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ANTECEDENTES

El proceso de desarrollo de una planta, estd controlado por un balan
ce entre sustancias estimulantes e inhibidoras del crecimiento vegetal, A
estas sustancias se les ha denaminado hormonas vegetales. Como hormonas
estimuladoras del crecimientce, se conocen las auxinas, las giberelinas,
las citocininas y el etileno, y camo sustancias inhibidoras, el &cido -
abscisico y otros compuestos con una gran diversidad de estructuras qufmi
cas, principalmente de tipo fenflico.

La participacibn directa, la interacci®n entre los mismos, asi como
el mecanismo de los diversos procesos que se llevan a cabo en la planta,
son poco conocidos, entre €sos procesos estd el de "latencia". Durante
la latencia, el crecimiento de la planta se detiene por efecto de las con
diciones climiticas desfavorables, especialmente en lo que se refiere a

intensidad luminosa, duracifn del dfa, lluvia y temperatura.

Para el &rbol del manzano, el factor climitico que interviene mis di-
rectamente en la latencia de sus yemas, es la temperatura, especificamente
las bajas temperaturas. Asf pues, el manzano, Se encuentra listo para flo
recer cuando haya recibido una cierta cantidad de frio. Esta necesidad de

frio, se conoce como requerimiento de horas frio.

De las investigaciones realizadas hasta la fecha, en frutales, se ha
llegado a la conclusibn de que son las giberelinas las que participan mfs
directamente en la latencia de yemas, y, que es la interacci6n entre gibe

relinas y &cido abscisico la que regula este proceso. Sin embargo, es




importante mencionar que, particularmente en el manzano, no se han obser
vado cambios significativos en la actividad inhibitoria, representada -
principalmente por el &cido abscisico, que puedan ser correlacionados =

con la latencia de las yemas.

El presente trabajo tuvo cano principal objetivo el estudio de los
niveles de giberelinas en yemas florales de dos variedades de manzano -
con diferentes requerimientos de horas frfo, que, en uno de los casos es—-
te requerimiento no se satisfizo. Cuando &ste no es satisfecho, ocasiona
una mala floracién,. y en consecuencia, hay una baja producé¢ién de frutos,

en este caso, de manzanas,

Este estudio forma parte de un proyecto, cuyo prop&sito es investigar
el equilibrio de sustancias estimulantes e inhibidoras, en diferentes &po-
cas del afo, entre manzanocs que presentan una buena floracifn y crecimien-
to correcto con aquéllos que lo hacen en forma deficiente. Con &sto se
pretende llegar a proponer, tanto productos camo su 8poca adecuada de apli
cacién, regqulando asi las diferentes concentraciones hormonales existentes

en las yemas, para obtener una buena floracifn y aumentar el rendimiento
de la produccifn en &stos 4rboles.

Para la purificacién de giberelinas de las yemas florales de manzano,
se eligib, en este trabajo, la cromatografia en columna con polivinilpirro
lidona (PVP), debido principalmente a que este material es capaz de rete -

ner a los compuestos de tipo fenflico.




Para cuantificar la actividad de las giberelinas, se selecciond el
biocensayo de epicotilo de chicharo, en el cual, se determina el incre-
mento en longitud del entrenudo de la pléntula en respuesta a las dife-
rentes concentraciones, de &cido giberé€lico o de la muestra de extrac -

tos de yemas, aplicadas.

En el procedimiento de purificacifn de cada muestra de yemas flora-
les de manzano, se obtuvieron 20 fracciones, y cada una de ellas, se pro
b5 a tJ;es concentraciones diferentes en el biocensayo de chicharo. Para
la interpretacifn de los resultados, se formaron 4 grupos denaminados
cawo I, II, III y IV, de 5 fracciones cada uno. Cada uno de estos grupos
contiene un determinado volGmen de elucitn, asi, el grupo I contiene del
mililitro 1 al 50, el grupo II del 51 al 100, el grupo III del 101 al 150

y el grupo IV del 151 al 200.

En general, las fracciones del grupo III presentaron una estimula ~
cifn del crecimiento, en la pléntula de chfcharo, en los casos en que st
se llenS el requerimiento de horas—-frfo. En la variedad de manzano que
no llend dicho requerimiento, se observd en general, una actividad inhi-
bitoria al crecimiento de las plantulas de chicharo, principalmente en
el grupo IV de fracciones.

1os resultados indican que los niveles de giberelinas varfan depen-—
diendo de la variedad de manzano de que se trate, y que, estos niveles
son mayores cuando el manzano cumple con sus requerimientos de horas-frfo.
Se puede pensar en un posible papel del frfo en la ]_.atencia de yemas, el
cual, desplazarfa el equilibrio hormonal hacia los estimulantes del cre-

cimiento, especificamente, hacia las giberelinas.




MANZ ANO

- Generalidades.

El &4rbol del manzano es originario de las regiones del Ciucaso, Eu-
ropa y Asia Central. Su introduccifén en América, especificamente a Méxi
co, data de la época de la conquista de Tenochtitlan por los esparioles,
siendo los misioneros quienes introdujeron las primeras variedades de
manzano que se adaptaron bien a determinadas regiones del pals camo: Chi
huahua, Durango y Coahuila. Posteriormente, se fueron introduciendo

otras variedades, especialmente norteamericanas (22, 57).

La planta del manzano, se encuentra ubicada taxonSmicamente de la
siguiente manera (32, 57):
Divisi6n: Embryophyta Siphonogama
Subdivisién: Angilospermae
Clase: Dicotyledoneae
Familia: Rosaceae
Subfamilia: Pomoideae
Género: Pyrus

Especie: Pyrus malus L.

Las variedades de manzano cultivadas actualmente son numerosas, sin
‘embargo, todas tienen su origen en un nfmero de variedades restringido,
llamadas también cabezas de familia, que son las siguientes: Delicious,

Winesap, Jonathan, Mc. Intosch, Rame Beauty y Golden Delicious.




~ Descripcifn de las variedades.

Ia variedad Rome Beauty se obtuvo por semilla en 1848 por M.H. Gillet,
de Lawrence Country, Ohio, E.U.A. Fue importada a Francia alrededor de
1849 por André Leroy. Esta variedad tiene varios sinénimos: Belleza de
Roma, Belle de Rome, Rome, Roman Beauty, Red Rame y Beauté de Rome. El &r
bol de esta variedad es grande, erguido, con fructificacién muy buena, el
ramaje es bastante largo de color castafio rojizo con numerosas lenticelas,
presentando entrenudos de 25 a 30 mm, El fruto es de forma esférica con
piel bastante gruesa, de color rojo cereza més intenso a la insolacién y
amarillo verdoso con puntos blancos a la sambra. ILa pulpa del fruto es
blanca, firme, poco azucarada, &cida y perfumada, con cierta tendencia a
volverse harinosa.

Es una variedad muy productiva, de calidad bastante buena, que produ~

ce pronto y se adapta bien a las exigencias de los climas cilidos. Su va-~

lor camercial es bueno, gracias a su tamafo, conservacifn en frio y resis-~

tencia al transporte (15, 22, 32).

la variedad Golden Delicious, se encontrS por primera vez en el afio

de 1916 en los huertos de A.H. Mullins, en Windfield, Westv Virginia, E.U.A.
Se considera la mejor variedad porque se adapta a todos los climas y es muy
fértil. - E1l &rbol de esta variedad presenta unafructificacién abundante, su
ramaje es largo y delgado con un porte erguido, tiene numerosas lenticelas

alargadas de color claro, sus yemas son aplastadas .de forma triangular.

Presenta entrenudos de 30 a 35 mm. o mias, sus flores son de color rosa (15,

22, 32).




- Requerimiento de horas frio.

El manzano es un frutal de hoja caduca, a este tipo de frutales se
les conoce también camo &rboles caducifolios o deciduos, que en una &po-
ca determinada del ano, tiran todas sus hojas y entran a lo que se conoce

cano "latencia". Para romper la latencia, este tipo de frutales requie-
ren de bajas temperaturas (8).

1as necesidades de frio, se expresan por el témmino "hora frio", la
cual se define cano "una hora a una temperatura dada". El nGmero total
de horas frio se obtiene sumando todas las horas frio que se presentan en
un determinado periodo de tiempo, y para que tengan un valor confiable de
be ser el pramedio de por lo menos 10 afios. Las horas frio pueden presen
tarse durante el dfa o durante la noche, ya sea, de manera ininterrumpida,
alternada o s6lo unas cuantas horas frfo, e incluso en algunas ocasiones

no presentarse ninguna durante varios dfas.

Para el caso del manzano se encuentra reportado camo hora frio, una
hora a temperatura de 7°C o menos (62), siendo el requerimiento minimo de
500 a 600 horas, el regular de 600 a 700 y el largo de 700 horas frio o
mis, para que se presente la floraci6n. Las diferencias en las necesida
des de horas frio, que pueden presentarse entre los manzanos, se debe a
que son determinadas por la variedad de que se trate. Se ha reportado

que la variedad Rame Beauty presenta un-mayor requerimiento de horas frio
que la variedad Golden Delicious (2).




Y EM A S

La yema puede definirse camo un renuevo en el tallo en forma de bo-
tén escamoso que puede producir hojas o flores. Se forma por una cambi-
nacidén de divisiones anticlinales y periclinales de las capas superficia-
les y profundas del tejido meristemético, ocasionando la formacién de una
protuberancia bajo la superficie del tallo, que continfia desarrollindose
hasta que se forma por completo la yema (21).

Las yemas de una planta pueden ser vegetativas o florales. A partir
de las yemas florales, se producirén las flores y de éstas los frutos. En
los manzanos se presentan ciertas formaciones llamadas ramos, los cuales
contienen a las yemas. Los arboricultores los describen de la siguiente

manera (26):

~ Ramo mixto: formacién de longitud variable, algunas de sus yemas la-
terales son florales.

~ Chiforna: formacién débil y poco desarrollada, su yema terminal es
vegetativa y todas las laterales son florales.

- Brindilla coronada: es una rama delgada de menos de 40 am. de longi-
tud cuya yema terminal es floral

~ Ramo de mayo: es como una chiforna acortada, la yema terminal es ve-
getativa y todas las laterales son florales.

~ Dardo coronado: es un ramo muy corto (0.5 am.) donde la yema termi-

nal se ha convertido en floral.




- Lamburda: es un ramo pequenio (5 a 10 am.) en vegetacién por dos o
mids afios. Ia yema terminal se ha transformado en floral al final de es-
te periodo vegetativo.

Generalmente, los manzanos adultos fructifican sobre ramos cortos
como lamburdas y brindillas.

Las yemas se han clasificado por su posicifn en la planta y por su

evolucién.,

Por su posicifén en el ramo (fig. 1), las yemas pueden ser:

- Terminales: ocupan el extremo de una brote o ramo.

- Axilares: ocupan la axila de una hoja.

- Estipulares o de reemplazo: estén situadas a los lados de la yema
axilar y sirven de sustituto de &sta en caso de accidente o anamalfas en
su desarrollo.

-~ Basilares: son las axilares situadas en la base del brote o ramo.

- Laterales: se encuentran en las ramas laterales de los ramos.

Seglin su evolucién las yemas pueden ser:
- Yemas en crecimiento o yemas fisiolSgicamente activas.
- Yemas latentes o en reposo: son las que estén inhibidas en su cre-
cimiento por factores del medio ambiente o por condiciones endbgenas,

permaneciendo englobadas en sus escamas durante, a veces, ahnos.




yema terminal

yema lateral

yema axilar

yema basilar

Fig. 1. Diagrama de una rama de manzano mostrando las posiciones de las
yemas (Abbott D.L. 1970).




- Yema floral de manzano.

ILa estructura de la yema floral del manzano fue estudiada por Bij-
houwer (6), dicha estructura se presenta en la fig. 2, en la cual pue-
den verse 21 formaciones foliares insertadas en el tallo en una secuen-
cia espiral. Las formaciones constan de 9 escamas, 3 hojas de transi -
cibén, 6 hojas verdaderas y 3 bréicteas. ILa yema termina en una flor pri
mordio y en las axilas de las 3 bricteas y de las 3 hojas distales se

encuentran las flores primordio laterales (6).

La formaci6én de una yema de manzano ha sido descrita por Abbott (1)
para la variedad de manzano Lord Lambourne. La primera indicaci6n para
la formaci6n de la yema es la abscicién de la limina y peciolo de la oc-
tava hoja primordio del meristemo apical, la base de la hoja se convier-
te en la escama exterior (primera escama) de la yema. Similarmente, la
l&mina y el peciolo del primordio del séptimo nudo camienza a adelgazar-
se formando la segunda escama. La lamina y las estfpulas de los subse =
cuentes primordios mis pequeios mueren y las bases de las hojas se con-
vierten en escamas tipicas, con s6lo vestigios de las otras estructuras
foliares en sus puntas. Esteperiodo abortivo de la lémina dura 7 sema-

nas, aunque 5 de las 9 escamas se forman en las primeras 3 semanas (1).
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0.5 cm,

Fig. 2. Diagrama del corte transversal de una yema floral de manzano,
mostrando: 9 escamas , 3 hojas de transici6nBl, 6 hojas. verdaderas 189

6 flores primordio laterales
bré&cteas.

+ 1 flor primordio en el &pice y las 3 -




G I B ERETILTINAS

- Historia
la investigaci6bn de este grupo de hormonas vegetales surgid en

Japbn en 1912 (49), al estudiar la enfermedad del arroz (Oriza sativa)

conocida como "bakanae" (plantula loca), caracterizada por una ins6lita
elongacién de la planta. M8s tarde en 1926, Kurosawa y Sawada (34) de-
mostraron que el filtrado estéril de un extracto libre de células del

hongo Fusarium heterosportm,. que infectaba a la planta del arroz, tam-

bién podia estimular el crecimiento de las pléntulas. El estado imper-

fecto del hongo fue identificado posteriormente camo Fusarium monilifor-

me y el estado perfecto como Gibberella fujikuroi. Debido al nambre del

hongo, Yabuta, en 1935 (64), le designd como giberelina A a este princi-
pio activo, asimismo &l fue el primero en purificar parcialmente y cris-

talizar a este campuesto.

En Estados Unidos, Stodola en 1935, purific6 también el principio
activo de G. fujikuroi, llamdndolo giberelina X (53). Entretanto, en
Inglaterra, Curtis y Cross , en 1954, lo aislaron y le llamaron &cido
giberélico (14).

Una reinvestigacitn dirigida por Stodola de la giberelina A japo-
nesa, demostrd que se trataba de una mezcla de tres giberelinas y que
una de ellas era la misma que la giberelina X de Stodola y el &cido gi-
berélico de Curtis y Cross. Ios tres grupos acordaron adoptar el nam -

bre de &cido giberélico para &sta giberelina (GA3) .
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En 1965, las giberelinas identificadas eran 13 (42), en 1970, se
habian identificado 29 (25), y la cifra reportada en 1978 fue de 52 (47).
Para 1981, el nGmero de giberelinas fue de 57 (48).

Estas giberelinas han sido aisladas de plantas inferiores, princi-

palmente del hongo Gibberella fujikuroi , asi camo también de algunas

plantas superiores, dentro de las que se encuentra la planta de manzano

(16) .

El aumento de giberelinas tan inquietante, se debe en gran parte al

progreso en las técnicas de identificacibn y purificacifn de estas sustan

cias.
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- Estructura quimica y nomenclatura,

Las giberelinas son de naturaleza isoprenoide y pertenecen a la cla
se de campuestos llamados diterpenos. Ios terpencs tienen un esqueleto
carbonado construido con unidades de isopreno, unidas entre sf de un mo-
do regular. Ias giberelinas constan de cuatro unidades de isopreno, ge-
neralmente arregladas para formar tres anillos. ILa unidad isoprénica es
uno de los bloques constructivos favoritos de la naturaleza, no solamen-
te aparece en el caucho, sino también en una amplia variedad de campues-
tos que se aislan de fuentes vegetales.

Ia namenclatura empleada en las giberelinas, se basa en el esquele-
to del giberelano (fig. 3). Este campuesto tiene un sistema de numera -
cién que corresponde al de otros diterpenos ciclicos, especialmente al
del kaureno, que es un intermediario crucial en la biogénesis de las gi-

berelinas. Las estructuras de algunas giberelinas se muestran en la fig.
4.

Dentro de las giberelinas, existen dos grandes diferencias; una de

ellas es el nimero de &tamos de carbono, unas poseen 19 y otras poseen 20,

la otra es la presencia o ausencia de grupos hidroxilo (-OH) en posiciones

3 y 13. Otra diferencia, también importante entre las giberelinas, es que

las de 20 &taws de carbono presentan grupos carboxilo (~0OO00H) en posicibn

7, 18 y en algunas ocasiones también en posici6n 20, mientras que otras

tienen un grupo aldehfido en esta Gltima posicibn.

14



Fig. 3. Esqueleto del giberelano, mostrando los anillos y la numera-
cién empleada en la nomenclatura de las giberelinas.




Ha

H
2
"o H
Hs COM CH3 caH NC
GAj2 GAj4

Fig. 4. FSrmulas estructurales de algunas giberelinas. GA, en su
metabolismo dé lugar a GAg; GAj es el &cido giberélico; GAy» GA, y Ga,
se han identificado en semillas de manzano; GA12 Y GZ\l 4 Se consideran
como las primeras giberelinas formadas en la biosfintesis, Y. por tanto,
posibles precursoras de todas las demis giberelinas.




Todas las giberelinas de 19 carbonos son &cidos monocarboxilicos,

con el grupo ~COOH en posicifn 7 y tienen una configuracién de lactona

en el anillo A, que surge cuando se pierde el &tamo de carbono 20.

Ia presencia o ausencia de hidroxilos en posiciones 3 y 13, en
las giberelinas de 20 carbonos, parece sefalar una diferencia entre

aquellas giberelinas que se presentan en Gibberella fujikuroi y aqué-

llas que estdn tanto en el hongo camo en plantas superiores o sflo en
éstas iltimas (35). Las giberelinas presentes en el hongo que poseen
un grupo hidroxilo, lo presentan siempre en posicifn 3, mientras que

las giberelinas de las plantas superiores lo presentan en la posicién
13.
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- Biosintesis.

Ia biosintesis de giberelinas incluye la formacién de todos los
canpuestos intermediarios, desde el mevalonato hasta el aldehido de GAl2
(28).

Ia mayor parte de la informacifn acerca de la sintesis ha sido el

resultado de estudios llevados a cabo en Gibberella fujikuroi. E1 co-

nocimiento de las vias biosintéticas en plantas superiores es afin frag
mentario, no cbstante, las investigaciones indican que la sintesis de
giberelinas en plantas superiores sigue el mismo esquema encontrado pa
ra G. fujikuroi.

Birch y colaboradores (7), fueron los primeros en sugerir una po-
sible via de sintesis, ya que demostraron que el acetato, marcado radio
activamente, se incorporaba a giberelinas a través del dcido mevalSnico.
La fig. 5 muestra los principales pasos en la formacidn del aldehido de
Ay 5

las principales reacciones para la sintesis de giberelinas son:

1. CcCiclizaci6n de los grupos de isopentenil pirofosfato para formar
el geranil geranil pirofosfato.

2. Ciclizaci6n para formar el primer intermediario ciclico, © sea.
el kaureno.

3. Diferentes pasos de oxidacifn, incluyendo ciclizacién del anillo
B del &cido 7¢-hidroxikaurenoico, para formar el aldehido de GA,-

18




La transformacitn desde el mevalonato hasta copalil pirofosfato, es
mediada por enzimas que estén presentes en la fraccifn soluble de extrac
tos celulares vegetales, y que requieren cofactores como iones metédlicos
divalentes: Mg2+ o Mn2+ y ATP. El aislamiento y purificacidén de la en
zima geranil geranil pirofosfato sintetasa fue lograda por Ogura y cola-
boradores en 1972 (41), esta enzima, es capaz de catalizar dos condensa-
ciones: a) la de isopentenil pirofosfato con farnesil pirofosfato y b)
la de isopentenil pirofosfato con dimetilalil o geranil pirofosfato. Asi
que cataliza la.c:onseéutiva elongacién de cadena desde 5 carbones a 10,

15 y 20 carbones sin acumlacién de intermediarios. EL an+ es un reque

rimiento absoluto para esas. reacciones, mientras que el Mg2+ es mucho me

nos efectivo.

El siguiente paso en la sintesis del aldehido de GA,, es la forma -
ci6n del kaureno a partir de geranil geranil pirofosfato. Esta reaccifn
requiere de dos pasos de ciclizaéién, A y B, que son mediados por la en~
zima kaureno sintetasa. Esta enzima ha sido purificada de extractos de
G. fujikuroi, reporténdose (23), que sus actividades A y B poseen dife -
rentes valores de pH Sptimos, sindo éstos de 7.3 y 6.9 respectivamente.

Su actividad depende de la concentracidén de iones divalentes, especial -

2+

mente de Mg2+, Mn y N:i.2+, asf cano de la presencia de ATP. El in -

termediario de &sas reacciones es el copalil pirofosfato. No ha sido po

sible separar la actividad catalftica A de esta enzima (conversién de

19




geranil geranil pirofosfato a copalil pirofosfato) de su actividad cata-

litica B (conversifn de copalil pirofosfato a kaureno).

Una vez formado el {iltimo compuesto no ciclico, el geranil geranil

pirofosfato, el siguiente paso es la formacifn del kaureno.

Posteriormente, el kaureno es oxidado sucesivamente a kaurenol, kau
renal y finalmente &cido kaurenoico (33, 51). A partir de &ste, se for-
ma el &cido 7x~hidroxikaurenoico (9). ILas enzimas envueltas en &sta se-
rie de oxidaciones se encuentran asociadas a la fraccidn miqrosanal de

extractos de G. fujikuroi, requieren de un nuclebtido de piridina redu-
cido (NADPH) y de oxigeno.

El &cido 7x-hidroxikaurenoico es el Gltimo derivado del kaureno, y

la contraccién.de su anillo B, d4 por resultado la formaci6n del aldehi-

do de GA12.
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CH, COOH CH, - COOH CH, COOH
! | I S
CHzCO — SCoA ———> HO-C-CHgy HO-C-CHz ——— HO-C-CH4 —_— §\I:;,
' 1 |
CH, CH,OH CH, CH, 0P CH,CH,OPP - oPP PP
acetil CoA dcido mevalonico mevalonil —5—fosfato mevolonil—S—piro?osfuto isopentenil  pirofosfato dimetilalil pirofosfato
OPP ‘l
oPP OPP
< ¢ <
oPP
l kaureno copalil plrofosfato geranil geranil pirofosfato farnesil pirofosfato geranll pirofosfato
——> ———er—3 _—>
CHO
CHg OH CHO COOH COOH COOH
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Fig. 5. Esquema de la vifa biosint&tica sequida en la formacifn del

aldehfdo de GAlz' intermediario en la biosintesis de giberelinas.




- Metabolismo,
El metabolismo de las giberelinas se refiere a la serie de transfor

maciones que sufre el aldehido de GA12 para dar:

a) giberelinas biolSgicamente activas, conocidas también como gibere
linas primarias (29).

b) giberelinas biolSgicamente inactivas. Ia pérdida de actividad
biolSgica se lleva a cabo principalmente por reacciones de hidroxilaci6n
y de conjugacidn., Las giberelinas conjugadas pueden ser &teres o éste -—

res de gluctsidos. Generalmente, estas reacciones se efect@ian al final
de las vias biosintéticas.

La fig. 6 muestra el metabolismo de las giberelinas de 20 &tomos de

carbono y la fig. 7 muestra el de las de 19 carbonos.

Las diferentes vias que sigue el aldehido de GAy o depende de la ca-
pacidad de cada especie vegetal para hidroxilar la posictn 3 o la 13.
La posici6n de la hidroxilaci6n influye marcadamente en la actividad bio

l6gica y en la capacidad para subsecuentes hidroxilaciones y reacciones

de conjugacién.

Parece que hay dos diferentes vias para las conversiones, de gibere
linas, en las plantas superiores, uno de esos caminos es idéntico con la
ruta realizada por el hongo G. fujikuroi, caracterizada por una hidroxi-
lacifn inicial en 1la posicif6n 3, la otra via es Gnica para plantas su -
periores, con una hidroxilaci6n inicial en la posicién 13.
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Se presume que la contraccifn del anillo B del &cido 7x-hidroxikau-
renoico, es previa a la eliminacién del carbono 20 con la consecuente
formacifn de la lactona formada entre el carbono 19 y el carbono 20, ca-
racteristica de las giberelinas de 19 carbonos. Esto lleva a la especu-
laci6n de que las giberelinas de 20 carbonos pueden servir camo interme-
diarios en la sintesis de las de 19 carbonos. Se ha reportado que tanto

GA12 como GA,, (giberelinas con 20 carbonos) pueden ser precursores para
las giberelinas de 19 carbonos,(12).
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- Regulaci6n de los niveles de giberelinas en la planta.
Se ha propuesto (47) que la regulacidn de giberelinas en la planta,
se lleva a cabo bisicamente por dos mecanismos:
1. Por reacciones de hidraxilacifn y conjugacién de las giberelinas,
lo cual d4 cano resultado la formacidn de giberelinas imactivas.
2. Por la compartamentalizacifén celular de las giberelinas. Dicha

campartamentalizacién desempefia un papel muy importante en la biosinte-
sis, metabolismo y liberaci6n de las giberelinas.

Nadeau y Rappaport (39), estudiaron el metabolismo de GAl encontrén
do que los Gnicos productos formados eran Ghg, que se forma por hidroxi-
lacién de GAy (44) , vy el glucbsido de GAg, Do encontraron GA; O su glucb
sido. Por tanto, parece ser que hay una hidroxilacién directa sin envol
ver intermediarios y sugieren que las enzimas que transforman a GA,, pue
den servir para mantener a GA, en un nivel adecuado para el desarrollo
normal de la planta. Las enzimas que transforman a GAl no son especifi-
cas, no obstante, la reaccifn esté bajo impedimento est@rico y requiere

2+

de NADPH y de oxigeno, siendo favorecida por la presencia de Fe™ . Ia

hidroxilacién mis importante es la que se efectia en la posicifén 2. Al-
teraciones en la estereoquimica del hidroxilo en posici6én 3 causan inhi-
bici6n de la hidroxilacién en posicién 2, asi camo también la metil este
rificacién del carboxilo en posicifn 7 o rearreglo de los anillos Cy D

o deshidrataci6n del grupo metileno en posicibn 16.
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En cultivos de G. fujikuroi si se ha logrado obtener GA; a partir

de GA,, por lo tanto, parece que la hidroxilacifn en la posicidn 2 es
comfin para plantas superiores, no asf para el hongo. Estas aparentes
diferencias en las vias del metabolismo de GAl pueden ser por el hecho
de que las giberelinas son metabolitos sin funcifn aparente en el hon-

go, mientras que para las plantas superiores son hormonas esenciales

(43).

La reaccibtn de conjugacifn mas camin es por una glucosilacifn, que
también se efectfia en el hidroxilo en posicifn 3. Esta reaccifn se ha

estudiado principalmente para GAl, que produce el glucSsido de GA8 y el
gluc6sido de C‘Al (52, 55).

Las investigaciones de las diversas enzimas y de los factores que
regulan su produccifn, es actualmente una de las lineas de investigacifn
de mayor enfoque, ya que ayudarfa al conocimiento profundo del papel de
las giberelinas en la regulacién del crecimiento y desarrollo vegetal.

I1os estudios a nivel de membrana surgieron al encontrar que, aparte
de los efectos a largo plazo (horas, dias, meses) producidos por gibere-
linas, existfan otros a corto plazo (minutos) en los cuales debfan estar

envueltos cambios en las membranas.
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- Efectos producidos por giberelinas aplicadas.

Se ha encontrado que hay estimulacifn e incremento de la floracibn
con giberelinas aplicadas, en muchas especies de coniferas (45) y en man
zano (19). El1 &cido giberé&lico (GA3) , en cambinacifn con monofenoles
no sblo acelera la iniciacibn floral sino también incrementa la produc -
ci6n de yemas florales (50). La aplicaci®n de GA4 +7 €0 manzano de 1la
variedad Golden Delicious causa partenocarpia y d4 un mejor control so -

bre el color moreno que, a veces, se presenta en las manzanas (19).

Se ha reportado que en hojas, las giberelinas, alteran su forma y
tamafio, volviéndolas mds simples en forma y mis elongadas, y posiblemen-
te induzca fase juvenil en hojas adultas (24).

Un efecto producido por giberelinas que no parece envolver divisifn
celular, es la induccibtn de sintesis y secresi6én de enzimas, estudi&ndose
ésto, principalmente en aleurona de cebada. En esta semilla, se ha encon
trado que las giberelinas estimulan la secresiftn de %-amilasa (42), ribo-
nucleasa (10), proteasa (30), peroxidasa (46) y @ -1,3-glucanasa (5).
Asimismo, se ha encontrado en esta misma semilla, una proliferacifn de
reticulo endopldsmico (56), que parece ser una preparacibn para la sinte

sis y secresifn subsecuente de las enzimas inducidas por las giberelinas.
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- Funcifn de las giberelinas.

Las giberelinas son hormonas que participan en los diferentes proce-
sos de crecimiento y desarrollo de las plantas. ILeopold (36) hace una
descripcifn de los efectos de estas hormonas en los diferentes procesos
del ciclo de vida de una planta. Entre las funciones propuestas, estén:
latencia, etapa juvenil, crecimiento, iniciacién floral, determinaci6n
del sexo, amarre, crecimiento y maduracibn del fruto, tuberizacifn, absci
sibn, enraizamiento y senectud. Sin embargo, a pesar de la diversidad de
efectos encontrados para las giberelinas, su intervencién en la regula -
cibn del crecimiento, es bisicamente por efectos en divisién celular y en

alargamiento celular.

Los mecanismos de accifn de estas hormonas, han sido examinados en
sistemas mis :simples que los mencionados anteriormente, y resultados expe
rimentales han permitido concluir que la accifn reguladora de las gibere-

linas puede implicar sintesis de novo, activacifn o liberacifn de enzimas.

Recientemente, se han relacionado (36) los efectos de las giberelinas
con los componentes estructurales de las membranas, como son los fosfoli-
pidos y las proteinas. Estos efectos son bisicamente los de alteracién de

las funciones de permeabilidad de la membrana.
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L ATENTZ CTIA

En las zonas templadas existen variaciones en las condiciones climd
ticas, especialmente en lo que se refiere a intensidad luminosa, dura -
ci6n del dia, temperatura y lluvia. Camo consecuencia, hay una alterna-
cibn de estaciones favorables y desfavorables para el crecimiento de las
plantas. BAsi, la necesidad de soportar bajas temperaturas durante el in

vierno, es uno de los problemas que el medio ambiente desfavorable pre -
senta a las plantas.

Para sobrevivir el periodo de frio invernal, las plantas han desa -
rrollado un mecanismo de resistencia. Esta resistencia se caracteriza
por un crecimiento detenido o reducido de la planta durante el invierno.
Durante &ste periodo, los renuevos se rodean de escamas, formando las ye

mas, éste estado se conoce camo latencia.

Westwood (63), definib varias clases de latencia:

~ Quiescencia: cuando las yemas estin en estado de latencia camo con-
secuencia de condiciones externas desfavorables para el crecimiento. Se
conoce también como latencia impuesta o forzada.

~ Inhibicién correlativa: cuando el crecimiento de la yema esti impe-
dido por influencias inhibitorias de otra parte de la misma planta. Por
ejemplo, la latencia en yemas laterales que se presenta debido al creci-
miento activo de la regifn apical principal de la planta. Se conoce -

también como latencia de verano o pre-latencia.
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- Reposo: cuando la yema estd en latencia pox impedimentos fisiolSgi-
cos internos que chstaculizan el crecimiento afin bajo condiciones exter-
nas ideales para el crecimiento, este reposo sél_o puede ramperse por -
efectos de las bajas temperaturas. Se llama también latencia innata,

espontdnea, verdadera latencia o latencia de invierno.

Generalmente, las yemas florales camienzan a diferenciarse en vera
ho, al aproximarse el otono entran en estado de quiescencia, mis tarde,
comienza el reposo progresivamente mds profundo, hasta que la transicifn
quiescencia-reposo se cawpleta generalmente a fines de otofio. Durante
todo ellinvierno, las yemas permanecen en estado de reposo. En este pe-~
'riodo se presenta el enfriamiento necesario parak ramper la latencia, y
asi, las yemas reanudan su crecimiento en primavera. Si después del in
vierno no se reestablecen las condiciones de clima c&lido, las yemas pue

den fallar en reiniciar su crecimiento.

Si las pléntulas, por algln motivo, no entran en estado de latencia,
y continflan creciendo ya entrado el otofio, son susceptibles de datfiarse
por heladas tempranas.

Muchas especies de 4rboles, pueden determinar la proximidad del in-
vierno, registrando el acortamiento de los dias y las bajas temperaturas,

a través de sus hojas, lo que. provoca la inducci6bn de la latencia (60,
36).
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Para el caso especifico del manzano, hasta la fecha, no se ha encon
trado el mecanismo por el cual se induce a la latencia. Este &rbol no es
fotoperibdico, posiblemante tiene un método mds simple y primitivo para

induccibn de latencia que las especies fotoperifdicas (1).

Cuando el requerimiento de horas frfo del manzano no es satisfecho,
hay desprendimiento de yemas, tanto vegetativas camo florales, si llegara
a presentarse la floracién &sta es tardfa e irregular y los pocos frutos
que se produjeran serian alcanzados por las heladas de otofio, si &sto con
tinfia, el &rbol se debilita en extremo.

Se han tratado de dar numerosas explicaciones para la latencia. Des-
de el punto de vista fisico se han postulado camo posibles causas de éste
fentmeno, cambios en las propiedades coloidales del protoplasma en cuanto
a su viscosidad y densidad. Bioquimicamente, se ha demostrado que la la-

tencia se acampafia por cambios en los niveles de las hormonas que regulan
el crecimiento (1).

Se ha postulado que en la latencia de yemas, existe un balance entre
sustancias estimulantes e inhibidoras. Este balance se encuentra desplaza-—
do hacia las estimulantes al final de la latencia, y en el inicio de la mis
ma este equilibrio se desplaza hacia los inhibidores. Como principal inhi-

bidor se ha propuesto al &cido abscisico (ABA) y como principal estimulante
a las giberelinas (59).
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En vista del posible papel de las hormonas en el control de la laten
cia de yemas y semillas, el estudio de este problema se ha enfocado prin-
cipalmente hacia dos lineas de investigacién:

1. Observacifn de los efectos producidos por la aplicacién de hormonas.
2. Investigacifn scbre hormonas end6genas, especialmente para estable-
cer si existe correlacifn entre los niveles de hormonas y el estado de re

poso en yemas.

Por estos estudios, se ha encontrado que tanto el &cido giberélico -
(GA3) camo las citocininas, son capaces de revertir la 1§tencia de yemas,
tubfrculos y otros Organos en reposo (59). También se ha demostrado que
hay un aumento en la actividad de sustancias similares a giberelinas, en
extractos de tub&rculos de jitomate, al finalizar la latencia, y que este
contenido baja con tratamientos que eliminan la latencia, asimismo, se ha
encontrado que la actividad de giberelinas alcanza su miximo algunas sema

nas antes del t&rmino del reposo (61).

Se ha demostrado que otra hormona, el etileno, es capaz de revertir
la latencia inducida por el ABA en semillas de lechuga, pero s6lo en pre-
sencia de GA3 o luz (17).

La hipbtesis de que existe una interaccifn entre las diferentes hor-
monas se refuerza por el hecho de que, en semillas de cebada, el ABA in -

hibe la produccifn de ex~amilasa inducida por giberelinas.
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Se cree que esta inhibicifn es debida a que el ABA incrementa marca
damente el metabolismo de giberelinas, por tanto, su conversién a formas
biol6gicamente inactivas, reduciendo a las giberelinas libres (activas)

-

disponibles (38, 54, 55).

La latencia en yemas de plantas lefiosas puede vencerse por aplica -
cidn de giberelinas, citocininas o etileno, mismas que también son acti-
vas en romper la latencia de semillas. Se ha observado que los niveles
de giberelinas se incrementan con tratamientos de frfo Yy que, en lama -
yoria de los casos, la aplicacién de la hormona, elimina el requerimiento
de frio y en algunos casos sustituye los requerimientos de fotoperiodos
largos. Las especies que responden mejor a giberelinas aplicadas, in -

cluyen aquéllas que normalmente presentan requerimientos de bajas temp_e_

raturas o de luz (62).

Wareing y Saunders (61), han sugerido que el efecto primario de la
baja temperatura podria ser eliminar un bloqueo en la biosintesis de gi-
berelinas y que el incremento de &ste grupo de hormonas es el resultado,
es vez de la causa, de la eliminacitn de la latencia. Asimismo, se in-
dica la posibilidad de que el ABA tenga un papel importante en el blo -
queo de sintesis de giberelinas durante la induccifn de latencia, por -
que se ha observado que ABA reduce los niveles de giberelinas en colebp-
tilo de maiz y otros tejidos, sugiriendo una posible interaccién de ABA

con giberelinas, debido a que la aplicacibén de é&sta (ltima puede romper
la latencia de jitomates y plantas lefiosas.
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Durante la latencia también ocurren cambios a nivel molecular, por
ejemplo, la cramatina de yemas latentes muestra una capacidad disminuida
para sintetizar RNA in vitro, reflejando, quiz& una supresitn de los ge-
nes. Por otra parte, se demostrS que el &cido giberélico prameve lige-

ramente la sintesis de DNA y RNA y que el ABA bloquea dicha sintesis en
tubérculos de yemas latentes de jitamate (11, 58).

Pearson y Wareing sugieren que es posible que el ABA prameva inhi-
bicién en la sintesis del DNA durante la induccién de latencia y que las

giberelinas revierten este efecto al ramper la latencia.

Ios estudios sobre la latencia de semillas, muestran que hay un in-
cremento en aminoicidos y sintesis de protefna durante el rompimiento de
latencia mediante aplicacifén de GA, (20) .

En la mayoria de los &rboles, al aproximarse el fin de la latencia,
disminuyen los niveles de inhibidores, principalmente el ABA. Sin embar
go, no se han observado cambios en la actividad inhibitoria que puedan

ser correlacionados con el fin de la latencia de yemas para el caso del

manzano (61).
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PARTE EXPERIMENTAL

- Colecta de la muestra.
Las muestras de yemas florales, que se usaron en este trabajo, se
obtuvieron de dos variedades horticolas de manzano, con diferentes cum-

plimientos de horas frio, recolectadas en dos localidades del estado de
Chihuahua.

Datos de las muestras

variedad . Rome Beauty Golden Delicious
zona de muestreo Cd. Guerrero Matachic Cd. Guerrero
en Chihuahua

fecha de colecta 16 nov. 17 nov. 16 nov.
(1981)

cumplimiento de no si si
horas frio

Todos los &rboles fueron provenientes de viveros. Las yemas se co-—
lectaron de las ramas del &rbol conocidas camo lamburdas y brindillas co

ronadas, con altura mixima de 2 metros. Ia edad de los &arboles fue de

13 afnos.

Las muestras fueron proporcionadas por el Ing. Alberto Gameros. Pro
vinieron de las huertas del Sr. Armando Ter&n (Cd. Guerrero) y del Sr.
José& Luls Chavez (Matachic).

36




-,

~ Extraccién de las hormonas vegetales,

Después de la colecta, las muestras de yemas florales se colocaron

en metanol al 90% en frascos &mbar, forrados con papel aluminio.

Las yemas se contaron y se molieron en mortero usando metanol al
80% como solucibn de extraccibén (4), también se empled arena para ayu-
dar a la trituracién de las yemas. Este extracto se unif al 1iquido don
de se encontraba la muestra, se filtrS por papel Whatmann no. 1. El re-
siduo se secS en el horno a 110°C durante 7 horas y se pes8, tomando en

cuenta la cantidad de arena empleada.

Del 1fquido filtrado se tamS una alfcuota que se llevd a sequedad
por evaporacidn al vacio en rotavapor, y se pesb. Se obtuvo asi, el pe
so seco del residuo » €l peso seco del filtrado y el peso seco total de

la muestra.

— Purificacibn de las giberelinas.

a) Partici6n liquido - liquido.

El extracto metanflico se concentr$, usando para ello, la destila -
cibn al vacio en rotavapor, a una temperatura menor de 50°C. Conforme se
eliminaba el metanol, se afadia agua destilada hasta eliminar por campleto
el metanol y dejar-a la muestra en agua destilada. Se ajustd el pPH de la
solucifn acuosa a 2.7 con HCl 5N para tener libre al &cido carboxflico de

las giberelinas.

37




Se dej6 en refrigeracién (4°C) toda la noche, después se f£iltxd por
papel Whatmann no. 4 para eliminar las partfculas insolubles,

Con é&ste filtrado se realiz6 la particién liquido - lfquido (fig.
8), de acuerdo al método seguido por Barendse (4) con algunas modifica-
ciones. Este método separa a los &cidos carboxflicos de campuestos no
&cidos, aprovechando la solubilidad y la insolubilidad de &stos ilti -

mos en diferentes disolventes (18),

Despu€s de la particifn, se llevd a sequedad por evaporacién al va-
cio en rotavapor, la fraccibn, en que, de acuerdo a la literatura, se en
cuentran las giberelinas (fraccifén IV). Dejéndola asi, lista para la
cromatografia en columna de afinidad,

b) Cromatografia de afinidad.

Para la cramatograffa en columna, se empleS el polfmero polivinilpi
rrolidona (PVP)}, cuya forma insoluble se conoce camercialmente camo Poly
claxr AT (Merck). Este material es efectivo en la purificacifn de sus ~
tancias con estructura semejante al giberelano, camo son las giberelinas,
El procedimiento que se sigui6 en esta purificacifn es el mismo descrito
por Glenn en 1972 (27). Este método purifica a las giberelinas de ex -
tractos vegetales por eliminacifn selectiva de campuestos fenblicos y -
probablemente otros &cidos orgénicos, asimismo, es posible la separacifn
de algunas giberelinas y también del &cido abscicico.
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yemas florales
1) triturar y extraer con metanol al 80%

v 2) evaporar el metanol
extracto
extraer con ‘éter

fase grgénica fase !\cuosa ()
extraer con NaHCO3 5%
fase ‘organica fa;e} acuosa
(I1) { 1) ajustar pH = 8.5
2) extraer ocon acetato de etilo
fasg acuosa fase orgc’mica (I1I1)

1) ajustar pH = 2.8
2) extraer con &ter

fase acuosa fase o?:'ganica (V)
1) secar
2) disolver
cramatograffa en columa de PVP

20 fracciones
1) ajustar pH = 2.8
2) extraer con acetato de etilo

fase‘org&nica fase'acuosa
1) secar

2) resuspender

bioensayo

Fig. 8. Esquema del procedimiento segquido en la extraccifn y purificacifn
de giberelinas libres de yemas florales de manzano.




El polyclar AT se proces{ a trayvés de una serie de mallas, la prime-
ra con un difmetrxo de poxre de 250 nm., y la segunda con un difmetro de

200 nm. Se seleccionaron las partfculas con un difmetro en el intervalo
de 200 - 250 rm.

Se lavaron 20 gramos de estas particulas con agua destilada (1:5 -~
v/v), 7 veces, decantando las particulas finas cada 15 min. Se hizo un
iltimo lavado con solucibén amortiguadora de fosfatos 0.01 M pH = 8, mis~

ma que se empled camo solucién eluyente en la cramatograffa.

Las dimensiones de la columna de cramatografia fueron de 30 x 2.5 am.
La velocidad de flujo fue de 250 ml/hora.

Para aplicar la muestra (fraccién IV) a la columa, &sta se disolvid
en 1 ml. de la solucibn amortiguadora, se aplict a la columna y se llevd
a cabo la cromatografia, obteniéndose 20 fracciones de 10 ml. cada una.

Las 20 fracciones se acidificg.ron individualmente con HC1 5N a un pH
de 2.8. Cada una de las fracciones se extrajo con acetato de etilo (5:3
v/v) 5 veces. Llas 5 fases orgénicas de cada fraccifn se juntaron y se -
llevaron a sequedad por evaporacitbn al vacfo en el rotavapor, para su
posterior determinaci6bn de actividad biol&gica.

La preparacibn de estas fracciones para ser probadas en el biocensayo
consistid en recuperar a cada una de ellas en un volfimen igual de una mez

cla de agua:etanol (8:2).
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- Seleccibn del biocensayo para giberelinas.

La facilidad con que las hormonas de extractos vegetales pueden de-
tectarse por biocensayo, a llevado a ampliar su uso para la estimacibn -
cuantitativa de estos compuestos, ademis de que dan indicacibn del cam—
portamiento de la hormona sobre el crecimiento y desarrollo de la plan-
ta. Se han desarrollado diversos bioensayos para giberelinas, sin em -
bargo, el comportamiento de este grupo de hormonas en los diferentes -

bioensayos no es igual, es decir, existen giberelinas mds activas que

otras en un bioensayo determinado.

En este trabajo se experimentaron diferentes bioensayos para gibe-—
relinas: el de hipocbtilos de lechuga variedad G.L.-659 (25); el de
plantulas de arroz var. Navolato (40); el de endospermos de cebada var.

Celaya (31); y el de epicotilos de chicharo var. Early Perfection (37).

Los bioensayos de lechuga y arroz se descartaron, porque tanto la
germinacifn como el crecimiento de estas pléntulas fueron muy lentos,
causando problemas de contaminacifn, principalmente por hongos. El bio
ensayo de endospermos de cebada dif buenos resultados, sin embargo, no
fue posible procesar todas las muestras en un tiempo corto, para evitar
grandes variaciones en los resultados. Se eligil el biocensayo de epico
tilos de chicharo, por su sencillez y facilidad de manejo, ademds se ob
tuvo una buena germinacién de las semillas (80% de germinacifn), el cre
cimiento de las pléntulas fue rfpido, sin problemas de contaminacién y
las respuestas de las pléntulas hacia giberelinés fueron buenas.
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- Bioensayo de epicotilos de chicharo,
El fundamento de este método consiste en la capacidad que presentan
las giberelinas de revertir el efecto de inhibicifn del crecimiento que

provoca la luz roja sobre plantulas de chicharo.

Obtencién de las plintulas de chicharo.

Las semillas de chicharo (Pisum sativum var. Early Perfection) fue-

ron adquiridas en PRONASE (Productora Nacional de Semillas).

La latencia de las semillas se ramib exponiéndolas durante 8 dias
a la luz difusa. Después se remojaron en agua corriente por 24 horas,
al final de las cuales, se escurrieron y se pusieron en agua con deter
gente durante 5 minutos, se enjuagaron y se dejaron en una solucién de
cloralex (1;20), agiténdolas suavemente durante 15 minutos. Después se

enjuagaron muy bien con agua destilada,

Las semillas se sembraron en charolas de aluminio de 40 x 20 am. fo
rradas con pléstico, conteniendo una capa de agrolita h@imeda previamente
lavada y esterilizada, de un grosor de 1.5 cm., mds o menos. Se cubrie-
ron, las semillas, con otra capa de agrolita igual a la anterior. Las
charolas se cubrieron con pléstico para mantener h@medas a las semillas,
y se mantuvieron en la obscuridad en una estufa de incubacifn con tempe-
ratura constante de 27°C * 2°C, por 6 dias aproximadamente. Al f£in de
este periodo, se seleccionaron las plantulas con altura de 2.5 a 2.7 cm.

para realizar el bioensayo.
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Procedimiento,

Ia técnica consistiS en aplicar ung gota de 5 ul de la nuestra en la
parte de la pléntula de chicharo conocida como plfimula (fig. 93); colocar
a las plintulas en una cémara con iluminacifn roja, obtenida con lamparas
incandescentes General Electric de 10 watts, a una altura de 50 am. con
respecto a las pléntulas manteniéndolas a una temperatura constante de -
25°C £ 2°C; medir al quinto dia a cada una de las pléntulas, desde la ba-

se hasta el segundo nudo (fig. 9B). Cada una de las 20 fracciones, que

con 8 6 9 pléntulas por tratamiento.

Para lograr cuantificar la actividad biolSgica equivalente a écido
giberé&lico (GA3) » Se empled una curva est&ndar que relaciona el porcenta
je de incremento en longitud de la plantula ($Along.) con la concentra-
cién de GA3 aplicada en ellas. Se usaron las siguientes concentraciones
de GA3; 2, 20 y 200 mg/l. Se usb giberelina A, (dcido giberélico) grado

1
|
se obtuvieron por cramatografia, se probd a 3 diferentes concentraciones |
III, 90% min. GA; para biocensayo. Sigma (pfs).
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gota de 5 ul.

plGmnla A

2° nudo

B ° nudo
Medici®n

T <«—base

Fig. 9. Esquemas mostrando, A: aplicacifén de la muestra purificada de
yemas florales en la pl&ntula de chicharo, de 5 dfas de edad, B: medi -
ci6n para cuantificar giberelinas por medio del incremento en longitud de
la secci6n de la pléntula camprendida entre la.base y el segundo nudo.



R ES UL T™AD O S

En las figuras 10 a 12 se presentan los resultados graficados de los
bioensayos de epicotilo de chicharo para cuantificar la actividad de las
giberelinas libres en yemas florales de diferentes manzanos con distintos
cumplimientos de horas frifo. En el procedimiento de purificaci®n, de ca-
da muestra, se obtuvieron 20 fracciones de la misma, y cada una de ellas
se probd a tres concentraciones diferentes., lLas grificas eelacionan inhi
bicién o estimulacifn en el crecimiento, representado por incremento en
longitud de epicotilo de chicharo (% Along.), contra diferentes concentra
ciones del peso seco que se empled de la muestra de yemas florales. En
todos los casos, se formaron 4 grupos- denaminados como I, II, III y IV de
5 fracciones cada uno. Cada uno de estos grupos contiene determinados vo
ltmenes de elucién, asi, el grupo I contiene del mililitro 1 al 50, el -

grupo II del 51 al 100, el grupo III del 101 al 150 y el grupo IV del 151
al 200.

En la fig., 13 se muestra el tipo de curva est@ndar que se obtuvo en

este tipo de biocensayo.

En la fig, 10, se presentan los resultados de las 20 fracciones que
se obtuvieron con la muestra de yemas florales var. Rame Beauty, Matachic,

que si llen6 los requerimientos de horas frio.

En general, las 20 fracciones, mostraron un efecto tendiente a estimu
lar el crecimiento de las plamtulas de chicharo.
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Fig. 10. Respuesta de pléntula de chicharo para determinar actividad de gi-
berelinas a diferentes concentraciones de la muestra, representada por el pe-
so seco de yemas florales de manzano var. Rome Beauty, Matachfc, con cumpli -
miento de horas-frio. La muestra se purific6 por cromatograffa en columna de
PVP, obteniéndo 20 fracciones, las cuales se dividieron en 4 grupos de 5 frac
ciones. Cada valor representa el praned'io de 8 a 9 réplicas.




Grupo I. ILas fracciones 1 y 2 presentaron inhibicién al crecimiento.
Ila fraccitn 5 presentt un miximo de actividad estimulante en la concentra-
cibén intemmedia, que equivale a 91 mg de peso seco de las yemas, con un in
cremento de 100.59%. La fraccifn 3 presentS su miximo de actividad estimu
lante a la concentracitn mayor, o sea, 906 mg.peso seco, con un incremento

en la longitud del epicotilo de 96.15%.

Grupo ITI. ILas fracciones 6 y 8 estimularon el crecimiento a la menor
concentracitn, siendo &sta de 45 mg de peso seco de las yemas, con incre -

mentos de 78.11% y 114.38% respectivamente. ILa fraccidén 10 presentS inhi-

bicitn del crecimiento.

Grupo III. Se presentd una estimulacitn del crecimiento con la mayor
concentracién, 906 mg de peso seco, en las fracciones 11, 12 y 13, con in-

crementos de longitud de 121.94%, 87.39% y 96.89% respectivamente.

Grupo IV. Hubo mayor estimulacidn del crecimiento con la fracci6n 16
a la concentracidn de 91 mg de pesa:seco de las yemas, con un incremento -
de 45.95%. La mayor actividad inhibitoria se obtuvo con la fraccifn '18 a

la concentracidn de 906 mg de peso seco y provocd una inhibicién al creci~
miento de 80.14%.

n la fig. 11 se presentan los resultados obtenidos con la muestra -

de yemas florales var. Rome Beauty, Cd. Guerrero, cuyo requerimiento de ho

ras frfo no se satisfizo.
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Flg. 11. Respuesta de la pléntula de chicharo para determinar actividad de

giberelinas a diferentes concentraciones de la muestra, representada por el pe
s0 seco de yemas florales de manzano var. Rome Beauty, Cd. Guerrerp, sin cum -
plimiento de horas frio. La muestra se purificé por cromatograffa en columna
de PVP, obteniéndo 20 fracciones, las cuales se dividieron en 4 grupos de 5
fracciones. Cada valor representa el promedio de 8 a 9 réplicas.




Se observa que en las 20 fracciones existe una tendencia a ejercer

un efecto de inhibicifn al crecimiento mis que de estimulo.

Grupo I. Las fracciones 1 y 2 presentaron un ligero estimulo en el
crecimiento, de 16.61% y 10.13%, a las concentraciones de 107 y 1066 mg,

respectivamente. ILa fraccién 5 presenta una inhibicitn de 24.84% al cre-

cimiento.

Grupo II. Ia mayor actividad estimulante del crecimiento se presentt
con la fraccibn 6, siendo &sta de 16.91% a la concentracidn mapor, o sea,
1066 mg de peso seco. las fracciones 7 y 9 también a esa concentracién in

hibieron el crecimiento en un 44.33% y 48.70%, respectivamente.

Grupo III. En este grupo, la finica fracci6n que estimuld el creci -
miento fue la 12, con un incremento de 37.09% a la concentracifn de 1066 mg
de peso seco. Las fracciones 13 y 15 dan una marcada inhibici6n al creci -
miento a la concentracifn mayor que es de 1066 mg de peso seco, provocando

una inhibicién de 59.99% y 69.99% respectivamente.

Grupo IV. Todas las fracciones presentes en este grupo mostraron inhi
bici6n al crecimiento, siendo mis marcada en las fracciones 17 y 18 con in-

hibiciones de 38.15% y 72.56%, a la mayor concentracitn de peso seco.
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Ia fig. 12 presenta los resultados de las 20 fracciones de la mues-
tra de yemas florales de manzano var. Golden Delicious, Cd. Guerrero, cu-

yo requerimiento de horas frfo si se llen8.

En este caso, se observa que las respuestas de las fracciones tienden

a estimular el crecimiento de las pldntulas de chicharo.

Grupo I. La fraccibn 4 estimula el crecimiento en un 29.25%, con la
concentraci6n mayor, de 1580 mg de peso seco. La fraccién 5 también esti-
mula el crecimiento en un 58.12% con la concentracifn de 316 mg de peso se
co. la fraccibn 3 present6 una inhibici6n del crecimiento de 41.25% a la

concentracién de 316 mg de peso seco

Grupo II. Las fracciones 6, 7, 8 y 10 estimularon el crecimiento en
forma muy semejante entre sf, con incrementos entre 36.58% y 46.52%, a la

mayor concentracifr, 1580 mg de peso seco.

Grupo III. ILas fracciones 11 y 13 fueron las que estimularon m8s al
crecimiento, con incrementos de 183.88% y 133.21% réspectivamente, a la con
centracibn de 1580 mg de peso seco. las fracciones 12 y 15 también estimu
laron el crecimiento en un 53.32% y 33.09% respectivamente, a la concentra-

cibn de 1580 mg de peso seco.

Grupo IV, Las fracciones 16 y 18 fueron las que estimularon el creci-
miento a la concentracifn de 1580 mg de peso seco, con incrementos de 47% y

41,.29% respectivamente.
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Fig. 12. Respuesta de pléntula de chicharo para determinar actividad de gibe
relinas a diferentes concentraciones de la muestra, representada por el peso se
co de yemas florales de manzano var. Golden Delicious, Cd. Guerrero, que si
cumplié con su requerimiento de horas frio. La muestra se purificl por cramato
graffa en columna de PVP, obteniéndose 20 fracciones, las cuales se dividieron
en 4 grupos de 5 fracciones. Cada valor representa el pramedio de 8 a 9 répli

cas.
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Fig. 13. Curva estindar para el bicensayo de chicharo, que relaciona

el incremento en longitud del epicotilo (A%) con diferentes concentra-
ciones de icido giber8lico aplicada en las pléntulas de chicharo,




En la fig. 14 se presenta el contenido de giberelinas equivalentes a
GA3 en las diferentes fracciones de las muestras de yemas florales de man-
zano. Se tamaron en cuenta s6lo las fracciones que produjeron incrementos
en crecimiento mayores al 15% en el bioensayo de chicharo. Se cbserva que
la variedad Rome Beauty, Matachic, estimuld més el crecimiento en las frac
ciones 5, 7y 16, y casi todas las fracciones de los grupos II y III tam -
bién lo estimularon. La variedad Rome Beauty, Cd. Guerrero, s6lo estimuld
el crecimiento en las fracciones 6 y 12, en las demis fracciones se cbser-
v6 inhibici6n al crecimiento. Por Gltimo, la variedad Golden Delicious,
Cd, Guerrero, presentS como fracciones mis activas en estimular el creci -
miento, a las fracciones 5, 11 y 13. La concentracifn total de las gibere
linas encontrada para esta variedad fue la mayor en comparacién con las -
otras dos variedades. la variedad con el contenido mis bajo fue la Rome

Beauty, Cd. Guerrero, que no llend su requerimiento de horas frio.

En la tabla 1, vemos que las yemas florales de la variedad Rome Beauty,
Matachfc, que sf llend su requerimiento de frfo, contiene 474 ¥ 90 ng equi-
valentes a GA3/g peso seco, en cambio, la misma variedad pero de Cd. Guerre
ro que no cumplié con sus horas frfo, presentd 28 T 7 ng equivalentes a GA3/
g peso seco de yemas florales. ILa variedad Golden Delicious de Cd. Guerre-
ro que sf llend su requerimiento de horas frfo, presentd la mayor concentra-
cién de giberelinas: 1458 % 267 ng equivalentes a GA,/g peso seco, siendo
ésta mis alta que la concentracifn encontrada para la variedad Rome Beauty

de Matachic, que también cumple con su requerimiento de horas frio.
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Fig. 14. Contenido de equivalentes de GA3 en cada una de las fracciones obteni
das por cramatograffa en columa de PVP de muestras de yemas florales de manzano
que estimularon el crecimiento m&s del 15% en el bicensayo de epicotilo de chi -
charo. A: var. Rane Beauty, Matachfc, con cumplimiento de horas frio. B: var.
Rome Beauty, Cd. Guerrero, que no llend su requerimiento de horas frfo., C: var.
Golden Delicious, Cd., Guerrero, que sf cumplib sus horas frio.




Tabla 1. N@mero, peso seco y contenido equivalente a GA3 (determinado
por biocensayo de chicharo) de yemas florales de tres variedades de man-—
zanos con diferentes cumplimientos de horas -~ frio.

variedad Rome Beauty Golden Delicious
Matachic Cd. Guerrero Cd. Guerrero

cumplimiento de si no s1

horas frio

nmero de yemas 587 443 535

peso seco total 13.3 11.8 16.9
(gramos)

peso seco/yema 23 27 32
(mg)

eq GA,/g peso seco 474 * 90 28 %7 1458 * 267
(n. amos)

eq GA,/yema 10.9 0.76 46.66

( ramos)




DI S CUS I ON

~ Purificacion,

Los extractos de tejidos vegetales, empleados en el estudio de hor-
monas vegetales, contienen una mezcla de hormonas, .como son las auxinas,
giberelinas, citocininas, &cido abscisico y otras sustancias inhibidoras
camo son los ccmpuéstos de tipo fenblico, que pueden interferir en el es
tudio de la hormona deseada, por &sto, es necesario recurrir a procedi -
mientos que permitan la purificacifn de las diferentes hormonas. Con los
métodos de purificacién empleados en este trabajo, se logrS§ obtener frac-
ciones purificadas de las muestras de yemas florales de manzanos, que pre
sentaron actividad de gibefeiirias en el bioensayo de epicotilo de chicha-

ro.

La técnica inicial empleada para purificar las giberelinas libres,

fue la particién entre disolventes acuosos y orgé.nicos , lo que permitid

la eliminacién de algunas hoi:monas, como citocininas y auxinas, asi como
de glucbsidos de las mismas giberelinas. Esta t&cnica, aprovecha, las -
propiedades de solubilidad que presentan las giberelinas en los disolven
tes a diferentes valores de pH, permitiéndo reducir el peso del extracto

para emplearlo en una purificacién posterior, camo es la cromatografia.




En:este trabajo, se empleS la cromatograffa de afinidad en columa,
usando como fase estacionaria al polimero povinilpirrolidona (PVP), este
material, por su elevada afinidad por compuestos fenolicos, ha contribuido
en gran parte a la purificacion de las giberelinas, debido a que un gran
porcentaje de la actividad inhibitoria, presente en extractos vegetales, es
debida a compuestos fenSlicos., En virtud de que la polivinilpirrolidona,
separa a las sustancias en base a la polaridad de &stas, es posible separar

de entre si a algunas giberelinas, ademis de eliminar a los inhibidores de
tipo fenblico.

Las fracciones obtenidas de musstras de yemas florales de manzano, por
este tipo de cromatograffa, presentaron el mayor estfmulo al crecimiento en
el bioensayo de chicharo, en el volGmen de elucibén 100 a 150 ml. (grupo de

fracciones III).

Ya que se han reportado hasta la fecha 57 giberelinas (48), se siguie
ron ciertos criterios para una seleccifn preliminar de las posibles gibere
linas presentes en yemas de manzano. ILos criterios son los siguientes:

1. Eliminar a las giberelinas de 20 &tomos de carbono que presentan una
hidroxilacifn Gnica en posicién 13, ya que ésta s8lo se ha reportado para
el hongo G. fujikuroi (35). En esta clase, tenemos a las giberelinas:
Chyzr Ghyy ¥ Ghgge

2. Eliminar a las giberelinas que se han reportado Gnicamente en G. fu-

jikuroi y no en plantas superiores, camo son las giberelinas: GAlO, GAll,

Ghypr GAy5 Y GAg (35).
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3. Rearreglar las 48 giberelinas restantes en vase a la presencia o
ausencia del grupo hidroxilo en posicién 13, ya que, de este grupo depen-
de el volfimen de elucidn de las giberelinas de la columna de cramatogra -
fia (27)., Por lo tanto, las primeras giberelinas en eluirse serfan las
que si poseyeran el grupo -OH en posicién 13, y serfan: GAy, GA,, GBAy, -
Ghgs Ghgs Ghgr GAyg a GRyz GAygs GRygr GR3ys GRggs GRyys GRgy Y GRgg @
GA;,. Las giberelinas que se eluirfan después serfan las que no tuvieran
el grupo -OH en dicha posicifn, y serian: GA,, GA7, GA9, GA26’ GA27, GA g
GA3yr Ghy3 @ GRgy, GAgg @ GRyy, GAy5 a Ghgy ¥y GAg,.

4. Comwparar los volGmenes de elucifén de las giberelinas obtenidas, por

cramatograffa en columna, con los intervilos de deteccién reportados por

otros autores para giberelinas.

Glenn, determind el vollmen de elucifn para 8 giberelinas en las mis-
mas condiciones experimentales, empleadas en este trabajo, encontréndo - .

los siguientes volGmenes de elucifn e intervalos de deteccién (27);

giberelina vol. eluci6n intervélo de deteccitn

GAg, GA,; 85 ml. 60 - 110 ml,
GA,, GA,, GA, 90 ml. 70 - 120 ml,
GAq 110 ml. 80 - 140 ml,

GA,, GA, 120 ml. 90 - 160 ml.
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El voltmen de elucifn en el que se encontr® una mayor actividad de

giberelinas, en los extractos de yemas de manzano, fue el intervilo de

100 a 150 ml, que es semejante al reportado por Glenn para algunas gibe

relinas (27).

Como resultado de los criterios seguidos, se puede pensar que, en-
tre las posibles giberelinas presentes en las yemas de manzano, estarfan
GA,, GA3, GAS, GA4, GA7yGA9 Caro puntos de apoyo a esta primera se -
leccibn es importante mencionar, que, en estudios hechos con semillas de
manzano (16), se ha encontrado la presencia de GA,, GA, y GAQ. Aunque
es probable que estas mismas giberelinas puedan no encontrarse en yemas,
debido a que las giberelinas van sufriendo interconversiones durante el

ciclo de vida de una planta.

-~ Giberelinas y cumplimiento de horas - frio.

El fenGmeno de latencia implica un equilibrio entre sustancias esti-
mulantes e inhibidoras, camo lo han sugerido Wareing y Saunders (6). Ia
forma en que el frio podrfa intervenir en ese equilibrio serfa: a) elimi
nar algin bloqueo existente en la biosintesis de giberelinas y/o b) indu
cir la interconversifén de giberelinas conjugadas hacia giberelinas libres
(activas). También se ha pensado en una posible movilizacifn de las gibe
relinas hacia el sitio donde act@an.
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- Camparacién de los niveles de giberelinas en yemas de manzano.

Se yve que las yemas florales de la variedad Rome Beauty, Matachic,
(tabla 1) que si cumplid con su requerimiento de horas frio, contiene mis
equivalentes de GA3/g peso seco, que la misma variedad, pero de Cd. Gue -~
rrero, que no llenS con su requerimiento de horas frio. Las yemas de la
variedad Golden Delicious, que si cumplié sus horas frio, presenta un con

tenido de equivalentes de GA3/ g peso seco, mayor que la variedad Rome -
Beauty, Matachic.

Analizando los resultados de la misma variedad de manzano, Rome Beau-
ty, con y sin cumplimiento de horas frio, vemos que hay una actividad in-
hibitoria mayor en la muestra que no llen6 sus horas frio (fig. 12), que
el otro caso, donde si se cumplieron (fig. 11). Probablemente, este fend
meno se deba a que las yemas de la variedad Rome Beauty, Cd. Guerrero, -
contienen inhibidores de tipo fenSlico en gran cantidad, por lo que algu-
nos de ellos logran eluirse de la columa de cramatografia, entre estos
inhibidores puede estar el &cido abscisico ya que presenta un volamen de

elucién muy cercano al de las giberelinas (27).

Puede verse que hay relacifn entre el contenido de giberelinas y la
cantidad de frfo recibida, ya que esta cantidad es mayor cuando si se lle
na el requerimiento de horas frio, y que aumenta la cantidad de inhibido-

res cuando no se satisface dicho requerimiento.
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Camparando las dos variedades de manzano que si llenaron sus ho-
ras frio requeridas, se puede ver claramente que la concentracifn de
giberelinas depende de la variedad de manzano de que se trate, Una
posible explicacifn para &sto podrfa ser que las giberelinas de las
yemas florales de manzano variedad Rome Beauty son diferentes a las
que contiene la variedad Golden Delicious, por lo que presentan una
potencia diferente en el bioensayo de epicotilo de chicharo, ya que,
caw se menciond anteriomrmente, las giberelinas muestran un grado de
actividad biol6gica diferente segin el bioensayo en que se prueben, y
en un mismo bioensayo, no todas las giberelinas tienen la misma poten
cia, es mis, si en un mismo biocensayo se cambia la variedad vegetal en
que se estén probando las giberelinas, la respuesta es diferente. Has
ta la fecha se han desarrollado 33 bioensayos para giberelinas (3), por
lo que para dar resultados mis concluyentes acerca de las posibles gi-
berelinas presentes en yemas de manzano, serfa conveniente probar estas

mismas muestras en otros bioensayos,
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CONCLUSIONES

1, Se describieron los métodos a seguir para la extraccifn, purifi
cacibn y deteccifn de las giberelinas.

a) Camo métodos de purificacifn, fueron la particién liquido lfquido y
la cromatografia en columna con polivinilpirrolidona.

b) Se selecciond un método para detectar la actividad de giberelinas,
siendo &ste, el bioensayo de epicotilo de chicharo por su sencillez de ma
nejo y buena respuesta.

c) Se estableci6 la cantidad de tejido vegetal mfnimo, para detectar
actividad de giberelinas por el método antes citado, siendo &sta de 15 g

de peso seco que equivale a 500 yemas aproximadamente.

2, Se logrb6 cuantificar a las giberelinas activas (libres), pre -
sentes en yemas de manzanos, con diferente cumplimiento de horas frio.
hanque no fue posible establecer la estructura quimica de las mismas.

a) La variedad de manzano Rome Beauty, Matachfc, presents 474 ¥ 90 ng
equivalentes a GA3/g peso seco en sus yemas, en este caso el requerimien
to de frio si se llend.

b) Las yemas de la variedad Rome Beauty, Cd. Guerrero, cuyo requerimien
to de frfo no se CL;mplié, presentS 28 ¥ 7 ng eq. GA,/g peso seco. En es-
ta variedad se observd una mayor actividad inhibitoria, en el biocensayo de
epicotilo de chicharo.,

c) Las yemas de la variedad Golden Delicious, Cd. Guerrero, que si lle

n8 su requerimiento de horas frfo, contuvo 1458 267 ng eq. GA,/g peso se

Co.
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3. Ies niveles de giberelinas presentes en yemas florales parecen
2stax yelaclonados dixectamente con la cantidad de hoxas ~ fxfo que reci

be el manzano, ya que se ven incrementados cuando el drbol satisface su
requerimiento de horas - frfo.

4. El contenido de giberelinas fue diferente entre las dos varie-
dades de manzano estudiadas.

5. En investigaciones futuras seria conveniente seguir la misma me
todologfa descrita y probada aqui, para cuantificar niveles de gibereli -
nas en las mismas yemas de manzano pero en etapas diferentes dentro del
msmo estado de latencia, para profundizar mis en el estudio de cGmo se re
lacionan los niveles de giberelinas con la cantidad de frfo recibida por
el arbol y con el rompimiento de latencia.
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