ASPEGTOS FISIOLOGICOS DE LA ENANIZAGION ECOLOGICA
DE < TROPAEOLUM MAJUS »*

Por E. M. SIVORI Y C. P. RUMI®

RESUMEN. — De acuerdo a lo que se describe el comportamiento y las carac-
teristicas de las plantas enanizadas por la luz pueden sintetizarse en los siguien-
tes puntos : Poseen un crecimiento muy disminuido ; el agregado de 5 ppm de
AJA a segmentos de peciolos induce un crecimieirto activo, algunos casos sape-
rior en 30°/, al countrol sin AIA ; los segmentos poseen actividad de ATA oxidasa
que desaparece después de aproximadamente una hora con nna concentracién de
AIA de 20 ppm; el extracto proteico dializado posee una fuerte actividad de
AlA oxidasa y la solucién de AIA adquiere un color 4mbar aproximadamente a
las 12 horas ; cnando no es dializado no se desarrolla dicho color. Presentan un
bajo intercambio gaseoso respiratorio, con mayor reduccion del O, absorbido de
lo cual resulta un cociente superior a 1.

Las plantas normales crecen con rapidez ; el agregado de 5 ppm de AIA induce
el crecimiento de segmentos de peciolos generalmente sobre la base de los patro-
nes sin A[A ; el extracto proteico dializado no posee actividad de ATA oxidasa
ni la solucion adquiere el color d4mbar ; los segmentos en presencia de aproxima-
damente 20 ppm de A[A comienzan a sintetizar AIA oxidasa posiblemente a la
hora, sintesis que aumenta progresivamente. il intercambio gaseoso respiratorio
calculado sobre la base de peso seco es mids de dos veces mayor que ¢l de las
enanizadas y la absorcién de oxigeno es superior a la emision de CO, de lo que
resulta un cociente inferior a 1.

Los resultados obtenidos con la oxidaciéon del ATA por medio de segmentos de
peciolos y extractos prateicos, sugieren que en las plantas normales, su alto con-
tenido induce la formacién o activaciéon de la AIA oxidasa después de 11,/2 hora
de iucnbacion mientras que en las plantas enanizadas se sintetizaria o activarfa
un inhibidor de la ATA oxilasa posiblemente antes del mismo lapso.

! Este trabajo se realiza subvencionado por la Comisién Administradora del
Fondo de Promocién de la Tecnologia Agropecuaria (CAFPTA). Aceptado para
su publicacion el 15 de setiembre de 1971.

* Ingenieros Agrénomos. Profesor Titular y Jefa de Trabajos Practicos, res-
pectivamente. Instituto de Fisiologia Vegetal.
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SUMMARY. — Physiological aspects of the ecological dwarfing of « Tropaeo
lum majus », by E. M. Sivort and C. P. RuMt. — According to what has been
described, the behaviour and characteristics of plants dwarfed by sunlight can
be synthetized to the following points: They have a very small growth ; the
addition of 3 ppm IAA to petiole segments, induces aun active growth in seme
cases 30 °/, superior to that of the control without IAA. The segments have IAA
oxidase activity which disappears after approximately an hour with a 20 ppm
concentration of IAA. The dyalized protein extract has a strong IAA oxidase
activity and the [AA solution turns amber in approximately 12 hs.; when it is
not dyalized the said colour doesn’t appear. They present a low respiration gas
exchange with a higher reducsion of O, absorbed from which there results a

quotient superior to 1.

Normal plants grow rapidly ; the addition of 3 ppm JAA induces a growth of
pstiole segments generally inferior to that of said segments from dwarfed-plants,
taking controls without IAA as basis. The dialized protein extract doesn’t pos-
sess A A oxidase activity, nor does the solution turn amber. The segments in
presence of approximately 20 ppm [AA begin to make active or synthetize JAA
oxidase after possibly an hour with the process increassing progressively. The
rospiration gas exchange is superior to that of dwarfed-plants, and O, absorp-
tion is superior to CO, release, from which there results a quotient inferior to 1.

The results obtained with the IAA oxidation by petioles segments and protein
extracts sugwest that the hight level of IAA in normal plants induces the IAA
oxidase activity or forination after 1 1/2 h. of incubation. While in the dwarfed
plants an 1AA oxidase inhibitor could be synthetized or made active posible

before the same lenght of time.

INTRODUCCION

En trabajos anteriores se ha descripto el efecto perjudicial
que tiene la luz solar cuando incide directamente sobre plantas de
Tropaeolum majus (Sivori, Esponda y Rumi, 1963). Posteriormen-
te se pudieron separar dos tipos netamente diferenciados: plantas
enanizadas, aquellas que han permanecido durante varias semanas
bajo el sol directo y plantas normales, aquellas que han sido mante.
nidas bajo luz indirecta o a ‘““media sombra”. El efecto enanizante
se acentua durante los meses de primavera y verano y las plantas
presentan tallos cortos (20-30 cm), peciolos cortos (5-10 cm), la-
mina foliar reducida, cierto grado de clorosis, pH relativamente
mas bajo (5,7 contra 6,7 en normales). Cuando poseen antocianina
el color violaceo se acentua y es evidente una mayor lignificacion
general.

El caracter de “enana” es un fenémeno generalizado a toda la
planta y no localizado en ciertos 6rganos. Hasta ahora sélo ha sido
posible enanizar plantas utilizando luz solar. Los tratamientos en
camaras bajo tubos Grolux sélo producen hojas de laminas chi-
cas pero los tallos crecen indefinidamente como las plantas norme-
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les. Plantas que han recibido luz ultravioleta no se diferencian
mayormente de los testigos que no la recibieron. Es evidente que el
problema esta relacionado directamente con la intensidad de luz,
ademas de otros factores ecoldgicos. Debemos agregar otros datos
de interés, como mas actividad de abscisina, al inhibir sus extractos
la sintesis de alfa-amilasa (Sivori y Rumi, 1968).

Las plantas normales por el contrario poseen tallos largos, rastre-
ros, de crecimiento ilimitado, laminas foliares amplias y peciolos
que suelen alcanzar una longitud de hasta 60 cm (fotog. 1, 2 y 3).
Los peciolos crecen en forma indefinida por la actividad de un
meristema intercalar, ubicado dentro de los 5 mm de la parte adya-
cente a la lamina (Sivori, Esponda y Rumi, 1963).

Se consideré en consecuencia que dentro del efecto general, la
luz actuaria indirectamente afectando la actividad de los meriste-
mas intercalares y posiblemente la zona de alargamiento celular
contigua, en lo que respecta al crecimiento de los peciolos y sobre
los apices de los tallos, en lo que respecta al crecimiento de los
mismos.

k]l presente trabajo consta de 3 partes fundamentales, con rela-
cion a los dos tipos de plantas descriptos anteriormente. Una de
ellas se refiere al contenido natural de sustancias reguladoras. La
segunda a la actividad oxidativa sobre el acido indol acético y la
tercera a la actividad respiratoria. Se agrega al comienzo una breve
descripcion de algunos aspectos ya formulados en trabajos anterio-
res que consideramos indispensable analizar.

ACTIVIDAD DEL MERISTEMA INTERCALAR DEL PECIOLO

Con objeto de obtener informacion sobre el mecanismo que de-
termina la enanizacion se desarroll¢ una prueba biolégica para es-
tudiar el efecto de diversos factores en la actividad de segmen-
tos de peciolos, que incluyen el meristema intercalar, extraidos d:
plantas enanizadas y normales. l.a metodologia puede consultarse
en la bibliografia citada.

A través de este “test” se determiné que el acido indol acético
(AIA) induce un aumento de su crecimiento que puede superar
al crecimiento de los testigos en un 30 % y que el acido giberélico
(GA3) acentua dicho crecimiento llevandolo hasta mas del 4¢ %
en algunas circunstancias, pero no actita cuando se lo aplica sin

ATA (Sivori y Rumi, 1960).
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Fig. 1. — Ramas de Tropacolum majus correspondientes a plantas de un mismo clon.

(Normal), erecié bajo luz difusa
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Fig. 2. — Ramas de Trapacolum majus correspondientes a plantas de un mismo clon.

(Enanizada) creciéo bajo luz solar directa
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Fig. 3.— Hojas correspondicntes a plantas normales (izquierda), y enanizadas (derecha)
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El crecimiento de los segmentos de peciolos varia entre diversos
ensayos y depende del grado de enanizacién, de la insolacién re-
cibida por la planta el dia que se extraen los peciolos, de la tem.-
peratura registrada durante el ensayo, del pH de la solucién donde
crecen y la edad y grado de “madurez” de la hoja.

Sobre dicho crecimiento influyen en forma inconsistente la ben.
cil-adenina, metionina, arginina, escopoletina, los acidos adenilicos
y glutamico, el indol acetonitrilo y el triptéfano.

La hidracida maleica, el 2,4 dinitro fenol, el acido yodoacético y
el acido transcinamico ejercieron un efecto inhibidor tanto del cre-
cimiento natural del segmento como de aquel provocado por el
AJA exogeno. La hidracida maleica a concentraciones de 100-200
ppm provoca un sinergismo con el ATA-GA; pero no con el AIA
solo; el acido yodoacético inhibe el crecimiento provocado por el
AIA con GAj; a partir de la concentracion mas baja usada (5 ppmj
mientras que actuando sobre el crecimiento inducido por el AIA
solo, la inhibiciéon activa recién comienza por arriba de 10 ppin.
De estos resultados se dedujo que el AIA actia en forma dual,
directamente sobre el crecimiento y ademas interaccionando con la
GA; (Sivori y Rumi, 1966).

Segmentos de 3 mm de longitud crecen muy poco y mayores de
5> mm disminuyen progresivamente su reaccion al AIA. Segmentos
de plantas normales reaccionan menos a la aplicacion del AIA,
posiblemente debido al contenido natural que induce un alto cre-
cimiento de los segmentos patrones. El grado de reaccion al AIA
y al ATA con GA; depende del grado de enanizacion.

Las células epidérmicas de los peciolos de plantas enanizadas
tienen una longitud hasta de 2,5 veces mayor que aquellas corres-
pondientes a los peciodos de plantas normales. Ello sugiere que
el caracter enanizado esta determinado por una disminucion de
la divisién mas que por una disminucion del alargamiento celular.

CONTENIDO NATURAL DE SUSTANCIAS REGULADORAS
(AUXINAS, INHIBIDORES)

Dado el papel fundamental que juegan las hormonas en la regu-
lacion del crecimiento como asi también la reaccion de los segmen-
tos de peciolo al agregado de AIA y GA; se consideré de importan-
cia determinar el contenido de auxinas e inhibidores en los teji-

dos de plantas normales y enanizadas.
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Meétodo:

Se realizaron varios ensayos a partir de distintas cantidades de
muestra utilizando los extremos de tallos con 3 6 4 hojas en via de
desarrollo. Se sigui6 el método de extraccion segin Peach y Tra-

cey (1955) con modificaciones obtenidas del trabajo de Sirois
(1963).

En principio, se siguieron los siguientes pasos: Material fresco
correspondiente a plantas enanizadas y normales se cortaron en pe-
quenos trozos.. Se extrajo con éter sulfirico libre de peroxidos,
durante dos periodos de una hora a 2-3° C, los extractos se redu-
jeron a 50-60 ml a baja presiéon y temperatura no superior a 40° C.
A continuacion se trataron con una solucion de bicarbonato 0.5 M;
la solucién acuosa se acidific6 a pH 3 y se extrajo con éter sul-
furico. Las soluciones etéreas se reunieron y llevaron a sequedad
a 45° C y baja presion. El residuo se redisolvié con alcohol etilico
al 85 % el cual fue extraido con hexano. La solucion alcohdélica se
llevo a sequedad y el residuo fue disuelto en éter sulfurico y lle-
vado a un volumen adecuado para su separacion cromatografica.
La cromatografia se desarrollé en papel Whatman N© 1, descen-
dente, utilizando como solvente alcohol isopropilico, amoniaco y
agua en relacion 10:1:1.

Luego de efectuar la corrida, el papel se corté en secciones
que se colocaron en cajas de Petri de S mm de diametro en las cua-
les se agregé 5 ml de agua bidestilada. Como patrén se utilize un
tratamiento que consistia en el agregado de una determinada can-
tidad de AIA directamente a la caja de Petri y una cantidad equi-
valente se sembro y cromatografio en forma paralela a los extrac-
tos de las plantas; en las cajas patrones se agregaron secciones de
papel Whatman que habian sido tratados con los solventes utili-
zados en la cromatografia. Ademas se coloc6 un testigo general,
sometido al mismo tratamiento excepto la adicién de AIA. En las
distintas cajas se agregaron 20 secciones de coleoptiles de trigo
de 5mm de longitud, cultivar Gral. Roca, obtenidos en forma co-
rriente para la prueba biol6égica de crecimiento recto. Se colocaron
en estufa a 25° C y 24 horas después se midieron.

Resultados:

Extracciones realizadas sobre 20-50 g de material fresco no die-
ron ningun resultado, posiblemente por el bajo contenido auxini-
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co. Cuando se utilizé 500 g se encontré, a través de los diversos
ensayos, la presencia de dos compuestos auxinicos que se presen-
taban en forma muy débil, tanto en plantas normales como en
enanizadas: uno de ellos de Rf 0,45 semejante al AIA y otro con

Rf de 0.95.

Ademas se presenta en forma persistente una zona de inhibicién
cuyo Rf varia entre 0,65 - 0,75 segun los ensayos y con una actividad
muy similar en ambos tipos de plantas, correspondiente al comple-
jo llamado inhibidor .

GRAFICO |

Biocromatogramas de extractos de plantas de « Tropaeolum majus» L.
enanizadas por luz y normales
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Referencias : Las pruebas bivlégicas se realizaron con coleoptiles de trigo. El testigo
consistia en una siembra de indol acético de 20 pes, cromatografiado en

las mismas condiciones que los tratamientos. Los valores de la escala
del centro del grafico corresponden a los distintos Rf.

Presentamos el grafico I en que los dos extractos han determinado
cierto crecimiento en ambos casos muy inferior al del patron con
ATA (20 pgs cromatograliados en papel) cuyo Rf correspondié a
0,45 - 0,55 con un crecimiento de las secciones de coleoptiles de
14,0 - 14,3 mm sobre el crecimiento del patrén general de 10,8 mm.
El cromatograma del extracto de plantas enanizadas presenta una
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zona de crecimiento con un Rf de 0,45 y donde los segmentos al-
canzan 12 mm. El de plantas normales determiné una zona mas
amplia, entre 0,35 y 0,55 pero con longitudes de segmentos que
so0lo alcanzan a un promedio de 11,3 mm contra el testigo de 10,8
mm Puede observarse también la zona de crecimiento en el frent«
del solvente que si bien en este caso se ha presentado sélo en el
cromatograma de extracto de plantas normales en otros ensayos
se ha encontrado también en los correspondientes a plantas enan:-
zadas. De acuerdo a estos resultados es evidente que no hay dife-
rencias de importancia en el contenido auxinico de los extractos
entre los dos tipos de plantas.

ACTIVIDAD Dk INDOL ACETICO OXIDASA

Otro factor que podria estar involucrado en la diferencia de
crecimiento entre plantas enanizadas y normales es la destruccion
oxidativa del AIA. Se consideré en consecuencia necesario deter-
minar la actividad de AIA-oxidasa en segmentos de peciolos de
plantas enanizadas y normales correspondientes a la parte adva-
cente a la lamina y en extractos proteicos.

Meéetodos:

El método seguido con segmentos de peciolos fue el de Straus v
Gerdin (1963), procediendo de la siguiente manera. Setecientos
cincuenta segmentos de 3 mm de largo, de plantas enanizadas y nn
numero igual provenientes de plantas normales, se colocaron en
frascos Erlenmeyer con 10 ml de una solucién de 19 mg/1 de AIA,
cloruro de manganeso 10-* M y 2,4 diclorofenol 10-* M, solucién bu-
ffer de fostato 0,05 M. Como patrén se utilizaron soluciones senie-
jantes sin los segmentos. En forma paralela se determinaron los
pesos secos e ambos tipos de segmentos. El conjunto se mantuvo a
30°C y se agité constantemente a 68 movimientos por minuto.
Periodicamente se extrajeron muestras de las soluciones y can-
tidades proporcionales de segmentos para mantener la relacién
tejido-solucién. Las muestras se centrifugaron y en la solucién lim-
pida obtenida se determiné el contenido de AIA por el método co-
lorimétrico de Gordon y Weber (1951), utilizando un espectrofoto-
metro Beckman DU.

Los extractos proteicos que comprenden el sistema oxidativo, pe:-
miten aislarlo del resto del mecanismo celular y de la influencia
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de su sintesis, destruccion o dilucion de cofactores e inhibidores
naturales. Se utilizé el método de Mudd, Johnson, Burris y Buch.
holtz (1959). procediendo de la siguiente forma: 20 g de material
de plantas enanizadas y de plantas normales, que consistia en apices
de tallos con 4 6 5 hojas, fueron congelados y molidos con trozos
de hielo hasta obtener un ‘“homogeneizado”, se separ6 el residuo
grueso por medio de una tela fina y al liquido sobrenadante, luego
de su separacion, se agreg6 sulfato de amonio hasta saturacién; el
precipitado fue separado por centrifugacion y redisuelto con agua
destilada agregando sulfato de amonio hasta 80 % de saturacion. Ll
nueve precipitado fue disuelto con agua destilada, hasta 10,5 ml y
dializado con agua corriente a 10° C durante 24 horas y finalmente
en volumenes de dos litros de agua destilada a 5° C que se renova-
ron tres veces.

La solucién fue ensayada en cuanto a su actividad oxidativa
del AIA por el método manométrico (Stutz, 1957). El sistema com-
pleto estaba constituido por la soluciéon enzimatica (1ml); la sal

de sodio del AIA, (30 microM) ; 2,4 diclorofenol (0,3 microM) ; man-
ganeso (3 microM) y buffer de fosfato (0,4 M) con un pH de 6,3 lle-

vando el volumen total a 3 ml

Los patrones consistian en el mismo sistema excepto el agregado
de AIA. La medicion del oxigeno absorbido se realizo en un micro-
respirometro Warburg, trabajando a una temperatura de 30° C con
tres repeticiones por tratamiento.

Resultados:

Los resultados obtenidos se exponen en los graficos 1I y III. Del

grafico II y de otros ensayos similares pudo observarse que los seg-
mentos de plantas enanizadas producen una destrucciéon inicial antes
de la hora y media de actividad, que llega a 4,7 microg. de AIA
destruido por cada 100 mg de peso seco correspondientes a los seg-
mentos; a partir de ese momento la destruccion se detiene.

Los segmentos de plantas normales parecen no mostrar agtividaid
en los momentos iniciales pero a medida que transcurre el tiempo
comienza la destrucciéon de AIA en forma ascendente, de tal manera
que a las dos horas y media y a las tres horas y media los valores
son de 5,6 y 14,1 microg. de AIA destruidos. En otros ensayos esta
actividad creciente llegé a 14 y 20,3 microg. a las tres horas y media.

No es facil dar una explicacion coherente de estos datos sobre to-
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do teniendo en cuenta los resultados obtenidos con la actividad oxi-
dativa de extracciones proteicas que se expondran mas adelante.

La ausencia de actividad y su posterior incremento de la misma
en segmentos de plantas normales podria explicarse por dilucion de
inhibidores, como también por activacion del sistema oxidativo en
presencia de mayor concentracién de AIA y de los cofactores. La
actividad inicial y su posterior desaparicién en los segmentos de
plantas enanizadas complica mas la interpretacién del proceso.

GRAFICO 1l

Oxidacién de AIA por segmentos de pecfolos de plantas enanizadas y normales
de «Tropaeolum majus»
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Con los extractos proteicos se ha producido una oxidacién del
AIJA sélo en los tratamientos con enanizadas mientras que aquel de
plantas normales resulté practicamente inactivo. Cabe senalar ade-
mas, que la soluciéon de AIA con extracto de enanas dializado adqui-
ri6 lentamente un color ambar lo cual no ocurre en aquellos donde
no se practica el dializado ni tampoco en los provenientes de plantas
dializadas.

Ensayos repetidos (Alaniz, 1970) indican que las plantas enaiii-
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zadas poseen un contenido proteico que corresponde aproximada-
mente al 50 % del de las normales. Si.se tiene en cuenta esta carac-

teristica, los resultados podrian ser de mayor significaciéon.

GRAFICO Il

Oxidacién de AIA por extractos enziméaticos de plantas enanizadas y normales
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Leferencias : La curva superior corresponde al oxigeno consumido por la solucién
proveniente de plantas enanas. Los valores obtenidos con extractos de
plantas normales fueron de 1,05 0,9: 2,3;-0,1; 0,8; 2 cuyas variacio-
nes pueden considerarse comprendidas dentro del error experimental.

Si se comparan los resultados obtenidos con los sistemas enzimi-
ticos extraidos y aquellos obtenidos con segmentos de peciolos (te-
jido vivo) se nota una gran diferencia fundamental. En lo que res-
pecta a las plantas normales hay coincidencia entre la inactividad
inicial de los segmentos de peciolos y la inactividad en todo momen-
to de los extractos. Este resultado indica que el aumento progresivo
de la destruccion del ATA a medida que transcurre el tiempo no se
debe a la dilucién de algin supuesto inhibidor ya que estos han
sido eliminados del extracto, sino mas bien a la sintesis o activacion
de un sistema enzimatico en presencia de alta concentracion de AIA.
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La sintesis proteica inducida por el AIA estaria en concordancia con
las hipétesis sobre el mecanismo de accion de este regulador que
actuaria sobre la sintesis de acidos ribonucleicos.

Como es evidente este comportamiento no puede ocurrir con la
actividad del extracto por estar separado de la estructura celular
y de su metabolismo correspondiente.

El comportamiento también dual de los segmentos de peciolos
y del extracto de plantas enanizadas es dificil de explicar. Los pe-
ciolos presentan cierta actividad inicial que luego desaparece con
rapidez mientras que el extracto presenta una actividad que decli-
na muy lentamente. La interpretacion que nos parece mas adecua-
da corresponde a la sintesis o activacion de un inhibidor en pre-
sencia de alta concentracion del AIA. Dicho inhibidor se sinteti-
zaria rapidamente en tal forma que antes de 2 horas ya estaria
paralizada la destrucciéon enzimatica. En cambio el extracto pro-
teico de los tejidos de plantas enanizadas carece de la facultad de
sintetizarlo por lo cual la actividad oxidativa no es detenida.

ACTIVIDAD RESPIRATORIA

No obstante que el efecto enanizante de la luz solar directa pue-
de producirse por lo menos parcialmente a través de la destruc-
cion de reguladores (AIA, cofactores, etc.) es evidente que los
cambios finales se traducen en el metabolismo general de la plan-
ta como pueden ser la destruccion, inhibiciéon o sintesis de hi-
dratos de carbono y de proteinas. Se consideré adecuado comenzar
realizando determinaciones sobre la actividad respiratoria en seg-
mentos de peciolos de plantas normales y enanizadas.

Metodo:

Se midi6 el anhidrido carbonico emitido y el oxigeno absorbido
en un microrrespirometro Warburg en condiciones favorables para
el crecimiento de los segmentos, con una solucién buffer de acido
maleico de pH 5,2 y una concentracion de azicar del 2 %, por el
método directo,

La temperatura fue de 30° C y se realizaron varias determinacio-
nes en periodos de 20 minutos. Cada vasito contenia 150 segmen-
tos de 3 mm de longitud y 2ml de la solucién buffer. En forma
paralela se determiné el peso seco de segmentos correspondientes
a ambos tipos de plantas.
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Resultados: 8

Los resultados se exponen en el cuadro I donde los valores se ex-
: .3
presan en mm® por g de peso seco por hora.

CUADRO |

Oxfgeno ahsorbido y anhfdrido carbénico emitido por segmentos de peclolos
de plantas de « Tropaeolum majus » enanizadas y normales

mm’/yx Co,

Tipo de planta Gas _ Cociente resp.
peso seco y
Normales....... CO, liberado 4067 0.91
O, absorbido 4461 ’
E izadas..... CO, 1951
nanizadas o 1,08
O 1804

Sobre la base de peso seco el intercambio gaseoso ha sido mucho
mas alto en las plantas normales que en las enanizadas. En lo que
se refiere al CO- esta diferencia alcanza a un valor algo mayor de
100 9% mientras que en el Q- se acerca al 150 %. Si tenemos en cuen-
ta que las plantas enanizadas tienen aproximadamente un contenido
proteico del 50 % de las normales y si referimos los valores a dicho
contenido, el CO; liberado por las enanizadas se aproxima al de las
normales pero el CO. emitido y el O absorbido se reflejan en el co-
ciente respiratorio, que en plantas normales es inferior a 1 mientras
que en plantas enanizadas es superior a 1. Es evidente que si los
procesos respiratorios varian, sera factible encontrar diferencias £n
algunas de las reacciones que los componen.
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