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INTRODUCCION 

Los primeros éxitos en el cultivo de células vegetales, por 

períodos de tiempo prolongados, 

de 1930 por Gautheret (1939), 

se lograron a finales de la década 

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 auxi.nas 

y las citocininas, las cuales son esenciales para el crecimiento y d_! 

visión celular, permiten el uso de medios de cultivo sintéticos bien 

caracterizados. 

Los explantes de tejidos de u~a gran variedad de pantas supe~o 

res pueden ponerse en cultivo en medios compuestos básicamente de 

substancias orgánicas y sales inorgánicas, con:plementados con las 

fitohormonas adecuadas, y obtener de ellos una masa de células desdi

ferenciadas, relativamente homogénea, llamada callo. 

La diferenciación y morfogénesis está bajo control hormonal y 

pueden ser inducidos en cultivos de callo, cambiando la proporción de 

las concentraciones de auxinas y citocininas aplicadas exógenamente. 

De este modo, es posible lograr la formación de tallos y raíces y, 

eventualmente, regenerar una planta completa a partir del callo en 

cultivo. 

La totipotencialidad de las células vegetales superiores se de

mostró claramente, por la regeneración de plantas de tabaco adultas 

a partir de una sola célula obtenida de un cultivo de células en sus -

pensión (Vasil y Hildebrandt, 1965). A este respecto, las células 

vegetales -lit v-i.t•:.o ofrecen una vía de acceso experimental única, para 

el estudio del mecanismo de la diferenciación celular y la morfogéne -

sis que, hasta ahora, no es posible con células animales en cultivo. 

Más aún, la regeneraci6n de plantas completas ha tenido importantes 

aplicaciones en la propagación vegetativa en horticultura y agricultura. 
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En las plantas, 'el desarrollo de tumores no es un evento raro, 

ocurre con cierta frecuencia. Uno de ellos es el llamado agalla (crown 

gall), enfermedad neoplásica que se caracteriza por una proliferación 

celular ilimitada. Los tumores de agalla pueden ser cultivados en 

medios totalmente carentes de hormonas, lo cual nos ofrece un sistema 

natural para el estudio de la relación que existe entre la regulación 

hormonal y la corfología. 

Ag11.obacte.Ju'.um .twneóac.ú.11.6 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 Bact:e.lz.i.um 

.tume6ac.lenh, y que en la actualidad se conoce con el nombre de AgMbac

.teJúum .twne6ac..le.n6 (Smith & Town) Conn. 

Esta bacteria, un miembro de la familia Rhizobiaceae, es un an_!! 

erobio facultativo gram negativo comúnmente presente en el suelo. 

Lippincott y Lippincott (1975) hacen una revisión de la taxonomía y 

descripción general de A.tume6ae..le1~ y de especies relacionadas con -

esta. 

El tumor se presenta en un gran número de especies y familias 

en su mayor parte dicoteledóneas; las monocotiledóneas no parecen 

ser susceptibles (De Cleene y De Ley, 1976). En la naturaleza, las 

agallas se producen comúnmente cerca del nivel del suelo, en la corona, 

en donde llegan a presentarse lesiones con cierta frecuencia, ya que 

la enfermedad se da únicamente cuando laq cepas virulentas de A. .tume~ 

c.,l~ infectan sitios dañados de la planta. 

Aunque la presencia de células bacterianas viables en el tejido d_!! 

ñado es esencial para 1 ainducción del tumor, la bacteria se ha obsc¿: 

vado Únicamente en los espacios intercelulares y dentro de la célula s 

dañadas. Lo anterior llevó a que Braun, en 1947, propusiera que la 

bacteria libera un principio de inducción tumoral (PIT), el cual con

vierte a las células normales en tumorales. 
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El requerimiento absoluto de la lesión, para la formación del -

tmnor en todas las plantas. debe explicarse porque es ta deja expuestos 

sitios que favorecen la infección bacteriana al exponer receptores en 

las células vegetales de la superficie. Es sabido que un elemento -

polisacárido de la membrana externa bacteriana se adsorbe a la pared de 

la célula vegetal (Lippincott y Lippincott, !969). Una explicación 

alternativa postula que sólo las célnlas vegetales condicionadas en la 

región de la lesión son susceptibles a la transformación, pués son 

ce1ulas que han sido estimuladas a dividirse como respuesta al daño 

sufrido, pero la infección se completa antes de que la división cel_!! 

lar tenga lugar (Braun. 1952). 

Todos los órganos vegetales son susceptibles a la formación del 

tmnor, excepto el tejido meristemático del tallo y de 1a punta de 

la raíz. Esto puede deberse a que A • .tume6ac.ien.1 probablemente nec~ 

site una célula blanco. la cual se deriva de una célula diferenciada -

que es sometida a desdiferenciación como respuesta a la lesión 

(Schilperoort, 1981). 

La transformación ocurre poco tiempo después de la infección. Los 

estudios con Ka.ianchae. c:úúg11.emo11-ti.a.na. muestran que a 25°C la indu_!: 

ci6n se completa en 20 hr (Lipetz, 1966) después 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 tiecpo ilimitado en un medio quími

camente definido, que no contenga las fi tohormonas necesarias para el 

crecimiento de las células normales en cultivo (Braun, 1958). Así 

mismo, cuando se injertan células de agalla cultivadas en un hosped~ 

ro adecuado, proliferan como tumor (Braun, 1953) y en algunos casos, 

pasan los caracteres tumorales a las células que las hospedan (Meins , 

1973). 

El hecho de que la transformación de células normales en tumorales, 
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incluya cambios que se perpetúan en· generaciones celulares subsecuentes, 

aún en la ausencia de la bacteria, sugirió que podían estar involuc!.a 

dos los ácidos nucleicos, y en particular el ADN. De acuerdo con e!!_ 

to, las tres hipótesis relativas a la naturaleza del PIT que involucra 

la transferencia de información genética de A. ;tume6acie.YU> a las células 

huésped, postulaban que este podía ser: (1) una fracción del genoma 

bacteriano; (2) un bacteriófago, y; (3) un plásmido. Drlica y Kado 

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

lación a éstas hipótesis. 

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 células de la agalla: la capacidad de si.!!. 

te rizar uno de dos compuestos poco frecuentes llamados opinas, los cua

les no se presentan en células vegetales sanas, y de hecho, en ningún 

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 

aminoácidos, los cuales pueden dividirse estructuralmente por lo menos 

en dos clases: la clase de las oc topinas y la clase de la nopalinas 

(fig. 1). Los compuestos de la clase de las octopinas, son productos 

reducidos de la condensación del ácido pirúvico con cualquier aminoáci

do. De la condensación de arginina y piruvato surge la octcpina, el 

más común de estos compuestos, que existe también en algunos tejidos 

animales y recibe su nombre porque fué primeramente detectado en el -

pulpo (Octopll.6). Las opinas de tipo nopalina, son productos reducidos 

de la condensacion de a-cetoglutarato con un aminoácido. El mñs común 

de estos compuestos es la nopalina, que es también un derivado de la 

arginina, y recibe su nombre por haber sido detectado primero en tum~ 

res de nopal (Opw1:Ua vulgallM). 

Los tumores contienen compuestos de cualquiera de éstas dos clases; 

por lo que se dividen en tumores tipo octopina, tumores tipo nopalina 

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

NH 
11 

Oc topina R = NH2-C-NH-(CHil3-

Acldo 
R NH2 -( CH2) 3 -

llsoplnlco = 

Lisoplno R = NH2 -(CH2) 4 -

H i 11top1 no R = 1 l CH2-
N NH 

V 

b) CLASE DE LAS NOPALINAS 

NH 

Nopalino 

Acido 
nopa 1 ínico 

u 
Ornaiino 

11 

R 

FIG. 1 Fórmula estructural de los opinas sintetizados por los tumo
res de agalla. 
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La síntesis de las octopinas es catalizada por una enzima denomin.!_ 

da lisopina deshidrogenasa (LpDH), enzilllll monomérica con un peso mo

lecular aproximado de 38,000 daltones, que acepta 19 aminoácidos y 

5 a - cetoacidos diferentes como sustratos y emplea preferencialmente -

NADP(H) como cofactor. Debido a la inespecificidad de la enzima, los 

tumores de tipo octopina pueden contener ademas de octopina, lisopina, 

ácido lisopínico e histopina, las cuales derivan de la L-arginina, 

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

En los tumores de tipo nopalina, solo se han detectado la nopali

na y el ácido nopalínico u ornalina, los cuales derivan de la L-argini

na y L-ornitina respectiv~nte (fig. 1, b). Ambos compuestos son si!!_ 

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 tercer tipo de compuesto; Agropi

na (Firmin, et al, 1978), el cual parece ser un ácido polihidroxílico. 

No se sabe aíin que enzima es la responsable de la producción de este 

compuesto, que parece no estar relacionado con las opinas. 

La bacteria inductora transfiere la información genética necesaria 

para la síntesis de octopina o agropina en el tumor. Esto es interesa!!_ 

te desde el punto de vista ecologico, ya que las cepas de A . .tume6aci.eM 
que inducen tumores tipo octopina, son capaces de utilizar estos compue~ 

tos como única fuente de carbono y/o nitrógeno, pero no pueden cataboli 

zar nopaliua u ornalina. A causa de esta especificidad, se les denomi

na cepas tipo octopina. En analogía, las cepas de tipo nopalina son -

aquellas que catabolizan compuestos de la clase nopalina, pero no de la 

clase octopina. 

La morfología del tumor depende tanto de la bacteria inductora, 

como de la planta hospedera, y ha sido mas estudiada en Kal.anchoe do,í.-

g/i.Qman.tlana. Los tumores de tipo octopina tienen una superficie rugo-

sa y están cubiertos por raíces adventicias, miestras que los tumores -
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de tipo nopalina tienen una superfi-cie lisa y sólo dan lugar a raíces 

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 raíces en la 

base del tumor. 

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

La idea de que la información genética para el PIT en las cepas de 

A • .tume6acle.nh inductoras de tumor podría estar contenida en un plásll!!_ 

do, se basa parcialmente en la observación de que la virulencia podía 

perderse o adquirirse espontáneamente con una frecuencia elevada. En 

1974, el grupo de Schell y Van Montagu (Zaenen, et al, 1974), realizó 

un estudio sistematice de la presencia de plásrnidos en la bacteria, el 

cual reveló que las cepas virulentas contienen ADN circular superenrE_ 

llado de gran tamaño, de 90 a 160 Mdaltones, mientras que las cep3s 

avirulentas carecen de él. El mismo año, el grupo de Schell y Schilp~ 

roort (Van Lerebeke, et al, 1974) encontró que la pérdida de un tipo de 

plásmido va acompañada de la pérdida de la virulencia. Los estudios 

posteriores, revelaron que la introducción del pllismido en cepas no on

cogénicas aceptaras, por transformación ó conjugación, les confiere la 

capacidad de inducir tumores (Van Lerebeke, et al, 1975; Watson, et al, 

1975). Estos experimentos de genética establecieron firmemente que un 

pllísmido particular de A. twneóae<:en.6, es esencial para manifestar -

su capacidad oncogenética, por lo que se le denominó, plasmido inductor 

de tumor (Ti). 

En 1977, Chilton y sus colaboradores, utilizando la técnica de 

hibridación de ADN, obtuvieron evidencia directa de que el plásrnido es 

el PIT propuesto anteriormente por Braun (1947). Aislaron ADN de célu

las normales y tumorales y lo hibridaron con diferentes fragmentos de 

restricción del plásmido, encontrando que las células tumorales adquie

ren un pequeño fragmento de ADN del plasmido como consecuencia del pro

ceso de transformación, por lo que se denomina a éste ADN-T (tumoral). 
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Los estudios posteriores han mostrado que el ADN-T está unido co

valmente al ADN cromosomico, y que esta presente en varias copias por 

genoma (Thomashow, et al, 1980; Yadav, et al, 1980) y que por lo menos, 

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

Para comprender la relación que existe entre diferentes pliísmidos 

Ti, se h11n hecho estudios de homología de ADN (Currier y Nester, 1976; 

Drunnnond y Chilton, 1978). En estos se ha visto que todos los pliísmidos 

Ti tipo octopina, son casi iguales, mientras que los de tipo nopalina, 

muestran mucha variacion. La homología entre los plasmidos Ti de tipo 

octopina, nopalina y nulo esta restringida a algunas regiones separadas 

entre sí por grandes segmentos de ADN no homólogo. Los tres tipos de 

plasmidos, tienen en común una región de ADN que no muestra variacion -

de aproximadamente 5.5 x 10 6 daltones, secuencia común, la cual t~ 

bien 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 mencionó, una parte del pliísmido Ti se ha detectado en 

ADN aislado de tejidos tumorales. En todos los casos estudiados, esta 

parte viene de la misma region del pliísmido, por lo que se piensa, que 

algunos genes en esta regi6n común, son esenciales para la oncogenici

dad. 

Así mismo, se ha vis to que varias partes del ADN-T, incluyendo la 

secuencia común, se transcriben en ARN de células tumorales de tipo 

octopina (Drunnnond, et al, 1977; Gurley, et al, 1979). Una porcion de 

estas moléculas de ARN, esta unida a un segmento de ácido poliadenílico 

(poli A)~ en su extremo 3', lo cual es característico de los ARN mens_!! 

jeras de eucariontes. Lo anterior significa que la transcripcion del 

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

Para establecer la posición y el número de genes en el ADN-T res

ponsables de la integraci6n, la prototrofía hormonal, la influencia en 
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la capacidad regenerativa de las cé'lulas, así como la síntesis de lisopi_ 

na y nopalina deshidrogenasa, se han aislado un gran nGmero de mutantes 

tanto de inserción como de deleción. 

El grupo de Schilperoort (Koekman, et al, 1979), realizó estudios 

con diferentes plásmidos Ti mutados. En particular, para el plásmido Ti 

t:f.pooctopina de la cepa LBA4001, encontraron que las deleciones que 

eliminan la región ADN-T completa, incluyendo la secuencia común, dan 

como resultado una bacteria avirulenta. No obstante, cuando la deleción 

cae dentro del ADN-T, pero deja toda o la mayor parte de la secuencia 

común, las mutantes aún son capaces de inducir tumores. Concluyendo que 

el lado derecho del plásmido Ti de octopina, que contiene parte del -

ADN-T, no es esencial para la inducción del tumor. El mismo grupo, ha 

estudiado mutantes de inserción que mapean en la secuencia común 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 formación de raíces 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 estan presentes en la secuencia 

común y que estos pueden ser afectados independientemente: uno responsa

ble de un síntoma tipo auxina y el otro, de un síntoma tipo citocinina -

(fig. 2). Esto hace probable que genes en el ADN-T dentro de la secuen

cia común, sean los responsables del crecimiento de las células de agalla 

en medios carentes de hormonas. 

CONSIDERACIONES GENERALES ACERCA DE AUXINAS Y CITOCININAS 

La mayoría de las funciones de la planta y el curso de su desarro

llo y diferenciaci6n celular, están controlados por fitohormonas. Una -

hormona vegetal puede definirse corno una substancia orgánica activa en 

cantidades minúsculas, que se forma en ciertas partes de la planta y, 

generalmente, es transportada a otros sitios, donde evoca una respues-
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FIG. 2 Sección del mapa de un plÓsmldoTi tipo octoplna. 
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ta bioquímica, fisiol6gica y/o morfol6gica. Se conocen cinco grupos de 

fitohormonas: awdnas, citocininas, giberelinas, ácido abscísico e inh.!. 

bidores relacionados y etileno (fig. 3). De todas ellas, las aux:i.nas y 

las citocininas, son las de mayor importancia en cultivo de tejidos, 

aunque estos son.tanilien afectados por otros reguladores del crecimien

to (Cassab, 1981; Cassab, 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 fue propuesto originalmente por Kogl y Haagen - Smit en 1931 para 

designar una substancia particular que tenía la propiedad de promover la 

curvatura en el coleoptilo de Avena y que fue posteriormente identifica

do como ácido indolacético (AIA, fig. 3, a). En 1969, Thimann defini6 a 

las auxinas como "las substancias orgánicas que a baja concentraci6n pr.2 

mueven el crecimiento, por elongación celular, a lo largo del eje lon&!_ 

tudinal, cuando se aplican a tallos de plantas practicamente libres de -

su propia substancia promotora del crecimiento, e inhiben la elongación 

de raíces". El ácido indolacético es la única auxina natural que se CE, 

noce. 

Para que un compuesto cumpla el papel de hormona, su propia canee.!!_ 

tración debe estar rígidamente controlada. El control de la concentra

ción de auxi.na en los diferentes lugares de la planta es complejo, e iE. 

volucra procesos múltiples. Una forma de regular los niveles de auxina 

es controlando la biosíntesis .út ~-ltil. El aminoácido triptofano es el 

precursor para la biosíntesis de AIA en las plantas, y existen dos se.!!_ 

das biosintéticas que se ilustran en la figura 4. Una observación inte

resante que ha sido reportada varias veces es que el D-triptofano es 

frecuentemente tan, o aún más, activo que el L-triptofano como precur 

sor auxínico. En 1971, 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 reacción -

reversible. Es posible que la conversión de L-Trp a D-Trp pueda ser 

importante en el control de los nivel~s de AIA y Trp. 
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H 
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(di ABA 

F 1 G. 3 • Fórmula estructural de los diferentes tipos de hormonos vegetales. 
(a) auxlna ;(b) clnetlna; (e) giberellna ¡ (d) ácido absclslco(ABA)¡ y 

(el etlleno. 
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El AIA existe en una variedad de estados químicos en los tejidos 

vegetales. Auxina libre se considera como aquella que es fácilmente 

extraible ni.entras que, tradicionalmente, se considera auxina unida 6 
conjugada a la que es liberada de los tejidos cuando estos son sujetos 

a enzimólisis, hidrólisis o autólisis. La auxina unida puede existir 

en varias ·formas; glucosilada, etc, que varian entre las diferentes -

especies. Las auxinas unidas se consideran como formas de almacenamie.!!. 

to, a partir de las cuales, el AIA puede ser liberado, o como productor 

de detoxificaci6n que se forman en la presencia de altos niveles de 

AIA. 

Como se mension6, el nivel de auxina libre en el tejido debe estar 

rígidamente controlado. Un tercer proceso por el cual los niveles de 

auxina son regulados, junto con la síntesis regulada y la formación r_!!. 

versible e irreversible de conjugados, es la degradación a compuestos 

inactivos. La destrucción de auxinas se lleva a cabo por medio de dos 

procesos oxidativos básicos: (1) reacción enzimática; y (2) fotooxidación. 

El proceso oxidativo más importante fisiológicamente es la destrucción 

enzimática, catalizada por una enzima conC>cida como AIA-oxidasa. La 

reacción consiste en la descarboxilación del AIA: 

AIA 

C02 

~~~~~~~-~""-~~~~~~~~--..} Metilen-oxindol 

AIA-oxidasa + 
cofactor + 

Mg* 

El sistema enzimatico de las plantas superiores requieren de Mg++. 

Ciertos compuestos fenólicos influyen en el nivel de AIA a través de un 

efecto sobre la actividad de la AIA-oxidasa (Schneider y Wightman, 

1974). Los monofenoles son cofactores de la enzima, mientras que los 

difenoles son inhibidores de la misma. El esquema de la figura 5 mue_!!. 

tra como el nivel de la hormona presente en un tejido, depende de l.a 
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( conjugado) 

F 1 G. 5 • Esquema que muestra como el nlvel de hormona presente en un tejido depende 

de la velocidad de slntesls, degradación e in activación, ejemplificando con 

u na auxlna. 
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velocidad de síntesis,degradaci6n e inactivación. 

El descubrimiento de las citocininas ocurrido en 1955 cuando Miller, 

Skoog, Okimura, Von Salt.za. y 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 presión, y demostraron -

que es capaz de promover activamente la mitosis y la división celular en 

callos de tabaco .út v.(;tJw. Skoog y sus colaboradores propusieron que -

el término de citocinina debía usarse para designar todos aquellos com

puestos que promueven la división celular. 

La comprensión y la bioquímica de la producción de citocininas es 

sumamente incompleta, y la información disponible es muy complicada. 

Esta complejidad deriva, principalmente, del hecho de que las citocininas 

se encuentran no sólo como bases libres y como rihonucleosidos y ribonu

cleotidos, sino que también se encuentran como constituyentes de especies 

moleculares de ARN de transferencia (ARNt) particulares. La mayoría 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 FISIOLOGICO DE LAS AUXINAS Y LAS CITOCININAS 

SOBRE TEJIDOS EN CULTIVO 

Dos tipos de fitohormonas, las auxinas y las citocininas, son los 

principales reguladores del crecimiento en las plantas superiores. 

En 1957, Skoog y Miller, mostraron que variando la concentración de 

amé.nas y citocininas en el medio de cultivo de callos de tabaco IN.leo -

:tia.na .tab~cum), podían lograr una de tres cosas: el crecimiento de una 

masa amorfa no diferenciada ó callo; la formación de raíces; o bien, -

la formación de tallos. Este fenomeno, inicialmente observado en -

tabaco, se ha visto que ocurre en células de un gran número de especi.es 

vegetales. Este tema ha sido revisado recientemente (Cassab, et, al, 

1983). Así, la organogénesis de las células vegetales en cultivo se 
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logra cuando se les presenta un balAnce auxi.na/citocinina adecuado. 

Como resultado de la transformación por A. tume6ac.le11.6 las células 

tumorales adquieren la propiedad, heredable, de crecer en un medio 

de cultivo básico sin la adición de aux:i.nas y citocininas. El tejido 

tumoral contiene concentraciones endógenas de auxinas y citocininas más 

elevadas que las de los tejidos normlaes (Brauri., 1978; Einset, 1980; 

nenderson, et al, 1952; I.ink y Eygers. 1941; Scott, et al, 1980) y se 

supone que esta es la razón para el crecimiento autónomo de estas célu

las. 

La diferent.e morfología y capacidad de desarrollo entre los tumo

res de tipo liso y rugoso en tallos de Ka.f.anchoe, así como el fenotipo 

tumoral alterado, causado por las mutaciones en el ADN-T, pueden ser -

atribuidas a L'Ila diferencia en la actividad endógena de las auxinas y 

citocininas. Un estudio hecho recientemente, muestra como los niveles 

endógenos de auxinas y citocininas en varias líneas tumorales, varía 

considerabletrente y que esta variación parece ser la responsable de las 

diferentes morfologías tumorales (Amasino y Miller, 1982). 

Los tumores inducidos por la cepa mutante LBA4210, muestran una 

abundante formaci6n de raíces, lo cual sugiere que tienen altos niveles 

endógenos de auxinas. En cambio, los tumores inducidos por la cepa mu

tante LBA4060, muestran una formación 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 diferenciación de ningún tipo. 

El objetivo del presente trabajo es investigar los niveles de etil~ 

no y auxina presentes en tejidos de agalla de BouvaJLCÜ.a tenn.i.óo.lla y 

N~eo.t.úvla tabacwn inducidos por las cepas de A. tume6ac.leM arriba -

mencionadas, y correlacionar estos con la morfología de dichos tumores. 
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MATERIALES y METO DOS 

l. CEPAS BACTERIANAS 

Las cepas de A • ..tun1e.6acú.l'L6 empleadas en este trabajo fueron prop_2.r 

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

Todas de tipo octopina: la silvestre LBA4001 (pTiAch5), y dos mutantes; 

LBA4060 (pAL108) y LBA4210 (pAL228). 

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

pensión bacteriana en fase logarítirnica tardía) a 4ºC. Así mismo, se 

tienen colonias plateadas en cajas de Petri que contienen medio mínimo+ 

octopina el cual tiene la siguiente composición: 

COMPUESTO CONCENTRACION 

mg/l 

Fosfato de potasio di básico (K2HP04) 10250 .o 
Fosfato de potasio monob 5.s ico (KH2P04) 7250.0 

Cloruro de sodio (NaCL) 150.0 

Sulfato de magnesio (MgS04 • 7 H20) 500.D 

Cloruro de calcio (CaCl2" 2 H20) 10.0 

Sulfato de fierro (FeS04• 7 H20) 2.5 

Glucosa 5000.0 

Octopina 80.0 

Agar (lavado) 0.9 

Para la inducción del tumor, se tiene que hacer un precultivo, 

para lo cual, se toma una colonia, de una caja de Petri con medio míni:_ 

mo+octopina, y se coloca en un matraz de 25 ml que contenga 5 ml de 

medio YEB, el cual tiene la siguiente composición : 

% 



COMPUESTO 

Extracto de levadura 

Extracto de carne 

Peptona 

Sacarosa 
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Sol. O .1 M. de Sulfato de magnesio (MgS0
4 

• 7 H,O) 

CONCENTRACION 
g/l 

1.0 

5.0 

5.0 

5.0 

2.0 ml/l 

El matraz se coloca en una plataforma de agitación a ten~eratura ambie_!! 

te y se deja ahí por espacio de 16 hr. 

2. INDUCCION DE TUMORES ~n v.ltJLo A PARTIR DE EXPLANTES 

Primero es necesario esterilizar el material vegetal; para ello, 

los explantes, hojas y/o tallos, se lavan en agua corriente por espa

cio de 30 rnin, posteriormente, se transfieren a un matraz que conten

ga una solución al 10% v/v, de hipoclorito de sodio (cloralex) durante 

30 min. Pasado este tiempo, se enjuagan por lo menos 5 veces con agua 

estéril. 

Tar.to las hojas corno las secciones e.e tallo se inoculan pi cando los 

con una jeringa previamente sumergida en una suspensió1' ,1., A . .twne6acü~1v... 

Por Último, se siembran en tubos de cultivo que conter.gan medio Murashigc 

y Skoog (1962) basal sin suplemento hormonal (MS-11, apéndice I), y se 

colocan en el cuarto de crecimiento a 26ºC con iluminación continua. 

Después de 3 a 4 semanas, los tumores resultantes, se pasan a rras 

cos de 130 ml que contengan medio basal sin hormonas complementado con 

el antibiótico carbenicilina lmg/ 1. Se resiembran en el mismo medio 

cada 25 días basta obtener un tejido libre de bacterias, para lo cual 

se requieren de 4 a 5 resiembras. Esto se verifica estriando en un mp_ 

dio de cultivo bacteriano por ejemplo, en YEB. 

Una vez oh tenido el tejido tumoral libre de bacterias, se mantiene 
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subcultivandolo cada 25 días en MS-H sin antibiótico. 

Los tumores son designados con una inicial que corresponde a la 

planta de donde privienen: B para los de Bou.va!LCÜ.a. :teAni.6aU.a., y N 

para los de N.i.c.a:t.iarta. .tabacwn, seguidos por un número que corresponde 

a la cepa bacteriana utilizada para la inducción. 

3. INDUCCION DE CALLOS A PARTIR DE EXPLANTES 

Los explantes se esterilizan en la forma antes mencionada, y se 

sienbran en tubos de cu1tivo con medio basal (apéndice I) complementado 

con la siguiente composición hormonal: 

2,4-D (auxi.na) 1.0 mg/1 

cinetina (citocinina) 0.005 mg/1 

Los tubos se colocan en el cuarto de crecimiento a 26°C con iluaj,_ 

nación contínua. Una vez formado el callo, después de 3 a 4 semanas, -

se pasan a frascos de 130 ml que contengan medí.o basal con las hormonas 

arriba mencionadas (MS+H). 

Los callos se mantienen subcultivandolos cada 25 días en el mismo 

medio, y son designados por la inicial de la planta seguida por el 

subíndice 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 2.50 ml que contenga 50 m1 de medio de cultivo líquido, MS+H ó MS-H, 
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y se colocan en una plataforma de agitación a temperatura ambiente, h~ 

ta que el tejido se haya disgregado, lo cual ocurre aproximadamente en 

12 días. Entonces se ajusta la concentración celular a O. 5-2. 5 x 10 5 

células/ml, la cual se calcula en un hemocitómetro ó cámara de Neubauer 

(Bright Line, American Optical Co.). 

Para mantener el cultivo en suspensión, se coloca un inoculo de 5 

ml en un matraz de 250 ml que contenga 50 ml de medio. Este inoculo ya 

contiene la densidad celular mínima requerida para iniciar un nuevo cu_! 

tivo de éste tipo. 

5. CURVA DE CRECIMIENTO DE CELULAS EN SUSPENSION. 

Se colocan · diez ml de células en suspensión, normales o tumora

les, que tengan 12 días de crecidas en un matraz de 500 ml que contenga 

100 ml de medio, MS+R o MS-R, se colocan en m.a plataforma de agit_! 

ción y se dajan crecer durante 12 días. De este matraz, se colocan 5 m1 

de células en suspension como inoculo inicial, en 4 matraces de 250 ml 

que contengan 50 ml de MS+R y 5 ml de células en 4 matraces que conten

gan 50 ml de MS-H. 

Cada dos días, se saca una muestra de 2 ml de cada matraz y se co

locan en un tubo de centrífuga cónico 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 Schilperoort, 1978) 

Este método se basa en la conversión de arginina a octopina, por 

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

Se colocan 10 mg de tejido en un tubo de centrífuga eppendorf y se 
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agregan 40 ml de buffer de extracción frío, el cual contiene 

Tris-HCl 0.1 M 

Sacarosa 0.5 M 

Acido ascórbico 0.1 % (p/v) 

Cisteína-HCl 0.1 % (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 

volúmen igual de la mezcla de incubación compuesta de : 

L-arginina 30.0 mM 

Piruvato 75 .o m."I 

NADH 20.0 mM 

Todo disuelto en fosfato de sodio 0.2 M pH = 7.0 

La solución 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 tej_i 

do tumoral. 

La formación de octopina se detecta por electrof orésis en papel. 

Al principio y al final del período de incubación, se colocan 4 µl de 

la mezcla de reacción en el lado anodal de un pedaz~ de papel Whatman 113 

de 13 cm de ancho x 17 cm de largo. Se utilizan 2 µl de octopina 0.5 

µg/ml corno marcador y verde de metilo como indicador el cual migra a una 

¡,:;;....· •. .,,,, 

' 
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posición semejante a la de la arginina. 

La electroforesis se lleva a cabo en un buffer que contiene ácido 

fórmico/ácido acético/agua (5:15:80 v/v) a 400 volts durante una hora • 

. El papel se revela en un volúmen de fenantrenquinona 0.02%/etanol abso

luto mezclado innmdiatamente antes de usarse con un volúmen de NaOH al 

10 %/etanol al 60 %. Después de que se seca el papel, las manchas se Vi 
sualizan con la ayuda de una lampara 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 ampoll~ 

ta que contengan 10 mililitros de me<lio de cultivo, MS+H o MS-H. Para 

permitir la recuperación del daño que pudiera haber sufrido el tejido, 

los frascos se dejan destapados en una campana de flujo laminar, para ~ 

vitar la contaminación, por espacio de dos horas. Pasado este tiPmpo, 

los frascos se tapan herméticamente (tiempo cero). 

Se toman muestras de 50 µl con la ayuda de una microjeringa a dif~ 

rentes tiempos y se inyectan en un cromatógraf o de gases (Varian aero

graph series 2,700) equipado con una columna 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/nún y flujo de hidrógeno de 25 ml/mi.n. Como gas .! 

carreador se emplea nitrógeno a un flujo de 30 ml/rnin. La inyección y 

detección se lleva a cabo a temperatura ambiente. 

El Rf del etileno se determina pasando una muestra de gas comercial. 

La misma muestra comercial, de concentración conocida, perl'IÍte calibrar 

el aparato. 

8. ACTIVIDAD DE LA AIA-OXIDASA 

(método de Gordon y Weber, 1951) 

Este 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 II). 

La mezcla de reacción consiste de: 

Buffer de fosfatos (pH = 5.5) 1 X 10-2 M 

Acido indolacetico (AIA) 1 X 10-.. M 

Cofactor (DCP) 1 X 10-.. M 

Cloruro de manganeso (MnCl2) l X 10-.. M 

Peroxidasa (Sigma) 1 X 10- 6 M 
ó . 

Extracto enzimático 

Las fuentes para la enzima son: 

a) Callo 6 tumor. Se hace un sxtracto crudo del tejido y se dialá_ 

za durante 18 hr, este se añade a la mezcla de reacción arriba mensioll:!!. 

da. Se toman muestras de l ml cada hora y se le adicionan 2 ml del 

reactivo de Salkowsky, con el fin de parar la reacción y obtener el co

lor rosa, se agita en el vortex y se deja reposar 15 min a temperatura 

runbiente. Al termino de este tiempo, se mide la densidad óptica (DO) -

en"un espectrofot6metro a una longitud de onda de 532 nm. 

Todas las determinaciones se hacen en la obscuridad para evitar la 

fotooxidaci6n del AIA. 

b) Células en suspención. Se añade un inoculo de 2.5 ml de célu

las en suspención, normales o transformadas, a matraces que contengan 

25 1nl de medio de cultivo, MS+H o MS-H, adicionándoles AIA 1 x 10-" M y 

cofactor DCP 1 x 10-" M. Se toma una muestra de 2 ml cada hora, se ce_!! 

trifuga, y el sobrenadante se utiliza para la determinación en la forma 

antes mensionada. 

9. SINTESIS DE AIA A PARTIR DE Trp EN A • .tume6ac..ier.h 

(Liu y Kado, 1979) 

9.1. Condiciones de crecimento. 

Las cepas de A • .tume6ac..ie.iu se crecen en medio basal 925 el cual -
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contiene: 

COMPUESTO 

Fosfato de sodio monobíisico (NaH 2P04 ) 

Cloruro de amonio (NH4Cl) 

Sulfato de magnesio (MgS04 • 7H20) 

Sacarosa 

L-trip to fano 

CONCENTRACION 

g/l 

1.0 

1.0 

0.3 

10.0 

0.2 

Las células se crecen en 50 ml de medio 925 complementado con 

L- [S- 31!] -triptofano (Amersham International Ltd, Arnersham u. K., acti 

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

una plataforma de agitación, en obscuridad, hasta una densidad óptica -

final de 2 ~ 0.5. 

Para cosechar, se centrifuga a 4,000 rpm en una centrífuga clínica 

a 4ºC durante 20 min, el sobrenadante se utiliza para la extracción de 

AIA (muestra 1). La pastilla se resuspende en 20 ml de medio 925 fres

co, se sonica a OºC por 5 mina intervalos de 1 min. Los fragmentos c~ 

lulares se precipitan con 3 volúmenes de acetona y se remueven centrif_l! 

gando a 4,GOO rpm en una centrífuga clínica a 4ºC durante 20 mín, el s_Q 

brenadante se utiliza para la extracción de AIA (muestra 2) y la pasti

lla se desecha. 

9.2. Extracd.on de AIA. 

Al sobrenadante, muestra l ó 2, se le agregan 20 ¡11 de [2- 14 e] -
AIA (Amersham lnternational Ltd, Amersham U. K. , actividad específica -

54 mCi/mmol), como estándar interno para saber la recuperación de esta 

al final de la extracción. A continuación, se acidifica a pi! 3 con HCl 

1 N y se extrae 4 veces con 5 voll1menes de eter dietílico. Se extrae -

el eter y se condensa la muestra en un rotavapor, el residuo se disuel

ve en 20 ml de Na2CO, al 2 % (p/v) y se lleva a pH 3 con HCJ. l. N. Nue-
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vamente se extrae 4 veces con 5 volúmenes de eter, se extrae el eter, -

se condensa la muestra y el ·residuo se disuelve en 2 ml de metanol anhi 
dro. 

9. 3. Análisis de AIA. 

9.3.1. Cromatografía en papel. Los dos mililitros de la extrac

cion se colocan en línea sobre papel Whatman fJ 3, de 25 cm de ancho por 

40 cm de alto, en los extremos se ponene 75 µl de los estándares de AIA 

y Trp, ambos a una concentracion de 2 mg/ml, se deja correr en la obsc_!! 

ridad durante 20 hr· en un cilindro de vidrio que co«c~ub<.i un buffer de 

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

9.3.2 Procesamiento del cromatograma. Se marca el frente·del so.! 

vente y se deja secar. Se identifica la posición de los estándares, vi. 
sualizados con la ayuda de una lámpara de luz ultravioleta, se cortan -

tiras horizontales, del resto del cromatograma que cuui..t:nga el extracto, 

correspondites al Rf del AIA y al Rf del Trp. Estas tiras se cortan en 

pedazos más pequeños y se colocan en un matraz de 125 m1 que contenga -

50 m1 de metano! anhidro. Se cubre y se deja agitando durante 16 hr. 

Pasado este tiempo, se filtra el líquido y se enjuaga 3 veces con 5 m1 

de m?tanol absoluto. Se reduce el volúmen en el rotavapor hasta 10 ml, 

se transfieren a un tubo de centrífuga donde se reduce el volúmen hasta 

500 µl con nitrógeno. Los 500 µl se pasan a un vial al que se le a.-~··

gan 10 m1 de líquido de Bray (apéndice lII). Se colocan en el contador 

de cente·neo (Liquid Scintillation Spectom?ter Paeckard TRI-CARB) y se 

obtienen las cpm. 
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RESULTADOS y DISCUSION 

Se iniciaron 4 líneas tumorales .lit v.ltlw: 3 de N.lco;Uana. .taba.CLllll -

(N4210• N4001 Y N4oso> Y una de Bouvall.di.a. te.Jm.i.60.li.a (B,210>· Los tum..2 

res inducidos con la cepa silvestre de A. tume6ac.ielth,LBA4001, presentan 

una morfología típica 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 más compactos, de superficie rugosa, prese_!! 

tan coloración verde y a lo largo del trabajo se observó, esporadicame_!! 

te, la formación de pequeñas hojas, co100 es de esperarse para un tejido 

que supuestamente contiene bajos niveles de auxina, tumores tipo citoci_ 

nina. Por último los tumores inducidos con la cepa LBA4210 presentan -

una morfología similar a la de los twnores inducidos con la cepa silve.!!_ 

tre es decir, callo: suave de superficie rugosa, sólo que de color par

do. N\lllca se observó la formación espontánea de raíces, como se esper_!. 

ría para un tumor de tipo auxina. 

También se inició callo normal a partir de 6. tVUU:.6ol.i.a. (Bts) el 

cual presentó una morfología típica; masa de tejido amorfo totalmente -

desdiferenciado, blanco muy suave y de superficie rugosa. Semejante a 

los tumú;.es inducidos con la cepa silvestre y con la LBA4210. 

Una vez obtenidos los tumores libres de bacterias (aproximadamente 

después de un período de 6 meses) se procedió a caracterizarlos. 

Como ya se mencionó, las células tumorales, adquieren dos nuevas 

características como resultado de la transformación, 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 células normales, Bts' solamente 

crecen en el medio que contiene hormonas, uuentras que la línea tumoral 

B4 210 , crece perfectamente bien tanto en el medio con hormonas como 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 aún a un ni. 
vel. de confianza del 99 %. Podemos afirmar, por lo tanto, que el tejí-
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crecimiento de células de§,~ en suspensión. FIG. 6.Curva de 

(O) BTSen MS+H 

(.c.) B4210 en MS+H 
!•l BTSen M S-H 
(.o.) 9 4210 en MS-H 
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do tumoral no presenta diferencias de crecimiento debidas n la presencia 

ó ausencia de hormonas en el medio, a diferencia de lo que ocurre con -

el tejido normal. 

La seguanda característica tumoral es la capacidad para sintetizar 

un aminoácido poco común derivado de la arginina (fig. 1, a), ya que 

las cepas utilizadas para este trabajo con.tienen todas plásmidos Ti tipo 

octopina. Una forma de verificar la aparición de este derivado en el t~ 

jido tumoral es detectando la presencia de la enzima que lo sintetiza, 

LpDH, mediante el método desarrollado en 1978 por Otten y Schilperoort. 

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 ~erse que el teji

do tumoral no tiene actividad de LpDH, pues no sintetiza ·octopina (fig. 

7, línea 2), en tanto que el tejido transformado si la tiene (líneas 4 

y 5). La línea 3 representa el control con tejido tumoral a un tiempo 

de incubación de cero min en donde, obviamente, no hay síntesis de oct~ 

pina. 

Una vez caracterizadas las líneas tumorales, mediante la utiliza-

ción de dos parámetros, se procedió a analiznr los niveles de auxina -

(AIA) presentes en los diferentes tejidos, indirectamente, a través de 

la producción de etileno. 

Zimmerman y Wilcoxon fueron los primero en reportar, en 1935, que 

las auxinas exógenas es thnulan la producción de etileno en varias plan

tas. Desde 1964, varios trabajos han confirmado y extendido esta obse.! 

vacían (Burg y Burg, 1966; Chadwick y Burg, 1970; Kang, et al, 1971). 

Las concentraciones fisiológicas de AIA y otras auxinas estimulan la 

formación de etileno en las raíces, tallos, hojas, flores y frutos de 

todas las plantas que han sido examinad,s y la respuesta del tejido va

ría con la concentración de las mismas. 

Sabiendo lo anterior, lo primero que se hizo fue medir la produc--
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FIG. 1. Análisis de LpDH en tejidos de !l ternifolia después de la infección 

con ~ Tumefaclens. 

( 1 ) estándar de octopina (4 lB4210 t =60 min A=orloen del cromatoc;¡rama. 

(2)Brs t=60min (5)84210 t=60min B=octopina. 

( 3) B 4210 t = O mi n (6}estdndar de octoplna C=arolnlna. 
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ci6n de etileno en las diferentes líneas tumorales para explorar la po

sibilidad de que existan diferentes niveles de auxinas en los mismos. 

La figura 8 muestra la producción de etileno por tejidos de 8 • .tvt.ni.60-
.ti.a y en ella se puede apreciar claramente, que el tejido tumoral produ 

ce 7 veces más etileno que el tejido normal. Se observa también que -

no existe una diferencia significativa en la producción de etileno por 

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

También se midio la producción de etileno por los tejidos tumorales 

de N • .tabaeum. Los resultados obtenidos de estas mediciones se presentan 

en la figura 9, en donde se puede apreciar que existe una diferencia 

clara en la produccion de etileno en las tres líneas tumorales. La lí

nea N4210 produce 4 veces más etileno que la línea N4oo 1 y esta a -

su vez, l. 5 veces más que la N4 oGo. Así mismo, se puede observar que 

la diferencia en producción de etileno por las líneas tumorales N42 1o y 

N4oso es muy grande, 6 veces más en la primera que en la segunda. 

Los resultados obtenidos de esta forma, indican que existe úna di 

ferencia que esta de acuerdo con lo establecido por Skoog y Miller en 

1975. Los tumores inducidos por la cepa productora de raíces (LBA4210) 

parecen tener un nivel elevado de auxinas endógenas, los tumores induci 

dos por la cepa productora de tallos (LBA4060) tienen un nivel bajo de 

auxinas .:?ndógenas, en tanto que los tumores inducidos por la cepa sil -

vestre (LBA4001) presentan un nivel intermedio. 

El nivel de AIA endógeno depende de la velocidad de síntesis, inaE_ 

tivación y degradación (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 AIA-oxidasa, 

enzima que cataliza la descarboxilacion oxidativa del AIA y que es dep~n 

diente de Mg+-t-. El producto de esta reacción, aunque variable, es prin

cipalmente metilén-oxindol. En 1953, Galston y sus colaboradores report_!! 

ron que la peroxidasa de rábano cataliza la oxidación del AIA y, desde 

entonces, ambas actividades: AIA-oxidasa y peroxidasa, se han encon

trado juntas aún en preparaciones enzimáticas sumar,1ente puras (Jan -
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asen, 19 70; Pilet, et al, 1970). La reacción que catali za la AIA -

oxi.dasa es regulada por los ácidos fenólicos. Los monofenoles la incr_! 

mentan por ejemplo el 2,4-diclorofenol (DCP), en tanto que lDs difenolcs 

la inhiben. 

El primer experimento que se hizo para estudiar este aspecto, fue 

empleando peroxi.dasa pura (Sigma), con el fin de probar el sis tema. Los 

resultados se muestran en la figura 10, en donde se observa que en un 

período de 15 min, se obtiene la degradación casi completa del AIA. A 

continuación se midio la actividad de la enzima empleando un sistema de 

células de B • .te/!JÚ6aUa en suspensión. En la figura 11 se puede ap_re 

ciar que la reacción se lleva a cabo lentamente (25hr) en comparación -

con la actividad de la peroxi.dasa pura (15 min, fig. 10). Posteriormen 

te, se midio la enzima de la misma manera, pero utilizando tanto célu

las nonnales (Bt5 ), como células tumorales (B~210 ) • Los resultados 

estan ilustrados en la figura 12, donde se puede ver que no hay difel!.n 

cía significativa en la actividad de las enzimas de rumos tipos de cé

lulas. 

Debido a que la actividad de la enzima es modificada por cofactores 

orgánicos de pequeño peso molecular, también se midió la actividad de la 

enzima en extractos crudos dializados de los diversos tejidos. En la 

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 degradación de AIA en las diferentes -

líneas tumorales. 

Como resultado de la transformación con A. tume6ac.len6, una parte 

del plasmido es transferido a la célula vegetal hospedera, pero aGn no 

se ha establecido claramente si este fragmento juega un papel regul.!!; 

dar directo en la iniciación del crecimiento neoplásico o si este seg

mento codifica para productos que de alguna manera perturban la maquin!! 

ria normal de la célula. Las substancias reguladoras del crecimiento 

vegetal son excelentes candidatos para la medición de este fenómeno. 

En 1979, Liu y Kado, presentaron evidencia de que la producción de 
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AIA por la bacteria esta regulada por el mismo plíismido que le confiere 

la oncogenicidad. 

Según lo propuesto por Schilperoort, el plíismi.dc. debe contener dos 

juegos de genes; uno que codifica para un síntoma tipo citocinina y 

otro que codifica para un síntoma de tipo auxina. Podemos suponer, que 

la cepa mutante LBA4210 tiene incertado el transposón, Tn904, en la 

región que codifica para la síntesis de citocininas. En tanto que la -

cepa mutante LBA4060 contiene la secuencia de inserción, IS60, en la 

región que codifica para la síntesis de auxinas (fig. 2), nulificando 

su expresión y alterando así el cociente auxina/citocinina. De acuerdo 

con esto, esperamos que la síntesis de AIA a partir de triptofano, sea 

diferente en los tres tipos de cepas de A. .twne6aclett6. 

Los resultados obtenidos sobre este ptmto presentan mucha variación, 

por lo que no es posible coirPararlos. Tal vez lo que haga falta es un 

método más adecuado para determinar la cantidad de A!A sintetizado por 

cada cepa, como por ejemplo cromatografía líquida de alta presión (HPLC). 



- 40 -

CONCLUSIONES 

Las líneas t1.UJ10rales que se .obtubieron fueron caracterizadas tanto 

por su crecimiento en medio de cultivo carente de hormonas, como por -

la síntesis de octopina. Se puede concluir también que la presencia o 

ausencia de hormonas exíigenas en el medio de cultivo no altera el creci 

miento del tejido tumoral. 

Los resultados de la producción de etileno por las diferentes líneas 

tumorales sugieren que si existen diferentes niveles endógenos de auxi

nas, y que los tumores inducidos por la cepa productora de raíces, son 

los que tienen los niveles más elevados, tanto en N • .:tabacum como en 

B • .t:el!.ni.óo.lla, en tanto que los tumores inducidos por la cepa producto

ra de tallos, tienen los niveles más bajos. Estos resultados estan de 

acuerdo con lo propuesto por Skoog y Miller en 1957, referente a la -

rediferenciaciíin de células vegetales en cultivo. 

Por lo anterior, suponemos que existen diferentes niveles endógenos 

de auxinas en las líneas tumorales, pero no sabemos exactamente que los 

produce. Podemos decir que no parece deberse a Wla diferente actividad 

de AIA-oxidasa en ellos. 

En c•1anto a la síntesis de AIA a partir de triptofano por las dif~ 

rentes cepas de A • .tume.óm:-<'.e.n.6, lo único que podemos decir, es que 

nace falta el empleo de técnicas más adecuadas como HPLC, para poder d~ 

terminar con exactitud la cantidad de AIA producida por ellas que penaj,_ 

ta su comparación. 
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APENDICES 

I. MEDIO MS BASAL UTILIZADO PARA EL CULTIVO DE 6 • .teJLni.6oUa. y 

N • .taba.cum (Murashige y Skoog, 1962). 

Para la preparación del medio, primero se preparan las siguientes 

soluciones stock: 

SOLUCION 

Solución 

Cloruro de calcio 

Solución 

Nitrato de amonio 

Nitrato de potasio 

Solución 

Yoduro de potasio 

Cloruro de cobalto 

Solución 

Fosfato de potasio 

Acido bí5rico 

Molibdato de sodio 

Solución 

Sulfato de magnesio 

Sulfato de manganeso 

Sulfato de cobre 

Sulfato de zinc 

A 

(CaCL2. 

B 

(NIL.N03) 

(KNOJ) 

e 
(KI) 

(C0Cl2. 

D 

(KH2P04) 

(H3 B°-1 ) 

(Na2Mo04 

E 

(MgS04 

(MnS04 

(CuS04 

(ZnS04 

2 H20) 

6 H20) 

2 H20) 

7 H20) 

4 H20) 

5 H20) 

7 H20) 

CONCENTRACION 
mg/l 

44,000.0 

16,500.0 
19 ,000 .o 

83.0 

2.5 

17,000.0 

620.0 

25.0 

37,000,0 

1,700.0 

2,500.0 

860.0 



Solución E 

Sulfato de fierro 

EDTA de sodio 
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(FeSO~ • 7 H20) 

(Na2 EDTA) 

Vitaminas para 250 ml de solución stock 

Glicina 

Piridoxina-HCl 

Acido nicotínico 

Tiamina-HCl 

Meso-inosi tol 

5,570.0 

7,450.0 

so.o 
12.5 

12.5 

2.5 

2,500.0 

Cantidades necesarias de las soluciones concentradas para 

preparar un litro de medio 

SOLUCION ml de sol./l de mec!io 

A 10.0 

B 100.0 

e 10 .o 
D 10.0 

E 10.0 

F 5.0 

Vitaminas 10.0 

Para evitar la precipitación de las sales en el medio, se reconúe_!l 

da ir agregando las soluciones concentradas en el orden arriba indicado, 

a un volúmen de agua determinado y con agitación constante. Una vez iro~ 

cladas éstas, se adicionan las hormonas necesarias, según sea el caso, 

y la sacarosa (30 g/l). Finalmt!nte, se ajU.'lta el pH a 5,8 con NaOH o 
HCl 1.0 N y se afora a un litro. 

Si se requiere medio solido, el agar (0.9 %) se adiciona una vez 

que se ha aju.qtado el pll 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 líquido, como los frascos de 130 ml 

y los tubos de cultivo con medio solido, se esterilizan en el autoclave 

a 120°C durante 15 mi.n. 

II • REACTIVO DE SALKIWSKY 

17 g de FeCJ.a. 6H20 .se disuelven en 12 ml de agua destilada, se le 

añaden 400 ml de agua fría y a esto se le va agregando, lentamente, 240 

ml de ácido sulfúrico concentrado. Manteniendolo en un baño con hielo 

y agitación constante. 

III. LIQUIOO DE BRAY PARA CENTELLEO 

COMPUESTO CANTIDAD/l 

Naftaleno 60.0 g 

Metano! 100.0 ml 

PPO 4.0 g 

POPOP 0.2 g 

Etilén-glicol 20.0 ml 

Llevar a 1,000 ml con Dioxano. 
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