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INTrRODUCCION

Para las plantas no parece existir un verdadero limite entre la luz
visible y las radiaciones UV cercanas, puesto que ambas son absorbidas
por los fotorreceptores importantes, como clorofilas, carotenoides y fla-
vinas. En general, los 4cidos nucleicos y las proteinas, y también los
carbohidratos, la mayoria de los lipidos y el agua, no pueden absorber
pricticamente radiaciones superiores a 3.200 A que ocasionen estimulo
electronico (Mougr, 1969), y a causa de ello efectos mutagénicos (ZETTER-

BERG, 1961) u otros. Por el contrario, se considera que las radiaciones UV
cercanas son utilizadas por las plantas para sus reacciones fotoquimicas.

normales. Sin embargo, estas radiaciones ejercen muy variados efectos,
directos o indirectos, frecuentemente de estimulo o reactivantes del cre-
cimiento y metabolismo de las plantas (RupErT, 1964 ; CALDWELL, 1971),
de algin modo relacionados, aunque indirectamente, con los acidos nu-
cleicos. Fundamentado en estos hechos, nuestro trabajo ha consistido en
la aplicacidon a plantas de Nicotiana rustica 1.. de radiaciones UV cer-
canas (3.500 A), durante un tiempo prolongado (30 minutos), y el reco-
nocimiento de los efectos que ocasionan sobre su crecimiento y niveles
de ADN y ARN, durante el periodo del ciclo vegetativo comprendido
desde el estado prefloral hasta el de fructificacion.
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PARTE EXPERIMENTAL
Condiciones de cultivo e irradiacion

Los experimentos se han efectuado con Nicotiana rustica .. Las
semillas, después de lavadas con agua destilada, para eliminar posibles
sustancias inhibidoras hidrosolubles localizadas en las cubiertas, se sem-
braron en tierra de buena clase, en jardineras. Situadas en un inverna-
dero bajo las condiciones de temperatura y humedad que se indican a
continuacién :

Temperatura. Grados

Mes Humedad
Mdxima Minima
Febrero,..... Cene 21,0 9.0 53.2
Marzo ....ooevvnns 23,0 10,0 54,0
Abril .......... ves 23,0 11,6 58,0
Mayo............. 25,0 13,0 61,2
Junio............. 27,0 14,0 54,3

Una parte del cultivo se irradio desde el dia siguiente de la siembra
y la otra se dejé6 como control. Lo mismo las semillas control que las
irradiadas germinaron a los once dias de sembradas, y a los cuarenta y
cinco dias fueron trasplantadas a macetas.

Ademas de los riegos diarios con agua, las plantas recibieron otros
riegos peri6dicos con soluciéon nutritiva completa (ArNoN & HoaGLAND,
1944), a fin de que todos los efectos sobre el crecimiento o el metabo-
lismo observados se debiesen tinicamente a la irradiacién, y no a deficien-
cias minerales.

La irradiacién se efectud con tubos Philips « TL» 40 W/08, que emiten
entre 3.000 y 4.000 A, con el maximo en 3.500 A. Los tubos, en nime-
ro de 8, se situaron en un plafén de 40 x 60 cm., revestido de una
lamina de aluminio pulido para lograr, por reflexion, el maximo posible
de efectividad de la irradiacion. La energia teérica emitida por los ocho
tubos es de 373,12 x 107 ergios por segundo; en la practica es menor.
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1a distancia de las lamparas al apice de las plantas fue de 40 cm., en la
primera mitad del ciclo vegetativo, y de 10 cm. en la segunda mitad,
cuando las plantas eran mas altas. En esta segunda mitad del ciclo de
desarrollo, el brote y las hojas superiores recibian una dosis de irradia-
<ion mucho mayor que las inferiores, debido a su situacién respecto a la
fuente luminica.

La toma de muestras de plantas se inici6 a los ochenta y cinco dias
de sembradas las semillas, que correspondia a los cuarenta dias de tras-
plantadas, y se prosiguié semanalmente hasta el término del ciclo vege-
tativo. Se tomaron ocho muestras. El tiempo total de irradiacién reci-
bido por las plantas de cada muestra, en el momento de recolectarlas,
fue el siguiente:

Muestra Tiempo de irradiacion
1 36 horas
2 39 »
3 42
4 45 >
b5} 48 »
6 51 »
7 54 »
537  »

Toma de la muestra y determinacidn de los dcidos nucleicos

Una vez recolectadas las plantas, se separan, pesan en fresco y miden
las hojas, inflorescencias y raices y los tallos, todo ello en el menor
tiempo posible. Seguidamente se sumergen, también por separado, en
alcohol de 96° hirviente, y se mantiene la ebullicién durante cinco minu-
tos. Se dejan las muestras en un refrigerador a 0° durante 24 horas.
Cada parte se homogeiniza (¥), manteniendo el recipiente de homogeini-
zacion sumergido en bafio de metanol a — 15°. El homogeinizado se
I's=va a un volumen conocido.

Para la determinacién de los acidos nucleicos, es necesario preparar

{(*) Para esta operacién se ha utilizado un homogeneizador Servall Omni-Mixer.
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la muestra, a fin de eliminar los nucleétidos, azdcares, pigmentos y lipi-
dos, que después interferirian en la lectura espectrofotométrica final.
Para ello hemos seguido, en todos sus pasos, el método de MAYER &
Porjakorr-Maveer (1962) (HorpGate & GoopwiN, 1965; INGLE, 1963).
La Gnica modificacion introducida ha sido un aumento del nimero de
lavados con alcohol-éter, a fin de eliminar la clorofila, contenida en
alta proporcion en las hojas e inflorescencias. El residuo que queda
después de los lavados efectuados, se hidroliza con NaOH 0,4 N a 37° C,
durante 24 horas, segin el método de OGUR y RosEN (1930). Se acidifica.
con acido perclérico hasta pH 1, se deja a 0° durante una hora, se centri-
fuga y se decanta el sobrenadante. El residuo se lava con agua destilada
y se centrifuga de nuevo. Se unen los sobrenadantes, y en elios se deter-
mina la densidad 6ptica en un espectrofotémetro en la longitud de onda
de 260 nm. l.as lecturas se refieren a una curva patron, obtenida con
ARN puro de levadura de la firma IFluka.

Después de las operaciones precedentes, el ADN queda en el residuo.
Este iltimo se hidroliza con 4cido perclorico 2 N a 70° C, durante media
hora, y se centrifuga; se repite la operacion. En estos pasos hemos
seguido de nuevo el método de MAYER & PorLjaKoFrF-MAYBER (1962).
A 1 ml. del sobrenadante se le afiade 2 ml. del reactivo de difenilamina,
segtn el procedimiento de Schneider, modificado por BurTon (19456). Se
mantiene en estufa a 37 C, durante veinticuatro horas, y se lee en el
espectrofotémetro en la longitud de onda de 600 nm, conparando la den-
sidad oOptica con una curva patrén de ADN de esperma de arenque
(I.. Light and Co. Ltd. Colnbrook England).

RESULTADOS Y SU INTERPRETACION

Lo mismo en las plantas irradiadas que en las control, la inflores-
cencia se inicié a los noventa y dos dias de sembradas las semillas (2. M).
Pero mientras en las plantas control se presentaron las primeras flores
a los quince dias (4.* M) y los primeros frutos a los veintitin dias (5.2 M)
de iniciada la inflorescencia, en las irradiadas la floracion y la fructifica-
cion se iniciaron una semana después, es decir, a los veintitn dias (5.* M)
y veintiocho dias (6.* M), respectivamente, manteniéndose este retraso
durante el resto del ciclo vegetativo.

En el peso seco se aprecian diferencias entre las plantas irradiadas y
las control. En las irradiadas, en su conjunto (valor glohal), es mayor
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el peso de las hojas y los tallos, y menor el de las inflorescencias y las
raices (cuadro I). Probablemente, la inflorescencia irradiada pesa menos
4 causa de su moderado retraso vegetativo o inhibicién, y sustrae menos
material nutritivo a las hojas, por lo que éstas pesan mas.

En las hojas control aumenta su peso seco hasta el término del expe-
rimento, en plena fructificacidon (8.* M), en que disminuye, mientras que
en las hojas irradiadas tal aumento se produce solo hasta el estado de
tfloracién incipiente (4.2 y 5. M), alcanzando valores mas altos que en
las plantas control, y seguidamente disminuye hasta valores mucho mis
hajos que en las control, cuando la planta se halla en plena fructificacién
(8.* M). Todo parece indicar que la irradiacién ha ocasionado en las
hojas, primero un estimulo del crecimiento y después inhibicién. La
inhibicion del crecimiento de las hojas mas directamente irradiadas (su-
periores) v la senescencia de las mas viejas (inferiores) puede ser la
causa de la fuerte disminucion de peso observada en este 6rgano en las
muestras terminales. I.a inflorescencia de las plantas control aumenta de
peso, ininterrumpidamente, durante todo el periodo de crecimiento estu-
diado, mientras que en las irradiadas se produce al final (8.* M) una
cstabilizacion o moderada disminucién, igual que sucedia en las hojas,
y que atribuimos al efecto de la irradiacién. El tallo aumenta de peso
hasta el periodo prefloral-floral; después disminuye y aumenta de nuevo,
revelandose algunas diferencias poco significativas entre los tallos con-
trol y los irradiados. La raiz de plantas control e irradiadas aumenta de
peso seco, de modo mas o menos regular, hasta la fructificacién (7.* M),
v después disminuye (8.* M), mis acusadamente en las plantas irradiadas.

El ADN alcanza un valor global moderadamente méis alto en todos
los organos individuales de las plantas irradiadas que en aquellos de las
plantas control, lo mismo si se refiere a 6rgano (excepto en la inflores-
cencia) (cuadro II) que a porcentaje de peso seco de 6rgano (cuadro III).
Asi se puede indicar un ligero estimulo de la formacién de ADN vincu-
lado al crecimiento (valor referido a érgano), con la indicada excepcién
de la inflorescencia, e independiente del crecimiento (porcentaje) en todos
los 4rganos.

El ADN, referido a los diferentes érganos de una planta, experimenta
un aumento inicial, que prosigue hasta bien avanzado el periodo del
ciclo vegetativo estudiado. En las hojas, el aumento de ADN se extiende
hasta que la planta inicia la floracion (4. M en las control y 5.* M en las
irradiadas); en la inflorescencia, en ambos ensayos, hasta iniciada la
fructificacion (6.*> M), e igualmente en la raiz, sobre todo cuando los
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Cuapro I

Peso seco, expresado en gramos, referido a los drganos de una planta

Hojas Inflorescenciu Tallo Raiz
Muestra

Control  UV-30 Control UV-30 Control UV330 Control UV-30
1 1.647 1.151 — — 0.233 0.442 0.132 0.400
2 3.853 4.511 0.013 0.020 1.583 1.100 0.681 0.751
3 3.824 6.232 0.029 0.016 1.578 2.152 0.602 0.520
4 5.250 7.240 0.270 0.100 2.478 3.742 1.198 0.933
5 6.110 7.070 0.937 0.527 4.338 5.469 1.173 0.882
6 6.138 5.962 2.550 1.834 5.325 4.606 1.550 1.231
7 6.730 5.541 4.016 3.417 4.245 4.644 2.048 1.633
8 4.810 2.832 5.560 3.317 5.168 4.917 1.912 0.967

V.G. 39.362 41.539 13.375 9.231 24.48 27072 9.296 817

Valor global: Representa la suma de los valores parciales correspondientes a todas
las muestras para cada drgano y ensayo

Cuapro 11

ADN, expresado en ug, referido a los drganos de wuna planta control ¢ irradiada

Hojas Inflorescencia Tallo Raiz
Muestra —

Control  UV-30 Control UV-30 Control UV-30 Control UV-30
1 1.293 2.086 — — 1.875 1.876 0.414 0 769
2 1.961 2.979 0.096 0.107 1.616 1.842 0.968 1 204
3 3.429 3 636 0172 0.161 1.723 1.507 1.831 1.885
4 3.825 3.750 0.581 0.643 1.034 1.658 2.370 1.781
3 3. 448 3.879 1.676 1.125 1215 1.810 2.872 2.078
6 2747 2.325 2.262 1 939 1.724 1.540 2915 3.1
T 2375 2.325 1.453 1.507 1.077 0.74 2.154 3.771
8 2.044 1.507 1611 1891 0 592 0.699 0.646 0.861

V. G. 21.122 22.987 7.851 7.373 10856 11.685 13.950 16.180

Valor global: Representa la suma de los valores parciales correspondientes a todas
las muestras para cada 6rgano y ensayo.
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Cuapro [11

YADN expresado en porcentaje de peso seco, en los drganos de una planta control
e irradiada

Hojas Inflorescencia Tallo Raiz
Muestra _
Control UV-30 Control TUV-30 Control UV-30 Control TU\-3}

1 0.049 0.120 — — 0.080 0.042 0.313 0.192
2 0.050 0.066 0.744 0.538 0.102 0.167 0.142 0.168
3 0.089 0.058 0.594 1.010 0.108 0.069 0.304 0.362
1 0.073 0.056 0.215 0.667 0.041 0.087 0.197 0.241
i 0.056 0.055 0.175 0.213 0.028 0.033 0.244 0.235
6 0.044 0.034 0.088 0.106 0.032 0.033 0.175 0.249
7 0.035 0.041 0.036 0.043 0.026 0.016 0.105 0.230
8 0.042 0.052 0.028 0.057 0.011 0.013 0.026 0.088

V.G. 0438 0.482 1.880 2.634 0.428 0.460 1.506 1.765

Valor global: Representa la suma de los valores parciales correspondientes a todas
las muestras para cada érganc y ensayo.

Cuabpro 1V

ARN total, expresado en pg, en los drganos de una planta control e irradiada '

Hojas Inflorescencia Tallo Raiz

Muestra
Control  UV-830 Control TV-30 Control UV-30 Control UV-30

1 5.175 5.044 . — — 0.733 0.731 2114 4.074
2 7.245 4.436 0.384 0.495 7117 4.987 13.590 6.041
3 15.876 20.621 0.948 0.763 11839 10.931 9.972 10.356
4 18.750 20.133 7.747 3.912 7939 8.630 12.169 9.407
b 34.522 25.316 9.780 8.049 12317 13.332 11.919 0.780
] 41.415 32.220 37.979 20.688  12.274 14.898 9.090 9.090
7 48.330 48.324 97.809 74.794 12945 18.124 17.260 11.507
8 23.569 17.417 78.991 71141 14.522 15.242 9.495 5.235

V.G, 194882 173511 233.635 188.842 79.736 86.875 85.609  65.450

Valor global: Representa la suma de los valores parciales correspondientes a todas
las muestras para cada érgano y ensayo.
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CuabproOo V

‘Porcentaje de ARN, referido a peso seco en los drganos de la planta, control ¢
irradiada, durante el periodo del ciclo vegetativo estudiado

Hojas Inflorescencia Tallo Raiz

Muestra
Control  UV-80 Control UV-30 Control [UV-30 Control TUV-30

0.195 0.234 — — 0.314 0.165 1.601 1.018

0.490 0.615 1.420 2.265 0.281 0.310 0.981 0.540
3.621 3.998 15.377 18.756 2.934 2.623 9.690 7.911

1

2 0.187 0.331 2.950 2,475 0.449 0.453 1.995 0.804
3 0.415 0.277 3.271 4771 0.753 0.508 1.656 1.991
4 0.357 0.358 3.769 3.912 0.320 0.230 1.015 1.008
5 0.565 0.358 1.043 1.527 0.283 0.244 1.014 1.108
6 0.694 0.954 1.489 1.618 0.230 0.323 0.586 1.738
7 0.7118 0.871 2.435 2.188 0.304 0.390 0.842 0.704
8

. G.

<

Valor global: Representa la suma de los valores parciales correspondientes a todas
las muestras para cada 6rgano y ensayo.

Cuapbro VI

ADN y ARN por planta control e irradiada, durante el periodo del ciclo vegetativo

estudiado
ADN ARN ADN+ARN
Muestra

Control TV-30 Control UVv-30 Control uv-30

1 3.582 5.210 8.022 9.849 11.604 15.059

2 4.641 6.192 28.336 15.959 32.977 22,151

3 7.155 7.189 38.685 42671 45.840 49.860

4 7.810 7.832 46.605 42.082 54.415 49.914

5 9.211 8.892 68.638 56.477 T 77849 65.369

6 9.448 9.575 100.753 85.896 110.201 95.471

7 7.059 8.357 176.344 152.749 183.403 161.106

8 4.893 4.958 126.577 109.035 131.470 113.993
V.G 53.799 18.205 593.960 514.718 647.759 572.923

Valor global: Representa la suma de los valores parciales correspondientes a todas
las muestras para una planta,
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Cuvabpro V11

ADN y ARN expresado en porcentaje de peso seco, en planta control e irradiada

ADN ARN ADN+ARN
Muestra

Control Uv-3d Control UV-30 Control UVv-30

1 0.442 0.354 2110 1.417 2.552 1.771

o 1.038 0.939 5.581 4.063 6.619 5.002

3 1.095 1.499 6.095 7.547 7.190 9.016

4 0.526 0.997 4.461 5.508 4.987 6,905

5 0.503 0.536 2.905 3.237 3.408 3.773

[ 0.339 0.422 2.999 3.633 3.338 4.055

7 0.202 0.330 4.299 4.153 4.501 4483

8 0.107 0.210 3.172 3.730 3.279 3.940
V. G. 4.252 2.287 31.622 33.288 35.874 38.570

Valor global: Representa la suma de los valoies parciales correspondientes a todas
las muestras de una planta.

valores se refieren a drgano; después, en todos los organos indicados,
se produce una disminucién, en la inflorescencia seguido de nuevo au-
mento, cuando la planta se halla en estado de fructificacion plena (8.* M) ;
el tallo, por su propia naturaleza, elabora abundante tejido inerte y por
ello el ADN sigue un curso general descendente, durante el periodo del
ciclo vegetativo estudiado. Los porcentajes de ADN siguen, de modo
mas o menor regular, un curso descendente, frecuentemente después de
un aumento inicial de distinta intensidad y situacién. Este curso es logico
dada la formacion creciente de estructuras inertes con el desarrollo de
la planta.

El ARN, a diferencia del ADN, alcanza un valor global mis bajo en
los 6rganos irradiados (excepto en la inflorescencia) que en los control
(cuadro IV). Expresados los valores de ARN en porcentaje de peso seco
de 6rgano (cuadro V), son algo més altos en la hoja y en la inflores-
cencia, y mas bajos en el tallo y la raiz, es decir, los dos 6rganos, estos
altimos, que ofrecen mayores dificultades en la toma y manipulacién de
la muestra, y por ello menos fidedignos los valores de ellos obtenidos.
En definitiva, en hojas e inflorescencias irradiadas se revela un estimulo
independiente del crecimiento.
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Durante ¢} periodo del ciclo de desarrollo estudiado, el ARN sigue
un curso ascendente hastante constante en las hojas y la inflorescencia,
y con algunas irregularidades (en las que puede haber participado el
muestreo) e¢n el tallo y la raiz, seguido en todos los érganos de una
disminucion en el estado de fructificacion plena (8. M), mas acusado
en los o6rganos de plantas irradiadas (excepto en el tallo). El porcen-
taje de ARN en las hojas control e irradiadas sigue un curso ascen-
dentc hasta la ultima muestra, en plena fructificacion (82 M), en que
disminuye. Fn la inflorescencia, pese a algunas irregularidades, se pro-
duce, en ambos ensayos, un aumento durante el periodo prefloral, se-
guido de disminucion, y parecidamente sucede en el tallo y la raiz.

Los valores glohales de ADN, referidos a una planta (cuadro VI) y a
porcentaje de peso seco de planta (cuadro VII), indican en las plantas
irradiadas un estimulo vinculado al crecimiento e independiente de él,
mientras que los de ARN solo revelan un estimulo independiente del
crecimiento.

Referidos a una planta (cuadro V1), los valores de ADN siguen umr
curso ascendeute hasta iniciada la fructificaciéon (6.* M) y los de ARN
hasta algo después (7.* M), igual en las plantas irradiadas que en las
control, seguido de disminucién hasta el término del experimento (8.*
Al), en plena fructificacion. Los valores de ADN y ARN expresados en:
porcentaje de peso seco de planta (cuadro VII) experimentan un aumen-
to durante el estado prefloral (hasta la 3.2 M), seguido de disminuciérr
hasta el término del experimento, igual en las plantas irradiadas que em
ias control, '

En definitiva, los hechos mas destacados observados en las plantas.
de Nicotiana rustica L. irradiadas con UV cercano, son un moderado
retraso de la floracién y fructificacion, y a causa de ello, segfin se apre—
cia en los valores globales, un peso seco menor de la inflorescencia y
mayor de la hoja, y también un estimulo independiente del crecimiento
de la formacién de ADN y ARN, e¢n todos los 6rganos de la planta.

REsSuUMEN

En plantas de Aicotiana rustica 1.. irradiadas diariamente treinta
minutos con UV cercano (3.300 A), durante todo su ciclo vegetativo,
hemos ohservado, en el periodo comprendido desde el estado prefloral
al de fructificacién, un moderado retraso en la aparicion de flores y
frutos, y a causa de ello, segiin se aprecia en los valores globales, un
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peso menor de la inflorescencia y mayor de la hoja y un estimulo de
la formacién de ADN y ARN independiente del crecimiento, en todos
los organos de la planta.

SUMMARY

In specimens of Nicotiana rustica L. treated daily for thirty minutes
with close UV radiation 3.500 A) throught their vegetative cycle, a
moderate delay in the apparition of the flowers and fruits, in the period
from the prefloral stage to fructification has been observed, and due
to this, as evidenced by the global values, an increase in the inflorescence
weight and a reduction in that of the leaf have occurred, and also a
growth-independent stimulation of the production of DNA and RNA
in all plant tissues.
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