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INTRODUCCTOR

El proceso de desarrollo de una planta, estdi contro-
“lade por un balance entre sustancias estimulantes e inhibi
doras del crecimiento vegetul. A estas sustancias se les
ha denominndo hormonas vegetales o reguladores del creci-
miento, y son sustancias que tomas parte en la coordina-
cifn dec las funciones entre las distintas partes de 1la
planta, Son, por lo regular, sustancias quimicas especi-
ficas, las cuales son activas en concentraciones muy peoue
fias. fLas hormonas estimuladoras del crecimiento, se c¢la-
sifican en auxinas, giberelinas, citocininas y etileno.
Lass sustancias inhibidoras, el &Acido abscisico y otros com
puestos con gran diversidad de estructuras quimicas princi

palmente de tipo fendlico (Villiers/1870).

La participacién divecta, la interaccibn entre los
mismos, Qsi como €l mecanismo de los diversos procesos oue
se¢ llevan a csho en la planta, son poco conocidos, entre
es0s procesos estd el de reposo. Durante el reposo el
crecimiento de 1a planta se detiene por efecto de las con-
diciones climéticas desfavorables, especialmenté en lo que
se refiere a intensidad lvminosa, duraci6n del dfa, dispo-

nibilidad de agua y temperatura (Villiers/1970).



En el fendmeno de descanso en yemas de manzano, el
factor climdtico que intervienc méds directumente en el re-
poso de sus yemas, c¢s la temperatura, especificamente las
bajas temperaturas. Asf pues, el manzano se¢ encuentra
listo para florecer cuande haya recibido cierta cantidad
de frio. Esta necesidad de frio, se conoce como requeri-

miento de horas frio. (Salas/1974).

Las sustancias end6genas del crecimiento, juegan un
importante papel en la regulacién del reposoc en las yemas,
puesto que existe una correlacibn entre los cambios esta-
cionales en el periodo de reposo de algunas especies y las
variaciones correspondientes a los niveles de los inhibido
res endfgenos dentro de 1las vemas, ya gue hay una reduccién
gradual del descanso de las yemas durante el invierno, és
to estd asociado con una disminucién en el nivel de los

inhibidores endbgenos. (Wareing/1978).

El efecto de los reguladores del crecimiento en la
induccién y rompimiento del reposo en las yemas, establece
que la temperatura tiene poco efecto en inducir el reposo,
pero tieme una gran influencia en inducir la sintesis de
sustaﬂcias promotoras, las cuales rompen el reposo. S$in
embargo, iunque 1a relaci6n de promotores e inhibidores se
correlaciona generalmente con el perfodo de reposo, el
efecto de tal relaciém no es muy bien conocida. {Wareing/
1978),



El rcposo de yemas en firboles estd gobernado por las
condiciones ambientales, las cuales afectan cl nivel de
las sustancias repuladoras, las cuales a su vez controlan
los cambios metab8licos para que se induzca o se fompa el

reposo, (Villiers/1970),

El manzano es una especie frutal que se origind en
regiones de clima templado, éstos se han introducido a re-
giones con climas subtropicales y tropicales, lo cual ha
originado problemas de adaptacifn. Las regiones subtropi
cales y tropicales se caracterizan por presentar inviernos.
irregulares y benignos, dfas relativamente cortos y peque-
flas diferencias en la longitud de diaz a través del afio.
Bajo estas condiciones los frutales caducifolios, no pre-
sentan un perfodo de Teposo definido durante la estacibn
del invierno debido a 1a falta de frfo invernal. Esta de
ficiencia de frio, ocasiona que se manifiesten una serie
de anomalfas en el desarrollo de estas especieé, a las cua
les en conjunto se les denomina sintomas de “reposo prolon
gado', los sintomas mis comunes del reposo prolongado son
los siguientes: retraso en la brotacibn de yemas, dominan-
cia apical, crecimiento vigoroso de brotes, formaci6n redu
cida de espolones en el manzano, cafda de yemas, fructifi-
caci6n tardia en drboles j6venes y reducci6n severa de la

cosecha. En las regiones productoras de manzano en Mé&xi-



co se observan la mayoria de los sintomas anteriormente

descritos. (Ruck/1975).

La solucién al problema de adaptacibn de los fruta-
les caducifolios en 4reas subtropicales y tropicales se ha

enfocado principalmente a través de dos caminos:

AY.- U§o de sustancias qufmicas para interrumpir el
reposo prolongado de 1las yemas.

B).- Mejoramiento genético para el requerimiento del
frio. (Ruck/1975).

En México el uso de sustancias quimicas ha mostrado
ser conveniente para incrementar 1la brotaci6n y la produc-
cién en el manzano.

Sin embargo, el uso de estos compuestos quimices pre
sentan algunos inconvenientes, tales como el incremento en
los costos de produccién, ademfis de que su utilizacién pue
de ser rtiesgosa, cuando no se emplea correctamente y proba
blemente el uso consecutivo por varios afios pudiera llegar

a generar efectos secundarios no deseados. (Ruck/1975).

De las investigaciones realizadas hasta la fecha, en
frutales, se ha llegado a 1a conclusién de que son las gi-

berelinas las que participan mis directamente en el reposo



de yemas, y que es la iﬁteracciﬁn entre giberelinas v fci-
do abscisico la que regula este proceso. Sin ¢mbargo, es
importante mencionar que, particularmente en el manzano,
no se han observado cambios significativos en 1la actividad
inhibitoria, representada principalmente por el ficido abs-
cisico, que pueden ser correlacionados con el reposo de
las yemas. Es por esto, que el presente trabajo tiene co
mo objetivo el analizar la relacifn entre 1a concentracibn
de las giberelinas en las yemas de manzano y la cantidad

de horas frfo recibidas por el &rbol durante el invierno.



MANZAND
- Generalidades.

La planta del manzeno se encuentra ubicada <axonémi

camente de 1a siguiente manera (Juscafresca/1573; Tamaro/
1974):

Divisién: Embryophyta Siphonogama

Subdivisiéa: Angiospermas
Clase: Dicotyledonese
Subclase: Dialipetala
Familia:  Rosaceae
Subfamilia: Pomoidese
Género: Malus

Especie: comunis

La manzana es5 una especie fruticola introducida al
continente Americano por los misioneros espafioles durante
ia épocs de la conguista. Una de las primeras varieda-
des que trajeron a México fue la Blanza de Asturias, va-
riedad que se sdapté muy bien a determinadas regiones del
pals en las que aGn se cultiva, sunque ha sufrido diver-
385 mutaciones y adoptado distintos nombres, entre atros

108 de perbn, perén cristalino y perén de Canatldn,



Las regiones tradicionalmente manzaneras de M&xico
se ubicaron en las freas de mayor influencia espafiola, en-
contrando posteriormente otras regiones aptas ecoldgicamen
te para un nmejor desarrollo de esta especie en los estados
de Chihughua, Durango, Coahuila, Puebla v Querétara; enti-
dades en las cuales se han ido introduciendo gradualmente

variedades seleccionadas, principalmente norteamericanas.

Las variedades que generalmente se cultivan en Mé&xi-
€o son: Red Delicious, Doyble Red Delicious, Golden Delji
cious, Jonathan, Rome Beauty, Winesap, Starking Delicious,
Winter Banana, Arkensas Black, Stayman, Scarlet, Rayada de
Zacatldn y de tipo Spur: Starkrimson, Delicious y Golden.
(Fibregas/1964; Tamaro/1974).



- Descripcién de la variedad.

Golden Delicious (D'Esclapon/1870):

Origen: esta variedad procede de semilla y se en
contré en EE.UU., por casualidad, en los huertos de A.H.
Mullins en Windficld, West Virginija. La firma Startk Bro-

ther's, de Lousiana, Missouri, la comercializd en 1916.

Brother's, un viverista, en 1963 ofrecid ul mercado
una mutaci6én de tipo Spur, que denominé Starkspur Gelden
Delicious Gilbert Strain. Esta mutacibén es originaria

del Distrito Yakima, cerca de Parker, Washington.

- Descripcidén del frbol:

A} Porte: crguido a semierguido.
B} Vigor: mediano.
C) Fructificacidén: abundante a muy abundante.

D) Formas recomendables: libres, semilibres.

- Descripcibn del ramaje:

Es largo, delgado, coler verde, con un poco de marrdn.

A) Lenticelas: pequefias, alargadas, muy numerosas

y bien visibles, color claro.



B) Yemas:

C) Hojas:

D} Flores:

pequenas a wedianas, aplastadas, triangu-
lares .y poco tomentosas.

limbo: mediano a grande, alargado, relati
vamente ancho, con dientes bastante regu-
lares.

peciblo: mediano, grueso, verde, colorea-
do de rojo en su cara inferior y en su ba
se.

medianas, color rosa.

E) Epoca de floracién: de fines de marzo a mediados

de mayo seglin clima y alti-

tud,

- Descripcién del fruto: de mediano a grande, alargado de

A) Piel:

B) Carne:

forma cilindro-cdnica.
Ffina, lisa, algunas veces rugosa 4 causa
del russeting, verde y colorcada de amari
110 o de rojo cn la parte soleada, con nu
merosos puntos visibles (lenticelas}.
blanca a verdosa, fina, tierna, fundente,
azucarada, poco acidulada, dulce y muy ju

gosa.

C} Calidad: muy buena.

- Valor comercial: muy bueno, ademfs resiste al transpor-



te y se conserva perfectamente en cémara frigorifica,

Esta es ciertamente la mejor variedad. Se adapta
a todos los climas y es fértil, incluso demasiado, por lo

que es necesario ralear los frutos.
- Requerimientos de horas frio.

El manzano es un frutal de hoja caduca, a este tipo
de frutales se les conoce como 4rboles caducifolios, que
en una época determinada del afio, tiran todas sus hojas y
entran a lo que sc¢ conoce come latencia o perfodo de repo-

so (D'Esclapon/1970).

El perfiodo de reposo es el tiempo durante el cual
las yemas no brotan aunque las condiciones externas tales
como temperatura sean favorables. Si una variedad de man
zano no recibe suficiente frfo durante el invierno para
romper el perfodo de reposo o latencia, su crecimiento se

retrasa en la primavera siguiente.
Los requerimientos de frfo de los &4rboles de hoja ca

duca estfin determinados genéticamente en cada yema, ya sea

floral o vegetativa.

10.



Los requerimientos de frio se expresan por el térmi-
no "hora frio” la cual se entiende como una hora en que la
yemn‘cstuvo expuesta @& una temperatura cercana a 7°C. El
nimero total de horss frio se obtiene sumando todas las ho
ras frio que se presentan en un determinado periode de
tiempo, y para que tengan un valor confiable debe ser el
promedio de por lo menos 10 afios, para efectos de estable-
cimientos de nuevas huertas. Puesto que las horas fric
pueden presentarse durante el dfa o durante la noche, va
sca de manera ininterrumpida, alternada, de s&6lo unas cuan
tas horas frio, e incluse en algunas ocasiones no presen-
tarse nirguna durante varios dfas (Alvarez/1974; Calderén/
1977; Westwood/1978), la mejor manera de cuantificar las
haras frfo, es utilizar un termSgrafo; pero como un apara-
to de esta naturaleza es poco probable que lo pueda tener
un agricultor, se han desarrollado otros métodos, que gene
ralmente son una f6rmula de represién utilizando la tempe-

ratura media, (Hinajosa/1979).

Método de H.H. Weinberger. Este método se basa en
una correlacibn entre el nfimerc de horas frfs y el prome-
dio de la temperatura de diciembre y enero. Weinberger
(Hinojosa/1979), de acuerdo a observaciones realizadas y a
correlaciones encontradas, formuld una tabla, en-la cual

se evalfia el promedio de 165 dos meses antes mencionados.



M&todo de Da Mota. Este procedimiento se¢ basa cen
un estudio de correlacién ecntre la temperatura media men-
sual .y ¢l nOmero de horas frio, Hay que hacer notar que
se usan los datos del 15 al 30 de¢ noviembre, todo diciem-
bre y enero y del 1 al 15 de febrero, de acuerdo a é&sto,
Da Mota obtuvo la siguiente ecuacifn para el cilculo de

las horas frio:

H.F. = 4B5.,1 - 28.52 X
Donde:
H.F. = Horas frfo mensuales.

X = Temperatura media mensual en °C.

Método de Sharpe. Pata este método no se usan f6r-
mulas, pero se emplea una tabla preparada de antemano por
el doctor Sharpe (Hinojosa/1878). En esta tabla se indi-
ca el nGmero de H.F. corruspondientes a cada una de las
temperaturas medias mensuales de los dos primeros y @ltimos
meses del afio (Tabla 1}.

Método de Crossa-Raynaud. Este método se basa en
las temperaturas miximas (M) y minimas (m} que diariamente
ocurre, o sea que las H.F. presentes, se determinan necess
riamente por dfa. En este caso, el 7 que aparece en la -
f6xmula, se refiere a un nGmero de grados centfgrados limi

te, considerando para la cuantificacién real de horas frio.

12,



Br este mfétodo se usa la férmula siguiente:

HoFe = 7_- M x 24
M -m
Donde:
H.F. = Horas frfo diarias,
M = Temperatura mixima diaria en °C,
m = Temperatura minima diaria en °C.

Se usan las temperaturas de los meses de noviembre,
diciembre, enero y febrero.



Tabla 1, lloras frfo acumuladas en fupcidén de las
temperaturas medias de los meses de invier

no, segtn el Dr, Sharpe.

T. media °C B, F.
por mes acumuladas

7.8 395

8.9 353

10,0 311

. 11,1 270
12,2 230
13.3 . 190
14,4 152
15.6 . 118
16,7 79
17.8 47
18.9 23
20,0 0



Método del huerto fenolbgico. Este es el método pa
trén y cs la dUnica forma para llegar a determinar las horas
fric con precisién. Consiste en establecer una planta-
cién de observacifn que cuente con una serie de especies y
variedades de requerimiento conocido y con un rango de ne-
cesidades de frio suficientemente amplio, escalonado prefe

rentemente cada 50 horas-frfo.

De hecho, fue utilizando un huerto fenoldgico come
referencia, que se establecieron los métodos antes descri-
tos. Es importante aclarar que de gcuerdo con Mufioz San-
tamarfa (Hinojosa/1978), la f6rmula gue mejor se adapta al

altiplano mexicano es 1la de Da Mota.

Diversas investigacicnes realizadas en Israel por
Erez y Leavee han determinado que cuando en el dfa la tempe
ratura subre arriba de los 18°C se contrarrestan las horas
£rio acumuladas durante la noche, por lo que no se avanza
en el rompimiento del reposo. Esta variaci6n tan grande
es tipica de los climas desérticos y semidesérticos. Este
fenémeno también es comGn en ilos inviernos del altiplano

mexicano, (Hinojosa/1979).

Para dar solucisn al problema de la insuficiencia de
frfo en los pafses donde se cultivan frutales caducifolios

bajo condiciones de inviernos benignos se ha hecho uso de



sustancias quimicas que sustituyen el efecto del frio para

el rompimiento del reposo en las yemas (Mendez/1981),

En México, esta préictica también ha sido usada con
resultados satisfactorios por Rumayor (1973) en la regién
Jde Saltille, Coah., con aspersiones a base de mezclas de
aceite mineral y hormox (dinitro ortho secundario butil fe

nol) durante el invierno (Mendez/1981},
Las dosis y épocas de aplicacién de estas sustabcias

varfan de acuerdo con las condiciones ecolégicas prevale-

cientes, la especie y el cultivar de que se trate.

16.



Estructura de lu vema.

La yema puede definirse como un renuevo en el tallo
cn forma de botdn cscamoso que puede producir hojas o flo-
res. Se forma por una combinacibn de divisiones uanticli-
nales y periclinales de las capas superficiales y profun-
das del tejido meristem&tico, ocasionande Iz formacidn de
una protuberancia bajo la superficie del tullo, que conti-
nta desarrollindose hasta que se forma por completo la ye-

ma, (Villiers/1970).

Una yemaz vegetativa o floral cualqujera se forma ¥
diferencfa durante un perfodo vegetativo; de forma que, al
llegar al otofic ¥ el perfodo de reposo, las yemas cstin
bastante diferenciadas y evolucionadas. Al llegar la pri
mavera las yemas, vegetativas o florales, inician su creci
miento. Este procedimientd se pone de manifiesto en prin
cipio por el engrosamiento de la yema, la apertura de esca
mas y bracteas. A partir de las yemas florales se produci
r4n las flores y de éstas los frutos. En los manzanos se
presentan ciertas formaciones llamadas ramos, 1los cuales
contienen las yemas. Los arboricultores los describen de

la siguiente manera (Gil-Albert/15680):

- Ramo mixto: formacién de longitud variable, algu-
nas de sus yemas laterales son flora-

les.




- Chiforna: formacibn débil y poco desarysilada, su
yema terminal es vegetativa y todas las laterales son flo-
rales.

- Brindilla coronada: es una rama delgada de menos

de 40 cm de longitud cuya yema terminal es floral,

- Ramo de mayo: es como una chifornz acortada, 1a
yema terminal es vegetativa y todas las laterales son flo-

rales.

- Dardo coronado: es un ramo muy corto (v.¥ <m) dom

de la yema terminal se ha convertido en floral.

- Lamburda: es un ramo pequefio (5 a 10 ¢rn- en vege-
tacién por dos o mis afios. La yema terminal se ha trans-

formade en floral al final de este perfodo vegetativo.

Generalmente, los manzanos adultos fructifican sobre
ramos cortos como lamburdas y brindillas.
Las yemas se han clasificado por su posicién en 12

‘planta y por su evolucifn.

Por su posicién en el ramo (Fig.1), las yemas pueden
SeT:

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

- Axilares: ocupan la axila de una hoja.

- Estipulares o de reemplazo: estén situadas a los

lados de 1a yema axilar y sirven de sustituto de &sta en



Yema terminal

Yema lateral

Fig. |. Diegromc de uno roma de menzono mostrando las yemas ( Abbott, |970) .



caso de¢ accidente o anomalfas en su desarrollo,

- Basilares: son las axilares situadas en la base

del brote o ramo,

- Laterales: se encuentran ¢n las ramas laterales

de los ramos.

Seglin su evolucién las yemas pueden ser:

- Yemas en crecimiento o yemas fisioldgicamente Qcti
vus,
- Yemas latentes: son las gite estidn inhibidas en su
crecimiento por factores del medio ambiente o por control
end6égeno, permaneciendo anglobadas en sus escamas durante,

a veces, afios,



- Yema floral.

La estructura de la yema floral del manzano fue estu
diada por Abbott, (1870), dicha estructura se presenta ecn
la fig, 2, en la cual pueden verse 21 formaciones foliares

insertadas en el tallc en una secuencia espiral.

Las formaciones constan de 9 escamas, 3 hojas de tran
sicién, 6 hojas verdaderas ¥ 3 bhricteas. La yema termina
en un primordio floral y en las axilas de las 3 brficteas y
de las 3 hojas distales se encuentran los primordios flora

les laterales (Abbott/1970).

La vema basilar esti extremadamente limitada en su
crecimiento (fig.3), el eje se extiende dnicamente a una
corta distancia con la produccifén de una roseta de unas
cuantas hojas (A), pero en la lateral (B) o en el lider
(C} ocurre un cultivo vegetative antes de la formacién de
la yema terminal. Es menos frecuente que una yema se for
me directamente en la axila de una hoja (D) sin ningGn cul
tivo vegetativo preliminar en el eje. Parece no existir
una diferencia fundamental entre estos tipos de yemas, Gni
camente existe una diferencia en el tiempo de las diferen-

tes etapas del desarrollo, (Abbott/1970),

La formacidn de una yema de manzano ha sido descrita

20.



{ 0.5 ¢m, '

Fig. 2. Diograma del corte transversal de una yema floral de manzano,

mostrando: 9 sscamos -. 3 hojas de transicion
deras 72273 . ¢ primordios tiorales laterstes[ ] , | primordic flo~
ral en of dplce y las 3 brdcteas,

sy 6 hojas verda-~-






por Abbott (1970) para 1a variedad de manzano Lord Lambour
ne, La primera indicacibn para la formacién de la yema

es la abscisién de la 1fimina y peciolo del octavo primordio
foliar del meristemo apical, la base de la hoja se convier

te en la escama exterior (primera escama) de la yema.

Similarmente 1la l&mina y el peciolo del primordic del sép-
timo nudo comienza a adelgazarse formando la segunda esca-
ma. La l&mina y las estfpulas de los subsecuentes primor
dios mis pequefios mueren y las bases de las hojas se con-
vierten en escamas tfpicas, con s6lo vestigios de las otras
estructuras foliares en sus puntas. Este periodo aborti-
vo de la 1lamina dura 7 semanas, aunque 5 de las 9 cscamas
se forman en las primeras 3 semanas, para que este proceso
se lleve a cabo es necesario que el balance de promaotores
e inhibidores del crecimiento se desplace hacia los promo-

tores.

21,



GIBERELINAS

Historia.

La investigacién de este grupo de hormonas vegctales
surgié en Japén en 1912, al estudiar la enfermedad del
arroz (Oriza Sativa), conocida como "Bakanae" (pléntula ig
ca), caracterizada por una insélita elongacién de la plan-
ta. Mds tarde en 1926, Kurosawa y Sawada (Kurosawa/1926)
demostraron que el filtrado estéril de un extracto libre

de células del hongo Fusarium Hetecrosporum que infectaba

a la planta del arroz, también podfa disimular ¢l creci-
miento de las plintulas. El estado inmperfecto del hongo

fue identificado posteriormente como Fusariun moniliforme

y el estado perfecto como Gibberella fujikuroi. Debido al

nombre del honge, Yabuta, en 1935, designé como giberclina
21 principio active, asimismo él fue el primero en purifi-

car parcialmente y cristalizar a este compuesto.

En 1935, Stodola en los Estados Unidos, purificd tam
bién al principio activo de G. Fujikuroi, llaméndolo gibe-
relina X. Entretanto, en Inglaterra, Curtis y Cross, en
1554, lo aislaron y en vista de que era un fcido Grganice

le llamaron fcido giberélico.

22.



Una reinvestigacién dirigida por Stodola de la gibe-
relina A japonesa, demostré que se trataba de una mezcla
de tres giberelinas y que de ellas era la misma que la gi-
berelina X de Stodola y el 4cido giberélico de Curtis y
Cross. Los tres grupos acordaron adoptar el nombre de fci

do giberélico para esta giberelina (GA3).

En 1965, las giberelinas identificadas eran 13, en
1970, se habfan identificado 28, y la cifra reportada en
1978 fue de 52, Para 1981, el nfimerc de giberelinas fue
de 57.

Estas giberelinas han sido aisladas de organismes

inferiores, principalmente del hongo Gibberella fujikuroi,

as{ como también de algunas plantas superiores, dentro de

las que se encuentra la planta de manzano. (Dennis/1976).
El aumento en el nlmero de giberelinas se debe en

gran parte al progreso en las técnicas de identificacién y

purificacién de compuestos quimicos.
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Giberelinas: estructura quimica y momecnclatura.

Las giberelinas son de naturaleza isoprenoide y per-
tenecen a la clase de compuestos llamados diterpenos.
Los terpenos tienen un esqueleto carbonado construido con
unidades dc isoprcno unidas entre s{ de un modo regular.
Las giberelinas constan de cuatro unidades de isopreno, ge
geralmente arregladas para formar tres anillos. La uni-
dad isoprénica es uno de los bloques constructivos favoeri-
tos de la naturaleza, no solamente aparece en el caucho,
sino también en una amplia variedad de compuestos que se

aislan de fuentes vegetales,

La nomenclatura empleada en las giberelinas, se basa
en el esqueleto del giberelano (Fig.d). Este compuesto
tiene un sistema de numeracién que corresponde al de¢ otros
diterpenos ciclicos, especialmente al del Kaureno, que es
un intermediario crucial en la biosintesis de las gibereli
nas., Las estructuras de algunas giberelinas se muestran

en la Fig. 5.

Dentro de las giberelinas, existen dos grandes difc-
rencias: una de ellas es el nfimero de ftomos de carbono,
unas poseen 19 y otras poseen 20, la otra es la presencia
o ausencia de grupos hidréxilo (-OH) en las posiciones 3 y

i3.
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Fig. 4. Esqueleto de! gibersiano, mosirando 1os anillos y la numeracion
pleada en 1o latura de los giberelinas.
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) Otra diferencia, también importante entre lus gibere
linas, e5 que las de 20 fdtomos de carbone presentan grupos
carboxilo (-COOIl) en las posiciones 7 y 18 y en algunas
ocasiones también en la posicién 20, mientras que otras

tienen un grupo aldehfdo en esta Gltima posicidémn.

Todas las giberelinas de 19 carbonos son fcidos mong

-

carboxilicos, con el grupe -COOH en la posicién y tienen
una configuracién de lactona en el anillo A, que surge

cuando se pierde el 4tomo de carbono 20,

La presencia o ausencia de hidroxilos en las posicig
nes 3 y 13, en las giberelinas de 20 carbonos, parece sefia
lar una diferencia entre aquellas giberelinas que se pre-

sentan en Gibberella fujikurei y aquéllas que estin tanto

en el hongo como en las plantas superiores o s6lo en estas
Gltimas (Lang/1970). Las giberelinas presentes en el hon
go que poseen un grupo hidréxilo, lo presentan siempre en
posicibn 3, mientras que las giberelinas de las plantas su

periores lo presentan en la posicién 13.
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Giberelinas: Biosintesis,

La biosfIntesis de las giberelinas incluve la forma-
cién de todos los compuestos intermediarios, desde el meva

lonato hasta el aldehido del GA]Z {Graebe et al/1972),

La mayor parte de la informacibén acerca de la sinte-
sis de las giberelinas ha sido el resultado de estudios

llevades a cabo en Gibberella fujikuroi. El conocimiento

de las vias biosintéticas en plantas superiores es a(n
fragmentario, no obstante, las investigaciones indican gue
las sintesis de las giberelinas en las plantas superiores

sigue el mismo esquema encontrade en G. fujikuroi.

Birch y Colaboradores (Birch et al/1958), fueron los
primeros en sugerir una posible via de sintesis, ya gque
demostraron que el acetato, marcado radiactivamente, se in
corporaba a las giberelinas a través del &cido mevalénico.
La fig. 6 muestra los principales pasos en la formacifn

del aldehido del GA,,.

Las principales rcacciones para la sintesis de las

giberelinas son:

1.- Ciclizacifn de los grupss de isopentenil pirofos

fato para formar el geranil-geranil pirofosfato.
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2.~ Ciclizacién para formar el primer intermedijario

ciclico, o sea cl kaureno.

3.- Diferentes pasos de¢ oxidacién, incluyendo la ci-
clizacién del anillo B del dcido 7 =K-hidroxikau

renoico, para formar el aldehido del GAI,.

La transformacibén del mavelonato hasta c¢opalilpiro-
fosfato, es mediada por enzimas que estfin presentes en la
fraccién soluble de extracteos celulares vegetales, ¥ que
requieren cofactores como iones met&licos divalentes: Mgz*
4] MnZ+ y ATP. El aislamiento y purificacifn de la enzima
geranil pirofosfato sintetasa fue logrado por Ogura y Cola
boradores en 1972. Esta enzima es capaz de catalizar 1las
condensaciones: a) del isopentenil pirofosfato con farne-
sil pirofosfato v, b) la del isopentenil pirofosfato con
el dimetilalil o el geranil pirofosfato. Asf que catali
zg la elongacién de la cadena desde 5 carbonos a 10, 15 y
20 carbonos sin acumulacién de intermediarios. El an+

_es un requerimiento absoluto para esas reacciones, mientras

que el Mgz+ es mucho menos efectivo.

El siguiente paso en la sintesis del aldehfide del
GAIZ es la formaci6n del kaureno a partir de geranil gera-
nil pirofosfato, esta reaccidn requiere de dos pasos de ci

clizacién, A y B, que son mediados por la enzima Kaureno
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sintetasa. Esta enzima ha sido purificada de extractos

de G. fujikuroji, reportfindose que sus actividades A y B po
seen diferentes valores de pH 6ptimos, siendo &stos de 7.3
y 6.9 respectivamente, Su actividad depende de la concen
tracifn de iones divalentes, especiaimente de Mgz+ v an*,

asi como de la presencia de ATP.

El intermediario de esas reacciones es el copalil pji
rofosfato. No ha sido posible separar la actividad cata-
1ftica A de esta enzima (conversién de geranil geranil pi-
rofosfate a copalil pirofosfato) de su actividad catalfti-

ca B (conversién de copalil pirofosfato a kaureno).

Una vez formado el filtimo compuesto no ciclico, el
geranil geranil pirofosfato, el siguiente paso-es la forma
cisn del kaureno. Posteriormente, el kaureno es oxidado
sucesivamente a kaurenol, kaurenal y finalmente a fcido
kaurenocico. A partir de 6ste, se forma el ficido 7 oC-hi-
droxikaurencico (Ceccarelli et al/1981). Las enzimas en
vueltas en esta serie de oxidaciones se encuentran asocia-
das a la fracci6n microsomal de extractos de G.fujikuroi,
requieren de un nucleStido de piridina reducido (NADPH) y

de oxigeno, (Stoddart/1969).

El dcido 7 ©{-hidroxikaurenoico es el dltimo deriva-

do del kaureno y la condensacién de su anillo B, di por re

sultado la formacién del aldehido de GA,,, (Stoddart/1969).
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Giberclinas: mectabolismo,

El metabolismo de las giberelinas se¢ refiere a la se
rie de transformaciones que sufre el aldehido del GA;, pa-

ra dar:

a) Giberelinas biol6gicamente azctivas, conocidas tam
bién como giberelinas primarias.

b} Giberelinas biolégicamente inactivas. La pérdi-
da de la actividad biolégica se 1leva a cabo principalmen-
te por reacciones de hidroxilacién y de conjugacidn. Las
giberelinas conjugadas pueden ser &teres o ésteres de glu-
césidos. Generalmente, estas reacciones se efectfian al

final de las vias biosintéticas.

La fig. 7 muestra el metabolismo de las giberelinas
de 20 Atomos de carbono, la fig. 8 muestra el de las de 19
carbonos y las fig. 9 y 10 muestran las f6rmulas estructu-

rales de las giberelinas.

Las diferentes vias que sigue el aldehfdo del GA12
depende de la capacidad de cada especie vegetal para hidro
xilar la posicién 3 86 1la 13, La posicitn de la hidrokilg
cién influye marcadamente en la actividad biolSgica y en
la capacidad para subsecuentes hidroxilaciones y reaccic

nes de conjugacién.
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Parecc que hay dos diferentes vias para la conversig
nes de pibervelinus, en las plantas superiores, uno de esos
caminos es idéntico con lu ruta realizada por ¢l hongo G.-
fujikurei, caracterizada por una hidroxilaci6n inicial en
la posicién 3, la otra via ¢s Gnica para las plantas supe-

riores, con una hidroxilacién inicial en la posicién 13.

Se presume que la condensacié6n del anillo B del fci-
do 7 =€ -hidroxikaurenoico, es previa a la eliminacién del
carbono 20 con la consecuente formacién de la lactona for-
mada entre el carbono 19 y el carbono 20, caracteristica
de las giberelinas de 19 carbonos. Esto lleva a la espe-
culaci6n de que las giberelinas de 20 carbonos pueden ser-
vir como intermediarios en la sintesis de las de 19 carbo-
nos. Se ha reportado que tanto GA12 como GA14 (gibereli
nas de 20 carbonos), pueden ser precursores para las gibe-

relinas de 19 carbonos.
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Regulacién de los niveles de giberelinas en las plantas

Sc ha propuesto (Rappaport y Adams/1978) que la regy
lacién de los niveles de las giberclinas en las plantas,

se lleva a cabo bisicamente por dos mecanismos:

1.- Por reacciones de hidroxilacién y conjugacién de
las giberelinas, lo cual di como resultado la formacién de

giberelinas inactivas.

2.- Por la compartamentalizacién celular de las gibe
relinas. Dicha compartamentalizacidn desempefia un papel

muy importante en su biosfntesis, metabolismo y liberacién.

Nadeau y Rappaport (Rappaport y Adams/1978), cstudia
ron el metabolismo del GA, encontrando que el Gnico produc
to formado era el GAg, que se forma por hidroxilacitn del
GA,4 (Patterson et al/19875), y el gluclsido del GAg, no en-
contraron GAy 6 su glucésido. Por tanto, parece ser quc
hay una hidroxilacién directa sin involucrar intermediarios
y sugieren que las enzimas que transforman al GA1, pueden
'servir para mantenerla en un nivel adecuado para el desa-
rrollo normal de la planta. Las enzimas que transforman
al ﬁA, no son especificas, no obstante, la reaccifn estd
bajo impedimento estérico y requiere de NADPH y oxigeno,

. . : 2+
siendo favorecida por la presencia de Fe® .
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La hidroxilaci6n mids importante es la que se efecttia en la
posicign 2. Las alteraciones en la e¢stereoquimica del hi
dréxilo en posicién 3 causan inhibicién en la hidroxilacién
de la posicién 2, asf como también la metil esterificacién
del carboxilo de la posicién 7 6 el rearreglo de los ani

1los C y D o 1a deshidratacién del grupo metileno en la pg

sicidén 16.

En los cultivos de G.fujikuroi se ha logrado obtencr
GA; a partir de GAy, por lo tanto, parece que la hidroxila
ci6én en la posicién 2 es comln en las plantas superiores,
no asf en el hongo. Egtas aparentes diferencias en las
vias del metabolismo del GA1 pueden deberse al hecho de
que las giberelinas son metabolitos sin funcién aparente
en el hongo, mientras que para las plantas superiores son

hormonas esenciales (Patterson y Rappaport/1974).

La reacci6én de conjugacifn mis comfin es por una glu-
cosilacién, que tambifn se efectla en ¢l hidréxilo de la
posicién 3. Esta reaccién se ha estudiado principalmente
para el GAI, que produce el glucSsido del GA8 y al glucdsi
do del GA; (Stoddart et al/1974 y Stolp et al/1977).

Los estudios a nivel de membrana surgieron al encon-

trarse que, aparte de los efectos a largo plazo (horas,
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dias, meses) producidos por las giberelinas, existfan
otros a corto plazo {minutos) cn los cuales debian estar

involucrados cambios en las membranas.

l.as investigaciones de las diversas enzimas y de los
factores que regulan su produccibn, es actualmente una de
las lineas de investigacién de mayor auge que ayudaria al
conocimiento profundo de! papel de las giberelinas en la

reguloci6n del crecimiento y desarrollo vegetal.
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Efectos producidos por giberelinas aplicadas ex8gena-

mente,

Se ha encontrado que se produce un incremento de la
floracién cuando las giberclinas son aplicadas exégenamen-
te, en muchas especies de confferas (Pharis/197S) y manza-
no (Eccher y Boffelli/1981). El dcido giberélico (GA3),
en combinacién con los monofenoles no s6lo acelera la flo-
racidn (Sood y Nanda/1979) sino que también produce otros
efectes. La aplicacién de GA,,, en manzano de la varie-
dad Golden Delicious causa partenocarpia y d4 un mejor con

trol sobre el encorchado que a veces se presenta en la man

zana (Eccher y Boffelli/1981),

$e ha reportado que cuando se aplica en las hojas,
las giberelinas alteran su forma y tamaiio, volviéndolas
mds simples en forma ¥ mis elongadas, y posiblemente indugz

can una fase juvenil en hojas adultas.

Un efecto producido por las giberelinas, que no pare
ce .envolver divisién celular, es la induccién de la sinte-
sis y secrecién de enzimas; &sto se¢ encontré, principalmen
te en aleurona de cebada. En esta semilla, se ha encon-
trado que las giberelinas estimulan la secrecién de 1a

o< -amilasa, la ribonucleasa, proteasas, peroxidasas y

la B -1,3-gluconesa (Bennet y Chrispeels/1972). Tambi&n
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se ha encontrado una proliferacién del reticulo endoplismi
Co que parece SCT una preparacidn para la sintesis y secrg
cién de las enzimas inducidas por las giberclinas (Taiz y
Starks/1977).

35,



Funcifn de las giberelinas.

Las giberelinas son hormonas vegetales que partici
pan en los diferentes procesos de crecimiento y desarrollo
de las plantas, Leopold {Taiz y Starks/1977), hace una
descripcifén de los efectos de cstas hormonas en los dife
rentes procesos del ciclo de vida de una planta. Entre
las funciones propuestas estéin: estimula el reposo, la
etapa juvenil, el crecimiento, la iniciacidén floral, el
amarre, el crecimiento y maduracidén del fruto, la absci-
cién, el cnraizamiento y la senectud. Sin embargo, a pe-
sar de la diversidad de efectos encontrados para las gibe-
relinas, su intervencién en 1la regulacién del crecimiento,
es bisicamente por efectos en la divisién y elongacifn <ce-

lulsar.

Los mecanismos de accifn de estas hormonas, han sido
examinados en sistcmas més simples que los mencionados an-
teriormente y los resultados experimentales han permitido
concluir que la accibén reguladora de las giberelinas puede
implicar la sintesis de noveo, activacifn o liberacién de -

cnzimas.
Recientemente se han relacionado (Taiz y Starks/1977)

los efectos de las giberelinas con los componentes estruc-

turales de las membranas, como son los fosfolipidos y 1las
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proteinas, Estos efectos son bisicamente los de altera

cibn de las funciones de permeabilidad de l1la membrana.
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REPOSO

En las zonus templadas cxisten variacicnes en las
condiciones climfiticas, especialmente en lo que se refiere
a intensidad luminica, duracién del dia, temperatura y 1liu
via. Como consecuencia, hay una alternancia de estacio-
nes favorables para el crecimiento de las plantas. Ast,
la necesidad de soportar bajas temperaturas durante el in-
vierno, es uno de los problemas que el medic ambiente des-

favorable presenta a las plantas.

Para sobrevivir al perfodo de frfo invernal, las
plantas han desarrollado un mecanismo de adaptacién que se
caracteriza por un crecimiento detenido o reducido de 1a
planta durante el invierno. Durante este perfodo, los re
nuevos se rodean de escamas, formando las yemas, este esta

do se conoce como reposo o latencia.

Westwood/1978, definib varias clases de reposo:

Quiescencia: cuando las yemas estfn en estado de re-
poso como consecuencia de condiciones externas desfavora-
bles para el crecimiento. Se conoce también como reposo

impuesto o forzado.

Inhibici6n correlativa: cuando el crecimiento de la
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yema estd impedido por influencias inhibitorias de otra
parte de la misma planta. Por e¢jemplo, el reposo en ye
mas laterules que se presenta debido al crecimiento activo
de la regidén apical principal de la planta. Se conoce

también como reposo de verano o pre-reposoc.

Reposo: cuando la yema estd en reposo por impedimen-
to fisioldgico internos que obstaculizan el crecimiente
alin bajo condiciones externas idcales para el crecimiento;
este reposo s6lo puede romperse por efectos de las bajas
temperaturas. Se llama también reposo innato, esponténeo,
verdadero reposo o reposo de invierno.

Generalmente, las yemas florales comienzan a diferen
ciarse en verano, a1 aproximarse el otofio entran en estado
de quiescencia, mis tarde comienza el reposo, progresiva-
mente mis profunde, hasta que la transicién quiescencia-
reposo se completa generalmente a fines de otofic. Durante
el invierno, las yemas permanecen en estado de reposo. En
este perfodo se presenta la acumulacién de frio necesario
para romper el reposo, y asi, las yemas reanudan su creci-
miento en primavera. Si después del invierno no se rees-
tablecen las condiciones favorables para el crecimiento,
las yemas pueden fallar en reiniciar su crecimiento aunque

hayan coimpletado su requerimiento de frio, es decir entran
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otra vez en quiescencia.

Si las pléntulas, por algfin motivo, no entran en es-
tado de reposo y contintian creciendo ya entrado el otoiio,
son susceptibles de dafarse por heladas tempranas o frios
invernales. Muchas especies de drboles pueden determinar
la proximidad del invierno, registrando el acortamiento de
los dfas y las bajas temperaturas, a travé&s de sus hojas,

lo que provoca la induccién del reposo. (Leopold/1975).

Para el caso especifico del manzano, hasta la fecha,
no se ha encontrado ¢l mecanismo por el cual se induce el
Treposo., Este drbol no es fotoperifGdico, posiblemente tie
ne un método mis simple y primitivo para 1la induccién del

reposo que las especis fotoperiddicas. (Abbott/1970}.

Cuando el requerimiento de horas frio del manzano no
es satisfecho, hay desprendimiento de yemas, tanto vegeta-
tivas como florales. Si llegara a presentarse la flora-
cidn, €sta es tardia e irregular y 1os pocos frutos que se
produjeran serfan alcanzados por las heladas de otofio, si

6sto continta, el drbol se debilita en extremo.
Se han tratado de dar numerosas explicaciones para

el reposo. Desde el punto de vista fisico se han postula

do como posibles causas de este fenfmeno, cambios en las
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. propiedades coloidales del protoplasma en cuanto a su vis-
cosidad y densidad. Bioquimicamente, se ha demostrado
que la latencia se aconmpafia por cambios en los niveles de

las hormonas que regulan el crecimiento. (Abbott/1970).

Se ha postulado que en la latencia de yemas, existe
un balance entre sustancias estimulantes e inhibidoras.
Este balance se encuentra desplazado hacia las estimulantes
al final del reposo y en el inicio del mismo este equili-
brio sé desplaza hacia los inhibidores. Como principal
inhibidor se ha propueste al dcido abscisico (ABA) y como
principal estimulante a las giberelinas y a las citocini-

nas. (Devling/1970).

En vista del posible papel de las hormonas en el con
trol del reposo de yemas y semillas, el estudio de este
problema se ha enfocado principalmente hacia dos lineas de

investigacién:

A) Observacidn de los efectos producides por la apli

cacién de hormonas exfgenas.

B) Investigacifn sobre hormonas end6genas, especial-
mente para cstablecer si existe correlaci6n entre los nive

les de hormonas y el estado de reposo de las yemas.

Por estos estudios, se ha encontrado que tanto el
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ficido giberélico (GAS) como las citocininas, son capaces
de revertir cl reposo de yemas, tubérculos y otros 6rganos
en reposo. También sc ha demostrado que hav un aumento
en la actividad de sustancias similares a giberelinas, al
finalizar el reposo, asf{ mismo, se ha encontrade gque la ac
tividad de las giberelinas alcanza su miximo alpunas sema-

nas antes del término del reposo (Wareing ¥ Saunders/1971).

Se ha demostrado que otra hormona, el etileno, es ca
paz de revertir el reposo inducido por el ABA en semillas
de lechuga, perc s6lo en presencia de GAg o luz {Dunlap y

Morgan/1977).

La hipbtesis de que existe una interaccisn entre las
diferentes hormonas se refuerza por el hecho de que, cn s¢
millas de cebada, el ABA inhibe la produccién de o<{-amila

sa inducida por giberelinas.

Se cree que esta inhibicién es debida a2 que el ABA
incrementa marcadamente el metabolismo de las giberelinas,
por tento, su contversifn a formas biolégicamente inactivas,
reduciendo a las giberelinas libres (activas) disponibles
(Nadeau y Rappaport/1972; Stolp et al/1973; Stolp et al/
1977).

El reposo en yemas de plantas lefiosas puede vencerse
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por aplicacién de giberclinas, citocininas o etileno, mis-
mas que tambifn son activas en romper ¢l reposo de semi-
llas. Se ha observado que los niveles de giberelinas se
incrementan con tratamientos de frio y que, en }a mayoria
de los casos, la aplicaci6én de 1la hormona, sustituye parte
pero no elimina ni sustituye todo el requerimiento de frfo
y en algunos casos sustituyen los requerimientos de fotope
riodos largos. Las espccies que responden mejor a gibere
linas aplicadas, incluyen aquéllas que normalmente presen-
tan requerimientos de bajas temperaturas o de luz { Alva-
rez/1974).

Wareing y Saunders/1971 han sugeride que el efecto
primario de la baja temperatura podria ser eliminar un blg
queo en la biosintesis de las giberelinas y que el incremen
to de este grupo de hormonas es el resultado, es vez de 1a

causa, de la eliminacién del reposo,

Asimismo, se indica la posibilidad de que el ABA ten
ga un papel importante en el bloqueo de lz sintesis de las
giberelinas durante la induccién de latencia, porque se ha
observado que ABA reduce los niveles de giberelinas en co-
le6ptilo de mafz y otros tejidos, sugiriendo una posible
interaccibn del ABA con las giberelinas, debido a quevla
ﬁplicaci&n de esta Gltima puede romper el reposo en jitoma

te y plantas lefiosas.



Durante cl reposo también ocurren cambios a nivel mg
lecular, por ecjemplo, la cromatina de las yemus latcntes
muestra una capacidad disminuida para sintetizar RN in vi-
tro, reflejando, quizf una represién de los genes. Por
otraz parte, se demostré que cl dcido giberflico promueve
ligeramente la sintesis del DN y del RN y que el ABA blo-
quea dicha sintesis en yemas latentes de jitomate ( Clegg

y Rappaport/1970).

Pearson y Wareing sugicren que es posible que el ABA
promueva la inhibici6én de la sintesis del DN durante la in
duccifn del reposo ¥ que las giberelinas revierten este

efecto al romper el reposo.

Los estudios sobre el reposo en semillas, muestran
que hay un incremento en la cantidad de aminodcidos y en
la sintesis de proteinas durante el rompimiento del reposo

mediante la aplicacién de GAg (Edwart/1976) .

En la mayoria de los Srboles, al aproximarse el fin
del reposo, disminuyen los niveles de los inhibidores,
principalmente o1 ABA.Sin embargo, no se han observado cam
bios en la actividad inhibitoria que puedan ser correlacig
nados con el fin del reposo de las yemas para el caso del

manzano (Wareing y Saunders/1971).
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PARTE EXPERIMENTAL

Muestra vegetativo:

l.as muestras de yemas florales que se usarcn en este
trabajo, se obtuvieron de una variedad hortfoula de manza~
no {Golden delicious ya que es la de mayor volumen de pro-

duccién) del huerto particular de Leopoldo Gardufio en Ameal

co, Gro.
DATOS DE LAS MUESTRAS:

VARIEDAD ZONA DE MUESTREO FECHA DE COLECTA
Golden D Amealco, Gro. 22 de nov. 1982
Golden D Amealco, Gro. 13 de dic., 1982
Golden D. Amealco, Gro. 4 de eneroc 1983
Golden D Amealco, Gro. 25 de enero 1983
Golden D Amealco, Gro. 18 de feb, 1983

Todos los firboles fueron provenientes de viveros co-
merciales. Las yemas se colectaron de las ramas del &r-
bol conocdidas como lamburdas y brindillas coronadas, con
una altura mfxima de 2 metros. La edad de los frboles

era de 20 afios.
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Cxtraccibén de las hormonas vegetales.

Después de la colecta, las muestras de yemas flora-
les se colocaron en metanol al %0% en frascos fimbar, forra

dos con papel aluminio.

Las yemas se contaron y se molieron en mortero usan-
do metanol al 80% como solucifn de extraccién {(Barendse et
al/1968). Este extracto se unié al liquido donde se en
contraba 1la muestra, se filtré por papel Whatmann No.1 el
residuo se sec6 en el horno a 110°C durante 7 horas y se

pess.

Pel liquido filtrado se tomd una alfcuota que se lle
v6 a sequedad por evaporacién al vacfio en rotavapor y se
pesé6. Se obtuvo asi, el peso seco del residuo, el peso

_seco del filtrado y el peso secoc total de la muestra.

Purificacifn de las giberelinas.

A) Particién liquido-1liquido.

El extracto metanflico se concentrd, usando para
ello la destilacién al vacfo en rotavapor, a una temperatu
menor de 50°C. Conforme se eliminaba el metanol, se afa-

dia agua destilada hasta eliminar por completo el metanol
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y dejar a la muestra en agua destilada. Se ajustd el pH
de la solucifn acuosa a 2.7 con HC1 SN para tener libre el

dcido carboxilico de las giberelinas.

Se dejé en refrigeracidén (4°C) durante 15 horas, des
pués se filtr6 por papel Whatmann No.4 para eliminar las

particulas insolubles.

Con este filtrado se realiz6é la particién liquido-11
quido (Fig.11} de acuerdo al m&tode seguido por Barendse
et al/1968. Este método separa a los fcidos carboxflicos
de los compuestos no ficidos, aprovechande 1la solubilidad ¥y
la insolubilidad de estos Gltimos en diferentes disolventes

(Durley y Pharis/1972).

Después de la particién, sc llevé a sequedad por eva
poracién al vacfc en rotavapor, la fraccién en que, de
acuerdo a la literatura, se¢ encuentran las giberelinas
(fraccién 1IV). Dejindola asf, lista para la cromatogra-

fia en columna de afinidad.

B) Cromatograffa de afinidad.
Para la cromatograffa en columna, se emple§ el poli-
mero polivinilpirrolidona (PVP), cuya forma insoluble se

conoce comercialmente como polyclar AT (Merck). Este ma-
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terial es efectivo en la purificacién de sustancias con es
tructura semejante al giberelano, como son las giberelinas.
El procedimiento que se siguié en esta purificacién es el
mismo descrito por Glenn et al/1972. Este método purifi-
ca a las giberelinas de extractos vegetales por eliminacién
selectiva de comﬁuestos fenGlicos y probablemente otros
dcidos orgfinicos, asimismo, es posible la separaci6n de al

gunas giberelinas y también del dcido abscisico.

El polycar AT se pas6é a través de una serie de ma-
1llas, la primera con un didmetro de poro de 250 nm y la se
gunda con un difimetro de 200 nm. Se seleccionaren las
particulas con un difimetro en el intervalo de 200 - 250 nm.

Se lavaron 20 gramos de estas particulas con agua
destilada (1:5 v/v), 7 veces, decantando las partfculas fi
nas cada 15 min. Se hizo un Gltimo lavado con solucién
amortiguadora de fosfatos 0.01 M pH=8, misma que se empled
como solucifn eluyente en la cromatografia.

Las dimensiones de la columna de cromatografia fue-
ron de 30 x-2.5 cm, La velocidad de £lujo fue de 250 ml/

hora.

Para aplicar 1la muestra (£fraccién IV) a la columna,
ésta se disolvié en 1 ml.de la solucifén amortiguadora, se
aplicd a la columna y sc llevdé a cabo la cromatografia, ob

teniéndose 20 fracciones de 10 ml cada una.
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Las 20 fracciones se acidificaron individualmente
con HC1l SN a un pil de 2.8, Cada una de las fracciones se
extrajo con acetatc de etilo (5:3 v/v) S veces. Las 5 fa
ses orgdnicas de cada fraccién se juntaron y se llevaron a
sequedad por evaporacifn al vacfo en el rotavapor, para su

posterior determinaci6n de actividad biolégica.

La preparacién de estas fracciones para ser probadas
en el bioensayo consistié en recuperar a cada una de ellas

en un volumen conocido de una mezcla de agua: etanol (4:1).

Bioensayo en epicotilos de chfcharo.

El1 fundamento de este método consiste en la capaci-
dad que presentan las giberelinas de revertir el efecto de
inhibici6n del crecimiento que provoca la luz roja sobre
pléntulas de chfcharo.

Se eligié el bioensayo de epicotiles de chicharo,
por su sencillez y facilidad de manejo, ademiis se obtuvo
una buena germinacién de las semillas, el crecimiento de
las pléintulas fue ripido, sin problemas de contaminacién y
las respuestas de las plintulas hacia giberelinas fueron

buenas.
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Obtencibn de las plintulas de chicharo.

Las semillas de chficharo (Pisum sativum var.Early

Perfection) fueron adquiridas en PRONASE (Productora Nacio

nal de Semillu).

La latencia de las semillas se rompi6 exponiéndolas
durante 8 dias a la luz difusa. Después se remojaron en
agua corriente por 24 horas, al final de las cuales, se es
currieron y sc pusieron en agua con detergente durante S
minutos, se¢ enjuagaron y se dejaron en una solucibn de clo
rales (1:20), agitindolas suavemente durante 15 minutos.

Después se enjuagaron muy bién con agua destilada,

Las semillas se sembraron en charolas de aluminio de
40 x 20 cm forradas con pléstico, conteniendo una capa de
agrolita hdGmeda previamente lavada y esterilizada, dec um
grosor de 1.5 cm mis o menos. Se cubrieron las semillas,
con otra Enpa de agrolita igual a la anterior. Las charg
las se cubrieron con plistico para mantener hGmedas a las
semillas y se mantuvieron en la obscuridad en una estufa
de incubacién con temperatura constante de 27°C I 2°C por
6 dias aproximadamente. Al fin de este periodo, se se-

leccionaron las plintulas con altura de 2.5 a 2.7 cm para

Tealizar el bioensayo.
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Procedimiento.

La técnica (Wareing y Phillips/1978),consistis en
aplicar una gota de 5 ul de la muestra en la parte de la
pldntula de chicharo conocida como plGmula (Fig.12 A); co-
locar a las pléintulas en una cfimara con iluminacién roja
obtenida con ldmparas incandescentes General Electric de
10 watts (pintadas de rojo), a una altura de 50 cm con recg
pecto a las plintulas manteniéndolas a una temperatura cons
tante de 25°C * 2°C, medir al quinto dfa a cada una de las
plfintulas, desde la base hasta el segundo nudo (Fig.12 B).
Cada una de las 20 fracciones que se¢ obtuvieron por croma-
tograffa, se prob6 a 3 diferentes concentraciones con 9 &

10 pléntulas por tratamiento,

Para lograr cuantificar la actividad biolégica cqui-
valente a fcido giberélico [GASJ, se empleé una curva es-
tindar que relaciona el porcentaje de incremento en longi-
tud de la pléntula (% long) con la concentracién de GAy
aplicada en ellas. Se usaron las siguientes concentracio
nes de GAg: 2, 20 y 200 mg/1. Se us6 giberelina Ay (4ci-
do giberélico) grado III, 95% min GA; para bioensayo. Sig
ma {pfs).
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RESULTADGOS

En las figuras 13 a 17 se presentan los resultados
graficados de los bioensayos de epicotilo de chicharo para
cugntificar la actividad de las giberelinas en yemas de man
zano de la variedad Golden Delicious con diferentes canti-
dades de horas-frio acumuladas. En el procedimiento de
purificacibn, de cada muestra sec obtuvieron 20 fracciones
de la misma y cada una de ellas se prob6 a tres concentra-
ciones diferentes., las griifices relacionan inhibicibn o
estimulacién en el crecimiento, representado por el incre-
mento en longitud de epicotilo de chicharo (% long.), con-
tra diferentes concentraciones del peso seco que se empleb
de la muestra de yemas florales. En todos los casos, se
formaron 4 grupos denominados como I, II, TI1 y IV de §

fracciones cada uno. Para mayor claridad de la gréfica.

En las figuras 18 a 22 se muestra el tipo de curva

estindar que se obtuve en cada tipo de bioensayo.
En las figuras 23 a 27 se muestran en donde se pre-
senta tendencia de crecimiento a la actividad de gibereli-

nas.

En las figuras 28 a 32 se muestran en donde se pre-
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senta tendencia de decremento a la actividad de gibereli

nas.

En 1a fig. 13 se presentan los resultados de las 20
fracciones que se obtuvieron con la muestra de yemas flora
les con fecha de colecta del dfa 22 de noviembre de 1982

con cero horas frio.

Grupo I. Las fracciones 3 y 4 presentaron un miximo
de actividad estimulante en la concentracién mayor, gue
equivale a 1000 mg de peso seco de las yemas, con incremen
tos de 268.04 y 258,763. La fraccibfn 2 present& mencr ace

tividad estimulante al crecimiento.

Grupo II, Las fracciones 8 y 9 estimularon el crecj
miento desde la menor concentraci6én, siendo &sta de 506 mg
de peso seco.de las yemas con un incremento de 84,53 v
93.81% respectivamente. La fracci6n 10 presentd menor ac

tividad estimulante al crecimiento,

Crupo IIY. Se presentd una estimulacién del creci-
miento con la mayor concentracifn 1000 mg de peso seco, en
las fracciones 11, 14 y 15, con incrementos de longitud de

160.82, 192.70 y 260.30% respectivamente.

Grupo ‘IV. Hubo mayor estimulacién del crecimiento
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con la fraccidbn 17 a la concentraci6én de 100 mg de peso se
co de las yemas, con un incremento de 258.76%, La mayor
actividad inhibitoria del crecimiento se obtuvo con la frac

cifn 16 a concentraci6n de 1000 mg de peso seco.

En la fig. 14 se presentan los resultados obtenidos
con la muestra de yemas florales con fecha de colecta del
13 de diciembre de 1982. Con 174.23 horas frio acumula-

das.

Grupo I. La fraccifén 5 present§ un mayor estimulo
en el crecimiento, de 301.36% a la concentracién de 1000.
La fraccitn 2 presenta una actividad menor al crecimiento

de 59.36%.

Grupe II. La mayor actividad estimulante del creci-
miento se presentd con la fraccién 8, siendo &sta de 396.80%
a la concentracibn mayor o sea 1000 mg de peso seco. La
fracci6n 7 también a esa concentraci6n inhibi6 el creci-

miento en un 96.35% respectivamente.

Grupo IIE, Todas las fracciones presentes en este
grupo mostraron estimulacitn al crecimiento, siendo mis
marcada en las fracciones 12 y 15 con incremento de 251.59

y 273.97% a la mayor concentracidn de peso seco.

54.



]z g / *
1 {1 ]
300 3
h
4
4 .
- 200
B ] \
< 9 .
2 ] o
2 J
E 100 4 ’
a
.
:
=
s
E jm or
" -4
& 4 .
- 1.
300 4
<
- P
"
2 7 (1]
T L
€ B
H
g 200+ e ]
o 1
h (1}
N 704
1 i
100 4 "
¥
A . — . + N
30 100 1000 3G u;o l;‘oﬂ
mg. Peseo Seco
Fig. 14, de la plimula ¢ ehich pare de gibsrsiinos o difarentes
b dois . 4 pof 81 pase sace 48 yamas flarsioa 48 manlens
ton fesha de . celecta del die IS u Diclembre con 174 .28 dores fris scumuliodes. Lo musire
« purifiee por cr sretie on de PVP,ebtaniends 20 trecclonas, loe cuales se di—

rdn on 4 grupos de 3 fracclones, perd mayer clarided ¢e le grafica, Ceda velor repressmta of
promedie de ® & 10 replises.



Grupo 1V. En este grupo la Ginica fraccién que esti-
mulé cl mayor crecimiento fuec la 16, con un incremento de
352.05% a la concentracién de S0 hg de peso seco. La frac
cibn 20 di& una mayor actividad al crecimiento a la concen-
tracién que es de 50 mg de peso seco provocando un 93.15%

de inhibicién,

La fig. 15 presenta los resultados de las 20 fraccig
nes de la muestra de yemas florales de manzano con fecha
de colecta del dia 4 de enero de 1983, con 356.73 horas

frfo acumuladas.

Grupo I. La fracci6n 1 estimula el crecimiento en
un 386.66% con la concentracién mayor, de 1000 mg de peso
seco. La fraccién 5 también estimula el crecimiento en un
357.77% con la concentracién de 1000 mg de peso seco. La
fraccién 3 presentf una menor actividad al crecimiento de

141.77% a la concentracién de 100 mg de peso seco.

Grupo II. Las fracciones 7, 9 y 10 estimularon el
crecimiento en forma muy semejante entre si, con incremen-
tos entre 375.11%, 353.331 y 334.66%, a la mayor concentra

cién, 1000 mg de peso seco,

Grupo IIT. Las fracciones 12 y 15 fueron las que es

timularon el crecimiento a la concentracibn de 1000 mg de
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peso seco, cen incrementos de longitud de 340.88% y 352.88%

respectivamente.

Grupo 1IV. Las fracciones 16, 17 y 20 fueron las que
estimularon mis el crecimiento, con incrementos de 440. 444,
322.66% y 380.44% respectivamente, a la concentracién de
50 mg de peso seco. La fraccibn 18 estimuls el crecimien-
to en un 395.55% a la concentracién de 1000 mg de peso se-

CO.

En la fig. 16 se presentan los resultados de las 20
fracciones que se obtuvieron con la muestra de yemas flora
les del dia 25 de enero de 1983, con 581.23 horas frio acu

muladas.

Grupo I. Las fracciones 1 y S presentaron un estimu
lo en el crecimiento de 258.14% y 340.08% a 1a concentra-
citn de 1000 mg de peso seco. La fraccibén 2 presenta me-
nor actividad estimulante al crecimiento, a la concentra-

cién de 50 mg de peso seco.

Grupo II. La mayor actividad estimulante del creci-
miento se presentS§ con las fracciones 8 y 9 siendo &stas
de 354.18% y 309,25% a la concentracibn mayor, o sea de
1000 mg de peso seco. La fraccifn 6 a esa concentracibn

presenta una actividad menor al crecimiento de 162,11%,
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Grupo III. En este grupo, las fracciones 12 v 15
fueron las que estimularon ¢l crecimiento a la concentra-
cién de 1000 mg de peso seco, con incrementos de 292.51% y

304.85% respectivamente.

Grupo IV. Todas las fracciones presentes en este
grupo mostraron poca actividad al crecimiento, siendo mis
marcada en las fracciones 18 y 19 con un incremento de

126.87% y 155.50%, a 1a mayor concentracibn de peso seco.

Fig. 17 se representan los resultados de las 20 frac
ciones que se obtuvieron con la muestra de vemas florales
con fecha de colecta del dia 18 de febrero de 1983, con

758.6 horas frio acumuladas.

En general, las 20 fracciones mostraron un cfecto
tendiente a estimular el crecimiento de las plGmulas de

chicharo.

Grupe I. Las fracciones 1 y 5 estimularon el creci-
miento a la mayor concentracién, siendo ésta de 1000 mg de
peso seco de las yemas, con incrementos de 475.771 y
398.23% respectivamente. La fraccifn 4 presentd menor cre

cimiento,

Grupo II. Se presentd una estimulacidn del crecipmien
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to con la mayor concentracidén, 1000 mg de peso seco, en
las fracciones 7, 8, 9 y 10 con incrementos de longitud de

+14,92%, 451.10%, 399,.11% y 418.94% respectivamente.

Grupo IIT. Hubo mayor estimulacidén del crecimiento
con la fraccidn 11 a la concentracisn de 1000 mg de peso
seco de las yvemas, con un incremento de 459.03%. La menor
actividad al crecimiento se obtuvo con la fraccién 13 a la
concentracién de 1000 mg de peso seco y provocS un incremen

to de longitud al crecimiento de 259.91%,

Grupo IV. Las fracciones 19 y 20 presentaron poca
actividad al crecimiento. La fraccibn 17 presentd un mixi
no de actividad estimulante en la concentraci6én intermedia
que equivale a 100 mg de peso seco de las yemas, con un in
cremento de 419.82%. La fraccifén 18 presentd su miximo
de actividad estimulante a la concentracién mayor, o sca,
1000 mg de peso seco. Con un incremento en la longitud

del epicotilo de 479,29%.

En la fig. 33 se presenta el contenido de gibereli-
nas equivalentes a GA3 en las diferentes fracciones de las
mugstraé de yemas florales de manzano. Se observa que de
las 20 fracciones con fecha de colecta del dia 22 de no-
viembre, estimuld mis el crecimiento en las fracciones 3,4,

8,10,13,15,17,19 y 20. La muestra con fecha de colecta
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o. v ¥ " 25 deEnero, conMF de561.23

E. " “ " 18 deFebraro, con HF. de758.6



del dia 13 de diciembre, s6lo estimulé ¢l crecimiento en
las frucciones 8 y 15, en las demfs fracciones presentaron
menor actividad ul crecimiento. Los resultados obtenidos
con la muestra del dia 4 de enero, estimuld mis el creci-
miento en la fraccibn 8 y 16 y casi todas las fracciones
de los grupos iII y IV se observ6s poco crecimiento. La si
guiente muestra con fecha de colecta del dfa 25 de enero,
present§ como fracciones mfs activas en estimular el creci
miento a las fraccicnes S, 7 y 8, Por dltimo, la muestra
con fecha de colecta del dia 18 de febrero, se estimuld
mis el crecimiento en todas las fracciones de los grupos

IT, III y IV.

En la tabla 2, vemos que las yemas florales de la
primera colecta contiene 6.97mg equivalentes a GA3/g peso
seco, en la segunda colecta contiene 8.55 mg de eq. GAS/g
peso seco, de yemas florales. ' La tercera colecta presenta
25 mg eq. GASIg peso seco. La muestra cuarta presentd
131 mg de GA3/E peso seco, La filtima muestra presentd la
menor concentracifn de giberelinas: 0.23 mg equivalentes
a GAS/g peso seco, Siendo &sta menor que la concentracién

encontrada para las demis colectas.
Para lograr cuantificar las horas frfc se utiliz$ el

método correspondiente, a continuacién se exponen los célcu:

los efectuados.
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TABLA 2. Namero, Peso Fresco y Contenido equivalente a GA; (determinado por bioen
sayo de chicharo) dc yemas florales de cinco muestras de Manzano, varie-

dad Golden Delicious (G.D.).

FECHA DE COLECTA 22/X1/82 13/X11/82 4/1/83 25/1/83 18/11/83
Horas frio acumuladas cero 174.23 356.73 581.23 758.6
NGmero de yemas 942 1430 1870 2166 2225

I'eso fresco del total

de yemas (gr) 43.4 §3.5 oo, 1 83.8 86,0
Peso fresco de yemas

(gr) 16.6 23.3 27.3 30.0 30.8
Eq.GA;/gr Peso Scco

(miligramos) 6,97 8.55 25 131 2,72
Eq.GAS/yema (miligra

mos). 0.40 0.65 2.02 10.9 0.23



CALCULOS DE HORAS FRIOC POR EL METODO DE DA MOTA

DONDE

H.F. = 485.1 - . 28.52 X

X = 10.9°C Temperatura media mensual del mes de

H.F.

H.F.
DONDE X =

H.F.

H.F.
DONDE

X =

BH.F.
H.F.

noviembre.
485.1 - 28.52 (10.9)
174.23

10.61"C Temperatura media mensual del mes de

diciembre.
485.1 - 28,52 (10.61)
182.5

9,14°C Temperatura media mensual del mes de

enero.
485.1 - 28.52 (9.14)
224.5
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DONDE
X = 10.79°C Temperatura media mensual del mes de

febrero.
H.F. = 485.1 - 28.52 {10.79)
H.F. = 177,37

Estos resultados se suman entre si, para darnos un valor -

total de 758.6 H.F. acumuladas.
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CALCULO PARA EQUIVALENIE DE GAL/YEMA.

S61o se dividid ¢l eq. de GAg total.*

Fecha de

Colecta: Eq GA3 Total. ¥ Yemzs, Resultado.
22/X1/82 584.9 Az 0,40
13/X11/82 923.6 1450 0.65
4/1/83 5990.3 1972 2,02
25/1/83 23627.6 216¢ 30.9
18/11/83 518.6 222z 0.23

*.Obtenido de la estrapolacifn y el nGamero de yemas.
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- CALCULOS PARA EQUIVALENTE DE GA./GRAMOS DE PESQ SECO.

Con el incremento en longitud de epicotilo de chicharo
(A%) obtenido, se extrapolarcn los dates en la curva estan
dar, obteniendo la cantidad de giberelinaos en miligramos
dividiéndola con los gramos de peso fresco de yemas.

Esto se realizf para cada fecha de colecta.

FECHA DE SU PESO FRES RESULTADO
COLECTA. EQ. GA3 CO YEMAS. OBTENIDO.
22/X1/82 115.8 16.6 6.97
13/X11/82 199 .4 23.3 8,55
4/1/83 682.7 27.3 25
25/1/783 3937.4 30 131
_18/1]/35 83.9 30.8 2.72
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DISCUSTON.,

Purificacién.

Les extractos de tejidos vegetales, empleados en el
estudio de hormonas vegetales, conticnen una mezcla de
hormonas, como son las auxinas, las giberclinas, las cito
cininas, el dcido abscisico, el etileno y otras sustancias
inhibidoras como son los compuestos de tipo fenblico, que
pueden interferir en el estudio de la hormona deseada,
por €sto, €5 necesario recurrir a procedimientos que per-
mitan la purificacién de las diferentes hormonas, Con
los métodos de purificaci6n empleados en este trabajo, sc
logrd obtener fracciones purificadas de las muestras de
vemas florales de manzano, que presentaron actividad de

giberelinas en el bioensayo de epicotilo de chicharo.

La técnica inicial empleada para purificar las gibe
relinas libres, fue 1la participacién entre disolventes
acuosos y orginicos, lo que permitid la eliminacién de al
gunas hormonas, como citocininas y auxinas, asi como de
glucdsidos de las mismas giberelinas. Esta técnica, apro
vecha las propiedades de solubilidad que presentan las gi
berelinas en los discolventes a diferentes valores de pH,
permitiéndo reducir el peso del extracto para emplearlo en

la purificacibn posterior, como es la cromatografia.
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En este trabajo, se empled la cromatografia de afini
dad en columna, usando como fasc estacionaria al polimero
povinilpirrolidona (PVP), este material, por su elevada
afinidad por compuestos fendlicos, ha contribuido en gran
parte a la purificacidn de las giberelinas, debido a que
un gran porcentaje de la actividad inhibitoria de hormonas
presentes cn extractos vegetales es debida a compuestos fe

nélicos.

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, ademds de elimi

nar a los inhibidores de tipo fenélico.

Las fracciones obtenidas de las muestras de yemas
florales de manzano, por este tipo de cromatografia presen
taron el mayor estimulo al crecimiento en el bioensayo de
chicharo, en el volumen de elucién 100 a 150 ml (grupo de

fracciones III).

Ya que se han reportado hasta la fecha 57 giberelinas
en un intento de determinar cufiles giberelinas estarian
presentes en yemas de manzano, se siguicron ciertos crite-
rios para una seleccifn preliminar, Los criterios son los

siguientes:
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1.- Eliminar a las giberelinas de 20 Atomos de carbo
no que presentan una hidroxilacisn Gnica en posicién 13
ya que ésta sb6lo se ha reportado para el hongo G fujikuroi
(Lang/1970)., En esta clase, tenemos & las giberelinas:

GAygs 6Ayss ¥ GAgg.

2.- Eliminar a las otras giberelinas que se han re-
portado Ginicamente en G. fujikuroi y no en plantas superig
res, como son las giberelinas : GAqps GA11, GA12, GA15 y
GA16. (Lang/1970).

3.- Rearreglar las 49 giberelinas restantes en base
a la presencia o ausencia del grupo hidrbéxilo en posicitn
33, ya que, de este grupo depende el volumen de elucifn de
las giberelinas de 1a columna de cromatografia (Glenn et
al/ 1972). Por lo tanto, las primeras giberelinas en elu-
irse serfian las que si poscyeran el grupo -OH en posicién
13 y serian: GA,, GAQ, GA,, GAg, GAyes GA4o7, GA30,6A31,
GA55 a GASS’ GA37, GI\39 a GA45, GA45 a GASZ Y GA54.

4,- Comparar los volGmenes de eluci6én de las gibere-
linas obtenidas por cromatografia en columna, con los in-
tervalos de deteccidn reportados por otros autores para gi
berelinas.

Glenn, determindé el volumen -de elucifn para 8 gibere

linas en las mismas condiciones experimentales, empleadas
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en este trabajo, encontrando los siguientes volGmenes de

clucitn ¢ intervalos de deteccidn (Glean et al / 1972):

Giberelina Vol. eluci6n Intervalo de de
teccidn,
GAg. GA13 85 ml 60 - 110 ml
GA;,GAy, GAg 90 ml 70 - 120 ml
GAg 110 ml 80 - 140 ml
GA4, GA; 120 ml 90 - 160 ml

El volumen de elucién en el que se encontré una ma-
yor actividad de giberelinas en los extractos de yema de
manzano, fue el intervalo de 100 a 150 ml que es semejante
al reportado por Glenn para las giberelinas mencionadas por
€1 (Glenn et al /1972)., Como resultados de los criterios
seguidos, se pueden pensar que, entre las posibles gibere-
linas presentes en las yemas de manzano, estarian GA1, GA3,
GAg, GA; y GAg. Como puntos de apoyo a esta primera se-
leccibn es importante mencionar que, en estudiso hechos
con semillas de manzano (Dennis /1976), sc ha encontrado
la presencia de GAy. GA; v GAg. Aunque es probable que
estas mismas giberelinas puedan no encontrarse en yemas,
debido a que las giberelinas van sufriendo interconversio-

nes durante el ciclo de vida de una planta.

- Giberelinas y cumplimiento de horas-frio.
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El fendémeno de reposo implica un cquilibrio cntre sus
tancias estimulantes ¢ inhibidoras, como 1o han sugerido
wareing y Saunders (Westwood/1978). La forma en que el

frio podria intervenir en ¢se equilibrio serfa:

A) Eliminar alghn bloqueo existente cn la biosinte-
sis de las giberelinas sugiriéndose {Westwood/1978) que po
drfa ser el fcido abscfsico. y/o B} Inducir la intercon
versibén de giberelinas conjugadas hacia giberelinas libres
tactivas)., También se ha pensado en una posible moviliza-
cién de las giberelinas hacia el sitio donde actuan, ya
que se ha demostrado que el control de la brotacién estl

exclusivamente a nivel de cada yema.

- Comparacién de los niveles de giberelinas en yemas.

Se ve que las yemas florales de la tercera muestra,
contienen mis equivalentes de GAsfg peso seco, que la pri-
mera. Probablemente este fenbémeno se debe a que las yemas
de la primera muestra contienen inhibidores en gran canti-
dad, por lo que algunos de ellos logran eluirse de la colum
na de cromatograffa, entre estos inhibidores puede estar
el &cido abscisico ya que presenta un volumen de elucidn

may cercano al de las giberelinas (Glenn et al/1972).
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CONCLUSTIONES

1.- lLas giberelinas estdn implicadas en la cmergen-
cia del reposo, ya que su concentracién va en aumento con-

forme se acumulan horas-frio en el transcurso del invierno.

2.- 85i la teoria de quec el reposo-brotacién estén
controlades por el balance de un equilibrio entre inhibido
res y estimulantes del crecimiento es cierto, las gibereli

nas juegan el papel de estimulantes.

3.- Se comprueba que el control del fenémeno reposo-
brotacifn en manzano estid controlado en cada yema de la
planta, que es donde se¢ encuentra la concentracidn necesa-

ria para vencer el reposo.

4.- Se logr6 cuantificar a las giberelinas activas
(1ibres) presentes en yemas de manzano, cn los diferentes
estados de latencia. Aunque no fue posible establecer la

estructura quimica de las mismas.
5.- Se describieron métodos tGtiles a seguir para la
extraccidén, purificacifn, deteccifn y cuantificacifn de

las giberelinas.

A) Como métodos de purificacidn, fueron la particién
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B)

liquido-liquido y la cromatografia en columna

con polivinilpirrolidona.

Sec selecciond al bioensayo de cpicotilo de chi-
charo como método de deteccibn y cuantificaciébn
por su sencillez de manejo y buena respuesta re-

producible.
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