 6 1 ANA = 3,0 wg/1t KIN = 0.1 mg/lt, mues—-
tra peco desarrollo en la rals, y les fpices de los tallos =
tienden a secarse. En otros tejidos ni siquiera hay desarrow=

110 de tallos.

CONCENTRACION # 6.
CONCENTRACION # 7 : ANA 0,09 mg/1t  KIN = 1,0 mg/1t., hubo -

pocs brotacidn spical y de tallos, y estos Gltimos tienden a&-

secarse hasta el Spice. La brotacién de ralz es nula,

K
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CONCENTRACION # 8 3 ANA 0.3 mg/lt KIN = 1.0 mg/lt., 1a bro-

taciln de rafz es casi nula, la brotacisn de fpices es escasa

Yy no desarrellan todos los brotes de tallo,

CONCENTRACION # B8

CONCENTRACION # 9 : ANA = 3,0 mg/lt, KIN = 1,0 mg/lt., la =
brotacién apical es poca, muého menos que en la 8, y no hay -

desarrollo de rafces.
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ds; PARTE DEL DISERO EXPERIMENTAL.

Tiens como base los resultados de la 1a. parte experimen
tal, estes son los resultades:

1.~los tejidos que mejor proliferacibn y diferenciacidn-
efrecen son:

a) Meristemss apicales, cuys forms es cénica, deben ser
colocados sobres su base on sl medio de agar, tecando el me -
die sin penstrarle,

b) Porcienes del talle, colocades horisentalashte sebre~
el medio.

€) Esturiones, tiemen la ferma cllindrics y deben ser cg
lecados sobre su eje de Crecimients.

d) Te)ide de esturibn, que es el corte transversal del =
esturién y deben colocarse sobre el corte.

@) Callos con brote de.esturiln extirpado.

(VER POTOGRAPIAS CORRESPONDIENTES)..

2.= On el rango de mencres concentracienes de ANA, 3¢ ==
obtienen les mejeres resultados de proliferscién plentular, =
por 1o que se estudié dicha horwena en el siguiente rango pae
ra aproximarse a la concentracifn Sptima: 0,03 mg/1t} Oel o=
mg/ites y 0.3 mo/lte o

Se ensayarh ANA con EIN, y ANA con GBAP (G=bencilamino=e
purina)e La 68AP se eatudis pergue sus efectos son similarese
a los de 1a cinetine,
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La concentracién recomendad para el § BAP, en etras espe
Cles vegetales ez de 5.0 mg/lt., ¥y su rango en escala iegarit
mica en cuanto & su menor concentracibm es de 0,5 wmg/it., y
la mayor es de 50 mg/lt.. Esta Gltima se descarta ys que con-
centraciones mayores de 20 mg/lt, en hormonas de plantas re=
sultan inhibitorias para el desarrelle plantular, por 1o que=
se escege una concentracibn de 10 mg/1t., que es el doble de=

1a concentracién Sptima para otras especies vagotales,

Asi las concentraciones estudiadas serfin las siquientas:

ag/it ARA 0,03 Oe1 0.3
[3 0,01 1 2 3
1 0.10 a s ‘
N 1.90 7 8 9

w‘.t ANA 0,03 0.1 0.3
6= 0.5 1 2 3
| ]

A 8.0 4 S ¢
[ 4
10.0 7 ] 9
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Para cada concentracifn se hicieron 10 suastrs, conte —
Alende cada uns les siguientes explantes:

a) 3 maristents apicales per muestra.

b} 4 pecciones de talle celocados horisontalmsents por «
sestra.

c} 3 esturiomes por wuestra,
d) 3 explantes de tejido de esturidn per suestra,

@) 1 calle con esturiomes extirpados por susstes.
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PARTES SEMBRADAS,

Se semdbraren tejides de esturidn y esturiones completos.
Las rodajas muestran el tejido de esturién. En el racimo dele-
Centre se aprecia el asturlén cempleto. Y en la parte derecha

superior de la fotograffa se aprecia el callo con esturibn ex
tirpade,
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Se sembraron tasbidn tallos, y horisentslmente colocados
de maners que toda la superficie toque el medio, ya que esto-
dark origen sl calle, y pesteriermente al esturiln y a alguee

aes talles.
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Los meristemas apicales o puntas, son la parte extrems =
extrema superier de tsllos, y los tejides de esplrrago que a-
corto plaze dan pléntula completa con rais,callc, esturién y-
talle,




=53

RS SO . ' .
En la siguiente fotografia se muestra la corona del espd

rrago de donde se shcaron los primeros explantes,
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RESULTADQS FINALES DE AMA_CON XIN,

El explante de meristemd Apical, con mayor difecencis —
&16n y proliferacifn se muestra en la concentracilén # 9, es
decir, ANA = 0,3 mg/lt, y KIN « 1,0 mg/1t,

Aunque 1a primera aparicién de rafs fué en la concentra-
cién # 4 : ANA « 0.03 mg/lt y KIN = 0,1 ng/lt.

Se puede escoger la concentracidn dependiende de los obe
Jetivos que se persigan, ya que s1 se quieren pléntulas com .=
pletas a corto plaze se podrias escoger la concantracién # 9,

S1 se qulere prolifecacién de tallos para tener explante
de meristema apical y talle se podris escoger la concentra-..

cién # 6,




«55=
EXPLANTES DE TALLOS EN ARA CON KIN.

En les explantes de partes de tallos, su mayor prelife—
racidn se encuentra en la concentracién # 6, e ses, ANA « 0.3
mg/1t. y KIN = 0,01 mg/lt., 3in embarge, los tallos desarro -
1llades son muy delgados y posteriermente se empiezan a secar~
y ne resisten el trasplante.

Tambifn hay buena proliferacién en la cencentracién ¥ 7,
© sea, ANA = 0,03 mg/lt, y KIN = 1,0 mg/lt. hay bu=na prolife
racién y gresor del tallo,

En la si{embra de tallos hay e] {ncenveniente de que no -
se desarrolla 1a pléntula complets, solamente crece el tallo-
y el calle, pero carecen de ra!ces, que aparscen en periddos—
muy largos, y sole servir{an para poder sacar més explantes -

da ellos, de meristemas apicales y tallos,
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EXPLANTES DE_ESTURION EN _ANA CON KIN.

En el explante de esturién hay proliferscién de tallos,-
Y la concentraciln mis inhibitoria es 1a # 7 : ANA = 0,03mg/ -
1te y KIN o 1,0 mg/1t..

La mejor diferenclacidn y proliferacifn, se legrs en la=-
concentracibn & 6, porque muestra iniclsciln de rafces, al i~
gual que buena proliferacibn del tnlo.con buen greosor, y pe~
co calle. Sin embargo 1os esturiones desarrollan escasos estu
riones, incoveniente desde el punto de vista cemercial, ya =
que el esturién es el que se consume en la industria alimen -

ticla,
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EXPLANTES DE TEJIDO DE ESTURION, ANA COHN KIN.

Este explante da gensralmente tallos, y depende del ane=
cho y grosor del tejido estirpado pars que 4& mis o menos ta-
1los. La concentractén Sptima para este explante es la ff 4 :-
ANA = 0,03 mg/lt. y KIN » 0,1 mg/lt., en esta concentracién -
hay induccién a la rafz. Zquales resultados se disron en esta

concentracién pero con meristemas apicales.
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Explante de tejide de esturién en la cencentracién # 4 :
ANA CON KIN,

Explante de tejido de esturidn en laconcentracibn # 6 :

ANA con KIN,
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EXPLANTES DE CALLO CON ESTURIONES EXTIRPADOS.

Este explante da buena proliferacién de tallos, mejor =
que las de esturién sin calle, La major concentracidn para =
que haya aparicién de rafces,junte con proliferacién de tallo
y de buen grosor es la # 3 : ANA = 0,3 mg/lt, y KIN = 0,01 =
mg/lt. Esta concentracién es recomendable con este tipe de ts
jido para obtener buen nimero de meristemas apicales y de ta-

1lo8, Tambifn hay aparicién de esturiones en la concentracién

# 9 1 ANA = 0,3 mg/lte y KIN = 1,0 mg/lt.
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RESULTADQS PIMALES DE ANA CON & BAP,

Tiempo de cultive ~ 45 dias,

EXPRANTES Dt MERISTEMAS APICALES,

El desarrolle y diferenciactién con el GBAP es wiis lento-
que con cinetina.

Mientras que en concentraciones espec{ficas de KIN les ~
meristemss aplcales desarrollan plintulss completas,en este =
mismo tejido con el 6BAP casi no hay desarrollo, y aln en un~
tiempo mSs large ne hay crecimientos notables nl diferencla-—

cién.
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EXPLANTES DE_TALLOS EN_ANA CON 6 BAP.

La proliferacién y diferenciacién son mis lentas que con
la cinetina. En este explante con KIN se obtuvieron talles -
largos, con el 6 BAP en la concentracién de 10 mg/it y ANA -
0,03 mg/1t. hay una marcada tendencia a brotes de esturién, A

los 60 dfas los tallos con 6 BAP dan abundancia de esturiones,
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De les explantes de tallos con € BAP a los 45 df{as de -
sembrados, hay proliferacién de esturienes, sin eabarge téda=
vis on este tiempe no hay aparicién de raices.
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EXPLANTES DE _ESTURION COM 6 BAP,

El esturién en 6§ BAP selamsnte tuve un mayor crecimiente
y hay tendencia al brote ds talles.

La msjer concentracidn para el desarrollo es el # 6, den
de hay mayor crecimiento y engrosamiente d=1 esturién, la cen
centracién es : ANA = 0.3 mg/lt, y 6 BAP = 5 mg/lt,, sin em~
bargo a los 50 df{as permenscen cortos aunque abundantes, no -

hay ralces, poce callo, muy poco tallo.




EXPLANTES DE CALLOS CON ESTURIONES EXTIRFADOS.

Con el 6 BAP este tipo de explantes da abundantes estu
riones, anchos y largos, poce calle, y no hay aparicién de -
calces, La mejor concentracifn es la # 3 : ANA = 0,3 mg/lt. ¥
6BAP & 0,5 mg/1t. Este tipo de explante tiene ventaja sobre -
¢l explante de esturidn simple, ya que tiene sayor desarrollo
de esturiones y hay poca tendencia al desarrollo abundante de
talle, en este medio de 6 BAP, sin embargo este medie tlene -
desventajas con el de KIN, ya que a largo plaso (60 dias), el
esturidn no es muy grande, se astanca en su crecimiento, mlen
tras que con KIN ya hay aparicidm de ra{g, talle abundante, y

formacibn de esturienes,
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Aqul se muestra el crecimiento de los esturiones a lo08-=
60 dfas de sembrado en ANA con G BAP en la cencentracidn # S

6 BAP = 5.0 mg/lt. ¥y ANA » 0,1 mg/lt,




Explante de esturidn con 68AP. Abundante esturién, pece

tallo, poco callo, susencia de rais.
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EXPLANTE DE TEJIDO DE ESTURION EN _ANA CON 6BAP.

El crecimiente mis notorio en este explante se da en la-
concentraciln # 4 : ANA = 0,03 mg/lt. y 6BAP 9 5 mg/lt,

El crecimiente fué mas lento con =1 GBAP que con KIN, la
diferenciacién es poca con el & BAP, ¥ con la KIN es mejor.

Com el 6 BAP se tlende al engrosamiente del esturibén so=-
lamente, mientras que con la KIN existe una marceda tendencia
a la induccifn de desarrollo del talle y la rafz, y casi es-
nulo el desarroolo de esturidén en 1a concentracién # 4 de ANA

con KIN, o sea, ANA = 0,03 mgflt, y KIN = 0.1 mg/lt,
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7000 PIMAL DE CULTIVO DE ESPARRAGO,

MEDIO DE CULTIVO: El msdie de cultivo éptimo para la mi-
ceeprepagacién de esplrrago con mayer proliferacidn y difecen
clacién, en el menor tiempo es sl siguiente:

Explante: MERISTEMA APICAL.

CONCENTRACION DEL MEDIO . mg/lte
""4"°3 ' 1 650,000
kno, 1 900,000
CaCl 2 440,000
CaCl,.6H,0 0.02%
KI 0.830
KH,PO N 170,000
H 3303 . 6.170
NM4.20l20 0,250
Mg5044 7H,0 370,000
Mn3O . nzo 17,000

'leSO‘.‘YNzO ' 10.000
C\lSO. .5“20 : . 0.250
r.so‘.'mzo 27.800
le EDTA 37,300
Sacaresa 30 000,000
Inesitel . 10,000
Tiamina 0.100
Piridexina 0.500
Glicina 5.000
Sulfate de adenina 125,000
Acide nicotintco 0.500

Agar-agar 8 000,000
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CONCENTRACION
Acide baftalen scétice (ANA)
Cinetina  (KIN)
(L]
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VI. DISCUSION.

L.~ L Por qub el ensaye de las diferentes cencentracie——
nes da ANA, KIN, y GBAP?

La concentraciébn de ANA se estudia en el range de 0,9 ,-
0.3 , ¥ 3.0 mg/1t. ya que para especies vegetales es recomen=
dada en uns concentracién de 0.1 mg/1t, pere no precisamente-
para el esphrrage,

La 6 BAP para-varias especles vegetales se recsmienda en
una concentracién de 5 mg/1lt, Estudiande esta hermona en su =’
1imits inferior en mpcala legar{tmica es de 0.5 mg/it., y su-
1imite superier serfa de 50 mg/lt, . Csta Gltina concentraie=
cién es nuy alta en hormenas pars aplicarse en plantas, ya =
que concentracienes mayeres de 20 mg/lt, resultan inhibitowe-
rias en el crecimiente de plantas, por le que se ¢ligié la -
cencentracién de 10 mg/1t, cems limite superier,

La KIN si so escege en concentracienss da escala legarig
aics a partir de la concentrecién recemendsda que es de 0.1 =
ng/1lt.. para algunas especies vegetales, el limite superior -
e da 1.0 mg/1t, y el mener es de 0,01 mg/lt,

2.= ¢ Por qué se extirpe el esplrrago en tedas sus par..
tes pesibles pars sembrar ?

Para peder ebservar qué tejide de 1a planta respendfan -
mejor a las hermenas tenlende mayor preliferacién y mayer di-
ferenciacién,
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3¢= ¢ Por qué se hise 1a primers sbservacibn de creciw
miente a les 151 dfas en la prisera siembrs, y después en la-
segunda siembra se hiso s les 45 dfas.

La primera sbsecvacin se hize a los 151 dfas dedide a -
que ne tenfames un limite de tiempe precise para el desarrs -
110, adenfs hadis explantes , el de calle exactamente, que es
perabames respeadiesen a la hermona, pero no le hicleren,

Esta primera parte nes dié les dates para saber en que -
tisepe s efectuaban los primeres bretes, y as{fué come poste
riermente 1a segunda ebservacién se llevé a cabe a los 45 =
dias, en este tiempe , Come se aprecia en las fetegrafiss ya-
axiste un tamafie y una diferenciacién apreciables, al igual -
que preliferscién,
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Vi1, coNcrusTomes,

Las hormonas a las que meler respendid el esplcrage fue-
ren

Acido naftalen acétice (ANA), aplicada junto con Cineti-
na (KIN) en la siguiente concentracidn : ANA = 0,03 mg/lt y
KIN » 0,1 mg/lte « A dicha cencentracién inducen uns buens «
preliferacién y diferenciacién siempre y cuande se utilice el

explante de meristema apical,

Pude habarse pensade en la cencentracida # 9 , ya que el
tamafe de 1a rafz es mucho més aprecisble que en la concentrs
cién # 4, con el misme explante, pere la verdad es que rafces
muy gruesas y pece largas al tiempo resultan contraproducenes
tes, ya que ne pueden penetrar el medie, ecasienande desnutri

cién a la planta y pesteriermente la muerte.

Se puede cencluir por las ebservacienes de desarrolle =
que 1a KIN en concentracienes mayores o iguales a 1.0 mg/lt.-
causan @ medida que va aumentande la concentracibn, un engro-
samiente gradusl en les tejides plantulares tendiende 3 13 -~

inhibicién total en proliferacidn y diferenciscién,

La ANA preduce buena proliferacién y ayuds a la diferene
ciacién a bajas cencentracienes, de 0,09 a 0,03 lq/lt;; con -
centracionas nfs sltss empesande con 0.1 mg/1t, se observa i-
nhibicién al desscrelile plantular,
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£a cusnte a1 G BAP resulta pece recemendable en el culty
vo de asphrrage pec micreprepagacién, ya gue les resultados -
de su aplicacién sen : INHIBICION. Y aln déndole mis tlempe-

de desarrello, no pude efrecer resultades satisfacteries.

En 1e referents al tejide sembrado cen mejores resulté==
des para fersar pléntulas completas, bien diferenciadss, de -
buen tamafe y greser en todos sus tejides, fué el explante de
MERISTEMAS APICALES.

Ahora dien, pedrian aprovecharse etres tejidos para ebts
ner primeramente gran produccidn de meristemas apicales  en -
el maner tismpe pesible, y pesteriecmente hacer el explants -~
de maristenms splcal y obtener plantas completss finalmente,

Otre tejide aprovachsbie &3 ¢) esturién complets en la -
cencentracién # 4, ya que desarrella gran cantidad de meriste
a83 apicales, que como dijimes anterierments, pueden .Ser Cow
sembrados y forsar plantas completas, Esta cencentracien se ~
refiere & ANA Ccon KIN.
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