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INTRODUCCION

Los primeros &xitos en el cultivo de células vegetales, por
periodos de tiempo prolongados, se lograron a finales de 1la dé&cada
de 1930 por Gautheret (1939), Nobécourt (1939) y White (1939). En
la actualidad se han hecho considerables progresos en este campo. El
descubrimiento de los reguladores del crecimiento vegetal: las auxinas
y las citocininas, las cuales son esenciales para el crecimiento y di
visién celular, permiten el uso de medios de cultivo sintéticos bien

caracterizados.

Los explantes de tejidos de una gran variedad de pantas superio
res pueden ponerse en cultivo en medios compuestos basicamente de
substancias orginicas y sales inorginicas, complementados con las -~
fitohormonas adecuadas, y obtener de ellos una masa de c&lulas desdi-

ferenciadas, relativamente homogénea, llamada callo.

La diferenciacidn y morfogénesis estd bajo control hormonal y -—
pueden ser inducidos en cultivos de callo, cambiando la proporcidn de
las concentraciones de auxinas y citocininas aplicadas exdgenamente.
De este modo, es posible lograr la formacidn de tallos y raices y, =
eventualmente, regenerar una planta completa a partir del callo en -

cultivo.

La totipotencialidad de las cé&lulas vegetales superiores se de-
mostrd claramente, por la regeneracidn de plantas de tabaco adultas
‘a partir de una sola célula obtenida de un cultivo de células en sus —
pensidn (Vasil y Hildebrandt, 1965). A este respecto, las células -
vegetales it vifto ofrecen una via de acceso experimental finica, para
el estudio del mecanismo de la diferenciacidn celular y la morfogéne —
sis que, hasta ahora, no es posible con células animales en cultivo.
Mas afin, 1la regeneracidn de plantas completas ha tenido importantes

aplicaciones en la propagacidn vegetativa en horticultura y agricultura.



En las plantas, rel desarrollo de tumores no es un evento raro,
ocurre con cierta frecuencia. Uno de ellos es el llamado agalla (croun
gall), enfermedad neoplisica que se caracteriza por una proliferacidn
celular ilimitada. Los tumores de agalla pueden ser cultivados en
medios totalmente carentes de hormonas, 1lo cual nos ofrece un gistema
natural para el estudio de la relacidn que existe entre la regulacidén

hormonal y la morfologia.

Agrobactenium Zumefaciens Y EL TUMOR DE AGALLA

En 1907, Smith y Townsend mostraron que el agente responsable de
la agalla, es una bacteria que en ese entonces se denominaba Bacferium
Zumedaciens, vy que en la actualidad se conoce con el nombre de Agrobac-
ferium tumedaciens (Smith & Town) Conn.

Esta bacteria, un miembro de la familia Rhizobiaceae, es un ana
ercbio facultarivo gram negativo comiinmente presente en el suelo. -
Lippincott y Lippincott (1975) hacen una revisidn de la taxonomia y
descripcidn geperal de A.{fumegaci{ens y de especies relacionadas con -

esta.

El tumor se presenta en un gran nlimero de especies y familias ,
en su mayor parte dicoteleddoneas; las monocotileddnmeas no parecen -
ser susceptibles (De Cleene y De Ley, 1976). En la naturaleza, las
agallas se producen cominmente cerca del nivel del suelo, en la corona,
en donde llegan a presentarse lesiones con cierta frecuencia, ya que
1a enfermedad se da iinicamente cuando las cepas virulentas de A. tumeﬂg

clens infectan sitios daflados de la planta.

Aunque l2 presencia de cElulas bacterianas viables en el tejideo da
fiado es esencial para 'ainduccidn del tumor, la bacteria se ha obser
vado Unicamente en los espacios intercelulares y dentro de la células
dafiadas. Lo anterior llevd a que Braun, en 1947, propusiera que la
bacteria libera un principio de induececidn tumoral (PIT), el cual con-

vierte a las cflulas normales en tumorales.



El requerimiento sbsoluto de la lesidn, para la formacién del -
tumor en todas las plantas, debe explicarse porque &sta deja expuestos
sitios que favorecem la infeceidn bacteriana al exponer receptores en
las c@lulas vegetales de la superficie. Es sabido que un elemento -
polisacirido de la membrana externa bacteriana se adsorbe a la pared de
la célula vegetal (Lippincott y Lippincott, 1969). Una explicacidn
alternativa postula que s8lo las células vegetales condicionadas en la
regidn de la lesidn son susceptibles a la transformacidn, pués son -
células que han sido estimuladas a dividirse como respuesta al dafio
sufrido, pero la infecciBn se completa antes de que la divisidn celu

lar tenga lugar (Braun, 1952).

Todos los drganos vegetales son susceptibles a la formacidn del
tumor, excepto el tejido meristemitico del tallo y de 1la punta de
la raiz. Esto puede deberse a que A. fumefaciens probablemente nece
site una c¢élula blanco, 1la cual se deriva de una célula diferenciada -
que es sometida a desdiferenciacidn como respuesta a la lesién -
(Schilperoort, 1981).

La transformacidn ocurre poco tiempo después de la infeccidn. Los
estudios con Kalanchide daigremontiana muestran que a 25°C la induc
¢idn ge completa en 20 hr (Lipetz, 1966) despu@s de esto, la presencia
de la bacteria viva ya no es necesaria para mantener el estado tumoral
(Beardsley, 1972; Braun y White, 1943; White y Braun, 1942).

También se ha visto que las células tumorales libres de bacteria ,
pueden aislarse y cultivarse por tiempo ilimitadoe en un medio quimi-
camente definido, que no contenga las fitohormonas necesarias para el
crecimiento de 1las c&lulas normales en cultivo (Braum, 1958). Asi
mismo, cuando se injertan células de agalla cultivadas en un hospede
ro adecuado, proliferan como tumor {(Braun, 1953) y en algunos cagos,
pasan los caracteres tumorales a las c&€lulas que las hospedan (Meiuns ,
1973).

El hecho de que la transformacién de células normales en tumorales,
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incluya cambios que se perpetlian en'generaciomes celulares subsecuentes,
an en la ausencia de la bacteria, sugirid que podian estar involucra
dos los dcidos nucleicos, ¥y en particular el ADN. De acuerdo con es
to, las tres hipdtesis relativas a la naturaleza del PIT que involucra
la transferencia de informacidn gendética de A. tumefaciens a las c€lulas
huésped, postulaban que este podia ser: (1) una fraccidndel genoma -
bacteriano; (2) un bacteridfago, y; (3) un plésmido. Drlieca y Kado

(1975) hacen una extensa Yevigidn de la evidencia experimental en re-

lacidn a éstas hipdtesis.

TIPOS DE TUMORES DE AGALLA

Existen varios tipos de tumores que son determinados por el carac-
ter de la bacteria inductora. Estos pueden distinguirse por una nueva
propiedad adquirida por las c€lulas de la agalla: 1a capacidad de sin
terizar uno de dos compuestos poco frecuentes llamados opinas, los cua-
les no se presentan en células vegetales sanas, y de hecho, en ningin

otro tipo de célula vegetal (Bomhoff, et al, 1976; Petit, et al, 1970).

Opinas es el nombre general que se da a un grupo de derivados de
aminoacidos, los cuales pueden dividirse estructuralmente por lo menos
en dos clases: la clase de las octopinas y la clase de la nopalinas -
(fig. 1). Los compuestos de la clase de las octopinas, son productos
reducidos de la condensacidn del Aeido pirfivico con cualquier aminoZci-
do. De la condensacidn de arginina y piruvato surge la octcpina, el
mas comGn de estos compuestos, que existe también en algunos tejidos -
animales y recibe su nombre porque fué primeramente detectado en el -
pulpo (Octopus). Las opinas de tipo nopalina, son productos reducidos
de la condensacidn de o-cetoglutarato con un aminodcido. El mas comin
de estos compuestos es la nopalina, que es tanbién un derivado de 1la
arginina, y recibe su nombre por haber sido detectado primero en tumo

res de nopal (Opuntia vulganis).

Los tumores contienen compuestos de cualquiera de Estas dos clases;
por lo que se dividen en tumores tipo octopina, tumores tipo nopalina

y tumores tipo nule, que no sintetizan ninguna clase de opina.
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a) CLASE DE LAS OCTOPINAS

NH
1
Octopina R = NH,-C-NH=-(CHyx~
Acido
R-CH-COOH lisopinico R = NH, ~(CHply
1
NH
) Lisopina R = NH,-(CH,)~
CH,-CH=COOH
Histopina R = N
N NH
X

b) CLASE DE LAS NOPALINAS

NH
i
R-CH-COOH Nopalina R = NH,~C~NH-(CH,),-

NH

| Acido

HOOC~-(CH,, ), -CH-COOH nopalinico _
2’2 " R = NH,= (CH,)y~
Ornalinag

FIG. 1: Fdrmula "estructural de las opinas sintetizadas por los tumo-
res de agalla.



La gintesis de las octopinas es catalizada por una enzima denomina
da lisopina deshidrogenasa (LpDH), enzima monomérica con wun peso mo-
lecular aproximado de 38,000 daltones, que acepta 19 amino&icidos y

"5 o — cetodcidos diferentes como sustratos y emplea preferencialmente -
NADP(H) como cofactor. Debido a la inespecificidad de la enzima, los
tumores de tipo octopina pueden contener ademds de octopina, lisopina,
acido lisopinico e histopina, las cuales derivan de la L-arginina,

L-lisina y L~histidina respectivamente (fig. 1, a).

En los tumores de tipo nopalina, sdlo se han detectado la nopali-
na y el dcido nopalinico u ornalina, los cuales derivan de la L-argini-
na y L-ornitina respectivamente (fig. 1, b). Ambos compuestos son sin
tetizados por la nopalina deshidrogenasa (NpDH), enzima constituida por
2 a 4 subunidades de 42,000 daltones cada una. También utiliza pre-

ferencialmente NADP(H) como cofactor.

Algunos de los tumores tipo octopina, y otros de tipo nopalina, -
poseen cantidades importantes de un terxrcer tipo de compuesto;” Agropi-
na (Firmin, et al, 1978), el cual parece ser un Acido polihidroxilico.
No se sabe alin que enzima es la responsable de la produccidn de este

compuesto, que parece no estar relacionado con las opinas.

La bacteria inductora transfiere la informacidn genética necesaria
para la sintesis de octopina o agropina en el tumor. Esto es interesan
te desde el punto de vista ecoldgico, ya que las cepas de A. fumefaciens
que inducen tumores tipo octopina, son capaces de utilizar estos compues
tos como Tnica fuente de carbono y/o nitrdgeno, pero no pueden cataboli
zar nopalina u ornalina. A causa de esta especificidad, se les denomi-
na cepas tipo octopina. En analogia, las cepas de tipo nopalina son -
aquellas que catabolizan compuestos de la clase nopalina, pero no de la

clase octopina.

La morfologia del tumor depende tanto de la bacteria inductora, -
como de la planta hospedera, y ha sido mis estudiada en Kalanchée dai-
gremontiana. Los tumores de tipo octopina tienen una superficie rugo—

sa y estéin cubiertos por raices adventicias, miestras que los tumores =



de tipo nopalina tienen una superficie lisa y s8lo dan lugar a rafces —
firmes en la base del tumor y en algunas ocasiones forman teratomas, -
que son estructuras aberrantes semejantes a hojas. Los tumores de tipo
nulo también tienen una superficie rugosa, pero muy pocas raices en la

base del tumor.

EL PAPEL DE LOS PLASMIDOS Ti EN LA FORMACION DE LA AGALLA

La idea de que la informacidn gen&tica para el PIT en las cepas de
A, tumefaciens inductoras de tumor podrfa estar contenida en un pldsmi
do, se basa parcialmente en la observacidn de que la virulencia podia
perderse o adquirirse espont@neamente con una frecuencia elevada. En
1974, el grupo de Schell y Van Montagu (Zaenen, et al, 1974), realizd
un estudio sistematico de la presencia de plasmidos en la bacteria, el
cual reveld que las cepas virulentas contienen ADN circular superenro
l1lado de gran tamafo, de 90 a 160 Mdaltones, mientras que las cepas =~
avirulentas carecen de &l. El mismo afio, el grupo de Schell y Schilpe
roort (Van Lerebeke, et al, 1974) encontrd que la pé&rdida de un tipo de
plismido va acompafiada de la pérdida de la virulencia. Los estudios -
posteriores, revelaron que la introduccidn del plismido en cepas no on~
cogénicas aceptoras, por transformacidn 8 conjugacidn, les confiere la
capacidad de inducir tumores (Van Lerebeke, et al, 1975; Watson, et al,
1975). Estos experimentos de genética establecieron firmemente que un
pldsmido particular de A. fumefaciens, es esencial para manifestar ~
su capacidad oncogenética, por lo que se le denomind, plasmido inductor

de tumor (Ti).

En 1977, Chilton y sus cclaboradores, utilizando la t&cnica de
hibridacidon de ADN, obtuvieron evidencia directa de que el plismido es
el PIT propuesto anteriormente por Braun (1947). Aislaron ADN de c&lu-
las normales y tumorales y lo hibridaron con diferentes fragmentos de
restriccidn del pldsmido, encontrando que las células tumorales adquie~
ren un pequefio fragmento de ADN del plasmido como consecuencia del pro-

ceso de transformacidn, por lo que se denomina a &ste ADN-T (tumoral).



Los estudios posteriores han mostrado que el ADN-T estd unido co-
valmente al ADN cromosomico, y que estd presente en varias copias por
genoma (Thomashow, et al, 1980; Yadav, et al, 1980) y que por lo menos,

una parte de @1 es transcrito (Willmitzer, et al, 1981).

Para comprender la relacidn que existe entre diferentes pladsmidos
Ti, se han hecho estudios de homologia de ADN (Currier y Nester, 1976;
Drummond y Chilton, 1978). En estos se ha visto que todos los pldsmidos
Ti tipo octopina, son casi iguales, mientras que los de tipo nopalina,
muestran mucha variacion. La homologfa entre los plasmidos Ti de tipo
octopina, nopalina y nulo estd restringida a algunas regiones separadas
entre si por grandes segmentos de ADN no homdlogo. Los tres tipos de
plasmidos, tienen en comiin una regidn de ADN que no muestra variacidn -
de aproximadamente 5.5 x 108 daltones, secuencia comin, la cual tam-
bién forma parte del ADN-T en varios tejidos tumorales de tipo octopina
y nopalina (Chilton, et al, 1978; De Picker, et al, 1978).

EL ADN-T

Como ya se menciond, una parte del plasmido Ti se ha detectado en
ADN aislado de tejidos tumorales, En todos los casos estudiados, esta
parte viene de la misma regidn del plasmido, por lo que se piensa, que
algunos genes en esta regidn comfin, son esenciales para la oncogenici-
dad.

AsT mismo, se ha visto que varias partes del ADN-T, incluyendo la
secuencia comiin, se transcriben en ARN de células tumorales de tipo =
octopina (Drummond, et al, 1977; Gurley, et al, 1979). Una porcidn de
estas moléculas de ARN, esta unida a un segmento de 4cido poliadenilico
(poli A), en su extremo 3', lo cual es caracteristico de los ARN mensa
jeros de ecucariontes. Lo anterior significa que la transcripecidn del

ADN-T, esta sujeta al sistema de control del eucarionte.

Para establecer la posicidn y el niimero de genes en el ADN-T res-

ponsables de la integracidn, la prototrofia hormonal, la influencia en
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la capacidad regenerativa de las c&lulas, asf como la sintesis de lisopi
na y nopalina deshidrogenasa, se han aislado un gran nimero de mutantes

tanto de insexcidn como de delecidn.

El grupo de Schilperoort (Koekman, et al, 1979), realizd estudios
con di ferentes plidsmidos Ti mutados. En particular, para el plésmido Ti
tipo octopina de la cepa LBA4001, encontrarcn que las deleciones que =—
eliminan la regidn ADN-T completa, incluyendo la secuencia c;am\‘m, dan
como resultado una bacteria avirulenta. No obstante, cuando la deleeidn
cae dentro del ADN-T, pero deja toda o la mayor parte de la secuencia -
comiim, las mutantes aiin son capaces de inducir tumores. Concluyendo que
el lado derecho del pldsmido Ti de octopina, que contiene parte del -
ADN-T, no es esencial para la induccidn del tumor. E1 mismo grupo, ha
estudiado mutantes de insercidn que mapean en la secuencia comiin del -
ADN-T y que presentan un fenotipo alterado (Klapwijk, et al, 1980; Ooms,
et al, 1980; Ooms, et al, 1981). Algunas de ellas, dan lugar a tumores
con una excesiva formaci®n de raices mientras que otras, por el contrario,

producen hojas en la parte superior del tumor.

Los resultados con estas mutantes, llevaron a Shilperoort a propo-
ner que por lo menos, dos tipos de genes estin presentes en la secuencia
comiin y que estos pueden ser afectados independientemente: uno responsa-
ble de un sintoma tipo auxina y el otro, de un sintoma tipo citocinina -
(fig. 2). Esto hace probable que genes en el ADN-T dentro de la secuen-
cia comiin, sean los responsables del crecimiento de las cé&lulas de agalla

en medios carentes de hormonas.

CONSIDERACIONES GENERALES ACERCA DE AUXINAS Y CITOCININAS

La mayoria de las funciones de la planta y el curso de su desarro-
1lo y diferenciacidn celular, estdn controlados por fitohormonas. Una -
hormona vegetal puede definirse como una substancia org@nica activa en
cantidades minfisculas, que se forma en ciertas partes de la planta Vs

generalmente, es transportada a otros sitios, donde evoca una respues-
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10" Daltones

F1G. 2  Seccion del mapa de un plasmido Ti tipo octopina.



ta bioquimica, fisioldgica y/o morfolSgica. Se conocen cinco grupos de
fitohormonas: auxinas, citocininas, giberelinas, &cido abscisico e inhi
bidores relacionados y etileno (fig. 3). De todas ellas, las auxinas y
las citocininas, son las de mayor importancia en cultivo de tejidos, -
aunque estos son ‘también afectados por otros reguladores del crecimien-
to (Cassab, 1981; Casssb, et al, 1983).

El primer tipo de hormona vegetal descubierto fue el de las auxi-
nas. El término auxina viene del griego "auxein" que significa crecer,
y fu@ propuesto originalmente por Kogl y Haagen - Smit en 1931 para -
designar una substancia particular que tenia la propiedad de promover la
curvatura en el coleoptilo de Avena y que fue posteriormente identifica-
do como dcido indolacético (AXA, fig. 3, a). En 1969, Thimann definid a
las auxinas como "las substancias orginicas que a baja concentracidn pro
mueven el crecimiento, por elongacidn celular, a lo largo del eje longi
tudinal, cuando se aplican a tallos de plantas practicamente libres de ~
su propia substancia promotora del crecimiento, e inhiben la elongacidn
de rafces". E1 &cido indolac&tico es la Unica auxina natural que se co

noce.

Para que un compuesto cumpla el papel de hormona, su propia concen
tracion debe estar rigidamente controlada. El control de la concentra-
cidn de suxina en los diferentes lugares de la planta es complejo, e in
volucra procesos miltiples. Una forma de regular los niveles de auxina
es controlando la biosintesis «n 4{{u. E1 aminodcido triptofano es el
precursor para la biosfntesis de AIA en las plantas, y existen dos sen
das biosint8ticas que se ilugtran en la figura 4. Una observacidn inte-
resante que ha sido reportada varias veces es que el D-triptofano es -
frecuentemente tan, o aln mas, activo que el L-triptofano como precur
sor auxinico. En 197!, Miura y Mills, utilizando un sistema de culti-
vo de células de tabaco, demostraron la presencia en el tejido de una
racemasa de triptofano que convierte el D-Trp en L-Trp en una reaccidn -
reversible. Es posible que la conversidn de L-Trp a D-Trp pueda ser
importante en el control de los nivelas de AIA y Trp.
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H
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HEZ G ——C —— CH,—COOH
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HCy _Cw, _CH
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{a) Acido indolacstica

P
N H
o H {b) Cinetina.
/
HO. OH
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CH,
CHs COOH
(c} GA;
H TH3
Pie §C/c§c
OH |
H COOH
(o} CHx
(d) ABA
CH,~CH,
(d) Etileno

F16.3. Fdrmula estructural de los diferentes tipos de hormonos vegetales.
(a) auxina ;(b) cinetina ; (¢) giberslina; (d) dcido abscisicol ABA); y
(e)etileno.
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CHa - CH-COOH ' CHz=C = COOH
' NH,  transominacidn N '
N N
H H
Triptofano Acldo indolpiruvico
Dascarboxilacion D escarboxilacidn
co,
co,
[s]
4
CH~CH,~NH, cnz-c\
I oxidacion y ) ‘ H
desaminacion N
H H
Triptamina Indolecetaldehido

Oxidacion

CH,-COOH

N
H
Acido indolacetico

FI1G. 4. Sendas de biosintesis de auxina.
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El AIA existe en una variedad de estados quinricos en los tejidos
vegetales, Auxina libre se considera como aguella que es fAcilmente
extraible mientras que, tradicionalmente, se considera auxina unida o
conjugada a la que es liberada de los tejidos cuando estos son sujetos
a enzimolisis, hidrdlisis o autdlisis. La auxina unida puede existir
en varias formas; glucosilada, etc, que varian entre las diferentes —
especies. Las auxinas unidas se consideran como formas de almacenamien
to, 4 partir de las cuales, el AIA puede ser liberado, o como productor
de detoxificacidn que se forman en la presencia de altos niveles de =
AIA.

Como gse mensiond, el nivel de auxina libre en el tejido debe estar
rigidamente controlado. Un tercer proceso por el cual los niveles de
auxina son regulados, junto con la sintesis regulada y la formacidén xe
versible e irreversible de conjugados, es la degradacidn a compuestos
inactivos. La destruccidn de auxinas ge lleva a cabo por medio de dos
procesos oxidativos bdsicos: (1) reaccidn enzimitica; y (2) fotooxidacién.
El proceso oxidative mis importante fisioldgicamente es la destruccién
enzimiAtica, catalizada por una enzima conocida como AlA-oxidasa. La

reaccidon consiste en la descarboxilacifn del AIA:

[o{s PY

ATA Metilen—oxindol
‘ ATA-oxidasa +
cofactor +

MgH

El gistema enzimitico de las plantas superiores requieren de Mg+,
Ciertos compuestos fendlicos influyen en el nivel de ATA a través de um
efecto sobre la actividad de la AlA-oxidasa (Schneider y Wightman, -
1974). Los monofenocles son cofactores de la enzima, mientras que los —
difenoles son inhibidores de la misma. E1 esquema de la figura 5 mues

tra como el nivel de la hormona presente en un tejido, depende de 1a
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X

Triptofano {precursor)

sintesis
0 COOH
don-d
CHz-COOH R cﬂz_ —'i‘_l_H
inactivacion ‘ H ?HZ
N N
H H COOH
Acido indolacetico " Indotacetilaspart ato
( hormona) { conjugado)

degradacion

Metilen-oxindol
{ producia)

FI1G. 5. Esquema que muestra como el nivel de hormona presente on un tejido depsnde
de la velocidad de sintesis, degradacion e inactivacicn, ejemplificendo con
una auxina.
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velocidad de sintesis, degradacifn e inactivacion.

El descubrimiento de las citociminas ocurrido en 1955 cuando Miller,
Skoog, Okimura, Von Saltzay Strong aislaron una substancia llamada cine-
tina (6-furfurilaminopurina, fig. 3, b) de una muestra de ADN de esper—
ma de arenque sujeta a alta temperatura y gran presidm, y demostraron —
que es capiz de promover activamente la mitosis y la divisidn celular en
callos de tabaco £{n vit/no. Skoog y sus colaboradores propusieron que -~
el término de citocinina debia usarse para designar todos aquellos com

puestos que promueven la divisidn celular.

La comprensidn y la bioquimica de la produccidn de citocininas es
sumamente incompleta, y la informacidn disponible es muy complicada.
Esta complejidad deriva, principalmente, del hecho de que las citocininas
se encuentran no sdlo como bases libres y como ribonucleosidos y ribonu-
cleotidos, sino que tambi&n se encuentran como constituyentes de especies
moleculares de ARN de transferencia (ARNt) particulares. La mayoria de
las investigaciones sobre la biogénesis de las citocininas, se basan en
lo concerniente al mecanismo por el cual las citocininas estan presentes

en fracciones particulares de ARNt.

EFECTO FISIOLOGLCO DE LAS AUXINAS Y LAS CITOCLNINAS
SOBRE TEJIDOS EN CULTIVO

Dos tipos de fitohoxrmonas, las auxinas y las citocininas, scn los

principales reguladores del crecimiento en las plantas superiores.

En 1957, Skoog y Miller, mostraron que variando la concentracidn de
auxinas y citocininas en el medio de cultivo de callos de tabaco (N{co -
tiana tabacwn), podian lograr una de tres cosas: el crecimiento de una
masa amorfa no diferenciada & calleo; 1la formacidn de raices; o bien, -
la formacidn de tallos. Este fendmeno, inicialmente observado en -
tabaco, se ha visto que ocurre en c&lulas de un gran niimero de especies
vegetales. Este tema ha sido revisado recientemente {Cassab, et, al,

1983). Asi, la organogénesis de las células vegetales en cultivo se
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logra cuando se les presenta un balance auxina/citocinina adecuado.

Como resultado de la transformacidn por A. ftumefaciens las c&lulas
tumorales adqﬁieren la propiedad, heredable, de crecer en un medio
de cultivo bdsico sin la adicidn de auxinas y citocininas. E1l tejido
tumoral contiene concentraciones enddgenas de auxinas y citocininas mis
elevadas que las de los tejidos normlaes (Braun, 1978; Einset, 1980;
Henderson, et al, 1952; Link y Eygers, 1941; Scott, et al, 1980) y se
supone que esta es la razén para el crecimiento autdnomo de estas cé&lu-

las.

La diferente morfologia y capacidad de desarrollo entre los tumo-
res de tipo liso y rugoso en tallos de Kalanchie, asi como el fenotipo
tumoral alterado, causado por las mutaciones en el ADN-T, pueden ser =
atribuidas a una diferencia en la actividad enddgena de lag auxinas y
citocininas. Un estudio hecho recientemente, muestra como los niveles
endSgenos de auxinas y citocininas en varias lineas tumorales, varia -
considerablemente y que esta variacidn parece ser la responsable dc las

diferentes morfologias tumorales (Amasino y Miller, 1982).

Los tumores inducidos por la cepa mutante LBA4210, muestran una
sbundante formacidn de rafces, lo cual sugiere que tienen altos niveles
enddgenos de auxinas. En cambio, los tumores inducidos por la cepa mu-
tante LEA4060, muestran una formacidn de tallos, sugiriendo que contie-
nen un bajo nivel de auxinas y un nivel relativamente alto de citocini-
nas. Mientras que los tumores inducidos por la cepa silvestre LBA4001

no muestran diferenciacidn de ningiln tipo.

El objetivo del presente trabajo es investigar los niveles de etile
no y auxina presentes en tejidos de agalla de Bouvardia ternifolia vy
Nicotiana tabacwn inducidos por las cepas de A. fumefaciensd arriba -

mencionadas, y correlacionar estos con la morfologia de dichos tumores.
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Y. -"METODOS

Las cepas de A. Zumedaciens empleadas en este trabajo fueron propor

cionadas por el laboratorio del Dr. Schilpercort en Leiden, Holanda.

Todas de tipo octopina: la silvestre LBA4001 (pTiAch5), y dos mutantes;
LBA4G60 (pAL108) y LBA4210 (pAL228).

Las cepas se mantienen en glicerol (1 ml de glicerol: 1 ml de sus-

pensidn bacteriana en fase logaritimica tardia) a 4°C.

Asi mismo, se

tienen colonias plateadas en cajas de Petri que contienen medio minimot

octopina el cual tiene la siguiente composicidn:

Fosfato
Fosfato
Cloruro
Sulfato
Cloruro
Sulfato
Glucosa

Octopina

de
de
de
de
de
de

COMPUESTO

potasio dibasico
potasio monobdsico
sodio

magnesio

calcio

fierro

Agar (lavado)

Para la induccidn del tumor,
para lo cual, se toma una colonia,
motoctopina,

medio YEB, el cual tiene la siguiente composicidn :

(K,HPO, )
(KH,PO,)
(NaCL)
(Mgs0, *7 H20)
(CaCl, 2 H,0)
(FeSO4- 7 H20)

se tiene que hacer un

CONCENTRACION
mg/1

10250.0
7250.0
150.0
500.0
10.0
2.5
5000.0
80.0
0.9 %

precultiveo, -

de una caja de Petri con medio mini

y se coloca en un matraz de 25 ml que contenga 5 ml de
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COMPUESTO ¥ ‘ ‘_ ' CONCENTRACION
g/l
Extracto de levadura ' 1.0
Extracto de carne . 5.0
Peptona 5.0
Sacarosa 5.0
Sol. 0.1 M. de Sulfato de magnesio (MgSO, "7 H,0) 2.0 ml/1

”
El matraz se coloca en una plataforma de agitacidn a temperatura ambien

te y se deja ahi por espacio de 16 hr.

2. INDUCCION DE TUMORES .{n uitio A PARTIR DE EXPLANTES

Primero es necesarioc esterilizar el material vegetal; para ello,
los explantes, hojas y/o tallos, se lavan en agua corriente por espa -
cio de 30 min, posteriormente, se transfieren a un matraz que conten-
ga una solucidn al 10% v/v, de hipoclorito de sodio (cloralex) durante
30 min. Pasado este tiempo, se enjuagan por lo menos S veces con agua

estd&ril.

Tanto las hojas como las secciones c¢e tallo se inoculan picandolos
con una jeringa previamente sumergida en una suspensidn de A. fumedaciens.
Por {iltimo, se siembran en tubos de cultivo que conterngan medio Murashige
v Skoog (1962) basal sin suplemento hormonal (MS-H, apéndice I), y se

colocan en el cuarto de crecimiento a 26°C con iluminacidn continua.

Después de 3 a 4 semanas, los tumores resultantes, se pasan a fras
cos de 130 ml que contengan medio basal sin hormonas complementado con
el antibidtico carbenicilina Img/l. Se resiembran cn el mismo medio -
cada 25 dias hasta obtener un tejido libre de bacterias, para lo cual
se requieren de 4 a 5 resiembras. Esto se verifica estriando en un me

dio de cultivo bacteriano por ejemplo, en YEB.

Una vez obtenido el tejido tumoral libre de bacterias, se mantiene
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subcultivandolo cada 25 dias en MS-H sin antibidtico.

Los tumores son designados con una inicial que coxresponde a 1la
planta de donde privienen: B para los de Bouvardia teanifolia, y N
para los de N.{coiiana Labacum, seguidos por un nfimero que corresponde

a la cepa bacteriana utilizada para la induccidn.

. 3. INDUCCION DE CALLOS A PARTIR DE EXPLANTES

Los explantes se esterilizan en la forma antes mencionada, y se -
siembran en tubos de cultivo con medio basal (apéndice I) complementado

con la siguiente composicidn hormonal:

2,4-D (auxina) 1.0 mgfl

cinetina (citocinina) 0.005 mg/l

Los tubos se colocan en el cuarto de crecimiento a 26°C con ilumi
nacién contfnua. Una vez formado el callo, después de 3 a 4 semanas, —
se pasan a frascos de 130 ml que contengan medio basal con las hormonas

arriba mencionadas (MS+H).

Los callos se mantienen subcultivandolos cada 25 dias en el mismo
medio, y son designados por 1la inicial de la planta seguida por el -

subindice ts que significa tipo silvestre.

4. INICIO DE CELULAS EN SUSPENSION

Se inocula un gramo de tejido de callo o de tumor, en un matraz -
de 250 ml que contenga 50 ml de medio de cultivo liquido, MS+H & MS-H,
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y se colocan en una plataforma de agitacidn a temperatura ambiente, has
ta que el tejido se haya disgregado, 1o cual ocurre aproximadamente an
12 dias. Entonces se ajusta la concentracidn celular a 0.5-2.5 x 103
células/ml, 1l1la cual se calcula en un hemocitdmetro & cé@mara de Neubauer
(Bright Line, American Optical Co.).

Para mantener el cultivo en suspensidn, se coloca un indculo de 5
ml en un matraz de 250 ml que contenga 50 ml de medio. Este indculo ya
contiene la densidad celular minima requerida para iniciar un nuevo cul

tivo de é€ste tipo.

5. CURVA DE CRECIMIENTO DE CELULAS EN SUSPENSION.

Se col‘ocan “diez ml de ¢Elulas en suspensién, normales o tumora—
les, que tengan 12 dias de crecidas en un matraz de 500 ml que contenga
100 ml de medio, MS+i 3 MS-H, se colocan en w.a plataforma de agita
cidn y se dejan crecer durante 12 dias. De este matraz, se colocan 5 ml
de células en suspensidn como indculo inicial, en 4 matraces de 250 ml
que contengan 50 ml de MSHl y 5 ml de c&lulas en 4 matraces que conten-
gan 50 ml de MS-H.

Cada dos dias, se saca una muestra de 2 ml de cada matraz y se co-
locan en un tubo de centrifuga conico graduado. Se centrifuga a 2,500

rpm durante 10 min, se mide el paquete celular (pastilla) y se expresa
en porciento.

6. METODO PARA MEDIR LpDH EN TEJIDOS TUMORALES DE AGALLA
(otten y Schilpercort, 1978)

Egste método se basa en la conversibn de arginina a octopina, por -

la accidn de la LpDH, por extractos celulares de tejidos de agalla.

Se colocan 10 mg de tejido en un tubo de centrifuga eppendorf y se
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agregan 40 ml de buffer de extraccidn frio, el cual contiene :

Tris-HC1 0.1 M

Sacarosa 0.5 M

Acido ascdrbico 0.1 2 (p/v)

Cisteina-HC} 0.1 %2 (p/v)
pH = 7.0

El tejido se tritura con la ayuda de una varilla de vidrio y se -
centrifuga a 1,200 rpm durante 3 min en una microfuga eppendorf - -
(Beckman). El sobrenadante se pasa a un .tubo limpio y se le agrega un
voliimen igual de la mezcla de incubacidn compuesta de :

I~arginina 30.0 mM
Piruvato 75.0 mM
NADH 20.0 mM

Todo disuelto en fosfato de sodio 0.2 M pH = 7.0

La solucidn stock de arginina se neuttaliza con HCl antes de adi-

cionarla a la mezcla.

Se incuba a 22°C durante una hora en la obscuridad. Todos estos
pasos se siguen tanto para el tejido normal (control) como para el teji

do tumoral.

La formacidn de octopina se detecta por electroforésis en papel.
Al prineipio y al final del periodo de incubacidn, se colocan 4 ul de
la mezela de reaceidn en el lado anodal de un pedazgq de papel Whatman #3
de 13 cm de ancho x 17 c¢cm de largo. Se utilizan 2 ul de octopina 0.5

ug/ml como marcador y verde de metilo como indicador el cual migra a una
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posicidn semejante a la de la arginina.

La electroforésis se lleva a cabo en un buffer que contiene &cido

férmico/acido ac€tico/agua (5:15:80 v/v) a 400 volts durante una hora.
. EL papel se revela en un vol@imen de fenantrenquinona 0,02%/etanol abgo-
luto mezclado inmediatamente antes de usarse con un volimen de NaOH al
10 %Z/etanol al 60 X. Después de que se seca el papel, las manchas se Vi

sualizan con la ayuda de una l3mpara de luz ultravioleta de 366 nm.

7. MEDICION DE LA PRODUCCION DE. ETILENO POR CROMATOGRAFIA DE GASES.

Se coloca un gramo de tejido, normal o tumoral, en frascos ampolle
ta que contengan 10 mililitros de medio de ecultivo, MS+H o MS-H. Para
permitir la recuperacidn del dafic que pudiera haber sufride el tejido,
los frascos se dejan destapados en una campana de flujo laminar, para e
vitar la contaminacidn, por espacio de dos horas. Pasado este tiempo,

los frascos se tapan herméticamente (tiempo cero).

Se toman muestras de 50 ul con la ayuda de una microjeringa a dife
rentes tiempos y se inyectan en un cromatdgrafo de gases (Varian aero—
graph series 2,700) equipado con una columma de 20 % DEGS, Chromosorb W
AW DMCS 80/100, 8 pies 1/8 de pulgada, de acero inoxidable, con un flu-
jo de aire de 300 ml/min y flujo de hidrdgeno de 25 ml/min. Como gas a
carreador se emplea nitrdgeno a un flujo de 30 mi/min. La inyeccidn y

deteccidn se lleva a cabo a temperatura ambiente.

El Rf del etileno se determina pasando una muestra de gas comercial.
La misma muestra comercial, de concentracidn conocida, permite calibrar

el aparato.

8. ACTIVIDAD DE LA AIA~OXIDASA
(método de Gordon y Weber, 1951)

Eate método se basa en la intensidad del color rosa, producido -
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por el AIA al ser mezclado con el reactivo de Salkowsky (apéndice IT).

La mezcla de reaceidon consiste de:

Buffer de fosfatos (pH = 5.5) 1x102%M

Acido indolac@tico (ATA) 1x10*M

Cofactor (DCP) 1 x 107" M

Cloruro de manganeso (¥nCl,) 1x100M

Perozd'dasa (Sigma) 1x100%M
o

Extracto enzimitico

Las fuentes para la enzima son:

a)- Callo & tumor. Se hace un sxtracto crudo del tejido y se diali
za durante 18 hr, este se afiade a la mezcla de reaccidn arriba mensiona
da. Se toman muestras de 1 ml cada hora y se le adicionan 2 ml del -~
reactivo de Salkowsky, con el fin de parar la reaccidn y obtener el co-
lor rosa, se agita en el vortex y se deja reposar 15 min a temperatura
ambiente. Al t@rmino de este tiempo, se mide la densidad Gptica (DO) -~

en:un espectrofotdmetro a unma longitud de onda de 532 nm.

Todas las determinaciones se hacen en la obscuridad para evitar la

fotooxidacidn del AIA.

b) CElulas en suspencidn. Se afiade un indculo de 2.5 ml de cé&lu~
las en suspencidn, normales o transformadas, a matraces que contengaﬁ -
25 ml de medio de cultive, MS+H & MS-H, adicionindoles ATA I x 107" My
cofactor DCP 1 x 10 * M. Se toma una muestra de 2 ml cada hora, se cen
trifuga, y el sobrenadante se utiliza para la determinacidon en la forma

antes mensionada.
9. SINTESIS DE AIA A PARTIR DE Trp EN A. fumefaciens
(Liu y Kado, 1979)

9.1. Condiciones de crecimento.

Las cepas de A. Lumefaciens se crecem en medio basal 925 el cual -



contiene:

COMPUESTO CONCENTRACION

' g/l

Fosfato de sodio monobdsico (NaHaPO,) 1.0

Clorurc de amonio (NH,C1) 1.0

Sulfato de magnesio (MgS0, .7H,0) ' 0.3

Sacarosa 10.0

L~triptofano 0.2
Las ecElulas se crecen en S0 ml de medio 925 complementado con -

L- [5-7H] ~triptofano (Amersham International Ltd, Amersham U. K., acti

vidad especifica 21 Ci/mmol) durante 48 horas a temperatura ambiente en

una plataforma de agitacidn, en obscuridad, hasta una densidad Optica -
. +

final de 2 - 0.5.

Para cosechar, se centrifuga a 4,000 rpm en una centrifuga clinica
a 4°C durante 20 min, el sobrenadante se utiliza para la extraccidn de
AXA (muestra 1). La pastilla se resuspende en 20 ml de medio 925 fres-
co, se sonica a 0°C por 5 min a intervalos de 1 min, Los fragmentos ce
lulares se precipitan con 3 volGmenes de acetona y se remueven centrifu
gando a 4,000 rpm en una centrifuga cliniea a 4°C durante 20 min, el so
brenadante se utiliza para la extraccidn de AIA (muestra 2) y la pasti-

1lla se desecha.
9.2. Extraccidn de AIA.

Al sobrenadante, muestra 1 § 2, se le agregan 20 1l de [2—’“ é]
ALA (Amexsham International Ltd, Amersham U. K., actividad especifica -
54 mCi/mmol), como estdndar interno para saber la recuperacidn de &sta
al final de la extraccidn. A continuacidn, se acidifica a pH 3 con HCL
1 Ny se extrae 4 veces con 5 volimenes de cter dietilico. Se extrae -
el eter y se condensa la muestra en un rotavapor, el residuo se disuel-

ve en 20 ml de Na,CO; al 2 % (p/v) y se lleva a pH 3 con HCL 1 N. Nue-
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vamente se extrae 4 veces con 5 vollGmenes de eter, se extrae el eter, —
se condensa la muestra y el residuo se disuelve en 2 ml de metanol anhi
dro.

9.3. Andlisis de ATA.

9.3.1. Cromatografia en papel. Los dos mililitros de la extrac—
cidn se calocan en linea sobre papel Whatman # 3, de 25 cm de ancho por
40 cm de alto, en los extremos se ponene 75 ul de los estandares de AIA
y Trp, ambos a una concentracidn de 2 mg/ml, se deja correr en la obscu
ridad durante 20 hr- en un cilindro de wvidrio que coiiccupa un buffer de

isopropanol/amonio, al 28 %/agua (80:10:10).

- 9.3.2 Procesamiento del cromatograma. Se marca el frente-del sol
vente y se deja secar. Se identifica la posicidn de los est@ndares, vi
sualizados con la ayuda de una ldmpara de luz ultravioleta, se cortan ~
tiras horizontales, del resto del cromatograma que couuienga el extracto,
correspondites al Rf del AIA y al Rf del Trp. Estas tiras se cortan en
pedazos mas pequeilos y se colocan en un matriz de 125 ml que contenga -
50 ml de metanol anhidro. Se cubre y se deja agitando durante 16 hr.
Pasado este tiempo, se filtra el liquido y se enjuaga 3 veces con 5 ml
de metanol absoluto. Se reduce el voliimen en el rotavapor hasta 10 ml,
se transfieren a un tubo de centrifuga donde se reduce el vollmen hasta
500 pl con nitrdgeno. Los 500 yl se pasan a un vial al que se le ar~+»~-
gan 10 ml de 1liquido de Bray (apéndice 1II). Se colocan en el contador
de centelleo (Liquid Scintillation Spectometer Paeckard TRI-CARB) y se

obtienen las cpm.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se iniciaron 4 1ineas tumorales £n v.itno: 3 de Nicotiana tfabacum -
(Ny 2105 Nygor ¥ Nyosg) ¥ una de Bouvarndia temifolia (B,z14). Los tumo
res inducidos con la cepa silvestre de A. tumefaciens,LBA40O1, presentan
una morfologia tipica de callo; masa de tejido amorfo desdiferenciado —
de color blanco, muy suave y de superficie rugosa. Los tumores induci--
dos con la cepa LBA4060 son mis compactos, de superficie rugosa, presen
tan coloracién verde y a lo largo del trabajo se observd, esporddicamen
te, la formacidn de pequefias hojas, como es de esperarse para un tejido
que supuestamente contiene bajos niveles de auxina, tumores tipo citoci
nina. Por Ultimo los tumores inducidos con la cepa LBA4210 presentan -
una morfologfa similar a 1a de los tumores inducidos con la cepa silves
tre es decir, callo: suave de superficie rugosa, sd8lo que de color par—
do. Nunca se observd la formacidn espontdnea de raices, como se espera

ria para un tumor de tipo auxina.

Tambi&n se inicid callo normal a partir de B. teanifolia (B, ) el
cual presentd una morfologia tipica; masa de tejido amorfo totalmente —
desdiferenciado, blanco muy suave y de superficie rugosa. Semejante a

los tumores inducidos con la cepa silvestre y con la LBA4210.

Una vez obtenidos los tumores libres de bacterias (aproximadamente

después de un periodo de 6 meses) se procedid a caracterizarlos.

Como ya se menciond, las células tumorales, adquieren dos nuevas —
caracteristicas como resultado de la transformacién, una de las cuales
es la habilidad de crecer en un medio de cultivo carente de hormonas. =
Como se puede ver en la figura 6, las cflulas normales, Bts’ solamente
crecen en el medio que contiene hormonas, wentras que la linea tumoral
B, ,19, crece perfectamente bien tanto en el medio con hormonas come en
el que no las contiene. A pesar de que se ve una cierta discrepancia en
el crecimiento en ambos medios, esta no es significativa ni alGn a un ni

vel de confianza del 99 %X. Podemos afirmar, por lo tanto, que el teji-
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do tumoral no presenta diferencias de crecimiento debidas a la presencia
& ausencia de hormonas en el medio, a diferencia de lo que ocurre con -

el tejido normal.

La seguanda caracteristica tumoral es la capacidad para sintetizar
un amineZcido poco comiin derivado de la arginina (fig. 1, a), ya que -
las cepas utilizadas para este trabajo contienen todas plasmidos Ti tipo
octopina. Una forma de verificar la aparicién de este derivado en el te
jido tumoral es detectando la presencia de la enzima que lo sintetiza,
LpDH, mediante el método desarrollado en 1978 por Otten y Schilpercort.
Este método consiste en incubar un extracto del tejido en una mezcla -~
que contenga el precursor; la arginina, y un cofactor (NADH), durante -
60 min.

La figura 7 muestra un cromatograma donde puede verse que el teji-
do tumoral no tiene actividad de LpDH, pues no sintetiza -octopina (fig.
7, linea 2), en tanto que el tejido transformado si Lla tiene (lineas &
y 5). La linea 3 representa el control con tejido tumoral a un tiempo
de incubacién de cero min en donde, obviamente, no hay sintesis de octo

pina.

Una vez caracterizadas las lineas tumorales, mediante la utiliza—-
cidn de dos parametros, se procedid a analizar los niveles de auxina -
(ATA) presentes en los diferentes tejidos, indirectamente, a través de

1la produccidn de etileno.

Zimmerman y Wilcoxon fueron los primero en reportar, en 1935, que
las auxinas exOgenas estimulan la produccidn de etileno en varias plan-
tas. Desde 1964, varios trabajos han confirmado y extendido esta cobser
vacidn (Burg y Burg, 1966; Chadwick y Burg, 1970; Kang, et al, 1971). -
Las concentraciones fisiolégicas de AIA y otras auxinas estimulan la -~
formacidn de etileno en las raices, tallos, hojas, flores y frutos de -
todas las plantas que han sido examinadas y la respuesta del tejido va-

ria con la concentracidn de las mismas.

Sabiendo lo anterior, lo primero que se hizo fue medir la produc—-



FI1G. 7. Andlisis de LpDH en tejidos de B. ternifolia despues de la infeccion

con A. Tumefaciens.

(1) estdndar de octopina (4)B4p0 t=60min A=origen del cromatograma.

(2) Byg t=60 min (5)Bygp,0 t=60min B=octopina.
(3) Byoyo t= Omin { 6 )estdndar de octopina C=arginina.
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cidn de etileno en las diferentes lineas tumorales para explorar la po-
sibilidad de que existan diferentes niveles de auxinas en los mismos.
La figura 8 muestra la produccidn de etileno por tejidos de B. Leanifo-
£ia y en ella se puede apreciar claramente, que el tejido tumoral produ
ce 7 veces mds etileno que el tejido normal. Se observa también que -
no existe una diferencia significativa en la produccidn de etileno por

el tejido tumoral crecido en medios con y sin hormonas exdgenas.

También se midid la produccidn de etileno por los tejidos tumorales
de N, tabacum. Llos resultados obtenidos de estas mediciones se presentan
en la figura 9, en donde se puede apreciar que existe una diferencia -
clara en la produccidn de etileno en las tres lineas tumorales. La 1li-
nea Nyz10 produce 4 veces mAs etileno que la 1inea Nygoy y esta a -
su vez, 1.5 veces mfis que la Nyoes. Asi mismo, se puede observar que
la diferencia en produccidn de etileno por las lineas tumorales Nyz2i10 ¥y

Nuwoes es muy grande, 6 veces mAs en la primera que en la segunda.

Los resultados obtenidos de esta forma, indican que existe una di
ferencia que esta de acuerdo con lo establecido por Skoog y Miller en
1975. Los tumores inducidos por la cepa productora de raices (LBA4210)
parecen tener un nivel elevado de auxinas enddgenas, los tumores induei
dos por la cepa productora de tallos (LBA4060) tienen un nivel bajo de
auxinas cnddgenas, en tanto que los tumores inducidos por la cepa sil -

vestre (LBA40O1) presentan un nivel intermedio.

El nivel de AIA enddgeno depende de la velocidad de sintesis, inac
tivacion y degradacidn (ver esquema en la fig. 5). Es posible, entonces,
que los diferentes niveles de auxina en los tres tipos de tumores pueda
deberse a que en ellos exista una diferente actividad de la AlA-oxidasa,
enzima que cataliza la descarboxilacidn oxidativa del AIA y que es depen
diente de Mg++. El producto de esta reaccifn, aunque variable, es prin-
cipalmente metil@n-oxindol. En 1953, Galston y sus colaboradores reporta
ron que la peroxidasa de rdbano cataliza la oxidaci®n del AIA y, desde
entonces, ambas actividades: AIA-oxidasa y peroxidasa, se han encon-

trado juntas aln en preparaciones enzimdticas sumamente puras (Jan-
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F1G. 8. Etileno producido por tejidos de B. ternifolia.
{a) Bygen MS+H (O} Byppen MS+H (D) Control en MS+H
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F1G.9. Etileno producido por tejidos de N. tabacum transformados
con diferentes cepas da A, tumefaciens
(O)Ng4210 (£IN 4001 {0 N4oeo (o) Control
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ssen, 1970; Pilet, et al, 1970). La reaccifn que cataliza la AIA -

oxidasa es regulada por los 8cidos fenSlicos. Los monofenoles la incre
mentan por ejemplo el 2,4-diclorofenol (DCP), en tanto que los difenoles
la imhiben.

El primer experimento que se hizo para estudiar este aspecto, fue
empleando peroxidasa pura (Sigma), con el fin de probar el sistema. Los
resultados se muestran en la figura 10, en donde ge observa que en un
perfodo de 15 min, se obtiene la degradacién casi completa del ATIA. A
continuacidn se midio la actividad de 1a enzima empleando un sistema de
c8lulas de B. fernifolia en suspensidn. En la figura 1l se puede apre
ciar que la reaccidn se lleva a cabo lentamente (25hr) en comparacidn -
con la actividad de la peroxidasa pura (15 min, fig. 10). Posteriormen
te, se midio la enzima de la misma manera, pero utilizando tanto cé&lu-
las normales (Bts)’ como células tumorales (Byz10 ). Los resultades -
estan ilustrados en la figura 12, donde se puede ver que no hay diferen
cia gignificativa en la actividad de las enzimas de ambos tipos de cé-

lulas,

Debido a que la actividad de la enzima es modificada por cofactores
organicos de pequefic peso molecular, también se midid la actividad de la
enzima en extractos crudos dializados de los diversos tejidos. En 1la
figura 13 se puede apreciar que tampoco existe diferencia significativa
entre ellos. Se hicieron distintas variaciones a este método, pero los
resultados obtenidos en todos los casos, indican que no hay diferencia
significativa en la capacidad de degradacidn de AIA en las diferentes -

lineas tumorales.

Como resultado de la transformacion con A. tumefaciens, una parte
del plasmido es transferido a la célula vegetal hospedera, pero afin no
se ha establecido claramente si este fragmento juega un papel regula
dor directo en la iniciaci@n del crecimiento neopldsico o si cste seg-
mento cedifica para productos que de alguna manera perturban la maquina
ria normal de la célula. Las substancias reguladoras del crecimiento
vegetal son excelentes candidatos para la medicidn de este fendmeno.

En 1979, Liu y Kado, presentaron evidencia de que la produccidn de -
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AIA por la bacteria esta rTegulada por el mismo pldsmido que le confiere
la oncogenicidad.

Segln lo propuesto por Schilperoort, el pldsmidc debe contener dos
juegos de genes; uno que codifica para un sintoma tipo citocinina y
otro que codifica para un sintoma de tipo auxina. Podemos suponer, que
la cepa mutante LBA4210 tiene incertado el transposSn, Tn904, en la
regidn que codifica para la sintesis de citocininas. En tanto que la -
cepa mutante LBA4060 contiene la secuencia de insercidn, IS60, en 1la
regidn que codifica para la sintesis de auxinas (fig. 2), nulificando
su expresidn y alterando asi el cociente auxina/citocinina. De acuerdo
con esto, esperamos que la sintesis de AIA a partir de triptofano, sea

diferente en los tres tipos de cepas de A. fumefaciens.

Los resultados obtenidos sobre este punto presentan mucha variacidn,
por lo que no es posible compararlos. Tal vez lo que haga falta es un
método mAs adecuado para determinar la cantidad de ALA sintetizado por

cada cepa, como por sjemplo cromatografia liquida de alta presién (HPLC).
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CONCLUSIONES

Las lineas tumorales que se obtubieron fueron caracterizadas tanto
por su crecimiento en medio de cultivo carente de hormonas, como por -
la sintesis de octopina. Se puede concluir también que la presencia o
ausencia de hormonas exdgenas en el medioc de cultivo no altera el creci
miento del tejido tumoral.

Los resultados de la produccidn de etileno por las diferentes lineas
tumorales sugieren que si existen diferentes niveles enddgenos de auxi-
nas, y que los tumores inducidos por la cepa productora de raices, son
los que tienen los niveles mds elevados, tanto en N. fabacum como en
B. ternifofia, en tanto que los tumores inducidos por la cepa producto-
ra de tallos, tienen los niveles mas bajos. Estos resultados estan de
acuerdo con lo propuesto por Skoog y Miller en 1957, referente a la -

rediferenciacidn de c&lulas vegetales en cultivo.

Por lo anterior, suponemos que existen diferentes niveles endSgenos
de auxinas en las lineas tumorales, pero no sabemos exactamente que los
produce, Podemos decir que no parece deberse a una diferente actividad

de AlA-oxidasa en ellos.

En cuanto a la sintesis de AIA a partir de triptofano por las dife
rentes cepas de A. fumefaciens, 1lo Gnico que podemos decir, es que =~
nace falta el empleo de tE€cnicas mas adecuadas como HPLC, para poder de
terminar con exactitud la cantidad de AIA producida por ellas que permi

ta su comparacion.
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APENDICES

1. MEDIO MS BASAL UTILIZADO PARA EL CULTIVO DE B. ferndfolia y
N. Aabacum (Murashige y Skoog, 1962).

Para la preparacidn del medio, primerc se preparan las siguientes

soluciones stock:

SOLUCION CONCENRTRACION
mg/ 1

Solucidén A

Cloruro de calcio (CaCLy. 2 H20) . 44,000.0

Solucion B

Nitrato de amonio (NH4 NO; ) ) : o 16,500.0

Nitrato de potasio (KNO3 ) ’ 19,000.0
Solucién G )

Yoduro de potasio (K1) - k 83.0

Cloruro de cobalto {CoCl,. 6 H20) 2.5

Solucién D

Fosfato de potasio (KH2POu) o ‘ 17,000.0
Acido bBrico (H; BO;) . o S . 620.0
Molibdato de sodio " (NapMo0, . 2 H,0) - - . 25.0

Solucion E

Sulfato de magnesio (MgS0y . 7 H,0) 37,000.0
Sulfato de manganeso (MnSO, . 4 H,0) 1,700.0
Sulfato de cobre (CuSO, . 5 H0) . o 2,500.0

Sulfato de zinc : (ZnSO, . 7 H20) 860.0
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Solucidn E

Sulfato de fierro (FeSO4, . 7 H20) 5,570.0
EDTA de sodio (Na,EDTA) 7,450,0

Vitaminas para 250 ml de solucidn stock

Glicina '50:0

Piridoxina-HCL 12.5
Acido nicotfnico . ‘12.5
Tiamina-HC1 ' 2.5
Megso—inositol 2,500.0

Cantidades necesarias de las soluciones concentradas para
preparar un litro de medio :

SOLUCION ml de sol./1 de medio

A 10.0
B 100.0
c 10.0
D 10.0
E 10.0
F 5.0
Vitaminas 10.0

Para evitar la precipitacidn de las sales en el medio, se recomien
da ir agregando las soluciones concentradas en el orden arriba indicado,
a un voltmen de agua determinado y con agitacifn constante. Una vez mez
cladas éstas, se adicionan las hormonas necesarias, segflin sea el caso,
y la sacarosa (30 g/l). Fipnalmente, se ajusta el pH a2 5,8 con NaOH &

HC1l 1.0 N y se afora a un litro.

Si se requiere medio sdlido, el agar (0.9 %) se adiciona una vez
que ge ha ajustado el pH y aforado el medio. Se recomienda hacerlo -
cuando el medio de cultivo se ha precalentado para que el agar se funda

bien.
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Tanto los matraces con medio 1fquido, como los frascos de 130 ml
y los tubos de cultivo con medio sdlido, se esterilizan en el autoclave
a 120°C durante 15 min.

II. REACTIVO DE SALKIWSKY

17 g de FeCly. 6H0 se disuelven en 12 ml de agua destilada, se 1le
afiaden 400 ml de agua fria y a esto se le va agregando, lentamente, 240
mi de Acido sulflrico concentrado. Manteniendolo en un bafioc con hielo

y agitacidn constante.

I¥l. LIQUIDO DE BRAY PARA CENTELLEO

COMP UESTO CANTIDAD/1
Naftaleno 60.0 g
Metanol 106.0 ml
PPO 4.0 g
POPOP 0.2 g
Etilén-glicol . 7 20,0 ml

Llevar a 1,000 ml con Dioxano.
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