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ABSTRACT

Recibido: septiembre 1984

Study o growth in etiolated hypocotyls of lupine: elongation of the organ and variation of the cellular size

The growth of the etiolated hypocotyls of lupine has been studied. The distribution of both the relative
growth and the cellular paraineters shows that the length of the cell parallels with the elongation of the organ, and

varies along this.

RESUMEN

Se estudia la distribucion y variacion con la edad del crecimiento de hipocotilos etiolados de altramuz
(Lupinus albus), determinando la velocidad de alargamiento del organo y € valor de diferentes pardmetros
celulares. E tamafio celular evoluciona de forma paralela a alargamiento del hipocotilo y vana a lo largo del

mismo.

INTRODUCCION

Conocido € efecto de AIA (&cido indolil-3-
acético). como regulador de numerosos proce-
sos del crecimiento, tanto a nivel celular (CLE-
LAND. 1976; RAYLE et al., 1977, RAY, 1973;
ALONI et al., 1983), como a nivel de drganos
(THIMANN, 1937), y dada la amplitud de la in-
vestigacion llevada a cabo sobre niveles hor-
monales enddgenos (ORTUNO, 1979) y meta-
bolismo auxinico (CABALLERO, 1982; MON-
TALBAN, 1981) en hipocotilos etiolados de al-
tramuz, resulta evidente la necesidad de redli-
zar un estudio amplio sobre € crecimiento de
este 6rgano a fin de poder establecer las opor-
tunas correlaciones con d crecimiento. Ello es
imprescindible para poder llegar a establecer €
papel de laauxina y sus metabolitos en € cre-
cimiento de este 6rgano.

E objetivo del presente trabajo consiste en
determinar la distribucion del crecimiento del
hipocotilo de altramuz y su variacion con la
edad. Para€ello se redliza un estudio comparado

entre el crecimiento del 6rgano y los valores de
diferentes pardmetros celulares.

MATERIAL Y METODOS

CULTIVO Y CRITERIOS
DE SELECCION

Semillas de altramuz (Lupinus albus) seleccionadas
por peso {0°9-1'0 g) se embeben en agua durante 24 h
en oscuridad y se siembran en bandejas de pléastico
sobre vermiculita. La plantacion se mantiene en ca-
mara de cultivo a 24 = [°C y oscuridad, efectuando
riegos peridédicos con agua sin superar la capacidad
de campo.

A los 7 dias se lleva a cabo una seleccion general
por tamafio (3'5-4 cm. altura media del conjunto de la
poblacién) de todas las plantas utilizadas en los dife-
rentes ensayos. procediendo a marcado de zonas
para € estudio del crecimiento. A cada edad, las
plantulas utilizadas para la determinacion del creci-
miento de la poblacién son seleccionadas entre aqué-
llas que presentan una historia previa de crecimiento
semejante. Los datos mostraron que todas las plantas
seleccionadas cumplian este requisito.
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DETERMINACION DEL CRECIMIENTO
DEL HIPOCOTILO

El alargamiento del hipocotilo se determina por €
clasico procedimiento del desplazamiento de marcas
de tinta. En & marcado inicia (alos 7 dias de edad).
se delimitan 7 zonas de 0'5 cm de longitud que se
denominan A. B, C. D, E. Fy G. Como se muestra
en lafigura I, la zona A esta situada inmediataniente
por debajo de los cotiledones y contiene la zona me-
ristematica del 6rgano; la zona G queda inmediata-
mente por encima de la raiz. situdndose las restantes
zonas entre ambas.

Las medidas de creciniiento se realizan aintervalos
de dos dias, y los resultados se expresan como creci-
miento relativo. calculado de acuerdo con la expre-
sion:

L. X 100 .

creciniiento (%) =

donde L., y L, corresponden respectivamente a lalon-
gitud inicial y final de cada zona en el intervalo de
crecimiento.

ESTUDIO MICROSCOPICO

A distintas edades se efectlan cortes transversales
y longitudinales de zonas marcadas en & hipocotilo.

Los cortes se realizan con microtonio de mano, y
las preparaciones se montan en béalsamo de Canada,
previa tincién con hematoxilina-verde iodo. Me-
diante micrémetro ocular se determinan en cada caso
diversos parametros celulares: a) espesor de tejidos
(corteza. cilindro vascular y médula). en cortes trans-
versales, y b) dimensiones celulares de los distintos
tejidos (epidermis. parénquinia de corteza y niédula).
determinando en cortes transversales los diametros y
en longitudinales la longitud de la célula.

Simultaneamente. en la preparacién se observa la
existenciade materia lignificado que se tifie de verde
por accion del verde iodo. asi como la presenciao no
de xilema secundario en alguna zona o etapa de cre-
cimiento.

RESULTADOS Y DISCUSION
A) ESTUDIO A NIVEL DE ORGANO

Crecimiento de la pldntula. Durante la pri-
mera etapa del desarrollo de la plantula de al-
tramuz. d hipocotilo es €l 6rgano aéreo que
crece mas rapidamente. Este 6rgano se localiza
entre la raiz y los cotiledones. H epicotilo o
porcién del tallo situada por encima de los co-
tiledones, y que es portador de las hojas. no
empieza a crecer apreciablemente hasta una
etapa posterior, cuyo inicio viene a coincidir
con & descenso del crecimiento del hipocotilo
(fig. 1).

Kepresentando d incremento de longitud que
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Figura 1. Estados de desarrollo de la plantula de

altramuz a diferentes edades (Ep=epicotilo; Hi=hi-

pocotilo: Co=cotiledon). Distribucién de marcas que

delimitan las distintas zonas para d estudio del cre-
cimiento.

Development of lupine seedling (Ep=epycotyl; Hi=hypocotyl, Co=
=cotyledon) The marks delimit the zones for ihe study of growih

experimenta e hipocotilo adiferentes edades. a
fin de determinar la cinética del crecimiento de
este organo (fig. 2). se aprecia que €& creci-
miento alcanza su valor maximo hacia los 11
dias de edad, descendiendo posteriormente
hasta anularse definitivamente hacia los 20 dias
de edad. A partir de este momento se aprecia
un crecimiento rapido del epicotilo que va
acompafiado de formacion y desarrollo de las
hojas. Estos resultados sugieren que @ hipoco-
tilo es un 6rgano de crecimiento determinado
ya que su alargamiento cesa una vez alcanzado
un cierto tamano, que en las diferentes planta-
ciones oscila entre 18 y 20 cm.

Distribucion del crecimiento. Localizacion de
la zona de elongucién. El crecimiento relativo
de las distintas zonas que se sefidlan en € hipo-
cotilo cambia con la edad.

En la figura 3 se representa graficamente d
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FiGURa 2. Incremento de longitud que experimenta
d hipocotilo en los dos dias anteriores a cada edad.

Increasse ol lengih exhibited by the hypocotyl in ihr two diys previous
to the indicated age.

porcentaje de crecimiento frente d tiempo para
tres zonas representativas del 6rgano. Para las
zonas B y C, se aprecia un mé&ximo en la velo-
cidad de crecimiento en & intervalo de 9 a 11
diasy parala zona A en d intervalo de 11 a 13
dias de edad. posterior @ maximo de las res-
tantes zonas. Este retraso en € crecimiento de
la zona A, probablemente se debe a que ini-
cialmente una parte importante de dicha zona
es meristematica y por tanto su elongacion ce-
lular minima. Las curvas son decrecientes para
las zonas D y E, en donde d 6ptimo de creci-
miento sedade 8a 10y de 7 a9 dias, respecti-
vamente. Las zonas F y G muestran un creci-
miento inapreciable a lo largo de la experiencia.
y las oscilaciones representadas en la figura 3
se deben aerrores propios del muestreo, pese i
los rigurosos criterios de seleccion seguidos
(ver Material y Métodos). Dicho error puede
alcanzar valores proximos al 409, como indica
la figura 3.

En todas las zonas. una vez rebasada la edad
del crecimiento maximo, érte disminuye hasta
que finalmente se anula. La edad a la cual cesa
d crecimiento vana segin la zona. de forma
gue cuanto mayor es la distancia a los cotiledo-
nes antes se detiene su crecimiento. Asi, la
zona A sigue creciendo apreciablemente hasta
los 17 dias: B hasta los 13; C y D hasta los 11;
E hasta los 9 diasy F y G no crecen practica-
mente desde € inicio de la experiencia (tabla 1).

La zona de elongacion (ZE) del hipocotilo
estara constituida en cada edad por aquellas
zonas gue presenten € maximo crecimiento.
Para determinar su localizacion. y teniendo en
cuenta d error de muestreo, se han excluido de
la ZE las zonas cuyo crecimiento es inferior al
60% (tabla 1). Siguiendo este criterio, solo a-
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TaBLa 1. Crecimiento relativo experimentado por

las diversas zonas del hipocotilo en intervalos de cre-
cimiento de dos dias. Se indica para cada periodo de
crecimiento la zona de elongacion.

Relative grouth exhibited by the several zones of the hypocotyl mn
periods of growth vl two diys  The elongation zane tor each period ot
growth 15 indicated
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FioLry 3. Vanactones del crecimienio relutivo con

la edad. Zona B (cuadrados) (cinética similar en las

zonas A y C}); zona D (circulos) (similar en E) y zona

F (tridngulos) (similar en G). E % de crecimiento se

obtiene a partir del incremento de longitud que expe-

rimentan las zonas. en los dias anteriores a cada
edad.

Variations with age of the relative growth. Zone B (squares) (the kinetic

lor the zones A and C 1s similar); zone D (circles) tsimilar for E) and

rone F (tnangles) (simitar tor G). 1he percentage ol growth 1s obtained

from ihe increase ol length that the zones exhibit in ihe 1w days
previous at each age



guna pequefia porcion (inferior o superior) de
las zonas excluidas podna formar parte de la
zona de elongacion, por lo que € error come-
tido se considera despreciable. En € periodo de
crecimiento de 13-15 dias los valores de creci-
miento son solo ligeramente superiores a error
de muestreo. No obstante, la ZE, caso de exis-
tir, estana ubicada en la parte superior de la
zona A.

En la tabla I puede apreciarse como € ta-
mafio de laZE vana con laedad, alcanzando un
Optimo en el periodo de 9-11 dias y desapare-
ciendo practicamente a los 21 dias. De igud
forma, puede comprobarse un desplazamiento
ascendente de dicha ZE con la edad.

B) ESTUDIO MICROSCOPICO

Localizacion de la zona meristemadtica.
Cuando se observa al microscopio un corte lon-
gitudinal del hipocotilo se aprecia, en la parte
superior de la zona A, un conjunto de células
pequefias en forma de cupula que identificamos
como células meristematicas (fig. 4A3. J\/Iientra,s
dura el ¢recimiento de! hipocotilo puede locali-
zarse en €l microscopio la zona meristemética

SIEMPTe o 1 parte superior de A, pera.una vez
que ha cesadd el Eréchhiento aé e&e %rganoﬁa
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FiGura 4. Esquemade un corte longitudina de una
plantula de altramuz de 7 dias (A) y 20 dias (B) de

edad. Escala aproximada ]3:1' Tamano de células

unas 50 veces mayor que ¢! correspondiente & la €S

cala: Hi=hipocotilo; Hv=haz vascular; lc=insercion

del cotiledon; Ma=meristemo apical; f’f:prlmordlos
foliares; P=Peciolo; Ep=epicotilo.

Schema ot the longitudinal section of lupine seedling at two ages: 7

days (A) and 20 days (B). Approximate scale 3.1. Size of cells about 50

umes greater that rhe corresponding to rhe scale. Hi=hypocotyl: Hv=

=vascular bundle: lc=juntion of cotyledon. Ma=apical mensteme: Pf=fo-
liar pnmordia, P=petiole; Ep=epycotyl

TaBLA 11. Estudio microscopico de las dimensiones de diversos tejidos y células. en zonas de diferente

localizacion en el hipocotilo de altramuz. a edades fisiolégicas distintas. Los resultados se expresan en pm y

corresponden a valores medios de 10 muestreos. Se indica la desviacion tipica. a y b, didmetros celulares
obtenidos en cortes transversales; c, longitud celular obtenida en cortes longitudinales.

Microacopic study of several tissues and cells, 1n zones of variable localization 1n the lupine hypocotyl. ai different ages. The data are expressed in
um, and correspond to the mean of 10 meaiuremenia. The typical deviation is indicated u and b, cell diameters measured in transversal sections; ¢,
cell length mearured in longitudinal sections.
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zona meristematica se desplaza de esta posi-
cion, observandose ahora en € épice del epico-
tilo (fig. 4B). Este desplazamiento es el respon-
sable de la desaparicion posterior de lazonade
elongacién del hipocotilo (y por tanto de la de-
tencion de su crecimiento). asi como de rpido
crecimiento que a partir de este momento se
detecta en € epicotilo.

Variacion con la edad de parametros celula-
res. De los resultados obtenidos al estudiar las
dimensiones de diferentes tgjidos y células
constituyentes de este 6rgano se concluye que
e Unico parametro de los estudiados, que vana
apreciablemente con la edad y localizacion en
e hipocotilo. es la longitud celular de parén-
quima tanto en médula (tabla 11) como en cor-
teza (fig. 5). Los restantes parametros estudia-
dos (didametros celulares, espesor de corteza,
médula y cilindro vascular, tabla 11) no presen-
tan variaciones significativas. En ningln caso
se hadetectado formacion de xilema secundario
durante d periodo de crecimiento estudiado
(hasta 18 dias de edad). Este dato, unido a va
lor précticamente invariable de didmetros celu-
lares y espesor de tgjidos y érganos, indica que
durante d periodo estudiado sblo se produce
crecimiento primario (en longitud) pero no se-
cundario (grosor) de la plantula de altramuz.

FiGura 5. Variacion con la edad de la longitud ce-
lular (um) en corteza (segunda capa proxima d ci-
lindro vascular) en distintas zonasdd hipocotilo. Las
barras indican la mitad de la desviacion tipica
Variation of the cellular length (um) in cortex (second layer near the

vascular cylinder) with age in different zones of the hypocotyl The
vertical bars represeni a half of ihe typical deviations.

B dato més significativo y caractenstico de
este crecimiento primario del hipocotilo, es la
heterogeneidad en la longitud celular para las
distintas zonas del 6rgano, tanto para edades
jovenes (6 dias), como d final del periodo de
crecimiento (18 dias; fig. 5). Como era de espe-
rar, alos 6 dias la longitud celular aumenta pro-
gresivamente con la distancia a 4pice, debido a
la mayor edad fisiolégica de las zonas inferio-
res, cuyo crecimiento esta practicamente anu-
lado. cuando en las zonas superiores mas jove-
nes, la elongacién celular sélo acaba de ini-
ciarse. De hecho, existe una buena correlacion
entre los periodos de maximo crecimiento tanto
en longitud celular (fig. 5) como en & tamafio
de zonas (fig. 3).

Menos previsible es el hecho de que la lon-
gitud celular final sea diferente segun la locali-
zacion en d hipocotilo, y asi, en la figura 5 se
aprecia que una vez finalizado el crecimiento
del 6rgano la longitud celular disminuye de
apice a la base. Este resultado no parece atri-
buible a que las zonas superiores (por ejemplo,
la A) mantienen su crecimiento durante un pe-
riodo de tiempo superior a de las zonas inferio-
res, ya que, en contraste. la velocidad relativa
nunca es demasiado grande (tabla 1). Méas bien
hay que pensar en alguna causa relacionada con
la distinta localizacion de las células en el or-
gano. En este sentido, se han observado gra-
dientes de naturaleza diversa a lo largo del hi-
pocotilo, tales como niveles de auxina (OR-
TUNO, 1979), metabolismo auxinico (MONTAL-
BAN. 1981; CABALLERO, 1982) y actividades
enzimaticas AlA-oxidasa (SABATER, 1978). De
igud forma, cabe pensar en lainfluenciade otros
paradmetrosrelacionados con lalocalizacién en &
6rgano, como presionfisicasoportada, velocidad
de transporte de auxinas. diferentes gradientes
hormonales (citoquininas, giberelinas, etc.). po-
laridad celular. etc.

Restan por estudiar algunos parametroscel ula-
res cuya distribuciéon y variacion con la edad
pueden suministrar importante informacion adi-
cional para completar e conocimiento del pro-
ceso de crecimiento de esta planta. Asi, lavaria-
cion del nimero y tamafio de elementos de xi-
lema. espesor de paredes celulares, etc.. seran
objeto de préximos trabajos. De igua forma, €l
estudio del crecimiento del 6rgano debera ser
ampliado a otras magnitudes relacionadas con €
crecimiento, como variacién de peso y variacion
del potencial hidrico y sus componentes
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