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INTRODUCCION

Para un estudioso de la evolucion de las plantas, el mas impor-
tante de los problemas botanicos no resueltos es, al presente. la
manera en que la accion primaria de los genes, que es de natura-
leza quimica, puede traducirse en las caracteristicas de la forma ex-
terior por la cual distinguimos a Jas plantas y determinamos las re-
laciones evolutivas entre ellas. La importancia de este problema
para una comprension de la evolucion de las plantas, reside en el
hecho de que la seleccion natural, que guia el curso de la evolucion,
debe escoger individuos, poblaciones y lineas evolutivas, sobre la base
de la adaptabilidad de sus caracteristicas totalmente formadas, o
fenotipos, mientras que la transformacion de las poblaciones en la
evolucion depende de que en ellas se establezcan genotipos alterados,
los cuales, mediante una secuencia complicada de sucesos, daran
origen a las alteraciones adaptativas requeridas en el fenotipo. De-
bido a la complejidad del desarrollo podemos estar seguros de que
la accién de la seleccion sobre el genotipo es indirecta, y de que
ciertamente debe originar muchos cambios fenotipicos que no son
respuestas directas a la presion de seleccion particular que esta
operando. Sin embargo, la cantidad y naturaleza de estos efectos
indirectos no se conoceran mientras no comprendamos mejor la
accion en el desarrollo de aquellos genes responsables de las dife—
rencias adaptativas, tanto de aquellos que afectan caracteristicas
morfolégicas visibles de la planta como de aquellos que alteran sus
reacciones fisiologicas sin efectos visibles evidentes.

Los primeros hechos que atestiguan sobre la complejidad de la
secuencia de sucesos que separan la accién génica inicial de la
expresion final de los caracteres, son aquellos de la pleioiropia y
de la herencia multifactorial. Es bien conocido el hecho de que las
diferencias entre poblaciones naturales con respecto a caracteristi—
cas tales como tamaiio, precocidad de floracion, forma de hojas, pé-

* Conferencia pronunciada por el Dr., LEDYARD STEBBINS, en ocasién de las
‘‘Sextas Jornadas Argentinas de Bot4nica'’, realizadas por la Sociedad Argentina
de Boténica en la Universidad Nacional de La Plata, y a las cuales asistiera espe-
cialmente invitado por la Comisién de Investigacion Cientifica de la provincia de
Buenos Aires.
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talos y otros organos, estan gobernados por muchos genes ubicados
en numerosos loci diferentes a 1o largo de los cromosomas. El trakajo
reciente de Clausen y Hiesey (1958) sobre la herencia de diferencias
entre un ecotipo costero subtropical y un ecotipo subalpino, de la
especie californiana Potentilla glandulosa, ilustra este hecho parti-

EL CONCEPTO DEL CIRCUITD ELECTROMICO
DE LA ACCIOR GEMICA

PRODUCT O REACCIONES
GEN PRIMARID  INTERMEDIAS CARACTER
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cularmente bien. De las 19 diferencias en caracteres que estudiaron
en estos ecotipos, encontraron que 12 eran gobernadas por un numero
grade indefinido de loci génicos, 4 por tres loci, y 3 por uno o dos
loci principales mas modificadores. Ninguna de las caracteristicas
que estudiaron exhibié6 herencia mendeliana simple que indicara
diferencias con respecto a un solo gan.

Aunque no tan extensa, la evideicia de la accién génica pleio-
tropica es no obstante abundante. U:n buen ejemplo es el gen ‘“pe-
tioled” (peciolado) en Nicotiana tabacum, que he discutido en otro
Jugar (Stebbins 1950-1959). Este gen altera de una manera semejante
las hojas, sépalos, 16bulos del caliz, 16bulos de la corola, anteras y
capsula. Cada una de estas estructuras es mas fina y mas aguzada
en el apice en el genotipo “peciolado” que en los apéndices corres-
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pondientes a plantas no pecioladas. Los estudios preliminares de los
primordios jovenes de los apéndices, sugieren que e] efecto es pro-
ducido por una mayor cantidad de elongacion celular en el desarrollo
temprano, con relacién a la division celular, pero esto debe verifi-
carse mediante analisis mas cuidadosos.

La preponderancia de la pleiotropia y la herencia multifactorial
con respecto a las caracteristicas adaptativas de las plantas superio-
res requiere que expresemos la accién génica en el]las por un dia-
grama similar a aquel de la Figura 1, el cual expresa lo que, por
sugestion de mi colega Dr. Richard Snow. debiera llamarse el con-
cepto del “circuito electréonico” de la accién génica. Si un gen de-
termina la naturaleza de una reaccion bioquimica primaria del me-
tabolismo celular, es probable que esta reacciéon ocurra en muchas
células diferentes en distintos estados del desarrollo. De muchas
maneras, los efectos de esta reaccion seran similares dondequiera que
ella ocurra, pero las diferencias en el ambiente intracelular y en la
naturaleza de otras reaccicnes que ocurran simultineamente, causa-
ran ciertamente que una sola reaccién primaria produzca resultados
finales diferentes en partes diferentes de la planta. Esta es la base
mas probable de la accion génica pleiotropica. La herencia mul-
tifactorial se basa probablemente sobre el hecho de que la forma y
estructura de cualquier o6rgano es el resultado <e la interaccion,
durante e] desarrollo, de muchos genes diferentes que tienen diversos
efectos primarios. En consecuencia, una nueva forma o condicion
de una estructura, adaptativas, sdlo pueden producirse si se cam-
bia de un modo armonioso la accion de muchos genes diferentes.

Debido al gran numero de reacciones quimicas controladas gé-
nicamente, que incluye el problema general de la manera cémo los
genes producen los caracteres visibles, es un problema compuesto
que contiene muchos problemas mas pequefios. En consecuencia,
antes de abordar experimentalmente el problema general, debemos
analizarlo y resolverlo en las unidades especificas de las cuales esta
compuesto. Un primer intento de tal analisis se presenta en la Fig. 2,
que representa en términos generales los tipos principales de pro-
cesos que median entre el gen y e] caracter. Pueden reconocerse tres
tipos generales de reacciones. En primer lugar estd la acciéon pri-
maria de] acido desoxirribonucleico génico, que produce acido ribo-
nucleico y proteinas, incluyendo enzimas. Luego vienen las interac-
ciones entre reacciones quimicas controladas enzimaticamente, que
ocurren dentro de las células y que son responsables de su creci-
miento, divisién y diferenciacidn. Vienen finalmente las relaciones
entre grupos de células que, por su divisién, elongacion y diferencia-
cién, producen tejidos y organos. Estas etapas estan estrechamente
conectadas entre si, de una manera especial. Los distintos estados
del desarrollo forman una secuencia epigenética en la cual el subs-
trato, y por esoc la velocidad de cada proceso quimico que ocurra en
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un estado posterior, dependen de otros procesos quimicos que ocu-
rrieron en un estado anterior de dicho desarrollo. En consecuencia,
e] analisis de esta secuencia epigenética exige una comprension tanto
de los propios procesos separados como de las maneras en que
interaccionan entre si los diferentes procesos.

ACCION GENICA PRIMARIA

Durante el ano pasado se han producido adelantos espectacula—
res en nuestro conocimiento de la accién génica primaria. Estos he-
chos estan ahora establecidos firmemente. Los genes consisten prin-
cipalmente en 4acido desoxirribonuoleico, y séle contienen cuatro
clases de nucleotidos, dispuestos en pares, adenina-timina y citosina-
guanina. La especificidad génica resulta del hecho de que estos
pares de bases de los nucleétidos estan ligados entre si en largos
filamentos espiralizados, en la molécula génica, y de que cada gen
tiene un patréon de disposicion particular y linear de los pares de
bases, en su filamento espiralizado. Este patron contiene la “infor-
macion” que dirige la sintesis de amino-acidos individuales, asi como
el orden de los amino-acidos en la cadena de pelipéptidos de la
molécula de proteina. En consecuencia, la especificidad génica de-
termina la especificidad de la proteina, porque el patron linear de
disposicion de los nucleétidos en la molécula génica determina
eventualmente el patron de la disposicion de los amino-acidos en la
molécula de proteina. La substancia intermediaria en esta secuencia
de reacciones, es e] acido ribonucleico, que lleva la informacion desde
el acido desoxirribo-nucleico hasta las proteinas.

El descubrimiento de que disposiciones especificas de nucleoti-
dos, en grupos de tres, proveen el ‘“cédigo” para los amino-acidos
individuales, es quiza de tanta significacion para nuestra compren-
sion de la biologia genética y evolutiva, como el descubrimiento de la
tabla periodica de los elementos lo fue para la fisica y la quimica.
Pero asi como la quimica organica sélo usa una parte de la tabla
periddica, y sobre e]la construye una superestructura enorme de
informacion, relativa a la sintesis y propiedades de los compuestos
organicos, de la misma manera es probable que la biologia de] des-
arrollo de los organismos superiores sera capaz de usar el coédigo
basico solamente como un fundamento inicial, y sera requerido para
construir sobre €] una superestructura voluminosa de informacion
bioquimica relativa a la naturaleza e interaccion de procesos de
desarrol'o controlados enzimaticamente.

REGULACION DE LA ACCION GENICA

Un descubrimiento sobre accion génica en bacterias, que es de
profunda significacion para los estudiosos de las plantas superiores,
es la identificacion, por Jacob y Monod (1961), de genes que regulan
la actividad de otros genes. En el sistema que estudiaron en Esche-
richia coli, un gen especifico, el operador, controla la activacion de
un “gen estructural” particular ubicado al lado suyo, poseyendo el
ultimo la informacion codificada para la estructura de una proteina
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particular. Un segundo elemento, el regulador, quz puede estar ubi-
cado en cualquier posicion a lo largo del cromosoma, prcduce una
substancia citoplasmatica que afecta la rapidez a la cual el operador
activa al gen estructural. Mc Clintock (1961) ha sefialado que este
sistema complejo de regulacion es muy similar al que ella ha estado
estudiando por muchos afios en maiz y que ha llamado el sistema
activador-disociacor. El reconocimiento de sistemas similares en or-
ganismos tan diferentes como el colibacilo y el maiz, sugiere que
pueden encontrarse en la mayoria, si no en todos, los sistemas vi-
vientes.

Sin embargo, debemos reconocer la rosibilidad de que, en los
animales y plantas superiores, la accion génica puede estar reguiada
por sistemas que no existen en las bacterias. En relacién con esto,
un organulo que debiera considerarse seriamente es el nucléolo. Los
nucléolos se encuentran en las células de todos los organismos que
poscen una membrana nuclear definida, desde organismos unicelu-
lares como Chlamydomonas y Fuglena, hasta animales y plantas
superiores. Investigaciones recientes han demostrado que su funcién
esta asociada indudablemente con el metabolismo del acido ribonu-
cleico (Brachet, 1960), aunque no se comprende su naturaleza exacta.
Si los nucledlos son destruidos por una microrradiacién mieniras que
los contenidos nucleares remanentes no son dainados (Perry, comu-
nicacion oral) el pasaje de acido ribonucleico desde el ntucleo ai
citoplasma es anulado e inhibida la sintesis de proteina. Citidina
radioactiva (tritiada), introducida en la célula, es detectada primero
como acido ribonucleico en e] nucléolo, y luego penetra el citoplasma
en Jos ribosomas (Woods, 1859). Heslop-Harrison (1960) ha encon-
trado recientemente que si meristemas de plantas son tratados con
una substancia quimica analoga de un componente del acido ribo-
nucleico, 2 - tiouracilo, se inhibe la formacién de las células foliares.
Esto estd asociado con e] fracaso de los ribosomas en pasar desde el
nucléolo hasta el citoplasma (Heslop-Harrison, in litt.). El Dr. Ja-
mes Bonner y sus colegas han encontrado que en nicleos aislados de
arveja, la sintesis del acido ribenucleicc ccurre a todo lo largo de
los cromosomas, pero que luego de formarse deja los cromosomas y
se deposita en el nucléolo. En las células muy grandes de Acetabu-
laria (Werz, 1961), el crecimiento y la diferenciaciéon estan asociados
con tamarfio grande y forma irregular del nucléolo.

Todns estos datos experimentales, obtenidos por distintos inves-
tigadores en organismos diferentes, tendrian sentido si se supone
que el nucléolo es un érgano regulador que controla la intensidad de
la sintesis de proteina, por acumulacion del acido ribonucleico que
es sintetizado mas o menos continuamente por el acido desoxirri-
bonucleico, y por despacharlo hacia el citoplasma en forma de
ribosomas, con una rapidez que estad determinada por el ambiente
fisico-quimico inmediato de la célula. Desde que las proteinas son
sintetizadas sobre la superficie de los ribosomas, e] naumero ce estos
cuerpos presentes en una célula podria ser en murhos casos un
factor limitante de la sintesis de proteina.
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Esta hipotesis, que es francamente especulativa, se adelanta pa-
ra recalcar la necesidad de mas estudios de los nucléolos y su ac-
tividad, particuiarmente en relacion con e] rol del acido ribonucleico
en el desarrollo.

COMPORTAMIENTO CELULAR Y FORMA DE LOS ORGANOS

La exploracion adicicnal de la accion génica, en relacion con
la forma y estructura de los organismos superiores, se hace alta-
mente especulativa, debido a nuestra falta de conocimiento. En
consecuencia, dedicaré el resto de esta disertacion a la investigacién
que hemos estado conduciendo en un esfuerzo para aislar aquellos
prcblemas que deben solucionarse antes de que podamos explicar la
forma adulta sobre la base del comportamiento celular. Comenzaré
con un analisis parcial de una diferencia monogénica en cebada,
que se ha seleccionado debido a su efecto profundo sobre la estruc-
tura de un organo particular, la gluma fértil o lemma. El gen hooded
(encapuchado) (KK) es conocida desde hace mas de cien afios como
e] rasgo distintivo de una variedad de cebada que fue descubierta
originalmente en los montes Himalaya del Nepal. Los primeros
estudiosos de la genética de la cebada lo identificaron como un gen
dominante simple, y mi colega, Mr. Coit Suneson, lo ha transferido,
por retrocruzamiento, al patrimonio genético de una variedad de
primavera de seis hileras, ampliamente cultivada, |conocida |como
Atlas.

En este patrimonio, el gen hooded no ejerce efectos detectables
sobre caracteres vegetativos o sobre cualesquiera estructuras florales,
excepto la gluma fértil o lemma. La mitad superior de esta estruc-
tura es mcdificada profundamente. La arista larga y fina, que al-
canza una longitud de quince centimetros en e! genotipo de Atlas
aristado normal (kk), es reemplazada por una estructura compleja
conocida como la capucha (Fig. 3). La diseccion revela que la capu-
cha contiene dos espiguillas rudimentarias extras, conectadas entre
si por una raquilla que se extiende mas alla de la palea normal, en
todas las variedades de cebada. La mas inferior de estas dos espi-
guillas estd invertida y su palea, anteras rudimentarias y ovario
rudimentario, estan dirigidos hacia la base de la lemma. Dos apén-
dices laterales estin ubicados entre esta espiguilla y la mitad infe-
rior de la lemma, que en todo respecto es normal y comparable a la
porcion basal de la lemma en el genotipo aristado. Estos apéndices
laterales estan 2 menudo prolongados en estructuras aristiformes,
y se interpretan mejor como homélogos de las aristas de la espiguilla
principal y de la espiguilia rudimentaria inferior. No se puede evitar
la conclusion de que la !emma encapuchada consiste realmente en
una porcién aislada de un eje, inserta sobre la region apical de un
apéndice floral, la lemma. En consecuencia, toda la estructura es
anémala y completamente diferente de cualquier otra estructura co-
nocida, sea en las Gramineas o en cualquier otra monocotiledénea.
Si podemos descubrir como puede un gen producir tal efecto pro-
fundo sobre un solo tipo de estructura, sin afectar visiblemente el
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resto de la planta, habremos aprendido mucho sobre la manera en
que los genes pueden producir diferencias en la forma externa.
Cuando analizamos los estados mas tempranos del desarrollc de
la lemma, no encontramos diferencias detectables entre ‘“encapu-
chado” y “aristado” en el primordio muy joven (figuras 4, y 7). Pero
cuando el primordio ha alcanzado una longitud de aproximadamente

AWNED
k¥

HOODED
KK

Fig. 3. -— Diagrama de la estructura de la capucha
en la cebada encapuchada. Aconed — aristada; hooded — encapucarada.

trescientos micrones, aparecen diferencias reconocibles en el com-
portamiento celular. En el genotipo “encapuchado”, las células de
la superficie superior (adaxial) de la mitad dista] del primordio,
se dividen mas rapidamente y sufren menor elongacion entre di-
visiones, de manera que resultan distintamente mas pequefnias que
las células correspondientes de “aristado” (figuras 5, 8). Ademas,
en este estado de desarrollo, las células distales del primordio, en
el genotipo “aristado”, se dividen todas en direccién longitudinal,
contribuyendo asi a la longitud del primordio. Por otra parte, en la
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variedad “encapuchada”, las células epidérmicas se dividen tanto en
direccion vertical como horizontal, de modo que el primordio crece
muchos menos en longitud, pero resulta mas ancho que el primordio
correspondiente de la variedad “aristada”. Las secciones longitudi-
nales a través del primordio, en este estado, revelan el hecho de
que las células inmediatamente debajo de la epidermis estan divi-
diéndose en tres direcciones: longitudinalmente, horizontalmente y
periclinalmente o perpendicularmente a la superficie de ]a lemma
(figura 9). Estas divisiones convierten la superficie adaxial de la
region distal del primordio de la lemma. en la variedad ‘“encapu-
chada”, en un cojin elevado y redondeado. La estructura histologica
de este cojin es muy similar a la del primordio de la espiga de
cualquier variedad de cebada en un estado mucho mas temprano
del desarrollo, cuando las espiquillas y organos florales principales
comienzan a diferenciarse (figuras 10 y 11; cf. también Bonnett,
1945) . Luego que el cojin esta bien desarrollado, los 6rganos florales
y la raquilla se diferencian de él, esencialmente de la misma manera
como lo hacen los 6rganos de las espiguillas normales en un estado
mas temprano del desarrollo (figura 12).

Estos hechos pueden relacionarse mejor con la acciéon génica
suponiendo que las células del meristema apical y sus apéndices
tienen en cualquier estado del desarrollo un potencial de desarrollo
particular. Este puede definirse como el estado fisico-quimico de las
células, que ha sido determinado por la interaccion de los genes y
el ambiente celular en estados previos del desarrollo. Ello determi-
nara a su turno la secuencia de interacciones génico-ambientales
que ocurriran en estados mas tardios del desarrollo y produciran las
estructuras del adulto. En un meristema apical normal de una gra-
minea tal como la cebada, sus células tienen primero el potencial
de desarrollo para la formacion de los primordios de las hojas basales
0 de la roseta, que llevan renuevos en sus axilas; luego el de formar
primordios de las hojas de los culmos, las cuales difieren de las
hojas basales en su estructura epidérmica y en la ausencia de renue-
vos axilares; y finalmente e] de formar primordios de las espigui-
llas de la inflorescencia. Dentro de estos primordios de espiguillas,
algunas células meristematicas adquieren el potencial de desarrollo
para glumas estériles, algunas para glumas o iemmas fértiles, y otras
para los lodiculos, estambres, ovario y raquilla. El potencial de des-
arrollo de las células de un tipo particular de primordio resulta
normalmente restringido a la formacion de los tejidos caracteristicos
de dicho primordio.

Sobre la base de este concepto, podemos decir que el gen hooded
invierte la secuencia normal de potencialidades de desarrollo en el
primordio de la lemma, de modo que las células en su mitad distal
vuelven a la potencialidad de desarrollo que es caracteristica de las
células que pertenecen a los primordios jovenes de las espiguillas.
La estructura histolégica del cojin, con sus capas de tunica y cor-
pus caracteristicas, es un signo visible de esta inversion en la po-
tencialidad del desarrollo. Adoptando este concepto, podemos ver
como una unica accion génica primaria puede llevar al desarrollo
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Figs. 4-9. — Fotomicrografias mostrando el desarrollo de la arista en una
cebada aristada y de la capucha en una cebada encapuchada. 4, sec-
cién transversal del primordio de la arista, longitud de 150 micrones.
5, superficie adaxial de un primordio de la arista, longitud de 500 mi-
crones. 6, seccién longitudinal mediana del primordio, longitud de 400 mi-
crones. 7-%, las mismas etapas en el desarrollo de la capucha. Todas las
figuras magnificadas 500 x. Figs. 10 y 11. — Secciones transversales
de la espiga primordial y de las hojas superiores, respectivamente. Am-
bas magnificadas 450 x. Fig. 12. Secciéon longitudinal de la cima
del primordio de la capucha, en una etapa intermedia, mostrando
los primordios de las partes de la flor abortiva 550 x.



de estructuras tan diversas como paleas, anteras, ovarios y raquilias,
en posiciones donde no ocurren normalmente. En consecuencia, nues—
tra comprension de la accién del gen hooded depende mayormente
de saber lo maximo posible acerca de las diferencias bioquimicas
e histolégicas entre la region cdistal del primordio de la lemma de
hooded y la region correspondiente del genotipo ‘“aristado”, ea y
antes del momento de la formacion del cojin.

Las mas obvias de estas diferencias son que las células primor-
diales en el tipo “aristado”, estan relativamente elongadas en este
estado y se dividen casi completamente en una direccion longitu-
dinal, mientras que las células correspondientes en ‘“encapuchado”
son mucho mas pequefias y se dividen en muchas direcciones. Si mar-
camos en una grafica la longitud del primordio como abscisa y la
iongitud media de las células de la epidermis superior o adaxial
como ordenada, encontramos que en el genotipo “aristado” la lon-
gitud de las células aumenta progresivamente con la longitud del
primordio. Esto significa que la cantidad de elongacion celular que
ocurre durante un ciclo mitético es, como un promedio, mas grande
que ia reduccion en tamano causada por la division celular en te-
lofase mitotica. Una grafica similar para el genotipo ‘‘encapuchado”
nos muestra que la longitud de las células aumenta con la longitud
del pitmordio, hasta que los primordios tienen aproximadamente 300
micrones de longitud, y luego se reduce abruptamente. En este estado,
que corresponde al comienzo de la formacién del cojin, la cantidad
de elongacion celular ya no es igual a la reduccion en tamano causada
por la division celular. Por eso, la primera acciéon visible del gen
hooded es disminuir la rapidez de la elongacion celular en relacién
con aquella de la division celular.

Una base quimica posible para este cambio es la siguiente: Un
factor limitante de la division celular es la duplicacion del acido
desoxirribonucleico, mientras que en una célula maristematica que
no tiene vacuolas en aumento y posee una pared de.gada, el factor
limitante mas probable de la elongacion celular es la intensidad de
la sintesis de la proteina citoplasmatica. Otro posible factor limitante
es la rapidez de incorporacion de agua en el sistema coloidal; es
decir la rapidez del cambio del citoplasma y del nicleo, desde un
estado relativamente de gel a un estado de sol. Si la sintesis de
proteina es limitante, entonces la reduccion del tamano celular en
la lemma “encapuchada” debiera reflejarse en una razén reducida
de “proteina/acido desoxirribonucleico” en el tejido. Analisis pre-
liminares indican que esto es asi. Por otra parte, las comparacisnes
de peso himedo con peso seco indican que las potencialidades de
desarrollo del meristema de los primordios de la espiga y espigui-
llas, estdn asociadas con un contenido de agua mas bajo que aquel
encontrado en primordios de la hoja o de la lemma. En consecuen-
cia, es posible que el comienzo de la formaciéon del cojin en el pri-
mordio de la lemma de “encapuchada” esté asociado con una re-
ducciéon simultanea en contenido de agua y sintesis de proteina,
acompanada quiza por un aumento en la rapidez del ciclo mitético.

Si nuestro anaiisis es correcto hasta aqui, entonces una com-
prension final de la accién del gen hooded depende de la solucion
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de los problemas siguientes: Primero, ¢;cual es la diferencia prima-
ria en accion bioquimica entre los a'elos “aristado” y “encapuchado”
que pueda originar un cambio de la relacién entre la sintesis de
acido desoxirribonucleico y aquella de ias proteinas citoplasmaticas
como un tota! o de alguna proteina critica que sea limitante para
el crecimiento citoplasmatico? Segundo, ¢como puede esta reduccion
en elongacion celular producir el cambio observado en la direccién
de la division celular, desde un plano simple, longitudinal, como ocu-
rre en “aristado”, a tres planos de division como en el cojin del
primordio de la lemma en el genotipo ‘encapuchado?

Con respecto a la diferencia bioquimica primaria, la tnica in-
formacion adicional disponible actualmente es que el contenido de
ciertos amino-acidos libres en plantulas jovenes, es diferente en los
dos genotipos, y que estas diferencias aumentan cuando las plantulas
se hacen crecer en una solucion débil de cloranfenicol, substancia
bien conocida como inhibidora de la sintesis de proteina (Sarkissian,
Shah, and Stebbins, 1962). Los contenidos de alanina, acido amino-
butirico y acido glutamico son significativamente mas altos en plan-
tulas de “encapuchado” que de ‘“‘aristado”, mientras que el de as-
paragina y glutamina es significativamente mas bajo. La identifi-
cacion de la simple reaccion cambiada que altera el contenido de
todos estos amino-acidos, exigira probablemente investigacion bio-
quimica intensa por algin tiempo futuro, pero ya que todos ellos
estan conectados entre si por trayectorias bioquimicas conocidas, es
altamente probable la existencia de un solo cambio primario. La
relacion entre esta diferencia y la cantidad reducida de elongacion
celular en los primordios de la lemma de “encapuchado”, puede re-
sultar mas clara cuando se haya analizado el contenido de amino-
acidos libres de tejidos en los estados criticos del desarrollo, asi como
de aquellos amino-acidos que constituyen sus proteinas.

La relacién entre elongacion celular y direccion de la division
celular, esta siendo estudiada en una secuencia de desarrollo com-
pletamente diferente, aquella de los estomas de la hoja de las gra-
mineas. Sobre ]a epidermis de dichas hojas, como también de aque-
llas de todas las demas monocotiledéoneas con hojas lineares, las
Unicas divisiones mitéticas en que el huso esta orientado en angulo
recto respecto del eje largo de la hoja, son aquellas que forman las
células anexas y las células subsidiarias que se hallan al lado de
ellas, cuando estan presentes. Como se demostré en otro lugar (Steb-
bins and Shah, 1960), las divisiones de las células subsidiarias son
inducidas por un estimulo que emana de la célula madre de las
anexas y que probablemente controla la orientacién del huso. En
consecuencia, la division de la propia célula madre de la anexa es
la que tiene mayor interés para nuestro problema. Nos preguntamos
lo siguiente: ¢Por qué los husos de estas células en division se orien-
tan en angulo recto con respecto a aquellos de todas las demas
divisiones mitoticas autonomas de las células epidérmicas?

Una respuesta parcial a esta pregunta se obtuvo de experimen-
tos que actualmente se estan conduciendo en nuestro laboratorio
(Shah, 1962) en las cuales el huso de una cierta proporcion de las
divisiones de la célula madre de la anexa, ha sido reorientado de una
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manera repetible y pronosticable de modo que yace en direccion
longitudinal, y produce células anexas prcximales y distales entre si,
mas bien colaterales. Este rzsultado se ha obtenido por inmersion
de plantujas jovenes durante una hora en soluciones débiles (0,075-
0,2 molar) de 2-mercaptoetanol. Como lo descubri6 mi colega el
doctor Daniel Mazia (Mazia, 1958), esta substancia no tiene efecto
sobre la cuplicacion del acido desoxirribonucleico, pero interfiere con
el ciclo mitotico evitando o retardando la formacion del huso. Tiene
poco o ningun efecto sobre la elongacion celular, y en las concen-
traciones usadas no es en absoluto toxico. En consecuencia, el efecto
del tratamiento de mercaptoetanol es retardar la iniciacion de la
mitosis a la vez qu2 permitir que la elongacion linear de las células
epidérmicas prosiga normalmente. Como resultado, las células ma-
dres de las anexas son mas largas en relacion a su ancho, en el mo-
mento en que se dividen. Un numero de hechos me han llevado hacia
la hipotesis de que este cambio en la forma Ze la célula es indirec-
tamente responsable del cambio de orientacion del huso mitotico.
Si esto es correcto, otras substancias quimicas que promueven la elon-
gacion celular debieron entonces actuar sinergisticamente con el
mercaptoetano] para aumentar la frecuencia de las divisiones proxi-
males-distales reorientadas de las células madres de las anexas. El Dr,
Shah ha sido capaz de producir este efecto combinando concentra-
ciones débiles de mercaptoetanol con distintas concentraciones de
giberellina. Reciprocamente, cualquier agente que retardara la elon-
gacion celular después del tratamiento con mercaptoetanol debiera
contrarrestar su efecto productor de orientaciones proximales—distales.

Los experimentos recién mencionados parecen establecer una
relacion, en ciertos tejidos vegetales, entre la rapidez del ciclo
mitético, la intensidad de la sintesis de acido desoxirribonucleico, la
forma celular, y la orientacién ce la division celular. Si se encuentra
que esta difundida la relacion que existe aparentemente en el des-
arrollo de los estomas, su significacion para la morfogénesis sera
muy grande. Su aplicacion a la accion del gen hooded es la si-
guiente: De acuerdo con la hipdtesis presente, hooded altera la
velocidac de alguna reaccion relacionada con la sintesis de proteina.
En la mayoria de los tejidos esta relacion alterada no tiene efectos
finales visibles. Esto es debido probablemente a que la intensidad
de la elongacion celular, aunque retardada, nunca alcanza el punto
critico, con relacion a la intensidad del ciclo mitético, que determina
una reorientacion del huco. Pero en el primordio de la lemma, el
estado del desarro]lo de trescientos a quinientobs micrones es uno en
el cual la intensidad en e] ciclo mitotico aumenta, tanto en el geno-
tipo “aristado” como en el “encapuchado” y en kk (“aristado”)
esta asociado con la iniciacion del crecimiento rapido de la arista
larga. En el genotipo “aristado” la sintesis de proteina y la elon-
gacion celular normales siguen e] ritmo de esta intensidad de mitosis
aumentada, pero la sintesis de proteina relativamente ineficiente
de “encapuchado”, hace esto imposible. En consecuencia las células
se alargan menos rapidamente en la profase mitética en “encapu-
chads” que en “aristado”, y este cambio de forma y rapidez de
elongacion produce su tendencia de dividirse en tres planos en lugar
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de uno. La masa solida de pequenas células asi construida, adquiere
luego las caracteristicas fisico-quimicas y el potencial de desarrollo
del primordio de la espiguilla, de manera que el curso normal del
desarrollo es desviado hacia la diferenciacion extra de los 6rganos
reproductivos caracteristicos de la ‘“capucha”.

La significacion de una relacién general entre elongacion celular
y orientacion de la divisién celular puede verse en el diagrama que
mostramos en la figura 13. Si suponemos que la elongacion celular
es mayormente unidireccional, como lo es en los filamentos, hojas
lineares, las capas de la tunica del meristema, y en el desarrollo tem-
prano de los primordios de los apéndices en emergencia, la forma de
una célula en profase mitotica dependeria entonces de la cantidad
de elongacion que haya ocurrido desdz la profase previa. Si la lon-
"gitud celular se duplica durante este periodo, cada célula en profase
tendra aproximadamente la misma forma (figura 13: 1A -1C), mien-
tras que si no ocurre elongacién durante un ciclo mitéotico, la re-
lacion “longitud/anchura” serd en profase la mitad de la que fue
en la profase precedente (figura 13: 2A -2C). Suponiendo que en
estas células meristematicas evacuoladas el huso esti generalmente
orientado paralelamente al eje largo de la célula o al eje que se
estd alargando mas rapidamente, las divisiones celulares sucesivas,
acompaiiadas por una gran cantidad de elongacion, celular, produ-
ciran un filamento o una estructura linear (figura 13: 1D), habién-
dose dividido todas las células en la misma direccion; mientras que
la division celular no acompaifiada por elongacién hara que la forma
celular sea diferente después de cada division mitotica, y producira
por eso una estructura ancha y chata, o sélida, debido a la orien-
tacion de husos sucesivos en dos o tres planos (figura 13: 2D).

Sobre la base de esta hipotesis, yo pronosticaria que en las es-
tructuras filamentosas o alargadas, como el joven gametofito de un
musgo o un helecho, o la raicilla en creeimiento de cualquier planta
vascular, la intensidad de la sintesis de elementos citoplasmaticos
en relaciéon con la sintesis de acido nucleico, seria relativamente alta,
mientras que en estructuras sélidas como el embrion joven de un
musgo o el esporofito de un helecho, o el primordio de una inflo-
rescencia sélida como el capitulo de un miembro de las compuestas,
se encontraria que la intensidad de la sintesis citoplasmatica seria
mas baja relativamente a aquella de la sintesis de acido nucleico.

Los dibujos en la mitad derecha de la figura 13, ilustran otra
situaciéon que no es rara en las plantas superiores. Si ocurre una
division asimétrica en un tejido meristematico, ambas células hijas
pueden ser capaces de dividirse nuevamente, pero una de ellas puede
recibir elementos citoplasmaticos que estimulan un aumento en la
intensidad del ciclo mitotico, mientras que la otra célula hija reci-
bird menos de estos elementos. En este caso, el desarrollo subsi-
guiente serda como en las figuras 13: 3C-3D. Es evidente la seme-
janza de estas figuras con el desarrollo temprano del embrion y
suspensor de una angiosperma. Las observaciones de Reuter (1953)
sobre la transicion désde la forma filamentosa a la chata de un
joven protalo de helecho, indican que este cambio en la forma esta
acompanado por una reduccién en la razén “longitud/ancho” de las
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células. En los primordios de las espiguillas de cebada he observado
numerosas divisiones asimétricas en la region desde la cual emergen
los primordios de la lemma, justamente antes de la apariciéon de las
primeras divisiones periclinales que dan origen a estos primordios.
Es por eso posible que las divisiones periclinales que inician la emer-
gencia de los primordios de los apéndices, a partir del meristema
apical, resulten de divisiones asimétricas en el ciclo mitdtico previo,
las cuales proveen a ciertas células de elementos inductores de mi-
tosis, en mayor cantidad que a las célu'as vecinas. Tales células su-
fririan una menor elongacion periclinal (paralela a la superficie del
meristema) antes de entrar en la préxima division mitética, y asi

INTERACCION ENTRE ELOMGACION CELULAR Y DIVISION
CELULAR EN LA DETERMINACION DE LA FORMA

1 ELONGATION >DIVISION 2 ELGNGACION <DIVISION 3 MITOSIS ASIMETRICA
ELONGACIGN >Y < DIVISION
PROFASE O :

= |

TELOFAS/ O 10

proFasE | O j.'_" B O

reorase [O] O, '-Q'Alf"fd.

-0

Fig. 13. — Diagrama que muestra la accién rec proca entre elongacién
celular y divisién celular, que determina la forma de un 6rgano vegetal.
Explicacién en el texto

tendrian a menudo su dimension mas larga anticlinalmente, o en
angulos rectos a la superficie del meristema. Un estudio cuidadoso
de los meristemas apicales, teniendo esta hipotesis presente, puede
arrojar alguna luz sobre el problema de] origen de los primordios
de los apéndices, que hoy es pobremente comprendido.

Debe recalcarse el hecho de que la correlacion entre forma ce-
lular y orientacion del huso mitético no es de ninguna manera
universal, y que no puede aplicarse a células con vacuolas grandes.
Sin embargo, en tales células puede haber una tendencia del huso
a orientarse en la direccion del eje mas largo del citoplasma dispo-
nible. Las divisiones de las microsporas de Tradescantia, segin fue-
ron estudiadas por Sax y Edmonds (1933, Sax 1935) constituyen un
ejemplo. En el momento de la division que forma los nucleos genera-
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tivo y vegetativo, la microspora posee dos grandes vacuolas, de modo
que el eje mas largo del citoplasma disponible esta en angulo recto
con el eje largo de la microspora. Por eso, el huso se orienta en esta
posicion. Pero si las plantas se crian a temperaturas muy altas o
muy bajas, hay ausencia de vacuolas en muchas microsporas en
este estado, y en estas células el huso mitético se orienta parale-
lamente al eje largo de la célula. El hecho de que el huso de las
células cambiales en division esté orientado diagonalmente o en
angulos rectos con respecto a su eje largo, se relaciona probable-
mente con la presencia de grandes vacuolas en estas células (Bai-

ley, 1930).

LOS PROBLEMAS PRINCIPALES QUE REQUIEREN
SOLUCION

Esta discusion de la relacion entre accion génica y forma, puede
resumirse formulando preguntas especificas que, en mi opinion, de-
ben responderse para que nos den una comprension real de la tra-
yectoria desde el gen hasta el caracter. Ellas son las siguientes:
Primero: ¢poseen los organismos superiores cualesquiera mecanis-
mos de regulacion de la accion génica, que no existan en bacterias
y virus? En particular, ¢juega el nucléolo un rol en tal regulacién?
Segundo.: ¢en qué grado el control génico del metabolismo celular
es alcanzado indirectamente, por el control de la intensidad a la cual
las substancias reguladoras del crecimiento, tales como auxina y
giberellina, son sintetizadas y acumuladas en las células, y en qué
grado las relaciones de sintesis nucleares y citoplasmaticas son de-
terminadas directamente por reacciones enzimaticas controladas gé-
nicamente? Tercero: ¢cuan difundida esta la correlacion entre forma
celular y orientacion de la division celular, y en qué grado depende
esto de la relacion entre la intensidad de la sintesis de proteinas
citoplasmaticas y de acido nucleicos? Cuarto: ¢qué fuerzas gobiernan
la distribuciéon polarizada desigual, de elzmentos citoplasmaticos
dentro de la célula, que es responsable de las mitosis asimétricas
y del subsiguiente comportamiento diferencial de las células hijas
provenientes de tales mitosis? ¢(Cuales son los elementos citoplas-
maticos significativos que son distribuidos desigualmente? Quinto:
¢en qué grado las mitosis asimétrica inician la diferenciacion celu-
lar? En particular, ¢son tales mitosis responsables de la iniciacion
de las divisiones periclinales que dan origen eventualmente a los
primordios de los apéndices? Si no es asi, ¢cuales son las condi-
ciones celulares que producen estas divisiones, asi como los demas
tipos de diferenciacion celular no asociacos con mitosis asimétricas?
Serto. ¢cuan difundido esta el fenomeno de la induccién mitotica
que es responsable de la formacion de las células subsidiarias en
el complejo estomatico de las monocotiledoneas? ¢Cual es el estimulo
inductor? Séptimo: ¢(qué factores gobiernan la direcciéon en que las
células se alargan a medida que maduran? Octavo: ¢En qué grado
esta controlada la forma de los organos en las plantas superiores,
por la intensidad y posicion a las cuales resultan diferenciados los
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haces vasculares, controlando por eso el transporte de nutrientes y
substancias de crecimiento a través de los primordios?

Aunque podrian formularse muchas otras preguntas sobre la ac-
cion de los genes en el desarrollo de las plantas supericres, me pa-
rece que estas son las mas significativas. Ellas son definidas y de
alcance relativamente limitaco. Pueden planearse experimentos para
responderlas, usando varias de las técnicas mas recientes ahora
disponibles, que seran enumerados en la seccion final de esta diser-
tacion.

TECNICAS PARA EL ESTUDIO DE LA ACCION GENICA
EN LA MORFOGENESIS

Me gustaria finalizar mi disertacion enumerando las distintas
técnicas que estan ahora a nuestra disposicion para explorar la tra-
yectoria desde el gen hasta el caracter. Aunque todas estas han sido
aplicadas exitosamente a las plantas superiores, ninguna planta
individual ha sido estudiada mediante todas ellas, y muy pocas se
han aplicado al analisis de diferencias genéticas conocidas. Comen-
zando con las que estan mas en el nivel descriptivo, y terminando
con aquellas que exigen los experimentos mas elaboradamente pla-
neados, ellas son las siguientes:

La ultraestructura de diversas células puede explorarse por el
uso del microscopio electronico. Las fotografias asi obtenidas nos dan
informacién sobre organulos tales como los mitocondrios, reticulo
endoplasmatico, y los ribosomas, que son asiento de los procesos
quimicos mas importantes del metabolismo celular. Los métodos his-
toquimicos, tales como el método del ‘“verde de metilo - pironina”
para acidos nucleicos (Lance, 1957) y las distintas técnicas para
aislar y demostrar por tincion diferencial la actividad de las enzimas
respiratorias, y de otras enzimas (Avers, 1958; Avers and Grimm,
1959), nos estan capacitando para establecer las conexiones entre es-
tructura de tejidos y actividad quimica, por modificacion de los mé-
todos convencionales. La técnica del cultivo de organos, tejidos
(Wetmore, 1954) y células o grupos de células aislados (Steward,
1958) esta actualmente lo suficientemente bien estandardizada para
que puedan estudiarse, bajo condiciones controladas, las reacciones de
estas partes aisladas, tanto con respecto a su medio interno como
entre si. Entre los tipos mas importantes de hechos que nos han
dado estas técnicas, estan los que se relacionan con la cantidad de
interdependencia que existe entre las células de las partes en des-
arrollo de las plantas. Organos completos, tales como raices, hojas,
apices de los renuevos, y ovarios, pueden desarrollar en forma per-
fectamente normal cuando se separan del resto de la planta y se
les da una nutricion apropiada (Wetmore, 1954; Steeves and Sussex,
1957). Por otra par'e, células aisladas de plantas superiores son in-
capaces de diferenciarse en cualesquiera de los medios que hasta
ahora se les nan suministrado, aunque cuando se forman grupos re--
lativamente grandes de células asociadas irregularmente, las células
interiores de estos grupos pueden comenzar a diferenciarse (Steward,
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1958). Estos experimentos nos dicen que las interacciones celulares
mas importantes en el desarrollo y la diferenciacién son probable
mente aquellas entre células y tejidos adyacentes del mismo 6rgano.
Se han realizado estudios directos de tales interacciones por medio
de operaciones quirurgicas en los apices en crecimiento (Snow and
Snow, 1952; Wardlaw, 1950; Ball, 1952 a, b, 1956; Loiseau, 1959) . Estos
experimentos nos han demostrado claramente que la disposicién de
las hojas sobre un tallo estai determinada por factores inherentes
del apice del renuevo real en que aquellas estan produciéndose, y que
las interacciones celulares entre los primordios mas joveies y el
meristema apical no diferenciado son de las mas importantes en la
determinacion de esta disposicion. Sin embargo, aun no es clara la
naturaleza de estas interacciones.

F] rol de las auxinas en la determinacion de patrones de creci-
miento ha sido reconocido de larga data. En aifios recientes el reco-
nocimiento de las cinetinas, giberellinas y otras substancias regu-
ladoras del crecimiento, ha alterado considerablemente nuestra
comprensior, de su roi en el desarrollo (Lockhart, 1961; Kefford and
Goldacre, 1961). Por otra parte, el conocimiento de la actividad qui-
mica de esias substancias en el metabolismo celular, ha probado ser
particularmente dificil de obtener. En consecuencia, la relacion entre
la accién génica y la actividad de las substancias reguladoras dei
crecimiento, es aun casi completamente desconocida.

Los analisis quimicos de partes de las plantas estan revelando
diferencias significativas entre partes de la misma planta, asi como
entre partes correspondientes de genotipos diferentes. Los analisis
mas importantes son aquellos que revelan el contenido y las pro-
porciones de los amino-acidos libres, el contenido y la naturaleza de
las proteinas, y particularmente el de los acidos nucleicos, inclu-
yendo tanto desoxirribonucleico como ribonucleico. Las técnicas bio-
quimicas modernas estan mejorando rapidamente tanto la rapidez
como la seguridad con que puede realizarse tales analisis.

Quiza las técnicas quimicas mas utiles para estudios de desarro-
llo son aquellos que se han ideado recientemente para estudiar
sintesis quimicas en células y tejidos. El uso de los analogos quimicos
de las purinas, pirimidinas y amino-acidos, para bloquear sintesis
quimicas especificas, estd ejemplificado por los experimentos de Hes-
lop-Harrison, mencionados antes. El uso de la autorradiografia para
analizar trayectorias quimicas especificas y localizar la posicion en
los tejidos de sintesis particulares, posee posibilidades aun mayores
para ensanchar nuestro conocimiento del desarrollo. Sin embargo
es una técnica de lo mas exigente, y es probable que sea lento el
progreso en su aplicacién a problemas de desarrollo.

Finalmente, el valor de todas estas técnicas para explorar la
trayectoria desde el gen hasta el caracter esta aumentando consi-
derablemente por el desarrollo de técnicas crecientemente precisas
de control experimental. La reaccion del genotipo frente a su ambiente
externo esta siendo reducida al minimo y cuidadosamente regulada
por el uso de camaras de control del crecimiento o fitotrones, en

467



los cuales los ultimos adelantos de la ingenieria moderna han sido
puestos al servicio del botanico. Se ha logrado el control del geno-
tipo para estudios individuales de desarrollo por el uso de lineas
puras genéticamente uniformes en el caso de las plantas anuales, y
de divisiones clonales en las perennes. Por otra parte, el rol de los
genes en el desarrollo no podra ser comprendido hasta que la ma-
yoria o todas estas técnicas hayan sido aplicadas a plantas que
difieren en uno o dos factores mendelianos conocidos y aislados. Tal
material genéticamente controlado ha sido escasamente usado en
absoluto para estudios de morfogénesis; su uso es esencial para
estudios ce la accién génica en la morfogénesis y lo sera quizd desde
el mayor paso simple hacia adelante en el aumento de nuestro
conocimiento de esta materia.

A partir de la informacion que he revisado, creo que ustedes
pueden ver cuan grande, complejo y multilateral es el problema total
de ]a accion génica en las plantas superiores. Por otra parte, algunos
elementos del mismo estan haciéndose rapidamente mejor com-
prendidos y el surtido de nuevas técnicas por las cuales puede ser
estudiado es de lo mas imponente. En consecuencia hay aqui un
campo en que las investigaciones coordinadas y multilaterales por
medio de los métodos conocidos, probablemente rindan una rica co-
secha de progreso cientifico en los proximos afios.
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