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Introduccion.
Las giberelinas regulan el desarrollo
de las plantas






Las giberelinas constituyen una familia de compuestos acidos
endogenos que actiian como hormonas regulando el desarrollo
de las plantas

Las giberelinas (GAs) acttian como reguladores endogenos del cre-
cimiento y desarrollo en los vegetales superiores. La funcién hormo-
nal que se otorga a las GAs se apoya en dos premisas basicas: a) las
GAs son compuestos organicos naturales de las plantas, y b) la apli-
cacion exogena de las mismas produce un amplio rango de respues-
tas en el desarrollo. La induccion del crecimiento del tallo es, proba-
blemente, el efecto fisiologico mas espectacular de las mismas. Este
efecto es muy relevante en las plantas en roseta y en las variedades
de plantas enanas.

El descubrimiento de las GAs en los vegetales superiores es un
claro ejemplo de «serendipity» (hallazgo inesperado) en ciencia. Este
grupo de hormonas fue descubierto por investigadores japoneses que
estudiaban una enfermedad conocida como bakanae («foolish seed-
ling», «planta tonta o loca»), causada por el hongo Gibberella fujilkuroi
(Saw) Wr. (Fusarium moniliforme Sheldon, en el estado asexual) que
produce en el arroz un crecimiento excesivo de los tallos y brotes. En
1955, tres equipos distintos dilucidaron la estructura del compuesto
activo segregado por el agente patogeno, que se denominé acido giberé-
lico (giberelina A; o GAy). Tres anos después se comprob6 que este tipo
de compuestos también estaba presente en las plantas. La mayoria de
GAs caracterizadas hasta la fecha se ha detectado en los vegetales su-
periores, pero algunas GAs son de origen fungico, mientras que otras
son comunes en plantas y en Gibberella. Atendiendo exclusivamente a
su estructura quimica, las GAs se definen como una amplia familia de
diterpenos acidos cuyo esqueleto basico esta constituido por un anillo
de ent-giberelano. En esta familia de compuestos solamente unos po-
cos miembros poseen la capacidad intrinseca de influenciar el creci-
miento y desarrollo de los vegetales. La mayor parte de las mas de 116
GAs caracterizadas hasta la fecha son precursores o productos inacti-
vos de las GAs que poseen actividad biolégica intrinseca.

Familiarizarse con la estructura de las GAs no es una tarea tan
dificil como puede parecer al observar el nimero tan elevado de GAs
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caracterizadas. En la descripcion que sigue, las distintas modifica-
ciones que afectan a la estructura basica de las GAs se pueden ob-
servar en los ejemplos presentados en la Fig. 1.

Figura 1

Estructuras de las giberelinas comunes presentes en las plantas
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Todas las GAs poseen un esqueleto de ent-giberelano (Fig. 2) y
pueden ser divididas en giberelinas con 20 atomos de carbono (gibe-
relinas C,,), como por ejemplo GA,,, y giberelinas con 19 atomos de
carbono (giberelinas C,g), como por ejemplo GA,,. Las GAs C,, pier-
den el carbono en la posicién 20 (C-20) para convertirse en GAs C,,.
En todas las GAs C,, excepto en una, el grupo carboxilico en la posi-
cion 19 se une al C-10 para dar un puente de lactona. En nuestro



ejemplo, GA,4 se transforma en GA,, mediante eliminacion del C-20 y
formacion del puente de lactona. Las GAs C,, se diferencian por el
grado de oxidacion del C-20, que puede existir como grupo metilo
(CH;) como en GAg,, hidroximetilo (CH,OH) como en GA,,, aldehido
(CHO) como en GA,y, o carboxilico (COOH) como en GA,,. La inser-
cion de grupos hidroxilos principalmente en las posiciones C-2 (GAg,
GA,, GAg)), C-3 (GA,, GA,) v C-13 (GA,, GA,), asi como su configu-
racion en a- o - (Fig. 1) determina la actividad biologica de las GAs.

Otras modificaciones que exhiben las moléculas de GAs se pre-
sentan en forma de grupos epoxidos y cetonas, dobles enlaces entre
los C-1y C-2 (GAy) y C-2 y C-3 (GA;), e hidroxilacion del doble enlace
entre los C-16 y C-17.

La deteccion y analisis de GAs constituye un proceso laborioso
porque no poseemos un método rutinario que permita su identifica-

O,
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Figura 2

(1) Estructura de las giberelinas, con sus cuatro anillos
y la numeracion de las posiciones de los carbonos.
(2) Estructura del paclobutrazol. (3) Estructura del BX-112,
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cion de una forma precisa. Las GAs no presentan propiedades fisicas
como absorcion ultravioleta o fluorescencia, u otras caracteristicas
particulares sobre las que sustentar ensayos fisicos o quimicos. El
analisis de GAs solo es posible después de un extenso proceso de pu-
rificacion y requiere el fraccionamiento previo mediante cromatogra-
fia liguida de alta resolucion (HPLC) (Crozier, 1983). Las distintas
fracciones separadas en la HPLC se testan con inmunoensayos o bio-
ensayos, o bien se analizan mediante espectrometria de masas. Los
inmunoensayos tienen un uso limitado en el analisis de GAs debido
a la similitud estructural de las mismas (Weiler y Wieczorek, 1981).
El inmunoensayo, sin embargo, puede ser utilizado como un paso
adicional altamente selectivo en la purificacion de GAs. La actividad
biologica de las GAs se determina mediante bioensayos, en donde se
cuantifica la respuesia de un proceso fisiologico a la aplicacion exo-
gena de GAs, o de un extracto vegetal purificado. Muchos bioensayos
se basan en la capacidad de las GAs para inducir crecimiento en va-
riedades enanas de arroz, maiz y guisante principalmente (Crozier y
col. 1970). En otros bioensayos se estudian diferentes respuestas
que también producen las GAs, como la secrecion de a-amilasa en la
capa de aleurona de la cebada o el retraso de la senescencia en la
hoja de Rumex. Los bioensayos no discriminan entre las distintas
GAs con actividad biolégica potencial y tampoco ofrecen una res-
puesta cuantitativa. La espectrometria de masas en combinacion con
la cromatografia de gases (GC-MS) es hoy dia, la unica técnica que
permite la identificacion y cuantificacion precisa de estas hormonas.
En el analisis cualitativo mediante «full-scan», las GAs endogenas de
los extractos vegetales se identifican comparando sus espectros de
masas con los espectros de referencia obtenidos con GAs patrones
(Hedden, 1986). En general, se requieren entre 10 y 100 ng para ob-
tener un espectro completo suficientemente intenso que permita la

comparacion (Fig. 3). El analisis cuantitativo mediante SIM (selected
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ion monitoring) se basa en la dilucion isotopica de GAs marcadas con
isotopos pesados (8. “c. "o, que se anaden previamente a los ex-
tractos vegetales para cuantificar las pérdidas sufridas durante la
purificacion (Fig. 3).

La sintesis de GAs se ha demostrado principalmente en frutos y
semillas en desarrollo, y en menor medida en regiones apicales de los
brotes en crecimiento. También existen indicaciones de que las GAs
pueden ser sintetizadas en las raices, aunque las evidencias en este
caso son menores. Las semillas inmaduras de muchos vegetales con-
tienen niveles de GAs relativamente elevados (mg/g peso fresco). Los
niveles detectados en los tejidos vegetativos suelen ser mucho meno-
res (ng/g peso fresco).

La sintesis de GAs se ha estudiado principalmente en preparacio-
nes acelulares del liquido del endospermo de semillas en desarrollo
de calabaza (Marah macrocarpus y Cucurbita maxima), en preparacio-



Figura 3

(A) Espectro de masas de la giberelina natural, GA,,, cuyo ion molecular
o M+ es 462 (m/z), mientras que el pico base mas intenso es 434.

(B) Cuantificacion de GA19 comparando los iones 436 del estandar deuterado
de GA,4 (*H,-GA,g) y 434 correspondiente a la giberelina natural.
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nes acelulares de cotiledones de semillas de guisante (Pisum sativum)
y en semillas de Phaseolus. La acumulacion de GAs que tiene lugar
en las semillas se ha explotado convenientemente para definir las ru-
tas de sintesis de GAs, aunque el metabolismo en los tejidos vegetati-
vos tiene una importancia mayor en el estudio de la regulacion del
crecimiento. En general, los tejidos vegetativos producen preparacio-
nes muy poco activas. Los brotes etiolados de maiz (Zea mays) y las
hojas jovenes de espinaca (Spinacia oleracea) son una excepcion a
esta regla y rinden preparaciones muy activas para determinadas ac-
tividades enzimaticas. Las enzimas que participan en la conversion
del acido mevalonico a GAs se han extraido de frutos, semillas y par-
tes de semillas (Graebe y col., 1974a; Kamiya y Graebe, 1983), lo que
prueba concluyentemente que la sintesis de GAs tiene lugar en las
semillas y frutos en desarrollo.

Los primeros pasos en la ruta de sintesis son comunes al resto de
compuestos terpenoides y han sido descritos tanto en animales y ve-
getales como en organismos inferiores. Un terpenoide es una sustan-
cia compuesta por bloques o unidades de cinco atomos de carbono
denominadas isoprenos. Los compuestos terpenoides, atendiendo al
numero de isoprenos, se dividen en monoterpenos (C,,), sesquiterpe-
nos (C,s), diterpenos (C,,) como las GAs, triterpenos (C,,) como los es-
teroides, y tetraterpenos (C,,) como los carotenoides. Por convenien-
cia, la sintesis de GAs se divide en tres partes: a) conversion de acido
mevalonico a ent-kaureno; b) conversion de ent-kaureno a GA,,-alde-
hido; y ¢) rutas metabdlicas a partir de GA,,-aldehido.

a) Conversién de acido mevalénico a ent-kaureno. El acido mevalo-
nico (MVA), que se sintetiza a partir de acetil CoA, es el primer com-
puesio de la ruta biosintética de los terpenoides (Fig. 4). E1 MVA se
fosforila en presencia de ATP y Mg y se descarboxila posteriormente
para formar isopentenil pirofosfato (IPP), el primer compuesto isopre-
noide de la via. La isomerizacion (reversible} del IPP produce dimeti-
lalil pirofosfato (DMAPP). Ambos isomeros se condensan formando el
intermediario de 10 carbonos, geranil pirofosfato (GPP). El GPP se
condensa de nuevo con otra molécula adicional de IPP para dar far-
nesil pirofosfato (FPP). Este compuesto, junto con otra molécula de
IPP, rinde geranilgeranil pirofosfato (GGPP), que es el precursor de
todos los diterpenos La GGPP sintetasa, una prenil transferasa solu-
ble que requiere Mn”, es la enzima que cataliza estas tres ultimas re-
acciones de condensacién.

La transformacion del GGPP a ent-kaureno, la forma enantiomé-
rica del (+)-kaureno, esta catalizada por dos enzimas. Estas enzimas
son solubles, y la primera de ellas, la ent-copalil difosfato sintasa ca-
taliza la sintesis del intermediario diciclico copalil pirofosfato (CPP).
La segunda, la ent-kaureno sintasa convierte el CPP en el diterpeno
tetraciclico ent-kaureno. Diversas observaciones indican que la kau-



Figura 4
Ruta de sintesis de los precursores de las giberelinas
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reno sintasa puede ser un paso regulatorio en la via biosintética de
las GAs. La enzima copalil difosfato sintasa se ha denominado hasta
la fecha kaureno sintetasa A, mientras que la kaureno sintasa ha
sido conocida como kaureno sintetasa B. Ambas denominaciones se
utilizan en esta monografia.

Algunos inhibidores o retardadores del crecimiento, como el AMO-
1618 y el CCC, inhiben la actividad de la primera enzima, mientras
que otros como ¢l Phosphon D inhiben ambas.

b) Conversién de kaureno a GA:z-aldehido. En esta parte de la via,
el grupo metilo (CH,) del carbono C-19 del ent-kaureno se oxida su-
cesivamente a CH,OH, CHO y COOH para dar respectivamente, ent-
kaurenol, ent-kaurenal y acido ent-kaurenoico (Fig. 4). Posterior-
mente, el acido kaurenoico se hidroxila sintetizandose el acido
ent-7o-hidroxikaurenoico. La primera GA producida, GA,,-aldehido,
se forma mediante contraccion del anillo B por exclusion del C-7 del
acido ent-7o-hidroxikaurenoico.

Las enzimas que catalizan la oxidacion del kaureno son microso-
males, a diferencia de las enzimas de la parte anterior de la ruta, son
dependientes del sistema P-450 del citocromo y presentan caracteris-
ticas propias de las oxigenasas de funcion intermedia, puesto que re-
quieren O, y NADPH.

El Ancymidol y los triazoles, como el Paclobutrazol (Fig. 2) y el
Tetcyclasis, son retardaddres del crecimiento que interaccionan con
el citocromo P-450 inhibiendo las monooxigenasas dependientes de
este sistema y por tanto, la oxidacion del kaureno.

¢) Rutas metabdlicas a partir de GA,,-aldehido. La conversion pos-
terior de GA,,-aldehido a otras GAs puede proceder por al menos,
tres vias principales, como se demuestra en los capitulos de la se-
gunda parte de esta monografia: la via de la 13-hidroxilacion (todos
los miembros presentan un grupo hidroxilo en la posicion C-13). la
via de la 3B-hidroxilacion (todos los miembros presentan un grupo
hidroxilo en la posicion 3), y la via de la no-hidroxilacion (via de las
GAs que no presentan grupos hidroxilos en las posiciones 33- y 13)
(Fig. 5). Estas tres rutas biosintéticas siguen una secuencia general
de interconversiones paralela. En algunos vegetales se han descrito
otras rutas metabodlicas que incluyen GAs hidroxiladas en las posi-
ciones 2B-, 11B-y 12.

La ruta de la 13-hidroxilacion es la via predominante en la mayo-
ria de especies. Esta via procede como sigue: GA,,-aldehido se oxida
en C-7 para dar el acido dicarboxilico GA,,, que posteriormente in-
corpora un grupo hidroxilo en C-13 transformandose en GA;;. Esta
GA constituye el origen de la ruta de la 13-hidroxilacion. GAs; sufre
dos oxidaciones sucesivas en el C-20 convirtiéndose primero en GA,,
(C-20 = CH,0OH), y posteriormente en GA,4 (C-20 = CHO). En una ra-
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mificacion lateral de la ruta metabdlica principal, el C-20 de GAq
puede ser oxidado de nuevo dando lugar a GA,, (C-20 = COOH). Esta
ramificacion constituye un proceso de inactivacion irreversible que
rinde compuestos tricarboxilicos sin actividad biologica. La ruta de la
13-hidroxilacion continta con la eliminacion del C-20 de GA,,, sinte-
tizandose GA,,, que es la primera GA C,, de la ruta. La incorporacion
de un grupo hidroxilo en la posicion 3 de GA,, rinde GA, (Fig. 5).
Este compuesto posee elevada actividad biologica y se cree que es la
hormona mayoritaria «verdadera» de la ruta de la 13-hidroxilacion
(véase la quinta parte de esta monografia). En algunos vegetales
como en el maiz, GA,, también se convierte aunque en menor pro-
porcion en GAj;, que es el precursor de GA; (Fujioka y col., 1990),
otra GA con elevada actividad biologica. Al final de la ruta, las GAs
C,s se desactivan de forma irreversible mediante la 2p-hidroxilacion.
Asi, GA,, v GA, se transforman en los productos inactivos GA,, y
GA;, respectivamente. Las GAs 2B-hidroxiladas pueden ser oxidadas
para formar productos catabélicos finales como GA,,- y GAg-cataboli-
tos. Las GAs se conjugan covalentemente a moléculas menores, prin-
cipalmente glucosa, formando los conjugados de GAs.

La sintesis de GAs también puede proceder por la via de la no-hi-
droxilacion. Si GA,, «escapa» a la hidroxilacion inicial en la posicion
C-13, se obtiene una via paralela a la de la 13-hidroxilacion, pero
compuesta por miembros no hidroxilados. En esta via, GA,, se trans-
forma sucesivamente en GA; GA,,, GA,, (y GAys) v en GAg, (Fig. 5).
En semillas de manzana, GA, puede convertirse ademas en GA,, me-
diante deshidrogenacion de las posiciones C-2,3 y posterior 33-hidro-
xilacion, en un proceso paralelo a la sintesis de GA; a partir de GA,,
descrito en la ruta de la 13-hidroxilacion. Al igual que GA;, GA, tam-
bién es una GA muy activa. De igual modo, la via de la 3B-hidroxila-
cion (GA;;, GAss, GA,, GA,3 v GA,) se obtiene cuando los primeros
miembros de la ruta de la no-hidroxilacion incorporan un grupo en
la posicion 3 (Fig. 5).

Las tres rutas anteriores estan conectadas entre si mediante hi-
droxilaciones (3p 6 13) a otros niveles distintos de los descritos. En
las semillas de Pisum sativum, por ejemplo, se ha demostrado la pre-
sencia de dos vias paralelas, la ruta de la no-hidroxilacion y la ruta
de la 13-hidroxilacion (Kamiya y Graebe, 1983). Los miembros C,, de
estas dos rutas estan conectados por hidroxilaciones en C-13 (GA,; a
GA;;, GA,; a GAy, GA,, a GA,y). En Pisum, la 2B-hidroxilacion de
GA,, a GA,, tiene lugar en el embrion y en la testa de la semilla, pero
la formacion de GA,,-catabolito solo ocurre en la testa (Sponsel,
1975). Las dos rutas anteriores también operan en las semillas de
Phaseolus (Takahashi y col., 1986). En estas semillas, GA5; se ori-
gina a partir de GAy;-aldehido y la 3B-hidroxilacion tiene lugar tanto
en el estadio de GAs C,, (GA,5 a GA3;) como en el estadio de GAs Cq
(GA; a GA,). En Phaseolus, GA,, es precursor de GA,, GA,, GA; y



GA;. En las semillas en desarrollo de Cucurbita maxima, la sintesis
de GAs procede en parte por la via de la no-hidroxilacion y en parte
por la via de la 3B-hidroxilacion (Graebe y col., 1974b). En este caso,
la ruta prioritaria sigue la secuencia de la no-hidroxilacion hasta
GA,,;, que es 3P-hidroxilada para convertirse en GA,,. Esta GA se
transforma mayoritariamente en GA,; y GA,; (2f-OH GA,;) y en una
pequena proporcion en GA,. En Cucurbita también opera la conver-
sion GA,5 a GAy,, asi como otras transformaciones que afectan a GAs
12-hidroxiladas.

Aunque la formacion de GA,, a partir de GA,,-aldehido puede es-
tar catalizada por enzimas microsomales, los pasos biosintéticos pos-
teriores estan catalizados por dioxigenasas solubles dependientes del
2-oxoglutarato (Hedden y Graebe, 1982). Estas enzimas requieren 2-
oxoglutarato y Fe y son eslimuladas por el ascorbato. En este tipo
de reacciones, el 2-oxoglutarato se oxida a succinato y CO,, mientras
que un atomo de oxigeno se incorpora al substrato. El retardador del
crecimiento conocido como BX-112, al igual que el LAB 198 999, es
muy similar estructuralmente al 2-oxoglutarato y probablemente
compite con este compuesto por el sitio activo del enzima (Fig. 2). En
la ruta de sintesis de GAs, el BX-112 y el LAB 198 999 bloquean
principalmente las hidroxilaciones en las posiciones 3f y 2 (Naka-
yama y col., 1990), reduciendo los niveles de GAs 3p-hidroxiladas e
inhibiendo el crecimiento de los internudos.

Las primeras enzimas de las vias de conversion de las GAs que
han sido parcialmente purificados, son aquellas que catalizan la 23-
hidroxilacion (2B-hidroxilasas) de GA,, GA,, GA,. y GA,,. En semillas
de guisante y Phaseolus, se han caracterizado dos proteinas con acti-
vidad 2B-hidroxilasa. Una de estas enzimas presenta mayor especifi-
cidad para GA, y GA,, y la otra para GA; y GA,,. En semillas de Cu-
curbita se ha descrito una oxidasa que cataliza la conversion de
GA,,-aldehido a GA,, y también, aunque en menor medida, la trans-
formacion de GA,;-aldehido a GA,,. La actividad 3p-hidroxilasa de
Cucurbita muestra muy poca especificidad de substrato y es capaz de
catalizar las conversiones de GA |, a GA,,. de GA 5 a GA;,, y de GA,, a
GA,. En hojas de espinaca, la actividad GA;;-oxidasa cataliza las
conversiones de GAg; a GAy, y de GA,, a GA,,.

En general, las enzimas de las vias de conversion de las GAs son
bastante inespecificos, estan presentes a muy bajas concentraciones
y son muy inestables e hidrofobicos (Graebe, 1987). En los tejidos ve-
gelativos las concentraciones de GAs y los niveles enzimaticos son
ademas mucho menores. Las giberelinas identificadas en los tejidos
vegetativos se relacionan metabolicamente en vias biosintéticas hipo-
téticas con la ayuda del esquema general obtenido en los trabajos
con sistemas acelulares. En esta area, los estudios mas detallados se
han desarrollado principalmente en Pisum sativum, Zea mays, Spina-
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cea oleracea, Silene armeria, Oryza sativa y Arabidopsis thaliana,
como veremos mas abajo.

En las rutas metabolicas descritas anteriormente s6lo unas pocas
GAs poseen actividad biologica intrinseca, mientras que la mayoria
de ellas son productos o precursores de las mismas. Cuando las GAs
se aplican exogenamente, las GAs mas activas resultan ser las GAs
C.e que exhiben un grupo hidroxilo en la posicion 383, como GA,, GA,,
GA; y GA; (Fig. 1). Las dos primeras son GAs relativamente abun-
dantes en las plantas, mientras que GA; vy GA, se encuentran solo
ocasionalmente en un numero menor de especies. Hoy dia existen
pocas dudas de que GA, es una giberelina activa «per se» (véanse los
capitulos finales de la quinta parte de esta monografia; Phinney,
1984; Ingram y col., 1984). La actividad biologica de GA; no se debe
a su conversion a GA,, por lo que en principio, es logico pensar que
esta GA también posee actividad intrinseca. L.a duda permanece con
respecto a GA,; y GA,, dos GAs muy activas, pero que podrian meta-
bolizarse endégenamente a GA, y GA;, respectivamente.

Las GAs C,, y las GAs no hidroxiladas no poseen actividad «per
se» y son activas en tanto en cuanto se metabolizan a GAs C,4 3p-hi-
droxiladas (Fig. 5). La actividad que muestran algunos conjugados de
GAs se debe a la liberacion enzimatica de la GA que tiene lugar en el
tejido ensayado, y a su posterior metabolismo a GAs C,, 3B-hidroxila-
das. La presencia de un grupo acido en la posicion C-20 o de un
grupo hidroxilo en la posicion 2B confiere inactividad con caracter
irreversible. Las GAs tricarboxilicas (GA,;, GA,; v GA,5) v las GAs 2[3-
hidroxiladas (GA,g3. GAg, GAs, y GA3,) son, por tanto, productos late-
rales o finales de la ruta de sintesis sin actividad biologica. Las GAs
2B-hidroxiladas, los conjugados de GAs, los catabolitos y los acidos
tricarboxilicos se acumulan in vivo, mientras que los intermediarios
permanecen a bajos niveles.

Las giberelinas presentan diversos efectos fisiologicos
y regulan numerosos aspectos del crecimiento,
como la elongacion del talio o el desarrollo del fruto

LLa aplicacion exogena de GAs produce un amplio rango de res-
puestas en los vegetales. La mayoria de estos estudios se han reali-
zado con GA;, que es un compuesto disponible comercialmente. Las
GAs son moléculas extremadamente activas, y en general, unos po-
cos mg o incluso ng son suficientes para inducir distintos efectos fi-
siologicos. Las GAs causan elongacion del tallo (Fig. 6) y floracion en
variedades genéticamente enanas (Phinney, 1956), y en las plantas
de dia largo (Lang, 1956). El efecto de las GAs sobre la sintesis enzi-



Figura 6
Mutaciones que afectan a la longitud del tallo descritas en distintas plantas.
Se senalan mutaciones biosintéticas y no biosintéticas de giberelinas.
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matica se ha estudiado principalmente en la capa de aleurona de las
semillas de los cereales, que en respuesta a la aplicacion de GAs li-
bera numerosas hidrolasas, principalmente a-amilasas (Chrispeels y
Varner, 1967). La aplicacion de GAs modifica substancialmente los
procesos reproductivos de los vegetales (Pharis y King, 1985). En ge-
neral, la aplicacion de GAs inhibe la floracion en las angiospermas
lenosas y en los frutales. Las giberelinas pueden causar reversion de
la fase de adulto a la fase juvenil. En algunas especies de coniferas,
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sin embargo, este tratamiento induce floracion precoz. También se
observa una tendencia a producir flores masculinas en aquellas
plantas que poseen flores con sexos separados. El cuajado y desarro-
llo del fruto es un proceso que puede influenciarse mediante GAs
exogenas. Las GAs también sustituyen los requerimientos de luz o
frio que precisan muchas semillas para germinar (Fig. 7).

Las variedades enanas producidas por mutaciones que afectan al
metabolismo o a la accion de las GAs presentan tallos con internu-
dos cortos y hojas de color verde obscuro. Las mutaciones muy seve-
ras también pueden producir esterilidad. Los mutantes enanos de
GAs se clasifican en dos grupos. Si la aplicacion exogena de GAs re-
vierte el fenotipo salvaje o normal, se infiere que la mutacion gené-
tica altera el metabolismo de GAs. de forma que no se sintetizan los
niveles endogenos adecuados para inducir el crecimiento. Este tipo
de mutantes son por tanto, mutantes biosintéticos (mutantes «que
responden a las GAs» o mutantes «deficientes en GAs»). Todas las
mutaciones de este tipo analizadas hasta la fecha son recesivas y
producen bloqueos incompletos de la ruta de sintesis de las GAs, en
donde el producto genético alterado tiene una cierta actividad aun-
que muy disminuida. La ausencia de mutaciones «completas» proba-
blemente indica que la carencia absoluta de GAs es letal en los vege-
tales. Existe otro tipo de mutantes enanos, conocidos como mutantes
dnsensibles», que fenotipicamente son idénticos a los mutantes defi-
cientes en GAs y sin embargo, muestran una respuesta my reducida
a las GAs exogenas. Algunos de estos mutantes presentan dominan-
cia parcial y acumulan niveles extremadamente elevados de GAs ac-
tivas. La mutacion en otros casos es recesiva y no altera en gran me-
dida los niveles normales de GAs. En principio, la deficiencia
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Figura 7
Factores relacionados con las giberelinas implicados
en el proceso del desarrollo del tallo



genética parece modificar la «recepcion o sensibilidad» de los tejidos a
las GAs. También podria afectar algun paso metabdlico en la via de
la transduccion de la senal, entre las GAs activas y el tltimo efector
en el proceso de elongacion del tallo. Se ha descrito un tercer tipo de
mutacion recesiva, la mutacion «slender», que no produce, a diferen-
cia de las mutaciones anteriores, fenotipos enanos. El tallo en los
mutantes «slender» es de tipo ahilado, mas delgado y elevado de lo
normal. En estos mutantes, que también son insensibles a la aplica-
cion exogena de GAs, la elongacion del tallo parece ser enteramente
independiente de los niveles de GAs, ya que se comportan como si
estuvieran sobresaturados con GAs, aunque en realidad poseen nive-
les inferiores o semejantes a los niveles detectados en los genotipos
normales. En menor proporcion se han detectado también mutantes
hipersensibles a las GAs.

a) Mutantes biosintéticos. Cada una de las mutaciones dwarfl
(d1), dwarf2 (d2), dwarf3 (d3), dwarf5 (d5) y anl, descritas en el
maiz, controla un paso biosintético en la ruta de la 13-hidroxilacion
(Phinney y Spray, 1990) (Fig. 6). La identificacion de los pasos blo-
queados en la via de sintesis se ha establecido mediante respuestas
de bioensayo, analisis de GAs endogenas y experimentos de deeding»
suministrando precursores marcados e identificando los productos
convertidos. El alelo d5 controla la conversion de CPP a kaureno, ca-
talizada por la kaureno sintasa. Este mutante, que contiene niveles
de GAs muy reducidos, responde a las GAs exogenas y a sus precur-
sores incluyendo el ent-kaureno, pero presenta una capacidad muy
disminuida para metabolizar CPP a kaureno. Las mutaciones d2y d3
parecen controlar la formacion de GAg; a partir de GA,,-aldehido. La
lesion anl bloquea el paso anterior a la sintesis de kaureno al princi-
pio de la ruta. La mutacion mas interesante en el maiz corresponde
al gen d1, que controla la 3B3-hidroxilacion de GA,, a GA,, el paso tar-
dio en la ruta de sintesis de la 13-hidroxilacion. Las evidencias que
han permitido esta conclusion son las siguientes: GA,, es tan activa
como GA, en los mutantes d2, d3y d5, pero apenas tiene efecto en el
mutante dlI, que responde perfectamente a la aplicacion de GA,; este
mutante contiene niveles reducidos de GA, y sus productos, mien-
tras que acumula niveles muy elevados de GA,, y GA,4: y por ultimo,
las plantas dI apenas metabolizan GA,, a GA,, en comparacion con
el genotipo normal. Las observaciones anteriores sustentan la pro-
puesta realizada por Phinney, (1984), que ha sugerido que GA, es la
unica GA activa «per se» en los procesos de elongacion del tallo del
maiz. Sin embargo, la identificacién posterior de GA, en maiz (Fu-
jioka y col., 1988) y también en otros vegetales como el trigo o el gui-
sante, arroja cierta incertidumbre sobre esta propuesta. En general,
los niveles de GA, son mucho mas altos que los niveles de GA;, vy la
conversion de GA,, a GA, también es mucho mas eficaz que la con-
version de GA,, a GA;. Las evidencias presentadas hasta la fecha, sin
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embargo, no discriminan realmente la importancia y la funciéon rela-
tiva de GA, y GA; en el control del crecimiento del tallo. Como vere-
mos luego, existen otros sistemas como Cucumis sativus y Arabidop-
sis thaliana, en donde la propuesta tampoco se ajusta exactamente a
los datos.

En Pisum sativum se conocen varios loci que regulan la elongacion
del internudo. Cuatro de ellos, Ls, Lh, Nay Le, influencian la sinte-
sis y metabolismo de GAs. Los alelos recesivos [h, ls (sintesis de kau-
reno) y na (formacion de GA,,-aldehido) bloquean conversiones tem-
pranas en la via biosintética, mientras que el alelo le controla la
3B-hidroxilacion de GA,, a GA,. El genotipo doble recesivo (le le) no
responde a GA,, pero si que produce elongacion en respuesta a GA,.
Ingram y col., (1984), han demostrado que GA,, se metaboliza a GA,,
GAg v GA,4 en el genotipo normal, mientras que en el mutante le,
GA,; se convierte principalmente en GA,y y GA,4-catabolito. Estos au-
tores concluyeron que el gen Le codifica la 3B-hidroxilasa que sinte-
tiza GA, a partir de GA,,. En Pisum, la relaciéon entre los niveles de
GA, y la elongacion del tallo se apoya en tres observaciones: todos los
mutantes de sintesis son deficientes en GA,, pero no necesariamente
en sus precursores; si se aplican exégenamente los niveles adecua-
dos de GA, se obtienen fenocopias de los tipos normales; cuando se
aplica ["H]GA,, a plantas na le y na Le se detecta una relacion lineal
entre la radioactividad en el tejido apical, correspondiente a [*H]GA,
(el producto 2[3-hidroxilado de GA,) y la elongacion: también existe
una estrecha correlacion lineal entre los niveles endogenos de GA, y
la longitud de los internudos entre las plantas que poseen el alelo
mas severo le”, (niveles de GA, muy bajos e internudos muy cortos),
el alelo le {(niveles bajos de GA, e internudos cortos) y el alelo salvaje
Le (niveles de GA, y longitud de los internudos normales).

Cucumis sativus es una especie que responde mejor a GA, que a
las GAs 13-hidroxiladas como GA, o GA;. La sintesis de GAs en esta
planta procede a través de la no-hidroxilacion con una ramificacion
tardia que conduce a GA, via 3B-hidroxilacion de GA,. Mediante el
uso de BX-112, Nakayama y col., (1991), han concluido que GA, pre-
senta actividad intrinseca en el proceso de eclongacion del tallo de Cu-
cumis. La cuestion, sin embargo, no esta resueclta definitivamente
puesto que la actividad de GA, podria deberse a su metabolismo a
GA,, aunque esta posibilidad no explica porque el precursor (GA,) es
mas activo que el propio producto (GA,).

Los descubrimientos que se han llevado a cabo en Arabidopsis
thaliana y Spinacea oleracea, como se vera en los capitulos siguien-
tes de esta monografia, no resuelven los dilemas anteriores plantea-
dos en el maiz y guisante, pero demuestran que GA, es una GA ac-
tiva de la 13-hidroxilacion. Asimismo, mutaciones que controlan la
biosintesis de GAs se han descrito también en otras muchas espe-



cies, como por ejemplo, las mutaciones dx (kaureno sintasa) y dy
(3B-hidroxilacion) en el arroz y gibl v gib3 en el tomate (Fig. 6).

b) Mutantes enanos insensibles. En el maiz, la mutacion Dwarf 8,
(D8), causa un fenotipo semejante al de los mutantes biosintéticos,
aunque por el contrario, los mutantes D8 no responden a las GAs
exogenas. Este mutante, que contiene el espectro completo de GAs
detectadas en el genotipo normal, acumula sin embargo niveles mas
elevados de GA,,, GA, y GAg (Fujioka y col., 1988). En el trigo, la mu-
tacion Rht3, es probablemente equivalente a la mutacion D8 del
maiz. Las mutaciones anteriores incluida la mutacion gai de Arabi-
dopsis, como se¢ vera en los capitulos siguientes, son dominantes,
confieren insensibilidad a las GAs exogenas y acumulan GAs C,4 ac-
tivas. Los genes responsables de estos genotipos controlan algiun
paso mas alla de la sintesis de GAs activas y las mutaciones proba-
blemente afectan al propio receptor de las GAs o a algun paso poste-
rior en la via de la transduccion de la senal (Fig. 6).

Los alelos recesivos lk, lkb y lka producen en el guisante mutacio-
nes que confieren enanismo sin alterar los niveles de GAs. Estas
plantas tienen asimismo muy poca capacidad para responder a las
GAs exogenas. Ninguno de estos alelos parece afectar la «percepcion»
de la GA activa, sino mas bien los procesos posteriores de elongacion
celular. Mutantes enanos insensibles que no son deficientes en GAs
también se han encontrado en Silene armaria, Phaseolus vulgaris,
Glycine max, Hordeum vulgare y Brassica napus entre otras cspecies.

¢) Mutantes «slender». En la cebada, el allelo sin 1 en homozigosis
confiere el fenotipo «slender», que se caracteriza por un crecimiento
excesivo de las vainas de las hojas y de los internudos del tallo. Este
mutante es insensible a las GAs exogenas y contiene reducidos nive-
les de GA,, GA; y GA,,, aunque acumula el precursor GA,4 (Croker y
col., 1990). El Paclobutrazol reduce atin mas los niveles de gibereli-
nas endogenas pero no tiene efecto sobre la longitud del tallo y de las
hojas del mutante. El crecimiento vegetativo en este mutante parece
ser totalmente independiente de la presencia de GAs. En guisante, la
combinacién de los alelos recesivos de los genes la y su copia cry’
produce un tallo elevado, que fenotipicamente es similar al de las
plantas normales tratadas con concentraciones saturantes de GA, o
GA;. La altura del tallo en este mutante tampoco se modifica con
GAs exogenas ni con inhibidores de la sintesis de GAs. El gen pro del
tomate en homozigosis produce un fenotipo idéntico al de las plantas
isogénicas normales tratadas con GA;: incremento del nimero y de
la longitud de las células del tallo. Las plantas pro contienen niveles
menores de GA, y GA,, aunque a diferencia de las mutaciones ante-
riores, responden ligeramente a las GAs, sobre todo en el estadio de
plantula. Esta observacion sugiere que la mutacion es distinta a las
anteriores, o bien que es una mutacion «slender» con un grado me-
nor de severidad.
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Las mutaciones «slender» parecen actuar inhibiendo la accion de un
represor, cuyo efector o inductor seria un producto de GA, (o GA,). En
las plantas normales, la funcion de la proteina activadora de la trans-
cripcion estaria inhibida por una proteina represora. La presencia del
inductor permitiria el inicio de la transcripcion mediante la inactivacion
de la proteina represora. La sugerencia anterior implica que en las
plantas mutadas, la lesion genética imposibilita la unién de las protei-
nas activadora y represora. En este caso, la proteina activadora se com-
portaria como si GA, estuviera constantemente ejerciendo su accion.

Los mutantes insensibles Rth3, D8 y gai acumulan GAs C,,, como
GA,, y GA,, y contienen concentraciones reducidas de GAs C,,, como
GA,,. Los mutantes «slender, por el contrario, presentan niveles bajos
de GAs C,4 y niveles elevados de GA,,. Estas observaciones son consis-
tentes con la idea de que GA, ejerce un control negativo sobre su pro-
pia sintesis como consecuencia de su accion mediante un mecanismo
regulatorio de «eed-back». En los ejemplos anteriores, la oxidasa res-
ponsable de la conversion de GA,; a GA,, parece ser un enzima regu-
lado de esta manera. La mayoria de especies, de hecho, acumulan
GA,; en mayor medida que otros intermediarios, lo que podria sugerir
que esta conversion es un paso limitante de la sintesis da GA,.

d) Mutantes hipersensibles. El gen lv del guisante causa una elon-
gacion excesiva del tallo y una respuesta muy pronunciada a todas
las concentraciones aplicadas de GA,, como si las plantas fueran hi-
persensibles a la misma. Los niveles de GAs endogenas son normales
y el metabolismo de las mismas también parece ser normal. Los inhi-
bidores de la sintesis de GAs, sin embargo, son muy efectivos en es-
tos genotipos. Estas caracteristicas contrastan con el mutante «slen-
der» que siempre presenta un fenotipo muy elongado
independientemente del nivel endogeno de GAs.

Otro sistema importante en donde se ha estudiado la funcion de las
giberclinas en los procesos de desarrollo del tallo lo constituyen las
plantas de dia largo. El crecimiento del tallo en las plantas de dia
largo (long-day, LD = 8h de luz intensa, 16h de luz incandescente de
baja intensidad), también conocidas como plantas en roseta, depende
del fotoperiodo. En condiciones de dia corto (short-day, SD = 8h de luz
intensa, 16h obscuridad), estas especies desarrollan una roseta de ho-
jas basales que permanece en estado vegetativo. El crecimiento del ta-
llo y la floracion posterior tienen lugar bajo condiciones de LD, aunque
se observan algunas diferencias en el tipo de respuesta. En espinaca,
por ejemplo, este efecto es directo; cuando plantas que estan someti-
das a condiciones inductivas se trasladan a condiciones de SD, el cre-
cimiento del tallo y el desarrollo floral cesan. Por otro lado, en Silene
armeria y Agrostema githago este efecto es inductivo, ya que la elonga-
cion del tallo y la floracion pueden producirse en dia corto si las plan-
tas han sido previamente inducidas en dia largo.



En las especies anteriores, la elongacion del tallo esta mediatizada
por el control fotoperiédico del metabolismo de GAs. Diversas lineas
de evidencia apoyan esta conclusion como se mostrara en los capitu-
los siguientes de esta monografia.

En los frutos con semillas se puede establecer una relacion cuan-
titativa entre el namero de semillas y el desarrollo del fruto. En gene-
ral, la eliminacion de las semillas mediante emasculacion o extrac-
cion detiene el desarrollo del fruto y produce abscision. Estas
observaciones sugieren que el control del crecimiento del fruto esta
influenciado por las semillas. En algunos frutos como en el guisante,
pera, Iresa y tomate, la aplicacion de GA; a frutos emasculados sus-
tituye el efecto de la polinizacion y las semillas y estimula el creci-
miento de [rutos partenocarpicos (Goodwin, 1978). La influencia de
las GAs también es evidente en muchos estudios en donde se mues-
tra que el tratamiento exégeno antes o durante la antesis de la flor
induce el crecimiento partenocarpico del fruto. En los frutos con se-
millas, por tanto, las GAs producidas en las mismas parecen regular
el crecimiento del fruto. De hecho, la aplicacion de GAs a los ovarios
o frutos induce una movilizacion de asimilados y compuestos fotosin-
tetizados que parece ser esencial para el crecimiento normal del
fruto. En general, las GAs se concentran en las semillas, y tienden a
incrementar sus niveles conforme se desarrolla el fruto. Los frutos
emasculados contienen normalmente niveles de GAs mas bajos que
los frutos con semillas, como por ejemplo en la pera o en el guisante
(Garcia-Martinez y col., 1987). Sin embargo. los frutos genéticamente
partenocarpicos contienen niveles elevados GAs. En los frutos sin se-
millas, el factor responsable de la partenocarpia parece estimular la
presencia de contenidos hormonales relativamente altos en los ova-
rios en antesis, lo cual permite el desarrollo del fruto en ausencia de
polinizacion o fertilizacion.

En Citrus sinensis, los mutantes partenocarpicos que tienen idén-
tica capacidad de fructificacion que los genotipos parentales con se-
millas, también presentan la misma pauta evolutiva en los niveles de
GA,, GA,,. y GA,, si bien es cierto que las variedades partenocarpicas
contienen niveles ligeramente mas elevados. En ambos tipos de fru-
tos se produce un incremento en la concentracion de GA, durante la
antesis, aunque los niveles se reducen durante el estadio inmediata-
mente posterior. Al contrario que GA,, las giberelinas GA,, y GA, (los
precursores probables de GA,), mantienen niveles bajos y constantes
durante el momento de apertura de la flor, pero incrementan progre-
sivamente sus concentraciones después de la misma. Cuando se
comparan variedades sin semillas que poseen distinto grado de par-
tenocarpia (distinta capacidad para desarrollar frutos sin semillas),
se observa que el cultivar con menor grado de fructificacion contiene
niveles menores de GAs endogenas. La aplicacion exogena de GAy
mejora considerablemente el cuajado del fruto en este cultivar pero
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no tiene efecto en la variedad altamente partenocarpica. En ambas
especies, la inhibicion de la sintesis de GAs producida por el Paclo-
butrazol detiene el crecimiento del fruto y produce abscision, mien-
tras que el tratamiento conjunto del inhibidor y del GA, potencia el
cuajado del fruto. El contenido en GAs de los ovarios en desarrollo de
estas variedades parece ser, por tanto, un factor limitante en los pro-
cesos de cuajado y desarrollo partenocarpico del fruto. Al igual que
ocurre con el crecimiento vegetativo, las GAs 3B-hidroxiladas son
muy activas en la promocion del desarrollo del fruto.

Las giberelinas activan la divisién y elongacion celular
y también promueven la sintesis de proteinas y enzimas

El estudio del mecanismo de accion de las GAs se ha centrado prin-
cipalmente en dos campos distintos. En el terreno de la biofisica, se in-
vestiga la funcién de las GAs en los procesos de division y clongacion
celular. En el campo de la bioquimica, los efectos mas importantes de
las GAs se relacionan con la capacidad de las mismas para promover
la sintesis de ARN y proteinas. En esta seccién se discuten ambas li-
neas de investigacion separadamente por conveniencia, porque en rea-
lidad no tenemos evidencias para suponer que las bases moleculares
de la accion de las GAs sean distintas en ambos procesos.

El crecimiento del tallo, basicamente, es el resultado de la division y
elongacion celulares. Una de las funciones mas importantes de las
GAs en la promocion del crecimiento del tallo es la induccion de la di-
vision celular en el meristemo subapical. Las GAs parecen acortar la
interfase del ciclo celular induciendo a las células de la fase G1 a sin-
tetizar ADN. En las plantas en roseta, las condiciones de LD o la apli-
cacion de GAs incrementa el tamano de la region meristematica au-
mentando la proporcion de células que entran en division celular
(Sachs y col., 1959). Esta nueva region meristematica produce la in-
mensa mayoria de células que contribuyen posteriormente en la elon-
gacion del tallo. En Silene armeria, como veremos en los capitulos si-
guientes, las divisiones celulares que se originan en esta zona (entre
1.5 y 3.5 mm por debajo del meristemo apical) son principalmente
transversales, lo que da lugar a largas columnas de células paralelas.
Las células formadas en esta region son mas cortas que las células de
la zona correspondiente en las plantas no inducidas, aunque conser-
van el mismo diametro. En el nuevo meristemo subapical formado en
condiciones de LD, los niveles endogenos de GA: se incrementan 30 ve-
ces, Existe, por tanto, una correlacion espacial entre la acumulacion
de GA, y el incremento en la actividad mitéotica que tiene lugar en el
meristemo subapical. Estos descubrimientos seran descritos con ma-
yor profundidad en los capitulos posteriores de esta monografia.



Las GAs, sin embargo, no tienen un efecto pronunciado en la in-
duccion de la division celular en cultivos celulares o secciones aisla-
das de plantas. En algunos sistemas, la aplicacion de GAs produce,
por el contrario, una respuesta de elongacion celular muy marcada.
Los segmentos o fragmentos de hipocotilos de lechuga y pepino, de
tallos de avena y arroz de agua profunda (deep-water rice), y de cole-
optilos de trigo son ejemplos de tejidos que retienen esta capacidad
después de la excision. En fragmentos de tallos de avena, el trata-
miento con GAs detiene la division celular y estimula la elongacion
celular en el meristemo intercalar (Kaufman, 1965). La respuesta a
las GAs es considerablemente rapida (10-15 min en los hipocotilos de
lechuga, 3 h en los tallos de avena) y comparable a la respuesta de
elongacion producida por las auxinas en otros sistemas. Diversos
factores parecen estar involucrados en este tipo de respuesta. Las
GAs revierten, por ejemplo, la inhibicion de la elongacion de los hipo-
cotilos de lechuga, guisante y pepino que produce la luz roja. Estas y
olras observaciones que se senalan en la cuarta parte de esta mono-
grafia, indican que el fitocromo interviene en este proceso. El etileno,
en particular, mediatiza el efecto de las GAs en la elongacion de plan-
tas acuaticas o semi acuaticas como el arroz de agua profunda. Es-
tas plantas producen internudos muy elongados cuando se encuen-
tran parcialmente sumergidas. La misma respuesta puede ser
reproducida en plantas que crecen en el aire mediante el tratamiento
con etileno, mientras que la aplicacion de inhibidores de la sintesis
de GAs bloquea este efecto tanto en plantas sumergidas como en
plantas tratadas con etileno (Raskin y Kende, 1984).

El crecimiento o expansion celular depende de la rigidez (o flexibi-
lidad) de las paredes celulares que se opone a la fuerza que produce
la turgencia interior. Aunque las GAs no afectan el potencial osmo-
tico ni otros diversos parametros relacionados con la turgencia, si
que producen en cambio modificaciones sensibles en la extensibili-
dad de las paredes celulares. Numerosas hipotesis se han presen-
tado para explicar como las paredes celulares podrian perder rigidez
y hacerse mas flexibles tras la aplicacion de GAs. Entre otros efectos,
las GAs inducen la sintesis de polimeros, influyen en la penetracion
del calcio y en algunos sistemas, inhiben la liberacion de peroxidasas
en las paredes celulares. La hipotesis del crecimiento acido, que se
ha aplicado a la fase inicial de la elongacién inducida por las auxi-
nas, también ha sido adelantada para explicar el efecto de las GAs.
Aunque existe un paralelismo evidente entre la elongacion inducida
por las GAs y los cambios observados, no tenemos evidencias sufi-
cientes para afirmar que estos cambios preceden a la respuesta de
elongacion. Por tanto, no podemos establecer una relacion causal en-
tre ambos procesos.

A un nivel molecular todavia desconocemos la cadena de reaccio-
nes bioquimicas mediante la cual las GAs ejercen su accion, aunque
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existen pocas dudas de que las GAs regulan la expresion de determi-
nados genes controlando la transcripcion de los mismos. La mayor
parte de nuestro conocimiento en esta area se ha obtenido estu-
diando la respuesta de las células de la capa de aleurona de las se-
millas de los cereales, en donde se han identificado proteinas y
ARNms regulados por las GAs y se han aislado y secuenciado los ge-
nes involucrados. Nuestro progreso es mucho menor en otros proce-
sos controlados por las GAs. En los mutantes d5 del maiz y le del
guisante, por ejemplo, las GAs inducen cambios observables en la
sintesis de polipétidos en 30 min (Chory y col., 1987). La funcion de
estas proteinas, sin embargo, es totalmente desconocida. Las GAs
controlan los niveles de varias enzimas flavonoides de la sintesis de
antocianos, los cuales determinan la pigmentacion de la corola de las
flores. Weiss y col., (1992), han demostrado, que el GA; controla la
expresion del gen de la chalcona sintetasa (chs) en la flor de la petu-
nia al nivel de la transcripcion. El modelo propuesto en este sistema
sugiere que la accion del GA; esta mediatizada por una proteina re-
gulatoria como un receptor especifico o un factor de transcripcion.

COLEOPTILO
[ TESTA PERICARPIO
e CAPA DE
ALEURONA
ESCUTELO ENDOSPERMO
GAs x-amilasa
‘\ /’_\ Almidén
y otras
Productos de enzimas
degradacion hidroliticas
RAIZ

Figura 8
Sintesis de o-amilasa en la semilla de cebada inducida por las giberelinas



En la capa de aleurona de los cereales, las GAs y el ABA aumen-
tan y disminuyen la expresion de un buen nimero de genes de forma
antagonica. La semilla de los cereales se puede dividir en dos partes:
el embrion y el endospermo (Fig. 8). El primero es un tejido diploide
que contiene un organo especializado de absorcion que se denomina
escutelo (escutellum). El endospermo, que basicamente es un tejido
de reserva triploide, esta compuesto a su vez por dos tipos de tejidos
claramente dilerenciados: el endospermo almidonoso y la capa de
aleurona. El endospermo almidonoso esta formado por ceélulas inte-
riores de paredes muy delgadas que almacenan granos de almidon.
LLa capa de aleurona rodea al endospermo almidonoso y esta consti-
tuida por células de paredes mas gruesas que contienen numerosos
cuerpos proteicos y lipidicos. Durante la germinacion, las reservas
del endospermo son hidrolizadas y los azucares, aminoacidos y de-
mas compuestos solubles formados son absorbidos por el escutelo y
transportados al embrion en crecimiento. La capa de aleurona, que
es un tejido formado por unas pocas capas de células (1 a 4), libera
en el endospermo las enzimas hidroliticas responsables de la degra-
dacion de las reservas. La liberacion enzimatica que tiene lugar en
las semillas depende de la presencia del embrién, que contiene GAs
endogenas que son transportadas al endospermo, y de aqui a la capa
de aleurona en donde estimulan la funcion digestiva de la misma. El
efecto inductivo del embrion puede ser sustituido por soluciones
tamponadas que contienen GA, v Ca . A diferencia del Ca , que pa-
rece ser un factor necesario durante el procesamiento y liberacion de
las enzimas hidroliticas, el GA; promueve directamente la sintesis de
las mismas activando la trascripcion de los genes que codifican di-
chas proteinas. El GA; también disminuye, por ejemplo, la transcrip-
cion de varios genes ribosomales, mientras que el ABA antagoniza los
cambios inducidos por el GA; en ambos tipos de genes.

La capa de aleurona de la cebada, en respuesta al GA,, sintetiza,
amilasas, proteasas, ribonucleasas, fosfatasas, etc., aunque las ami-
lasas, los enzimas que degradan el almidén, constituyen el 60-70%
de las proteinas sintetizadas. La produccion de o-amilasa en la capa
de aleurona es una sintesis de movor y se bloquea mediante inhibi-
dores de la transcripcion y traduccion. Mediante experimentos de
traduccion «in vitro» se comprob6 indirectamente que las GAs incre-
mentan considerablemente los niveles de ARNms traducibles de la
o-amilasa, 1-2 h antes de que se produzca la liberacion de la prote-
ina en el medio (Higgins y col., 1976). Posteriormente, cuando los
clones de ADNc de la a-amilasa estuvieron disponibles, se demostro
que el incremento observado afecta a los niveles totales de los
ARNms de la a-amilasa. Chandler y col., (1984), utilizando estos clo-
nes en experimentos de «Northen», comprobaron que el GA; aumenta
los niveles de los ARNms que hibridan con la sonda de ADNc de la o-
amilasa, corroborando los resultados de los experimentos obtenidos
en las traducciones «n vitro». La prucba definitiva de que el GA; esti-
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mula la transcripcion de los ARNms de la oa-amilasa fue proporcio-
nada por Jacobsen y Beach, (1985), mediante experimentos de «nu-
clear run-offs. Los resultados obtenidos en estos experimentos de-
mostraron que solamente los nucleos aislados de células tratadas
con GA; son capaces de sintetizar niveles significativos de los ARNms
de a-amilasa. Estos trabajos sugieren que el efecto mas importante
de las GAs en la sintesis de o-amilasa es la activacion de la trans-
cripcion de los genes que codifican dicha proteina.

En la cebada, las isoenzimas de la a-amilasa pueden dividirse en
dos grupos con distinto punto isoeléctrico (bajo pl y elevado pl), cuya
sintesis esta dirigida por dos poblaciones distintas de ARNms. Los
genes que codifican las isoenzimas de bajo y alto pl se han localizado
en los cromosomas 1 y 6, respectivamente. El analisis funcional de
estos genes ha demostrado que sus promotores contienen determina-
das secuencias que pueden considerarse «clementos que responden a
las GAs» (secuencias GARE). En este tipo de ensayos se construyen
genes quiméricos mediante la fusion de fragmentos de distinta longi-
tud de promotores de los genes de la a-amilasa, con genes «marcado-
res» (como el gen de la B-glucoronidasa). Los genes quiméricos se in-
troducen en plasmidos que se transfieren a protoplastos de la
aleurona en donde se estudia la expresion del gen marcador en res-
puesta al GA; y al ABA. Utilizando estas técnicas, Jacobsen y Close,
(1991), han mostrado que el GA; incrementa, y el ABA bloquea de
forma antagonica, la expresion del gen marcador.

El estudio de los promotores de los genes de la c-amilasa también
ha revelado la presencia de otras secuencias o motivos altamente
conservados que presentan distintas funciones. En principio, las se-
cuencias GARE son responsables del control hormonal, mientras que
un segundo tipo de elementos parece controlar la expresion temporal
y espacial. Un tercer grupo de elementos regula, ademas, la intensi-
dad de la expresion. Estudiando el promotor del gen Amy32b que co-
difica un isoenzima de bajo pl, Lanahan y col., (1992), han adelan-
tado un modelo funcional que se basa en la interrelacion de estos
tres tipos de elementos. El promotor del gen Amy32b contiene dos
elementos fisicamente asociados, pero con funciones distintas: una
secuencia GARE compuesta por TAACAAA (o TAACAGA), que proba-
blemente mediatiza la regulacion hormonal por parte de las GAs, y
una secuencia O2S (opaque-2 binding sequence), que se cree que in-
teracciona con una proteina regulatoria de la cebada homologa a la
proteina «opaque-2» detectada en el maiz. Esta proteina, que con-
tiene una «cremallera o anillo de leucina» (leucine zipper), es un fac-
tor de la transcripcion especifico del endospermo. El nivel de expre-
sion esta controlado por dos elementos adicionales: a) una secuencia
CCTTTT, que esta situada entre el elemento GARE y el elemento
02S, con el cual forma una secuencia muy similar a lo que se conoce
como «elemento del endospermo» (endosperm box); y b) una secuen-



cia TATCCATGCAGTG, que es un elemento fisicamente separado de
los anteriores, pero muy conservado en los promotores de los genes
de la o-amilasa. La proteina que se asociaria al elemento CCTTTT fa-
cilitaria la interaccion entre las proteinas que se unen a la secuencia
O2S y las proteinas que se unen a la secuencia GARE. En ausencia
de GAs, un grupo especifico de cada familia de proteinas se uniria a
estas secuencias inhibiendo la transcripcion y bloqueando la res-
puesta. Las GAs inducirian la asociaciéon de otro tipo de proteinas
que interaccionarian entre si formando heterodimeros que activarian
la transcripcion. -

La estimulacion de la transcripcion por parte de las GAs parece
estar mediatizada, por tanto, por factores de la transcripcion que
probablemente actian de forma similar a las proteinas regulatorias
de los operones en los procariotas. La presencia de este tipo de pro-
teinas para los genes de o-amilasa se ha demostrado en arroz y ce-
bada mediante «ensayos de cambios de la movilidad» (mobility shift
assay, gel retardation assay) (Out-Lee y col., 1988). Estos autores
aislaron clones de ADN de o-amilasa de arroz y estudiaron su movili-
dad en presencia de proteinas nucleares extraidas de células trata-
das y no tratadas con GA; de la capa de aleurona. El extracto de los
tejidos tratados contenia proteinas que se unen especificamente al
ADN de la a-amilasa produciendo un retraso en la migracion del
ADN a lo largo del recorrido electroforético. Estas proteinas protegen
un cierto fragmento de ADN contra la digestion de la exonucleasa. La
region especificamente protegida corresponde a una secuencia de los
promotores de estos genes, de aproximadamente 80 pb, que presenta
una homologia muy grande a zonas similares detectadas en los genes
de la a-amilasa de la cebada.

En la actualidad se estan realizando numerosos intentos para ais-
lar el «receplor o receptores» de las GAs. Algunas indicaciones sugie-
ren que las GAs son percibidas en la membrana celular. La union de
las GAs al receptor podria inducir algun tipo de cambio que iniciaria
la cadena de la transduccion de la senal, cuyo ultimo eslabén parece
ser la liberacion de factores especificos de la transcripcion.
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PARTE SEGUNDA

Enanismo genético reversible
e irreversible. Mutaciones enanizantes
en Arabidopsis thaliana (L)






1. Las mutaciones genéticas que interrumpen
la sintesis de giberelinas impiden la elongacion del tallo
y provocan enanismo

Resumen

Se han identificado 20 giberelinas (GAs) distintas en brotes de
Arabidopsis thaliana cv Landsberg mediante cromatografia de gases
en combinacion con espectrometria de masas. Ocho de ellas son
miembros de la 13-hidroxilacion (GAs;, GA,s, GA,, GA,, GA,, GA,,,
GA,4, GAg), otras seis pertenecen a la ruta de la 3-hidroxilacion GAg;,
GA,;, GAs5, GA,4, GA,, GA,,), mientras que las restantes estan inclui-
das en la via de la no-hidroxilacion en las posiciones 3 y 13 (GA,.,,
GA,;, GA,,, GA,s, GAg, GA,)). En el genotipo salvaje asi como en las
mutaciones semienanizantes ga4 y gab, se cuantificaron siete de es-
tas GAs mediante SIM (selected ion monitoring) y el uso de estanda-
res deuterados internos. Los niveles relativos del resto de GAs se
compararon mediante determinaciones de las intensidades ionicas.

En comparacion con el fenotipo salvaje, €l mutante ga4 contiene
niveles reducidos de las giberelinas 3-hidroxiladas y 3,13-hidroxila-
das, y acumula las giberelinas 13-hidroxiladas. El gen ga4, por
tanto, codifica para un proteina con actividad 3fB-hidroxilasa. La mu-
tacion ga5 mostro niveles reducidos de las giberelinas C,,, indicando
que el gen gab5 controla la oxidacion y posterior pérdida del carbono
C-20. Los datos de crecimiento en respuesta a la aplicacion de gibe-
relinas, asi como la acumulacion de GA, en el mutante ga4, indican
que GA; no es un giberelina con actividad biologica intrinseca. Los
datos también indican que la causa del enanismo en estas mutacio-
nes es la reduccion de los niveles de GA, y GA,.

Introduccion

La biosintesis de GAs comprende una serie de pasos oxidativos
que conducen a la formacion de las GAs activas. En las distintas es-
pecies se han detectado diferentes vias de sintesis dependiendo del
patron de hidroxilacion. En muchas plantas superiores como en el
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maiz o en el guisante la ruta de sintesis principal corresponde a la via
de la 13-hidroxilacion (GAs;. GA.. GAg, GA,. GA,, GA,;. GA,y. GAy),
aunque en determinados organos. como en el embrion de guisante
esta via se completa con la ruta de la no-hidroxilacion (GA,,, GA,,.
GA,5, GAg, GA4)). En el endospermo de la semilla de la calabaza y tam-
bién en otros materiales vegetales se ha encontrado una via paralela
adicional formada por miembros 3 B-hidroxilados (GAs, GA,, GA;,).

Los enzimas implicados en las interconversiones de giberelinas
son muy dificiles de purificar debido a su inestabilidad y poca abun-
dancia. El funcionamiento a nivel molecular y la regulacion de los
mecanismos de control de estas conversiones se desconocen casi por
completo. Una aproximacion paralela para obtener estos enzimas y
poder estudiarlos con garantias estriba en la identificacion de muta-
ciones que alteren el funcionamiento de los mismos. El aislamiento
posterior puede permitir el clonaje de los genes implicados.

Tabla 1.1.
Mutaciones enanizantes de Arabidopsis thaliana, y principales
caracteristicas de las mismas. Se especifica la denominacion
del gen afectado y el fenotipo resultante.

GEN FENOTIPO

ga-1 no germina, enano, sensible a GAs
ga-2 no germina, enano, sensible a GAs
ga-3 no germina, enano, sensible a GAs
ga-4 germina, semienano, sensible a GAs
ga-5 germina, semienano, sensible a GAs
ga-i germina, semienano, insensible a GAs

En Arabidopsis thaliana se han detectado varias mutaciones, de-
nominadas gal, ga2, ga3, ga4, gab y gai (Tabla 1.1), que producen
enanismo y parecen estar relacionadas de alguna forma con las gibe-
relinas (Fig. 1.1). En el presente trabajo se han identificado las gibe-
relinas de esta especie, y se muestra que se agrupan en tres vias bio-
sintéticas paralelas: las rutas de la 13-, de la 3,13- y de la
no-hidroxilacion. Ademas, en las mutaciones ga4 y gab se cuantifi-
can sus niveles para determinar los pasos de las rutas bloqueados,
y se identifican los enzimas codificados por los genes ga4 y ga5.

Resulitados

Se han identificado 20 GAs distintas en los extractos del genotipo
salvaje de Arabidopsis thaliana, variedad Landsberg (Ler), que son
GAss, GA GAy, GAy, GA,, GA,;, GAyg, GAg, GAz;, GAyy, GAyg, GAj3,
GA,, GA;,, GA,,, GA,;, GA,,, GA,;, GA,, vy GA;, (Tabla 1.2). De estas



Figura 1.1.
Fenotipos de Arabidopsis thaliana.
Sup. izq.: ga4, ga5 y fenotipo salvaje.
Sup. der.: ga4, gab y fenotipo normal tratados con GAs.
Inf. izq.: mutaciones aléticas de gal.
Inf. der.: gal, ga2 y ga3.
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Tabla 1.2.

Giberelinas identificadas en Arabidopsis thaliana, genotipo salvaje
y mutantes ga4 y gab.

) Fraccion Ion m/zy
Ga Genntipa de HPLC KRI abundancia relativa
GA,, Ler 33-36 2331 M 360 (2), 328 (20), 300
(100), 285 (21), 269 (7),
240 (25), 225 (17)
gad 2328
gab 2329
GA;s Ler 30-32 2653 M’ 344 (23), 326 (2), 312
(22), 298 (14), 284 (53),
239 (100), 195 (30)
ga4d 2650
gab 2650
GA,, Ler 30-32 2451 M’ 374 (4), 346 (12),
342 (43), 314 (100), 310 (35),
286 (87), 226 (95)
gad 2453
gab 2453
GA,;5 Ler 30-32 2440 M’ 404 (1), 372 (20), 344 (4),
312 (80), 284 (100), 253 (10),
225 (52)
gad 2443
gab 2443
GA, Ler 30-32 2327 M’ 330 (20), 298 (100),
286 (21), 270 (83), 243 (40),
227 (56), 226 (40)
gad 2326
GAs3 Ler 28-29 2464 M’ 448 (53), 419 (12),
416 (15), 389 (30), 251 (28),
241 (19), 235 (20)
gad 2468
gab 2468
GAjo gad 28-29 2568 M’ 420 (55), 405 (35),
389 (7), 376 (12), 363 (11),
361 (22), 345 (10)
GA, Ler o7 2489 M 418 (27), 386 (21),

328 (31), 289 (70), 284 (100),
225 (77), 224 (82)




Tabla 1.2.
Giberelinas identificadas en Arabidopsis thaliana, genotipo salvaje
y mutantes ga4 y gab. (Continuacion)

& ) Fraccion lon m/zy
G Enptpe de HPLC Rl abundancia relativa
GA,, Ler 25-26 2554 M’ 492 (73), 477 (5),
460 (40), 432 (32), 401 (20),
: 373 (35), 208 (100)
gad : 2558
Gy, Ler 25-26 2620 M’ 506 (100), 459 (5),
431 (5), 416 (6), 288 (11),
229 (13), 223 (15)
GA, Ler 25-26 2491 M 418 (5), 386 (30),
343 (12), 328 (24), 284 (100),
268 (73), 225 (82)
gad 2492
GA,, Ler 23-24 2576 M’ 462 (10), 447 (6).
434 (100), 431 (9), 402 (39),
375 (53), 374 (60)
gad 2582
gab 2582
GAg; Ler 23-24 2763 M’ 432 (9), 417 (4), 401 (2),
342 (14), 310 (28), 284 (21),
282 (16)
17-OH-GA5; Ler 23-24 2708 M 538 (12), 523 (3),
448 (28), 407 (55), 375 (100),
347 (25), 297 (21)
gad 2709
gab 2709
GA,, Ler 23-24 2786 M’ 432 (78), 417 (18),
403 (6), 373 (19), 357 (5),
238 (41), 207 (100)
ga4 2786
Ghsg Ler 2103 2578 M’ 462 (9), 430 (58),
402 (33), 374 (22), 340 (23),
312 (48), 284 (100)
gab 2584
GA,3 Ler 21-92 2564 M' 492 (3), 477 (10), 460 (9),

436 (12), 400 (30), 310 (30),
282 (27)

43



44

Tabla 1.2.
Giberelinas identificadas en Arabidopsis thaliana, genotipo salvaje
y mutantes ga4 y ga5. (Continuacion)

x . Fraccion lonm/zy

G Genotipo de HPLC KRI abundancia relativa

GA,, Ler 21-22 2861 M’ 520 (69), 505 (6), 489 (3),
430 (12), 343 (23), 223 (24),
217 (100)

GA,, Ler 21-22 2468 M 418 (100), 403 (18),

375 (47), 359 (11), 301 (17),
235 (7), 207 (55)

gad 2471

GA, Ler 15-16 2627 M’ 506 (100), 491 (16),
448 (28), 390 (9), 377 (11),
313 (18), 207 (27)

GAy Ler L1128 - 2630 M’ 506 (100), 491 (12),
447 (8), 375 (17), 303 (30),
291 (7), 207 (33)

gad 2630
GAg Ler 7-10 2745 M’ 594 (100), 579 (9),

535 (11), 504 (4), 448 (20),
379 (16), 375 (15)

GAs, 14 de ellas se identificaron comparando sus espectros de masas
y los indices de Kovats con GAs auténticas de referencia. El resto,
concretamente GA;5, GAyy, GAgs, GA5;, GAy7, ¥y GAg,, S€ caracterizaron
en base a espectros de masas publicados previamente. Las mismas
giberelinas excepto GA,, v GA,; se detectaron asimismo en extractos
de la variedad Columbia (Co).

En los extractos de la mutacion ga4 no se detectaron GAs 3-hidro-
xiladas, ni GAs 3,13-hidroxiladas, mediante el estudio de full-scan o
barrido completo, aunque todas las GAs restantes identificadas en el
genotipo Ler se encontraron también en ga4. Sin embargo, mediante
el modo SIM se obtuvieron evidencias de la presencia de las GAs no
detectadas mediante full-scan (véase mas abajo).

En los extractos de la mutacion gab no se encontraron GAs Cq
ni determinadas GAs C,, como GA,, GA,,, GAs; o0 GA,;. Sin em-
bargo, GA,, y GAs; se detectaron a niveles elevados. Como en el
caso anterior, todas las GAs no detectadas mediante full-scan fue-
ron identificadas en modo SIM (GA,, GAg, GA,, GAy, GAL, GA,;,



GA,p, GA,y, GA;,, GA,;, GA 5, GAs, Yy GA5,), aunque a niveles mucho
menores. Con respecto a GA,4, solamente se detectaron cinco iones,
m/z 448 (2), 416 (12), 388 (20), 298 (81) y 287 (100) al tiempo de
retencion correcto de GA,, (KRI = 2457) en los extractos de Ler y de
la mutacion gab, pero no en los extractos de ga4. Estas observacio-
nes parecen indicar que GA,, se encuentra en la variedad Ler a
concentraciones mucho menores que el resto de GAs, si es que se
encuentra presente.

En un conjunto de experimentos posteriores, se cuantificaron los
niveles de las GAs, GAss, GA,, GA,y, GA,, GAg, GA, y GA,, mediante
el uso de estandares internos deuterados en modo SIM (Tabla 1.3).
En comparacion con la variedad Ler, el mutante ga4 contenia niveles
menores de las GAs 3-hidroxi y 3,13-hidroxi (GA,, GA, y GA;, entre
un 73 y un 63 % menos). Sin embargo, las GAs 13-hidroxiladas, ex-
cepto GA53, se acumularon (GA,y, 228 % y GA,, 983%), asi como la
GA no-hidroxilada GA4 (320 %).

En el mutante gab, los niveles de las GAs C,y (GA,;, GA,, GAg,
GA, y GA,) fueron muy bajos (entre un 7 y un 29 % de aquellos de-
tectados en el genotipo salvaje). Sin embargo, los niveles de GA;; se
triplicaron en este mutante.

Los niveles relativos de aquellas GAs para las cuales no se dispuso
de estandares internos, se calcularon en base a las intensidades ioni-
cas de las estimaciones mediante SIM. En comparacion con el fenotipo
Ler, el mutante ga4 contiene niveles reducidos de GA,,, y GAs 3-hidro-
xiladas (GAg;, GA,;, GAszs. GA 3 y GAgy). El mutante mostroé niveles su-
periores de GAs 13-hidroxiladas (GA,,, GA,;, GA,) y GAs no-hidroxila-
das (GA;5. GA,,, GA,s, GA;,). Los niveles especificos de GA,y v GAs,

Tabla 1.3.
Niveles de giberelinas determinados mediante SIM en Arabidopsis thaliana
fenotipo salvaje y los mutantes ga4 y gab

ng/100 g

GA Ler ga4 gab

GA, 310 (122) 995 (505) 23 (32)
GA, 539 (244) 149 (30) 152 (32)
GAs, 701 (244) 318 (81) 2215 (727)
GAy 1174 (1321) 2675 (606) 1081 (427)
Gy 29 (102) 285 (354) 6 (32
GA, 34 (102) 12 30 10 (32
GA, 1148 (203) 430 (30) 243 (32)
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resultaron ser particularmente altos (Tabla 1.4). La mutacién ga5 acu-
mulé niveles elevados de algunas GAs C,, como GA,,, GA,, v GAgs,
mientras que el resto de GAs se encontraron a niveles muy similares o
incluso menores que los detectados en el genotipo Ler.

Las aplicaciones ex6genas de GAs, como GA,, GA, y GA,, a las
mutaciones ga4 y ga5 mostraron que GA, fue mas activa que GA, in-
duciendo el crecimiento del tallo en los dos mutantes, y también en
el cultivar Ler. Ademas, se observo una clara diferencia en la res-
puesta a GA,y entre las dos mutaciones. Esta GA fue practicamente
inefectiva en la mutacion ga4 pero presenté actividad elevada en el
mutante gad (Tabla 1.5).

Discusion

De acuerdo con el conocimiento actual sobre la sintesis de gibere-
linas en los vegetales superiores, las 20 giberelinas identificadas en
Arabidopsis pueden agruparse en tres rutas de sintesis paralelas: a)
la ruta de la 13-hidroxilacién temprana, que a partir de GA5; con-
duce a GA, y GAg, b) la ruta de la no-hidroxilacion en las posiciones
3y 13, que a partir de GA,, conduce a GAy y GA;,, vy ¢) la via de la 3-
hidroxilacion temprana, que probablemente, a partir de GA,, con-

Tabla 1.4.
Niveles de giberelinas en Arabidopsis thaliana fenotipo salvaje
y los mutantes ga4 y gab

Intensidad
G Rt (m) lon m/z Ler ga4 gab
GA,, 9'54” 300 19 13 45
GA 5 13'14" 239 11 33 14
GA,, 11'08” 314 32 127 176
Gl 11'00” 284 23 91 16
GA;, 11’'35” 284 20 268 9
GAs7 14'38” 310 22 21 7
GA,7 15'49” 520 15 5 26
GAs6 12'32", 284 94 43 158
GA,5 12'24” 310 15 8 8
GAs, 12'59” 506 52 44 21
17-OH-GA;; 13'564” 375 34 47 81
GA,, 14°'54” 432 35 88 18
GA,, 12'14” 492 9 26 3
GAyg 13'01” 506 4 42 1




duce a GA, vy GA;, (Fig. 1.2). La asignacion de las distintas GAs a una
determinada ruta de sintesis se basa en consideraciones estructura-
les y en demostraciones de conversiones especificas realizadas en
distintas plantas y sistemas vegetales. Los resultados establecen el
funcionamiento intrinseco e independiente de la ruta de la no-hidro-
xilacion. Por otro lado, no se excluye la conexion entre las tres rutas
paralelas, de modo que éstas podrian estar conectadas horizontal-
mente. Esta sugerencia implica que las hidroxilaciones se producen
o pueden producirse a distintos niveles de oxidaciéon en el carbono C-
20. Por ejemplo, en los sistemas acelulares del endospermo de semi-
llas de calabaza es GA,5, y no GA,, el precursor de GA;;. En la varie-
dad Ler y con los datos actuales no es posible establecer que
conversion tiene lugar con preferencia, una cuestion que tiene que
ser resuelta con estudios de aplicaciones de precursores marcados
(véase el siguiente capitulo de esta monografia).

Los resultados obtenidos con la variedad Co, en donde las extrac-
ciones se llevaron a cabo con material exclusivamente en estado ve-
getativo, también establecen que las tres vias operan tanto en orga-
nos reproductivos como en o6rganos vegetativos. En otras especies, se
ha indicado que los diferentes o6rganos podrian sintetizar distintas
GAs a través de rutas también distintas.

Tabla 1.5.
Elongacion del tallo en Arabidopsis thaliana fenotipo salvaje
y los mutantes ga4 y gab

Altura de la planta, cm

Genotipo Control GA, GA, GAg
Ler 32.5:0.7 34.5+0.9 35.56+0.3 31.5+0.6
gad 12.5+0.3 20.8+0.3 27.8+0.6 15.5+0.4
gab 12.4+0.4 21.4+0.8 27.8+0.9 24.2+1.6

Las cuantificaciones realizadas mediante el modo SIM en los
tres genotipos, indican que las mutaciones enanizantes ga4 y gab
no son mutaciones totales, sino mas bien mutaciones incomple-
tas. En este tipo de mutaciones el producto producido por la pro-
teina alterada se encuentra presente, aunque a niveles mucho me-
nores de lo esperado. Asi, las GAs posteriores al paso bloqueado
reducen sus niveles, pero aun estan presentes, lo cual sugiere que
la proteina afectada todavia es funcional aunque debe poseer una
actividad reducida. La explicacion alternativa exige la presencia de
dos o mas genes codificantes, uno de los cuales esta afectado to-
talmente y produce proteinas inoperantes, mientras que el otro o
los otros siguen operando al ritmo habitual.
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El mutante ga4 presenta niveles reducidos de todas las gibereli-
nas que poseen un grupo 3B-hidroxilo. Asi, la mutacion ga4, que
afecta a un solo gen, bloquea la sintesis de giberelinas 3-hidroxiladas
en las tres rutas, indicando que esta reaccion esta catalizada por un
unico enzima con especificidad de substrato baja, como parece ser
comun en otras hidrolasas.

La acumulacion de GAg en el mutante ga4, y de su producto 2f-hi-
droxilado GA;,, parece indicar que en el fenotipo salvaje, GA; se con-
vierte a GA, como ocurre en experimentos “in vitro” en sistemas acelu-
lares de endospermo de semillas de calabaza o en embriones de judia.
Ademas, resulta muy significativo que GA, posee actividad biologica
para estimular el desarrollo del tallo en la mutacion gad, pero por el
contrario es practicamente inefectiva en la mutacion ga4. Por tanto,
puede concluirse que GAg no es una GA activa por si misma, sino que
debe ser convertida a GA,, es decir debe hidroxilarse en la posicién 38,
para producir actividad. Con las premisas anteriores, se propone una
relacion precursor-producto entre GA, y GA, en Arabidopsis.

En los experimentos realizados también se muestra que GA, es
mas activa que GA, promoviendo la elongacion del tallo. Esta obser-
vacion parece sugerir, de igual forma, que GA, posee actividad biolo-
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Rutas de biosintesis de GAs en Arabidopsis thaliana
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gica intrinseca, como se ha sugerido en la calabaza, por ejemplo. Sin
embargo, la observacion no es concluyente, porque resulta significa-
tivo el hecho de que la efectividad de las giberelinas exogenas en los
tejidos de Arabidopsis guarde una correlacion estrecha con la es-
tructura de la GA, de forma que aquellas que presentan menos gru-
pos hidroxilos podrian ser mas penetrantes.

En estos mutantes, se ha demostrado que el tratamiento prolon-
gado con aplicaciones exogenas de GA; GA,;, GA,; 6 GA, restaura
completamente el fenotipo normal o salvaje. Estas cuatro gibereli-
nas, GA,, GA;, GA,, y GA,, poseen todas un grupo 3p-hidroxilo y son
activas en ambos mutantes, mientras que GAy, que no lo posee, no
lo es. La evidencia indica que el hecho crucial que confiere actividad
en la molécula de GA es la presencia del grupo 3p-hidroxilo, mas que
una configuracion tnica o exclusiva.

El mutante gab presento niveles reducidos de todas las gibereli-
nas C,4 independientemente del grado de oxidacion y de la posicion
del grupo hidroxilo. Ademas, en este genotipo se detectaron acumu-
laciones de las giberelinas C,,, GAs3;, GA5, vy 17-OH-GA53, al primer
nivel de oxidacion, asi como de GA,, y GAg al tercer nivel de oxida-
cion. Estos resultados indican que la mutacion gab bloquea la elimi-
nacion del carbono C-20 a nivel de aldehido, asi como la oxidacion
inicial del mismo. Una posible interpretacion de estos resultados su-
giere que en Arabidopsis un enzima unico cataliza tanto la oxidacion
del carbono C-20 como la eliminacion o pérdida del mismo posterior-
mente. En espinaca, hemos publicado con anterioridad resultados
interesantes en relacion con esta interpretacion, apoyando la hipote-
sis de que un Unico enzima cataliza la conversion de GA;; a GA,,, la
oxidacién del carbono C-20, y la conversion de GA,g a GA,,, es decir,
la pérdida del mismo (véanse los capitulos finales). Sin embargo,
otras explicaciones parecen ser posibles también. Por ejemplo, la
existencia de dos enzimas completamente distintos dependientes de
un factor comun afectado por la mutacion.

Por lo tanto, se concluye examinando los patrones de acumula-
cion de giberelinas en el fenotipo salvaje y en los mutantes ga4 y
ga5, que Arabidopsis posee tres rutas de sintesis de giberelinas que
operan en paralelo, aunque también existen conexiones laterales en-
tre las tres rutas. Estas son la via de la 13-hidroxilacion, la de la 3-
hidroxilacion y la de la no-hidroxilacion. De acuerdo con los niveles
de giberelinas detectados, las rutas mas importantes son, por este
orden, la de la 3-hidroxilacion y la de la no-hidroxilacion, mientras
que la ruta de la 13-hidroxilacién que conduce a GA, parece tener
mucha menos importancia. Esta observacion, sin embargo, podria
significar que la via realmente operativa controlando el crecimiento
del tallo es la ruta de la 13-hidroxilacion, es decir, aquella que man-
tiene su producto final, GA,, a niveles bajos y perfectamente regula-
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dos, en contraposicion a las otras dos rutas que parecen ejercer un
menor control sobre los niveles elevados de sus productos finales GA,
y GAy. Si esta interpretacion es correcta, las vias de la no- y de la 3-hi-
droxilacion actuarian como reservorios de compuestos inactivos para
su conversion controlada a compuestos 13-hidroxilados activos.

Los resultados también indican que el mutante ga4 esta bloque-
ado en el paso de la 3B-hidroxilacion en la ruta de sintesis de GAs.
Asi, una sola proteina con baja especificidad de substrato parece rea-
lizar todas las 3B-hidroxilaciones en las distintas configuraciones es-
tructurales de las GAs. Se desprende también que GA4 no es una GA
activa por si misma, sino que debe ser 3B-hidroxilada a GA, para ac-
tivar el crecimiento del tallo.

Respecto a la mutacion gab los datos muestran que este mutante
sintetiza niveles menores de las GAs C,q, lo cual sugiere que la muta-
cion bloquea la eliminacion del C-20. Los resultados también indican
que es una sola proteina con baja especificidad de substrato el en-
zima que controla las oxidaciones C-20 y posterior eliminacion del
carbono en las tres rutas de sintesis de GAs.

En ambas mutaciones, la causa del enanismo estriba en la inca-
pacidad para sintetizar GAs C,o con grupos 3B-hidroxilos, como GA,
y GA,. Los niveles reducidos de estas giberelinas limitan el desarrollo
del tallo generando fenotipos de enanismo.



2. La aplicacion exégena de giberelinas suprime el enanismo
e induce el crecimiento del tallo en los mutantes deficientes
en giberelinas

Resumen

Se expone el conocimiento que poseemos sobre las mutaciones
enanizantes gal, ga2, ga3, ga4, y gab en Arabidopsis thaliana. En
principio, estas mutaciones producen genotipos todos ellos deficien-
tes en giberelinas. Las evidencias suministradas, mediante aplicacio-
nes de giberelinas exégenas y precursores de giberelinas, mediante el
analisis de giberelinas endoégenas, mediante el estudio de la capaci-
dad formadora de ent-kaureno a través de las actividades Ay B de la
kaureno sintetasa (copalil difosfato sintasa y kaureno sintasa, res-
pectivamente), y por ultimo mediante el estudio de la capacidad para
acumular kaureno en presencia de inhibidores de la sintesis de gibe-
relinas como el tetcyclasis, indican que los pasos bloqueados son
distintos en los cinco genes estudiados. Asi, las mutaciones no son
alélicas entre si y afectan cada una de ellas, a un solo gen. Son por
tanto, mutaciones monogénicas. La mutacion ga4 afecta a la 3B-hi-
droxilaciéon y la mutacién gab a la formaciéon de giberelinas C,o. Los
resultados también muestran que las otras tres mutaciones contro-
lan pasos tempranos de la ruta de sintesis de giberelinas. Asi, la mu-
tacion ga3 controla la formaciéon de acido ent-kaurenoico a partir del
kaurenol, y la mutacion ga2 afecta a la kaureno sintasa. Los resulta-
dos no son tan claros respecto a la localizacion del bloqueo en la mu-
tacion gal. En su conjunto, las pruebas sugieren que esta mutacion
no afecta a proteinas reguladoras o transportadoras, sino mas bien a
la proteina biosintética que controla la actividad A de la kaureno sin-
tetasa. Los resultados también muestran que las giberelinas exoge-
nas restauran el fenotipo normal en estos mutantes deficientes en gi-
berelinas. Asi, las giberelinas 3-hidroxiladas son activas en el
mutante ga4, mientras que las giberelinas C,, son activas en la muta-
cion gab. Sin embargo, todas estas giberelinas son activas en las otras
tres mutaciones, porque éstas afectan a pasos tempranos en las rutas
de sintesis. Los resultados, asimismo, demuestran que las tres rutas
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de sintesis, la ruta de la 13-hidroxilacion (GAs;, GAy, GA,o, GA,;, GA,,
GA,y, GA,, GAg), la via de la 3-hidroxilacion (GA;,, GA,;, GAss GA;s,
GA; v GA3y), v la ruta de la no-hidroxilacion (GA,,, GA,5, GA,,, GA,s,
GA,; y GA;,) operan en los tejidos de esta especie. Los datos derivados
de los suministros con precursores marcados isotopicamente mues-
tran que GA, puede ser sintetizada por cualquiera de estas tres rutas.
En principio, GA, puede provenir de GA,, a través de la ruta de la 13-
hidroxilacion y de GA, a través de la ruta de la 3-hidroxilacion. La gi-
berelina GA,,, a su vez, puede provenir de GA,q4 a través de la 13-hidro-
xilacion y de GAg por la ruta de la no-hidroxilacion. GA,, puede
sintetizarse a partir de GAj; por la 3-hidroxilacion y de GA, también,
por la ruta de la no-hidroxilacion. De hecho, la configuracion de las
tres rutas es en paralelo, aunque se presentan hidroxilaciones a dis-
tintos niveles de oxidacion del C-20. Se demuestra, asimismo, que GAq
no es una GA activa per se, y que la actividad que muestra se debe a
su conversion a GA, y GA,. Los datos indican que GA,, es el precursor
de las tres rutas metabdlicas, y que de acuerdo con las cantidades
sintetizadas las rutas principales son las rutas de la 3-hidroxilacion y
de la no-hidroxilacion. Sin embargo, la 13-hidroxilaciéon parece regular
en mayor medida los niveles de sus miembros. El inhibidor del desarro-
llo conocido como BX-112 ofrece un medio quimico para reproducir los
efectos de la mutacion ga4. De hecho, este retardador reduce los niveles
de todas las giberelinas que portan un grupo 3p-hidroxilo, mientras que
acumula a niveles elevados los precursores inmediatos de las mismas.

Introduccion

En los vegetales superiores, los mutantes enanos que responden a la
aplicacion de giberelinas mediante la restauracion del fenotipo normal
pueden jugar un papel muy importante estableciendo las rutas de bio-
sintesis de giberelinas. Otra funcion a destacar en estos mutantes es la
posibilidad de testar distintas giberelinas con objeto de identificar aque-
llas que restauran el crecimiento, y poder discriminar las GAs con acti-
vidad bioldgica de las que no la poseen. Por otro lado, los mutantes
constituyen herramientas tunicas y valiosas para estudiar la dependen-
cia de los procesos fisiologicos y bioquimicos de la presencia de gibereli-
nas. Asi, estos mutantes son muy beneficiosos en los estudios fisiologi-
cos encaminados a dilucidar la participacion de las giberelinas en los
procesos especificos de crecimiento y desarrollo del tallo.

La mayoria de este tipo de estudios se ha realizado en plantas mo-
delo como el maiz, el guisante y el arroz. Sin embargo, en los ultimos
anos esta resurgiendo un renovado interés por la crucifera Arabidop-
sis thaliana, en vista de la facilidad de poder llevar a cabo experi-
mentos de genética molecular en esta especie. Este interés esta con-
virtiendo a Arabidopsis en la herramienta preferida de los bidlogos



vegetales. En esta especie se han aislado cinco mutantes, gal, ga2,
ga3, ga4, v gab que confieren enanismo y responden a la aplicacion
exogena de giberelinas con la estimulacién del crecimiento del tallo,
hasta mimetizar completamente el fenotipo de la variedad salvaje
(Fig. 1.1). Puesto que una parte de la vanguardia en la tecnologia
para el clonaje de genes se esta desarrollando en esta especie, puede
tener un interés general el caracterizar estos mutantes a nivel bio-
quimico y determinar las posiciones de los pasos bloqueados en la
ruta de sintesis de giberelinas. En este trabajo se resume nuestro co-
nocimiento en relacion con los mutantes enanos de Arabidopsis que
responden a las aplicaciones de giberelinas exogenas.

Resultados y Discusion

En base a nuestro conocimiento actual sobre la sintesis de gibere-
linas en las plantas, las giberelinas identificadas en Arabidopsis per-
tenecen a tres rutas paralelas: a) la ruta de la 13-hidroxilacion tem-
prana, (GAs;, GA4, GAo, GA,7, GA,, GA,g, GA,, GAg); b) la ruta de la
no-hidroxilacion en las posiciones 3y 13 (GA,,, GA,5, GA,,, GA,5, GA,
y GAs,); y ¢) la via de la 3-hidroxilacion temprana, (GA;;, GA,;, GAg,
GA,3, GA, y GA3,) (Fig. 2.1). Ademas, los resultados sugieren que esta
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Figura 2.1.
Rutas de biosintesis de giberelinas en Arabidopsis thaliana.
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especie contiene un numero mayor de giberelinas, que todavia estan
pendientes de caracterizacion e identificacion definitivas.

Los resultados, por otro lado, permiten indicar que la ruta de la
no-hidroxilacion opera activamente, puesto que todos los miembros
de esta via han sido identificados inequivocamente, y no existe otra
forma de sintetizar estas giberelinas no-hidroxiladas sino es a través
de la propia via de sintesis de la no-hidroxilacion. Sin embargo, los
datos también sugieren que estas tres rutas de sintesis en paralelo
estan conectadas, de tal forma que las hidroxilaciones se producen o
pueden producirse a distintos niveles de oxidacion del carbono C-20.

Las conversiones entre las distintas giberelinas se han establecido
mediante experimentos de suministro de precursores marcados iso-
topicamente en plantulas en desarrollo del mutante gal, y posterior
identificacion de productos convertidos, con la tecnologia de la cro-
matografia de gases en conjuncion con la espectrometria de masas
en modo de full-scan. La aplicacion de GA,, deuterado rindio los pro-
ductos finales de la ruta de la 13-hidroxilacion, es decir, GA,, GAg, y
GA,; marcados también con deuterio, estableciendo la operatividad
de esta zona de la ruta (Fig. 2.2). Mediante la aplicacion de GA4

- deuterado se confirmo6 que la 13-hidroxilacion también puede tener
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lugar en los ultimos estadios de la sintesis de giberelinas. GA, deute-
rado, de hecho, se convirtié en GA,, GAg, y GAg,. A partir de estos re-
sultados se puede deducir que GA, se sintetiza muy probablemente
tanto a través de la ruta de la 13-hidroxilacién, como a través de la
ruta de la 3-hidroxilacion. La significacion relativa de la contribucion
de estas dos rutas en la sintesis total de GA, se desconoce, aunque
seguramente tiene interés el hecho de que GA, en esta especie, se en-
cuentra a niveles considerablemente mas elevados que los de GA,,,
en general un orden de magnitud mayor.

El estandar marcado de GAy se convirtio a GA,,;, GA,;, GA,, y GAg,
demostrando que los miembros de la ruta de la no-hidroxilacion pue-
den ser el origen de las giberelinas 3- y 3,13-hidroxiladas. GA, puede
ser, asi, sintetizada por cualquiera de las tres rutas de sintesis. Ade-
mas, GAy también fue metabolizado incluso con mayor eficacia a
GA;,, indicando que GA, adquirio rapidamente un grupo 3-hidroxilo
para convertirse en GA,. Esta giberelina a su vez se hidroxilo en la
posicion 2 para dar lugar a GAg,, la cual se acumul6 definitivamente
en los tejidos del mutante. En conjunto estos resultados establecen
que las tres vias estan conectadas a nivel de las giberelinas Cq, y
que GAy es el precursor de GA, y de GA,,. Como en el caso anterior,
la 13-hidroxilacion y la 3B-hidroxilacion de GA, constituyen conver-
siones muy importantes en la formacion de las giberelinas activas.

El suministro de GA,, deuterado provocé aparicion de marcaje en
numerosas giberelinas de las tres rutas. GA,, rindi6 los siguientes
miembros de la ruta de la no-hidroxilacion, GA,,, GA,s, y GAs,. Por
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Conversiones de giberelinas en Arabidopsis thaliana
obtenidas mediante el suministro de giberelinas precursoras marcadas
isotopicamente. Todas las conversiones han sido establecidas mediante

identificaciones por GC/MS
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otro lado, se detectaron GA;; y GA;,, ambos miembros de la ruta de
la 3-hidroxilacion. Asi, los resultados sugieren que GA, puede derivar
de GA,, a través de GA, en la ruta de la no-hidroxilacion, o de GAgq
mediante la eliminaciéon del carbono C-20, en la ruta de la 3-hidroxi-
lacién. De los miembros de la 13-hidroxilacion soélo se detectaron
GA,s vy GA,, mediante espectrometria de masas en modo de barrido
completo. Estas GAs podrian derivar de GA,, en la secuencia de la
13-hidroxilacién, o bien podrian proceder de GA,, y GA,, respectiva-
mente, en la ruta de la no-hidroxilacion.

En todos los estudios de suministro de precursores marcados se
observo una gran preponderancia de las giberelinas 2B-hidroxiladas,
lo cual sugiere la presencia de una elevada actividad 2p-hidroxilante
en Arabidopsis, bien permanente o bien estimulada por la presencia
de grandes cantidades de giberelinas exogenas.

Los mutantes enanos gal, ga2, y ga3 de Arabidopsis requieren gibe-
relinas exogenas incluso para germinar, y ain en estas condiciones so-
lamente crecen en roseta, presentando sus hojas un color verde oscuro
muy intenso. Cada una de estas tres mutaciones, que no son alélicas
entre si, afecta a un solo gen. El fenotipo normal en estos mutantes
puede recuperarse facilmente mediante la aplicacion sucesiva de gibe-
relinas. Las tres mutaciones se han caracterizado y analizado me-
diante distintas aproximaciones tal como se resumen a continuacion.

En primer lugar, la aplicacion de diversas giberelinas asi como de
precursores de las propias giberelinas, ha mostrado que solamente
los mutantes gal y ga2 responden al kaureno y compuestos interme-
dios posteriores de la ruta de sintesis. La respuesta se caracterizo
por un crecimiento y desarrollo normales, entendiendo éstos como
expansion de las hojas, elongacion del tallo, floracion y cuajado del
fruto perfectamente naturales. El mutante restante, la mutaciéon ga3,
no respondio al kaureno, pero si lo hizo al acido kaurenoico y a los
compuestos posteriores en la ruta de sintesis, los cuales restablecie-
ron el fenotipo salvaje. Estas observaciones sugieren que las tres
mutaciones bloquean pasos muy tempranos en la ruta de sintesis de
giberelinas: la mutaciéon ga3, el paso oxidativo de kaurenol a acido-
kaurenoico, y las mutaciones gal y ga2 pasos anteriores a la sintesis
de kaureno. Puesto que los mutantes producen carotenoides y cloro-
filas en dotaciones normales, y ademas las mutaciones gal y ga2 no
son alélicas, la interpretacion mas logica implica que ambas muta-
ciones afectan a la sintesis de kaureno, que se realiza en dos pasos
mediante la secuencia de actividades de kaureno sintetasa A y kau-
reno sintetasa B.

En segundo término se han analizado y cuantificado mediante
SIM las giberelinas que contienen dichos mutantes. En comparaciéon
con las giberelinas detectadas en el genotipo salvaje los niveles detec-
tados en los tres mutantes son extremadamente bajos, confirmando
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Identificacion de GA,¢ en un gramo de tejido del genotipo normal Ler
de Arabidopsis thaliana y el mutante gal. En el genotipo Ler los niveles
de GA,q (ion 434) son muy semejantes a la sefial producida por 15 ng
de GA,, estandar (ion 436). En el genotipo gal, mutacion 31.89
los niveles de GA,q (ion 434) son menores que la senal producida
por 0.1 ng de GA,4 estandar (ion 436)
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la sugerencia anterior de que los pasos bloqueados en los mutantes
afectan a precursores tempranos de las giberelinas (Fig. 2.3).

En una tercera aproximacion se ha estudiado la capacidad de
los mutantes para acumular kaureno después de la aplicacion del
compuesto tetcyclasis. Este retardador del crecimiento inhibe la
oxidacion del kaureno a acido kaurenoico, y como resultado de este
bloqueo, el kaureno se acumula probablemente a la velocidad de su
sintesis. El tratamiento con tetcyclasis al genotipo salvaje y a la
mutacion ga3 produjo grandes cantidades de kaureno acumulado.
Esta observacion parece apoyar la afirmacion de que la mutaciéon
ga3 afecta a un paso posterior a la sintesis de kaureno. Sin em-
bargo, la aplicacion de tetcyclasis no causé acumulaciéon de kau-
reno en el mutante ga2, y solamente niveles menores se detectaron
en la mutacion gal (Tabla 2.1). Los resultados sugieren, por tanto,
que en las mutaciones gal y ga2 no funciona con normalidad la
kaureno sintetasa.

Tabla 2.1.
Acumulacion de kaureno en el genotipo normal de Arabidopsis thaliana
y los mutantes gal, ga2 y ga3, tras la aplicacion de tetcyclasis.

Genotipo

Ler gal gaz ga3

Intensidad relativa

Kaureno 100 5 > 98

También se estudio la capacidad de los mutantes para convertir
geranilgeranil pirofosfato a copalil pirofosfato, y éste a kaureno. El
estudio se realiz6 en extractos acelulares de silicuas de plantas nor-
males y de los mutantes enanos, tal como se llevdé a cabo previa-
mente en mutantes de tomate. Los resultados muestran que la mu-
tacion ga2 contenia niveles menores de la actividad B de la kaureno
sintetasa. La mutacion ga3, ademas, también poseia poca actividad
A de la kaureno sintetasa. Sin embargo, los datos indican que los ex-
tractos de silicuas del mutante gal presentan actividades Ay B de la
kaureno sintetasa semejantes a las detectadas en los extractos de
Ler. En conjunto, los resultados sugieren que el bloqueo en la muta-
cion ga3 deberia situarse con anterioridad a la formacion de acido
kaurenoico. Asimismo, la mutacion ga2 parece afectar a la actividad
B de la kaureno sintetasa, es decir, a la sintesis de kaureno a partir
de copalil pirofosfato.

Los estudios realizados ofrecen un conjunto de posibilidades in-
teresantes respecto a la localizacion de la mutacion gal. En princi-
pio, los resultados obtenidos con las plantulas sugieren un bloqueo



en la sintesis de kaureno, mientras que los datos derivados de las
silicuas indican que en éstas no tiene lugar tal inhibicién. Estos re-
sultados sugieren que en los frutos de Arabidopsis existe un forma
adicional de kaureno sintetasa actividad A, distinta a la de los teji-
dos vegetativos. El bloqueo en esta ultima es la que provoca el ge-
notipo enano de la mutaciéon gal. Asi, los resultados en conjunto
permiten sugerir que la mutacion gal afecta a la ent-kaureno sin-
tetasa activada A.

Las mutaciones ga4 y gab producen fenotipos semienanos de una
altura aproximadamente la mitad que el fenotipo salvaje, indicando
que ambas mutaciones son incompletas. En estos mutantes las apli-
caciones de las giberelinas apropiadas restauran el fenotipo normal.
Los mutantes, en este caso, se han caracterizado por los contenidos
en giberelinas que presentan, y por las respuestas que ofrecen a las
giberelinas exogenas. El mutante ga4 contiene niveles reducidos de
las giberelinas 3B3- y 3,13-hidroxiladas, mientras que acumula nive-
les elevados de las giberelinas 13-hidroxiladas y de las giberelinas no
hidroxiladas conjuntamente en las posiciones 3 y 13. Estos resulta-
dos permiten sugerir que el gen ga4 codifica para una proteina con
actividad 3pB-hidroxilasa. Cuando se aplicaron distintas dosis de GA,,
GA,, y GA, se observo que GA, presentaba muy poca actividad esti-
muladora del crecimiento del tallo. Por el contrario, la actividad de
GA, fue comparable a la de GA, en el mutante gal (Fig. 2.4). Esta di-
ferencia en la efectividad de GAy para estimular el crecimiento, pre-
sumiblemente se debe a la baja capacidad 3B-hidroxilante del mu-
tante ga4, mientras que en el mutante gal esta actividad muy
probablemente es totalmente normal.

La mutacion gab provoca contenidos bajos de las giberelinas C,q
sugiriendo que el producto del gen gab cataliza la eliminacion del
carbono C-20 al nivel de aldehido. En este mutante existen también
evidencias para sugerir que la mutacion controla ademas la oxida-
cién del carbono C-20. Los resultados de la aplicacion de giberelinas
exogenas también son claramente significativos (Tabla 2.2). Por ejem-
plo, GA3; que es una giberelina 3-hidroxilada es activa en el mutante
ga4, pero no es activa en la mutacion ga5 puesto que es una gibere-
lina C,. Por el contrario, GA4 es una giberelina C,, y por tanto activa
en el mutante gab, y por no ser una giberelina 3-hidroxilada no es
activa en la mutacion ga4.

El compuesto denominado BX-112 o prehexadiona de calcio (3,5-
dioxo-4-propionil ciclohexano carboxilato de calcio) es un retardador
del desarrollo que actiia inhibiendo las dioxigenasas dependientes
del 2-oxoglutarato. En la ruta de sintesis de giberelinas este com-
puesto inhibe los pasos de hidroxilacion después de GAg;, en particu-
lar la actividad 3B-hidroxilasa. La aplicacion de BX-112 provoca la
reduccion del crecimiento del tallo en las plantas normales de Ler.
Esta inhibicion del desarrollo se revierte mediante la aplicacion de
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Figura 2.4.
Actividad biologica de las giberelinas GA,, GA; y GAg, promoviendo
la elongacion del tallo en los mutantes gal y ga4 de Arabidopsis thaliana.



giberelinas 3fB-hidroxiladas, como GA,, GAg, y GA,. Sin embargo, las
giberelinas no hidroxiladas en la posicion 3 como GA,;q, GA,, v GAg

no fueron capaces de promocionar el crecimiento y suprimir el efecto
del BX-112 (Tabla 2.3).

Tabla 2.2.
Actividad biologica de distintas giberelinas promoviendo la elongacion
del tallo en los mutantes ga4 y gab de Arabidopsis thaliana.

Longitud del tallo (cm)

GA gad gad

Control 16.3+0.4 18.3+0.5
GA;g 18.8+0.4 17.9x0.6
GAgg 35.6+0.7 22.8+0.8
GAg 21.8+0.6 28.7+0.6
GAyp 20.5+0.4 20.9+0.7
GA, 29.6+0.9 29.2+0.6
GA, 24.8+0.5 22.1+0.6

Tabla 2.3.
Inhibicion del desarrollo del tallo provocado por el retardador BX-112
en Arabidopsis thaliana, y reversion por las giberelinas.

Compuesto Longitud del tallo (cm)
Control 32.2+0.4
BX-112 15.1+0.4
C,9-GAs 3-OH 13-OH

GAg - - 15.0+0.3
GA, + B 28.4+0.7
GAyg - + 14.3+0.4
GA, + - 21.5+0.6
C,o-GAs:

GA,q - + 13.7+0.3
GA56 + - 35.0+0.8
GA, ¢ + + 15.7+0.6
GA,5 + + 13.8+0.4

En las plantas del genotipo salvaje tratadas con BX-112, los nive-
les de las giberelinas 3p-hidroxiladas GA, y GA, se redujeron consi-
derablemente, mientras que las giberelinas no-hidroxiladas en la po-
sicion 3, como GA,,, GAy, vy GA,9 se acumularon en grandes
proporciones. El tratamiento con BX-112 ofrece por tanto un medio
quimico para reproducir la mutacion génica, ga4 (Tabla 2.4).
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Tabla 2.4.
Niveles de giberelinas en plantas control y plantas tratadas
con el retardador del desarrollo, BX-112, en Arabidopsis thaliana (ng/100g).

No tratadas BX-112

GAs no 3B-hidroxiladas

GAs, 875 688 1066 1100
GA,4 153 127 430 294
GAq 1347 1203 1903 2346
GA,, 26 22 235 Z17
GAq 139 110 724 527
GAs 3B-hidroxiladas

GA, 43 35 26 22
GAg 1645 1670 837 989
GA, 307 162 69 15
GAs, 115 201 21 33
GAgg 100 137 54 61

Los tejidos verdes de Arabidopsis contienen un conjunto completo
de GAs bastante inusual, que pertenecen a tres rutas distintas de
biosintesis. En este trabajo se muestra, con la disponibilidad de mu-
tantes que contienen niveles extremadamente bajos de giberelinas
endogenas, que se pueden llevar a cabo estudios metabélicos con un
numero reducido de plantulas y con cantidades menores de substra-
tos. En uno de los experimentos descritos anteriormente, se sumi-
nistraron a las raices de 30 plantulas mutantes, 5 microgramos de
substrato marcado. Después de dos dias de tratamiento, se produje-
ron cantidades suficientes de giberelinas producto marcadas para la
identificacion inequivoca mediante cromatografia de gases en combi-
nacion con la espectrometria de masas. En experimentos iniciales se
pudo comprobar que el suministro a través de la raices era mucho
mas conveniente y productivo que la aplicacion a las hojas.

La mutacion ga4 bloquea la 3pB-hidroxilacion de diversas gibereli-
nas, lo cual indica que existe una unica proteina con baja afinidad de
substrato. La presencia del grupo 3B-hidroxilo es asi, un hecho esencial
en la molécula de las giberelinas para conferir actividad biologica.

Puesto que GA, es mas activa que GA, podria pensarse que GA,
es activa «per se», pero como se ha -demostrado mas arriba, GA,
puede ser convertida a GA,. Por tanto, una posible explicacion para
la actividad biologica de GA, implicaria la conversion de GA, a GA,.
Esta observacion deja sin explicar porque GA,, el precursor, es mas
activo que el propio producto GA,. En este sentido resulta intere-
sante indicar que las giberelinas exogenas probablemente incremen-
tan su capacidad de penetracion conforme se reduce el niamero de
grupos hidroxilos de la molécula. Asi, GAg parece penetrar con ma-



yor facilidad en los tejidos vegetales que GA, y, ésta mucho mas que
GA,. En cualquier caso, parece evidente que en Arabidopsis las gibe-
relinas 13-hidroxiladas son menos activas que las giberelinas no hi-
droxiladas en la posicion 13. De hecho, las comparaciones de las pa-
rejas de giberelinas GAg y GA,,, GA, y GA,, y por ultimo GA;; v GA,s,
muestran como la presencia del grupo 13-hidroxilo reduce la activi-
dad. Estas observaciones, en principio, sugieren que el grupo 13-hi-
droxilo es un impedimento para estimular la actividad biologica del de-
sarrollo del tallo. Sin embargo, y como se explicé anteriormente, es
preciso estudiar la penetrabilidad de las distintas giberelinas para po-
der extraer conclusiones definitivas respecto a la actividad de las dis-
tintas giberelinas. En otras plantas se ha sugerido que GA, es activa
por si misma en la promocion del crecimiento, porque muestra su efec-
tividad incluso en la presencia del inhibidor del desarrollo BX-112. Sin
embargo, el efecto mayor del BX-112 se sitiia en la inhibicion de la 33-
hidroxilacion, y no parece que afecta en demasia la incorporacion del
grupo 13-hidroxilo. Esta cuestion no podra ser definitivamente resuelta
hasta que no se disponga de un mutante de la 13-hidroxilacion o se
aislen los enzimas para estudiar in vitro la eficacia de cada substrato.
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3. Las mutaciones genéticas que alteran la recepcion
de las giberelinas provocan enanismo irreversible

Resumen

Se aislé6 un mutante enano en Arabidopsis denominado gai de fe-
notipo muy similar a los mutantes deficientes en giberelinas. En
esta mutacion, al contrario que en los mutantes deficientes, la apli-
cacion exogena de giberelinas no presenta efectos estimuladores
sobre la elongacion del tallo. En este sentido, la mutacion gai pa-
rece comportarse como un genotipo insensible a las GAs. EIl conte-
nido enddgeno en giberelinas del mutante gai se comparo en ex-
tracciones similares con el contenido en GAs del genotipo salvaje
Landsberg (Ler). Se han identificado 20 giberelinas (GAs) distintas
en brotes de Arabidopsis thaliana cv Ler mediante cromatografia de
gases en combinacion con espectrometria de masas. Ocho de ellas
son miembros de la 13 hidroxilacion (GAss;, GA4, GA,g, GAyy GA,,
GA,;, GA,y, GAy), otras seis pertenecen a la ruta de la 3-hidroxila-
cion (GA;;, GA,,;, GAys, GA5, GA,, GAy,), mientras que las restantes
estan incluidas en la via de la no-hidroxilacion en las posiciones 3
y 13 (GA5, GA 5, GA,4, GA,5, GAy, GAg)). Las mismas giberelinas ex-
cepto GAs;, GA,, GAs,, v GA,y se detectaron en la mutacion gai
utilizando los mismo métodos de diagnostico. Ademas, los extractos
del mutante gai también contenian GA,, y GA;,. En ambos genoti-
pos se detectaron giberelinas desconocidas o giberelinas por carac-
terizar en numero elevado. En las plantas de la variedad Ler, estas
giberelinas presentaron la estructura de derivados hidroxilados de
GA,,, mientras que en la mutaciéon gai la mayoria de giberelinas
desconocidas fueron derivados hidroxilados de GA,,, GA,; v GA,.
Las giberelinas se cuantificaron mediante SIM y el uso de estanda-
res internos y también utilizando las intensidades ionicas de los
cromatogramas de masas de fragmentos prominentes. Los resulta-
dos muestran que en comparacion con la variedad Ler la mutacion
gai presenta niveles reducidos de todas las giberelinas dicarboxili-
cas Ciy, GAsgs, GAuy, GAjg, GAysy GAjg, GAyy, GAgr GA4y, vy GAgg. Por
el contrario, este genotipo contenia niveles elevados de las gibereli-
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nas tricarboxilicas Cy;, GA,;, GAy; y GA,,. El mutante también acu-
muléd todas las giberelinas C,q, GAyy, GA,, GAg, GAy, GA;,, GA,, GA,,
y GA;,, excepto GA,y. Las giberelinas mas abundantes en los ex-
tractos del mutante gai fueron, con diferencia, las giberelinas 3f3-
hidroxiladas, GA, y GA, y sus respectivos productos 2B-hidroxila-
dos, GAg y GAj,. Asi, la mutacion gai en Arabidopsis produce un
fenotipo semejante a los mutantes deficientes en giberelinas, y
muestra insensibilidad a la aplicacion exogena de giberelinas asi
como a sus propias giberelinas endogenas. Los datos también indi-
can que la mutacion reduce los niveles de las giberelinas C,, dicarbo-
xilicas e incrementa los niveles de las giberelinas C,3. En conjunto,
estos resultados indican que el gen gai controla un paso posterior a
aquellos implicados en la biosintesis de la giberelina activa. El mu-
tante gai es probablemente un mutante del receptor de giberelinas o
de un paso localizado entre la recepcion de las giberelinas activas y
el proceso efectivo de crecimiento y elongacion del tallo.

Introduccion

En unas pocas especies vegetales se han aislado y descrito mu-
tantes enanos o enanizantes deficientes en giberelinas. En estas
mutaciones es claro que el fenotipo normal, la elongacion del tallo,
puede ser restaurada mediante la aplicacion de giberelinas exoge-
nas. Junto a estas mutaciones también se han descrito algunas
otras que difieren respecto de las anteriores en un aspecto funda-
mental. Este segundo tipo de mutaciones, en general, produce fe-
notipos enanos visualmente indistinguibles de aquellos que provo-
can las mutaciones de deficiencia en giberelinas. Sin embargo, en
estos mutantes no es posible restaurar el fenotipo normal me-
diante la aplicacion de giberelinas ex6genas. Los mutantes se com-
portan por tanto, como genotipos insensibles a las giberelinas.
Las pocas especies en donde se han detectado este tipo de mutan-
tes son el maiz, la judia, Silene, el trigo y Arabidopsis.

Tabla 3.1.
Identificacion mediante GC/MS de GA;, y GA,4, en la mutacion gai
de Arabidopsis thaliana.

G el " | A del i
A de HPLC undancia del ion
GA, 13-14 2686 M 506 (38), 416 (75), 384 (88),

356 (100), 282 (62), 266 (69), 223 (81)

GA4, 13-14 2769 M’ 582 (5), 567 (28). 550 (18), 523 (32),
283 (30), 209 (30), 129 (100)




La mutacion detectada en Arabidopsis es semidominante, insensi-
ble a las giberelinas (Tabla 1.1) y provoca enanismo evidente. Este se
manifiesta por reduccion en la altura de las planta, reduccion de la
dominancia apical y reduccion de la tasa de germinacion de semillas,
entre otros efectos. Las caracteristicas anteriores que afectan al de-
sarrollo también se detectan en los mutantes biosintéticos de gibere-
linas ga4 y gab, por ejemplo.

En el trabajo que se presenta se han identificado las giberelinas
endogenas de la mutacion gai, y sus niveles se han comparado con
los del fenotipo normal. Los datos obtenidos muestran que la muta-
cion provoca la acumulacion de giberelinas C,s,.

| Resultados

Las giberelinas presentes en los extractos de la variedad Ler se
detectaron también en la mutacion gai, excepto GAs;, GAy, GAs, v
17-OH-GA;;. Estas giberelinas no pudieron ser identificadas en gai
incluso al limite de deteccién de la técnica instrumental. Sin em-
bargo la mutaciéon contenia niveles prominentes de GA,, y GA,,, dos
giberelinas que no se detectaron en el genotipo normal o salvaje de
Arabidopsis (Tabla 3.1).

En los extractos vegetales de ambas lineas también se descu-
brieron un nuimero abundante de compuestos semejantes a las gi-
berelinas, probablemente giberelinas desconocidas o no caracteri-
zadas hasta la fecha. De acuerdo con su estructura y con el valor
m/z del ion molecular, estos compuestos son derivados hidroxila-
dos de GA,,, GA,,;, GAy5 y GAy. Algunos de los compuestos enume-
rados se han descrito con anterioridad en trabajos que utilizan
otros sistemas vegetales. En general, la caracterizacion definitiva
de estas estructuras resulta muy laboriosa porque no se poseen los
estandares internos adecuados que permitan una identificacion
precisa de los mismos. Un hecho significativo resulta de la compa-
racion de la abundancia y presencia de estas giberelinas descono-
cidas en ambas lineas estudiadas. El patron de acumulacion en
Ler y gai se diferenci6 considerablemente. La variedad Ler presen-
taba principalmente derivados hidroxilados de GA,,, mientras que
en el mutante gai los derivados de GA,, vy GA,; eran claramente
mas numerosos. Sin embargo, los compuestos derivados de GA,,
tanto monohidroéxidos, como dihidroxidos o trihidroxidos fueron
con mucho los compuestos mas abundantes en el mutante gai,
aunque se encontraban ausentes en la variedad Ler. Estos com-
puestos saturaron la respuesta del detector del espectrometro de
masas y se presentaron en numerosas fracciones del HPLC, indi-
cando que sus niveles eran muy superiores a los detectados nor-
malmente para otras GAs (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2.

Compuestos similares a las giberelinas detectados en el genotipo normal
y la mutacion gai de Arabidopsis thaliana.

GA

Linea

Fraccion
de HPLC

Abundancia del ion

CQO'GAS:

OH-GA,,

OH-GA,,

OH-GA,,

OH'GA12

Di"OH‘GA12

Di-OH-GA,,

Di-OH-GA,,

OH-GA,;

OH-GA,,

Di-OH-GA,,

gai

gai

gai

21-22

23-24

23-24

25

8-11

12-14

15-16

23-24

23-24

13-14

2525

2504

2462

2495

2650

2633

2619

2551

2727

2764

M’ 448 (5), 416 (85), 388 (61),
373 (22), 326 (30), 298 (100),
329 (43)

M’ 448 (2) 416 (34),
388 (65), 373 (12), 326 (8),
298 (100), 239 (80)

M 448 (14), 416 (100),
388 (12), 373 (4), 326 (5),
298 (40), 239 (34)

M 448 (5), 416 (85),
388 (68), 373 (25),
326 (33), 298 (100), 239 (73)

M 536 (4), 521 (7), 504 (58),
476 (58), 414 (33),
386 (26), 207 (100)

M 536 (70), 521 (15),
504 (10), 477 (15), 239 (51),
208 (81), 207 (100)

M’ 536 (73), 521 (23),
504 (20), 476 (25), 446 (16),
414 (13), 167 (100)

M 492 (48), 477 (39),
460 (66), 432 (70), 400 (55),
372 (50), 283 (58)

M 462 (66), 430 (28),
402 (77), 374 (56), 340 (42),
312 (78), 284 (100)

M’ 550 (7), 522 (100),
491 (7), 463 (7), 432 (10),
373 (10), 239 (15)




Tabla 3.2.
Compuestos similares a las giberelinas detectados en el genotipo normal
y la mutacion gai de Arabidopsis thaliana. (Continuacion)

) Fraccion bund i deliE
GA Linea de HPLC KRI Abundancia del i6n
Cio-GAs:
OH-GA4 gai 21-27 2458 M 418 (66), 403 (5), 386
(13), 358 (16), 289 (100),
284 (27), 225 (45)
Di-OH-GAq gai 8-30 2594 M’ 506 (72), 475 (3), 459
(11), 431 (B), 416 (13),
314 (12), 284 (100)
Di-OH-GAg gai 28 2622 M 506 (28), 431 (6), 313
(20), 284 (100)
Di-OH-GAq gai 23-24 2748 M 506 (33), 459 (4), 431
(2), 313 (50), 284 (52)
16-OH- gai 13-20 2722 M 508 (70) 493 (45),
OH-GA4 449 (25), 419 (58), 386
(20), 289 (46), 130 (100)
16-OH- gai 19-20 2638 M 508 (71), 493 (45), 449
OH-GAq (23), 419 (60), 386 (12),
289 (76), 130 (100)
16-OH-di gai 13-14 2847 M 596 (100), 580 (20),
OH-GAq 539 (8), 507 (12), 449 (13),
289 (21), 130 (40)
16-OH-di gai 17-18 2733 M 596 (100), 580 (12),
OH-GAq 539 (10), 507 (12), 449

(15), 289 (39), 130 (55)

Varios de los compuestos derivados de GAg mostraron prominen-
tes iones de m/z 130 e incrementos en dos unidades de masa ato-
mica respecto de lo esperado en sus iones moleculares. Estas carac-
teristicas son tipicas de las hidroxilaciones en el carbono C-16, como
se encuentra en GA, y GA,,. Algunos otros compuestos, especifica-
mente aquellos con indices de Kovats 2458, 2722 y 2683, se obtuvie-
ron también después de someter a GA, a condiciones extremas de
pH acido. La reduccion del doble enlace situado entre los carbonos
16 y 17 de la molécula de giberelinas, de hecho, se conoce que ocu-
rre bajo condiciones acidas en las conversiones de GA, a GA,, y de
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‘GA,; a GA,,. Se ha mostrado que GA, puede ser convertida a GA, me-
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diante tratamiento acido con 3 N de HCI durante 2 d a temperatura
ambiente. Sin embargo, las soluciones acuosas a pH 1.3 son estables
a temperatura ambiente incluso durante 3 d. Por lo tanto, los com-
puestos detectados en el presente trabajo no parecen ser artefactos
producidos durante la extraccion de las hormonas, porque en los
procesos de purificacion el pH nunca se mantuvo por debajo de 2.5.

Las estimaciones preliminares de los niveles de giberelinas pre-
sentes en ambas lineas se basaron en las medidas de las intensida-
des ionicas de los fragmentos mas prominentes de los espectros de
masas. Los niveles de siete de estas giberelinas, en concreto GAs,
GAL, GAg, GA,,, GA,, GAg, GA,, vy GA,, se midieron con mayor preci-
sion utilizando estandares internos y mediciones en modo SIM. Los
datos obtenidos se utilizaron entonces para estimar la cantidad de
estandares internos necesarios en una segunda cuantificacion. Los
resultados de estos experimentos fueron muy consistentes y mostra-
ron datos similares. En este trabajo solamente se muestran los datos
que pertenecen a las estimaciones finales (Tabla 3.3).

Tabla 3.3.
Niveles de giberelinas estimados mediante cuantificacion en modo SIM
en plantas control y plantas mutantes gai de Arabidopsis thaliana.

ng/100 g

GA Ler gai
Czo'GAS:

GAs3 878 (238) 48 (143)
GAg 2010 (1310) 1012 (476)
CIQ’GAS:

G, 54 (107) 204  (95)
GA, 112 (107) 3016 (655)
GAg : 1310 (202) 5376 (595)
GAg 148 (119) 1526 (893)
GA, 426 (238) 8602 (1905)

La mutacion gai provoco niveles mas elevados que en la variedad
Ler, para las giberelinas C,q4 siguientes: GA,, (x 4), GA, (x 27), GA; (x 4),
GAg (x 10), GA, (x 20). Sin embargo, la mutacion redujo los niveles
de las giberelinas C,,, GA;; (x 0.05) y GA,q (x 0.5) (Fig. 3.1). Los ni-
veles relativos de las giberelinas que no pudieron ser cuantificadas
por falta de disponibilidad de estandares adecuados, se midieron en
dos experimentos independientes en donde se utilizaron las intensi-
dades ionicas de fragmentos importantes, en modo SIM. En general,
se utilizaron los picos bases de los espectros excepto cuando las in-



tensidades de éstos se saturaban por un abundancia extrema, en
cuyo caso se usaban iones de menor intensidad en el espectro de
masas. Asi, en el caso de GA;,, se utilizo el ion m/z 288, que en rea-
lidad es s6lo un 10 % del ion molecular, que en GA,, es también el
pico base, m/z 506. Los resultados de ambos experimentos mostra-
ron tendencias similares y en este trabajo solo se presentan los datos
pertenecientes a uno de los analisis. Asi, en comparacion con la va-
riedad Ler, el mutante gai presento niveles reducidos de las gibereli-
nas Cy, GAq, GA;5, GA,y, GAL, GAs7, GAgs Yy GA,;. Por el contrario,
la mutacion mostro niveles mas elevados de las giberelinas C,, tricar-
boxilicas GA,;, GA,, y GA,;. El mutante gai también contenia mayo-
res cantidades de otras giberelinas, como los productos 2p-hidroxila-
dos finales GA;, v GA;,, aunque esta observacion no se extendio a
GA,,, cuyos niveles no pudieron cuantificarse con precision debido a
su reducida presencia (Tabla 3.4). La GA mas abundante fue sin duda
GAg,, que durante el fraccionamiento mediante HPLC eluyo6 en seis
fracciones diferentes (22 a 27), en la mayoria de las cuales se presento
a concentraciones saturantes para el detector de masas. En la varie-
dad Ler, la elucion de GAs, se produjo en una unica fraccion de HPLC.

Tabla 3.4.
Niveles de giberlinas estimados mediante medidas de las corrientes ionicas
en plantas control y plantas mutantes gai de Arabidopsis thaliana.

Intensidad

GA Ion KRI Ler gai
C,o-GAs:

GA,, 285 2329 318 135
GA;s 312 2650 48 42
GA,, 314 2454 496 249
GA,5 312 2440 106 480
GA,, 432 2786 7 ND.
GA,; 492 2555 8 63
GA,; 310 2763 25 ND
GA,; 520 2865 46 11
GA.4 430 2582 293 35
GA,; 310 2567 103 110
17-OH-GA;, 375 2708 52 ND
GA,, 567 2769 ND 435
C,o-GAs:

GA,q 506 2630 20 ND
GA;5, 284 2494 66 84
GA;, 356 2686 ND 44

GA3, 288 2625 9 323
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Discusion

Con anterioridad se ha propuesto que Arabidopsis presenta tres
rutas de sintesis de giberelinas: la ruta de la 13-hidroxilacion (GAss,
GA4, GAg, GA,;, GA,y, GA,y, GA,, GAy), la via de la 3-hidroxilacion
(GAs7, GA,;, GAgs, GA 5, GA, v GA3y), v la ruta de la no-hidroxilacion
(GA,3, GA 5, GA,,, GAys, GAy y GA5)). Los analisis cuantitativos de gi-
berelinas endogenas entre el fenotipo normal Ler y la mutacion gai
demuestran que este mutante acumula giberelinas C,q y giberelinas
C, tricarboxilicas, y que ademas posee reducidos niveles del resto
de giberelinas C,, (Fig. 3.1). En comparacion con Ler, este mutante
también acumula compuestos semejantes a las giberelinas, o propia-
mente giberelinas desconocidas de estructura C,q,. Algunos de estos
compuestos mostraron un perfil de elucion de HPLC inusualmente
amplio y unos niveles de abundancia realmente elevados. La reduc-
cion de los precursores C,, incluye todos los niveles de oxidacion de
la ruta de sintesis de las giberelinas, excepto el estadio de acido tri-
carboxilico, representado por los miembros GA,s, GA,;, y GA,;. La
acumulacion de GA,; se ha reportado previamente en el mutante in-
sensible D8 del maiz. Sin embargo, en Arabidopsis no se detecto in-
cremento en la concentracion de GA,;, una GA tricarboxilica de 20

Figura 3.1.
Rutas de biosintesis de giberelinas y niveles de las mismas
en plantas control (arriba) y plantas mutantes (abajo)
de Arabidopsis thaliana. Los guiones indican no deteccion.
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atomos de carbono, presumiblemente porque se convirtié rapida-
mente a GA,,, otra GA tricarboxilica cuya estructura deriva de GA,;
(16-hidroxi-GA,3). La acumulacion de giberelinas tricarboxilicas se ha
observado asimismo en el mutante ga4. En principio, la acumulacion
de este tipo de giberelinas parece estar relacionada con la velocidad
de conversion de las giberelinas C,, a giberelinas C,g.

El incremento en los niveles de las giberelinas de 19 atomos de
carbono parece también presentar distinto patron de acumulacion
dependiendo del grado de oxidacion de las mismas. Asi, al nivel de
2B-desoxi, como GA,; y GAg la acumulacion es de 4 y 10 veces, res-
pectivamente. Sin embargo, sus respectivos productos 3B-hidroxila-
dos, GA, y GA, se incrementaron 27 y 20 veces respectivamente. Las
acumulaciones de GA,, y GA, se han observado también en otros
mutantes insensibles a las giberelinas, como el mutante D8 del maiz,
el mutante Rht-3 del trigo y en un mutante enano de la judia que no
responde a las giberelinas.

La mutacion gai también mostro niveles importantes de GA,, (12f3-hi-
droxi-GA,), una giberelina no detectada en el genotipo salvaje Ler. Esta
GA parece ser un producto de la hidroxilacion de GA,, aunque en Arabi-
dopsis no se pueden descartar precursores 12-hidroxilados porque se
han detectado estructuras compatibles con la presencia de grupos hi-
droxilo en la posicion 12, como los derivados hidroxilados de GA,,.

Al nivel de la 2B-hidroxilacion también es de destacar el hecho de
que GAg y GA;, se acumulan mucho menos (en realidad 4 veces GAg y
1.5 veces GA;)), que GA;, que se acumuldé nada menos que 36 veces.
La presencia menor de GA;, unido a los niveles elevados de GAy y GA,
sugiere que GAg es el precursor de GA,, como se concluyo en estudios
anteriores con la mutacion ga4, presentados en esta monografia.

En la mutacion gai no se observo la presencia de niveles detecta-
bles de GA,y, en contraste con los resultados del mutante gad en
donde se detectaron elevados niveles de GA,,. En este mutante, al
carecer de actividad 3B-hidroxilasa elevada, GA,, no puede conver-
tirse con eficacia en GA,, y el flujo se deriva mayoritariamente a
GA,g. En la mutacién gai, la conversion de GA,, a GA, parece estar
potenciada hasta tal extremo que el metabolismo de GA,, a GA,, esta
tan reducido que éste ultimo producto permanece indetectable.

Por otro lado, los resultados también muestran que en el mutante
gai, GA, y GAg se metabolizan a GAg y GA;, en mucha menor propor-
cion que lo hace GA, a GA;,. Esta ultima GA se acumulé a niveles
realmente elevados, lo que parece sugerir que la conversion de GA, a
GA;, esta potenciada en el mutante. Sin embargo, la conversion de
GA, a GAg no parece estar tan activada, al igual, que la conversion de
GAy a GA;,. GA, en realidad se convierte con preferencia a GA, y esta
giberelina parece transformarse rapidamente a GA,,. Por el contrario,
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GA,, se metaboliza casi exclusivamente a GA,, aunque GA, parece
permanecer como tal durante bastante tiempo porque su catabo-
lismo a GAg esta claramente atenuado.

Los resultados sugieren que la inefectividad de las giberelinas na-
tivas para promocionar el crecimiento del tallo en la mutacion gai, de
alguna manera estimula la sintesis de giberelinas. El efecto que se
produce se relaciona con el incremento del recambio de GAs, de
forma que se aumenta el flujo a través de la ruta de sintesis, redu-
ciéndose los niveles de los precursores de 20 atomos de carbono y
acumulandose los productos finales de la ruta de sintesis, las gibere-
linas de 19 atomos de carbono. Puesto que la mutacion produce fe-
notipos que no responden ni a las giberelinas externas ni a sus pro-
pias giberelinas internas, se puede concluir que la alteracion afecta a
la accion de las giberelinas mas que a su sintesis. La hipoétesis mas
logica y simple es que la mutacion afecta al propio receptor de las gi-
berelinas o a algiun elemento imprescindible, ubicado en la ruta de
transmision de la senal de las giberelinas, entre la giberelina activa y
los procesos de division y elongacion celulares del crecimiento del ta-
llo (Fig. 3.2). La mutacion gai produce por tanto, enanismo genético
no reversible mediante la aplicacion de giberelinas, puesto que in-
sensibiliza a los tejidos tanto a las giberelinas externas como a las gi-
berelinas nativas. La mutacion se caracteriza también por la acumu-
lacion de giberelinas bioactivas.

Figura 3.2.
Esquema ilustrativo sobre el efecto hipotético de la mutacion gai
de Aradopsis thaliana en la ruta de transmision de la senal de giberelinas.
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4. El fotoperiodo de dia largo incrementa los niveles
de giberelinas y estimula el crecimiento del tallo

Resumen

La elongacion del tallo y la floracion en la planta de dia largo Si-
lene armeria se inducen con una exposicion minima de 3-6 dias
con fotoperiodo de dia largo (LD). El crecimiento del tallo puede
entonces continuar, incluso aunque las plantas se trasladen de
nuevo a condiciones no inductivas de dia corto (SD), lo que se co-
noce como efecto-posterior. Se comprobé que el retardador del cre-
cimiento tetcyclasis, que inhibe la sintesis de giberelinas, inhibio
la elongacion del tallo, aunque no tuvo ningun efecto sobre la flo-
racion. Esta observacion sugiere que el control del fotoperiodo so-
bre la induccion floral no esta mediatizado por las giberelinas. Las
giberelinas identificadas mediante cromatografia de gases en com-
binacion con la espectrometria de masas, GA,,, GAs;, GAy,, GA,,,
GA,g, GAy, GA,, GAg y GA,,, pertenecen en su mayoria a la ruta de
la 13-hidroxilacién. Todas estas giberelinas se detectaron tanto en
plantas cultivadas en condiciones de dia largo como en plantas
cultivadas en condiciones de dia corto. El contenido en GAg; fue
elevado en condiciones de dia corto y se redujo bajo fotoperiodos
de dia largo. Por el contrario, los niveles de GA,, GA,, y GA,g ini-
cialmente se incrementaron y posteriormente se redujeron otra
vez, mostrando incrementos transitorios. De igual modo, cuando
las plantas se trasladaron de vuelta a condiciones no inductivas
de dia corto tras una estimulacién durante un periodo de dia
largo, los niveles de GA;; se incrementaron de nuevo mientras que
los de GA,q, GA,, vy GA, se redujeron hasta alcanzar niveles simila-
res a aquellos detectados en las plantas que se mantuvieron conti-
nuamente en condiciones no inductivas de dia corto. Las medidas
en los niveles de giberelinas en brotes completos asi como en o6rga-
nos individuales sugieren que el fotoperiodo modula el metabo-
lismo de giberelinas principalmente a través de la regulacion de la
tasa de conversion de GAg;. La induccion del fotoperiodo provoco
la acumulacion de GA, en los apices de los brotes en desarrollo, lo
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cual a su vez muy probablemente produjo el crecimiento y la elon-
gacion del tallo. Ademas, las condiciones de dia largo también pa-
recen incrementar la sensibilidad de los tejidos a las giberelinas
exogenas, y este efecto probablemente es responsable del efecto-
posterior detectado en las plantas de Silene cuando son traslada-
das de condiciones inductivas a condiciones no inductivas.

Introduccion

Generalmente se acepta que en las plantas de dia largo el foto-
periodo largo estimula el desarrollo del tallo a través de las gibere-
linas. La afirmacion anterior se apoya de hecho, en varias lineas
de evidencia independientes. En primer lugar, la estimulacion del
crecimiento del tallo puede simularse en condiciones no inductivas
mediante al aplicacion de giberelinas exdgenas, mientras que el
suministro de inhibidores de la sintesis de giberelinas en condicio-
nes de fotoperiodo largo suprime el estimulo inductor del desarro-
llo del brote. El efecto promotor del fotoperiodo puede, de hecho,
ser atribuido a un incremento en la concentracion de giberelinas
endogenas.

En espinaca se ha demostrado por ejemplo, que el fotoperiodo
largo activa dos enzimas de la ruta de sintesis GAs3 y GA, oxida-
sas. Estas enzimas se encuentran a altas concentraciones en con-
diciones de dia largo y reducen su actividad bajo fotoperiodos cor-
tos no inductivos.

En Silene, y al contrario que en otras plantas como la espinaca, la
interrupcion del tratamiento de dia largo con tratamientos de dia corto,
no suprime la elongacion del tallo inducida por el LD. El requerimiento
que presenta esta planta, de un namero minimo de dias de tratamiento
inductivo para inducir el desarrollo del tallo parece sugerir que el meta-
bolismo de giberelinas se activa con el tratamiento inductivo, y ya no se
detiene incluso aunque las plantas sean devueltas a las condiciones ini-
ciales de dia corto. En trabajos anteriores se ha demostrado que el foto-
periodo incrementa el recambio de giberelinas, asi como la actividad de
giberelinas medida con bioensayos.

En este trabajo se informa de la presencia de las giberelinas de la
13-hidroxilacion como miembros mas destacados de la dotacion de
giberelinas presentes en los extractos de Silene armeria. Ademas, se
presenta el efecto del fotoperiodo sobre los niveles de cuatro gibereli-
nas fisiologicamente importantes, GAs;, GA;g, GAy ¥y GA,, tanto en
brotes como en organos individuales. Por ultimo también se estudia
la distribucion de las giberelinas anteriores en las distintas partes de
la planta, como hojas adultas, hojas jovenes, brotes, bracteas y api-
ces caulinares.



Figura 4.1.
Plantas de Silene armeria cultivadas en condiciones de dia corto (izquierda),
‘ y en condiciones de dia largo (derecha).
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Resultados

Las plantas que se mantuvieron en condiciones de dia corto mos-
traron un habito de crecimiento en roseta por al menos cinco meses,
y no desarrollaron tallos mas largos de 1 6 2 cm. La elongacion del
tallo solamente se observo tras la induccion mediante fotoperiodos
largos (Fig. 4.1). En condiciones de dia largo, la curva de crecimiento
del tallo mostré una primera fase de crecimiento muy lento de apro-
ximadamente 10-12 dias de duracion, seguida de un segunda fase de
desarrollo rapido de 25 dias, en la cual la velocidad o tasa de creci-
miento se acerco a los dos o dos cm y medio por dia. Una vez las
plantas alcanzaron los 60-70 cm de altura ya no se observo creci-
miento adicional (Fig. 4.2). Cuando las plantas se expusieron a dis-
tintos dias de condiciones inductivas, y luego se devolvieron a condi-
ciones de fotoperiodo corto, el desarrollo del tallo también se produjo,
aunque en algunos casos tuvo lugar con cierto retraso. Sin embargo,
los tratamientos de fotoperiodos largos de 3-4 semanas, seguidos de
tratamientos de dia corto, fueron incluso mas eficaces estimulando el
desarrollo del tallo, que el tratamiento continuo de dia largo.

El tratamiento minimo que tuvo efectos inductores en el desarrollo
del tallo fue el de 3 dias en LD. Las plantas que recibieron 20 dias de
tratamiento inductivo crecieron ligeramente mas que aquellas que se
mantuvieron continuamente en condiciones de fotoperiodo largo. Entre
estos dos tratamientos extremos la altura del tallo fue mayor conforme
aumento el numero de dias de exposicion en condiciones inductoras.

La aplicacion de tetcyclasis a las plantas que crecieron en condicio-
nes de dia largo redujo el desarrollo del tallo en mas de un 80 %, sugi-
riendo que las GAs controlan el desarrollo del mismo. Cuando el retar-
dador del desarrollo se aplico después del tratamiento de dia largo, el
efecto inhibidor del mismo se redujo conforme aumentaba el namero
de dias de exposicion bajo fotoperiodos largos. Asi, el crecimiento del
tallo se redujo hasta un 74% en las plantas que recibieron 6 dias de
tratamiento inductivo antes de la aplicacion del retardador. Sin em-
bargo, la inhibicion de la elongacion solo fue de un 14 % en las plantas

Tabla 4.1.
Crecimiento de los apices de Silene armeria bajo condiciones de dia largo.

Numero de dias largos

Crecimiento
4 6 8 10 12
pm
Diametro 315+18 337+37 335+21 35030 583+65 650+56
Altura 256+24 297+33 300+28 303+28 677+64 696+63
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Figura 4.2.

Efecto de diversos tratamientos fotoperiédicos y el retardador tetcyclasis
sobre la elongacion del tallo en Silene armeria. A: Tratamientos de dia largo,
seguidos de tratamientos de dia corto. B: Mismos tratamientos,
mas aplicaciones de tetyclasis en los dias cortos.
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que estuvieron 20 dias expuestas a las condiciones inductivas, antes
de ser tratadas con el compuesto tetcyclasis (Fig. 4.2).

La iniciacion floral se determino de acuerdo con los estadios des-
critos previamente en Silene (Tabla 4.1). El primer sintoma micros-
copico de desarrollo floral correspondiente al estadio de desarrollo 1
se observo después de 8 dias de tratamiento de LD. Esta observacion
indica que la division celular y el comienzo de la elongacion celular
se produjo algun tiempo antes. Durante los siguientes dias los dis-
tintos 6rganos florales se desarrollaron con bastante rapidez. Asi, los
estadios 2, 3 y 4 se observaron después de 10, 12, y 14 dias de tra-
tamiento inductor. El estadio 5 correspondiente a la aparicion de las
anteras y los pistilos tuvo lugar a los 16-18 dias y la antesis co-
menzo6 después de los 28 LD. También se constaté que el nuamero
menor de dias de tratamiento para conseguir un 100 % de floracion
fue de 6 dias, aunque en algunas plantas se obtuvo plena floracion
con solo tres dias de fotoperiodo inductivo. Por el contrario, las plan-
tas que se mantuvieron siempre en dia corto nunca mostraron nin-
gun primordio floral. Sin embargo, no se detect6 relacion entre la in-
tensidad de la floracion y la altura de las plantas, o la duracion del
fotoperiodo. Resulta significativo indicar también que las plantas
que se trataron con tetcyclasis, tanto durante el tratamiento induc-
tivo como después del mismo produjeron flores con la misma inten-
sidad e incluso antes que las plantas no tratadas.

Después de la fase de purificacion y fraccionamiento de HPLC se
estudio la actividad biolégica de las distintas fracciones mediante el
bioensayo del maiz enano (Fig. 4.3). Se detect6 actividad en las frac-
ciones 15-16, 22-25, 28-29 y 33-34. Las fracciones se combinaron
entonces en grupos de 2 a 4 y todas ellas se analizaron posterior-

Figura 4.3.
Actividad biologica de las fracciones de HPLC de extractos
de Silene armeria, testada mediante el bioensayo del maiz enano.
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Tabla 4.2.
Giberelinas identificativa en plantas de Silene armeria mediante GC/MS.

GA

Fraccion
del HPLC

KRI

I6n y abundancia relativa

GA;5

33-34

2331

360 (2), 328 (219, 300 (100),
285 (20), 269 (8), 240 (23),
225 (15)

GAs3

28-29

2468

448 (50), 419 (15), 416 (12),
389 (29), 251 (27), 235 (25),
208 (100)

GAy

23-24

2789

432 (72), 417 (16), 403 (6),
389 (4), 373 (27), 208 (44),
207 (100)

GA,,

25-27

2557

492 (75), 477 (5), 460 (45),
432 (32), 401 (22), 373 (42),
208 (100)

GA g

23-24

2879

462 (9), 447 (5), 434 (100),
431 (5), 402 (33), 375 (52),
374 (54)

GAgp

21-22

2471

418 (100), 403 (18), 375 (51),
359 (12), 301 (18), 235 (8),
207 (27)

GAyg

12-13

2630

506 (100), 491 (16), 447 (8),
389 (6), 375 (12), 303 (13),
207 (28)

GA,

15-16

2628

506 (100), 491 (13), 448 (20),
377 (11), 313 (15), 207 (22),
193 (21)

GAg

g-11

2748

594 (100), 579 (9), 535 (9),
504 (4), 448 (18), 379 (15),
238 (16)

16-17-Dihidro-
17-OH-GAs;

23-24

2709

538 (11), 523 (4), 448 (14),
407 (56), 375 (100), 347 (20),
297 (13)

2B-OH-GAs;

13-14

2633

536 (52), 521 (13), 504 (11),
477 (20), 239 (44), 208 (66),
207 (100)
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mente mediante cromatografia de gases en combinacion con la es-
pectrometria de masas. En los extractos de los brotes de Silene se
detectaron GA,, y los siguientes miembros de la ruta de la 13-hidro-
xilacion, GAss. GAy. GAje, GA, GAyp GAs, GA,, y GAg (Tabla 4.2).
Las identificaciones se llevaron a cabo comparando los espectros de
masas con aquellos correspondientes obtenidos mediante inyeccio-
nes de giberelinas auténticas naturales o estandares deuterados.
Cuando los datos de los espectros de las giberelinas no pudieron ser
comparados directamente, se realizaron extracciones de plantas en
las que se conocia la presencia de las giberelinas a identificar. Por 1ul-
timo, se utilizaron datos publicados previamente como parametros
de comparacion para la identificacion. Los indices del tiempo de re-
tencion en la columna de gases o indices de Kovats también se utili-
zaron como agentes discriminantes de caracterizacion.

Ademas de las giberelinas descritas arriba Silene también con-
tiene un numero alto de compuestos relacionados con las giberelinas
e incluso giberelinas no identificadas hasta la fecha. Dos de estos
compuestos presentaron espectros de masas indicativos de derivados
hidroxilados de GA,,, con uno de los grupos probablemente en la po-
sicion 13. El compuesto con el mayor KRI también ha sido detectado
en maiz y parece corresponder a la estructura 16,17-dihidro-17-hi-
droxi-GAss. Este compuesto probablemente se origina a partir de
GA5; por reduccion del doble enlace de los carbonos 16 y 17. Otra al-
ternativa parece relacionarlo con artefactos producidos durante los
procedimientos de purificacion y extraccion. El otro compuesto es un
isomero de GA,3 vy GA;,, aunque posee un KRI superior al de GA,;.
Nosotros proponemos la estructura de 2p-GA;; para este compuesto
(véase la confirmaciéon definitiva de esta sugerencia en los capitulos
finales). Ambos compuestos se detectaron a muy altos niveles en los
extractos de Silene y parecen tener una presencia amplia en el reino
vegetal porque también los hemos detectado en extractos de brotes
de manzano, Arabidopsis y espinaca.

Todas las giberelinas detectadas en los extractos de dia largo se
detectaron también en extractos de dia corto. El efecto del fotope-
riodo, por tanto, debe relacionarse en mayor medida con los cambios
cuantitativos de las giberelinas que con los cambios cualitativos en-
tre las distintas condiciones.

Mediante el uso de GAs marcadas con is6topos estables utilizados
como estandares internos se midieron los contenidos en GA,, GAs;,
GA,9 y GAy, en modo SIM en los brotes de las plantas mantenidas en
condiciones de dia largo y corto (Fig. 4.4). Los niveles de GAs se esti-
maron previamente en experimentos preliminares usando las co-
rrientes ionicas de los picos bases para estimar las cantidades de es-
tandares a utilizar. La cuantificacion de giberelinas se llevo a cabo
entonces en dos experimentos sucesivos e independientes que mos-
traron tendencias similares.



Figura 4.4.
Niveles de giberelinas estimados mediante
cuantificacion en modo SIM en plantas de Silene armeria sometidas
a diversas combinaciones de fotoperiodos.
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Las plantas que se mantuvieron en condiciones de dia corto mos-
traron niveles relativamente elevados de GAg4, niveles moderados de
GA,3 y GA, y cantidades muy reducidas de GA,,. Estos niveles per-
manecieron bastante constantes durante todo el periodo de manteni-
miento en condiciones de dia corto. El cambio a las condiciones con-
tinuas de dia largo redujo el nivel de GA;; € incremento los de GA,,,
GA,, v GA,. Después de 12 dias los niveles de GA5; se habian redu-
cido aproximadamente a la mitad de los valores observados en con-
diciones de dia corto. Por otro lado, GA,s alcanzé su nivel mas ele-
vado a los 4 dias de tratamiento, mientras que GAz20 y GA, lo hicieron
a los 8 dias. Los tratamiento de dias de LD adicionales redujeron los
niveles de estas tres giberelinas. Es de destacar el hecho de que el
incremento en el nivel de GA,4 coincidio con el descenso en el nivel
de GAs;, mientras que los incrementos de GA,, y GA, tuvieron lugar
poco después de aquel mostrado por GA,q, lo que en su conjunto in-
dica que existe una relacion producto-precursor entre estas cuatro gi-
berelinas. Cuando las plantas se indujeron en condiciones de dia largo,
pero el tratamiento se interrumpio6 trasladando las plantas a condicio-
nes de dia corto, el nivel de GA;; se incremento. El incremento en GAg;
fue mayor después de los 8 primeros dias de condiciones de dia largo.
Después de la transferencia de las plantas a condiciones no inductivas
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Tabla 4.3.
Comparacion entre los niveles de giberelinas de las hojas
y brotes de Silene armeria.

SD 8 LD

GA Brotes Hojas Brotes Hojas

Expto. Expto. Expto. Expto.

1 2 3 1 1 2 3 4
ng/g

GAsz 64 62 | ) 23 37 45 7 21
GA g 45 12 25 23 57 40 38 45
GAyg 2 2 2 1 12 22 11 10
GA, 7 8 9 10 42 28 46 32

los niveles de GA,q, GA,, y GA, se redujeron y finalmente alcanzaron ni-
veles muy similares a los detectados en las plantas que se mantuvieron
continuamente en condiciones no inductivas.

Estos descensos se presentaron en todas las combinaciones de fo-
toperiodos largos y cortos y, ademas, de forma independiente de la
duracion del tratamiento inductivo. Por tanto, las condiciones de dia
corto suprimieron con clara eficacia los efectos de dia largo sobre los
niveles de giberelinas endogenos. Estos resultados sugieren que el
fotoperiodo controla los niveles de giberelinas en Silene armeria prin-
cipalmente a través de la velocidad de conversion de GAss.

Para determinar si el fotoperiodo tenia algun efecto en la distribu-
cion de giberelinas entre las diferentes partes de la planta, se reco-
lectaron muestras independientes de hojas jovenes, hojas adultas,
apices, tallos, bracteas, flores y pedunculos. Las muestras se toma-
ron de plantas cultivadas en condiciones de dia corto, de plantas ex-
puestas a 8 LD y de plantas cultivadas bajo condiciones inductivas
durante 30 LD. En condiciones de SD, los apices mostraron los ma-
yores niveles, mientras que las hojas adultas presentaron los meno-
res. Las hojas en desarrollo asi como los tallos también contenian ni-
veles relativamente elevados. En todas las partes de las plantas
analizadas las giberelinas C,,, GAs3 y GA,g, se encontraban a con-
centraciones mayores que las GAs C,q, GA,, y GA, (Fig. 4. 5).

Después de la exposicion de las plantas a 8 LD los niveles de
GA;; se redujeron en todos los organos mientras que los niveles de
las restantes giberelinas se incrementaron. Estos incrementos fue-
ron, ademas, mayores en los apices y hojas en expansion que en las
hojas maduras y los tallos. Asi, los niveles de GA,y se incrementaron
de 4 a 5 veces en los apices y hojas jovenes y solamente dos veces en
las hojas maduras y tallos. GA,, también se incrementoé menos en los



Figura 4.5.
Niveles de giberelinas estimados mediante cuantificacion en modo SIM
en diversos organos de plantas de Silene armeria sometidas a dia corto,
8 dias largos, y 30 dias largos.
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tallos, mientras que GA, aumento 13 veces en los apices y 8 veces en
las hojas jovenes en expansion. GA, también aument6 en los tallos y
hojas adultas aunque lo hizo en menor proporcion, entre 3 y 6 veces.

El patron de distribucion de giberelinas en plantas en antesis se ase-
mejo mas a lo detectado en condiciones de SD que a lo expuesto para
las condiciones de LD. En este tultimo caso, las flores y los brotes flora-
les mostraron los valores de GAs mas altos, de las cuales GA53 fue la
mas abundante. Los niveles de giberelinas en las hojas adultas fueron
los mas bajos que se detectaron en todos los érganos. Las GAs también
se encontraron a concentraciones reducidas en los pedunculos.

Asi como se mostro en los analisis de brotes completos, la distri-
bucion de giberelinas por o6rganos también demuestra que la trans-
ferencia de plantas de condiciones de SD a condiciones de LD reduce
los niveles de GA;; y aumenta los de GA,q, GA,, vy GA,. Sin embargo,
estos incrementos no tuvieron la misma magnitud en todas las par-
tes de la planta. Es posible que la distribucion de la GA;; oxidasa no
sea la misma en los distintos 6rganos.

Los niveles de giberelinas detectados en las extracciones de brotes,
en teoria, no pueden ser comparados directamente con los datos obte-
nidos a partir de extracciones de 6rganos determinados. Sin embargo,
los valores detectados en las extracciones de los brotes parecen seguir
el patron mostrado por las hojas adultas. Esta observacion no es sor-
prendente porque de hecho, las hojas adultas constituyen el 80 % en
peso seco del brote. Para las giberelinas menos abundantes como GA,,
y GA, los valores detectados en las hojas adultas fueron practicamente
los mismos que los observados en las extracciones de los brotes com-
pletos. En el caso de GAg; y GA,g los valores detectados en los brotes
fueron mas elevados que los detectados en las hojas adultas. Esta ob-
servacion probablemente indica que la contribucion de los apices y
hojas en expansion a la determinacion de los valores totales en los
brotes completos si es significativa.

Discusion

La exposicion de Silene armeria a 3-6 dias de fotoperiodo largo
provoca el desarrollo del tallo. El crecimiento del tallo inducido por
las condiciones de dia largo puede proceder por un periodo de
tiempo considerable, incluso en condiciones posteriores de dia
corto. El requerimiento minimo de tiempo para inducir el creci-
miento, parece sugerir que una vez estimulado el proceso éste con-
tintia incluso en condiciones no inductivas. Esta sugerencia im-
plica que existe una falta de regulacion negativa del proceso una
vez ha sido inducido. Sin embargo, los datos presentados arriba no
parecen apoyar esta sugerencia.



Todas las giberelinas identificadas son miembros de la 13-hidroxila-
cion, a excepcion de GA,,, y se encuentran ademas tanto en condicio-
nes de dia corto como en condiciones de dia largo, lo cual sugiere que la
ruta opera en ambas condiciones ambientales (Fig. 4.6). Por tanto, la
induccion del desarrollo del tallo esta ligada a cambios cuantitativos
mas que a cambios cualitativos. De hecho, se ha detectado una correla-

Figura 4.6.
Via biosintética propuesta para las giberelinas identificadas
en Silene armeria.
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cion cuantitativa entre el namero de dias largos y la altura de las plan-
tas. Otros procesos, como la intensidad de la floracion, son indepen-
dientes tanto de la altura de la planta como de la duracion del fotope-
riodo. Ademas, mediante el uso del tetcyclasis se obtuvo floracién en
ausencia de elongacion del tallo. Resulta claro, entonces, que en Silene
armeria la floracion y el desarrollo del tallo son dos procesos inducidos
por el fotoperiodo, aunque la respuesta de floracion es cualitativa,
mientras que la elongacion del tallo es una respuesta cuantitativa. En
esta raza, ademas, la respuesta de floracion no puede ser inducida por
la aplicacion de giberelinas, mientras que se ha demostrado arriba que
la elongacion del tallo esta claramente mediatizada por las giberelinas.

La determinacion de los niveles de giberelinas en brotes comple-
tos, asi como en distintas partes de la planta sugiere que la GA;-oxi-
dasa esta regulada por el fotoperiodo. La actividad de esta enzima
aparentemente aumenta con la transferencia de las plantas de condi-
ciones de SD a condiciones de LD y viceversa. Asi, el tratamiento de
dia largo resulta en un descenso en el nivel de GAs; y un aumento de
los niveles de GA,q, GA,, y GA,. Este incremento es particularmente
importante en el caso de GA, en los apices en elongacion. Parece por
tanto, que el LD incrementa el flujo biosintético de giberelinas, au-
mentando los niveles de las giberelinas activas y disparando los pro-
cesos de elongacion del tallo.

Los datos también muestran que el retorno de las plantas de condi-
ciones inductivas a condiciones no inductivas, reduce los niveles de GA,
a niveles semejantes a los detectados en las plantas que se mantuvie-
ron de forma perenne en condiciones de SD. Sin embargo, estas plantas
también mostraron desarrollo del tallo, aunque es cierto que éste proce-
dio a una velocidad atenuada. Por otro lado, los resultados obtenidos
con el tetcyclasis indican que incluso después de la induccion las gibe-
relinas se requieren para proceder con el desarrollo del tallo. En este
caso resulta de interés indicar que los mismos niveles de GA, no indu-
cen el crecimiento del tallo en condiciones de SD mientras que, después
de las condiciones inductivas estos mismos niveles si inducen el desa-
rrollo. En otras plantas se ha comprobado que se requieren mayores ni-
veles de giberelinas exdgenas para inducir el desarrollo del tallo en con-
diciones de SD que en condiciones de LD. Estas observaciones en
conjunto sugieren que el LD tiene dos efectos: incrementa el contenido
en giberelinas a través de la activacion de la GAg; oxidasa, y aumenta la
sensibilidad de los tejidos a las giberelinas exogenas. Esta interpreta-
cion parece explicar el efecto-posterior que se observa en estas plantas,

aunque se desconoce la base bioquimica de este incremento en la sen-
sibilidad de los tejidos.

En conclusion, el fotoperiodo largo activa la GAg;-oxidasa, incremen-
tando el recambio de GAs y a su vez el contenido en GA,. El fotoperiodo
también tiene otro efecto adicional, aumentar la sensibilidad de los teji-
dos, de forma que se potencia la efectividad de las giberelinas activas.



5. Las hojas adultas perciben el fotoperiodo e inducen una sefial
que se transporta al apice en donde estimula la sintesis
y el efecto de las giberelinas

Resumen

Se estudia el efecto de diferentes tratamientos fotoperiodicos apli-
cados a los brotes apicales y a las hojas maduras, sobre el creci-
miento, floracion y niveles de giberelinas. Las giberelinas se estudia-
ron mediante la técnica de cromatografia de gases en combinacion
con la espectrometria de masas y el uso de estandares internos deu-
terados. La exposicion de las hojas maduras a las condiciones de dia
largo, independientemente del fotoperiodo de los brotes, dia largo, dia
corto o oscuridad, provoco la elongacion del tallo y también el creci-
miento de las hojas jovenes. El tratamiento de dia largo a las hojas
adultas produjo cambios en los niveles de las giberelinas de los apices
que se mantuvieron en condiciones de dia corto, en condiciones de
dia largo o en oscuridad continua. En los apices que se encontraban
bajo fotoperiodo largo o en oscuridad, los niveles de GA;; se reduje-
ron, mientras que los de GA,y vy GA,, se incrementaron. Los conteni-
dos de GA, aumentaron en los tres tipos de apices, en aquellos que se
mantuvieron en SD dos veces, en los de LD cinco veces y en aquellos
que se desarrollaron en completa oscuridad, ocho veces. Cuando las
hojas adultas se trataron con regimenes de dia corto y los apices de
estas plantas se mantuvieron bajo condiciones de oscuridad, el conte-
nido en GA, se incrementé tres veces, las hojas jovenes continuaron
su desarrollo, pero la elongacion del tallo no se estimulé. Por otro
lado, los tratamientos de diferentes fotoperiodos que se aplicaron a
los apices en desarrollo no modificaron en ningtin momento los nive-
les de giberelinas detectados en las hojas adultas. Estos resultados
indican que tanto el tratamiento de dia largo como la oscuridad, in-
crementan los niveles de GA, en los apices. Sin embargo, también se
deduce de los datos presentados arriba que el fotoperiodo largo in-
duce la formacion de una senal que se transmite desde las hojas ma-
duras a los apices en crecimiento, en donde potencia el efecto de las
giberelinas sobre el desarrollo del tallo.
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Introduccion

En general, se acepta que en las plantas denominadas de dia
largo (LD) la percepcion de la longitud relativa del dia y noche, tiene
lugar en las hojas adultas. Sin embargo, la formacion de los primor-
dios florales sin duda ocurre en los apices de los brotes. Estas obser-
vaciones implican el movimiento de una senal hasta hoy de tipo des-
conocido, que se genera en las hojas y se transmite a los apices en
crecimiento estimulando la elongacion de los mismos y el desarrollo
de los distintos o6rganos florales.

Silene armeria es una planta de dia largo que presenta dos carac-
teristicas ciertamente interesantes (Fig. 5.1). En primer lugar, este
cultivar posee lo que se denomina un efecto-posterior, que significa
que en este caso, el desarrollo del tallo contintia en condiciones no
inductivas, si éste fue iniciado por un minimo periodo de tratamiento
bajo condiciones inductivas de dia largo. Asi, la transferencia de las
plantas desde el tratamiento de LD a condiciones de SD no inhibe la
elongacion del tallo, la cual contintia aunque a un tasa de desarrollo
menor. El otro hecho importante a destacar es la falta de capacidad
de respuesta de floracion a las aplicaciones exégenas de giberelinas.
Asi, el tratamiento exogeno con giberelinas estimula el crecimiento
del tallo, mimetizando los efectos del dia largo, pero no provoca la
formacion de organos florales ni por tanto la floracion.

Se ha demostrado en trabajos anteriores que tanto en los organos ve-
getativos como reproductivos de Silene opera la ruta de sintesis de gibe-
relinas de la 13-hidroxilacion (GAs;, GA4., GA,o, GA,;, GA,y GA,, GA,,
GAy), que parece ser mayoritaria en esta especie. También se mostré que
el fotoperiodo de dia largo incrementa los niveles de giberelinas en los
apices, y que este efecto inicia el proceso de crecimiento del tallo. Por
tanto, resulta conveniente investigar cual es el efecto del fotoperiodo de
las hojas adultas sobre los niveles de las giberelinas de los apices.

Los resultados que se muestran mas abajo indican que las condicio-
nes de fotoperiodo largo o de oscuridad de las hojas adultas incremen-
tan el contenido en giberelinas de los apices, independientemente de las
condiciones fotoperiodicas de los apices (LD, SD, oscuridad). Sin em-
bargo, ninguno de los tratamientos aplicados a los apices tiene efecto
sobre los niveles de giberelinas detectados en las hojas adultas.

Resultados

Los apices de los brotes que se mantuvieron permanentemente en
la oscuridad desarrollaron hojas y tallos etiolados (Fig. 5.2). Después
de 20 dias de tratamiento, las hojas jovenes de plantas cultivadas
bajo condiciones de dia largo crecieron bastante mas que las hojas



Figura 5.1.
Plantas de Silene armeria bajo condiciones de dia corto (izq.)
y dia largo (der.). En el genotipo salvaje, las aplicaciones de giberelinas
suprimen el efecto inhibidor del dia corto sobre la elongacién del tallo.
Se han descrito mutantes que son insensibles (centro) a la aplicacion
de giberelinas.
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Figura 5.2.
En Silene armeria, las plantas cuyas hojas adultas reciben tratamientos
de dia largo desarrollan tallos normales, aunque los apices permanezcan
bajo tratamientos de dia corto (A), o incluso en condiciones de oscuridad (B)

A

SD LD

de plantas cultivadas en dia corto. Ademas, cuando las hojas adul-
tas se mantuvieron en condiciones inductivas no se encontro nin-
guna diferencia entre la longitud de las hojas jovenes que se desarro-
llaron bajo regimenes de LD, de SD, o de oscuridad (Tabla 5.1). Sin
embargo, las hojas jovenes etioladas de plantas que se desarrollaron
bajo el tratamiento de oscuridad a los apices/dia corto a las hojas
adultas (oscuridad/SD), resultaron ser mas largas y estrechas que
aquellas que se desarrollaron en condiciones de dia corto a los api-
ces/dia corto a las hojas adultas (SD/SD).

La respuesta de floracion y elongacion del tallo solamente se ob-
servo en las plantas que portaban hojas adultas mantenidas en con-
diciones de dia largo, independientemente del fotoperiodo que se
aplicara a los brotes apicales. Cuando las hojas adultas se mantu-
vieron en condiciones de dia largo, el desarrollo del tallo resulto ser
mas rapido en las plantas en donde los apices se mantuvieron tam-
bién bajo LD, que en las plantas con apices bajo SD. Este efecto pro-
bablemente se debe a la percepcion directa del fotoperiodo largo por
los brotes apicales. En las plantas que se cultivaron en LD, la expo-
sicion de los apices a la oscuridad retraso el desarrollo del tallo,
pero ciertamente se produjo (Fig. 5.3).



Tabla 5.1.
Crecimiento de las hojas inmaduras de Silene armeria bajo tramientos
de fotoperiodos distintos a las hojas adultas y apices.

Tratamiento Hojas inmaduras (cm)

Brotes H. adultas Longitud Ancho
LD LD 9.4+0.5 0.9+0.1
SD LD 9.1+0.3 0.9+0.1
Oscur. LD _ 9.1+0.5 0.8+0.1
Oscur. SD 8.7+0.7 0:5x0.1
SD SD 6.7+0.7 0.9+0.1

En un conjunto de experimentos adicionales se estudio el efecto
de las distintas combinaciones de fotoperiodos aplicados durante 14
dias sobre el desarrollo del tallo y sobre la respuesta de floracion.
Cuando las hojas adultas se mantuvieron permanentemente en dia
corto no se produjo elongacion de tallo ni formaciéon de flores. Las
longitudes finales de los tallos inducidos por los tratamientos de dia
largo (LD/LD, SD/LD, y oscuridad/LD) fueron practicamente los
mismos (Fig. 5.4). Sin embargo, las velocidades de crecimiento antes
de la antesis mostraron el siguiente orden: LD /LD antes que SD/LD,
y éste antes que oscuridad/LD. La antesis también se retras6 en el
tratamiento SD/LD (una semana) y en el tratamiento oscuridad /LD
(dos semanas) en comparacion con las condiciones de dia largo.

Para analizar los niveles de giberelinas, las plantas se trataron
con diferentes condiciones y combinaciones de fotoperiodos. Se eli-
gieron 8 dias de tiempo y este periodo se selecciond porque en traba-
jos previos, 8 dias de tratamiento de dia largo resultaron ser adecua-
dos para inducir el crecimiento del tallo y la floracion. Ademas, este
periodo de 8 dias también produjo un incremento significativo en la
actividad mitotica y en los niveles de giberelinas del meristemo suba-
pical. Todas las plantas que se cultivaron en dia corto después de un
tratamiento diferencial fotoperiodico de 8 dias florecieron. Después
de 60 dias las plantas que recibieron los tratamientos LD/LD,
SD/LD y oscuridad /LD presentaron la misma longitud del tallo. Los
niveles de giberelinas detectados en los brotes apicales de las plan-
tas recolectadas después de 8 dias de tratamientos con fotoperiodos
diferenciales se estudiaron en detalle. Estos resultados confirman
las determinaciones realizadas en estudios anteriores y muestran
que los niveles de GA;; son ligeramente mas altos en los brotes api-
cales de las plantas que se cultivan en condiciones de dia corto, que
en las plantas bajo fotoperiodo continuo de dia largo. Por el contra-
rio, los niveles de GA,,;, GA,q, GA,, vy GA, aumentaron en los brotes
apicales de las plantas de fotoperiodo de dia largo. Ademas, cuando
las hojas adultas se mantuvieron en condiciones de dia largo, los ni-
veles mas elevados de los precursores de GA, (GA., GA,o. ¥ GA,) se
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Figura 5.3.
Elongacion del tallo en plantas de Silene armeria tratadas
durante 20 dias con distintas combinaciones de fotoperiodo.
Tratamiento/tratamiento = apices/hojas.
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detectaron en los brotes apicales que recibieron el tratamiento de fo-
toperiodo largo. Los niveles mas bajos, asimismo, se detectaron en
los apices cultivados en condiciones de dia corto. Los niveles de GAx;,
detectados en brotes apicales de dia largo fueron practicamente simi-
lares a aquellos que se observaron en los apices que se desarrollaron
en la oscuridad. Por el contrario los niveles mas altos de GA, tam-
bién se detectaron en los apices que se desarrollan en la oscuridad,
mientras que los niveles mas bajos se observaron en los brotes api-
cales de SD (Tabla 5.2).

Las determinaciones de los niveles endoégenos de giberelinas en
las hojas adultas que recibieron tratamientos de SD y de LD, cuyos
brotes apicales se trataron con SD, LD u oscuridad durante 8 dias se
estudiaron en experimentos sucesivos. En el caso de GAs;, GA,4, GAo
y GA,, no se encontraron diferencias importantes entre las condicio-
nes de dia largo y de dia corto. Sin embargo, los niveles de GA, fue-
ron superiores en las hojas adultas que crecieron bajo condiciones
de dia largo. También queda claro que las condiciones fotoperiodicas
de los brotes apicales no modifican los niveles de giberelinas en las
hojas adultas (Tabla 5.3).



Figura 5.4.
Elongacion del tallo de plantas de Silene armeria tratadas durante 14 dias
con distintas combinaciones de fotoperiodo.
Tratamiento/tratamiento = apices/hojas.
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Discusion

En trabajos previos se informo que las giberelinas mas importan-
tes de esta especie de plantas son las giberelinas de la 13-hidroxila-
cion. También se sugirid6 que el fotoperiodo modula el metabolismo
de giberelinas principalmente a través de la velocidad de conversion
de GAs;. Aparentemente, la actividad de la GA.;-oxidasa aumenta
cuando las plantas se transfieren de condiciones de dia corto a dia
largo. Esta actividad, por el contrario, decrece cuando las plantas se
devuelven de condiciones de LD a condiciones de SD. De esta forma,
los tratamientos de dia largo producen un descenso en los niveles de
GA5; junto con un incremento de los niveles de GA,. En los brotes
apicales el incremento en el contenido de GA, parece ser particular-
mente importante,

La observacion de que el fotoperiodo se percibe en las hojas adul-
tas sugiere la idea de que existen uno o varios factores inductores de
la floraciéon y la elongacion del tallo, que se transportan desde estas
mismas hojas a los brotes apicales. En los experimentos realizados
en el presente trabajo, los brotes apicales se mantuvieron en la oscu-
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ridad, en SD, o en LD, y las hojas adultas en SD o en LD. Los brotes
apicales de las plantas que se cultivaron en LD /LD contenian niveles
mas altos de GA, (5 veces) que los brotes apicales de las plantas
mantenidas en SD/SD. Ademas, los tratamientos de oscuridad/LD y
de SD/LD también aumentaron las cantidades de GA, (8 veces y 2
veces, respectivamente). De los datos anteriores se puede concluir
que la exposicion de las hojas adultas a las condiciones de fotope-
riodo de dia largo producen un incremento de GA, en los brotes api-
cales, independientemente de las condiciones fotoperiddicas de los
mismos brotes. En comparacion con las plantas que crecieron en
condiciones de dia corto el tratamiento de oscuridad/SD también
provoco un aumento en los niveles de GA,.

En los experimentos llevados a cabo se demuestra que existe una
asociacion entre el tratamiento de dia largo de las hojas adultas, y la
iniciacion floral y la elongacion del tallo. Las velocidades de creci-
miento del tallo y de desarrollo floral siempre son superiores después
de los tratamientos de LD/LD, que de los de SD/LD, y de los de os-
curidad/LD. Puesto que la floracion y el crecimiento del tallo no tie-
nen lugar bajo condiciones de crecimiento de dia corto, la elongacion
del tallo y la formacion de flores en plantas que se cultivan bajo con-
diciones de SD/LD deben ser atribuidos a los efectos del fotoperiodo
de dia largo sobre las hojas adultas.

La exposicion de las hojas adultas al fotoperiodo de dia largo
también modifico los niveles de giberelinas en los brotes apicales. Sin
embargo, las giberelinas exogenas no son efectivas induciendo la flo-
racion en las plantas de esta raza de Silene armeria que se desarro-
llan en condiciones no inductivas. Por otro lado, la aplicaciéon de los
inhibidores de la sintesis de giberelinas tampoco previene o suprime
la floracion de las plantas que se desarrollan bajo condiciones de fo-
toperiodo largo. No obstante, este mismo tratamiento si que es muy
efectivo suprimiendo el crecimiento y la elongacion del tallo. En con-
junto, los resultados anteriores demuestran que aunque ambos pro-

Tabla 5.2.
Niveles de giberelinas estimados mediante cuantificacion en modo SIM
en apices caulinares de plantas de Silene armeria sometidas a tratamientos
de fotoperiodos distintos a las hojas adultas y apices.

Tratamiento . GAs (ng/g) en brotes
Brotes H. adultas GA;; GAy, GA;q GAy, GA,
LD LD 119 10 280 7y 60
SD LD 102 3 99 1 23
Oscur. LD 119 4 174 5 98
Oscur. SD 124 3 147 4 34
SD SD 141 7 113 1 12




Tabla 5.3.
Niveles de giberelinas estimados mediante cuantificaciéon en modo
SIM en hojas adultas de plantas de Silene armeria sometidas a tratamientos
de fotoperiodos distintos a las hojas adultas y apices.

Tratamiento GAs (ng/g) en hojas inmaduras
Brotes H. adultas GAss GAy, GAig GAyg GA,
LD LD 3 1 5 2 8
SD . LD 3 1 6 2 8
Oscur. LD 3 1 5 2 7
Oscur. SD - 1 6 2 3
SD SD 4 1 4 1 3

cesos, la formacion de flores y el crecimiento del tallo se promueven
por la exposicién de las hojas adultas a las condiciones de fotope-
riodo de dia largo, el aumento en los niveles de las giberelinas endo-
genas es un factor primario solamente para la elongacion del tallo.
La floracion, parece por tanto, inducirse por un mecanismo o meca-
nismos diferentes y hasta hoy desconocidos.

Los brotes apicales de las plantas que se cultivaron en condicio-
nes de SD/LD contenian niveles mas elevados de GA,; que los brotes
de las plantas cuyos organos se cultivaron en condiciones de dia
corto. Sin embargo, estos niveles fueron mas bajos que aquellos que
se detectaron en los tratamientos no inductivos de oscuridad/SD.
Asi, aunque el tratamiento de oscuridad/SD produjo un nivel supe-
rior de GA, en los brotes apicales que el tratamiento de SD/LD, la
primera combinaciéon no fue capaz de producir la elongacion del ta-
llo, mientras que esta ultima combinacion si tuvo un claro efecto es-
timulador. Estos resultados indican, que ademas de inducir un in-
cremento en el nivel de GA,, los efectos del fotoperiodo de dia largo
sobre la elongacion del tallo tienen una consecuencia adicional que
es la transmision de una senal desde las hojas adultas a los brotes
apicales en desarrollo. En este contexto varios trabajos previos han
sugerido que el tratamiento de dia largo parece también incrementar
la sensibilidad de los tejidos a las giberelinas endogenas o exogenas.
Es de senalar, el hecho de que el tratamiento de oscuridad a los bro-
tes apicales promueve la acumulacion de GA, en los mismos. Sin
embargo, solamente la combinacion de este tratamiento con el foto-
periodo de dia largo a las hojas adultas es capaz de inducir el creci-
miento del tallo. Tomadas en su conjunto estas observaciones sugie-
ren que el tratamiento de oscuridad a los brotes apicales no
incrementa la sensibilidad de los tejidos a las giberelinas.

En conclusion, la exposicion de las hojas adultas a las condicio-
nes de fotoperiodo de dia largo, independientemente del fotoperiodo
al que se someta a los brotes apicales (LD, SD u oscuridad) provocan
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un incremento de los niveles de GA; en los brotes apicales. Este in-
cremento a su vez, induce la elongacion y el crecimiento del tallo. Los
tratamientos de oscuridad a los brotes apicales en combinacién con
los tratamientos de dia corto a las hojas adultas también tienen un
efecto promotor sobre los niveles de GA, en los brotes apicales. Sin
embargo, esta combinacion de tratamientos no induce la elongacion
del tallo. Estas observaciones indican que el tratamiento de dia largo
asi como la oscuridad incrementan los niveles de GA,. Ademas, se
propone que el fotoperiodo de dia largo produce una senal que se
transmite desde las hojas adultas a los brotes apicales en donde po-
tencia el efecto que presentan las giberelinas sobre la elongacion del
tallo. Por ultimo, también se indica que las condiciones de fotope-
riodo de los brotes apicales no tienen ninguna influencia sobre los
niveles hormonales de las hojas adultas.



6. En el meristemo subapical, las giberelinas activan la division
celular que posibilita el crecimiento del tallo

Resumen

La elongacion del tallo y la floracion son dos procesos inducidos
por los tratamientos de dia largo en Silene armenia. Mientras que el
control fotoperiodico del crecimiento del tallo esta mediatizado por la
giberelinas, la respuesta de floracion no puede obtenerse mediante
aplicaciones de giberelinas exégenas. En este trabajo se combinaron
observaciones microscopicas sobre los cambios celulares que ocu-
rren en el meristemo del brote después de la induccion del fotope-
riodo largo, o el tratamiento de giberelinas en condiciones de dia
corto, con analisis de giberelinas endogenas en secciones del tallo a
distintas distancias por debajo del apice del brote. El efecto mas tem-
prano del tratamiento de fotoperiodo largo asi como de la induccién
de las giberelinas en el meristemo subapical es un aumento en el nua-
mero de células y una reduccion en la longitud celular del tejido me-
ristematico situado entre 1 y 3 mm por debajo del apice del brote.
Después de 8 dias bajo tratamiento con condiciones inductivas de
dia largo, o después de 8 dias del comienzo de la aplicacion de gibe-
relinas, las células del meristemo subapical se orientaron en largas
columnas. En los apices inducidos, la deposiciéon de celulosa tuvo
lugar principalmente en las paredes celulares longitudinales, indi-
cando que la division celular se activo siguiendo el eje transversal.
Este efecto incremento la longitud del tallo. Por el contrario, el trata-
miento con giberelinas no provoco la transicion del meristemo vege-
tativo a meristemo reproductivo. Las giberelinas endogenas se anali-
zaron por SIM, utilizando estandares externos marcados cén
isotopos pesados, en extractos de secciones transversales de apices a
distintas distancias por debajo del meristemo apical. En las plantas
control los niveles de 6 giberelinas 13-hidroxiladas (GAs;, GA4, GA,,
GA5o, GA,, GAg) se redujeron conforme la distancia al meristemo api-
cal se incrementaba. Excepto para GAss, los niveles de la hormonas
fueron mayores en los brotes apicales de las plantas inducidas en dia
largo, particularmente en la zona meristematica situada entre 0,5 y
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1,5 mm por debajo del meristemo apical. En comparacion con las
condiciones de dia corto, el incremento mas grande observado fue
para GA,, que aumento 30 veces en la zona de 0,5 a 3,5 mn por de-
bajo del apice caulinar. Estos datos indican que existe una correla-
cion espacial entre la acumulacion de GA, y sus precursores, y el
aumento de la actividad mitotica que tiene lugar en el meristemo su-
bapical de los apices en crecimiento.

Introduccién

Generalmente, se acepta que una funcion importante de la gibere-
linas en el proceso de estimulacion del crecimiento del tallo es la in-
duccion de la division celular en el meristemo subapical del brote.
En trabajos anteriores se demostré que las giberelinas endogenas in-
ducen la formacion de regiones meristematicas nuevas, que son res-
ponsables de la mayoria de células que contribuyen a la elongacion.
Asimismo, se sugirio que las giberelinas naturales del brote eran los
factores limitantes de la actividad meristematica subapical.

En las plantas en roseta, la induccion fotoperiédica del creci-
miento del tallo bajo condiciones de dia largo esta mediatizada por
las giberelinas. En este tipo de plantas la aplicacion de giberelinas
exogenas bajo condiciones no inductivas estimula el crecimiento del
tallo. Por otro lado, el tratamiento con inhibidores de la biosintesis
de giberelinas suprime el crecimiento inducido por los tratamientos
de dia largo. En este tipo de plantas, también se ha sugerido que el
fotoperiodo modula el metabolismo de giberelinas, principalmente a
través de la velocidad de conversion de GA5;. La actividad de la GAg;-
oxidasa aparentemente incrementa cuando las plantas se transfieren
de fotoperiodos de dia corto a fotoperiodos de dia largo. Por el contra-
rio, esta actividad se reduce en plantas que se devuelven de LD a SD.
El tratamiento de LD produce un descenso en el nivel de GA;; junto
con un incremento de GA,,, GA,, y GA,. La acumulacion de GA, en-
doégeno en los brotes en elongacion de plantas que se cultivan bajo
fotoperiodos largos parece, por tanto, iniciar los procesos de creci-
miento del tallo. La altura de las plantas que crecen bajo distintas
combinaciones fotoperiodicas esta relacionada con los cambios cuan-
titativos en los niveles de giberelinas. De hecho, existe una relacion
cuantitativa entre el niumero de dias largos, las cantidades de gibere-
linas endogenas y la altura de las plantas. Por otro lado, la intensi-
dad de la floracién es claramente independiente de la altura de la
planta y de los niveles endogenos de giberelinas, siempre que estas
plantas reciban al menos 3 dias de fotoperiodo inductivo. La primera
senal microscopica de iniciacion floral se puede observar después de
8 dias de tratamiento. Uno de los primeros efectos de los tratamien-
tos inductivos en el crecimiento del tallo es el aumento de la activi-



dad mitotica en el meristemo subapical. Tiene por tanto interés, estu-
diar la distribucion de giberelinas endoégenas, y los cambios morfologi-
cos que tienen lugar en los brotes, después de la induccion mediante
fotoperiodos largos o mediante la aplicacion exégena de giberelinas.

En este trabajo se examinan las bases celulares de la respuesta a
las giberelinas y al fotoperiodo de dia largo. También se estudian las
regiones especificas de los brotes apicales implicadas en la division
celular y en la acumulacion de giberelinas endogenas

Resultados

Los tejidos del meristemo subapical de las plantas en dia corto mos-
traron una gran variabilidad en el tamano celular. Estas células no
presentaron una orientacion predominante, indicando que las divisio-
nes de las células de estos tejidos no estaban sincronizadas. Ocho dias
después de la aplicacion de giberelinas o de la induccion con el foto-
periodo largo, las células del meristemo subapical, incluyendo la mé-
dula, y los tejidos corticales y vasculares, se orientaron en largas co-
lumnas. La orientacion celular en columnas paralelas y largas indica
que las nuevas divisiones celulares tienen lugar principalmente de
forma transversal al eje principal del vegetal (Fig. 6.1). Ademas, las
secciones longitudinales de los brotes tenidos con calcofluor, mostra-
ron que en las plantas inducidas la deposicion de celulosa se present6
en las paredes celulares longitudinales (Fig. 6.2). En las plantas con-

A

Figura 6.1.
Secciones del apice de plantas de Silene armeria cultivadas en dia corto (A),
en dia largo (B) o en dia corto y tratadas con giberelinas (C).
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trol, la deposicion de celulosa se observo de igual forma en las pare-
des transversales y longitudinales. Todas las cé€lulas del meristemo
subapical tenian practicamente el mismo tamano, aunque la longi-
tud celular se incrementé conforme aumenté la distancia desde el
meristemo apical. Aproximadamente 1 mm por debajo del meristemo
apical la longitud celular de las plantas inducidas no aumenté mas
alla de lo que lo hicieron las plantas control. Ademas, en las plantas
tratadas las células que se localizaban en la médula entre los 1,25 y
2,5 mm fueron significativamente mas cortas que aquellas células de
las plantas en dia corto (Tabla 6.1).

Por el contrario, no se observaron diferencias significativas entre
los tres tratamientos cuando el diametro celular se registré. La re-
duccion en la longitud celular de las plantas inducidas probable-
mente refleja una tasa mayor de division celular transversal. El re-
cuento del namero de células por columna en los brotes inducidos y
no inducidos, también mostré el mismo fenémeno (Tabla 6.2).

En el primer mm inmediatamente por debajo del brote, el niimero de
células por columna fue mayor en los brotes apicales en dia corto que
en los brotes inducidos (Fig. 6.3). Pero por debajo de este mm, el nu-
mero de células por columna en los brotes tratados con giberelinas y en
los brotes inducidos con fotoperiodos largos, fue significativamente mas
grande. En su conjunto, estas observaciones indican que los tratamien-
tos de induccion, el fotoperiodo largo y el tratamiento con giberelinas,
provocan divisiones celulares que dan lugar en su mayoria a paredes
celulares transversales. Estas divisiones incrementan la longitud del eje
de la planta mediante €l incremento en el niumero de células. Puesto
que el diametro de estas nuevas células basicamente no se modifico, la
anchura del tallo permaneci6 esencialmente idéntica. Esta parece ser la
razon principal del crecimiento del tallo en las plantas tratadas durante
estos estados iniciales del crecimiento. De hecho, la elongacion celular
no parece ser un factor principal en el desarrollo del tallo durante las
primeras fases de la induccion.

En las plantas tratadas con LD, pero no en las plantas cultivadas
bajo condiciones de SD, los meristemos apicales iniciaron la transi-
cion desde el estado vegetativo al estado floral. Las plantas tratadas
con giberelinas tampoco mostraron ningin cambio en la transicion
del meristemo. También se observo en las plantas tratadas con 8
dias de fotoperiodo largo cambios significativos en el namero, forma
y orientacion de las células en el meristemo, las zonas laterales y
axiales, y los meristemos axilares. Las células centrales del meris-
temo en contraste con las c€lulas laterales y axiales del meristemo
apical, eran mas largas que anchas, y se orientaron en paralelo al eje
de la planta. Esta morfologia particular, parece ser un estado prepa-
ratorio para el desarrollo floral. Asi, aunque las giberelinas exégenas
mimetizan el efecto del fotoperiodo largo en el crecimiento del tallo,
las aplicaciones de giberelinas no promocionan la floracion (Fig. 6.4).
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Figura 6.2.
Secciones longitudinales de brotes de plantas de Silene armeria
cultivadas en dia corto (arriba) en dia largo (centro) o en dia corto y tratadas
con giberelinas (abajo) mostrando la deposicion de celulosa.
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En experimentos preliminares se utilizé6 material de dia corto y mate-
rial vegetal cultivado durante ocho dias bajo condiciones de fotope-
riodo de dia largo para estimar sus niveles de giberelinas. Los anali-
sis se llevaron a cabo de forma independiente en secciones de los
brotes apicales de medio o de 1 mm de longitud. Para ello, el brote
apical desde su mismo apice se seccionoé en cuatro zonas (secciones i
a iv). En todas las secciones de material procedente del tratamiento de
dia corto, como del material de dia largo se detectaron las siguientes
giberelinas: GAs;, GAu, GAg, GA,o, GA,, y GA;. Este experimento tam-
bién proporcioné una estimacion de las cantidades de estandares in-
ternos que se anadieron en los experimentos posteriores de cuantifica-
cion. El nivel de GA;; fue superior en todas las secciones del material
de SD, que en las secciones que provenian del material de LD. Sin em-
bargo, los niveles del resto de giberelinas se incrementaron con la
transferencia a condiciones de dia largo. Asi, GA,, se incremento entre
1 y 6 veces, GA,, entre 2 y 5 veces, GA,, entre 5 y 30 veces, GA, entre
9y 34 veces, y GA; entre 4 y 5 veces (Tabla 6.3).

Este mismo patréon de cambio de giberelinas se ha observado pre-
viamente, aunque fue menos evidente, en analisis llevados a cabo so-
bre extractos de brotes completos. En las plantas control, las con-
centraciones de estas giberelinas se redujeron conforme se
incrementaba la distancia al apice del brote. Sin embargo, en las
plantas inducidas los niveles de giberelinas fueron mayores en la

Tabla 6.1.
Longitud de las células de la médula a distintas distancias por debajo
del meristemo apical de Silene armeria.

Profundidad Longitud celular (um)
en el meristemo
apical (mm) SD 8 LD SD + GA,,7
0.00-0.25 10.1+0.5 12.9+0.3 12.3+0.3
0.25-0.50 14.6x0.6 16.5x1.1 16.3+0.9
0.50-0.75 15.5+0.9 15.2x1.2 15.9x1.2
0.75-1.00 16.3x0.9 15.6+1.4 15.1+0.9
1.00-1.25 20.3x1.6 16.7+0.7 15.7£0.9
1.25-1.B0 27.9+2.0 17.2%1.0 18.4+1.0
1.50-1.75 29.9+1.7 18.9+2.1 16.4x1.4
1.75-2.00 30.8+1.0 18.4+1.0 17.0£1.2
2.00-2.25 33.3+4.2 24.3+2.3 17.9+2.0
2.25-2.50 33.0+£2.2 24.2+2.0 24.9+3.5
2.50-2.75 33.0£2.2 23.8+2.4 31.5+6.2
2.75-3.00 33.0£2.2 24.8+2.7 33.5+4.8
3.00-3.25 32.3£3.0 26.5+3.5 33.223.2
3.25-3.50 31.3+0.5 25.222.9 24.5+x0.9




Tabla 6.2.

Diametro de las células de la médula a distintas distancias por debajo

del meristemo apical de Silene armeria.

Profundidad Diametro celular
en el meristemo
apical (mm) SD 8 LD SD + GA4,7
0.0-0.5 23.6x1.8 25.5+2.0 23.3x1.2
0.5-1.5 32.7x2.3 31.5+1.8 34.6+2.2
1.5-2.5 36.8+1.9 36.2+2.8 38.7+3.9
2.5-3.5 39.5+3.3 46.8+3.0 41.5+4.3

seccion ii, es decir aquella comprendida entre los 0.5 y 1.5 mm por
debajo del meristemo apical. En las secciones inmediatamente si-
guientes a esta seccion, los niveles de giberelinas también se reduje-
ron conforme aumentaba la distancia al extremo superior del apice.
En comparacion con el tratamiento de dia corto, el incremento mas
alto correspondié a GA,, cuyo nivel se increment6é desde 4 ng por g
de peso seco en la zona de los 0.5 a 1.5 mm de los apices de las
plantas en dia corto, a 136 ng por g peso seco en la misma zona de
los brotes de plantas en dia largo.

Discusion

La funcién de las giberelinas en los procesos de desarrollo del ta-
llo se ha estudiado profusamente durante los ultimos afos. En mu-
chas plantas, entre las que se puede incluir a las plantas de dia
largo se ha demostrado que las giberelinas aumentan la division ce-
lular en el meristemo subapical de los brotes en desarrollo. Este in-
cremento de la division, es responsable de la generacion de practica-
mente todas las células nuevas que formaran el tallo adulto. Sin
embargo, en algunos casos, principalmente aquellos correspondien-
tes a tejidos escindidos de las plantas, como fragmentos de los hipo-
cotilos de lechuga, las giberelinas inducen elongacion celular en vez
de division celular.

En trabajos pioneros con plantas superiores ya quedo6 patente que
la zona meristematica activa en relacion con la division celular se
localiza unos pocos milimetros por debajo del meristemo apical. En
estos trabajos también se sugirid6 que eran las giberelinas los facto-
res limitantes de la actividad mitotica de los meristemos subapicales.

En el trabajo presentado aqui, se muestra que después de ocho
dias de tratamiento con fotoperiodos largos o con giberelinas exoge-
nas el tallo solamente crece unos 4 mm. En este pequeno fragmento
se localizan todas las células generadas mediante las nuevas divisio-
nes celulares que se producen en respuesta a las condiciones induc-
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Figura 6.3.
Numero de cé€lulas por columna en brotes de plantas de Silene armeria
cultivadas en dia corto (negro), en dia largo (blanco) o en dia corto y tratadas
con giberelinas (listadas).
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tivas. Las divisiones celulares nuevas parecen dar lugar principalmente
a paredes celulares transversales, lo cual aumenta la longitud vertical
del tallo sin apenas modificar el diametro del mismo. En los apices en
elongacion de Silene, se ha detectado una zona meristematica entre
aproximadamente 1.25 a 3.5 mm por debajo del meristemo apical en
donde la longitud de las células de la médula es mas corta que en las
plantas control. Estas células, sin embargo, si presentan el mismo dia-
metro. En esta seccion, ademas, el numero de células también fue su-
perior en los apices inducidos que en los apices mantenidos en condi-
ciones de dia corto. Estas observaciones sugieren que en los apices en
elongacion y después de ocho dias de tratamiento inductor, la zona
meristematica activa se extiende desde aproximadamente 1.25 a 3.5
mm por debajo del meristemo apical. Durante estos estadios iniciales,
el incremento en la elongacion del tallo debe ser por tanto atribuido a la
formacion de nuevas cé€lulas en esta region.

También se ha detectado que los niveles de GA, en los apices en
elongacion se incrementa unas nueve veces en los tejidos inmedia-
tamente por debajo del meristemo apical. En las zonas inferiores a
esta seccion primera, es decir, entre los 1.5 y los 3.5 mm, los nive-
les de giberelinas se incrementaron una media de 30 veces. Asi, el
efecto promotor del tratamiento de dia largo sobre la division celu-
lar, similar al que producen las giberelinas ex6genas, parece tam-
bién ser dependiente del incremento del acervo nativo de gibereli-
nas. Excepto en el caso de GA;;, los niveles de giberelinas
endogenas se incrementaron en todas las secciones de los brotes
apicales inducidos. En las plantas tratadas con ocho dias de foto-
periodo largo, los niveles detectados fueron superiores en la zona
aproximadamente 0.5 a 1.5 mm, por debajo del meristemo apical.
Estos niveles decrecen conforme se aumenta la distancia al ex-



Figura 6.4.
Secciones del meristemo apical de plantas de Silene armeria cultivadas
en dia corto (A), en dia largo (B) o en dia corto y tratadas con giberelinas (C).

tremo del apice. Asi, el incremento en la zona del meristemo suba-
pical de la concentracion de giberelinas, bien sea por aplicacion de
giberelinas exogenas, o por induccion mediante el fotoperiodo ade-
cuado, produce una zona meristematica activa y creciente, en
donde se localiza la formaciéon de nuevas células. Las nuevas célu-
las formadas se situan casi invariablemente de forma paralela al
eje longitudinal de la planta, de forma que se incrementa la longi-
tud del tallo, sin apenas variacion de su diametro.

Es interesante destacar el hecho de que en Silene, las diferencias
entre los niveles de giberelinas detectados entre las condiciones de
dia corto y dia largo se magnifican cuando se analizan los tejidos es-
pecificos “diana” de las giberelinas. En general, cuando se comparan
analisis que corresponden a plantas o brotes completos se obtienen
diferencias de un orden de magnitud, mientras que si la compara-
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Tabla 6.3.
Niveles de giberelinas estimados mediante cuantificacion en modo SIM
en secciones de apices de plantas de Silene armenia a distintas distancias
del meristemo apical

Profundidad en el meristemo apical (mm)

0.0-0.5 0.5-1.5 1.5-2.5 2.5-3.5

GA SD 8 LD SD 8 LD SD 8 LD SD 8 LD

GA;; 1168 419 969 593 760 454 756 377
Glsy 42 52 34 154 27 i@ 1 70
GA,, 154 266 81 324 44 213 30 95
GAyg 0.8 4 0.4 8 0.2 6 0.3 7
GA, 10 93 4 136 4 90 ) 67

GAg 1060 4507 1021 4982 857 3774 698 3521

cion afecta a los tejidos especificos meristematicos, entonces las dife-
rencias son mas bien de dos érdenes de magnitud.

Los resultados sugieren que la elongacion celular no es un factor
principal en el crecimiento del tallo en los primeros ocho dias de in-
duccion. Por el contrario, es la division celular que tiene lugar en las
zonas meristematicas de los apices el elemento que produce el desa-
rrollo del tallo en estos primeros estadios.

Los datos también demuestran que en esta planta, la floracion y
la elongacion del tallo son dependientes del fotoperiodo. El desarrollo
del tallo es una respuesta basicamente cuantitativa mediatizada por
la concentracion de giberelinas, exogenas o endogenas. Por el contra-
rio, la floracion es una respuesta cualitativa que no puede ser indu-
cida con aplicaciones exogenas de giberelinas. De hecho, la floracion
puede obtenerse en esta planta en ausencia de elongacion del tallo,
cuando se aplican inhibidores de la sintesis de giberelinas. Por lo
tanto, la aplicacion de giberelinas mimetiza los efectos del fotope-
riodo en el crecimiento del tallo, pero no activa la formacion de pri-
mordios florales ni provoca la floracion.

También se ha sugerido que la falta de respuesta de floracion a
las giberelinas exogenas se debe a alteraciones en la sensibilidad a
las GAs de las células axiales del apice. En cualquier caso, los datos
y resultados presentados ilustran el hecho de que el desarrollo del
tallo en las plantas en roseta esta controlado y regulado por las gibe-
relinas, mientras que el proceso de induccion floral se estimula tam-
bién por el fotoperiodo, aunque probablemente se mediatiza por un
mecanismo diferente hasta hoy desconocido.
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7. Los niveles elevados del fitocromo que absorbe luz del rojo
lejano reprimen la sintesis de giberelinas y provocan enanismo

Resumen

Los fitocromos forman una familia de cromoproteinas relacionadas
que regulan la fotomorfogénesis en plantas. La sobreexpresion del fito-
cromo A en numerosas plantas produce una serie de efectos pleiotropi-
COS como enanismo, pigmentacion acusada y retraso de la senescencia
de las hojas. En este trabajo se muestra que el efecto enanismo esta re-
lacionado con la presencia de bajos niveles de giberelinas en plantas de
tabaco, Nicotiana tabacum, que expresan el fitocromo A de avena bajo el
control del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV).
Ademas, el enanismo puede suprimirse mediante la aplicacion de gibe-
relinas exégenas. En las plantulas transgénicas, el fitocromo se detecto
principalmente en el tejido vascular de los tallos y los peciolos. Esta ob-
servacion es consistente con la actividad del promotor CaMV, y sugiere
que el tejido vascular es un sitio probable de accion del fitocromo. Para
examinar la eficacia de esta transformacion, el fitocromo de avena tam-
bién se expreso con los promotores CAB de la proteina de union de la
clorofila a/b, y UBQ1 de la ubiquitina, ambos de Arabidopsis. Ninguno
de estos dos promotores fue tan efectivo como el CaMV, expresando el
fitocromo en el tejido vascular e induciendo enanismo.

En conjunto, los datos indican que la distribucién espacial del fi-
tocromo es muy importante en la respuesta de enanismo. Los datos
también sugieren que este fenotipo se debe a los niveles elevados de
la forma absorbente rojo-lejano del fitocromo en los tejidos vascula-
res, que reprimen la sintesis de giberelinas.

Introduccion

Los fitocromos son una familia de fotoreceptores reguladores de
las plantas, que perciben tanto la calidad como la intensidad de la
luz disponible. Estas proteinas son dimeros citoplasmaticos, en
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donde cada unidad esta compuesta por un cromoforo covalente-
mente unido a un polipéptido de aproximadamente 120 kD. La fun-
cion reguladora de este tipo de receptores exige dos formas intercon-
vertibles de fitocromo, una forma denominada Pr que primariamente
absorbe luz roja, y una segunda forma Pfr que absorbe luz del rojo
lejano. Los fitocromos se sintetizan en principio como Pr, que son las
formas practicamente inactivas. Después de la conversion a Pfr, los
fitocromos se activan biologicamente y disparan un numero impor-
tante de efectos importantes en el ciclo de vida de las plantas, como
la iniciacion de la germinacion, la sintesis de cloroplastos, la regula-
cion del desarrollo del tallo, la induccion floral y el tiempo de senes-
cencia. En la mayoria de casos estas respuestas se cancelan cuando
la forma activa Pfr se convierte en la forma inactiva Pr. Asi, los fito-
cromos debido a esta peculiaridad parecen funcionar como interrup-
tores reversibles regulados por la luz. El mecanismo mediante el cual
funcionan los fitocromos es hoy por hoy desconocido.

Los estudios encaminados a dilucidar el mecanismo de acciéon de
los fitocromos se han dirigido principalmente a investigar las diferen-
cias entre los dominios de las formas activas e inactivas de los mis-
mos. Esta aproximacion, sin embargo, no ha ofrecido los resultados
esperados porque no existe un ensayo efectivo para medir la forma
Pfr del fitocromo. Tampoco parece favorecer, la estructura cierta-
mente complicada de la cromoproteina que dificulta su regeneracion
in vitro o en microorganismos. Una nueva aproximacion consiste en
la expresion del fitocromo en plantas transgénicas. En estos casos
se produce una acumulacion de la proteina, la cual es indistinguible
de la proteina endogena. Cuando los genes del fitocromo se expresan
a niveles elevados, las proteinas son funcionales y el fenotipo de las
plantas mimetiza los efectos de una sobreexposicion de la luz, carac-
terizada por una reduccion del tallo y de la dominancia apical, y un
incremento de la pigmentacion en plantas que se cultivan en condi-
ciones de luz naturales. Este fenotipo utilizado como un ensayo de la
accion del fitocromo, acoplado a la mutagénesis dirigida constituye
una herramienta poderosa para identificar los dominios importantes
de la estructura y accion del fitocromo.

En la mayoria de los trabajos realizados hasta la fecha se ha utili-
zado el promotor 35S en vez de los promotores PHY de los genes del
fitocromo. Asi, el genotipo de sobreexposicion luminosa se ha atri-
buido a la presencia de fitocromo en.tejidos en donde normalmente
no se encuentra el fitocromo. Por otro lado, también se ha obtenido,
al menos en un caso, un fenotipo enano, sobreexpresando el fito-
cromo bajo su propio promotor, indicando que el fenotipo de ena-
nismo no es un artefacto producido por el promotor CaMV.

La naturaleza pleiotropica de los efectos producidos por la sobre-
expresion del fitocromo parece indicar que en un principio se afec-
tan los niveles de las hormonas, alterando sus balances, o bien la



Efecto del GA; sobre la elongacion del tallo de Nicotiana tabacum,
genotipo normal y transgénico expresando el fitocromo de avena.

A

Figura 7.1.

(A) = altura de la planta. (B) = tasa de crecimiento.
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sensibilidad a los tejidos o ambos. En este contexto, varias eviden-
cias parecen implicar a las giberelinas. Los tomates transgénicos que
expresan niveles elevados de fitocromo A, por ejemplo, se asemejan a
los mutantes deficientes en giberelinas. Ambos tipos de plantas pre-
sentan una estatura reducida, hojas curvadas y pigmentacion acu-
sada, tanto en las hojas como en el fruto. Por el contrario, existen
mutantes en los que no se puede detectar fitocromo, que contienen
niveles elevados de giberelinas y muestran fenotipos opuestos al ena-
nismo, caracterizados por una elongacion excesiva. En conjunto, es-
tas observaciones sugieren que los niveles de fitocromo y la presen-
cia de giberelinas estan correlacionados de forma inversa. Asi, los
niveles elevados de Pfr parecen reprimir la sintesis y/o la sensibili-
dad de las giberelinas, lo cual a su vez reduce el desarrollo del tallo,
mientras que los niveles reducidos de Pfr presentan el efecto contra-
rio. Aunque existen algunos datos implicando a los fitocromos en la
alteracion de la sensibilidad a las giberelinas, la mayoria de trabajos
relacionan a éstos con la sintesis de giberelinas.

En este trabajo se aportan resultados que permitan concluir
que la sintesis de giberelinas esta regulada por el fitocromo.

Resultados

En este estudio se explora la posibilidad de que el fenotipo de so-
breexposicién a la luz inducido por la expresion del fitocromo en
plantas de tabaco, se debe en parte a la reduccion en los niveles de
giberelinas. En un primer experimento, plantas control y plantas
transgénicas enanas con elevados niveles de fitocromo, se trataron
con aplicaciones foliares de giberelinas y se registraron sus velocida-
des de desarrollo del tallo. En plantas transgénicas tipicas, la altura
final del tallo y la velocidad de desarrollo del mismo se reducen con-
comitantemente unas cuatro veces. Como puede observarse en los
datos presentados, la aplicacion de giberelinas suprimio6 el ena-
nismo. Después de aproximadamente 10 d desde el comienzo del tra-
tamiento la velocidad de desarrollo del tallo crecié considerable-
mente. Las plantas tratadas crecieron hasta alcanzar la altura de las
plantas controles. Las plantas transgénicas conservaron elevados ni-
veles de fitocromo incluso después de la aplicacion de giberelinas,
eliminando la posibilidad de que el tratamiento bloqueara la acumu-
lacion de fitocromo. Se detect6 promocion del crecimiento con apli-
caciones de 3 microM de GA; o mayores; las concentraciones mas
elevadas indujeron incrementos en la velocidad de desarrollo del tallo
semejantes a los de las plantas control no transgénicas tratadas con
GAs (Fig. 7.1). La aplicacion de giberelinas no tuvo mucho efecto en
las plantas control que apenas incrementaron la elongaciéon del tallo
en 10 cm. El contenido en clorofila en las plantas transgénicas tam-



bién se redujo con la aplicacion de giberelinas, que alcanzdé niveles
semejantes a los de las plantas control hacia el final del tratamiento.

Sin embargo, todos los efectos provocados por la sobreexpresion
del fitocromo no se suprimieron con el tratamiento de giberelinas. La
reduccion de la dominancia apical, el retraso de la senescencia de
las hojas y el descenso de la anchura de las hojas todavia se observa-
ron en las plantas transgénicas que se habian tratado con gibereli-
nas, incluso a concentraciones realmente elevadas.

Tabla 7.1.
Giberelinas en Nicotiana tabacum, genotipo normal y transgénico
expresando el fitocromo de avena.

GA Salvaje 355 355/Salvaje
ng/g
Gifiey 1.4 0.3 21
Bl 0.2 0.2 100
GAq 14.5 7.3 50
GA,, 17.1 4.4 26
GA, 21.7 57 26
GAy 34.3 17.3 50
GAg 0.6 0.3 50
GA, 9.4 S 29

La supresion del fenotipo de enanismo por parte de las gibereli-
nas sugiere que el efecto de los niveles elevados de fitocromo sobre
las giberelinas se relaciona con alteraciones en la sintesis de gibereli-
nas mas que modificaciones del nivel de sensibilidad. Esta posibili-
dad se demostro comparando los niveles de giberelinas endogenas
entre plantas control y plantas transgénicas que sobreexpresan el fi-
tocromo y muestran niveles elevados de sus proteinas. Ambos tipos
de plantas se cultivaron simultaneamente durante 63 dias recolec-
tandose antes de la aparicion de los primordios florales. En este mo-
mento las plantas control median 50 cm y las transgénicas 12 cm.
Las giberelinas de ambos sistemas vegetales se identificaron me-
diante cromatografia de gases en combinacion con la espectrometria
de masas. Los datos muestran que no se detectaron diferencias cua-
litativas entre ambos tipos de plantas. El analisis mediante SIM, sin
embargo si demostro importantes diferencias cuantitativas. Los niveles
de todas las giberelinas estudiadas se redujeron en las plantas trans-
génicas de tabaco que expresaban el fitocromo. Esta reduccion, de
aproximadamente un 50% para el total de giberelinas, afecté severa-
mente a las giberelinas C,3 que presentan un grupo 3p-hidroxilo como
GA, y GA,, que se redujeron mas alla de cuatro veces (Tabla 7.1).
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Para tratar de identificar los sitios celulares que afectados por el
fitocromo, alteran el desarrollo y probablemente los niveles de gibere-
linas, se determino la distribucion tisular del fitocromo de avena. El
fitocromo se detect6 mediante la técnica de ELISA, con anticuerpos
especificos para el fitocromo de avena. Los datos muestran que el fi-
tocromo se detecté en todos los tejidos analizados y que sus niveles
fueron altos en las hojas inmaduras. Sin embargo, la concentracion
de fitocromo descendi6 conforme envejecian las hojas. Los niveles
mas elevados se presentaron en los tejidos del tallo, cuyos valores
doblaron aquellos encontrados en las hojas mas ricas (Fig. 7.2).

Una localizacion mas precisa del fitocromo se llevé a cabo con la
técnica del tissue-printing o impresion tisular. El estudio se restrin-
gi6 a las partes rigidas de las plantas, como los tallos y los peciolos, y
se utilizaron anticuerpos policlonales que reaccionan débilmente con
los fitocromos de tabaco, pero intensamente con el fitocromo de
avena. Las secciones de las plantas control mostraron poca intensi-
dad en la coloracién, principalmente de tonalidades marrén de origen
incierto, quiza debido a oxidaciones fenélicas de los tejidos secciona-
dos. Sin embargo, las plantas transgénicas se tineron de intensida-
des azules formando anillos incluidos en el perimetro de los tejidos
vasculares. Los anillos coincidieron con el floema y los tejidos celu-
lares acompanantes. Por otro lado en el cortex, xilema y médula se
detecté poca senal y un poca mas de intensidad se encontré en los
tejidos puramente epidérmicos.

La acumulacion del fitocromo en los tejidos vasculares puede su-
gerir que el enanismo observado en las plantas transgénicas se debe
a un efecto artefactual de esta acumulacion provocado por el promo-
tor 35S. Para estudiar esta posibilidad se generaron construcciones
CAB-PHY y UBQ1-PHY y se transformaron igualmente plantas de ta-
baco para estudiar la distribucién del fitocromo de avena. Estos pro-
motores presentan otros patrones de distribucion diferentes a los del
promotor 35S. Asi, el promotor CAB, por estar implicado en la bio-
sintesis de la clorofila en los cloroplastos presentan mayor tendencia
a expresarse en los tejidos fotosintéticos, principalmente en los teji-
dos del parénquima, mientras que el promotor UBQ1 presenta una
distribucion amplia en tejidos meristematicos, y con menos capaci-
dad en el polen, médula, cortex, meséfilo y epidermis. Los analisis
mediante ELISA e impresion tisular demostraron que efectivamente
el fitocromo de avena se detecté en los tejidos esperados, aunque si
bien los niveles de fitocromo producidos por la construccion CAB
eran muy semejantes a los inducidos por el promotor 35S, la otra
construccion rindié niveles mucho menores. En contraste con los pa-
trones de inmunoimpresion obtenidos con el promotor 35S, que mos-
traron la acumulacién del fitocromo de avena en el tejido vascular,
las construcciones de los otros dos promotores no indujeron acumu-
lacion en el tallo ni en los tejidos vasculares del floema.



Figura 7.2.
Distribucion espacial del fitocromo expresado
en plantas transgénicas de Nicotiana tabacum, bajo los promotores
CAB, UBQ1y 35SCaMV
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Figura 7.3.
Respuesta fenotipica de las plantas de tabaco
a los niveles crecientes de fitocromo de avena, expresado
bajo los promotores CaMV 35S, UBQ1 y CAB.
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Para estudiar la importancia de la distribucion espacial del fito-
cromo en el efecto enanismo generado en las plantas transgénicas se
estudio la actividad bioldgica de estas tres construcciones. La canti-
dad de fitocromo de avena producido en las plantas transgénicas asi
como la cantidad de fitocromo endogeno de tabaco se determiné es-
pectroscopicamente, mediante un método que permite determinar
ambas formas, la de avena y la de tabaco. Estas determinaciones se
correlacionaron con la altura final alcanzada por las plantas y se
construyeron curvas de dosis respuesta con objeto de estudiar el
efecto de la acumulacion del fitocromo sobre el enanismo (Fig. 7.3).



Se realizaron cruces distintos para generar plantas transgénicas he-
terozigoticas y poder ampliar asi el rango de mediciones de fitocromo.
Los resultados muestran que en todos los casos analizados existe
una relacion entre la altura de la planta y los niveles del fitocromo
de avena acumulado en los tejidos de las misma. Sin embargo, los
resultados también demuestran claramente que con el mismo nivel
de acumulacion las plantas 35S son mucho mas cortas que las
plantas CAB y UBQ1, e incluso que con menos fitocromo las plantas
35S produjeron mayor enanismo que las plantas generadas por el
resto de construcciones. ‘

Discusion

En este trabajo se presentan evidencias que sugieren que €l ena-
nismo producido por la sobreexpresion de los genes del fitocromo de
avena en tabaco se debe a la alteracion en los niveles de giberelinas.
La participacion de las giberelinas como mediadoras en este efecto
del fitocromo se apoya en dos tipos de datos. En primer lugar la apli-
cacion de giberelinas exogenas revierte el fenotipo normal en las
plantas transgénicas, y segundo, los analisis de las giberelinas endo-
genas en estas mismas plantas muestran que los niveles de gibereli-
nas se reducen considerablemente (en un 40 %), particularmente
aquellos de GA, y GA, (en un 20 %). La respuesta de las plantas
transgénicas a la aplicacion de giberelinas descarta la posibilidad de
que el enanismo se debe a alteraciones de la sensibilidad. Estos re-
sultados parecen confirmar otras observaciones efectuadas en otro
tipo de plantas en las cuales también se ha observado una relacion
entre los niveles elevados de fitocromo, presencia de enanismo y re-
duccion en los niveles de giberelinas.

Las giberelinas detectadas en tabaco son mayoritariamente miem-
bros de la 13-hidroxilacion, aunque también se han detectado gibe-
relinas no hidroxiladas y giberelinas 3-hidroxiladas como GA; y GA,.
El mecanismo mediante el cual la acumulacion de fitocromo reduce
la biosintesis de giberelinas es desconocido. Puesto que no se detecto
ninguna acumulacion de alguna giberelina en particular, se debe
concluir que el paso bajo control del fitocromo en la ruta de sintesis
de giberelinas se encuentra antes de la propia sintesis de GAg;.

Por otro lado, la incapacidad de las giberelinas exogenas para re-
vertir otros procesos fisiolégicos inducidos por la acumulacion del fi-
tocromo, como la liberacion de la dominancia apical o el retraso de
la senescencia parece involucrar a otros factores hormonales ademas
de las giberelinas.

Este estudio asi como otros anteriores demuestran que las plan-
tas transgénicas pueden acumular grandes cantidades de fitocromo
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incluso en condiciones de luz, en donde las plantas muestran una
alta capacidad para degradar las formas Pir. Asi, utilizando distintos
promotores es posible obtener patrones de acumulacion de fito-
cromo distintos. El hecho de que pueden obtenerse altos niveles de
fitocromo, sugiere que existen muchas células con la capacidad de
convertir la apoproteina en una forma cromofora fotoreversible. Sin
embargo, el hecho de que las construcciones CAB y UBQ1 no pro-
duzcan efectos tan acusados como la construccion 35S indica que
no todas las células y tejidos responden con la misma sensibilidad.
Asi, la actividad biologica del fitocromo no solo depende de su con-
centracion sino también de su distribucion.

La distribucién del fitocromo en plantas etioladas se conoce con
bastante exactitud, mientras que la distribucion en las plantas que
crecen en la luz no se conoce con tanta precision debido a los niveles
menores que se encuentran en las mismas. La expresion del fito-
cromo dirigida por el promotor 35S produce una acumulacion del fi-
tocromo en los tejidos del tallo y concretamente en el floema y célu-
las acompanantes. Esta distribucién es idéntica a aquella que
proporciona el marcador GUS. Asi, la expresion parece depender so-
lamente del promotor y no esta relacionada con la capacidad de los
tejidos vasculares para ensamblar la proteina, o inactivar la conver-
sion de Pir.

En relacién con el desarrollo del tallo, el efecto sobre el enanismo
inducido por la construccion 35S, en contraposicion a CAB u UBQ1
sugiere que la presencia del fitocromo en el tejido vascular y no en
otras partes de la planta es un componente mayor de la respuesta.
Asi, no interviene un aumento en la concentraciéon de fitocromo, sin
mas, sino que el efecto esta potenciado por la presencia del fitocromo
en el tejido vascular. La forma especifica en que se potencia este
efecto de enanismo se desconoce en la actualidad. Si se asume que el
fitocromo regula la sintesis de giberelinas, la forma Pfr de los tejidos
vasculares debe afectar a la sintesis de giberelinas, pero si esto ocu-
rre en los mismos tejidos vasculares o en los lugares propios de sin-
tesis de las giberelinas es una cuestion no resuelta.
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8. El fotoperiodo inductivo controla la conversion
de precursores inactivos a giberelinas con actividad biologica

Resumen

Los resultados que se presentan indican que en la planta de dia
largo, Spinacia oleracea, los ultimos pasos de la ruta de sintesis de
giberelinas operan a muy baja velocidad al final del fotoperiodo de
dia corto (8 horas de luz, 16 h de oscuridad). De hecho, no existen
evidencias para sugerir que se produce conversion de giberelinas al
final de las 16 h de oscuridad. Las actividades enzimaticas que reali-
zan estas conversiones se vuelven a activar durante el siguiente pe-
riodo de ocho horas de intensidad luminosa, y después se desacti-
van conforme avanza el periodo de oscuridad. Asi, las cantidades de
giberelinas producidas en estas condiciones de dia corto son bajas,
particularmente los niveles de las giberelinas finales de la ruta de
sintesis, GA, y GA,,. Por otro lado, en condiciones de fotoperiodo de
dia largo las actividades enzimaticas GAs; y GA,; oxidasas alcanzan
un nivel constante y elevado, produciendo cantidades importantes de
las giberelinas GA,; y GA,,. La presencia de estas giberelinas por en-
cima de un umbral critico parece activar los procesos de desarrollo
del tallo en la espinaca. El mecanismo por el cual la luz controla la
actividad enzimatica de las oxidasas de la ruta de sintesis de gibereli-
nas probablemente tendra que ser estudiado a nivel molecular. Una
de las cuestiones a resolver es el hecho de que las enzimas de la ruta
de sintesis desaparecen totalmente durante el periodo de oscuridad.
Alternativamente, también podria ser que se produjera una inactiva-
cion temporal. Una vez se logre aislar el gen de la GA,4 oxidasa sera
posible responder estas preguntas estudiando el efecto de la luz so-
bre la transcripcién de dicho gen.

También es necesario mencionar que el desarrollo del tallo en las
plantas en roseta no esta controlado tinicamente por el nivel de las
giberelinas activas. Se han presentado numerosas evidencias que in-
dican que el tratamiento de dia largo, ademas de incrementar la sin-
tesis de giberelinas, incrementa la capacidad de las plantas para res-
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ponder a las giberelinas. Este efecto es al parecer el responsable del
efecto-posterior que presentan las plantas de Silene, cuando se tras-
ladan de condiciones inductivas a condiciones no inductivas. En esta
planta, el retorno de las plantas a condiciones de dia corto no su-
prime la elongacion del tallo, como ocurre en la espinaca y otras
plantas, sino que éste continua, si bien a menor velocidad relativa.
La naturaleza del incremento de la sensibilidad a las giberelinas in-
ducido por el fotoperiodo largo no se conoce, aunque muy probable-
mente se relaciona con el numero de receptores que perciben a las
giberelinas, o con la via de transmision de la senal de las gibereli-
nas, que conduce definitivamente a la activacion de la division en el
meristemo subapical.

Por ultimo también se sugiere que las actividades GA;;. y GA, 4 0xida-
sas podrian en realidad residir en una misma proteina, puesto que am-
bas comparten varias caracteristicas comunes, como la regulacion por
la luz, y otras propiedades fisicas importantes. En relacion con la en-
zima GA,,-oxidasa, los resultados obtenidos son compatibles con la pre-
sencia de un solo enzima no regulado por la luz, por un lado, y por otro,
con la presencia de dos actividades, una que aceptaria la forma GA,,-
lactona no regulada por la luz, y la otra que si estaria regulada por la
luz y aceptaria la forma natural del hidroxi-acido.

Introducciéon

Las plantas de dia largo (LDP) que muestran un habito de creci-
miento en roseta bajo fotoperiodos no inductivos de condiciones de
dia corto (8 horas de luz y 16 de oscuridad), pueden elongar el tallo y
experimentar iniciaciébn de los primordios florales y posterior flora-
cion tras la exposicion a condiciones inductivas de fotoperiodo de
dia largo (8 horas luz y 16 h de luz de baja intensidad). Como ya se
ha discutido previamente, ambos procesos estan provocados por las
condiciones de dia largo, aunque el desarrollo del tallo esta mediati-
zado por las giberelinas, mientras que la floracion parece estar indu-
cida por un mecanismo diferente hasta hoy desconocido.

En este trabajo se resume nuestro conocimiento en relacion con
los procesos de crecimiento del tallo controlados por las giberelinas,
incluyendo el control fotoperiédico de las enzimas oxidasas de la ruta
de sintesis de giberelinas.

Resultados y Discusion

Por definicion, todas las plantas de dia largo responden a las con-
diciones de fotoperiodo de dia largo mediante la elongacion del tallo y
floracion subsiguientes. Sin embargo, es conveniente senalar que



existen marcadas diferencias entre las plantas de dia largo en lo que
se ha dado en llamar el efecto-posterior del desarrollo del tallo. En
algunas plantas, cuya especie mas representativa podria ser Silene
armeria, este efecto es muy acusado, y el crecimiento del tallo y el
desarrollo de las estructuras florales no se detienen, aunque las
plantas se devuelvan a condiciones no inductivas después de un pe-
riodo de induccion en dia largo. Este efecto, por tanto, parece ser
inductivo. En el otro extremo probablemente se sittia Spinacia olera-
cea, la espinaca, en donde el efecto es totalmente directo y no existe
desarrollo del tallo sino es exclusivamente bajo condiciones de dia
largo. En este caso, no existe efecto posterior. En la espinaca, el de-
sarrollo del tallo y la floracion se inician bajo condiciones inductivas,
pero si por ejemplo, a los 15 6 18 dias de tratamiento las plantas se
devuelven a las condiciones no inductivas, tanto el desarrollo del ta-
llo como el inicio de la floracion se detienen (Fig. 8.1). Asi, después

Figura 8.1.
Crecimiento del tallo en plantas de espinaca en continuo tratamiento
de dia largo y supresion del desarrollo después de 15 6 18 LD,
y retorno a condiciones de dia corto.
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de la transferencia, las plantas adquieren de nuevo el habito de cre-
cimiento en roseta, que mostraron inicialmente en condiciones de dia
corto. Entre estos dos casos existen plantas de comportamiento in-
termedio como Agrostemma githago. En esta especie, las plantas de-
vueltas a condiciones de dia corto todavia experimentan elongacion
del tallo y desarrollo floral, pero a un ritmo muy atenuado, que acaba
finalmente por detenerse totalmente. Las plantas que se trasladaron
de vuelta a condiciones de SD, de hecho, nunca alcanzan la altura fi-
nal de las plantas que se cultivaron permanentemente en condicio-
nes de fotoperiodo largo.

La exposicion de plantas de espinaca, que bajo regimenes de SD
presenta un desarrollo en roseta, a condiciones inductivas provoca el
desarrollo del tallo, el crecimiento de los peciolos y la verticalidad de
las hojas, que adquieren una posicion caracteristica y particular en
paralelo al eje principal de la planta. Exactamente estas mismas res-
puestas pueden reproducirse en condiciones de fotoperiodo no in-
ductivo con el tratamiento de giberelinas exogenas. Ademas, las res-
puestas de crecimiento inducidas por el fotoperiodo largo, pueden ser
a su vez suprimidas por el tratamiento con inhibidores de la sintesis
de giberelinas, como el AMO-1618. Por ultimo, la inhibicién del creci-
miento provocada por los retardadores del desarrollo se suprime asi-
mismo con la aplicacion de GAs. En conjunto estas observaciones in-
dican que el fotoperiodo regula el desarrollo del tallo y que este efecto
esta mediatizado por las giberelinas.

Tabla 8.1.
Metabolismo de GA, en plantas de espinaca mantenidas bajo diferentes
condiciones de luz y oscuridad.

Radioactividad (%6)

Condiciones GA g GAy, GAyg Polar
8hL8hDIl8hD-8hL 99.4 0.2 0.3 0
S8hL8hDJl16hD 98.5 1.5 0 0
cLl16hL 48.2 22.5 14.6 14.4
CL-8hDJl16hD 97.1 D7 0 0

En trabajos anteriores se identificaron en la espinaca las siguien-
tes giberelinas de la ruta de la 13-hidroxilacion: GAg;, GA4y, GAj,
GA,;, GA,, v GA,y. En el presente trabajo se informa de la presencia
adicional de GA,,, GA;, GA,, 3-epi-GA,, GAg; v GA,,-catabolito. Tam-
bién se han identificado diversas giberelinas que carecen del grupo
13-hidroxilo, como GA,;, GA,,, GA,, v GA;;, y otras que ademas pre-
sentan un grupo 3-hidroxilo, GA,, GAs,, GA; e iso-GA,. Los extractos
de espinaca también contienen varias giberelinas no caracterizadas
hasta la fecha, una de las cuales presenta un espectro de masas al



que se le ha asignado la estructura de 2B-GAg3. Todas estas gibereli-
nas se detectaron en condiciones inductivas asi como en condiciones
no inductivas, aunque sus niveles varian en gran medida depen-
diendo del fotoperiodo en que se recolectaron.

En la espinaca, las giberelinas que carecen de un grupo 13-hidro-
xilo se encuentran a niveles relativamente bajos. En esta planta, la
ruta de la 13-hidroxilacién es aparentemente la mayor via operativa.

. Tabla 8.2.
Metabolismo de GA,, en plantas de espinaca mantenidas bajo diferentes
condiciones de luz y oscuridad.

Radioactividad (%)

Condiciones GA4 GAq GAyg GA,9 Polar
8hL8hDJI8hD-8hL 47.9 48.9 0.3 1.4 0.5
ShL8hDJl16hD 55.0 43.0 0 1.0 0.8
CLY16hL 39.4 32.7 2.6 10.0 14.7
CL-8hDJl16hD 58.1 39.4 0.9 1.0 0.4

El fotoperiodo, por otro lado, parece tener un efecto muy acusado
sobre los niveles de giberelinas. En trabajos pioneros ya se mostro
que los niveles de GA,y se reducian mientras que los niveles de GA,,
se incrementaban durante los fotoperiodos largos. Estas observacio-
nes han llevado a la conclusiéon de que la conversion de GA,g a GA,
esta regulada por el fotoperiodo. En este trabajo actual también se
muestra que, ademas, se incrementan los niveles de GA, y GAg,
mientras que se reducen aquellos de 2-hidroxi-GAss.

Los estudios sobre el metabolismo de giberelinas resultan revela-
dores en relacion con el control del fotoperiodo de la ruta de sintesis
de giberelinas. Estos estudios se han centrado en la ruta de la 13-hi-
droxilacion, por ser ésta de mayor entidad que las otras dos rutas
detectadas en espinaca. Los resultados muestran que cuando se
aplico GA,, a diferentes plantas cultivadas en distintas combinacio-
nes de luz u oscuridad solo se detecté metabolismo de la misma en
aquellas plantas que permanecieron continuamente en la luz (Tabla
8.1). Cuando estas plantas se mantuvieron ocho h en la oscuridad
antes de la aplicacion de GA,,, solo se observé una minima conver-
sion a GA,,, indicando que la mayor parte de la actividad GA 4-oxi-
dasa se perdio durante el periodo de oscuridad. Los experimentos
con GA,, rindieron resultados distintos puesto que en este caso en
todos los tratamientos se observo metabolismo. Sin embargo, el me-
tabolismo adicional a GA,, y GA,y, como cuando se aplico GA,q, solo
se observo en las plantas cultivadas permanentemente en la luz (Ta-
bla 8.2). Estos resultados parecen sugerir que la conversion de GA,,
a GA,s no esta regulada por la luz. Sin embargo, es necesario sefnalar
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que las plantas de espinaca metabolizan la forma lactona de GA,, asi
como la forma del hidroxi-acido tanto in vivo como en los extractos
acelulares. Este hecho tiene su importancia, puesto que los extractos
acelulares de embriones de guisante solo aceptan la forma natural
del hidroxi-acido. Bajo estas circunstancias, los resultados también
parecen ser compatibles con la idea de que existen dos tipos de con-
versiones de GA,, en espinaca, una de ellas no especifica y quiza no
enzimatica que utilizaria GA,, lactona, y la otra enzimatica y regu-
lada por la luz, con substrato tinico de la forma GA,, hidroxi-acido.

El metabolismo de GA;; en esencia siguio las mismas pautas ob-
servadas en el metabolismo de GA,,, es decir, conversion preferencial
en condiciones de luz, aunque la interpretacion de los resultados se
complico por la sintesis del compuesto putativo hidroxi-GAs;.

Los estudios metabolicos con GA,, no ofrecieron resultados compati-
bles con el hecho de conversiones a GA, y GAg, aunque se asume con
bastante certidumbre que esta GA es precursora de GA,. Una explicacion
plausible de esta observacion podria relacionarse con la suposicion de
que las giberelinas aplicadas son inaccesibles a la 3-hidroxilaciéon, proba-
blemente porque este enzima se encuentra compartimentalizado.

Tabla 8.3.
Conversiones de GAss, GAy y GA, g en plantas de espinaca
mantenidas bajo diferentes condiciones de luz y oscuridad.

Conversion (%)

Condiciones [“C] GAg3 [“C] GA44 [“C] GA9
D-8 h L 69.0 100.0 93.4
D-8 hL-8h D 1.0 95.3 8.5
CL 32.1 99.1 59.7
CL-8h D 4.2 100.0 7.7

En las hojas de espinaca también ha sido posible demostrar
conversion de giberelinas en extractos acelulares. Bajo condiciones
de fotoperiodo largo se ha demostrado la siguiente secuencia de in-
terconversiones: GA,, a GAg;, a GA44, a GA,g, v a GA,,. Hasta la fe-
cha no se ha detectado ninguna actividad 3-hidroxilasa en espi-
naca, ni actividad 2-hidroxilasa excepto la conversion de GA,, a
2-hidroxi-GA,,. Los enzimas que oxidan GA;; vy GA,s incrementaron
su actividad en condiciones de dia largo, mientras que la actividad
de la GA,,-oxidasa no parecié afectarse por las distintas condicio-
nes fotoperiodicas. Los resultados obtenidos con los extractos puri-
ficados de espinaca parecen confirmar estas observaciones. La con-
version de GA,4,, de hecho, tuvo lugar bajo condiciones de luz y
oscuridad (Tabla 8.3).



Las actividades de la GA.;- v GA,g-oxidasa resultaron ser altas des-
pués de la exposicion de las plantas a la luz. Por el contrario, después
de un periodo de ocho h de oscuridad las actividades enzimaticas de
los dos enzimas fueron muy bajas. Asi, el hecho fundamental que re-
gula la actividad enzimatica no parece ser el LD o SD propiamente di-
chos, sino los distintos periodos de luz u oscuridad, de modo que el
primero activa los enzimas y la segunda los desactiva.

Los resultados de las conversiones in vivo y de los estudios con los
extractos acelulares en general coinciden bastante bien. Las altas ac-
tividades de GAjs-oxidasa y GA,q,-oxidasa detectadas en el trata-
miento de ocho h de luz en los experimentos con extractos acelula-
res, en comparacion con la poca conversion detectada en los
experimentos in vivo pueden ser explicadas como sigue. En los expe-
rimentos con las actividades enzimaticas el substrato se suministro
después de ocho h de luz cuando las actividades son maximas,
mientras que en los estudios de metabolismo in vivo GA,, se aplico
en la mitad de un fotoperiodo de 16 horas de oscuridad. Por tanto,
cuando se inici6 el periodo luminoso y las actividades enzimaticas
estuvieron disponibles, muy probablemente el substrato ya estaba
compartimentalizado e inaccesible.

La regulacion de los niveles de GA,4 por la luz ofrece una explica-
cion a los niveles elevados de GA,, detectados en condiciones de SD.
Sin embargo, los niveles de GAs; no parecen ser excesivamente altos
en condiciones de dia corto. La presencia del compuesto 2p3-hidroxi-
GAs; podria estar relacionada con este hecho. Es por tanto posible,
que en espinaca la actividad 2B-hidroxilacién sea una actividad rela-
tivamente importante y pueda dar lugar a una via paralela a la de la
13-hidroxilacién, compuesta por miembros 2-hidroxilados.

Ambas actividades, la GAs3- y la GA,y-oxidasas, estan reguladas
por la luz y la oscuridad de idéntica forma. Las enzimas ademas, pa-
recen poseer propiedades fisicas muy similares, puesto que hasta
ahora no ha sido posible separarlas fisicamente. Los procedimientos
utilizados fueron, intercambio aniénico, columnas de hidroxiapatito,
filtracion en gel, cromatoenfoque y cromatografia hidrofébica. Estas
observaciones apuntan hacia la posibilidad de que ambas activida-
des enzimaticas residan en una misma proteina, formando parte de
un unico enzima, que podria incluir también la oxidacion de GA,,.
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9. La conversion de giberelinas regulada por el fotoperiodo
es una reaccion secuencial de oxidaciéon y eliminaciéon
del carbono en posicion 20, catalizada por oxidasas

Resumen

En un trabajo previo se sugirié que la proteina GA,,-oxidasa po-
dria estar constituida por una actividad no dependiente de la luz.
También se sugiridé que los resultados eran compatibles con una ex-
plicaciéon alternativa. Es decir, la actividad podria llevarse a cabo al
mismo tiempo en dos proteinas de caracteristicas distintas, una de
las cuales acepta la forma GA,,-lactona, mientras que la otra utiliza
la forma abierta de la lactona, GA,,-hidroxi-acido. La primera de es-
tas actividades no estaria regulada por la luz, mientras que la se-
gunda formaria parte también del sistema de regulacion por el foto-
periodo de la ruta de sintesis de giberelinas, en donde se incluyen
otras oxidasas como las actividades GA;; y GA,g-oxidasas. En este
trabajo se utilizan los esteroisomeros (20R) y (20S)-(20-’H,)-GA,5 y
GA,, para estudiar estas posibilidades mediante la determinacion de
la estereoquimica de la conversion del grupo hidroxilo a aldehido,
uno de los pasos catalizados por las oxidasas de las giberelinas C,,.
Los resultados demuestran que en los extractos acelulares de las ho-
jas de Spinacia oleracea se puede encontrar una actividad distinta a
aquellas que catalizan la conversion de GA,, a GA,q en los enzimas
recombinantes de Arabidopsis thaliana. Esta actividad es capaz de
aceptar la configuracion de GA,, con el anillo de lactona integro,
mientras que la actividad de la crucifera solamente puede catalizar la
conversion de GA,, con el anillo de lactona abierto, es decir, la forma
del hidroxiacido. La transformacion en la que actua esta ultima acti-
vidad retiene el hidrogeno en configuracion 20S, mientras que es
este mismo hidrogeno el que se pierde en la transformacion de GA,,
a GA,, que precisa la forma cerrada del anillo de lactona en las hojas
de espinaca. En la configuracion de anillo de lactona cerrado, el hi-
drogeno 20R parece estar fijado rigidamente en la estructura por de-
bajo del anillo B, lo cual dificulta considerablemente la accesibilidad
del mismo por parte del enzima. En estas condiciones no es de extra-
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nar que el enzima de espinaca acepte antes el hidrogeno 20S y lo
elimine llevando a cabo la transformacion de giberelinas. Por el contra-
rio, en aquellos enzimas recombinantes que se utiliza la forma abierta
del anillo de lactona, el hidrogeno 20R es el favorito a la hora de la eli-
minacion porque la posicion del substrato expone en mayor medida
este hidrogeno que el 20S. Estos enzimas no parecen poseer la capaci-
dad del enzima de espinaca que ante la exposicion de un substrato
con la configuracion de lactona cerrada, y por tanto de baja accesibili-
dad del hidrogeno 20R, opta por eliminar el hidrogeno 20S.

Introduccion

Las oxidaciones sucesivas del carbono C-20, y su posterior elimi-
nacion, en los precursores C,, de las giberelinas C,,, €s una de las
secuencias de reacciones mas importantes en la sintesis de gibereli-
nas activas. Esta reaccion, desde un punto de vista mecanistico pre-
senta ciertas peculiaridades porque es bastante inusual (Fig. 9.1). En
principio, la pérdida del carbono C-20 se produce después del estado
de aldehido que se alcanza mediante oxidacion previa. La pérdida
del carbono C-20 también conlleva aparejada la formacion de la fun-
cion 9,10 lactona. El anillo de lactona, de hecho, es una caracteris-
tica estructural de todas las giberelinas C,;, como GA, o GA,,. La re-
accion en su conjunto produce asimismo giberelinas C,,
tricarboxilicas, como GA,; 0 GA,,, en las cuales en vez de la elimina-
cion del carbono C-20, éste sufre una oxidacion sucesiva para dar el
acido a partir del aldehido. Sin embargo, las giberelinas tricarboxili-
cas no son en absoluto intermediarios en la conversion de los pre-
cursores C,, a giberelinas C,,.

Figura 9.1.
Reacciones catalizadas por las oxidasas C-20 en la ruta de sintesis
de las giberelinas.

R=H GA
R =OH GAss

R=0H GAg
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En algunas plantas se han aislado y clonado los genes que codifi-
can para las oxidasas C-20 de giberelinas. Todos estos enzimas son
dioxigenasas solubles dependientes del 2-oxoglutarato, una familia
que pertenece al grupo de las oxigenasas que requieren Fe. La expre-
sion funcional de las 20-oxidasas de giberelinas en E. coli esta permi-
tiendo el estudio detallado del mecanismo de funcionamiento de es-
tos enzimas. En trabajos anteriores con extractos acelulares de hojas
de espinaca se obtuvieron evidencias de que en la secuencia de
transformaciones del carbono C-20, éste se oxidaba sucesivamente
desde el grupo metilo, via alcohol y via aldehido hasta la configura-
cion del anillo de lactona. En estos trabajos también se indicé que
en esta secuencia de oxidaciones, incluida la pérdida del carbono,
parecian intervenir al menos dos o tres actividades distintas. Sin em-
bargo, las 20-oxidasas clonadas y estudiadas hasta la fecha son ca-
paces de convertir GA;, a GAg y GA,;, en la ruta de la no-hidroxila-
cion, v GAs; a GA,, v GA,; en la ruta de la 13-hidroxilacion. Estas
observaciones demuestran que el enzima codificado por una determi-
nada 20-oxidasa de giberelinas puede llevar a cabo toda la secuencia
de oxidaciones desde el grupo metilo a la configuracion en lactona
por un lado, y por otro a la configuracion tricarboxilica. Los datos, de
hecho, parecen también indicar que en las hojas de espinaca se en-
cuentran dos enzimas capaces de catalizar la misma reaccién proba-
blemente mediante mecanismos distintos.

En el presente trabajo se informan de los estudios realizados y re-
sultados obtenidos en relaciéon con la esteroquimica de la conversion
del grupo alcohdlico al grupo aldehido. Las giberelinas con veinte
atomos de carbono que poseen un grupo alcoholico en la posicion C-
20, como GA,,, GA;; v GA,5 pueden presentar dos estructuras basi-
cas. La estructura natural es aquella que presenta el grupo hidroxilo
en forma libre de lactona abierta. En las extracciones que se realizan
a partir de material vegetal se obtiene, sin embargo, la forma lact6-
nica, lactona cerrada, en la cual se forma el anillo de lactona, con
pérdida de una molécula de agua, prematuramente antes del estadio
de giberelina de 19 atomos de carbono. Esta configuracion muy pro-
bablemente no existe endogenamente y constituye un compuesto ar-
tefactual generado durante los procesos de extraccion y purificacion
de los materiales vegetales. En este trabajo se utiliza espinaca y se
suministran las formas lactonas abiertas y cerradas de GA,;5 vy GAy,.
Estas giberelinas se marcaron con un atomo de deuterio, bien en la
posicion S o bien en la posicion R del carbono C-20 de ambas molé-
culas. Las reacciones enzimaticas se llevaron a cabo mediante ex-
tractos acelulares o bien mediante recombinacion enzimatica. Todos
los productos obtenidos y el enriquecimiento de los mismos se iden-
tificaron y determinaron, respectivamente, mediante cromatografia
de gases en combinacion con la espectrometria de masas. En los re-
sultados obtenidos se comparan los datos a partir de extractos acelu-
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lares con los que se obtuvieron con enzimas recombinantes de alto
nivel de expresion del clon At2353, de la 20-oxidasa de giberelinas
de Arabidopsis thaliana. Este enzima se expresoé en E. coli con el vec-
tor pET9d y presenta una gran actividad en las conversiones inclui-
das entre GA,, y GA,.

Resultados y Discusion

La sintesis de los derivados 20R- y 20S-(20°H)-GA, 5 se efectué como
se indica en la Figura 9. 2. El procedimiento descansa en el uso de
grupos que protegen al tert-butildifenilsilil (TBDPS) para distinguir las
funciones alcohol en el triol 1. Asi, se permite la manipulacién del car-
bono C-20 que porta el grupo hidroximetilo mas oculto de los tres pre-
sentes. El triol 1 y su isotopémero se prepararon mediante reduccion
con LiAlH. (LiAlD,) de GA,5 trimetil éster. Este ultimo compuesto se
prepard asimismo mediante desoxigenacion de GA,; trimetil éster.

Figura 9.2.
Sintesis quimica de (20R)- y (20S)-(*H,)-GA,s.

‘ CY,0SiPh,But
'CY,0SiPh,But

7 (20R) and 8 (205)



Figura 9.3.
Sintesis quimica de (20R)- y (20S)-(*H,)-GA,,.

2H 7/2H

cO

L

OMOM

El tratamiento del compuesto 1 con el TBDPSCI e imidazol dio
lugar al derivado 7,19 bis-TBDPS numero 2, en una gran produc-
cion. La oxidacion Swern del compuesto 2 rindié el 20-aldehido
numero 3. La reduccion del aldehido con NaBD4 resulté ser este-
roselectiva. Esta reduccion devolvio el alcohol 4, el cual se protegio
como acetato, antes de la retirada de los grupos TBDPS con Bu4NF
para dar el compuesto 7,19-diol numerado como 5. La oxidacion
del acido 7,19-carboxilico numero 6, seguido de hidroélisis produjo
(20R)-(20-2H)GA15 en la forma de lactona cerrada con un rendi-
miento aceptable (d1 = 65 %, dO = 35 %) (véase el compuesto nu-
merado como 7).

El correspondiente isomero (20S) numerado como 8, del cual se
obtuvo un rendimiento mayor (d1 = 99 %, dO = 1 %) se prepar6 de
forma analoga a partir del compuesto la, reduciendo el 20-deuterio-
aldehido, 3a, con NaBH4, como se efectud con el compuesto anterior.
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Las configuraciones 7 y 8 se asignaron en base a espectroscopia
mediante resonancia magnética nuclear. En las especies totalmente
protonadas sin deuterio, el carbono 20 resuena a determinados Hz,
perfectamente reconocibles. El proton 20-proR se asigné en virtud
del W-acoplamiento de rango largo, como se confirmé en un experi-
mento NOE, que revel6 un claro NOE de 6-H. Los compuestos 7 y 8
se marcaron esteroespecificamete.

Los isotopomeros correspondientes (20-2H1) de la giberelina 13-
hidroxilada GA,,, compuestos 9 y 12, se sintetizaron siguiendo un
esquema solo ligeramente distinto como se muestra en la Figura 9. 3.
El compuesto (20R)-(20-2H1)-GA,,, 9, (d1 = 95 %, dO = 5 %) se pro-
dujo mediante reduccion con NaBD4 del dimetil éster de GA,qy, se-
guido de hidrolisis de los ésteres (2 mol/l de NaBD4-MeOH, 1 : 1,
durante dos horas). En la sintesis de (20S)-(20-2H1)-GA,,, el punto
de comienzo fue la cetona numerada como 10, que es un intermediario
de la sintesis de GA19. El intercambio de deuterio en el carbono C-20,
la rotura oxidativa y la metilaciéon subsiguientes rindieron el compuesto
11, (20-’H,)-GA,, dimetil éster, 13-metoxymetilester. La desproteccion
del carbono 13 y la reduccion del aldehido seguido de una desmetila-
cion rindieron el requerido (20S)-(20->H,)-GA,,, numerado como 12, en
proporciones notables (d1 = 61 %, dO =39 %). La esteroquimica del car-
bono C-20 se asigné como arriba mediante espectroscopia de resonan-
cia magnética nuclear.

GA,; sin marcaje se suministré como lactona cerrada o como 10-hi-
droxi-,4, acido carboxilico (lactona abierta) al enzima recombinante
At2353 20-oxidasa. Los productos se analizaron mediante cromatogra-
fia de gases en combinacion con la espectrometria de masas y los re-
sultados dejaron patente que este enzima solo aceptaba la forma
abierta de la lactona. Cuando esta forma se incub6 se obtuvo conver-
sion de GA,;, mientras que la forma cerrada de la lactona fue absoluta-
mente inefeciva. Los sistemas acelulares de endospermo de semillas de
calabaza asi como los de guisante tampoco puede utilizar la forma ce-
rrada de la lactona en las estructuras de las 20-hidroxi-giberelinas.
Sin embargo, los extractos acelulares de hojas de espinaca pueden me-
tabolizar con eficacia GA,, suministrada en forma de lactona cerrada.
El producto de la incubacion de GA,; resulto ser en su mayoria GAg.
Cuando los tiempos de incubacion se acortaron suficientemente se
obtuvieron espectros inequivocos de la presencia de intermediarios
previos como GA,,, la giberelina con el grupo aldehido (Tabla 9.1).

Las incubaciones con los compuestos marcados (20R)- y (20S5)-
(20-?H,)-GA,5 y GA,, en la forma de lactona abierta con el enzima re-
combinante produjo conversion a GA,, y GA,g, tal como se demostro
en los analisis mediante espectrometria de masas. En realidad, los
resultados muestran que para ambos substratos, GA,;5 y GAy,, existe
una esteroespecificidad de pérdida del carbono 20R. Asi, el enzima



Tabla 9.1.
Incorporacion de deuterio en los distintos productos enzimaticos.
Se utilizaron enzimas recombinantes de Arabidopsis thaliana, (At 2353)
y extractos acelulares de hojas de espinaca.

Substrato d: : do (%) Enzima Producto d:: do (%)
7 (20R) Open lactone 65:35 AT2353 GA,, 0:100
8 (20R) Open lactone 99:1 AT2353 GA,, 97:3
9 (20R) Open lactone 95:5 At2353 GAq 0:100

12 (20S) Open lactone 61:39 At2353 GAjq 50:50
9 (20R) Lactone 95:5 Spinach GAjq 85:15

12 (20S) Lactone 61:39 Spinach GAq 13:87

recombinante que proviene del clon At2353 de Arabidopsis thaliana
retiene con mayor facilidad el carbono 20S que el carbono 20R.

Por el contrario, la incubacion de las formas de lactona cerrada
de (20R)- y (20S)-(20-*H,)-GA,, junto con extractos acelulares de ho-
jas de espinaca, rindié como producto GA,g, que a juzgar por el ana-
lisis de espectrometria de masas perdi6 principalmente el carbono
20S. Por tanto, en los extractos acelulares de hojas de espinaca
existe un actividad enzimatica que es capaz de oxidar el carbono C-
20 presumiblemente en la configuracion de lactona cerrada. Ademas,
esta actividad parece poseer un mecanismo distinto al detectado en
los enzimas recombinantes de Arabidopsis thaliana, puesto que la
esteroquimica de la transformacion es opuesta a aquella observada
en los enzimas recombinantes. En éstos solo se aceptan las configu-
raciones de las giberelinas 20-hidroxiladas en forma abierta de la
lactona para llevar a cabo la conversion

En la configuracion de lactona cerrada, el hidrogeno 20 R esta
oculto debajo del anillo B de la estructura de la giberelina, y por
tanto no parece estar muy accesible al enzima. Los enzimas recombi-
nantes, presumiblemente, no pueden acceder a este hidrégeno y la
configuracion es rechazada como substrato. El enzima presente en
las hojas de espinaca, si que acepta el substrato, pero en este caso
se prefiere eliminar el hidrogeno S, que en esta configuraciéon es mas
accesible que el hidrogeno 20R. En los enzimas que aceptan la confi-
guracion de lactona abierta, el substrato se sittia, aparentemente, en
una posicion que expone abiertamente el hidrogeno 20R al enzima.
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10. La oxidacion de precursores también tiene lugar en rutas
paralelas a la via principal de sintesis. Descubrimiento
de las giberelinas GA,;, GA,; y GA,,

Resumen

En varios trabajos previos se sugirio la presencia de distintos
compuestos que presentaban espectros de masas caracteristicos de
giberelinas, aunque especificamente no concordaban con ningun es-
pectro de giberelinas conocidas. Estos compuestos parecen ser nue-
vas giberelinas o giberelinas no caracterizadas hasta la fecha. A algu-
nos de ellos, por el comportamiento que presentaban se les
asignaron estructuras hipotéticas. Este es el caso de una giberelina
abundante tanto en condiciones de dia corto como en condiciones
de dia largo, a la cual se le atribuy6 la estructura de 2B-hidroxi-GAss.
Esta giberelina en particular parece poseer una distribucion real-
mente amplia, puesto que se ha detectado en Silene armeria, Arabi-
dopsis thaliana, Spinacia oleracea y otras especies. En la espinaca,
se acumula en condiciones de fotoperiodo corto. Esta observacion
parece estar relacionada con el hecho de que en esta especie GA;; no
se acumula en demasia en las plantas que se desarrollan en dia
corto. Los estudios metabdlicos en hojas de espinaca también mos-
traron que este compuesto aparecia tras la aplicacion de GAj;;, como
producto mayoritario. Asi, y aunque se observo conversion y metabo-
lismo de GA;; a GA,, y GA,q, estas conversiones resultaron ser en tér-
minos cuantitativos y en comparacion con los valores observados de
2-hidroxi-GAgs;, muy reducidas. La transformacion de GA;; a 2-hi-
droxi-GAs; podria ser, por tanto, un método para controlar los niveles
excesivos de GA;;. En este trabajo se aislan y caracterizan tres nue-
vas giberelinas, entre las que se encuentra 2-hidroxi-GAs;, a partir
de materiales vegetales especificos, y se les asigna numeracion se-
gun el procedimiento tradicional. Estas tres nuevas giberelinas son
giberelinas C,, y recibieron las numeraciones de GA,; (2B-hidroxi-
GAs3), GAgs (2B-hidroxi-GAy,), v GAge (2B-hidroxi-GA,g). Las tres gibe-
relinas se aislaron de espinaca. GAg,; se identifico ademas en culti-
vos de raiz de tomate y en vainas de guisante. Por otro lado, el polen
de maiz resulté ser una fuente rica de GAgs. Las estructuras de todos

141



142

estos compuestos se establecieron mediante comparaciones de los
espectros de masas obtenidos de sus ésteres trimetilsilil derivados y
los de muestras reales preparadas a partir del acido giberélico.

Introduccion

En la actualidad se conocen mas de 116 giberelinas, aisladas de
distintas fuentes naturales, tanto vegetales como fuangicas. Sin em-
bargo, en numerosos trabajos se informa de la deteccion de muchos
compuestos, que a juzgar por la semejanza de sus espectros de ma-
sas con los de las giberelinas, deben de ser giberelinas. Estos com-
puestos, por tanto son giberelinas nuevas no caracterizadas hasta la
fecha y que aguardan una identificacion plena. En general, las gibe-
relinas se encuentran en los tejidos de los vegetales a concentracio-
nes muy bajas. Como los estudios de identificacion y caracterizacion
plena requieren en algunos casos cantidades superiores, con fre-
cuencia se precisa de la sintesis quimica, para obtener material sufi-
ciente de estas estructuras y poder llevar a cabo los estudios con
ciertas garantias y seguridad. Asi, se comparan los espectros de ma-
sas obtenidos a partir de estas estructuras sintéticas y de los com-
puestos naturales, atendiendo a la similitud o concordancia de la
presencia de fragmentos y sus intensidades, asi como de los tiempos
de retencién relativos en la cromatografia de gases.

En distintas especies como Silene armeria, Arabidopsis thaliana, y
Spinacia oleracea se han detectado previamente estructuras de gibere-
linas C,, dihidroxiladas mediante cromatografia de gases en combina-
cion con la espectrometria de masas. En algunos de estos casos, se
asignaron los grupos hidroxilos a las posiciones 2 y 13. La presencia
de un grupo hidroxilo en la posicion 13 produce, de hecho, un frag-
mento intenso y caracteristico a m/z 207 y 208, presente en este tipo
de compuestos. El otro grupo hidroxilo se localizdé en la posicion 2
principalmente por consideraciones estructurales y biosintéticas.

Recientemente, se ha confirmado la identidad de uno de estos
compuestos como 2B-hidroxi-GA,,, mediante sintesis quimica de su
derivado metil éster a partir del acido giberélico, GA;, de origen fin-
gico. La misma secuencia de sintesis quimica, nos ha permitido obte-
ner el material relacionado, 2B-hidroxi-GAs; y 2B-hidroxi-GA,, y po-
der comparar sus espectros de masas con los obtenidos de los
compuestos putativos en las especies de espinaca, tomate y maiz.

En este trabajo se describe la sintesis de los ésteres metilicos de estas
giberelinas y su identificacion en espinaca y otras especies. A las nuevas
giberelinas se les asigna los descriptores triviales GA,; (2B-hidroxi-GAs,),
GAgg (2B-hidroxi-GA,,), v GAgy (2B-hidroxi-GA,g), respectivamente, de
acuerdo con lo establecido por convenio, teniendo en cuenta que el ul-
timo compuesto numerado fue GAgg = 12B-hidroxi-GA,s.



Resultados y Discusion

La sintesis del derivado dimetil éster de GAgy a partir de GA; se des-
cribe en detalle en otras publicaciones, aunque en esencia sigue una
secuencia de sintesis similar a la descrita mas abajo para los metil és-
teres de GAy; v de GAys. Estos se prepararon también a partir del pre-
cursor inmediato del dimetil éster de GAgy, bismetoxymetil éter. Asi, la
reduccion Wolff-Kishner del acido dicarboxilico derivado del bismeto-
ximetil éter, seguida de metilacion rindio el dimetil éster bismetoxime-
til éter de GAy,;. Este compuesto se convirtio a 2p-hidroxi-GAs; me-
diante hidrolisis de los grupos metoximetil con la resina DOWEX
50W-X2 en su forma acida. La reduccion del bismetoximetil éter con
NaBH4 rindi6 la lactona a partir de la cual se obtuvo el dimetil éster de
GA,s como se describio. Los espectros de resonancia magnética nu-
clear de GAy; v GAgg v de los intermediarios que condujeron a su sinte-
sis confirmaron plenamente la asignacion de estructuras.

Tabla 10.1.
Identificacion de los derivados de GAy;, GAgg vy GAgg €n espinaca,
mediante la comparacion de sus espectros de masas.

GA KRI Ion y Abundancia relativa

GAy7,-Me-TMSi 2743 536 ([M]’, 55), 521 (12), 504 (10),
477 (14), 446 (4), 387 (11), 371 (7),
327 (10), 297 (6), 239 (42), 208 (64),
207 (100)

Espinaca 2742 536 (IM], 61), 521 (13), 504 (11),
477 (16), 446 (4), 387 (11), 371 (8),
327 (12), 297 (5), 239 (46), 208 (67),
207 (100)

GAgs-Me-TMSi 2973 520 ([M], 52), 505 (8), 461 (6), 371 (7),
343 (5), 304 (5), 294 (6), 281 (6), 238 (23),
223 (4), 207 (100), 180 (12)

Espinaca 2970 520 (IM]', 42), 505 (8), 461 (6), 371 (8),
343 (5), 304 (5), 294 (6), 281 (4), 238 (24),
223 (5), 207 (100), 180 (13)

GAgy-Me-TMSi 2771 550 (IM]', 11), 535 (17), 522 (100),
490 (22), 462 (26), 432 (30), 400 (30),
373 (33), 372 (35), 343 (21), 313 (23)

Espinaca 2767 550 ([M], 8), 535 (19), 522 (100),
490 (29), 462 (29, 432 (52), 400 (35),
373 (45), 372 (50), 343 (27), 313 (26)
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La presencia de las tres giberelinas 2f3-hidroxiladas, GAy;, GAgs ¥
GAy en los extractos de espinaca se confirm6 mediante la compara-
cion de los indices de Kovats y de los espectros de masas, con aque-
llos obtenidos de los compuestos sintéticos después de la cromato-
grafia de gases y analisis mediante espectrometria de masas de los
derivados metil éster, trimetilsilil éteres. La giberelina GAg, en los ex-
tractos de espinaca se detecto en las fracciones de HPLC 11-13, y al
igual que otras giberelinas C,, se presento a niveles altos en las plan-
tas cultivadas en condiciones de dia corto. Por el contrario, GAys ¥
GAy, eluyeron en fracciones anteriores, junto con GA,s y GAg,, en la
columna de HPLC y sus niveles fueron superiores en el material cul-
tivado en condiciones de dia largo. En este sentido, la abundancia de
GAg7, GAgg, ¥ GAgg siguid el mismo patron que han mostrado sus co-
rrespondientes compuestos parentales que no poseen el grupo 2B-hi-
droxilado (Tabla 10.1).

Estas observaciones sugieren que la 2B-hidroxilacion puede limitar
la acumulacion de los intermediarios C,, en la ruta de la 13-hidroxila-
cion temprana. Este efecto seria mas destacado en condiciones en que
la via opera a tasas de conversion bajas, permitiendo la acumulacion
de los intermediarios, como en el caso de las condiciones de fotope-
riodo corto en las plantas en roseta. Las tres giberelinas, por otro lado,
parecen formar parte de una secuencia comun que opera en paralelo a
la secuencia de la 13-hidroxilacion (Fig. 10.1). Asi, GAy; se formaria
mediante hidroxilacion en la posicion 2 de GAs3, como un mecanismo
de reduccion de la acumulacion de este compuesto en condiciones no
inductivas de conversion de giberelinas. Cuando la ruta de sintesis se
activa, esta giberelina en paralelo con GA;; probablemente sufre la
misma secuencia de oxidaciones que GAg; para rendir GAyg (2-hidroxi-
GAL) v GAyy (2-hidroxi-GAyg), mediante el mismo mecanismo por el
que GAg; se convierte a GA,, y GA,,.

: .OH 0—CHz ou cno. y CO2 Q %
'-__ H cD:H H cozH 02 COzH HD COzH

GASS GA44 : GA19 GA20
L CH
"‘w EhOs o' : QM- "wﬁw
chH c01H COzH H _COzH COzH
ToH
GAg7y GAgg GAgg GA29
Figura 10.1

Ruta hipotética de la 2-hidroxilacion, en plantas
de Spinacia oleracea, en la cual todos sus miembros presentan un grupo
hidroxilo en la posicion 2. Esta ruta es paralela a la de la 13-hidroxilacion.




En otras plantas también se han observado espectros similares,
sino idénticos al de GAy,, por lo que podria sugerirse que esta gibere-
lina es ubicua en el reino vegetal y forma parte de la dotacion natu-
ral de la mayoria de plantas que generalmente incluye, como minimo
a los miembros de la 13-hidroxilacion. De hecho, GA,; se ha detec-
tado también en las vainas en desarrollo del guisante de jardin, y en
cultivos de raiz de tomate, como se ha demostrado mediante espec-
trometria de masas (Tabla 10.2). También se conocen informes de
su presencia en el fruto del tomate en crecimiento y en los apices flo-
rales y las vainas de hojas de la cebada. En Silene armeria y Arabi-
dopsis thaliana se han obtenido espectros de masas de GAy;.

El mutante slender de la cebada también parece poseer niveles
elevados de GA,,. Este mutante parece acumular giberelinas C,,, en
contraposicion al fenotipo normal que contiene niveles mas elevados
de giberelinas con 19 atomos de carbono y niveles menores de gibe-
relinas con 20 atomos de carbono. Asi, GAy, se comportaria en este
caso como un giberelina C,, adicional. La acumulacién de gibereli-
nas con 20 atomos de carbono, y la reduccion de los miembros de 19
atomos en este mutante, indican que al igual que ocurre en las hojas
de las plantas de espinaca que se cultivan en fotoperiodo de dia
corto, las enzimas C,,-oxidasas estan inhibidas severamente.

Tabla 10.2.
Identificacion de los derivados de GAy; y GAgg, €n muestras de tomate,
guisante y polen de maiz, mediante la comparacion de sus espectros de masas.

GA KRI Ion y Abundancia relativa

GAy;-Me-TMSi 2693 536 (IM]’, 24), 521 (5), 504 (5), 477 (8),
387 (6), 327 (8), 268 (6), 239 (35),
207 (100), 193 (12), 179 (19)

Tomate 2695 536 ([M]’, 26), 521 (5), 504 (8), 477 (9),
387 (7), 327 (7), 268 (6), 239 (41),
207 (100), 193 (2), 179 (19), 147 (5)

Guisante 2694 536 (IM]', 14), 521 (5), 504 (5), 477 (8),
387 (7), 327 (8), 268 (7), 239 (36),
207 (100), 193 (2), 179 (20), 147 (12),
119 (21)

GAgy-Me-TMSi 2951 520 (IM]', 48), 505 (7), 461 (5), 371 (7).
343 (5), 294 (5), 238 (28), 207 (100),
193 (10), 179 (20), 147 (12), 119 (21)

Maiz 2963 520 ([M]’, 20), 505 (3), 461 (3), 371 (4),
343 (3), 294 (4), 238 (16), 207 (100),
193 (4), 180 (11), 167 (5)
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La giberelina GAyg se ha detectado, ademas de en espinaca, en el
polen del mutante d1 del maiz. Sin embargo, la primera referencia a
este compuesto se puede encontrar en 1974 en los embriones de gui-
sante, en donde se confundié erroneamente con GA.g, un giberelina
3B-hidroxilada. La comparacion de estos datos originales con el es-
pectro real de GAgg parece indicar mas alla de toda duda que la de-
teccion original correspondia a GAgg, en lugar de GAgq. Esta observa-
cion, ademas, esta de acuerdo con el hecho constatado de que los
embriones de guisante en este estado de desarrollo no poseen activi-
dad 3fB-hidroxilasa, aunque por otro lado si presentan un actividad
2B-hidroxilasa importante.



11. El fotoperiodo inductivo incrementa los niveles de giberelinas
C,,, entre las que se encuentra el compuesto activo

Resumen

Se analiza el contenido en giberelinas endogenas de espinaca (Spi-
nacia oleracea) mediante cromatografia de gases en combinaciéon con
la espectrometria de masas. Se detectaron las siguientes giberelinas
mediante comparacion de tiempos de retencion relativos en la cro-
matografia de gases y espectros de masas en modo de barrido com-
pleto: a) giberelinas 13-hidroxiladas, GAg;, GA,, GA;;, GA,q, GA,
GAy. GA,, GAg, y GA;; b) giberelinas no 3,13-hidroxiladas, GA,,,
GA5, GAg v GAg;; v c) giberelinas 3-hidroxiladas, GA,, GA; y GAg,.
Las comparaciones se efectuaron con parametros obtenidos a partir
de giberelinas de referencia, o bien de datos publicados con anterio-
ridad. Ademas, los extractos de espinaca también contienen, GA,-
isolactona, 16,17-dihidro-17-hidroxi-GAg;, GA,s-catabolito, 3-epi-GA,
y giberelinas no caracterizadas hasta la fecha con espectros de ma-
sas indicativos de compuestos mono- y dihidroxi-GA,,, monohidroxi-
GA,s, dihidroxi-GA,, y dihidroxi-GA,. Algunas de estas giberelinas no
caracterizadas, como se muestra en otro estudio de esta monografia,
se han caracterizado plenamente y aceptado como giberelinas nue-
vas. Estas son GAg,, GAgs, v GAgg, que estarian incluidas al menos
teoricamente en una ruta paralela a la de la 13-hidroxilacion for-
mada por miembros hidroxilados en las posiciones 2 y 13. El efecto
de las condiciones de luz y oscuridad sobre los niveles de giberelinas,
se estudio utilizando estandares internos y el espectrometro de ma-
sas en modo SIM. Bajo condiciones de dia corto, los niveles de gibe-
relinas fueron mas altos al final del periodo de luz que al final del pe-
riodo de oscuridad. Sin embargo, las giberelinas mostraron niveles
muy similares al final de cada dia corto. Durante el periodo suple-
mentario de luz del primer dia de condiciones de dia largo, GAs; y
GA,q se redujeron dramaticamente, GA,, y GA, se redujeron ligera-
mente y GA,, increment6 su concentracion. Durante el periodo conti-
nuo que correspondia a luz de alta intensidad, el nivel de GA,, se re-
dujo y los de GAg;, GAL, GA,q y GA, se incrementaron. El patron de
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cambio en los niveles de GA;; v GA,; durante el fotoperiodo de dia
largo se mantuvo hasta al menos los siete dias de tratamiento.
Cuando estas mismas plantas se trasladaron a la oscuridad se ob-
servo, por el contrario, un aumento en los niveles de GA;; v GA,4. En
conjunto, estos resultados son compatibles con la idea de que el flujo
biosintético de giberelinas se incrementa en el periodo de intensidad
luminosa alta, aunque el recambio de giberelinas contintuia siendo
activo durante el periodo suplementario siguiente de intensidad baja.
Ambos efectos parecen ser responsables del incremento en GA,, y
GA, que se produce en condiciones de dia largo, lo cual a su vez, pro-
voca el desarrollo del tallo.

Introduccion

Las plantas de espinaca son plantas incluidas en la categoria de
plantas de dia largo. Estas plantas presentan un habito de creci-
miento en roseta bajo condiciones no inductivas de dia corto. El de-
sarrollo del tallo y la promocion de la floracion en estas especies so-
lamente tiene lugar bajo exposiciones a fotoperiodos largos. En las
plantas de espinaca en particular, se han obtenidos suficientes evi-
dencias para sugerir que la activacion del desarrollo del tallo esta
mediatizada por las giberelinas. En los trabajos pioneros se demostro
que la aplicacion de giberelinas exogenas bajo condiciones no induc-
tivas podia mimetizar el efecto del dia largo, mientras que por el con-
trario, la aplicacién de inhibidores de la sintesis de giberelinas en con-
diciones inductivas suprime la estimulaciéon del desarrollo del tallo.
En los estudios posteriores se logro identificar al menos seis miembros
de la ruta de la 13-hidroxilacion en las plantas de espinaca. Estas gi-
berelinas eran: GAsz;, GA,g, GA4, GAyp GA,e ¥ GA,;. También se de-
mostro que las condiciones de dia largo reducian los niveles de GA,, €
incrementaban los de GA,, y GA,o. Esta observacion sugirio la idea de
que el fotoperiodo controlaba la conversion de GA;g a GAy,. Los estu-
dios de suministro de precursores marcados también demostro que
GAs; y GA¢ se metabolizaron a GA,, y GA,, respectivamente cuando
las plantas se mantenian en condiciones de luz continua, mientras que
el metabolismo de ambas se reducia considerablemente hasta inhi-
birse completamente en condiciones de oscuridad.

Los estudios mediante extractos acelulares también suministra-
ron evidencias importantes que apoyaban la idea de que el metabo-
lismo de GA;; a GA,,, por un lado y el metabolismo de GA,; a GA,,
por otro, estaban ambos controlados por el fotoperiodo. Asi, el foto-
periodo largo regula el metabolismo de las giberelinas a través de la
modulacion de los enzimas GAg;-oxidasa y GA,q oxidasa. Como se
explica en otro estudio de esta monografia, existe una posibilidad
muy grande de que estas dos actividades residan en una misma pro-
teina. Esta proteina ademas, efectuaria también la transformacion de



GA,; a GA,,. Al parecer, por tanto, un solo enzima cuya actividad es-
taria regulada por la luz, llevaria cabo la transformacion de las GAs
precursoras C,; a giberelinas C,4 a través de la secuencia de GAs; a
GAu, a GAg, ¥ a GA,,. Por tanto, este enzima podria actuar como un
complejo multifuncional, con funciones de oxidacion, eliminacion
del carbono C-20 y formacion del anillo de lactona caracteristico de
las giberelinas con 19 atomos de carbono. Las hojas de espinaca
también parece que poseen un enzima adicional para la conversion
de GA,, a GA,,. Este enzima o actividad enzimatica no estaria regu-
lada por la luz, y como se mostré con anterioridad aceptaria substra-
tos con la forma cerrada de la lactona que no aceptan las oxidasas
reguladas por la luz.

Tabla 11.1.
Giberelinas identificadas mediante GC/MS en plantas de espinaca
mantenidas en condiciones de dia corto y condiciones de dia largo.

. Fraccion i ;
GA Presencia del HPLC KRI I6n y abundancia

GA» LD, SD 33-35 2331 M 360 (2), 328 (23), 300 (100),
285 (32), 269 (5), 241 (34), 240
(16), 225 (12), 185 (8)

GAs LD 27-30 2652 M 344 (25), 326 (6), 312 (20),
298 (18), 284 (49), 239 (100),
195 (12)

GAq LD 27-30 2327 M 330 (7), 298 (100), 286 (16),

270 (93), 243 (56), 227 (65),
226 (41), 217 (40), 211 (14)

GAss LD, SD 27-30 2466 M 448 (60), 419 (15), 416 (20),
389 (37), 251 (28), 241 (24),
235 (21), 208 (92), 207 (100)

GA, LD, SD 27-30 2489 M 418 (25), 400 (12), 386 (25),
358 (18), 328 (26), 289 (73),
284 (100), 225 (90) 129 (70)

GA; LD 25-26 2511 M 416 (16), 384 (23), 356 (22),
312 (17), 298 (15), 282 (37),
281 (10), 223 (70), 222 (100)

G- LD, SD 25-26 2484 M 416 (16), 384 (81), 356 (66),

isolactona 312 (47), 298 (60), 282 (7),
2981 (14), 223 (79), 222 (100)

27,98 LD, SD 25-26 2490 M’ 418 (3), 403 (8), 386 (34),

328 (27), 296 (14), 284 (100),
268 (63), 241 (16), 225 (78)
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Tabla 11.1.
Giberelinas identificadas mediante GC/MS en plantas de espinaca
mantenidas en condiciones de dia corto y condiciones de dia largo. (Cont.)

. Fraccion 3 .

GA Presencia del HPLC KRI Ion y abundancia

GAz,4 LD 25-26 2621 M 506 (100), 459 (5), 431 (3),
416 (6), 313 (9), 288 (12),
229 (14), 223 (18), 217 (25)

GA,, LD, SD 25-26 2556 M 492 (75), 477 (5), 460 (41),
433 (44), 432 (38), 401 (20),
373 (33), 208 (100), 207 (84)

GAg LD, SD 23-26 2580 M 462 (8), 447 (5), 434 (100),
431 (8), 402 (40), 375 (60),
374 (73), 239 (21), 208 (31)

GAy LD, SD 23-24 2787 M 432 (83), 417 (17), 403 (6),
373 (28), 359 (5), 357 (6),
238 (45), 208 (50), 207 (100)

17-OH- SD 23-24 2707 M 538 (12), 523 (3), 509 (2),

GAs3 448 (53), 407 (58), 375 (100),
347 (26), 297 (15), 181 (29)

GAyg LD, SD 21-24 2468 M 418 (100), 403 (20), 390 (9),

375 (55), 359 (16), 345 (10),
301 (12), 235 (5), 207 (25)

GAs LD 19-20 2466 M 416 (100), 401 (17), 385 (8),
372 (5), 357 (18), 343 (15),
299 (56), 208 (15), 167 (22)

GA LD, SD 15-16 2629 M 506 (100), 491 (15),
448 (23), 377 (16), 375 (15),
313 (12), 235 (14), 208 (11),

207 (28)
GiAss- LD 15-16 2658 M 446 (100), 431 (15), 417
catabolite (36), 387 (57), 373 (12), 327

(16), 297 (9), 259 (11), 238 (19)

3-epi- LD, SD 14-16 2747 M 506 (100), 491 (9), 459 (12)
GA: 448 (32), 377 (10), 376 (30),
- 375 (15), 208 (16), 207 (25)

GAzo LD, SD 10-13 2630 M 506 (100), 491 (17), 477 (6),
477 (11), 389 (15), 375 (21),
303 (24), 235 (8), 207 (30)

GAs LD, SD 8-11 2745 M 594 (100), 579 (9), 535 (7),
504 (3), 448 (18), 379 (11), 375
(15), 238 (13), 207 (25)




El enzima multifuncional, la oxidasa C,, de las giberelinas, apa-
rentemente s6lo se encuentra activo en plantas cultivadas bajo con-
diciones de luz, lo cual incrementaria las conversiones de giberelinas
con 20 atomos de carbono a giberelinas con 19 atomos. Entre estas
giberelinas muy probablemente se encuentra la giberelina activa en
los procesos de elongacion del tallo. Se ha destacado que ademas de
una estructura propia de giberelinas C,y, las giberelinas activas de-
berian poseer ademas un grupo 3f-hidroxilo. Sin embargo, resulta
intrigante que ninguna de las giberelinas identificadas en espinaca
posea este grupo caracteristico, que al parecer confiere actividad bio-
logica intrinseca para promocionar la elongacion del tallo.

En el presente trabajo se reinvestigan las giberelinas endogenas
de la espinaca y se estudia el efecto de la luz sobre sus niveles, ex-
tendiendo trabajos previos. Se han obtenido evidencias de la presen-
cia de giberelinas 13-hidroxiladas, giberelinas 3-hidroxiladas y gibe-
relinas no hidroxiladas en las posiciones 3 y 13. También se informa
del efecto de las condiciones de luz-oscuridad sobre los niveles de gi-
berelinas de la ruta de la 13-hidroxilacion.

Resultados

En un trabajo anterior se identificaron en la espinaca seis miem-
bros de la ruta de la 13-hidroxilacion: GAgs;, GA,,, GA,;7, GAo, GAy ¥
GA,s- En el presente trabajo también se detectaron GA,, 3-epiGA,,
GA;, GAg, GA,o-catabolito y 17-OH-GA5;, como miembros de la 13-hi-
droxilacién. Los brotes de la espinaca también contenian giberelinas
no hidroxiladas como, GA,,, GA,5, GAy5, GAg, v GAs,, v giberelinas 3-
hidroxiladas, como GA,, GA,, GA,-isolactona y GA;, (Tabla 11.1).
Ademas, las giberelinas de reciente asignacion GAgy;, GAgs, ¥ GAgg,
mostraron niveles elevados en esta planta, sugiriendo que quizas, las
plantas de espinaca poseen una ruta de sintesis paralela a la via de
la 13-hidroxilacion, pero compuesta por miembros 2p-hidroxilados
(véase mas abajo). La mayoria de estas giberelinas se identificaron
mediante referencia con compuestos estandares en base a los tiem-
pos de retencion y los espectros de masas. La identificacion de GAs,
GA;,, GA;,, GA,;, GAyy, 17-OH-GA;s; v GA,g-catabolito se baso en
comparaciones con parametros y datos publicados.

Ademas, los extractos de espinaca también contenian giberelinas
no caracterizadas hasta la fecha, que basandose en las caracteristi-
cas del espectro de masas corresponden a derivados hidroxilados de
GA,,, GA,,, GA,5; v GAy (Tabla 11.2). Dos de los tres compuestos mo-
nohidroxilados de GA,, se han detectado con anterioridad en Arabi-
dopsis thaliana. E1 mutante insensible gai de esta especie y las plan-
tas de espinaca también contienen el hidroxiderivado de GA,;, un
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Tabla 11.2.
Compuestos semejantes a las giberelinas, y giberelinas por caracterizar
presentes en plantas de espinaca cultivadas en dia corto y dia largo.

GA Presencia

Fraccion
del HPLC

KRI

Ion y abundancia

OH-GA,, SD

25-26

2461

M 488 (15), 416 (100),
388 (10), 373 (5),

326 (38), 298 (45),
239 (45)

OH-GA,, LD, SD

25-26

2508

M’ 448 (2), 416 (34),
388 (89), 373 (5), 326 (9),
298 (100), 239 (52)

OH-GA,; LD, SD

23-24

2552

M’ 492 (27), 460 (75),
432 (49), 400 (50),
372 (68), 208 (55),
207 (49)

Di-OH-

LD, SD

19-20

2646

M’ 536 (58), 521 (42),
504 (32), 477 (22),
239 (22), 208 (76),
207 (100)

OH-GA,, SD

15-16

2468

M 448 (14), 416 (100),
388 (7), 373 (6), 326 (11),
298 (25), 239 (25)

Di-OH-GA,, LD

14

2614

M' 536 (40), 521 (21),
504 (5), 477 (8), 239 (21),
208 (75), 207 (100)

Di-OH-
GA12

LD, SD

12-14

2634

M' 536 (40), 521 (12),
504 (10), 477 (15),
239 (42), 208 (70),
207 (100)

Di-OH-
GAg

LD, SD

10-13

2530

M 506 (100), 491 (21),
447 (22), 389 (5),

375 (78), 238 (11),
207 (25)

Di-OH-
GAg

LD, SD

8-11

2640

M’ 506 (100), 491 (10),
459 (10), 389 (12),
375 (68), 303 (40),
207 (20)

Di-OH- SD

8-11

2712

M’ 550 (8), 535 (12),
522 (100), 490 (20),
462 (30), 432 (43),
400 (33)




isomero de GA,;. El compuesto con espectro de masas caracteristico
de dihidroxi-GA,, corresponde a la estructura de GAy,. Los tres dihi-
droxi derivados de GA,, mostraron iones prominentes a m/z 207 y
208, que son caracteristicas de la 13-hidroxilacion. Uno de ellos co-
rresponde a la estructura de GA,; y se ha descrito con anterioridad
en Silene armeria y Arabidopsis thaliana. Las estimaciones de sus ni-
veles basadas en las medidas de las corrientes ionicas de los iones
prominentes de sus espectros de masas sugiere que este metabolito
decrece en condiciones de dia largo y se acumula por €l contrario en
los periodos de dia corto. El compuesto en cuestion, muy probable-
mente se origina a partir de GAs;, porque en estudios de suministro
de precursores marcados, GAg; se convirti6 mayoritariamente a GAg;.

Otros dos compuestos, los dos isémeros de GA, detectados en los ex-
tractos de espinaca aparecieron también como metabolitos del suminis-
tro de GA,,, sugiriendo que esta giberelina es el precursor de ambos.

Mediante modo SIM y el uso de estandares internos marcados con
deuterio se determinaron los niveles de GA;;, GAL, GAg, GAyy, v GA,
en brotes de espinaca. Cada muestra estaba compuesta por cinco
plantas cultivadas en condiciones de dia corto o condiciones de dia
largo. En experimentos preliminares se determinaron los niveles de
giberelinas en plantas que recibieron 1 dia largo o bien 1 dia corto. Las
muestras en estos experimentos preliminares se tomaron al final de los
periodos de luz y oscuridad. Estos analisis se repitieron dos veces en
dos experimentos adicionales e independientes que constaron de
muestras que recibieron dos dias cortos o bien dos dias largos. Los da-
tos de estos tres experimentos se presentan conjuntamente. En condi-
ciones de dia corto, los niveles de todas las giberelinas fluctuaron entre
los periodos de luz y oscuridad. Asi, las giberelinas aumentaron du-
rante el periodo luminoso y decrecieron durante el periodo de oscuri-
~ dad. Este patron es evidente para las cinco giberelinas estudiadas, aun-
que las determinaciones estadisticas individuales no permiten obtener
diferencias desde un punto de vista estadistico. Sin embargo, las fluc-
tuaciones de los niveles de giberelinas ciertamente sugieren diferencias
entre los periodos de luz y oscuridad (Fig. 11.1).

Asi, las 25 determinaciones independientes del final del periodo de
oscuridad en las cinco giberelinas testadas indican que los niveles des-
cienden durante la oscuridad. De hecho, si se compara para cada una
de las giberelinas todos los datos obtenidos al final del periodo de luz con
todos los datos obtenidos al final del periodo de oscuridad, las diferen-
cias son, entonces, significativas para todas las giberelinas estudiadas.
La comparacion de la media en ng/g de peso seco entre la oscuridad y la
luz es como se muestra: al final del periodo de luz ( y después del pe-
riodo de oscuridad) GAg; 9.2 (7.3), GAy, 5.1 (1.4), GA,4 50 (34), GA,, 4.1
(2.4) v GA, 2.7 (1.7). Asi, las diferencias encontradas entre las condicio-
nes de dia y de oscuridad apoyan la idea de que las giberelinas se redu-
cen durante el periodo de oscuridad. Para cada una de las giberelinas, la
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Figura 11.1
Niveles de giberelinas estimados mediante cuantificaciéon en modo SIM
en plantas de Spinacia oleracea, mantenidas en condiciones de dia corto
y dia largo. Blanco = luz intensa. Negro = oscuridad. Listado = luz débil.
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reduccion que se experimenta en la oscuridad es muy similar al
incremento que se observa durante el periodo luminoso. Por ejem-
plo, durante los dos dias cortos consecutivos que se aplicaron en
uno de los experimentos, los niveles de GA, en ng/g de peso seco
fluctuaron como sigue: 3.1 al final del primer periodo de luz, 2.1 al
final del periodo de oscuridad que le sigue, 3.6 al final del segundo
periodo de luz, 2.1 al final del segundo periodo de oscuridad, y 2.9
al final del tercer periodo luminoso. Estas fluctuaciones parecen re-
petirse indefinidamente mientras se mantiene el fotoperiodo de dia
corto, de forma que los incrementos en los niveles de giberelinas
que experimentan las plantas durante el fotoperiodo largo se anu-
lan con los descensos que tienen lugar en el periodo de oscuridad.
Asi, los niveles de giberelinas permanecen practicamente constan-
tes al final o principio de cada dia de fotoperiodo corto.

Durante el primer periodo suplementario de luz de baja intensi-
dad del fotoperiodo de dia largo, GAs; y GA,y decrecieron significa-
tivamente, GA,, y GA, también se redujeron, pero GA,, se incre-
ment6. Durante el siguiente periodo de luz intensa, GAs;, GA4,
GA,; y GA, se incrementaron, mientras que GA,, se redujo. Cam-
bios similares se produjeron durante el segundo dia de trata-
miento de dia largo, aunque las reducciones de GAs3 v GA,4 en este
caso fueron menores.

El efecto de la luz también se estudié en plantas cultivadas du-
rante siete dias en condiciones de dia largo, en dos experimentos in-
dependientes. Ambos experimentos mostraron tendencias similares.
Después del periodo suplementario los niveles de GAy; y GA,g se re-
dujeron. Cuando las plantas se retornaron a condiciones de oscuri-
dad se observaron las tendencias opuestas. Los resultados también
muestran que los niveles de GA,, y GA, se incrementan conforma
transcurren los periodos de dia largo (Tabla 11. 3).

Tabla 11.3.
Niveles de giberelinas estimados mediante cuantificacion en modo SIM
en plantas de Spinacia oleracea, mantenidas en condiciones de dia largo
por siete dias y devueltas a la luz o a la oscuridad.

GAszs GAy GAg GAy GA,
Tratamiento
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
ng/g
71D 9 13 58 53 62 73 64 87 9

7 LD+16hL 4 = 54 38 55 53 75 09 10
7 LD+16hD 36 31 94 55 115 96 52 79 9
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Discusion

Si bien es cierto que todos las pasos biosintéticos de la ruta de la
13-hidroxilacion no se han demostrado en las plantas de espinaca, la
evidencia acumulada hasta la fecha permite indicar que esta via de
sintesis de giberelinas opera con gran actividad en esta especie. En el
trabajo presentado aqui se han identificado 13 miembros de esta
ruta de sintesis, incluyendo GA, y GA;. La identificacion de los
miembros finales GA; y GA;, de la ruta de la no-hidroxilacion tam-
bién establece la operatividad de esta otra via, puesto que no existe
medio de sintetizar estos productos finales si no es exclusivamente a
través de esta via. Esta planta también contiene otras giberelinas 3-
hidroxiladas como GA, y GAs,, y giberelinas de reciente asignacion
como GAy,;, GAys, v GAy. Las giberelinas 13-hidroxiladas se encuen-
tran a mayores niveles que el resto de giberelinas, sugiriendo que
esta via es prioritaria en espinaca. Las determinaciones de GA, y GAq
en espinaca indican que se encuentran a niveles cercanos a 1 ng/g
de peso seco. La importancia o significacion fisiologica de las rutas
de la no-hidroxilacion y de la 3-hidroxilacion en relacion con la elon-
gacion del tallo se desconoce. En espinaca, sin embargo, también he-
mos mostrado que GA4 no es una giberelina activa, puesto que este
metabolito no muestra ningan efecto promotor en la elongacion del
tallo en presencia del inhibidor BX-112, que bloquea entre otras la
reaccion de la 3B-hidroxilacion. Conclusiones similares se han obte-
nido en Arabidopsis (véanse los capitulos iniciales).

Las plantas de espinaca, poseen por tanto, dos rutas principales
de sintesis de giberelinas, ademas de la ruta hipotética de la 23-hi-
droxilacion, las rutas de la 13-hidroxilacion y de la no-hidroxilacion.
En cada ruta, la primera giberelina con 19 atomos de carbono que se
sintetiza, GA,, v GA,, parece dar lugar al menos a tres ramas separa-
das, que conducen respectivamente a:

1) GA, y GA,, via 3B-hidroxilacion, 2) GA,, y GAs,, via 2B-hidroxila-
cion, y 3) GA; y GA,, via 2,3-deshidrogenacion. Es interesante indicar
que GA;, el producto de GA;, y 2,3-deshidro-GA,, el presursor inme-
diato de GA; no se detectaron en los extractos de espinaca.

Las evidencias actuales sugieren que las oxidasas de las gibereli-
nas presentan una baja especificidad de substrato. En espinaca se
ha sugerido que las actividades enzimaticas que controlan las oxida-
ciones de las giberelinas con 20 atomos de carbono residen en una
misma proteina multifuncional. En Arabidopsis una tnica proteina
cataliza la conversion de GAs con 20 atomos de carbono a giberelinas
con 19 atomos de carbono en tres rutas distintas. Las evidencias ac-
tuales también indican que la conversion de GA;y a GA,, €s un paso
importante de la ruta de sintesis. En el trigo, por ejemplo, se ha pro-
puesto que uno de los efectos de la accion de la giberelina activa, es
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Figura 11.2
Actividades de la GAs3- y GA,4-oxidasa junto con los cambios
en los niveles de giberelinas, GAs3 y GA,q, €n hojas de plantas de espinaca
cultivadas en condiciones de dia corto y largo.
Blanco = luz intensa. Negro = oscuridad. Gris = luz débil.
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decir, del propio crecimiento, es la inhibicion de la conversion de gibe-
relinas C,, a giberelinas C,,, de forma que la formacion de GA,, podria
ser un paso limitante de la sintesis de giberelinas activas. En espinaca
este paso esta regulado por el fotoperiodo (Fig. 11. 2).

También hemos demostrado que los niveles de giberelinas perma-
necen constantes bajo condiciones de dia corto. Las giberelinas se in-
crementan durante el periodo de luz y se reducen bajo el periodo de
oscuridad, practicamente con la misma intensidad con que se incre-
mentan. Durante el primer periodo suplementario de luz de baja in-
tensidad del tratamiento de fotoperiodo largo, los niveles de GA;; y
GA,q se reducen y GA,, se incrementa. Estos resultados parecen es-
tar de acuerdo con las observaciones de que las C-20 oxigenasas de
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las giberelinas de espinaca desaparecen durante la oscuridad y solo
estan presentes en la luz. La acumulacion de GA,, durante este pe-
riodo suplementario parece indicar que la conversion de GA,g a GAy,
es mas efectiva que la 3-hidroxilacion de GA,, a GA,. En una explica-
cion alternativa, esta misma acumulacion podria ser el resultado de
una inhibicion de la 2B-hidroxilacion de GA,, a GA,,.

Durante los periodos de intensidad luminosa elevada las gibereli-
nas se acumulan. Sin embargo, se ha demostrado que la C-20 oxida-
sas se activan con la luz, lo cual deberia reducir los niveles de las gi-
berelinas GAs; v GA,,. Estas observaciones son compatibles si se
asume que el flujo a través de la ruta de sintesis se activa en condi-
ciones de luz, independientemente del fotoperiodo que se aplique. En
este sentido, la luz parece regular pasos biosintéticos iniciales ante-
riores a la sintesis de las propias giberelinas, como la formacion de
intermediarios tipo ent-kaureno. La reduccion de GA,, durante el
periodo de luz intensa del dia largo, en contraposicién a la acumula-
cion durante el mismo periodo del tratamiento de dia corto, sugiere
que la exposicion de las plantas de espinaca a la luz continua activa
la 3B-hidroxilacion de GA,, a GA,.

En resumen, las plantas de espinaca contienen dos rutas de bio-
sintesis principales, la 13-hidroxilaciéon y la no-hidroxilacion, ade-
mas de un hipotética ruta de la 2-hidroxilacion. Durante los fotope-
riodos cortos, las giberelinas fluctuan entre valores maximos y
minimos, decreciendo durante la oscuridad e incrementandose du-
rante el periodo luminoso. Asi, los niveles de giberelinas oscilan entre
valores mas o menos constantes y no alcanzan el umbral minimo de
induccion de desarrollo del tallo. Sin embargo la exposicion a las
condiciones de dia largo estimula la actividad de las oxidasas de gi-
berelinas y durante los periodos suplementarios de luz de baja inten-
sidad se reducen los niveles de GAs;, GAy. ¥ GAg y se acumulan los
de GA,,. Durante el siguiente periodo de alta intensidad luminosa del
fotoperiodo largo, GA,, se reduce y GA, se incrementa. Cuando el fo-
toperiodo largo se prolonga un minimo de dias los niveles de GA,, ¥
GA, se incrementan considerablemente, rebasando el umbral reque-
rido para la induccion del desarrollo del tallo.



12. La giberelina GA, es el compuesto que posee actividad
biolégica intrinseca en los procesos de crecimiento

Resumen

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que GA,
es la giberelina activa de la 13-hidroxilacion, y que su presencia por
arriba de cierto umbral activa los procesos de desarrollo del tallo. Las
observaciones que apoyan esta afirmacion ofrecen varias lineas de
evidencia independientes, que tomadas en su conjunto constituyen
un cuerpo de conocimiento sélido que confirma la hipétesis. Las evi-
dencias, que se han obtenido en la planta en roseta Spinacia oleracea
mediante distintas aproximaciones, son las siguientes. En una pri-
mera aproximacion se estudio el efecto de dos retardadores del cre-
cimiento, por un lado el AMO-1618 (2-isopropil-4-(cloruro de trimeti-
lamonio)-5-metilfenil-piperidina-1-carboxilato, y por el otro el
BX-112 (3,5-dioxo-4-propionilciclohexanocarboxilato) sobre la elon-
gacion del tallo que experimentan las plantas de espinaca bajo condi-
ciones de cultivo de fotoperiodo largo. El primero de estos dos retar-
dadores bloquea la sintesis de giberelinas en sus estadios iniciales,
inhibiendo la sintesis del ent-kaureno, mientras que el segundo blo-
quea las oxigenasas que controlan las conversiones de giberelinas,
principalmente las reacciones de la 3p-hidroxilacién. Ambos retarda-
dores suprimieron el crecimiento del tallo inducido por las condicio-
nes de dia largo. La inhibicién causada por el AMO-1618 se revirti6é
con las giberelinas GA,, y GA,, mientras que los efectos del BX-112
solamente pudieron ser anulados mediante aplicaciones de GA,. En
presencia de BX-112, GA,, resulto ser practicamente inefectiva. Seis
de las giberelinas endogenas de la 13-hidroxilacion (GAss, GA4, GAys,
GA,,, GA,, v GAy), se cuantificaron mediante espectrometria de ma-
sas en modo SIM y el uso de estandares internos deuterados. Las
plantas tratadas con BX-112 mostraron niveles reducidos de GA, y
GAg, y acumularon los precursores de las giberelinas C,q, GAg;, GAy4,
y GA,o, ademas de GA,,, el inmediato precursor de GA,. Los niveles
relativos de otras cuatro giberelinas, todas ellas productos de GAy,
(GAg;, GAgp, 3-epi-GA,, y GA,g) se determinaron mediante la compa-
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racion de las intensidades i6nicas. En las plantas tratadas con BX-
112 se redujeron los niveles de GA,q y se incrementaron los de GAg,,
3-epi-GA,, y GAg,. Los estudios de metabolismo de GA,,;, indicaron
que en presencia de BX-112 y bajo condiciones de fotoperiodo largo,
esta giberelina se transformoé en GAg,, GA,y, GAg,, v 3-epi-GA,, pero
no se metabolizo a GA,, ni se detecto, asimismo, su producto GAgz. La
transferencia de las plantas desde condiciones de dia corto a condi-
ciones de dia largo, por un periodo de tiempo suficientemente ex-
tenso, produjo el incremento de los niveles de giberelinas de la 13-hi-
droxilacion. En estas condiciones los incrementos mas destacados se
obtuvieron para las giberelinas GA,,, GA,, y GAg. Las determinacio-
nes de las intensidades de las corrientes i6nicas también mostraron
que la transferencia aumento los niveles de GAg,, GAg, v 3-epi-GA,,
mientras que disminuyo los niveles de GA,,. Todos estos descubrimien-
tos indican que de las giberelinas pertenecientes a la 13-hidroxilacion,
GA, es la giberelina biologicamente activa en los procesos de elongacion
del tallo en las plantas de espinaca. Esta giberelina parece poseer per
se, intrinsecamente, el potencial para activar el desarrollo de los brotes,
mientras que el resto de giberelinas son precursores o productos inacti-
vos de las propias GAs. Asi, las demas giberelinas son activas en tanto
en cuanto se transforman en GA,. El incremento en la concentracion
endogena de GA, propiciado por las condiciones de dia largo es asl la
causa primaria de la elongacion del tallo. Los resultados también
muestran que GA, no ejerce su funcion, o se requiere al mismo nivel
que las vitaminas o nutrientes. Esta giberelina, en realidad, es una se-
nal capaz de transmitir informacion ambiental para adecuar el desarro-
llo de las plantas a las condiciones medioambientales.

Introduccion

Las plantas en roseta como la espinaca no producen desarrollo re-
productivo ni elongacion del tallo en condiciones de fotoperiodo de dia
corto. El crecimiento del tallo y la floracion posterior se producen des-
pués de la induccion mediante fotoperiodos de dia largo. Las plantas
en roseta de dia largo, por tanto, forman una categoria de plantas que
se comportan como enanos fisiologicos durante los estadios iniciales
de su ciclo vital. Por otro lado, se han presentado numerosas eviden-
cias indicando que el control fotoperiodico de la elongacion del tallo
esta mediatizado por las giberelinas. Del mismo modo, no se han obte-
nido evidencias convincentes de que la floracion esta regulada por es-
tos mismos factores hormonales. En principio, la floracion esta tam-
bién inducida por las condiciones de fotoperiodo largo, aunque muy
probablemente a través de un mecanismo diferente.

La aplicacion exogena de giberelinas revierte el fenotipo enano de
los mutantes genéticos deficientes en giberelinas, asi como el ena-



nismo fisiologico de las plantas en roseta, que se desarrollan en con-
diciones no inductivas. En ambos casos, se estimula el desarrollo del
tallo mimetizando el fenotipo salvaje en las mutaciones enanizantes y
el producido por las condiciones de dia largo en las plantas en ro-
seta. La aplicacion exogena supera el bloqueo en la sintesis que
tiene lugar en las mutaciones, y durante las condiciones no inducti-
vas. Por el contrario, la aplicacion de inhibidores de la sintesis de gi-
berelinas incluso en condiciones inductivas detiene el desarrollo del
tallo. El efecto promotor de las condiciones de dia largo esta relacio-
nado con un incremento de los niveles de las giberelinas endogenas.

En la mayoria de plantas, incluyendo entre ellas a la espinaca, las gi-
berelinas se sintetizan a través de la ruta de la 13-hidroxilacion (GAg,
GAu, GA,7, GAjg, GAyy, GA,, GAy v GAg). Algunas mutaciones que pro-
ducen enanismo en el maiz, el guisante y el arroz bloquean la 3B-hidro-
xilacion de GA,, a GA,. En estos genotipos, por lo tanto, se han obtenido
evidencias de que la 3B-hidroxilacion en la ruta de sintesis de giberelinas
es una reaccion crucial en los procesos de elongacion del tallo.

En la espinaca, en donde no se han aislado mutantes de la sinte-
sis de giberelinas, la identificacion de la giberelina activa requiere de
otra aproximacion. Asi, se han utilizado retardadores del desarrollo
como el AMO-1618 (2-isopropil-4-(cloruro de trimetilamonio)-5-metil-
fenil-piperidina-1-carboxilato), y el BX-112 (8,5-dioxo-4-propionilci-
clohexanocarboxilato) para imitar las mutaciones genéticas y estu-
diar su efecto sobre la elongacion del tallo, que experimentan las
plantas de espinaca bajo condiciones de cultivo de fotoperiodo largo.
El AMO-1618 bloquea la sintesis de giberelinas en sus estadios ini-
ciales, inhibiendo la sintesis del ent-kaureno. El BX-112 afecta las
oxigenasas que controlan las conversiones de giberelinas, principal-
mente la 3p-hidroxilacién. El uso de ambos retardadores, los estu-
dios de metabolismo y conversion y la cuantificacion de las gibereli-
nas endogenas ofrecen un ntamero de evidencias que en su conjunto
identifican a GA, como la giberelina activa de la 13-hidroxilacion.

Resultados

Cuando los retardadores AMO-1618 y BX-112 se aplicaron a las
plantas de espinaca cultivadas en condiciones de dia largo, el desa-
rrollo del tallo no se inicio (Fig. 12.1). Las plantas tratadas con el pri-
mero de los retardadores mostraron hojas de una tonalidad mas os-
cura que las plantas tratadas con el segundo inhibidor. La
elongacion de los peciolos de las hojas también se inhibi6 en mayor
medida con el AMO-1618 que con el BX-112 (Tabla 12.1). Es de des-
tacar que aunque el desarrollo del tallo se inhibié completamente
con ambos tratamientos, las inflorescencias y primordios florales si
que se formaron en todas las plantas tratadas con los inhibidores.
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Figura 12.1
Elongacion del tallo de espinaca en condiciones de dia largo y afectado
por el AMO-1618(A) y el BX-112(B) y distintas dosis de giberelinas.
En A: Circulo negro = retardador. Circulo blanco = GA,.Triangulo
negro = GA,,. Triangulo blanco = control.
En B: Circulo negro = GAy,. Circulo blanco = control.
Triangulo negro = retardador. Triangulo blanco = GA,.
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Las aplicaciones de GA,, y GA, mostraron practicamente la misma efi-
cacia induciendo el desarrollo del tallo y la elongacion de los peciolos de
las plantas tratadas con AMO-1618. Ambas giberelinas revirtieron en su
totalidad el efecto inhibidor del retardador. Sin embargo, en presencia de
BX-112, solamente GA, promocioné el desarrollo del tallo y la elongacion
de los peciolos en las plantas tratadas. De hecho, GA,, resulté totalmente
ineficaz suprimiendo el efecto inhibidor sobre el crecimiento del retarda-



dor BX-112. Asi, las aplicaciones de GA,, once en total, a las plantas tra-
tadas con BX-112 produjo una elongacion del tallo idéntica a la produ-
cida en plantas sometidas a condiciones inductivas de dia largo. Los tra-
tamientos paralelos con GA,,, por el contrario, no estimularon el
desarrollo del tallo. En contraste con estas observaciones, las aplicacio-
nes de GA,, y GA, a plantas tratadas con AMO-1618 mostraron el mismo
efecto maximo inductor en la elongacion del tallo (Fig. 12.2).

En las plantas tratadas con BX-112, los niveles de GA, y GA; se
redujeron considerablemente, mientras que GAg;, GA4, GA;g Yy GAy
se acumularon (Tabla 12.2).

Figura 12.2

Elongacion del tallo de espinaca en condiciones de dia largo y afectado
por el AMO-1618(A) y el BX-112(B). Circulo negro = retardador.
Circulo blanco = control. Triangulo negro = GA,. Triangulo blanco = GAy,.
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En este trabajo también se identificaron dos giberelinas detectadas
en estudios previos que permanecieron sin caracterizar definitiva-
mente. Estas giberelinas fueron GAg, y GAg,, ambas isomeros de GA,
(Tabla 12.3). También se estudiaron mediante la medida de las intensi-
dades de las corrientes ionicas los niveles relativos de los isdmeros de
GA, presentes en espinaca, 3-epi-GA,, GA,y, GAg v GAg,, en plantas
control y en plantas tratadas con BX-112. El estudio se llevo a cabo en
modo SIM y se empleé la intensidad de m/z 506, que corresponde al
ion molecular de estos analogos. Los analisis muestran que GAg,, GAg
y 3-epi-GA, se incrementan en las plantas tratadas con BX-112, mien-
tras que GA,, se reduce (Tabla 12.4).

Tabla 12.1
Elongacion del tallo y del peciolo
en plantas de espinaca tratadas con los inhibidores del desarrollo,
AMO-1618 y BX-112, y con las giberelinas, GA; y GAyg.

Tratamiento Tallo (cm) Peciolo (cm)
Control 42.1+4.5 13.1+0.4
AMO-1618 3.1+x0.9 5.9+0.2
AMO-1618+GA,, 44.2+3.6 10.2+0.4
AMO-1618+GA, 40.9+£2.5 10.2+0.3
BX-112 2.4+0.6 8.5+0.2
BX-112+GA,, 3.2+1.2 9.2+0.3
BX-112+GA, 41.1£3.9 15.7+0.3

Los cinco isdmeros presentes en espinaca, las dihidroxi-GAs C,q
GA,, GAy, GAyy, GAg, vy epi-GA,, son metabolitos de GA,,. Asi, en las
plantas control GA,, se metabolizé6 en parecido grado a cada una de
estas cinco giberelinas. Sin embargo, en las plantas tratadas con BX-
112 GA,, no se convirtiéo a GA, ni a su producto GAg, aunque si se ob-
tuvo metabolizacion de GA,; a GAgy, GAyg, GAg; y epi-GA, (Tabla 12.5).

Cuando las plantas de espinaca se expusieron a un numero cre-
ciente de dias largos, los niveles de giberelinas aumentaron. Los in-
crementos mas importantes se observaron en los niveles de GA,, (17
veces), GA, (5 veces) y GAg (15 veces) (Tabla 12.6). Los niveles de
GAg;, GAgy, v 3-epi-GA, también aumentaron, mientras que los nive-
les de GA,g se redujeron (Tabla 12.7).

Discusion

La elongacion del tallo inducida por las condiciones de fotoperiodo
de dia largo en las plantas en roseta viene precedida por una elevada
tasa de division celular en el meristemo subapical. Se ha demos-
trado, que las giberelinas endogenas son factores limitantes de la ac-
tividad mitética en este mismo tipo de meristemos.



Tabla 12.2
Efecto del BX-112 sobre el contenido en giberelinas de plantas de espinaca.

GA. ng/g

GA No tratada BX-112
GAs; 11.0 28.1
GA4a _ 15.9 39.9
GA,, 72.1 100.6
GAy , 23.5 96.5
GA, 6.7 1.5
GAg 146.9 14.3

Las evidencias presentadas en este trabajo indican que la 3f3-hi-
droxilacion de GA,, a GA, es necesaria para que se produzca la elon-
gacion del tallo en las plantas de espinaca inducidas bajo fotoperio-
dos de dias largos. Estas evidencias se pueden agrupar en tres lineas
basicas de razonamiento, de acuerdo con los resultados presentados
arriba. En una primera linea, se ha demostrado que la inhibiciéon del
desarrollo del tallo promovida por BX-112 se revierte totalmente me-
diante aplicaciones de GA,, pero no de su inmediato precursor, GA,.
Por el contrario, la supresion de la elongacion del tallo mediante el
retardador AMO-1618 se revierte por ambas giberelinas, GA,, y GA,.
Este inhibidor bloquea la sintesis de ent-kaureno, un intermediario
muy temprano en la sintesis de las giberelinas propiamente dichas.
La segunda linea de evidencias se relaciona con el metabolismo de
GA,,. En plantas control, GA,, se transforma mediante diversas reac-

Tabla 12.3
Identificacion de GAg, y GA g, en plantas de espinaca.
Material KRI Ion y abundancia
GAgo 2631 506 (100), 491 (16), 477 (5), 447 (14),

416 (3), 375 (47), 357 (3), 313 (5),
238 (6), 207 (17), 194 (22).

Extracto 2633 506 (100), 491 (14), 477 (7), 447 (17),
416 (4), 375 (48), 357 (4), 313 (5), 238 (5),
207 (11), 194 (17)

GAg; 2743 506 (100), 491 (8), 459 (14), 447 (9),
431 (9), 389 (8), 375 (22), 303 (32),
235 (5), 207 (22)

Extracto 2743 506 (100), 491 (8), 459 (8), 447 (5),
431 (5), 389 (5), 375 (36), 303 (21),
235 (4), 207 (14)

165



166

Tabla 12.4
Niveles de GAgg, GAg;, GAyg. ¥y 3-epi-GA, en plantas de espinaca
tratadas con BX-112.

Intensidad
Tratamiento GAgo GAsg GAg, 3-epi-GA,
9 LD 92 (9) 360 (34) 1071 (100) 59 (5)

9 LD + BX-112 1667 (61) 356 (13) 2718 (100) 989 (36)

ciones a cinco productos distintos entre los que se encuentra GA,. El
retardador BX-112 inhibi6 la conversion de GA,, a GA, en las plantas
tratadas. Este retardador, sin embargo, no disminuy6 el metabolismo
de otros productos de GA,, como GA,y, GAgy, 3-epi-GA,; v GAg,. En
las plantas tratadas con BX-112, los metabolitos GA,; y su producto
GAg no se detectaron como productos. El tercer grupo de evidencias
se basa en las determinaciones de los niveles de giberelinas endoge-
nas entre las plantas control sometidas a condiciones inductivas de
crecimiento del tallo y plantas tratadas con el retardador BX-112, e
igualmente cultivadas bajo fotoperiodo de dia largo. Los resultados
muestran que el retardador redujo los niveles de GA, y también de
GAg, pero produjo la acumulacion del resto de giberelinas precurso-
ras, entre las que se encuentran GA;;, GAy,, GA,s v GA,,. La acumu-
lacion mas importante resulto ser la de GA,,, la giberelina substrato
de la 3B-hidroxilacion. Asi, hemos demostrado que el efecto mas im-
portante del retardador BX-112 en la ruta de sintesis de giberelinas
es el bloqueo de la 3B-hidroxilacion de GA,, a GA,. El BX-112 es un
retardador que pertenece al grupo de las acilciclohexanodionas. Al-
gunos de estos compuestos han mostrado también capacidad para
inhibir otras oxigenasas de las giberelinas como la 2B-hidroxilacion,
e incluso a concentraciones elevadas las oxigenasas C-20. El com-
puesto BX-112, por tanto, produce efectos similares a las mutacio-
nes genéticas que bloquean la 3-hidroxilacion, las cuales se han des-
crito en diversas especies entre las que se incluyen el maiz, el arroz,
el guisante y Arabidopsis thaliana, como se muestra en los capitulos
iniciales de esta misma monografia.

En las plantas de espinaca, ademas de la 3B-hidroxilacion de
GA,, a GA,, se han observado otras cuatro transformaciones de GA,,.
Asi, se constato la conversion de GA,, a GAg, mediante la 1B-hidroxi-
lacion, a GA,; mediante la 2B-hidroxilacion, a GAg, mediante la 2a-
hidroxilacion, y a 3-epi-GAl mediante la 3oa-hidroxilacion. Otro de
los efectos de las acilciclo-hexanodionas es la inhibicion parcial de la
2B-hidroxilacion. En los experimentos realizados con espinaca, GAyg
se redujo efectivamente en comparaciéon con el resto de giberelinas,
sugiriendo que también el compuesto BX-112 posee capacidad para
bloquear la 2p-hidroxilacion. Sin embargo, los compuestos GAg,,
GAg,, y 3-epi-GA, se incrementaron tras la aplicacion del retardador.



Tabla 12.5
Efecto del BX-112 sobre el metabolismo de GA,, en espinaca.

[M+8].

GA KRI Control BX-112
['*C1GA,, (substrato) 2578 426 (17)

[*CIGA,, 2576 426 (13) 426 (10)
[*cleA, 2724 514 (15) ND
[“ClGA, 2845 602 (9) ND
HCIGA,, 2635 514 (10) 514 (6)
[MCIGA,, 2739 514 (10) 514 (8)
[*CIGAg, 2750 514 (12) 514 (6)
3-epi-['*ClGA, 2859 514 (6) 514 (11)

Estas observaciones sugieren, junto con aquellas relativas a los estu-
dios de metabolismo de GA,,, que el retardador BX-112 actua efecti-
vamente sobre la 3B-hidroxilacién, y parcialmente sobre la 2B-hidro-
xilacion, mientras que no inhibe la 13-, la 2a- y la 3a-hidroxilaciones
(Fig. 12.3). La observacion de que 3-epi-GA,, GAg, y GAg, se encuen-
tran presentes en las plantas tratadas con el retardador indica que
estas giberelinas no son activas en los procesos de elongacion del ta-
llo en espinaca.

Tabla 12.6
Efecto del dia largo sobre el contenido en giberelinas de plantas de espinaca.

GA, ng/g
GA 0 LD 4 LD 8 LD 12 LD
GAgs 5.9 6.6 7.9 7.1
GA,, 2.9 8.8 15.2 17.4
GA,q 15.0 27.5 54.2 45.0
GAy 1.4 6.9 18.1 23.1
GA, 1.0 3.5 3.7 5.1
GAy 18.0 82.8 153.6 263.9

Durante los primeros dias de tratamiento en condiciones inducti-
vas de fotoperiodo de dia largo, los niveles de GAs; y GA, se reducen
activando el metabolismo de giberelinas. Sin embargo, conforme se
alarga el tratamiento estas giberelinas incrementan progresivamente
sus niveles y mas a largo plazo tanto GAs;; como GA,y se acumulan,
al igual que el resto de giberelinas. La acumulacion de GA, tiene
una importancia capital. A juzgar por los niveles detectados en las
plantas sometidas a condiciones de dia corto, a condiciones de dia
largo, y a condiciones de dia largo tratadas con BX-112, el proceso
de iniciacion de la elongacion del tallo requiere un umbral minimo

167



168

de GA,. Las observaciones sugieren, que rebasado el umbral se pro-
duce activacion del crecimiento, mientras que éste no tiene lugar con
valores por debajo del mismo. Los analisis que aqui se discuten se
realizaron sobre brotes completos, mientras que se ha demostrado
que las diferencias entre condiciones de crecimiento y condiciones de
reposo en los niveles de giberelinas son mucho mas acusadas en los
tejidos diana, como los meristemos. En el meristemo subapical de las
plantas en roseta, el lugar de accion de las giberelinas en los proce-
sos de elongacion del tallo, los niveles de GA, se incrementan 30 ve-
ces (véase el capitulo 6), mientras que en los analisis de brotes com-
pletos como los que se exponen en el presente trabajo, las diferencias
son de 4-5 veces.

Figura 12.3
Estadios finales de la sintesis de giberelinas en espinaca.




En resumen, se han mostrado un nimero de resultados que tanto
individualmente como en su conjunto indican que GA, es la tnica gi-
berelina activa per se de la 13-hidroxilacion en los procesos de elon-
gacion del tallo de las plantas en roseta. Esta afirmacion implica que
la actividad biologica se confiere mediante estructuras C,y con un
grupo hidroxilo en la posicion 3B. Esta configuracion probablemente
encaja con el hipotético receptor, quiza como un llave y su cerradura.
En este sentido resulta interesante que la alteracion de esta estruc-
tura favorable mediante la presencia de un grupo cercano, como el

Tabla 12.7
Niveles de GAgp, GAgy, GAyg, Yy 3-epi-GA, en plantas de espinaca
expuestas a condiciones de dia largo.

Intensidad
Dias largos GAso GA2 GAs: 3-epi-GA:
0 21 (14) 216 (143) 151 (100) 6 (4)
4 30 (18) 217 (133) 163 (100) 9 (5
8 95 (16) 501 (8) 578 (100) 20 (3)
12 107 (15) 530 (74) 719 (100) 26 (4

2B-, anula la actividad biolégica de los grupos 3p-. Por tanto, la 3f-
hidroxilaciéon en las giberelinas de 19 atomos de carbono constituye
una reaccion fundamental, puesto que dota de actividad biologica in-
trinseca al compuesto en cuestion. Los datos también muestran que
las giberelinas precursoras de GA, son activas en tanto en cuanto se
transforman en GA,. De lo expuesto se deduce que GA, no se re-
quiere durante la elongacion del tallo con el mismo sentido fisiolégico
que se precisan los nutrientes o las vitaminas. En realidad GA, de-
sempena la funcion de una senal que se genera cuando las condicio-
nes ambientales, por ejemplo duracion del dia ventajosa, son favora-
bles para el crecimiento. La hormona, por tanto, transporta una
informacion ambiental vital para la planta, que se traduce eventual-
mente en la activacion del desarrollo del tallo y posterior floracion.
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Conclusiones y perspectivas

El crecimiento de una planta es un fenomeno extremadamente com-
plejo, que en principio esta regulado endogenamente a nivel genético,
hormonal y metabolico. El desarrollo, ademas, esta influenciado por las
condiciones ambientales. Todos estos factores se interrelacionan, de
forma que el programa de crecimiento inicial de los distintos 6rganos se
activa a través del control de la sintesis hormonal. La activacion se pro-
duce naturalmente durante el desarrollo o bien mediante estimulos am-
bientales. Los trabajos resumidos en esta monografia indican, que aun-
que todas las hormonas participan en mayor o menor medida en el
control del desarrollo vegetal, las giberelinas parecen ser las «werdaderas»
hormonas del crecimiento. En estos trabajos se demuestra que la gibe-
relina A, (GA,) es el compuesto endogeno natural de las plantas que po-
see capacidad intrinseca para activar el proceso de crecimiento. La afir-
macion anterior implica que GA; no se requiere como un nutriente,
vitamina o cofactor del crecimiento, sino que es la senial mediante la cual
la planta dispara y activa el programa de desarrollo en respuesta a con-
diciones favorables. La manipulacion del crecimiento de una planta, por
ejemplo la obtencién de variedades enanas o “gigantes”, puede lograrse
por tanto alterando los niveles o la percepcion de GA;.

En la mayoria de plantas los estimulos luminosos provocan dis-
tintas respuestas de crecimiento. Nuestros estudios muestran que la
duracion del estimulo y la calidad de la luz se percibe por las hojas
adultas y se transmite a los brotes en crecimiento. En los apices in-
ducidos se incrementa el flujo hormonal y se activan las enzimas im-
plicadas en su ruta de sintesis. La activacion de estas enzimas posi-
bilita el incremento de los niveles de GA, en los apices. Los procesos
de division y elongacion celular que propician el crecimiento vegetal
se desencadenan cuando la concentracion de GA, en el meristemo
subapical de los brotes supera un cierto umbral. Algunas de estas
enzimas se activan de forma natural durante el desarrollo y también
en respuesta a estimulos ambientales como la luz.

La transcendencia de la funcion de GA, en el control del crecimiento
también se ha confirmado mediante una aproximacion genética. En este
terreno hemos identificado 6 genes, cuya alteracion mediante mutacion
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reduce los niveles de GA,, o su percepcion, y confiere enanismo. La iden-
tificacion de estos genes permite una nueva aproximacion al control de
la manipulacion del tamano de la planta, porque nos ofrece la posibili-
dad de alterar endogenamente los niveles de GA, o bien modificar la sen-
sibilidad de los tejidos al compuesto efector. Desde un punto de vista
practico, la trascendencia de estos descubrimientos es muy significativa.
Este conjunto de conocimientos permite la identificacion y el aislamiento
de genes importantes en la regulacion del tamano de las plantas. Una
vez aislados en los cultivos de interés agronomico, estos genes pueden
modificarse en el sentido deseado e introducirse de nuevo en los cultivos
para manipular su tamano de forma permanente.

A continuacién se resume el conjunto de conocimientos generados
en los trabajos presentados en esta monografia, y se senalan las po-
sibilidades de su utilizacion desde puntos de vista tanto cientificos
como practicos.
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Conclusiones

Nuestros datos demuestran claramente la dependencia entre el
crecimiento y la presencia de giberelinas en los vegetales superiores.
Los resultados también abren nuevas y prometedoras aproximacio-
nes al estudio de la manipulacion del crecimiento vegetal, asi como
al control del tamano de la planta. Los resultados mas importantes
de los trabajos presentados en esta monografia se resumen seguida-
mente agrupados por conveniencia en tres apartados.

1. Control genético del crecimiento

En este campo, nuestra mayor aportacion ha sido la identificacion
de genes, cuya alteracion mediante mutacion reduce los niveles de
GA, y confiere enanismo. Hemos mostrado que los genes ga-1, ga-2,
ga-3, ga-4 y ga-5 codifican las enzimas copalil difosfato sintasa kau-
reno sintasa, acido kaurenoico sintasa, 3B-hidroxilasa y C-20 oxi-
dasa, respectivamente, en la ruta de sintesis hormonal. También he-
mos caracterizado un nuevo gen, ga-i, que parece codificar para el
receptor hormonal de GA,. Estas caracterizaciones confirman que los
niveles de las giberelinas C,4 que poseen un grupo 3p-hidroxilo deter-
minan el tamano de la planta. Desde un punto de vista practico, la
trascendencia de estos descubrimientos radica en el hecho de que
estos genes pueden aislarse, y utilizarse como sondas para rescatar
genes homologos en cultivos de interés agronomico. Los genes resca-
tados en especies de interés pueden manipularse y reintroducirse de
nuevo en los cultivos para manipular su tamano de forma heredable.

Los trabajos que componen el presente apartado resumen el conoci-
miento que poseemos sobre las mutaciones enanizantes gal, ga2, ga3,
gad, y gab en Arabidopsis thaliana. En esta especie, se han identificado
20 giberelinas (GAs) distintas en brotes del cultivar Landsberg mediante
cromatografia de gases en combinacion con espectrometria de masas.
En base a los datos obtenidos proponemos tres rutas de sintesis de GAs
en esta especie (Fig. 4): la ruta de la 13-hidroxilacion, la via de la 3-hi-
droxilacién y la ruta de la no-hidroxilacién en las posiciones 3 y 13.
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Ocho de estas GAs son miembros de la ruta de la 13-hidroxilacion
(GAs3, GAy, GA,g, GAyy, GA,, GA,,, GA,g, GAy), otras seis pertenecen a la
ruta de la 3-hidroxilacion (GAz;, GA,;, GAze, GA,5, GA,, GA,,), mientras
que las restantes estan incluidas en la via de la no-hidroxilacion en las
posiciones 3y 13 (GA,,, GA,5, GA,,, GA,5, GA,, GA5,).

En principio, las mutaciones detectadas producen genotipos to-
dos ellos deficientes en giberelinas. Las evidencias suministradas,
mediante aplicaciones de giberelinas exégenas y precursores de gi-
berelinas, mediante el analisis de giberelinas endogenas, mediante
el estudio de la capacidad formadora de ent-kaureno y por altimo
mediante el estudio de la capacidad para acumular kaureno en
presencia de inhibidores de la sintesis de giberelinas como el
tetcyclasis, indican que los pasos bloqueados son distintos en los
cinco genes estudiados. En el genotipo salvaje asi como en las dis-
tintas mutaciones, se cuantificaron siete GAs mediante SIM (selec-
ted ion monitoring) y el uso de estandares deuterados internos. Los
niveles relativos del resto de GAs se compararon mediante determi-
naciones de las intensidades ionicas. Los resultados muestran que
las mutaciones no son alélicas entre si y afectan cada una de ellas,
a un solo gen. Son por tanto, mutaciones monogénicas.

Los resultados indican que las mutaciones gal, ga2, y ga3 con-
tienen niveles infimos de todas las giberelinas, y por tanto, contro-
lan pasos tempranos de la ruta de sintesis de giberelinas. En su
conjunto, las distintas aproximaciones sugieren que la mutacion
ga3 controla la formacion de acido ent-kaurenoico a partir del
kaurenol, y la mutacion ga2 afecta a la kaureno sintasa. La muta-
cion gal controla la actividad copalil difosfato sintasa. En compa-
racion con €l fenotipo salvaje, el mutante ga4 contiene niveles re-
ducidos de las giberelinas 3-hidroxiladas y 3,13-hidroxiladas, y
acumula las giberelinas 13-hidroxiladas. El gen ga4, por tanto, co-
difica para un proteina con actividad 3B-hidroxilasa. La mutacion
gab mostro niveles reducidos de las giberelinas C,q, indicando que
el gen gab controla la oxidacion y posterior pérdida del carbono C-
20. Los datos de crecimiento en respuesta a la aplicacion de gibe-
relinas, asi como la acumulacion de GAy en el mutante ga4, indi-
can que GAg no es un giberelina con actividad biologica intrinseca.
Los datos también indican que la causa del enanismo en estas
mutaciones es la reduccion de los niveles de las giberelinas C,q
con grupos 3B-hidroxilo, como GA, y GA,.

Las giberelinas exogenas restauran el fenotipo normal en estos
mutantes deficientes en giberelinas. Asi, las giberelinas 3-hidroxila-

- das son activas en el mutante ga4, mientras que las giberelinas C,q
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Los resultados, asimismo, demuestran que las tres rutas de sintesis,
la ruta de la 13-hidroxilacion (GAs;, GAy, GA,g, GA,;, GAyy, GA,, GA,,
GAg), la via de la 3-hidroxilacion (GAs;, GA,;, GAsg, GA,5, GA, v GA,y), v la
ruta de la no-hidroxilacion (GA,;, GA5, GAy. GAss, GAy vy GA5,) operan
en los tejidos de esta especie. Los datos derivados de los suministros con
precursores marcados isotopicamente muestran que GA,; puede ser sin-
tetizada por cualquiera de estas tres rutas. En principio, GA, puede pro-
venir de GA,, a través de la ruta de la 13-hidroxilaciéon y de GA, a través
de la ruta de la 3-hidroxilacion. La giberelina GA,,, a su vez, puede pro-
venir de GA,y a través de la 13-hidroxilacion y de GA, por la ruta de la
no-hidroxilacion. GA,, puede sintetizarse a partir de GAz, por la via de la
3-hidroxilacion y de GA, también, por la ruta de la no-hidroxilacién. De
hecho, la configuracion de las tres rutas es en paralelo, aunque se pre-
sentan hidroxilaciones a distintos niveles de oxidacion del C-20.

Se demuestra, asimismo, que la actividad que muestra GAy se
debe a su conversion a GA, y GA,. Los datos indican que GA,, es el
precursor de las tres rutas metabolicas, y que de acuerdo con las
cantidades sintetizadas, las rutas principales son las rutas de la 3-
hidroxilacion y de la no-hidroxilacién. Sin embargo, la 13-hidroxila-
cion parece regular en mayor medida los niveles de sus miembros. El
inhibidor del desarrollo conocido como BX-112 ofrece un medio qui-
mico para reproducir los efectos de la mutacién ga4. De hecho, este
retardador reduce los niveles de todas las giberelinas que portan un
grupo 3B-hidroxilo, mientras que acumula a niveles elevados los pre-
cursores inmediatos de las mismas.

También se aislo un mutante enano en Arabidopsis, denominado gai,
de fenotipo muy similar a los mutantes anteriores deficientes en gibereli-
nas. En esta mutacion, al contrario que en los mutantes deficientes, la
aplicacion exogena de giberelinas no presenta efectos estimuladores so-
bre la elongacion del tallo. En este sentido, la mutacién gai parece com-
portarse como un genotipo insensible a las GAs. El contenido endogeno
en giberelinas del mutante gai se comparo en extracciones similares con
el contenido en GAs del genotipo salvaje Landsberg (Ler). Como se in-
dico, se han identificado 20 giberelinas (GAs) distintas en brotes de Ara-
bidopsis mediante cromatografia de gases en combinacion con espectro-
metria de masas. Ocho de ellas son miembros de la 13 hidroxilacion
(GAs3, GAL, GAo, GA,, GA,, GA,;, GA,, GAg), otras seis pertenecen a la
ruta de la 3-hidroxilacion (GAs;, GA,;, GAss, GA,5, GA,, GAs,), mientras
que las restantes estan incluidas en la via de la no-hidroxilacion en las
posiciones 3y 13 (GA,,, GA,5, GAy,, GAys, GAy, GAs)). Las mismas gibere-
linas excepto GAs3, GAy, GAs,, v GAyg se detectaron en la mutacion gai
utilizando los mismo métodos de diagnostico. Ademas, los extractos del
mutante gai también contenian GA,, y GA;,.

En ambos genotipos se detectaron giberelinas desconocidas o gi-
berelinas por caracterizar en numero elevado. En las plantas de la
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variedad Ler, estas giberelinas presentaron la estructura de deriva-
dos hidroxilados de GA,,, mientras que en la mutacion gai la mayo-
ria de giberelinas desconocidas fueron derivados hidroxilados de
GA,,, GA,5 v GAy. Las giberelinas se cuantificaron, y los resultados
muestran que en comparacion con la variedad Ler la mutacion gai
presenta niveles reducidos de todas las giberelinas dicarboxilicas C,,
GAs53, GAy,, GA,g, GA,y, GA5, GAy,, GAg;, GA,,, ¥ GA,4. Por el contra-
rio, este genotipo contenia niveles elevados de las giberelinas tricar-
boxilicas C,,, GA,;, GAys y GA,,. El mutante también acumulé todas
las giberelinas C,g3, GAyy, GA,, GAg, GAg, GAs,, GA,, GAy, v GA,,, ex-
cepto GA,y. Las giberelinas mas abundantes en los extractos del mu-
tante gai fueron, con diferencia, las giberelinas 3p-hidroxiladas, GA,
y GA, y sus respectivos productos 2p-hidroxilados, GAg y GA,,.

Asi, la mutacion gai en Arabidopsis produce un fenotipo semejante a
los mutantes deficientes en giberelinas, y muestra insensibilidad a la
aplicacion exdgena de giberelinas asi como a sus propias giberelinas en-
dogenas. Los datos también indican que la mutacion reduce los niveles
de las giberelinas C,, dicarboxilicas e incrementa los niveles de las gibe-
relinas C,o. En conjunto, estos resultados indican que el gen gai controla
un paso posterior a aquellos implicados en la biosintesis de la giberelina
activa. El mutante gai es probablemente un mutante del receptor de gi-
berelinas o de un paso localizado entre la recepcion de las giberelinas ac-
tivas y el proceso efectivo de crecimiento y elongacion del tallo.
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2. Control hormonal del crecimiento

Nuestro resultado mas importante en este terreno es la identificacion
y caracterizacion de la giberelina A, (GA,) como el compuesto endogeno
natural de las plantas que posee capacidad intrinseca para activar el
proceso de crecimiento. Esta afirmacion implica que GA, no se requiere
como un nutriente, vitamina, o como un cofactor del crecimiento, sino
que es la senal mediante la cual la planta dispara y activa el programa
de desarrollo. A este respecto, GA, equivale en el reino vegetal a la «hor-
mona del crecimiento» del reino animal. Asi, cualquier intento de mani-
pulacion del crecimiento de una planta debe estar mediatizado por la
alteracion de los niveles o de la sensibilidad de GA,.

Las evidencias presentadas en este trabajo indican que la 33-hidro-
xilacion de GA,, a GA, es necesaria para que se produzca la elongacion
del tallo en plantas inducidas bajo fotoperiodos de dias largos. Esta afir-
macion implica que la actividad biologica se confiere mediante estructu-
ras C,o con un grupo hidroxilo en la posicion 3f, una configuracion que
probablemente encaja con el hipotético receptor, quiza como una llave y
su cerradura. En este sentido resulta interesante que la alteracion de
esta estructura favorable mediante la presencia de un grupo cercano,
como el 2B-, anula la actividad biologica de los grupos 3p-.

Los resultados demuestran que GA, es la giberelina activa de la 13-
hidroxilacion, y que su presencia por arriba de cierto umbral activa los
procesos de desarrollo del tallo. Las observaciones que apoyan esta afir-
macion ofrecen varias lineas de evidencia independientes, que tomadas
en su conjunto constituyen un cuerpo de conocimiento solido que con-
firma la hipétesis. Las evidencias se han obtenido en la planta en roseta
Spinacia oleracea mediante distintas aproximaciones.

En primer lugar, se estudio el efecto de dos retardadores del creci-
miento, por un lado el AMO-1618 (2-isopropil-4-(cloruro de trimetila-
monio)-5-metilfenil-piperidina- 1-carboxilato, y por el otro el BX-112
(3,5-dioxo-4-propionilciclohexanocarboxilato) sobre la elongacion del
tallo que experimentan las plantas de espinaca bajo condiciones de
cultivo de fotoperiodo largo. El primero de estos dos retardadores
bloquea la sintesis de giberelinas en sus estadios iniciales, inhi-
biendo la sintesis del ent-kaureno, mientras que el segundo bloquea
las oxigenasas que controlan las conversiones de giberelinas, princi-
palmente las reacciones de la 3B-hidroxilacién. Ambos retardadores
suprimieron el crecimiento del tallo inducido por las condiciones de
dia largo. La inhibicién causada por el AMO-1618 se revirtié con las
giberelinas GA,, y GA,, mientras que los efectos del BX-112 sola-
mente pudieron ser anulados mediante aplicaciones de GA,. En pre-
sencia de BX-112, GA,, result6 ser practicamente inefectiva.

Seis de las giberelinas endogenas de la 13-hidroxilacion (GAss,
GA, GA,y, GA,y, GA,, y GAy), se cuantificaron mediante espectrome-
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tria de masas en modo SIM. Las plantas tratadas con BX-112 mos-
traron niveles reducidos de GA, y GAg, y acumularon los precursores
de las giberelinas C,5, GAs;3, GAL, ¥ GA,g, ademas de GA,,, €l inme-
diato precursor de GA,. Los niveles relativos de otras cuatro gibereli-
nas, todas ellas productos de GA,j,, (GAg,, GAg, 3-epi-GA,, y GA,g) se
determinaron mediante la comparacién de las intensidades i6nicas.
En las plantas tratadas con BX-112 se redujeron los niveles de GAyqg
y se incrementaron los de GAg,, 3-epi-GA,, y GAq..

Los estudios de metabolismo de GA,,, indicaron que en presencia de
BX-112 y bajo condiciones de fotoperiodo largo, esta giberelina se trans-
formo en GAgy, GA,e, GAg,, v 3-epi-GA,, pero no se metabolizo a GA,, ni
se detectd, asimismo, su producto GAg. La transferencia de las plantas
desde condiciones de dia corto a condiciones de dia largo, por un periodo
de tiempo suficientemente extenso, produjo el incremento de los niveles
de giberelinas de la 13-hidroxilacion. En estas condiciones los incremen-
tos mas destacados se obtuvieron para las giberelinas GA,,, GA,, y GAg .
Las determinaciones de las intensidades de las corrientes i6nicas tam-
bién mostraron que la transferencia aumento los niveles de GAg,, GAg, ¥
3-epi-GA,, mientras que disminuyo los niveles de GA,,.

Todos estos descubrimientos indican que de las giberelinas pertene-
cientes a la 13-hidroxilacion, GA, es la giberelina biologicamente activa
en los procesos de elongacion del tallo en las plantas de espinaca. Esta
giberelina parece poseer per se, intrinsecamente, el potencial para acti-
var el desarrollo de los brotes, mientras que el resto de giberelinas son
precursores o productos inactivos de las propias GAs. Asi, las demas gi-
berelinas son activas en tanto en cuanto se transforman en GA,. El in-
cremento en la concentracion endogena de GA, propiciado por las con-
diciones de dia largo es asi la causa primaria de la elongacion del tallo.
La 3B-hidroxilacion de las giberelinas de 19 atomos de carbono consti-
tuye, por tanto, una reaccién fundamental, puesto que dota de activi-
dad biologica intrinseca al compuesto en cuestion. GA, desempena la
funciéon de una senal que se genera cuando las condiciones ambienta-
les, por ejemplo duracion del dia ventajosa, son favorables para el cre-
cimiento. La hormona, en consecuencia, transporta una informacion
ambiental vital para la planta, que se traduce eventualmente en la acti-
vacion del desarrollo del tallo y posterior floracion.
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3. Control ambiental del crecimiento

En este campo hemos demostrado las siguientes afirmaciones. En
las plantas de dia largo, la duracion y calidad de la luz se percibe por
las hojas adultas en los vegetales. Este estimulo se transmite a los
apices en donde incrementa el flujo a través de la ruta de la 13-hi-
droxilacion activando las enzimas C-20 oxidasas y 3p-hidroxilasas
implicados en la misma. La activacion de estas enzimas posibilita el
incremento de los niveles de GA, en los apices. Cuando la concentra-
cion de GA, en el meristemo subapical de los brotes supera un cierto
umbral se activan y desencadenan los procesos de division y elonga-
cion celulares, que propician el crecimiento del tallo. Se deduce, por
tanto, que la activacion y desactivacion de las enzimas C-20 oxidasas
y 3B-hidroxilasas implicados en al sintesis de GA, son los elementos
clave para modular y manipular el crecimiento. Estas enzimas se ac-
tivan de forma natural durante el desarrollo y también en respuesta
a estimulos ambientales, como la duracién del periodo de luz. Tam-
bién se demuestra que el fitocromo es otro factor implicado en la sin-
tesis de GAs, aunque en este caso la regulacion no se ejerce sobre los
enzimas que convierten las GAs, sino que su efecto se sitiia proba-
blemente a nivel de los precursores de las GAs.

En este capitulo se resumen los trabajos relacionados con €l con-
trol ambiental del crecimiento del tallo mediatizado por las gibereli-
nas. En este terreno, el caso mas interesante se relaciona con el con-
trol fotoperiodico del desarrollo del tallo en las plantas en roseta. A
continuacion se presentan los descubrimientos efectuados en repre-
sentantes tipicos de distintas adaptaciones que han desarrollado las
plantas de dia largo, como Silene armeria y Spinacia oleracea. Tam-
bién se muestran al final de esta seccion los efectos del fitocromo so-
bre la elongacion del tallo y los niveles de giberelinas, y se sefialan
sus diferencias respecto de la regulacion fotoperiodica.

Por definicion, todas las plantas de dia largo responden a las con-
diciones de fotoperiodo de dia largo mediante la elongacion del tallo y
floracion subsiguientes. Sin embargo, es conveniente senalar que
existen marcadas diferencias entre las plantas de dia largo en lo que
se ha dado en llamar el efecto-posterior del desarrollo del tallo. En
algunas plantas, cuya especie mas representativa podria ser Silene
armeria, este efecto es muy acusado, y el crecimiento del tallo y el
desarrollo de las estructuras florales no se detienen, aunque las
plantas se devuelvan a condiciones no inductivas después de un pe-
riodo de induccion en dia largo. Este efecto, por tanto, parece ser
inductivo. En el otro extremo probablemente se sittia Spinacia olera-
cea, la espinaca, en donde el efecto es totalmente directo y no existe
desarrollo del tallo sino es exclusivamente bajo condiciones de dia
largo. En este caso, no existe efecto posterior. En la espinaca, el de-
sarrollo del tallo y la floracion se inician bajo condiciones inductivas,
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aunque si las plantas se devuelven a condiciones no inductivas,
tanto el desarrollo del tallo como el inicio de la floracion se detienen.
Asi, después de la transferencia, las plantas adquieren de nuevo el
habito de crecimiento en roseta que mostraron inicialmente en con-
diciones de dia corto. Entre estos dos casos existen plantas de com-
portamiento intermedio como Agrostemma githago. En esta especie,
las plantas devueltas a condiciones de dia corto todavia experimen-
tan elongacion del tallo y desarrollo floral, pero a un ritmo muy ate-
nuado, que acaba finalmente por detenerse totalmente. Las plantas
que se trasladan de vuelta a condiciones de SD, de hecho, nunca al-
canzan la altura final de las plantas que se cultivan permanente-
mente en condiciones de fotoperiodo largo.

En la planta de dia largo Silene armeria, la elongacion del tallo y la
floracion se inducen con una exposicion minima de 3 - 6 dias con foto-
periodo de dia largo (LD). El crecimiento del tallo puede entonces conti-
nuar, incluso aunque las plantas se trasladen de nuevo a condiciones .
no inductivas de dia corto (SD), lo que se conoce como efecto-posterior.
Se comprobo que el retardador del crecimiento tetcyclasis, que inhibe
la sintesis de giberelinas, inhibi6é la elongacion del tallo, aunque no
tuvo ningun efecto sobre la floracién. Esta observacion sugiere que el
control del fotoperiodo sobre la induccién floral no esta mediatizado
por las giberelinas. Las giberelinas identificadas mediante cromatogra-
fia de gases en combinacion con la espectrometria de masas, GA,,,
GAsz, GALL, GAy7, GAjg, GAy, GA,, GAg y GA,g, pertenecen en su mayo-
ria a la ruta de la 13-hidroxilacion. Todas estas giberelinas se detecta-
ron tanto en plantas cultivadas en condiciones de dia largo como en
plantas cultivadas en condiciones de dia corto.

El contenido en GA;; fue elevado en condiciones de dia corto y se
redujo bajo fotoperiodos de dia largo. Por el contrario, los niveles de
GA,, GA,; y GA,g inicialmente se incrementaron y posteriormente se
redujeron otra vez, mostrando incrementos transitorios. De igual
modo, cuando las plantas se trasladaron de vuelta a condiciones no
inductivas de dia corto tras una estimulacién durante un periodo de
dia largo, los niveles de GA;; se incrementaron de nuevo mientras
que los de GA,q, GA,, y GA, se redujeron hasta alcanzar niveles simi-
lares a aquellos detectados en las plantas que se mantuvieron conti-
nuamente en condiciones no inductivas de dia corto. Las medidas en
los niveles de giberelinas en brotes completos asi como en o6rganos
individuales sugieren que el fotoperiodo modula el metabolismo de gi-
berelinas principalmente a través de la regulacion de la tasa de conver-
sion de GAss. La induccion del fotoperiodo provoco la acumulacion de
GA, en los apices de los brotes en desarrollo, lo cual a su vez muy pro-
bablemente produjo el crecimiento y la elongacion del tallo.

En este estudio también se obtuvieron evidencias de que las con-
diciones de dia largo parecen incrementar la sensibilidad de los teji-



dos a las giberelinas exogenas. Este efecto probablemente es respon-
sable del efecto-posterior detectado en las plantas de Silene cuando
son trasladadas de condiciones inductivas a condiciones no inducti-
vas. El trabajo desarrollado seguidamente confirma y abunda en la
existencia del efecto del fotoperiodo de dia largo sobre la sensibilidad
de los tejidos a las giberelinas y también identifica a las hojas adul-
tas como los 6rganos receptores del estimulo del fotoperiodo. Asi, se
estudio el efecto de diferentes tratamientos fotoperiédicos aplicados a
los brotes apicales y a las hojas adultas, sobre el crecimiento, flora-
cion y niveles de giberelinas: La exposicion de las hojas maduras a
las condiciones de dia largo, independientemente del fotoperiodo de
los brotes, dia largo, dia corto o oscuridad, provoco la elongaciéon del
tallo y también el crecimiento de las hojas jovenes.

El tratamiento de dia largo a las hojas adultas produjo cambios en
los niveles de las giberelinas de los apices que se mantuvieron en
condiciones de dia corto, en condiciones de dia largo o en oscuridad
continua. En los apices que se encontraban bajo fotoperiodo largo o
en oscuridad, los niveles de GAg; se redujeron, mientras que los de
GA,; ¥ GA,, se incrementaron. Los contenidos de GA, aumentaron en
los tres tipos de apices, en aquellos que se mantuvieron en SD dos
veces, en los de LD cinco veces y en aquellos que se desarrollaron en
completa oscuridad, ocho veces. Cuando las hojas adultas se trata-
ron con regimenes de dia corto y los apices de estas plantas se man-
tuvieron bajo condiciones de oscuridad, el contenido en GA, se incre-
mento tres veces, las hojas jovenes continuaron su desarrollo, pero
la elongacion del tallo no se estimulo.

Por otro lado, los tratamientos de diferentes fotoperiodos que se
aplicaron a los apices en desarrollo no modificaron en ningtin mo-
mento los niveles de giberelinas detectados en las hojas adultas. Es-
tos resultados indican que tanto el tratamiento de dia largo como la
oscuridad, incrementan los niveles de GA, en los apices. Sin em-
bargo, también se deduce de los datos presentados arriba que el foto-
periodo largo induce la formacién de una senal que se transmite desde
las hojas maduras a los apices en crecimiento, en donde potencia el
efecto de las giberelinas sobre el desarrollo del tallo.

Una vez establecido el efecto estimulador del fotoperiodo sobre los
niveles de GA,, se cuantifico este incremento y se estudiaron sus
efectos sobre la actividad mitotica. Asi, en el trabajo siguiente se
combinaron observaciones microscopicas sobre los cambios celulares
que ocurren en el meristemo del brote después de la induccion del
fotoperiodo largo, o el tratamiento de giberelinas en condiciones de
dia corto, con analisis de giberelinas endégenas en secciones del tallo
a distintas distancias por debajo del apice del brote.

El efecto mas temprano del tratamiento de fotoperiodo largo asi
como de la induccion de las giberelinas en el meristemo subapical es
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un aumento en el numero de células y una reduccién en la longitud
celular del tejido meristematico situado entre 1 y 3 mm por debajo
del apice del brote. Después de 8 dias bajo tratamiento con condicio-
nes inductivas de dia largo, o después de 8 dias del comienzo de la
aplicacion de giberelinas, las células del meristemo subapical se
orientaron en largas columnas. En los apices inducidos, la deposi-
cion de celulosa tuvo lugar principalmente en las paredes celulares
longitudinales, indicando que la division celular se activo siguiendo
el eje transversal. Este efecto incremento la longitud del tallo.

Por el contrario, el tratamiento con giberelinas no provoco la tran-
sicion del meristemo vegetativo a meristemo reproductivo. Las gibe-
relinas endogenas se analizaron por SIM, utilizando estandares ex-
ternos marcados con isotopos pesados, en extractos de secciones
transversales de apices a distintas distancias por debajo del meris-
temo apical. En las plantas control los niveles de 6 giberelinas 13-hi-
droxiladas (GAs;, GAL, GA4, GA,y GA,, GAy) se redujeron conforme
la distancia al meristemo apical se incrementaba. Excepto para GAg;,
los niveles de la hormonas fueron mayores en los brotes apicales de
las plantas inducidas en dia largo, particularmente en la zona meris-
tematica situada entre 0,5 y 1,5 mm por debajo del meristemo api-
cal. En comparacion con las condiciones de dia corto, el incremento
mas grande observado fue para GA,, que aumenté 30 veces en la
zona de 0,5 a 3,5 mm por debajo del apice caulinar. Estos datos indi-
can que existe una correlacion espacial entre la acumulacion de
GA, y sus precursores, y el aumento de la actividad mitética que
tiene lugar en el meristemo subapical de los apices en crecimiento.

Por otro lado, es conveniente sefalar que aunque la elongacion del
tallo y la floracién son dos procesos inducidos por los tratamientos
de dia largo, el control fotoperiodico del crecimiento del tallo esta me-
diatizado por la giberelinas, mientras que la respuesta de floracion
no puede obtenerse con aplicaciones de giberelinas exégenas. Asi, los
datos demuestran que en Silene armeria, la floracion y la elongacion
del tallo son dependientes del fotoperiodo. El desarrollo del tallo es una
respuesta basicamente cuantitativa mediatizada por la concentracion
de giberelinas, exdégenas o endogenas. Por el contrario, la floracion es
una respuesta cualitativa que no puede ser inducida con aplicaciones
exogenas de giberelinas. De hecho, la floracion puede obtenerse en
esta planta en ausencia de elongacion del tallo, cuando se aplican in-
hibidores de la sintesis de giberelinas. Por lo tanto, la aplicacion de gi-
berelinas mimetiza los efectos del fotoperiodo en el crecimiento del ta-
llo, pero no activa la formaciéon de primordios florales ni provoca la
floracion. Los datos y resultados presentados ilustran el hecho de que
el desarrollo del tallo en las plantas en roseta esta controlado y regu-
lado por las giberelinas, mientras que el proceso de induccién floral se
estimula también por el fotoperiodo, aunque probablemente se media-
tiza por un mecanismo diferente hasta hoy desconocido



Como se comenté més arriba, las plantas de espinaca presentan
un comportamiento ligeramente distinto de las plantas de Silene. En
un primer trabajo con la espinaca (Spinacia oleracea), se detectaron
las siguientes giberelinas: a) giberelinas 13-hidroxiladas, GAs;, GA4s.
GA,7, GA g, GA,y, GA,g, GA,, GAg, v GA;; b) giberelinas no 3,13-hidro-
xiladas, GA,,, GA;5, GAy vy GA;,; v ¢) giberelinas 3-hidroxiladas, GA,,
GA; y GAg,. Las comparaciones se efectuaron con parametros obteni-
dos a partir de giberelinas de referencia, o bien de datos publicados
con anterioridad. Ademas, los extractos de espinaca también contie-
nen, GAj-isolactona, 16,17-dihidro-17-hidroxi-GAs;, GA,o-catabolito,
3-epi-GA, y giberelinas no caracterizadas hasta la fecha con espec-
tros de masas indicativos de compuestos mono- y dihidroxi-GA,,,
monohidroxi-GA,;, dihidroxi-GA,, y dihidroxi-GA,. Algunas de estas
giberelinas no caracterizadas, como se muestra en uno de los estu-
dios siguientes de esta monografia, se han caracterizado plenamente
y aceptado como giberelinas nuevas. Estas son GAg;, GAgs, v GAy,
que estarian incluidas en una ruta paralela a la de la 13-hidroxila-
cion formada por miembros hidroxilados en las posiciones 2 y 13.

El efecto de las condiciones de luz y oscuridad sobre los niveles de
giberelinas, se estudio utilizando estandares internos y el espectrome-
tro de masas en modo SIM. Bajo condiciones de dia corto, los niveles de
giberelinas fueron mas altos al final del periodo de luz que al final del
periodo de oscuridad. Sin embargo, las giberelinas mostraron niveles
muy similares al final de cada dia corto. Durante el periodo suplemen-
tario de luz del primer dia de condiciones de dia largo, GAs; v GA,4 se
redujeron dramaticamente, GA,, y GA, se redujeron ligeramente y GA,,
incrementé su concentracion. Durante el periodo continuo que corres-
pondia a luz de alta intensidad, el nivel de GA,, se redujo y los de GA;,
GA., GA,g ¥y GA, se incrementaron. El patron de cambio en los niveles
de GA5;3 y GA,¢ durante el fotoperiodo de dia largo se mantuvo hasta al
menos los siete dias de tratamiento. Cuando estas mismas plantas se
trasladaron a la oscuridad se observo, por el contrario, un aumento en
los niveles de GAs; y GA,o. Los resultados indican, por tanto, que las
transformaciones de GAgs y GA,o estan reguladas por el fotoperiodo,
esto es, que las enzimas que controlan estas conversiones se activan
con el fotoperiodo de dia largo.

En conjunto, los resultados de este estudio también son compati-
bles con la idea de que el flujo biosintético de giberelinas se incre-
menta en el periodo de intensidad luminosa alta, aunque el recambio
de giberelinas continua siendo activo durante el periodo suplementa-
rio siguiente de intensidad baja. Ambos efectos parecen ser respon-
sables del incremento en GA, que se produce en condiciones de dia
largo, lo cual a su vez, provoca el desarrollo del tallo.

Las conversiones de GAs controladas por el fotoperiodo y las enzi-
mas implicadas en las mismas se estudiaron con mayor profundidad
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en trabajos posteriores. Los resultados obtenidos indican que en Spi-
nacia oleracea, los ultimos pasos de la ruta de sintesis de giberelinas
operan a muy baja velocidad al final del fotoperiodo de dia corto (8
horas de luz, 16 h de oscuridad). De hecho, no existen evidencias
para sugerir que se produce conversion de giberelinas al final de las
16 h de oscuridad. Las actividades enzimaticas que realizan estas
conversiones, las actividades GAg; y GA,; oxidasas, se vuelven a acti-
var durante el siguiente periodo de ocho horas de intensidad lumi-
nosa, y después se desactivan conforme avanza el periodo de oscuri-
dad. Asi, las cantidades de giberelinas producidas en estas
condiciones de dia corto son bajas, particularmente los niveles de las
giberelinas finales de la ruta de sintesis, GA, y GA,,. Por otro lado, en
condiciones de fotoperiodo de dia largo las actividades enzimaticas
GAs; vy GA,s oxidasas alcanzan un nivel constante y elevado, produ-
ciendo cantidades importantes de las giberelinas GA, y GA,,. La pre-
sencia de estas giberelinas por encima de un umbral critico parece
activar los procesos de desarrollo del tallo en la espinaca.

También es necesario mencionar que el desarrollo del tallo en las
plantas en roseta no esta controlado tinicamente por el nivel de las
giberelinas activas. Se han presentado numerosas evidencias que in-
dican que el tratamiento de dia largo, ademas de incrementar la sin-
tesis de giberelinas, incrementa la capacidad de las plantas para res-
ponder a las giberelinas. La naturaleza del incremento de la
sensibilidad a las giberelinas inducido por el fotoperiodo largo no se
conoce, aunque muy probablemente se relaciona con el ntmero de
receptores que perciben a las giberelinas, o con la via de transmision
de la senal de las giberelinas, que conduce definitivamente a la acti-
vacion de la division en el meristemo subapical.

También se sugiere en este apartado, que las actividades GAg;- v
GA,g-oxidasas podrian en realidad residir en una misma proteina,
puesto que ambas comparten varias caracteristicas comunes, como
la regulacion por la luz, y otras propiedades fisicas importantes. En
relacion con la enzima GA,,-oxidasa, los resultados obtenidos son
compatibles con la presencia de un solo enzima no regulado por la
luz, por un lado, y por otro, con la presencia de dos actividades, una
que aceptaria la forma GA4,-lactona no regulada por la luz, y la otra
que si estaria regulada por la luz y aceptaria la forma natural del hi-
droxi-acido. A continuacion se profundiza sobre estas alternativas.

Como se indico arriba, la sugerencia anterior implica que una de las
proteinas GA,,-oxidasa podria estar constituida por una actividad no
dependiente de la luz. También se sugirio. que los resultados obtenidos
eran compatibles con una explicacién alternativa. Es decir, la actividad
podria llevarse a cabo al mismo tiempo en dos proteinas de caracteristi-
cas distintas, una de las cuales acepta la forma GA,,-lactona, mientras
que la otra utiliza la forma abierta de la lactona, GA,,-hidroxi-acido. La



primera de estas actividades no estaria regulada por la luz, mientras
que la segunda formaria parte también del sistema de regulacion por
el fotoperiodo de la ruta de sintesis de giberelinas, en donde se incluyen
otras oxidasas como las actividades GAg; y GA g-oxidasas. En este tra-
bajo se utilizaron los esteroisomeros (20R) y (20S) de GA,;5; y GA,, para
estudiar estas posibilidades mediante la determinacion de la estereo-
quimica de la conversion del grupo hidroxilo a aldehido, uno de los pa-
sos catalizados por las oxidasas de las giberelinas C,,.

Los resultados demuestran que en los extractos acelulares de las
hojas de Spinacia oleracea se puede encontrar una actividad distinta
a aquellas que catalizan la conversion de GA,, a GA, en los enzimas
recombinantes de Arabidopsis thaliana. Esta actividad es capaz de
aceptar la configuracion de GA,, con el anillo de lactona integro,
mientras que la actividad de la crucifera solamente puede catalizar la
conversion de GA,, con el anillo de lactona abierto, es decir, la forma
del hidroxiacido. La transformacioén en la que acttia esta altima acti-
vidad retiene el hidréogeno en configuracion 20S, mientras que es
este mismo hidroégeno el que se pierde en la transformacion de GA,,
a GA,, que precisa la forma cerrada del anillo de lactona en las hojas
de espinaca. En la configuracion de anillo de lactona cerrado, el hi-
drogeno 20R parece estar fijado rigidamente en la estructura por de-
bajo del anillo B, lo cual dificulta considerablemente la accesibilidad
del mismo por parte del enzima. En estas condiciones no es de
extranar que el enzima de espinaca acepte antes el hidrogeno 20S y lo
elimine llevando a cabo la transformacion de giberelinas. Por €l contra-
rio, en aquellos enzimas recombinantes que se utiliza la forma abierta
del anillo de lactona, el hidrogeno 20R es el favorito a la hora de la eli-
minacion porque la posicion del substrato expone en mayor medida
este hidrégeno que el 20S. Estos enzimas no parecen poseer la capaci-
dad del enzima de espinaca que ante la exposicion de un substrato
con la configuracion de lactona cerrada, y por tanto de baja accesibili-
dad del hidrégeno 20R, opta por eliminar el hidrogeno 20S.

En varios trabajos previos resumidos mas arriba también se sugirio
la presencia de distintos compuestos que presentaban espectros de ma-
sas caracteristicos de giberelinas, aunque especificamente no concorda-
ban con ningin espectro de giberelinas conocidas. Estos compuestos
parecen ser, por tanto, nuevas giberelinas o giberelinas no caracteriza-
das hasta la fecha. Algunos de ellos, por el comportamiento fisiologico
que presentaban recibieron estructuras hipotéticas. Este es el caso de
una giberelina abundante en las plantas en roseta tanto en condicio-
nes de dia corto como en condiciones de dia largo, a la cual se le atri-
buy6 la estructura de 23-hidroxi-GA;,. Esta giberelina en particular pa-
rece poseer una distribucién realmente amplia, puesto que se ha
detectado en Silene armeria, Arabidopsis thaliana, Spinacia oleracea y
otras especies. En la espinaca, se acumula en condiciones de fotope-
riodo corto. Esta observacion parece estar relacionada con el hecho de
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que en esta especie GAs; no se acumula en demasia en las plantas que
se desarrollan en dia corto. Los estudios metabdlicos en hojas de espi-
naca también mostraron que este compuesto aparecia tras la aplicacién
de GAs3, como producto mayoritario. Asi, y aunque se observo conver-
sion y metabolismo de GA;; a GA,, v GA,,, estas conversiones resulta-
ron ser en términos cuantitativos y en comparacion con los valores ob-
servados de 2-hidroxi-GAs;, muy reducidas. La transformacién de GA.;

"a 2-hidroxi-GAg; podria ser, por tanto, un método para controlar los ni-
veles excesivos de GAg;.

En un trabajo posterior se aislaron y caracterizaron tres nuevas
giberelinas, entre las que se encuentra 2-hidroxi-GAg;, a partir de
materiales vegetales especificos, y se les asigné numeracion segun el
procedimiento tradicional. Estas tres nuevas giberelinas son gibereli-
nas C,, y recibieron las numeraciones de GA,, (2B-hidroxi-GA;,),
GAys (2B-hidroxi-GA,,), v GAgs (2B-hidroxi-GA,g) . Las tres giberelinas
se aislaron de espinaca. GAy; se identifico ademas en cultivos de raiz
de tomate y en vainas de guisante. Por otro lado, el polen de maiz re-
sulté ser una fuente rica de GAg. Las estructuras de todos estos
compuestos se establecieron mediante comparaciones de los espec-
tros de masas obtenidos de sus ésteres trimetilsilil derivados y los de
muestras reales preparadas a partir del acido giberélico.

Los trabajos anteriores claramente indican que el fotoperiodo
controla la conversion y sintesis de GAs a traves de la activacion
de las C-20 oxidasas de la ruta de sintesis. Otro factor implicado
en la regulacion de la sintesis de las GAs es el fitocromo. Los fito-
cromos forman una familia de cromoproteinas relacionadas que
modulan la fotomorfogénesis en las plantas. La sobreexpresion
del fitocromo A en numerosas plantas produce una serie de efectos
pleiotropicos como enanismo, pigmentacion acusada y retraso de
la senescencia de las hojas. En el trabajo que se resume ahora se
demuestra que el efecto enanismo esta relacionado con la presen-
cia de bajos niveles de giberelinas en plantas de tabaco, Nicotiana
tabacum, que expresan el fitocromo A de avena bajo el control del
promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV). En este
caso, el enanismo puede suprimirse mediante la aplicacion de gi-
berelinas exégenas. En las plantulas transgénicas, el fitocromo se
detectdé principalmente en el tejido vascular de los tallos y los pe-
ciolos. Esta observacion es consistente con la actividad del pro-
motor CaMV, y sugiere que el tejido vascular es un sitio probable
de accion del fitocromo.

En conjunto, los datos indican que la distribucion espacial del fi-
tocromo es un factor decisivo en la respuesta de enanismo. Los datos
también sugieren que este fenotipo se debe a los niveles elevados de
la forma absorbente rojo-lejano del fitocromo en los tejidos vascula-
res, que reprimen la sintesis de giberelinas.
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Perspectivas

En esta monografia se han presentado evidencias considerables,
tanto genéticas como bioquimicas, que indican que los procesos de
crecimiento estan controlados por GAs activas 3f-hidroxiladas, prin-
cipalmente GA,. En general, la deficiencia natural o inducida en los
niveles de GA, correlaciona con un crecimiento atenuado o dismi-
nuido, mientras que el incremento de sus niveles se traduce en desa-
rrollo vigoroso.

Aunque la mayoria de estos estudios se han realizado en plantas
modelo, los principios fisiologicos se han generalizado a todos los ve-
getales. Esta conclusion implica que la manipulacion de la altura de
la planta puede efectuarse a través de la manipulacion de los niveles
de GA,. Asi, la aplicacion de inhibidores de la biosintesis de GAs se
utiliza para obtener plantas de tamano y altura reducidos, que son
caracteristicas deseables en ciertos cultivos y especies. La aplicacion
de inhibidores de la biosintesis de GAs disminuye el contenido de
GAs activas y reduce la altura de las plantas. Este efecto fenotipico
es consecuencia de una reduccion de la longitud de los entrenudos,
mientras que otros aspectos morfologicos, como el tamano de las ho-
jas y las flores o el desarrollo del fruto, no se afectan sino a dosis
mucho mas elevadas.

En los cereales, por ejemplo, se utiliza el CCC (un inhibidor de la
biosintesis de GAs) con objeto de acortar el tallo y evitar el “enca-
mado”. Esta es una practica agricola generalizada y de importancia
economica. Otros inhibidores de GAs como el paclobutrazol, se
aplican también en el cultivo de especies ornamentales para redu-
cir la longitud de los tallos florales y mejorar su aspecto y valor
economico. De hecho, la modulacion del tamaro, altura y porte de
las plantas es uno de los objetivos prioritarios de la mejora genética
en muchas especies de interés agronomico, como los frutales, los
citricos y el arroz, y también en cultivares ornamentales, como el
crisantemo. La obtencion de portainjertos de citricos que posean
capacidad moduladora sobre la altura y el porte de las variedades,
por ejemplo, podria traer consigo un descenso de los costes de pro-
duccion. El cultivo del arroz, que se realiza en parcelas inundadas
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presenta también un problema de encamado, porque los tallos son
flexibles, no ofrecen resistencia al viento y acaban doblandose com-
pletamente. En otras especies, las variedades enanas o con porte
compacto y mas resistente al encamado, también se contemplan
como lineas deseables.

Por otro lado, la aplicacion de GAs permite obtener en algunas es-
pecies frutos partenocarpicos, mientras que en otras mejora conside-
rablemente el cuajado de los mismos. En muchas especies, esta
practica agricola se efectua rutinariamente con objeto de estimular
el desarrollo del fruto sin semillas, como en los citricos y en la uva.
La obtencion de variedades que incorporen caracteristicas similares
en los cultivos de interés, erradicaria estas practicas agricolas, y en
algunos casos mejoraria la calidad de los productos, mientras que en
otros se reducirian las pérdidas en la produccion.

En algunas especies, estas caracteristicas se estan introduciendo
por procedimientos de hibridacion clasicos. Sin embargo, el cuerpo
de conocimientos generado en el area de la biosintesis de giberelinas
también permite desarrollar aproximaciones mediante ingenieria ge-
neética. En esencia, esta aproximacion incluye el aislamiento y modi-
ficacion de los genes biosintéticos de las giberelinas, y su posterior
reintroduccion en los cultivos de interés. La sobre-expresion de estos
genes deberia potenciar la sintesis de GA,, y por tanto, el desarrollo,
o inhibirla, si el efecto deseado fuera la reduccion del crecimiento.
Las plantas transgénicas asi obtenidas, serian nuevas lineas con
portes modulados segun la intensidad de la modificacion.

El conocimiento adquirido en el area del control hormonal del
crecimiento vegetal permite disenar una cierta estrategia y senalar
los pasos mas importantes a la hora de desarrollar una aproxima-
cion como la descrita arriba. En primer lugar, se debe seleccionar
y aislar el gen de la ruta de sintesis de GAs mas apropiado para el
fin que se persigue. La ruta de la biosintesis de GAs es larga y com-
pleja y ofrece un numero de genes que pueden ser blanco de esta
estrategia. En una primera etapa el ent-kaureno, primer compuesto
especifico de la ruta, se sintetiza a partir de geranilgeranilpirofos-
fato por actividad de las ciclasas. En una segunda etapa el ent-
kaureno se convierte en GA,,-aldehido mediante monooxigenasas
tipo P450 (kaureno oxidasa y acido kaurenoico hidroxilasa). Final-
mente, a partir de GA,,-aldehido se sintetizan las GAs activas a tra-
vés de diferentes rutas: la 13-hidroxilacion (sus miembros presen-
tan un grupo hidroxilo en la posicion C-13), la 3p-hidroxilacion
(sus miembros presentan un grupo hidroxilo en la posicion 3f) y la
no hidroxilacion (sus miembros no presentan grupos hidroxilo en
las posiciones 3 y 13). La ruta de la 13-hidroxilaciéon es predomi-
nante en la mayoria de especies vegetales, y comienza con la con-
version de GA,, a GA;; catalizada por la GA 13-hidroxilasa, una en-



zima tipo P450. Un punto comun a todas las rutas biosintéticas de
GAs es la oxidacion progresiva del C-20 por las GA 20-oxidasas,
que catalizan también la eliminacion del C-20 para producir las
GAs C,,. La 3B-hidroxilacion de estas GAs esta catalizada por 3p-
hidroxilasas.

La importancia de estos enzimas en el control del desarrollo de las
plantas se pone de manifiesto por la existencia de mutaciones en di-
chos genes que generan fenotipos enanos y semi-enanos, como se ha
mostrado en esta monografia. Asi, los genes que controlan los niveles
de GAs activas son los que codifican para: a) las ciclasas; b) la GA
13-hidroxilasa, que convierte GA,, a GAs;; c) la 3B-hidroxilasa, que
convierte los precursores inactivos a formas activas; d) la 2p-hidroxi-
lasa, que inactiva las GAs activas; y €) las GA 20-oxidasas. En la ac-
tualidad, ya se han aislado clones de genes que codifican para la co-
palil difosfato sintasa en Arabidopsis (gal), y en maiz, asi como para
la ent-kaureno sintasa de calabaza. Se dispone ademas de GA 20-
oxidasas de calabaza, Arabidopsis (ga5), espinaca, guisante, judia y
citricos. El gen ga4 que codifica para la 3B-hidroxilacion se ha clo-
nado también en Arabidopsis.

La disponibilidad de estos clones y genes, seguramente produ-
cira avances muy interesantes en varias direcciones. Asi, se pueden
producir cantidades importantes de estos enzimas para estudiar su
estructura y funcion. Los lugares de sintesis de las giberelinas po-
dran ser identificados también mediante fusiones de genes marca-
dores-promotores, inmunolocalizacion e hibridaciones in situ. Es-
tos clones permiten ademas estudiar la regulacion individual de
cada uno de los enzimas, tanto a nivel de ARNm como de proteina.
Sin embargo, uno de los aspectos mas atractivos, como ya se indico
arriba, es la generacion de plantas transgénicas. En este terreno, el
interés en disponer de clones de genes que codifican para enzimas
de la biosintesis de giberelinas reside en la posibilidad de utilizar-
los para modular mediante transformacion genética el contenido de
GAs activas de la planta, aumentandolo 6 disminuyéndolo, y de
esta manera alterar caracteres fenotipicos dependientes de GAs,
como la altura y tamano de la planta. Los genes de la biosintesis de
giberelinas pueden introducirse en las plantas de interés bajo el
control de un promotor adecuado, bien constitutivo como el 35S del
virus del mosaico de la coliflor (CaMV), o bien especifico de un 6r-
gano. La introducciéon puede dar lugar a su sobreexpresion y a la
alteracion correspondiente de su fenotipo. De este modo se han
obtenido plantas transgénicas de petunia y tabaco con contenidos
superiores de auxinas y citoquininas.

Por otro lado, también se puede silenciar la expresion de un gen
en una planta mediante la técnica del RNA antisentido y mediante ri-
bozimas. La introduccion de un gen en la planta en configuracion
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antisentido se ha demostrado, en muchos casos, que da lugar a la
disminucion de los niveles del transcrito correspondiente y por tanto
a la reduccion de su expresion. Los ribozimas son moléculas de RNA
con actividad catalitica. Esta propiedad permite utilizarlos como he-
rramientas para silenciar la expresion génica. Por ultimo, existen
meétodos de transformacion por infeccion con Agrobacterium estable-
cidos para diversas especies entre las que se incluyen Arabidopsis, el
tabaco, la petunia, el tomate y los citricos.
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